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ÖZET 

4-(2-AMİNO ETİL) BENZEN SÜLFONAMİT TÜREVİ BİLEŞİKLERİN 

ANTİKANSER ÖZELLİKLERİNİN İNCELENMESİ 

Berrin UMURHAN  

Biyokimya, Yüksek Lisans Tezi 

          

         Kanser tedavisinde kemoterapiyi kısıtlayan en önemli sorunlardan biri 

geleneksel kemoterapik ajanların kanserli dokuya spesifik olmamasıdır. Bu yüzden, 

kanser hücrelerine spesifik yeni moleküllerin tespitine yönelik yeni çalışmalar 

yapılmaktadır. Karbonik anhidraz-IX (CA-IX)  birçok kanser türünde ve hipoksik 

koşullarda neredeyse tüm tümörlü dokuda ifade edilirken normal dokuların 

birçoğunda görülmemektedir. Daha önceki yapılan çalışmalarda özellikle solid 

tümörlerdeki CAIX ekspresyonunun tümörün tanısı ve prognozu ile ilişkilendirilmesi 

bu enzimi kanser tedavisinde biyobelirteç ve kanser hücrelerine yönelik spesifik bir 

hedef haline getirmiştir. Sülfonamitler birçok biyolojik aktiviteye sahip olmakla 

birlikte antitümör etkisini tarif eden çeşitli mekanizmalar bulunmaktadır. En belirgin 

mekanizmasının CA-IX enzimi üzerine inhibisyon olduğu tespit edilmiştir 

           
         Bu çalışmanın amacı, CA-IX’ a yüksek afinite gösteren, yeni sentezlenen dört 

adet 4-(2-amino etil) benzen sülfonamit türevi bileşiğin CA-IX sentezleyen HELA 

(insan serviks adenokarsinom hücre hattı), CA-IX sentezlemeyen MDA-MB-231 

(insan metastazik göğüs adenokarsinom hücre hattı) ve PNT-1A (normal insan 

prostad hücre hattı) hücre hatlarındaki sitotoksik etkileri belirlemektir. Ayrıca en 

yüksek sitotoksik etki gösteren bileşiğin HELA hücre proliferasyonu ve apoptozisi 

üzerindeki etkisi ile bu etkinin ROS seviyesi ile korelasyonunu incelemektir. 

 
         Sülfonamid türevi bileşiklerin hücre canlılığı üzerine etkileri WST-1 testi ile 

belirlenerek her bir bileşiğin IC50 değeri hesaplandı. Sitotoksik etki düzeyi yüksek 

olan bileşiğin; hücre proliferasyonu üzerindeki etkisi BrdU ELİSA yöntemi, apoptoz 

ve nekroz indüksiyonu flow sitometrik annexin-V analizi, hücre içi serbest radikal 

değişimi ROS prop yöntemiyle araştırıldı. 
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         Test edilen dört adet  4-(2-amino etil) benzen sülfonamit bileşiginden  H4 

bileşiğinin HELA hücreleri üzerinde sitotoksik ve antiproliferatif etki gösterdiği 

tespit edildi. Ayrıca H-4 bileşiğinin hücrelerde apoptozu tetiklediği ve 

indüksiyonunun hücre içi serbest radikal artışına bağlı olabileceğini göstermektedir. 

 
          Bu çalışmadan elde edilen verilere göre, H4 bileşiğinin 3 boyutlu hücre kültürü 

ve hayvan deneylerinde test edilmesi, kanser tedavisi için yeni ve spesifik ilaç 

geliştirmeye yönelik araştırmalara büyük katkı sağlayacaktır. 

 

Anahtar Kelimeler: Serbest radikal, apoptozis, süfonamid, karbonik anhidraz-IX 
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ABSTRACT 

INVESTIGATION OF ANTICANCER PROPERTIES OF DERIVATIVES OF 

4-(2-AMINOETHYL) BENZENESULFONAMIDE 

Berrin UMURHAN 

Biochemistry, Master Thesis 

 

        One of the most important problems that limit chemotherapy in cancer treatment 

is traditional chemotherapeutic agents are not specific to cancerous tissue. Therefore, 

new studies carried out to discover new molecules specific to cancer cells. Carbonic 

anhydrase-IX (CA-IX) is not present in most of the normal tissues, although it is 

excreted in almost all tumor tissues in many types of cancer under hypoxic 

conditions. In previous studies, the association of CA-IX expression in solid tumors 

with tumor diagnosis and prognosis has made this enzyme a biomarkers for cancer 

diagnosis and also a specific target for cancer cells. Sulphonamides have many 

biologic activities as well as evidence that they have antitumor activity. Its most 

important effect has been shown to be inhibition on the enzyme CA-IX. 

     
        The aim of this study was to investigate the effect of four newly synthesized 4- 

(2-aminoethyl) benzenesulfonamide derivative compounds on high affinity to CA-IX 

were tested for cytotoxic effects on CA-IX synthesized  HELA (human cervical 

adenocarcinoma cell line), non CA-IX synthesized MDA-MB-231 (human metastatic 

breast adenocarcinoma cell line), PNT-1A (normal human prostate cell line) cell 

lines. Also to test the compound with highest cytotoxicity on proliferative and 

apoptotic efects on HELA cells and correlate the apoptotic effects with ROS levels.  

 
          The effects on the cell viability of the sulfonamide derivative compounds were 

determined by WST-1 test, and than IC50 value of each compound was calculated. 

The highest cytotoxic compound were used for a subsequent analyses; cell 

proliferation by BrdU, apoptosis and necrosis induction by annexin-V expression 

using flow cytometry, intracellular free radical exchange by ROS prop. 

 



viii 
 

        From the four tested 4- (2-aminoethyl) benzene sulfonamide compounds, 

compound H4 was found to have a high cytotoxic and antiproliferative effect on 

HELA cells. It also shows that H-4 induces apoptosis in cells and that induction may 

be due to increased intracellular free radicals. 

 
        According to the data obtained from this study, to test H4 compound in 3-

dimensional cell culture and animal experiments will greatly contributeto research 

for development new and specific drug for cancer treatment. 

 

Keywords: Free radical, apoptosis, sulfonamide, carbonic anhydrase-IX
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1.GİRİŞ 

 

         Kanser tedavisinde kullanılan kemoterapik ilaçların etki mekanizmasını 

kısıtlayan başlıca iki önemli sorun bulunmaktadır Bunlardan biri, kullanılan 

kemoterapik ajanların kanser dokuyla birlikte normal dokulara da zarar vererek 

istenmeyen yan etkilere sebep olmasıdır. Diğeri ise kanser hücrelerinin kemoterapik 

ajanlara karşı çoklu ilaç direnci kazanması sonucu tedavinin yetersiz kalmasıdır 

(1,2). Bu nedenlerden dolayı günümüzde kanser tedavisi için etkin ve spesifik ilaç 

geliştirme yöntemlerin araştırılması son derece önem kazanmıştır.  Son zamanlarda 

kanser tedavisi araştırmaları,  hedefe özgü biomarkır ve tedavi tekniklerinin 

geliştirilmesi üzerine odaklanmaktadır. 

 
         CA-IX, kanserli dokularda ifade edilen bir enzim olup CA enzim ailesinin bir 

üyesidir. Hücre içi mekanizması karbondioksit ve sudan bir proton ile bikarbonatın 

üretildiği geri dönüşümlü reaksiyonu katalize eder. CA-IX transmembran bir enzim 

olup birçok kanser türünde sentezlenirken birkaç normal dokuda sınırlı 

görülmektedir. CAIX, hipoksi de dahil olmak üzere stresli koşullarda tümörlerde 

aktive olduğu görülmüştür (3,4).  

 
         CA-IX, tümör pH'sını düzenleyerek kanser hücrelerinin hayatta kalmasını 

sağlar. Hipoksi öncesi CA-IX aktivasyonu, tümör hücrelerinin hipoksik koşullarda 

hayatta kalmasını ve proton üreterek hücre dışı pH’nın düşmesinde rol oynar. 

Normal hücreler için mikroçevre ortamının asidifikasyonu; hücresel solunum gibi 

yaşamsal hücre içi mekanizmaları durdurarak öldürücü olabilmektedir. Tümör 

hücrelerinin CA-IX'ları hücre içi pH'yı alkalize eden HCO3
-’ü üreterek kanser 

hücresinin ölümünü önlemektedir. Bu nedenle, CA-IX tümör hücrelerinde normal 

hücrelere kıyasla hayatta kalma avantajı sağlar. (5). 

 
         Son zamanlarda yapılan çalışmalarda solid tümörlerdeki CAIX ifadesi tümörün 

tanısı ve prognozu ile ilişkilendirilmesi bu enzimin kanser tanısında biyobelirteç ve 

spesifik bir hedef haline getirmiştir. Kanser tedavisine yönelik yapılan çalışmalarda 
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CA-IX enzim inhibitörlerinin kullanılması tedavisi için umut verici sonuçlar ortaya 

çıkarmıştır.  

 
         Sülfonamidler, hücre içi birçok biyolojik aktiviteye sahip inhibitörlerdir. 

Mikrotübüllerin bozulması, anjiyogenez inhibisyonu, G1 evresindeki hücre 

döngüsünün durması gibi sülfonamidlerin antitümör etkisini tarif eden çeşitli 

mekanizmaları bulunmaktadır. En önemli mekanizması CA-IX enzimi üzerine 

inhibisyon olduğu tespit edilmiştir (6-9). 

 
        Bu çalışmanın amacı yeni sentezlenip, CA-IX inhibitör özelliği tespit edilen 

dört adet  4-(2-amino etil) benzen sülfonamit türevinin; hücre canlılığı üzerine 

etkileri WST-1 testi ile belirlenerek her bir bileşiğin IC50 değeri hesaplandı En 

yüksek sitotoksik etki gösteren bileşiğin HELA hücre proliferasyonu ve apoptozisi 

üzerindeki etkisi ile bu etkinin ROS seviyesi ile kıyaslandı. 

 
          Çalışma sonucunda; WST-1 yöntemiyle yapılan sitotoksisite analizi sonucunda 

sentezlenen dört adet  4-(2-amino etil) benzen sülfonamit türevi bileşiklerden H-4 

bileşiğinin en güçlü sitotoksik etkiyi CAIX sentezleyen HELA hücreleri üzerinde 

gösterdiği saptanmıştır. Ayrıca bu maddenin HELA hücrelerinde antiproliferatif etki 

gösterdiği BrDU ELİSA yöntemiyle tespit edildi. Sitotoksik etki düzeyi yüksek olan 

2.maddenin (H-4) HELA hücreleri üzerinde apoptotik etki gösterdiği flow sitometrik 

annexin-V ile tespit edildi. Doza bağlı olarak hücre içi serbest radikal (ROS) artışına 

yol açarak apoptozise yol açtığı gözlendi. 
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2. GENEL BİLGİLER 

 

2.1. Kanser 
 

         Kanser, insan hücrelerinin fiziksel ve fizyolojik işlevlerini bozan, bir organ ya 

da dokudaki hücrelerin kontrolsüz bölünerek çoğalması sonucu oluşan kötü huylu 

tümörler olarak tanımlanmaktadır. Kanser, çözümlenememiş önemli bir sağlık 

problemidir ve hastalıklara bağlı ölüm nedenleri arasında ikinci sırada bulunmaktadır 

(10,11).  

 
       Klinik olarak köken aldıkları hücre tipine göre farklı davranışlar sergileyen 

kanser, yüze yakın kompleks hastalıkları kapsayan bir olgu olarak tanımlanmakla 

beraber başlangıç yaşlarına, büyüme oranlarına, metastazlarına,  evrelerine ve 

tedaviye verdikleri yanıtlara göre çeşitlilik göstermektedir. Bunlara rağmen tüm 

kanserler, moleküler seviyede ortak karakteristik özellikler sergilemektedir (12). 

Kanser hücreleri ile normal vücut hücreleri birbirinden farklıdır. Normal vücut 

hücreleri sistemli olarak büyür, bölünür ve ölür. Eğer yeni hücreler gerekmiyorsa her 

hücre kendi mekanizmasıyla hücre bölünmesini durdurur. Bu durum kanser 

hücrelerinde farklıdır. Kanser hücreleri büyümeye, bölünmeye kontrolsüz ve 

bağımsız bir şekilde devam ederek vücudun diğer bölgelerine yayılırlar, birikerek 

tümörleri meydana getirirler. Tümörler normal dokuların içlerine sızabilir, normal 

dokuları sıkıştırabilir ve tahrip edebilir. Tümörden ayrılan kanser hücreleri kan ya da 

lenf yoluyla vücudun diğer bölgelerine yayılabilirler. Kanserin vücudun diğer 

bölgelerine yayılımına metastaz adı verilir (13). 

 
         Kansere çeşitli faktörler sebep olmaktadır. Bu faktörler; yaşam şekli ve 

beslenme, mesleki faktörler radyasyon, hava kirliliği, su kirliliği, kanserojen 

maddeler, bulaşıcı ajanlar, endokrin ve hormon bozucular ve bağışıklığın azalması 

gibi etkenlerdir (14). Kanser kompleks bir hastalıktır. Hücre sinyali ve apoptozis gibi 

birçok hücresel fizyolojik sistemini etkileyerek çok basamaklı bir karsinogenez 

süreci oluşturur ve bu kanseri daha da anlaşılmaz yapar (15). Kanser, önlenebilmekte 

ve erken yakalanıldığında ise tedavi edilebilir bir hastalık grubu olup dünyada olduğu 
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gibi Türkiye’de de hastalık yükü açısından önemli bir sağlık sorunu olarak 

görülmektedir (16, 17). 

 

2.1.1. Kanser Epidemiyolojisi 

 

          Kanser, dünyada ölüm nedenleri arasında olup kalp ve damar hastalıklarından 

sonra ikinci sırada bulunmaktadır (18). Önümüzdeki yıllarda da kanser insidansının 

yüksek olacağı ve gelecekte birinci sırada ölüm nedeni olacağı tahmin edilmektedir 

(19). Gelişmiş ve gelişmekte olan ülkelerin verilerine bakıldığında kanser 

insidansları ve profillerinde ülkeler arası farklılıklar görülmüştür. Gelişmiş ülkelerde 

erkeklerde akciğer ve prostat kanserleri görülürken kadınlarda ise meme ve 

kolorektal kanserlerinin daha sık olduğu gözlemlenmiştir. Gelişmekte olan ülkelere 

bakıldığında ise erkeklerde akciğer, mide ve karaciğer kanserleri; kadınlarda meme 

ve servikal kanserleri daha sık görülmüştür. Türkiye’de erkeklerde akciğer, prostat 

ve mesane kanseri daha yüksek oranda görülürken kadınlarda ise meme, tiroid ve 

kolorektal kanserler daha yaygın olarak gözlemlenmiştir (20). 

 
         Türkiye’de erkeklerin kanser insidansı dünya insidansının üzerindedir ve 

kadınlarda ise bir miktar düşüktür. Avrupa Birliği ülkeleri ve Amerika gibi 

gelişmişlik düzeyi yüksek olan ülkelerle kanser kıyaslandığında Türkiye’de hem 

kadınlarda hem de erkeklerde insidansın daha düşük olduğu gözlemlenmiştir (21). 

  
         Globocan 2012 verilerine bakıldığında kanser vakaları ile kansere bağlı 

ölümlerin yarısından fazlasının az gelişmiş ülkelerde olduğu görülmüştür. 2012 

yılında Dünya’da toplam 14,1 milyon kişi kansere yakalanmış ve 8,2 milyon kişi 

kansere bağlı hayatını kaybetmiştir. Artan nüfus ve nüfustaki yaşlanmaya bağlı 

olarak kanser artış hızının sürmesi durumunda 2025 yılında dünyada toplam 19,3 

milyon kişinin kanser olacağı belirtilmiştir (22). 
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2.1.2. Kanser Tedavisi 

     

          Kanser halk arasında tedavisi olmayan bir hastalık olarak bilinmektedir. Fakat 

erken tanı ve tedavi ile kanserli hastalarda önemli bir iyileşme olduğu görülmektedir.  

Kanser tek tür bir hastalık değildir, değişik cinsleri vardır ve değişik organları tutar.  

Kanserin bazı türlerinin tedavisi güçken birçok kanser türünün tedavisi mümkün 

olmaktadır. Kanser tedavisinde başarı kanserin cinsine, yaygınlığına ve tedavinin 

düzenliliğine bağlıdır (23). Kanser hastalığının tedavisinde cerrahi, radyoterapi, 

kemoterapi, hormon terapi, immunterapi ve hedeflenmiş terapi gibi çeşitli tedavi 

yöntemleri kullanılmaktadır (24). Genel olarak terapötik anlamda kullanılan temel 

tedavi yöntemleri cerrahi, radyoterapi ve kemoterapidir (25). 

 

2.1.2.1. Cerrahi Tedavi 

 

         Cerrahi tedavi, eski zamanlardan beri kullanılan bir yöntem olup günümüzde de 

kanserden iyileşen hastaların önemli bir kısmında ilk tedavi yöntemi olarak 

kullanılmaktadır. Cerrahi tedavi profilaktik olarak gelişen kanserlerin 

engellenmesinde, dokudan bir parça alınarak (biyopsi)  kanser tanısı konmasında ve 

metastaz olmayan durumlarda kanserli dokunun veya kitlenin vücuttan alınmasında 

çok sıklıkla kullanılmaktadır (23,26). Cerrahi, kanserde farklı amaçlarla 

kullanılmaktadır. Bunlar tanısal cerrahi, önleyici cerrahi, küratif (radikal) cerrahi ve 

palyatif cerrahidir.  

 
         Tanısal cerrahide kanserin kesin teşhisi için kanserli dokudan örnek 

alınmaktadır. Kanserli dokudan kanserin cinsi ve yaygınlığına göre sadece biyopsi 

alınmakta ya da kanserli dokunun tümü çıkartılmaktadır. Önleyici cerrahi ''kanser 

öncesi lezyonlar" olarak bilinmekte ve kendisi kanser olmadığı halde kesin kansere 

dönüşeceği bilinen dokuların çıkartılmasıdır. Kanser cerrahisinin esası küratif 

cerrahidir. Bu cerrahide kanserli dokuyla yayılma olasılığının yüksek olduğu komşu 

bölgeler çıkartılmaktadır. Fakat birçok kanser türünde, kanserli dokular ameliyatla 

tamamen çıkarılsa da gösterilemeyen mikroskopik yayılımlar nedeniyle çoğu zaman 
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cerrahiye ek olarak ilaç tedavisi ve radyoterapi gereklidir. Erken dönemde tanı 

konulan hastalarda hastalık yayılmadan yakalandığı için başarı şansı çok yüksektir. 

Palyatif cerrahi, ilerlemiş kanser durumlarında hastalığın acil sorun yaratan bazı 

bulgularını düzeltmek, önlemek, yaşamı uzatmak için yapılmaktadır (23). 

 

2.1.2.2. Radyoterapi 

 

          Radyoterapi, iyonizan ışınlarla kanserli hücreleri öldürmeye dayanan bir tedavi 

yöntemidir. Radyoterapide X-ışınları, gamma ışınları, elektronlar gibi iyonize ışınlar 

kullanılır. Bu ışınlar kanserli hücreyi tahrip ederek etkisini göstermektedir. Fakat 

bazı kanser cinsleri radyoterapiye duyarlıyken bazıları da dirençlidir (23,26).  

Radyoterapi de, cerrahi gibi radikal ve palyatif amaçlar içinde kullanılmaktadır. 

Radikal radyoterapiye bazı erken dönem beze kanserleri, beyin tümörlerinde 

cerrahiden sonra radyoterapi uygulanması ve rahim ağzı kanserler gibi kanserler 

örnek verilebilir (23). 

 
         Palyatif radyoterapi, ameliyat şansını kaybetmiş hastalarda, ameliyat riski 

yüksek hastalarda kanama, ağrı, organ tıkanıklıkları gibi durumları düzeltmek için 

yapılan tedavi yöntemidir (23). Radyoterapinin en büyük dezavantajlarından birisi 

zararlı hücreleri öldürürken sağlıklı hücreleri de öldürmesidir.   Bu tedavi 

yönteminde kusma, saç kaybı, halsizlik, iştah kaybı gibi sık görülen yan etkiler 

görülmekte ve bu da hastanın yaşam kalitesini etkileyebilmektedir.  Bu nedenle 

başka tedavi yöntemleri göz önünde bulundurulmalıdır (26). 

 

2.1.2.3. Kemoterapi  

 

         Kemoterapi, ilaçla yapılan bir tedavi yöntemi olup en etkili ve yaygın 

kullanılandır. Sitotoksik etkisiyle kanser hücresinin çoğalmasını önleyerek hücreleri 

yok etmekte ve normal dokulara en az zarar vermektedir (27). Kemoterapi, kanser 

tanısından sonra kanseri önlemede en yaygın uygulanan yöntemdir.  
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Kemoterapi insanda kanser gelişimini önleyici sentetik veya doğal maddelerin ayrı 

ayrı ya da birlikte kullanımı olarak tarif edilmektedir (28). 

 
         1940’lı yıllarda mustard gazının kan hücrelerine etki ettiğinin gözlenmesiyle 

başlayan kemoterapi günümüzde çok yaygın biçimde kullanılmakta ve halen 

kullanılan 50'den fazla kanser ilacı bulunmaktadır. Kemoterapi sistemik bir tedavidir; 

sadece hastalığın başladığı yere değil, uzak bölgelere yayılmış olan, tespit edilen 

veya edilmeyen tüm kanserli hücrelere etki etmektedir. Bu amaçlar için kullanılan 

çeşitli kimyasal maddeler; alkaloidler, antibiyotikler ve bazı hormonlar vb. ilaçlardır 

(23). Günümüzde kemoterapi, cerrahi ve radyoterapi ile birlikte kullanılmaktadır. Bu 

sayede birçok kanser türünde iyileşme oranının arttığı gözlemlenmiştir (29). 
 

2.1.2.3.1. Kemoterapinin Yan Etkileri  

 

         Kemoterapi ilaçları, bağırsak ve ağız mukoza epiteli, testisin jerminatif epiteli, 

kıl folikülü hücreleri, kemik iliğinin hematopoietik hücreleri, embriyo ve fötüs 

hücreleri gibi hem normal hem de kanserli hücrelerin gelişmesi ve çoğalmasını 

önlemek amacıyla kullanılmaktadır. Bu ilaçlar etki özelliklerinden dolayı bireyde 

rahatsız edici bir dizi yan etkilere neden olabilmektedir (19,30,31). Hastalarda 

kemoterapi sürecinde veya sonrasında kemik iliğinin baskılandığını ve buna bağlı 

olarak aneminin ortaya çıktığı gözlemlenmiştir.  İkincil tümör oluşumu ve tümör 

metastazı gibi yan etkilere neden olduğu tespit edilmiştir (32). 

 
         Kemoterapi ilaçlarının başlıca yan etkileri; bulantı, kusma, saç dökülmesi, 

kemik iliğinin baskılanması ve akyuvar sayısında düşmelerdir. Bu yan etkilerin çoğu 

geçicidir ve kolaylıkla kontrol altına alınabilmektedir. Bazı yan etkiler ise kalıcı 

olabilir; bunlar kalbe, akciğerlere, üreme sistemine olan etkilerdir. Uzun süre 

kemoterapi alanlarda kısırlık da görülebilmektedir (23). Kemoterapi gören hastaların 

metastazı olan bireylerde sürekli ağrılar,  metastazları olmayanlarda ise aralıklı 

ağrılar beklenenin üzerinde olduğu tespit edilmiştir. (33). 
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2.2. Karbonik Anhidraz Enzimi  

 

         Karbonik anhidraz enzimleri (CA), (E.C.4.2.1.1) çinko içeren metalloenzim 

ailesinin üyelerinden biridir ve karbondioksitin (CO2) hidratasyonunu geri 

dönüşümlü olarak katalizler (34).  

  

CO2+H2O2  ⇄  HCO3
- +H+ 

 
 Şekil 1. Karbonik anhidrazların genel tepkimesi. 
         

 
         CA'lar, canlı organizmalarda hemen hemen her yerde bulunur. Hayvan, bitki ve 

bakteri hücrelerinde çeşitli fonksiyonlara sahiptir. Neredeyse tüm organizmalarda 

bulunan CA'ların katalitik aktivitesi oldukça yüksektir ve yüksek etkinlik 

izoenzimleri olarak bilinen en etkili enzimler arasındadır (35).  CA aktivitesi, pH 

homeostazını düzenlenmesindeki rolünden başka bikarbonat gerektiren erken 

karboksilasyon basamağını içeren biyosentetik süreçleri kolaylaştırmaktadır. Bu 

süreçler glikoneogenesis, bazı aminoasitlerin sentezi (piruvat karboksilaz), lipojenez 

(piruvat karboksilaz ve asetil CoA karboksilaz), üreojenez (karbamil fosfat sentetaz) 

ve pirimid sentezi (Karbamil fosfat sentetaz II)’dir (36). 

 

2.3. Karbonik Anhidraz Enzimlerin Türleri 

 

         İnsanlarda CA’ların 15 izoformu (CA-I, CA-II, CA-III, CA-VA, CA-VB, CA-

VI, CA-VII, CA-VIII, CA-IX, CA-X, CA-XI, CA-XII, CA-XIII, CA-XIV ve CA-

XV) ifade edilmektedir. Bunlardan 12'si katalitik aktiviteyi göstermektedir. CA-VIII, 

CA-X ve CA-XI, katalitik aktiviteye sahip değildir ve bu enzimler CA ile ilgili 

proteinler (CARP'ler) olarak adlandırılmaktadırlar (37). Aktif izoformlar arasındaki 

katalitik etkinliğin farklılıklarından başka, hücresel dağılım ve lokalizasyonu da 

farklı olmaktadır. Bunun sonucu olarak farklı fizyolojik süreçlerde rol 

oynamaktadırlar (3,37,38). Bu izoenzimlerin bazıları (CA-I, CA-II, CAIII, CA-VII, 

CA-XIII) sitosoliktir, bazıları ise (CA-IV, CA-IX, CA-XII ve CA-XIV) membrana 
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bağlı şekilde bulunur. CA-V mitokondriyaldır. (Şekil 2.)  CA-VI salya ve süt içine 

salgılanmaktadır (39).  CA izoenzimlerin anormal biçimde ekspresyonu genellikle 

bir dizi hastalıkla ilişkilendirilmiştir. Bu hastalıklar; irtifa hastalığı (CA-II), ödem 

(CA-II), glokom (CA-II, CA-IV), obezite (CA-VA) kanser (CA-IX, CA-XII), kısırlık 

(CA-XIII), ve hemolitik anemi (CA-I) (38,40). 

 

 

 

 
Şekil 2. Aktif CA izoenzimlerinin hücredeki yerleşimleri (41). 
          

         CA'ların alfa sınıfı, birbirleri ile çakışan işlevsel rollere sahiptir ve oldukça 

homologdur. İnsanlarda sentezlenen CA'lar, kendi aralarında tüm katalitik 

izoformların aktif bölgeleri içinde önemli bir koruma ile en az % 30 primer sekans 

kimliğini paylaşmaktadırlar (42).  Aktif bölge, konik bir boşluğun altında bulunur ve 

burada çinko iyonu üç histidin kalıntısı ve bir su / hidroksit molekülü ile bir 

tetrahedral koordinasyonda konumlandırılmıştır (43). CA'ların katalitik bölgesi, aktif 

bölgenin girişine bitişik hidrofobik ve hidrofobik bölgeler tarafından korunarak 

karakterize edilir.  Şekil 3’de CA-II ve CA-IX arasındaki benzerlikleri ve farklılıkları 

aktif bölge ile çevresinde göstermektedir (44). 
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Şekil 3. CA-IX'un üç boyutlu yapısı (PDB ID: 3IAI). Hidrofobik (kırmızı) ve hidrofilik (mavi) 

aminoasitler; CA-II ve CA-IX arasında korunan aminoasitler (beyaz) ve değişik olan aminoasitler 

(sarı) (45). 
 
 

2.3.1. Karbonik Anhidraz IX (CA-IX) 

 

         Karbonik anhidraz-IX  (CA-IX), karbondioksit ve sudan bir proton ve 

bikarbonat üretildiği geri dönüşümlü reaksiyonu katalize eden karbonik anhidraz 

(CA) enzim ailesinin bir üyesidir.  Diğer enzimlerin aksine birçok kanser formunda 

sentezlenmekte ancak çoğu normal dokuda çok az görülmektedir (9). CA-IX sentezi 

doğrudan hipoksi indükleyici faktör (HIF) elemanlarının artışı ile artmakta olup 

tümör hücresinin hayatta kalımı, proliferasyon, migrasyon, büyüme, adezyon, pH 

düzenlenmesi ve hücre sinyal yolaklarında rol oynadığı tespit edilmiştir.(46-48). CA-

IX membrana bağlı bir şekilde hücre yüzeyinde bulunur ve solid tümörlerde görülür. 
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Özellikle böbrekle ilgili hücre karsinomlarında  (RCC), servik, over, kolon, baş, 

boyun karsinomlarında aşırı sentezlenmektedir. 

 
         CA-IX’un hücre yüzeyinde aktivite göstermesi CO2’in hidratasyon ve 

dehidratasyonu sonucunda klorür-anyon degiştiricisi olarak hücre membranında yer 

almasında ve HCO3
-anyonlarının tekrar sitoplazmaya taşınmasında önemli görevleri 

vardır. Bu membran bağlı tümör ilişkili izoenzimin eksrasellüler asiditeyi kontrol 

ettiği ve böylelikle katepsin B ve matriks metaloproteaz B (MMP-9) gibi hücre 

yüzey proteazlarının aktivasyonuna etkisi, bu enzimin hipoksiya ve kanser terapisi 

için önemli olduğunu göstermektedir (49). 

 

2.3.1.1 CA-IX’un Yapısı ve Fonksiyonları  

 

         CA-IX geni, kromozom 9'un p12-p13 bölgesinde lokalize olup CA-IX 

proteinini kodlayan 11 ekzonu içermektedir (50). CA-IX geni, 459 amino asitten 

oluşan  (aa) bir homodimer transmembran glikoproteini kodlar. Bir proteoglikan 

benzeri bölge (PG) (59 aa), katalitik bölge  (CA) (257 aa) bir sinyal peptidi bölgesi 

(enzim olgunlaşmasından önce uzaklaştırılır) (37 aa), transmembran bölge (TM) (20 

aa), ve bir C-terminal intrasellüler bölge (25 aa) içermektedir (51). CA-IX'da PG 

domeinin varlığı, diğer CA izoformlarıyla karşılaştırıldığında hücre adhezyon 

kabiliyetinden sorumlu olduğu ve asidik tümör mikro çevresinde katalitik aktivitesini 

sürdürdüğü düşünülmektedir (52).   

 
         Kütle spektroskopisi ve X ışını kristalografisi, dimer arayüzü stabilize etmek 

için hidrofobik kalıntıların bir bölgesi ile birleştirildiğinde, olgun homodimerin 

komşu Cys137 kalıntıları arasında moleküller arası bir disülfid köprüsü bulunduğu 

tespit etmiştir. (3,53). N-bağlı ve O-bağlantılı glikozilasyon bölgelerinde sırasıyla 

Asn 309 ve 78'de bulunur (54). CA-IX'un katalitik domeini  aktif bölgede yüksek 

amino asit muhafaza eden alfa-CA'lara yapısal olarak homologdur (55). CA-IX'da, 

üç histidin kalıntısı olan His 226, 228 ve 251, aktif bölge yarıkının tabanındaki çinko 

iyonunu koordine eder; Kristal yapıda (PDB ID: 3IAI) asetazolamid (AZM), çinko 

iyonu etrafında tetrahedral bir koordinasyonu koruyan çinko bağlı su / hidroksit (Zn-
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OH / H2O) molekülünün yerini alır. CA izoformları arasındaki değişkenlik aktif 

bölgenin hidrofobik ve hidrofilik cepleri ile yüzey amino asitlerinde görülür. 

(53,54,56).  

 
         CA-IX'un katalitik etkinliği ve CA-II'ninkinden hızlıdır; CA II, 1.4 x 106 k 

katsayısı sergilerken, CA-IX'un kcat değeri 3.8 x 105'tir (38,57). CA-IX’un en kritik 

rolü, özellikle tümör mikro çevresinde hücre dışı pH düzenlemesidir. Proliferatif 

kanser hücreleri, genellikle kanserojen metabolizma sırasında büyük miktarlarda 

laktat, karbondioksit ve proton üretir. Bu metabolik son ürünler hücre dışı ortamda 

birikerek hücre dışı pH değerini önemli ölçüde düşürür. Karbondioksitin hidrolizi 

sırasında CA-IX tarafından üretilen bikarbonat anyonları fizyolojik olarak hücre içi 

pH'ya yakın bir seviyede tutmak ve hücre içi pH seviyelerini tamponlamak için 

anyon taşıyıcıları vasıtasıyla hücrenin içine taşınırlar. Reaksiyondan üretilen 

protonlar hücre dışı kaldığından tümör çevresinin asidik yapısına katkıda bulunurlar 

CA-IX fonksiyonu tümör hücresinin hayatta kalmasında önemli rol oynar. (58). 

 

2.3.1.2.  Kanser ve Normal Dokulardaki CA-IX Sentez Durumu 

 

         Hastalık dışı bir durumda CA-IX’un ifadesi özellikle duodenum, jejunum ve 

ileumdaki kriptik enterositlerin bazolateral yüzeyleri ile sınırlıdır (59). CA- IX'un en 

belirgin seviyeleri, bu proliferatif kript hücrelerinde görülmekle birlikte CA-IX, 

bağırsak kök hücre proliferasyonunda ve bazı metabolik fonksiyonların 

düzenlenmesinde rol oynar (60). Northern blot ve immünhistokimyasal boyamayla 

CA-IX ifadesinin yumurtalık koelomik epitelyumda, saç folikül hücrelerinde, 

pankreatik duktal hücrelerde ve fetal rete testiste olduğu tespit edilmiştir (61,62). 

 
         Bağırsak, akciğer, iskelet kasının embriyonik dokularının gelişmesinde ve 

yetişkin dokuların azalmasında da yüksek CA-IX ekspresyon seviyeleri 

gözlemlenmiştir. Bu gözlemler CA IX ekspresyonunun öncelikle normal dokulardaki 

düşük pH ve yüksek hücre proliferasyon oranlarıyla ilişkili olduğunu göstermiştir. 

CA-IX ektopik olarak çeşitli neoplastik dokularda ifade edilmektedir. Göğüs, 

akciğer, böbrek, kolon / rektum, serviks uteri, ağız boşluğu (kafa / boyun), safra 
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kesesi, karaciğer, beyin (yüksek dereceli), pankreas ve gastrik epitel malignitelerinde 

ekspresyonu gözlemlenmiştir (58,61, 62). 

 
         Daha yakın zamanlarda, CA-IX, kanser hücreleri ile moleküler karşılıklı 

etkileşime giren stromal hücrelerde anlamlı ekspresyon düzeylerine sahip olduğu 

görülmüştür. Özellikle HIF-1'in redoks temelli stabilizasyonu yoluyla kansere bağlı 

fibroblastlarda (CAF'ler) CA-IX'un ifade edildiği gösterilmiştir. CAF'lerde CA-IX 

ifadesinin komşu kanser hücrelerinde epitel-mezenşimal geçişleri (EMT)  sürmesi 

için gerekli asidik hücre dışı ortamı sağladığı düşünülmektedir (63).  Bu bulguların 

toplanması birçok solid tümörde tümör hipoksi olaylarının bir tanı belirteci olarak 

CA-IX’u göstermektedir (61). 

 
Şekil 4. Farklı insan dokularındaki CA-IX seviyesi.  (*) : Yüksek dereceli tümör dokularını belirtir 

(64). 

 

         CA-IX ekspresyon seviyeleri, çeşitli kanser türleri için prognostik belirteçler 

olarak görev yapmaktadır. Özellikle beyin, göğüs, servikal, rektal veya akciğer 

kanseri muzdarip hastalardan aynı zamanda yüksek CA-IX düzeyleri gösteren 

hastalar tipik bir şekilde daha kötü bir prognoz göstermişlerdir. Buna karşın, açık 

hücre renal hücreli karsinom (CCRCC) hastaları için düşük CA-IX seviyeleri kötü 
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bir klinik sonuca işaret etmektedir (48,52,58). CA-IX'un hipoksik tümör mikroçevre 

korunmasına katkısı ve hastanın prognozu ile yüksek korelasyona sahip olması, CA-

IX’u hem biyolojik belirteç hem de ilaç hedefi haline getirmiştir (52). 

 

2.3.1.3.  CA-IX’un Hipoksi ve Kanserdeki Rolü 

 

         Hipoksi, metastatik tümörlerde yaygın görülen bir durum olup,  hücrelerin hızla 

çoğalması ve metabolizmalarında bir kayma nedeniyle oksijenden yoksun 

bırakılmasıdır (65). Hipoksi bölgeler genellikle tümörlerde görülür ve kanser 

biyolojisi ile tedavilere olan yanıtını derinden etkilemektedir (66,67). Klasik olarak, 

tümör endotel hücrelerinin yapısal anomalileri ile kombine edilen yüksek oranda 

kanser hücresi çoğalması düşük oksijen seviyelerine sahip tümör bölgelerini 

indüklemektedir. Tümör hücreleri, hipoksi indüklenebilir faktörlerin transkripsiyonel 

aktivitesini indükleyerek bu hipoksik mikroçevreye hızla uyum sağlayabilmektedir 

(68). Hipoksik hücreler, oksidatif DNA hasarı, DNA zincir kırıkları, genetik hatalar 

gibi stres indüklü hasarlar ile karşı karşıya kalarak hücrenin büyümesini kısıtlar ve 

hücre ölümüne yol açar.  Fakat kanser hücreleri hipoksik şartlara adapte olmaları ve 

hayatta kalmalarını sağlayacak genetik değişiklikler geçirirler. Bunun sonucunda da 

hayatta kalmaya devam ederek daha invaziv, metastatik bir fenotip kazanır. Böylece 

radyoterapi ve kemoterapi gibi tedavi yöntemlerine karşı daha dirençli hale gelirler 

(69).  
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Şekil 5. Hipoksi ile indüklenebilir genlerin aktivasyonu (70). 

 

         Tümör hücreleri, düşük oksijen konsantrasyonlarına maruz kaldığında çoğu 

faktörü kontrol eden hipoksi indükleyici faktör-1’in (HIF-1) ekspresyonunu artırırlar. 

HIF-1 sinyalinin aktivasyonu tümör hücrelerinin düşük oksijen koşullarında 

yaşayabilmesi için önemli bir adaptasyondur (71). HIF’ler oksijen bağımlı HIF-1α 

altünitesi ve oksijenden bağımsız HIF-1β altünitesi bulundurur. HIF-1β alt birimi aril 

hidrokarbon nükleer reseptörü (ARNT) olarak da bilinmektedir (72). α alt biriminin 

Pro 402 ve Pro 504 rezidüleri normoksik koşullar altında prolil hidroksilaz domain 

proteini (PHD2) ile O2 bağımlı hidroksilasyona maruz kalmaktadır. Bu modifikasyon 

α alt biriminin von-Hippel Lindau (VHL) tümör supressör proteini ile etkileşim 

kurmasına neden olur ve bu sayede α alt biriminin proteozomal degredasyonu 

sağlanır (69).  α alt birimi hipoksik ortamda degrede olmaz. Çekirdeğe taşınırak  β 

altbirimi ile dimerize olur. Bu kompleks HIF hedef genlerinin enhensır promotor 

bölgesininde içinde bulunduğu hipoksi duyarlı elementin 5-RCGTG-3 konsensus 

sekansına bağlanmaktadır (72). Tümörlerin hipoksik ortama adaptasyonda, 

anjiyogenez, anaerobik enerji sağlanması, metabolik regülasyon, pH dengesi ve 

apoptozisde görev alan genlerin transkripsiyonuna hipoksi duyarlı element yardımcı 
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olmaktadır (73). Vasküler endotelyal büyüme faktörü (VEGF) ve karbonik 

anhidrazlar,  HIF-1’in yüzlerce hedefi arasında en çok çalışma yapılanlarıdır (69).  

   
         CA-IX ifadesi doğrudan HIF elemanlarının artışı ile artmakta olup tümör 

hücresinin sağkalımı, proliferasyon, migrasyon, büyüme, adezyon, pH düzenlenmesi 

ve hücre sinyal yolaklarında rol oynadığı gösterilmiştir (46-48). CA-IX'un başlıca 

işlevi, hipoksi ile indüklenen tümör progresyonu olgularda potansiyel önem 

taşıyabilecek beta-katenin ile etkileşimi yoluyla E-cadherin aracılı hücre adezyonunu 

modüle etmesine rağmen, solid tümörlerde sık görülen hipoksik koşullar altında 

hücre içi pH homeostazını korumaktır (74). Bu nedenle tümörlerdeki CA-IX 

ekspresyonu hipoksi belirteci ve kötü prognoz belirteci olarak kabul edilmekle 

birlikte antikanser tedavisi için bir klinik potansiyele sahiptir (75).  

 
         CA-IX ekspresyonu, hipoksi ve / veya asidozise karşı güçlü ve sık bir adaptif 

tepki oluşturduğunu göstermektedir ve bu da bu mikroçevre streslerine maruz kalan 

kanser hücreleri için faydalı olduğu gözlenmiştir.  Hem deneysel hem de klinik 

bulgular,  özellikle bozulmuş bir pH homeostazının fenotipik sonuçlarıyla ilişkili 

durumlarda CA-IX'un çeşitli seçici avantajlar sağladığını göstermektedir. Birincisi 

CA-IX, hipoksi ve / veya asidoz durumunda kanser hücrelerin için hayatta kalma 

avantajı sağlamaktadır. Bunu genetik olarak manipüle edilen CA IX ekspresyonu 

veya CA aktivitesinin inhibitörleri kullanılarak yapılan klinik öncesi birçok 

çalışmada açıkça gösterilmiştir. Tüm vakalarda, CA-IX’un baskılanması, katalitik 

domainin silinmesi veya farmakolojik inhibisyon sonucunda tümör ksenograftlarının 

büyümesini önemli ölçüde azalma ile sonuçlandığı görülmüştür (76-78). 

 
         İkincisi ise CA-IX’un kemoterapi, radyoterapi ve anti-anjiyojenik tedavi de 

dahil olmak üzere birçok tedaviye karşı dirençli olduğu görülmektedir. Klinik öncesi 

kanıtlar CA-IX ekspresyonları farklı olan insan tümör hücreleri ile ksenograftlanmış 

hayvanların radyasyon veya çeşitli ilaçlarla (kemoterapötik ajanlar ve CA 

inhibitörleri) tedavi edilen çalışmalarına dayanmaktadır. Yüksek bir CA-IX düzeyine 

sahip tümörlerin deneysel tedaviye daha az yanıt verdiğini ancak CA-IX katalitik 

aktivitesinin inhibisyonuyla kemo veya radyo duyarlılığı önemli ölçüde geliştirdiği 

görülmüştür (79,80). Benzer şekilde, CA-IX inhibisyonu, anti-anjiyojenik terapinin 
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anti-VEGF antikoru ile etkisini arttırdığı bilinmektedir (77). Yapılan bu çalışmalarda 

CA-IX'un pH düzenleyici işlevi, tümör hücrelerinin ilaç veya radyasyonun toksik 

etkilerinden korunması için önemli olduğunu ve hücre dışı asidozun ilaç alımı ile 

radyasyon hasarını olumsuz etkileyebileceğini göstermektedir (81). 

 
         CA-IX’un kanser ile ilişkisini destekleyen çeşitli özelliklere sahip olduğu 

görülmüştür. Bunlar; 

 
1) Sadece birkaç normal dokuda, yani gastrointestinal epitelde bulunur (82).  

2) CA-IX ekspresyonunun çoğunlukla karsinomalar olmak üzere geniş bir aralıkta 

tümörlerde görülür (83). 

3) CA-IX ekspresyonu, yüksek bir renal hücreli karsinoma (RCC) yüzdesinde 

görülen von Hippel Lindau (VHL) inaktivasyonu ile ilişkilidir (84). 

4) Hipoksiye bağlıdır ve çeşitli non-RCC tümörlerinin agresif bir fenotipi ile 

ilişkilidir (75). 

5) CA-IX transkripsiyonel seviyede HRE aracılığıyla hipoksi indükleyici faktör 

tarafından transkripsiyon başlatma alanının yanına lokalize olan HRE (HIF) (ağırlıklı 

olarak HIF-1 izoformu) vasıtasıyla güçlü bir şekilde aktive edilmektedir (85). 

6) Fonksiyonel düzeyde hipoksi ile indüklenmektedir (86). 

7) PI3K / Akt yoluna sinyal iletiminde ve hipoksi ile aktive olan protein kinaz A'dan 

(PKA) sorumludur (86,87). 

8) pH kontrol mekanizmasının bileşeni olup tümör biyolojisinde aktif rol oynar. 

Tümör hücrelerini hipoksi ve onkojenik metabolizma kaynaklı stresten koruyarak 

tümör hücresinin hayatta kalmasına ve tedavi direncine katkıda bulunur (76,79,88). 

9) Aynı zamanda hücre ayrışmasını, adhezyonu, migrasyonu ve invazyonu 

kolaylaştırır (89-91). 

10) Hücre yüzeyine maruz kalan katalitik alanı ve N-terminali proteoglikan bölgesi 

ekstraselüler boşluğa bakar ve böylece dış ortam (ECD) spesifik antikorlar ve 

katalitik aktivitenin inhibitörleri için ulaşılabilir olmaktadır (78,92). 

11) Yüksek derecede kararlı bir proteindir ve bir metalloproteinaza bağımlı bir 

şekilde atılabilir. (93-95). 
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12) Güçlü algılama ve antikanser özellikleri ile CA-IX'un farklı alanları için spesifik 

birkaç monoklonal antikor vardır ve CA-IX enzim aktivitesinin umut verici seçici 

inhibitörleri de geliştirilmektedir (96-98). 

 

2.4. CA-IX İnhibitörleri ve Kanser Hedeflemesindeki Rolleri 

 

         Sülfonamid bazlı bileşikler, karbonik anhidraz inhibitör (CAI) sınıfları arasında 

en güçlü ve en çok kullanılanlardır. Bu bileşikler, çinko bağlanan su / hidroksit 

molekülünün yerini çinko-bağlama grubu (ZBG)  olarak bir sülfonamit yoluyla 

tetrahedral koordinasyonunu koruyan çinko iyonuna bağlanır (38,99). İnsanlarda 

sentezlenen CA'ları arasındaki aktif bölgenin korunan mimarisin dolayı bazı 

sülfonamidler, CA-IX için alt nanomolar aralıkta inhibisyon sabitleri sergilemekte ve 

diğer CA'ları inhibe etmektedir. İnsanlarda sentezlenen bütün katalitik CA'larda 

çinkoyu koordine eden üç histidin Thr 199 ve Glu 106 korunur (55). Hem T199 hem 

de E106 katalizde rol oynamaktadır (57,100). T199 hidrojen, OH grubuyla çinko 

bağlı su / hidroksit ile bağlanırken, E106 hidrojen T199 ile bağlanır (101). Bir 

ZBG'yi kullanan küçük molekül ağırlıklı CAI'ler, aktif bölge boşluğuna derine 

bağlanma eğilimindedir ve CA izoformları arasında değişen amino asitlerle geniş 

çaplı etkileşim kurmazlar, böylece onların ayrım yapmayan inhibisyon profillerine 

katkıda bulunurlar. Bu nedenle daha iyi izoforma özgü CAI'ler için alternatif 

yaklaşımlar geliştirilmiştir. Kuyruk yaklaşımı bu yöntemlerden en başarılı olanıdır. 

Kuyruk yaklaşımında bir kimyasal parça (heterosiklik veya aromatik) bir ZBG'nin 

bir organik iskelesi üzerine eklenmektedir (38,99). 

 
         Çeşitli CAI'lerin yapısal analizi, CA-IX'u seçici olarak inhibe etmekte yararlı 

olduğu gösteren, hem yere spesifik hedefleme hem de "ön ilaç benzerleri" özellikleri 

sergileyen, ilaçların tasarımını mümkün hale getirmiştir. Küçük moleküllü 

inhibitörlerin geliştirilmesinin yanı sıra, CA-IX'a spesifik antikorlar ve bunların 

konjugeleri, günümüzde bazı Faz III klinik çalışmalarda geliştirilmişlerdir. M75 ve 

G250, enzimlerin proteoglikan domeinini tanıyan iki monoklonal antikordur 

(102,103). CA IX'a bağlandıktan sonra bu antikorlar tümör hücresinde adhezyon ve 

motilitesinde bir azalmaya neden olur ve doğal öldürücü hücrelerin yok etmek için 
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tümör hücrelerini hedeflemesine neden olur (54,104,105). Yüksek bağlanma afinitesi 

olan monoklonal antikorların geliştirilmesi, CAI ilaç tasarımında yaygın olarak 

görülen hedef dışı etkileri sorununu ortadan kaldırır (103). 

 
         Ön ilaçlar, 2000'li yılların başından beri onaylanmış tüm ilaçların %20'sini 

temsil etmektedir (106). Ön ilaç benzeri özelliklere sahip olan CAI'ler, floresanla 

etiketlenmiş sülfonamidler, kumarin türevleri, glikokonjugatlar şeklinde mevcuttur 

(107-109). İlk CAİ'ler, CA-IX'u hedef almak için özel olarak tasarlanmamıştır. 

Bunun yerine çoğu ön ilaç CAI'si, glokom tedavisinde CA-II'yi hedef alacak şekilde 

tasarlanmıştır. De Simone ve diğerleri tarafından CA-IX'u hedef alan ilk ön ilaç 

CAI'leri geliştirilmiştir (110-114). Ön ilaç çalışmalarında en umut verici bileşik olan 

4- (2-merkaptofenilkarboksamido) benzen sülfonamid, inaktif durumda CA-IX için 

yaklaşık olarak μM afinitesini göstermiş ve maskelenirken CA-IX için affinitesi 

yaklaşık 60 kat artmıştır. (115).  

 
         Pasif ön ilaçlar olarak hareket eden karbamoil fosfonatlar oldukça 

biyoyararlanım gösteren CAI'lerin bir sınıfıdır. Bu CAI'ler hafif asitli tümör mikro 

çevresini maskesiz kılmak için kullanmaktadır. Nötr pH'da bu CAI'ler plazma zarına 

kolayca geçirgenliğini sürdürürler. Asidik tümör çevresine girdikten sonra iyonize 

olurlar ve membrana geçirimsizdirler. Daha önceleri iyonize karbamoil fosfonatlar 

artmış CA-IX inhibisyonunu göstermektedirler (115,117). 

 
         CA-IX'un aktif bölgesinin ekstraselüler konumu tümör hücrelerinde enzimi 

hedeflemenin alternatif bir yöntemi sunmaktadır (118). Özellikle, CAI'ler, plazma 

zarına geçirimsiz kalmalarını sağlayan fizyokimyasal özelliklere sahip olacak şekilde 

tasarlanabilir. Bu nedenle klasik CAI'ler tarafından gözlemlenen hedef dışı sitosolik 

CA'ları inhibe etme şansını düşürür (41). Bu, inhibisyon profilindeki farklılıkları tek 

başına kullanmanın yerine, CA-IX'un konuma spesifik hedeflemesini içeren bir ilaç 

tasarım stratejisi sunmaktadır. Bugüne kadar sınırlı membran geçirgenliği gösteren 

birkaç bileşik sentezlenmiş ve tasarlanmıştır. Bu tür bileşikler, albumin-asetazolamit 

gibi hacimli kimyasal kısımları kullanır veya floresanla etiketlenmiş sülfonamidler/ 

katyonik sülfonamid türevleri şeklinde yüklü kısımları kullanırlar (34,107,119,120).  
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Daha yeni bir CAI sınıfı olan glikokonjuge sülfonamitler, hem zar geçirgenliği hem 

de izoform seçici CA-IX inhibisyonu sergilemektedir (121,122). Bu özel CAI'ler, 

benzen sülfonamidleri, sülfonamidleri veya bir mono- veya disakkarit kuyruk 

konjuge edilmiş siklik ikincil sülfonamitleri kullanırlar. Bu CAI'lerin tasarımı, klinik 

olarak kullanılan Topiramat'ın (anti epileptik terapötik) etkisi ile yapılmıştır 

(123,124). 

 
         Solid tümörlerde CA-IX'un fizyolojik rolü ile ilgili geniş veriler, birincil 

işlevinin pH düzenlenmesinin ötesine geçebileceğini düşündürmektedir (52,107). 

CA-IX'un fizyolojik işlevlerinin farklı primer tümörler türleri arasında değiştiği 

gözlemlenmiştir. Bu sadece hipoksik tümörlerdeki CA aktivitesini bloke etmenin, 

tümörlerin büyümesi ve hayatta kalması için zararlı olabilecek bir şekilde tümör 

ortamını tamamen bozulmayabileceğini göstermektedir. Bu nedenle, hipoksik 

tümörlerde CA-IX ekspresyonunun tamamen ortadan kaldırılması yalnızca 

aktivitesini hedeflemekten daha yararlı bir terapi taktiği olabilmektedir. Tümörlerde 

CA-IX ekspresyonunu terapötik olarak düşürmenin uygun bir yolu kanser de dahil 

olmak üzere çeşitli hastalıkların tedavisi için halihazırda uygulanmış RNA 

interferans (RNAi) teknolojisinin kullanılmasıdır (125).  

     
         Çeşitli kanser modellerinde CA IX ekspresyonunun modülasyonunu içeren 

birçok çalışma, RNAi teknolojisini kullanmaktadır. Örneğin karaciğer, göğüs, 

böbrek, beyin, prostat ve diğer bazı kanser türlerinde CA-IX ekspresyonunu modüle 

etmek için spesifik siRNA teknolojisi kullanılmıştır. siRNA aracılığıya CA-IX'un 

başarıyla bloke edilmesi göğüs kanseri modellerinde birincil tümör büyümesini ve 

proliferasyonu azalttığını ve karaciğer kanseri tedavisinde umut verici bileşikler olan 

hekzokinaz inhibitörlerin etkilerini arttırdığını göstermiştir. Bu tedavi şekli CA-IX 

aktivitesindeki modülasyonların, tümör fonksiyonunun bozulmasında önemli katkıda 

bulunmayabileceği düşünülmekte bazı kanserlerde seçici izoform CAI'lerin 

geliştirilmesine bir alternatif olarak hareket edebilmektedir (54,65,126-133). 

 
         Cerrahi ve radyasyon terapisi, olguların büyük bir çoğunluğunda etkilidir fakat, 

yalnızca neoplastik dokunun sınırlı lokal bölgelerini hedef alabilmeleri ve yüksek 

metastatik kanser vakalarının tedavisinde etkili olmadıkları için kısıtlamalar 
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meydana getirmektedir (133). Bu aşamada, çoklu kemoterapötiklerin 

kombinasyonları genellikle birincil tümör alanından göç eden kanser hücrelerini 

öldürmek için kullanılır. Agresif ve hipoksik tümörler genellikle radyasyona ve bazı 

kemoterapilere karşı direnç geliştirir veya çalışmaz; dolayısıyla alternatif veya 

kombinasyonel kemoterapötikler bu özel vakalarda mevcut tek tedavi yöntemidir 

(134-136). Hipoksinin bu özelliği, radyasyona ve kemoterapilere dirençle ilişkisi 

çeşitli kanser türlerinde görülmüştür (136,137). Bu dirençlerin nedeni, radyasyon 

terapisi için gerekli olan serbest radikallerin üretimi sağlayan toplam oksijen 

içeriğinde bir azalmanın olması, alkilleyici ajanların düşük hücre dışı pH bozucu 

işlevleri ve HIF'ler tarafından uyarılan ilaç direnci faktörlerinin artışıyla artması gibi 

çeşitli faktörlere bağlıdır (52,65). 

 

2.5. CA-IX İnhibitörü olarak Kullanılan Sülfonamidlerin Yapı ve Fonksiyonları 

 

          1940 yılında karbonik anhidraz inhibitörü olan sülfanilamidler Mann ve Keilin 

tarafından keşfedilmiştir. İlaç olarak kullanılabilecek yeni bileşiklerin sentezi için 

bilimsel bakımdan önemli bir dönüm noktası olmuştur. Örneğin glokom tedavisinde 

enzim inhibitörü olarak kullanılan sülfonamid bileşikleri, antihipertansion ve diüretik 

tipi ilaçlar, antitiroit ilaçları, hipoglisemik sülfonamidler yeni tip antikanser 

ilaçlarıdır (138,139).  

 
         CA enzimleri hayvanlarda ve özellikle de insan hastalıklarının birçoğunun 

tedavisinde kullanılan ilaçlar için hedef enzim olmuştur. Asetazolamid, dorzolamid 

ve brinzolamid gibi sülfonamid türevleri olan ilaçlar karbonik anhidraz 

izoenzimlerinin kuvvetli inhibitörleridirler (140,141). Sülfonamidler, etkin 

inhibitörlerdir ve sübstitüe olmamış bir  -SO2 NH2 grubu veya bir – SO2 NH(OH) 

grubu içermektedirler. İlk olarak Sülfonamid grubunun azot atomu aracılığıyla 

enzimin aktif bölgesindeki metal iyonuna anyonlar şeklinde, (  R -SO2 NH – veya R -

SO2 N-OH- ) iyonik olarak bağlanmaktadırlar. İkinci olarak da hidrofobik 

etkileşmelerle inhibitörün enzime bağlanması tamamlanmış olur.  Bu iki etkinin 

toplamı sonucunda sülfonamidler, karbonik anhidraz enzimine güçlü bir şekilde 
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bağlanır (142,143). Örneğin insanlarda glokom hastalığında kullanılan CA 

inhibitörleri farmakolojik ajan şeklide yaygın kullanılmaktadır (144). Günümüzde 

sülfonamidler glokom hastalığı tedavisi dışında diüretik, antibakteriyel ve antifungal 

hastalıkların tedavilerinde ilaç olarak yaygın kullanılmaktadırlar.  Bu nedenden 

dolayı dünyanın birçok yerinde farklı gruplar tarafından yeni sülfonamid türevleri 

sentezlenmektedir (145). 
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3. GEREÇ ve YÖNTEM 

 

3.1.  4-(2-Amino Etil ) Benzen Sülfonamit Türevi Bileşiklerin Sentezi 

 

3.1.1. İmin Grubu İçeren Sülfonamitlerin Sentezlenmesi için Genel Yöntem 

 

         Hedeflenen bileşikler, 4-(2-aminoetil) benzensülfonamit’in farklı aromatik 

aldehitler (4-metilbenzaldehit ve 5-kloro-2-hidroksi-benzaldehit) ile kondenzasyon 

tepkimesi sonucu literatüre göre sentezlenmiş ve karakterizasyonu yapılmıştır (146-

148). 

         “30 mLmetanol ve/veya etanol içinde çözülmüş sülfonamit (10 mM) iki 

boyunlu reaksiyon balonuna koyularak manyetik karıştırıcı ile karıştırılmaya 

başlandı. Sonra 30 mL metanol ve/veya etanolda çözülmüş uygun aromatik aldehit 

(10 mM) bu karışımın üzerine damla damla eklenerek 10 dakika manyetik karıştırıcı 

ile karıştırıldı. Daha sonra katalizör görevi görmesi için tepkime ortamına formik asit 

damlatılarak eklendi. Bu işlemler sonucunda tepkime oda koşullarında 20 dakika 

sürdürüldü. Daha sonra tepkimenin sıcaklığı artırılmaya başlandı ve 3 saat geri 

soğutucu altında kaynatıldı. Tepkime ortamından alınan numune örnekleri ince 

tabaka kromatografisi ve IR spektroskopisi ile takibi yapıldı. Bu takip sonucunda 

tepkimelerin gerçekleştiği ve tamamlandığı gözlendi. Tepkime tamamlandıktan sonra 

oda koşullarına kadar soğuması beklenildi. Daha sonra elde edilen ürün (çözelti veya 

çökelti halinde) behere konularak oda sıcaklığında beklemeye alındı. Katı ürün 

süzülerek soğuk etanolle yıkandı ve kurutuldu. Daha sonra metanol/etanol 

karışımında yeniden kristallendirildi ve 40 oC de vakumda kurutuldu”. 

 

 

 
 

         
  Şekil 6. İmin grubu içeren sülfonamitlerin eldesi için genel tepkime. 
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3.1.2. Amin Grubu İçeren Sülfonamitlerin Sentezi için Genel Yöntem 

 

Hedeflenen bileşikleri sentezlemek için 4-(2-aminoetil) benzensülfonamit’in 

değişik aromatik aldehitler ile kondenzasyon tepkimesiyle elde edilen imin grubu 

taşıyan bileşikler, karşılık gelen sekonder aminlere NaBH4 ile indirgenerek 

dönüştürülmüştür. Bu işlemler literatüre göre gerçekleştirilmiştir (146-148). 

 
“Bu amaçla, elde edilmiş olan bileşiklerin (10 mM) metanol veya etanol (60 

ml) de süspansiyonları/çözeltileri hazırlanarak üzerlerine ayrı ayrı 70 mmol 

MNaBH4, 1 saat süreyle küçük porsiyonlar halinde önce buz banyosunda 0 oC’de 

ilave edildi. Renkli olan süspansiyonlar NaBH4 eklenmesiyle çözünmeyen madde 

çözünmeye başladı ve çözelti berraklaştı.  Daha sonra bu tepkimelere 24 saatten fazla 

oda sıcaklığında devam edildi. Tepkime ortamından alınan numune örneklerinin ince 

tabaka kromatografisi yöntemi ve IR spektroskopisi ile takibi yapıldı. Bu takip 

sonucunda tepkimelerin gerçekleştiği ve tamamlandığı gözlendi.  Daha sonra çözücü 

10 ml kalıncaya kadar uçuruldu ve üzerine 30 ml buzlu su ilave edildi. Sonrasında 

asetik asit ile asitlendirildiğinde ürünün çöktüğü gözlendi. Daha sonra 2 saat kadar 

sulu süspansiyon halinde bekletildi, süzüldü ve kurutuldu. Diklorometan veya 

kloroformda iyi çözünenler ise sulu ortamdayken bu çözücülerle ekstarkte edildi, 

organik faz ayrıldı, çözücüsü uzaklaştırıldı ve kurutuldu. Daha sonra etanol–metanol 

(30/70) de yeniden kristallendirildi. Bu işlemler sonucu elde edilen ürünler vakumda 

40 oC de kurutulmaya bırakıldı.” 

 

 
 
Şekil 7. Amin grubu içeren sülfonamitlerin eldesi için genel tepkime. 
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         Çalışmamızda kullanacağımız maddeler Durgun 2014 Doktora tez çalışmasında 

sentezlenmiş olup CA-IX inhibitör özelliği tespit edilmiştir. Bu çalışmada da bu 

maddeler Durgun 2014’e göre yeniden sentezlenip,  karakterizasyonu Harran 

Üniversitesi Kimya Bölümünde Durgun tarafından yapılmıştır. Antikanser özelliği 

incelenen maddelerin listesi Tablo 1’de verilmiştir. Tablodaki maddelerin antikanser 

çalışmaları biyolojik aktivite numarasına göre yapılmıştır. 

 

 
Tablo 1. Çalışmada kullanılacak bileşiklerin kimyasal yapıları ve CA-IX inhibitör etkisi.  ( hCA-IX 
K1: Enzim inhibisyonu katsayısı ) (146, 147). 

 

 

Biyolojik 

Aktivite 

Numarası 

 

Bileşik 

No 

 

Bileşik 

 

Kapalı Formülü 

Molekül 

Ağırlığı 

(g/mol) 

 

hCA 

IX 

KI 

(nM) 

 

 

1 

 

 

H-3 
 

C16H18N2O2S 302.39 123 

 

 

2 

 

 

H-4 
 

C15H15ClN2O3S 338.81 106 

 

 

3 

 

 

H-3İ 
 

C16H20N2O2S 304.41 10.2 

 

 

4 

 

 

H-4İ 
 

C15H17ClN2O3S 340.83 15.6 
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3.2. 4-(2-Amino Etil ) Benzen Sülfonamit Türevi Bileşiklerin Antikanser 

Özelliğinin İncelenmesi 

 

         Çalışmamızda deneylerde sıvı azotta stoklanan PNT-1A (normal insan prostat 

hücre hattı), HELA (insan serviks adenokarsinom hücre hattı) ve MDA-MB-231 

(insan metastazik göğüs adenokarsinom hücre hattı) kullanıldı. 4-(2-amino etil ) 

benzen sülfonamit türevi bileşiklerin antikanser aktiviteleri şu aşamada 

gerçekleşmiştir; 

 
1- 4 bileşiğin farklı doz (0-200 μM) ve zamanlarda (24, 48 ve72 saat)  MDA-MB-

231, HELA ve PNT-1A hücrelerinde sitotoksik etkisi WST-1 ile incelendi. 

2- Yüksek sitotoksik etki gösteren H-4 bileşiğin (2. madde) antiproliferatif etkileri 

incelendi. 

3- 2.maddenin apoptotik etkisi Annexin-V ile flow sitometrik analizi yapıldı. 

4- Apoptotik etki gösteren bileşiğin apoptozis yol etkisindeki hücre içi serbest radikal 

değişimi ROS analizi ile ölçüldü 

     

3.2.1. Hücre Kültürü Çalışmalarında Kullanılan Araç Gereçler 

 

1. CO2 inkübatörü (Thermo Scientific Steri Cycle i160) 

2. Laminer akışlı kabin (Telster Bio II Advance) 

3. İnvörted ışık mikroskobu (Olypus CKX41 ) 

4. Derin dondurucu (-86oC) (Thermo Forma -86 Freezer) 

5. Etüv (Nüve)  

6. Otoklav (Nüve )  

7. MPV santrifüjler  

8. Vortex 

9. Hassas terazi  

10. pH metre 

11. Soğutmalı santrifüj 

12. Manyetik karıştırıcı 

13. 6 kuyucuklu ve 96 kuyucuklu hücre kültür kapları  
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3.2.2. Hücre Kültürü Çalışmalarında Kullanılan Kimyasal Maddeler 

 

1. Hücre ortamı; DMEM F12 

2. Fötal bovine serumu (FBS) 

3. Penisilin/streptomisin 

4. DMSO 

5. L-Glutamin 

6. Tripsin-EDTA 

7. %0.4 Tripan mavisi solüsyon 

8. Fosfat tamponu (PBS/PhosphateBufferredSaline)  

3.2.3. Hücre Kültürü Yöntemleri 

 

3.2.3.1. Hücre Hatları 

 

         Çalışmamızda daha önce sıvı azotta stoklanan kanser ve normal hücre hatları 

kullanıldı. Çalışmada MDA-MB-231 ve HELA hücre hattı; %10 FBS, %1 

streptomisin %1 l-glutamine eklenmiş DMEM:F-12,  PNT-1A hücre hattı; %10 FBS, 

%1 streptomisin ve  %1 l-glutamine eklenmiş RPMI-1640 (Gibco) besiyerinde nemli 

atmosferde, %5 CO2 içeren inkübatörde 37ºC’de kültüre edilerek bir gün arayla besi 

ortamları değiştirildi. Hücreler pleyt yüzeyini kapladıklarında trypsin ile yüzeyden 

kaldırılarak deney setleri oluşturmak üzere kullanıldılar. Hücre stoklama işlemlerinde 

ise %5 DMSO içeren ortamlar kullanıldı. Kısa süreli stoklar için -86°C’deki dolap, 

uzun süreli stoklar için -196°C’deki sıvı azot tankları kullanıldı. 

 

3.2.3.2. Madde Uygulamaları 

 

         Hücreler 96’lık pleytlere (104 hücre/ml)  ekildi ve 24 saat sonra besiyerleri 

değiştirildi. Normal ve kanser hücre hatlarına değişen dozlarda (0, 2,5, 5, 10, 25, 50, 

100 ve 200 μM) ve inkübasyon sürelerinde (24, 48 ve 72 saat) maddeler uygulandı. 
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Madde uygulamasından sonra hücre ortamı taze mediumla değiştirilerek her 

kuyucuğa WST-1 testi uygulandı. 

 

3.2.4. WST-1 Yöntemiyle Hücrelerdeki Sitotoksik Etkinin Belirlenmesi 

 

         WST-1 testinin prensibi,  canlı hücrelerdeki metabolik aktiviteyi, hücrelerin 

mitokondriyal dehidrogenaz enzimi aracılığı ile WST-1’i parçalayarak, çözülebilir 

formazan tuzları oluşturmasına dayanır. Bunun için hücreler stoktan açılarak küçük 

petri kaplarına ekildi. Hücreler, petri kaplarında %80-90 oranında dolunca 

tripsinizasyon ile kaldırıldı ve 96 kuyucuklu steril plaklara 1x104 hücre/kuyucuk 

olacak şekilde ekildi. 24 saatlik inkübasyon süresi sonunda besi yerleri uzaklaştırıldı 

ve sonra her bir madde için 0, 2,5, 5, 10, 25, 50, 100 ve 200 μM dozları toplamda 

200 μl besiyeri olacak şekilde hücrelere uygulandı. Kontrol olarak da hücrelere 

kemoterapide yaygın kullanılan cisplatin ve Fluorouracil kullanıldı. Maddelerin 

hücreler üzerinde sitotoksik etkilerini tespit etmek için WST-1 hücre proliferasyon 

kiti (Rosche) kullanıldı ve böylece ilaçların sitotoksik etkileri araştırıldı.   

 
         Hücrelere farklı sürelerde (24, 48 ve 72 saat) madde uygulandıktan sonra her 

kuyucuğa 10 µl WST-1 reaktifi eklenerek inkübatörde 4 saatlik inkübasyona 

bırakıldı. İnkübasyondan sonra pleyt okuyucuda (spektramax M5)  450 ve 630 nm'de 

ölçümler yapılarak absorbans değerleri elde edildi. Ölçümler sonucu elde edilen 

absorbans değerlerinden background sinyali test sinyalinden çıkarılarak (OD450-

OD630) grafikler oluşturuldu ve her maddenin IC50 değeri hesaplandı. 

 

3.2.5. Hücre Proliferasyon (BrdU) Testi 

 

          Hücre proliferasyonu, genomik DNA replikasyonuyla tespit edilebilmektedir. 

Bromodeoksiüridin (BrdU) testi, proliferasyon gösteren hücrelerdeki DNA’ya BrdU 

bağlanmasını tespit eden bir testtir. Metil grubunun (CH3) bağlanma özellikleri ile 

brom, klor ve iyot atomlarının bağlanma özellikleri büyük benzerlik gösterir. BrdU, 

halojenli pirimidinler grubunda yer almaktadır. BrdU, yapısında bulunan halojen 
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gruplarından dolayı DNA molekülünün normal yapısındaki timidinede bulunan metil 

grubu ile çok benzemektedir. DNA sentezi sırasında halojenli pirimidinler, timidin 

molekülünün yerine geçerek DNA zincirinin yapısına katılırlar.  Bu nedenden dolayı 

bu maddelere ‘timidin analoğu’ adı verilmektedir.  

 
         Proliferasyon olan hücrelerin DNA’sındaki timidinle BrdU yer 

değiştirmektedir.  Bu yöntemde sadece S fazındaki hücreler BrdU ile işaretlenir. 

İşaretlenen hücre grubunun hücre siklusundaki ilerlemesi izlenir. S fazındaki 

bromodeoksiüridine bağlanan hücrelerin tespiti BrdU antikorlarının kullanımı ile 

sağlanır. Anti-BrdU-peroksidaz antikoru eklendikten sonra oluşan 

immünkompleksler spektrofotometrede ölçülerek değerlendirilir. 

 
WST-1 testinden sonra 4 maddeden IC50 değeri düşük olan 2. maddenin en 

yüksek sitotoksik etki göstermesinden dolayı bu maddenin HELA hücresi 

proliferasyonu üzerindeki etkisi, ticari olarak satın aldığımız BRDU Hücre 

Proliferasyon Test kiti (Biovision ) ile üretici firmanın önerdiği protokole uygun 

şekilde yapıldı. Bu yöntemde 96’lık platelere (104 hücre/ml) HELA hücreleri ekildi. 

Hücre ekildikten 24 saat sonra, besiyerleri değiştirilip, 0, 2.5, 5, 10, 25, 50, 100 ve 

200 μM dozlarında ve 72 saat maddeler uygulandı. Sonrasında aşağıdaki protokol 

takip edildi; 

 
1- Besiyerleri döküldükten sonra, her kuyucuğa 100 µl 1X BrdU reaktifi eklenerek 4 

saat %5 CO2, %95 hava içeren inkübatörde 37 ºC’de inkübasyona bırakıldı. 

2-Besiyeri uzaklaştırıldıktan sonra 100 µl fiksatif/denatürasyon solüsyonu eklendi ve 

30 dk oda ısısında inkübasyona bırakıldı. 

3-Solüsyon dikkatlice uzaklaştırıldı ve sonra her kuyucuğa 100 µl 1X BrdU antikor 

solüsyonu eklenip, oda ısısında, düşük hızdaki shaker üzerinde 1 saat inkübasyona 

bırakıldı. 

4-Solüsyon uzaklaştırıldı ve sonrasında 2 defa 300 µl 1X yıkama solüsyonu ile 

yıkandı. 

5-Yıkamadan sonra, 100 μl 1X Anti-mouse HRP-linked antikor solüsyonu eklendi ve 

oda ısısında 1 saat inkübasyona bırakıldı. 

6- Solüsyon uzaklaştırıldıktan sonra,  3 defa 300 µl 1X yıkama solüsyonu ile yıkandı. 
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7- 100 μl TMB substrate solüsyonu eklendikten sonra 5 dk inkübe edildi. Süre 

sonunda renk oluşumu tespit edildi. Daha sonra 100 µl stop solüsyonu eklendi ve 450 

nM’de okuma yapıldı. 

 

3.2.6. Maddelerin Hücrelerdeki Apoptotik Etkisinin Annexin-V ile Flow 

Sitometrik Analizi 

 

          Annexin-V apoptoz analizinde kullanılan FITC ile konjüge Annexin-V lektini, 

apoptotik hücrelerin hücre membranının dış yüzeyindeki fosfatidil serin fosfolipidine 

bağlanmaktadır. FITC, Annexin-V bağlanan hücrelerin flüoresan (FL1 detektörü; 

eksitasyon= 488nMemisyon=535nM) ışımasına neden olur. Hücrelerdeki bu 

flüoresan ışıma, akış sitometrideki FL1 dedektörü ile tespit edilebilir. Işımanın 

şiddetine göre hücreler sınıflandırılarak bir diyagrama yerleştirilir. Ölü (mekrotik) 

hücreler ise nükleik asitlere bağlanabilen flüoresan PI (FL2 detektörü, eksitasyon= 

488nMemisyon=562 – 588nM) boyası ile tespit edilmektedir. PI nekrotik hücrelerin 

zarar görmüş hücre membranından geçerek DNA’larını boyar. Akış sitometrideki 

FL2 dedektörü, DNA’ları boyanan hücrelerdeki flüoresan ışımayı tespit eder. 

Işımanın şiddetine göre hücreler sınıflandırılarak bir diyagrama yerleştirilir. 

 
         Sentezlenen bileşiklerden yüksek sitotoksik etki gösteren 2. maddenin (H-4) 

olası sitotoksik etkilerinin apoptotik yolağın aktiflenerek mi yoksa hücrelerde 

nekrozisle mi olduğu Annexin V Apoptosis Detection Kit FITC kit protokolü 

uygulandıktan sonra flow sitometri (BD FA CSVia) ile analiz edildi. 

 
          Çalışmamızda 6 well pleytlere ekilen HELA hücrelerine 2. maddenin 0, 10, 25, 

50, 100 ve 200 μM dozlarında 72 saat madde uygulaması yapıldı ve sonra aşağıdaki 

kit protokolü uygulandı; 

1-Hücreler 2 kez PBS ile yıkandı. Pelet 1x106 /ml hücre olacak biçimde 1X binding 

buffer ile süspanse edildi.  

2-100 µL hücre süspansiyonu  (1 x 105 hücre) 5 ml'lik yeni bir eppendorf tüpe 

aktarıldı.  
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3- Sonra üzerine 5 μL of fluorochrome-conjugated Annexin V ve 5 μL  Propidium 

Iodide Staining solüsyonu eklendi. 

4- Hücreler hafifçe vortekslendi ve karanlıkta oda sıcaklığında 15 dakika 

inkübasyona bırakıldı 

5- Elde edilen pelete 400 µL 1X Bindig Solüsyonu eklendi ve sonra flow sitometride 

analiz edildi. 

 

3.2.7. Hücre İçi Serbest Radikal Değişim  (ROS)  Analizi 

 

         Normal oksijen metabolizması sırasında az miktarda reaktif oksijen türleri 

(ROS) oluşur. Bunlar; süperoksit radikali (O2), hidrojen peroksit (H2O2) ve hidroksil 

radikali (OH)'dir. Reaktif oksijen türleri, çeşitli serbest radikallerin oluştuğu serbest 

radikal zincir reaksiyonlarını başlatabilirler ve hücrede karbon merkezli organik 

radikaller (R), peroksit radikalleri (ROO), alkoksi radikalleri (RO), tiyil radikalleri 

(RS), sülfenil radikalleri (RSO), tiyil peroksit radikalleri (RSO2) gibi çeşitli serbest 

radikallerin oluşumuna neden olurlar. Serbest oksijen radikallerinin tüm bu 

etkilerinin sonucunda hücre hasarı olur. Hücre hasarının önemli bir nedeni hücredeki 

serbest radikallerin ve reaktif oksijen türlerinin (ROS) artmasıdır.  

 
         Hücrelerde doza bağımlı olarak hücre içi serbest radikal miktarının arttığını 

tespit etmek amacıyla 6 well pleytlere ekilen HELA hücrelerine 2.maddenin 0, 10, 

25, 50, 100 ve 200 μM dozlarında 72 saat madde uygulandı. Daha sonra aşağıdaki kit 

protokolü şu şekilde uygulandı; 

 
1-Hücreler tripsinize edilerek kaldırıldı. Sonra hücrelerin bulunduğu ortam içerisine 

20 µM diklorofloresan diasetat (DCFDA) solüsyonu eklendi. 

2-Bu hücreler 37 ºC’de 30 dakika inkübasyona bırakıldı. 

3-İnkübasyonun ardınından hücreler yıkanmadı. 

4-İnkubasyon süresinin ardından, hücreler iyice süspanse edilerek flow sitometri 

cihazında 485/535 nM dalga boylarında okutuldu ve analizi yapıldı. 
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4. BULGULAR 

 

4.1. 4-(2-Amino Etil) Benzen Sülfonamit Türevi Bileşiklerin Sentezlenmesi ve  

Karakterizasyonu 

              

         Sülfonamit türevlerinin sentezi için, bu çalışmanın ilk basamağında, 4-(2-

aminoetil)benzensülfonamit’in değişik aromatik aldehitler (4-metilbenzaldehit ve 5-

kloro-2-hidroksi-benzaldehit) ile kondenzasyon tepkimeleri gerçekleştirilmiştir. (H3-

H4). Bileşiklerin (H3-H4)sentezi için 4-(2-aminoetil)benzensülfonamit ile değişik 

aromatik aldehitler’in 1:1 mol oranında, formik asit katalizörlüğünde tepkimesi 

sonucu elde edilmiştir. 

 
          Bu çalışmanın ikinci basamağında, 4-(2-aminoetil)benzensülfonamit’in değişik 

aromatik aldehitler ile kondenzasyon tepkimesi sonucu elde edilmiş imin grubu 

taşıyan bileşikler (H3-H4),  NaBH4 ile indirgenerek karşılık gelen sekonder aminlere 

dönüştürülmüştür (H3i-H4i)Sentezlenen bütün bileşikler oda sıcaklığında hava ve 

neme karşı olabildiğince kararlıdır. Bu bileşikler, DMSO, DMF, Asetonitril, Metanol 

(ısıtılınca) de iyi çözünürken, etanol, kloroform, diklorometan’da kısmen, hekzanda 

ise çözünmediği gözlemlenmiştir. 

 
Sentezlenen tüm bileşiklerin FT-IR spektrumları katı KBr diskleri şeklinde 400 

– 4000 cm-1 aralığında alınmıştır. Tüm bileşiklerin FT-IR spektrum verileri ve 

spektrumlaları da ilgili kaynak da (146, 147) verilmiştir. Bileşiklerin FT-IR 

spektrumları incelendiğinde, elde edilen sonuçlar ile önerilen yapının uyumlu olduğu 

ve önerilen yapıdaki bileşiklerin oluştuğu görülmüştür. Sentezlenen bütün 

bileşiklerin 1H-NMR ve 13C NMR spektrumları DMSO-d6 içinde alınmışve tüm 

kimyasal kayma değerleri ppm olarak ve spektrumları da ilgili kaynak da (146, 147) 

verilmiştir. Bileşiklerin 1H-NMR ve 13C NMR spektrumları incelendiğinde elde 

edilen sonuçlar ile önerilen yapının uyumlu olduğu ve önerilen yapıyı desteklediği 

görülmüştür.  
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          Sentezlenen 4-(2-amino etil) benzen sülfonamit türevlerinin karakterizasyonu 

şu şekildedir; 

 

1. Madde (4-(2-((4-Metilbenziliden) amino ) etil ) benzensülfonamit (H-3)) 

 

         4-(2-((4-Metilbenziliden)amino)etil)benzensülfonamit (H-3), 4-(2-aminoetil) 

benzensülfonamit ile 4-metilbenzaldehit’in reaksiyonu sonucu elde edilmiştir.  

         

 

 

2. Madde (4-(2-((5-Kloro-2-hidroksi-benziliden)amino)etil)benzensülfonamit 

(H-4)) 

 

         4-(2-((5-Kloro-2-hidroksi-benziliden)amino)etil) benzensülfonamit (H-4), 4-(2-

aminoetil)benzensülfonamit ile 5-kloro-2-Hidroksi-benzaldehit’in reaksiyonu sonucu 

elde edilmiştir. 
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3.Madde (4-(2-((4-Metilbenzil)amino)etil)benzensülfonamit (H-3i)) 

 

4-(2-((4-Metilbenzil)amino)etil)benzensülfonamit (H-3i), 4-(2-((4-metoksi 

benziliden) amino) etil)benzensülfonamit (H-3) ile NaBH4’in reaksiyonu sonucu elde 

edilmiştir.  

 

              

 

 

 

4. Madde (4-(2-((5-Kloro-2-hidroksi-benzil)amino)etil)benzensülfonamit (H-4i)) 

 

4-(2-((5-Kloro-2-hidroksi-benzil)amino)etil)benzensülfonamit (H-4i), 4-(2-((5-

kloro-2-hidroksibenziliden)amino)etil)benzensülfonamit (H-4) ile NaBH4’in 

reaksiyonu sonucu elde edilmiştir.  
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4.2. Bileşiklerin Antikanser Özellikleri ile İlgili Bulgular 

 

4.2.1. Bileşiklerin Hücre Hatları Üzerindeki Sitotoksik Etkileri 

 

          Yeni sentezlenen 4 adet  4-(2-amino etil) benzen sülfonamit türevi bileşiklerin 

serviks adenokarsinom (HELA), metastazik göğüs adenokarsinom (MDA-MB-231) 

ve normal insan prostad  (PNT-1A)  hücreleri üzerindeki etkileri WST-1 metodu ile 

incelendi ve IC50 değerleri hesaplandı.  

 

4.2.1.1. Bileşiklerin HELA Hücre Hattı Üzerindeki Etkileri  

 

         Sentezlenen  4-(2-amino etil) benzen sülfonamit türevi bileşiklerin HELA 

hücreleri üzerindeki sitotoksik etkisi WST-1 metodu ile doz (0,25-200 µM) ve 

zamana göre (24,48 ve 72 saat) incelenmiştir. Sentezlenen tüm maddelerin  HELA 

hücreleri üzerinde farklı dozlarda sitotoksik etki gösterdiği ancak bu etki inkübasyon 

süresine bağlı olarak değiştiği saptanmıştır. Maddelerin HELA hücreleri üzerindeki 

sitotoksik etkisi incelendiğinde sırasıyla en güçlü 2 > 3 > 4 >1 olduğu tespit 

edilmiştir. Bu maddeler içerisinde en güçlü sitotoksik etkiyi 2. maddenin gösterdiği 

tespit edilmiştir. 
 

Tablo 2. Maddelerin HELA hücresindeki sitotoksik etkileri 

Biyolojik aktivite numarası 
IC50 (µM) 

24 saat 48 saat 72 saat 

1 262,5 326,3 244,7 

2 28,9 17,4 13,7 

3 203,1 479,5 123,8 

4 217,7 111,9 98,9 

CİS 28,9 7,6 6,1 

5-FU 37,8 31,2 14,7 
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            2. maddenin HELA hücreleri üzerinde zamana bağlı olarak sitotoksik etkilerini 

arttırdığı tespit edilmiş ve bu maddenin 24 saatte HELA hücreleri üzerinde IC50 

değerinin 100 µM altında sitotoksik etki gösterdiği (IC50;28,9) saptanmıştır. 48. 

saatte 2. maddenin, 72. saatte ise 2. ve 4.  maddenin 100 µM altında sitotoksik etki 

gösterdiği tespit edilmiştir. Kontrol olarak kullanılan 5-Fu ve cisplatinin ise doz ve 

zamana bağlı olarak sitotoksik etki gösterdiği tespit edilerek cisplatinin daha etkili 

olduğu gözlenmiştir. Sülfonamid türevi maddeler arasından HELA hücreleri 

üzerindeki en güçlü sitotoksik etkiyi 72. saatte 2. madde göstermiş ve 5-Fu’dan daha 

etkili olduğu tespit edilmiştir.        
 

 

 
 Grafik 1. 1.maddenin HELA hücre hattındaki sitotoksik etkileri.      

 

          1.maddenin HELA hücre hattı üzerindeki sitotoksik etkisi incelendiğinde güçlü 

sitotoksik etki göstermediği görülmüştür. 
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Grafik 2. 2.maddenin HELA hücre hattındaki sitotoksik etkileri.      

 

         2. maddenin HELA hücreleri üzerindeki sitotoksik etkisi incelendiğinde doza 

ve zaman bağlı olarak sitotoksik etki gösterdiği görülmüştür. 200 µM dozda tüm 

zaman aralıklarında güçlü sitotoksik etki gösterdiği saptanmıştır.   

 

 
 Grafik 3. 3.maddenin HELA hücre hattındaki sitotoksik etkileri.      

 

         3.maddenin HELA hücreleri üzerindeki sitotoksik etkisine bakıldığında güçlü 

sitotoksik etki göstermediği tespit edilmiştir. 
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Grafik 4. 4.maddenin HELA hücre hattındaki sitotoksik etkileri.      
 
         

         4. maddenin HELA hücreleri üzerindeki sitotoksik etkisi incelendiğinde doza 

bağlı sitotoksik etki gösterdiği görülmüştür. En güçlü sitotoksik etkisini 72. Saatte 

200 µM dozda göstermiştir. 

 

4.2.1.2 Bileşiklerin MDA-MB-231 Hücre Hattı Üzerindeki Etkileri  

 

Tablo 3.  Maddelerin MDA-MB-231 hücresindeki sitotoksik etkileri 

 

         Sentezlenen dört sülfonamid türevi maddenin MDA-MB-231 hücreleri 

üzerindeki sitotoksik etkileri incelendiğinde 24. saatte hiçbir maddenin 100 µM 

altında etki göstermediği tespit edilmiş olup IC50 değerlerinin 232.7 ile 576.1 
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Biyolojik aktivite 

numarası 24 saat 48 saat 72 saat 

1 232,7 690,5 178,3 

2 293,1 65,9 37,3 

3 576,1 578,4 9947,5 

4 492,2 595,3 243,3 

CİS 21,2 10,2 7,0 

5-FU 42,6 37,9 21,0 
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arasında değerlerde olduğu tespit edilmiştir. 2.maddenin IC50 değerinin 48. ve 72. 

saatte 100 µM altında olduğu saptanarak MDA-MB-231 hücreleri üzerinde en güçlü 

sitotoksik etkiyi 72. saatte  (37.3 µM) gösterdiği gözlemlenmiştir. Kontrol olarak 

kullanılan 5-Fu ise doz ve zamana bağlı olarak sitotoksik etki gösterdiği saptanmıştır. 

 

             
Grafik 5. 1.maddenin MDA-MB-231 hücre hattındaki sitotoksik etkileri.      

 
 

         1.maddenin MDA-MB-231 hücreleri üzerine sitotoksik etkileri WST-1 ile 

incelendiğinde 1.maddenin güçlü sitotoksite göstermediği tespit edilmiştir. 

 

 
 

 Grafik 6. 2.maddenin MDA-MB-231 hücre hattındaki sitotoksik etkileri.     
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         2.maddenin MDA-MB-231 hücreleri üzerindeki sitotoksik etkileri WST-1 ile 

incelendiğinde 2. maddenin 48. ve 72.saatte 200 µM dozda sitotoksik etki gösterdiği 

tespit edilmiştir. 

 

 
 

 Grafik 7. 3.maddenin MDA-MB-231 hücre hattındaki sitotoksik etkileri.      

 
 

         3.maddenin MDA-MB-231 hücreleri üzerine sitotoksik etkileri WST-1 ile 

incelendiğinde 3. maddenin güçlü sitotoksik etki göstermediği tespit edilmiştir. 

 

 
           

Grafik 8. 4.maddenin MDA-MB-231 hücre hattındaki sitotoksik etkileri.      
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         4.maddenin MDA-MB-231 hücreleri üzerine sitotoksik etkileri WST-1 ile 

incelendiğinde güçlü sitotoksik etki göstermediği tespit edilmiştir 

 

4.2.1.3. Bileşiklerin PNT-1A Hücre Hattı Üzerindeki Etkileri 

 

         Maddelerin 24. saatte PNT-1A hücreleri üzerindeki sitotoksik etkileri 

incelendiğinde tüm maddelerin 100 µM üzerinde etki gösterdiği tespit edilmiştir.  48. 

saatte 2. ve 4. maddelerin sırasıyla 110,5 ve 189,7 µM sitotoksik etki gösterdiği diğer 

maddelerin ise 200 µM üzerinde sitotoksik etki gösterdiği, 72. saatte ise; tüm 

maddelerin 200 µM üzerinde sitotoksik etki gösterdikleri tespit edilmiştir. 

Kemoterapik olarak kullanılan 5-Fu ve Cis maddelerinin ise normal hücreler (PNT-

1A) üzerindeki sitotoksik etkisinin sentezlenen bileşiklere göre çok yüksek olduğu 

(IC50; 17,5 ve 23,1) tespit edilmiştir. 

 

 
Tablo 4. Maddelerin PNT-1A hücresindeki sitotoksik etkileri. 

 
PNT-1A IC50 (µM) 

 
24 SAAT 48 SAAT 72 saat 

1 403,5 1074,0 294,9 

2 388,9 110,5 202,6 

3 630,5 731,7 319,6 

4 593,1 189,7 371,6 

CİS 13,4 11,4 8,2 

5-FU 23,1 21,2 17,5 
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Grafik 9. 1.maddenin PNT-1A hücre hattındaki sitotoksik etkileri.              
         

         1.Maddenin PNT-1A hücreleri üzerindeki sitotoksik etkisine bakıldığında 200 

µM’de 72. saatte en yüksek sitotoksik etki gösterdiği tespit edilmiştir. 

 

 
 Grafik 10. 2.maddenin PNT-1A hücre hattındaki sitotoksik etkileri.      

 
          

         2.maddenin PNT-1A hücreleri üzerindeki sitotoksik etkisine bakıldığında en 

güçlü sitotoksik etkiyi 48. saatte 200 µM dozda gösterdiği tespit edilmiştir. 
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Grafik 11. 3.maddenin PNT-1A hücre hattındaki sitotoksik etkileri.      

         

         3.maddenin PNT-1A hücreleri üzerindeki sitotoksik etkisine bakıldığında 

yüksek sitotoksik etki göstermediği tespit edilmiştir. 
 

.  
 

   Grafik 12. 4.maddenin PNT-1A hücre hattındaki sitotoksik etkileri.      
 
 
           4. maddenin PNT-1 hücre hatlarında sitotoksik etkisine bakıldığında 48. saatte 

200 µM dozda güçlü sitotoksik etki göstermiştir. 
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4.2.2. 2.Maddenin (H-4) HELA Hücre Hattı Üzerindeki Sitotoksik Etkisi 

 

         HELA, MDA-MB-231 ve PNT-1A hücre hatları kullanılarak WST-1 

yöntemiyle incelenen sitotoksite analiz sonucunda, sentezlenen 4 sülfonamid türevi 

madde arasından 2. maddenin (H-4)  en güçlü sitotoksik etkiyi CA-IX ekspresyon 

düzeyi yüksek olan HELA hücre hattında 72. saatte gösterdiği tespit edilmiştir.  

 
          2.maddenin PNT-1A hücreler üzerindeki sitotoksik etkisinin HELA 

hücrelerine göre çok düşük olduğu saptanmıştır.  Sentezlenen 4 sülfonamid türevi 

maddeden 2. maddenin en güçlü sitotoksit etki göstermesinden dolayı bu maddeyle 

proliferasyon ve apoptozis analizlerinin yapılmasına karar verilmiştir. 
 

 
Grafik 13. 2. maddenin 72.saatteki HELA hücre hattındaki sitotoksik etkisi. 
 

 

4.2.2.1.  2. Maddenin (H-4) HELA Hücre Proliferasyonu Üzerindeki Etkisi 

 

         2. maddenin HELA hücre proliferasyonu üzerindeki etkisi BrDU Elisa 

yöntemiyle (Biovision) incelendi. 2. maddenin 72.saat HELA hücrelerinin 

proliferasyonu üzerindeki etkisi incelenmiştir.  Çalışma sonucunda 2. maddenin tüm 

dozlarda hücre proliferasyonu üzerinde etkili olduğu saptanmıştır.  Proliferasyon 
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eğrisinde yapılan hesaplamaya göre HELA hücresinin  IC50 değeri 18,14 µM olduğu 

tespit edildi. 

 

 

  

Grafik 14. 2.maddenin HELA proliferasyonu üzerine etkisi. 
 
              

4.2.2.2.  2. Maddenin (H-4) Flow Sitometrik Annexin-V Apoptoz/Nekroz Analizi 

 

        HELA hücrelerinde 2. madde 10-25-50-100-200µM dozlarında uygulanıp 72 

saat inkübe edildikten sonra Annexin-V ile analizi yapıldı. Analizin sonucunda 

2.maddenin HELA hücrelerinde apoptozise yol açtığı tespit edilmiştir. Kontrol 

grubuna göre apoptotik/nekrotik hücre ölüm oranları karşılaştırıldığında apoptotik 

hücre ölümünün tüm dozlarda gerçekleştiği, 10 μM dozunda dahi erken apoptozisin 

%48,7, geç apoptozisin %4,5, nekrozin % 11, olduğu, doz artışıyla beraber apoptotik 

etkinin arttığı saptanmıştır. Ayrıca 10 μM dozunda yüksek oranda apoptozise neden 

olmasının yanısıra en düşük nekrozise yol açtığıda saptanmıştır. Apoptotik etkinin 

çoğunlukla erken apoptozis evresinde olduğu (%40,9-48,7), doz artışıyla beraber geç 

apoptozis evresinin arttığı (%4,5-18,5) tespit edilmiştir (Grafik 15.). 
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Grafik 15.  2. maddenin apoptotik etkinliğinin incelenmesi ( A: 10 µM , B:25 µM ,C:50 µM ve  
D:100 µM dozda  72 saat madde uygulanmıştır). 
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4.2.2.3.  2. Maddenin (H-4)  ROS(Hücre İçi Serbest Radikal Değişimi) Analizi 

 

         2. maddenin HELA hücrelerinde apoptotik etkiye yol açtığı yapılan Annexin-V 

ile tespit edildi. Hücreyi apoptozise sevk eden nedenlerden bir tanesi de hücre içi 

artan serbest radikal miktarıdır. Çünkü artan hücre içi ROS,  lipit, protein ve DNA 

hasarına yol açarak hücrede hasara neden olur ve hücreyi apoptozise sevk eder. Bu 

çalışmada 2. maddenin HELA hücrelerinde ROS miktarı değişimi, 10-100 µM dozda 

72 saat uyguladıktan sonra DFCA yöntemiyle incelendi. Analiz sonucunda 2. 

maddenin (H-4 )doz artışına bağlı olarak hücre içi ROS miktarını artırdığı tespit 

edilmiştir. 

        

 
Grafik 16. 2.maddenin serbest radikal grafiği. 
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5. TARTIŞMA ve SONUÇ     
      

        Kanser tedavisinde kullanılan ilaç ve kombinasyonlarının yan etkileri, etkide 

selektive sorunları ve kemoterapik yetersizliklerin nedeniyle son zamanlarda kanser 

araştırmaları hedefe özgü tedavi ve tekniklerinin geliştirilmesi üzerine odaklanmıştır. 

Daha önceki yapılan çalışmalarda özellikle solid tümörlerdeki CAIX 

ekspresyonunun tümörün tanısı ve prognozu ile ilişkilendirilmesi bu enzimi kanser 

teşhisinde biyobelirteç ve kanser hücrelerine yönelik spesifik bir hedef haline 

getirmiştir. 

 
         Karbonik anhidraz IX (CA IX) bir membrana bağlı metaloenzim olup ifadesi 

birçok solid tümörlerde görülmektedir (150).  CA ailesinin diğer enzimlerinin aksine, 

CAIX birçok kanser formunda sentez edilir, ancak birkaç normal dokuda sınırlı 

görülmektedir. CAIX, hücre yoğunluğuna bağlıdır ve hipoksiyi de içeren stresli 

koşullarda tümörlerde aktive olduğu gösterilmiştir. Bu enzim karbon dioksit ve sudan 

bir proton ile bikarbonat üretildiği geri dönüşümlü reaksiyonu katalize eder (4). 

  
        Tümör hücreleri pH'larını düzenlemek için önemli stratejiler geliştirmiştir.  

Çünkü 0.1 pH’ lık değişim ATP üretimi, protein sentezi, hücre proliferasyonu, 

migrasyon ve apoptoz gibi çoklu biyolojik fonksiyonları bozabilmektedir. (151-153). 

CA-IX, pH kontrol mekanizmasının bileşeni olup tümör biyolojisinde aktif rol oynar. 

Tümör hücrelerini hipoksi ve onkojenik metabolizma kaynaklı streslerden koruyarak 

tümör hücresinin hayatta kalmasına ve tedavi direncine katkıda bulunur (76,79,88). 

Ayrıca CA-IX’un kanser hücrelerinin ayrışmasını, adhezyonunu, migrasyonunu ve 

invazyonunu kolaylaştırdığı görülmüştür (89-91). 

 
         Hipoksi indükleyici faktör 1'in (HIF-1), dokulardaki hipoksik koşullara adaptif 

yanıt olarak stabilize edilmesi anjiogenezis, hücre sağkalımı, glikoz metabolizması 

ve hücre invazyonu gibi kansere bağlı süreçlerde önemli rol oynayan birçok genin 

transkripsiyonel olarak aktive edilmesine neden olur (73). CA-IX kodlayan genin 

transkripsiyonu, transkripsiyon başlatma alanının yanında bulunan hipoksi yanıt 

elemanına (HRE) bağlanan hipoksi indükleyici (HIF-1) transkripsiyon faktörü 

tarafından aktive edilir.   
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        CA-IX’un en önemli rolü, özellikle tümör mikroçevresindeki hücre dışı pH’sı 

düzenlemesidir (154). Proliferatif kanser hücreleri, genellikle kanserojen 

metabolizma sırasında büyük miktarlarda laktat, karbondioksit ve proton üretir.  Bu 

metabolik son ürünler hücre dışı ortamda birikerek hücre dışı pH değerini önemli 

ölçüde düşürür. CA-IX tarafından karbondioksitin hidrolizi sırasında üretilen 

bikarbonat anyonları fizyolojik olarak hücre içi pH'sı yakın bir seviyede tutmak ve 

hücre içi pH seviyelerini tamponlamak için anyon taşıyıcıları vasıtasıyla hücrenin 

içine taşınırlar. Reaksiyondan üretilen protonlar hücre dışı kaldığından tümör 

çevresinin asidik yapısına katkıda bulunurlar. CA-IX fonksiyonu tümör hücresinin 

hayatta kalmasında önemli rol oynar (58). 

 
        CA-IX’un kanser ile ilişkilerini gösteren birçok çalışma yapılmıştır. Çeşitli 

klinik çalışmalarda meme kanserlerinin %48'inde (155) servikal kanserlerin 

%79'unda (156)  ve akciğer kanserlerinin %81'inde  (157) CA-IX ekspresyonunun 

yüksek olduğu bildirilmiş. Başka bir çalışmada CA-IX ekspresyonunun özofagus 

kanserlerinde özellikle gastrik kanser ve adenokarsinomlar da bağımsız bir 

prognostik belirteç olduğu görülmüştür (158). Küçük hücreli dışı akciğer kanserinde, 

kanser dokularında artmış CA-IX mRNA ifadesi ile proteinin artmış ekspresyonunun 

anlamlı korelasyon gösterdiği görülmüştür. (159). İn vitro çalışmalarda, CA-IX'un 

göğüs kanseri hücrelerinin büyümesinde ve hayatta kalmasında rol oynadığını 

gösterilmiştir (9). Michael ve ark., skuamöz hücreli baş ve boyun tümöründe CA-IX 

ekspresyonunun, kemoradyoterapiye karşı direnç ile anlamlı bir ilişkiye sahip 

olduğunu göstermişler (160). 

 
       Tanaka ve ark, yapmış olduğu bir çalışmada in vitro olarak CA-IX mRNA'sı üç 

ESCC hücre dizisi olan TE-2, TE-8 ve TE-15’te hipoksik koşullar altında eksprese 

edildiğini bildirilmişler.  Ayrıca CA-IX'un hipoksik koşullar altında bu üç ESCC 

hücre dizisinde protein seviyesinde eksprese edildiğini tespit etmişlerdir. Yapmış 

oldukları bu çalışmanın sonucunda hipoksik koşullar altında hücre proliferasyonu ve 

CA-IX ekspresyonu indüklendiği ve bunun kötü prognoza bağlı olduğunu 

göstermişlerdir (161). HT1080 tümör hücrelerinde CA-IX eksikliğine neden olan 

shRNA susturulması hipokside hücre dışı asidozun azalmasına neden olmuştur. CA-
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IX'dan yoksun tümör hücreleri veya enzim aktivitesinin mikroçevre stresinin zararlı 

etkileri ile baş edemediği gösterilmiştir. (116).  

 
         Daha önceki çalışmalarda sülfonamit ve türevi bileşiklerin,  CA-IX sentezi olan 

kanser hücreleri üzerinde birçok etkisi araştırılmıştır.   İlk defa Neri ve arkadaşları in 

vivo ortamda sülfonamit CA-IX inhibitörlerinin antitümör üzerine etkisini araştırmış, 

asetazolamid iskeleye floresan karboksilik asit veya albümin kısımları bağlanarak 

elde ettiği bileşiklerin membran geçirgen özelliği olmayan türevlerini kullanarak CA-

IX inbitörleri elde etmiş. Elde ettiği CA inhibitörleri ile bir ay boyunca hayvanlara 

(böbrek karsinom hattı SK-RC-52 ksenograft edilen fareler) uygulayarak tedavi 

etmiş ve bu tedavi sonucunda tümörlerin aşırı derecede küçüldüğünü göstermiştir  

(162). 

        Birçok çalışmada aromatik veya heteroaromatik sülfonamidlerin tümör 

asidifikasyon etkisini tersine çevirerek,  kanser hücrelerinin büyümesini engellediğini 

ve karbonik anhidrazların aracılık ettiği tümör invazyonunu bastırdığı gösterilmiştir. 

(163,164) Dubois ve ark.,  hipoksik kolorektal tümörleri transfer edilen fareler 

üzerine CA-IX inhibitörü sülfonamid ile tümör ışın terapisini  birlikte uygulamış ve 

bunun sonucunda antitümör etkinin arttığını göstermiştir (79).  

 
         Yapılan çalışmalarda, asetazolamid (AZ) veya AZ bazlı yeni bileşikler gibi CA 

inhibitörlerin in vitro ortamda tek başına veya diğer antikanser ajanlarla 

kombinasyon halinde uygulandığında renal kanser hücrelerinin invaziv kapasitesini 

veya çeşitli tümör tiplerinin büyümesini inhibe ettiği gösterilmiştir (165,166). 

 
          Cianchi ve ark, yapmış olduğu bir çalışmada  CA-IX sentezleyen  kanser hücre 

hatları üzerine  yeni sentezlenmiş, iki aromatik sülfonamid bileşik olan 2- (4-

sülfamoilfenil-amino) -4,6-dikloro-1,3,5-triazin (TR1) ve 4-[3-(N,N-

dimetilaminopropil)tiyoreidofenil sülfonil amino etil] benzensülfonamid (GA15)'in 

antitümör etkisini incelemiş. TR1 ve GA15'in HELA ve 786-O hücrelerinde hücre 

proliferasyonunu önemli ölçüde azalttığı, apoptozu arttırdığı ve seramid üretimini 

indüklediğini tespit etmiştir (167).  
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        Tüm bu verilerin ışığında  laboratuarımızda yeni sentezlemiş olan 4 adet 4-(2-

amino etil) benzen sülfonamit türevi bileşiklerin CA-IX sentezleyen HELA, CA-IX 

sentezlemeyen MDA-MB-231 ve  PNT1A hücre hatları üzerine antikanser 

özelliklerini inceledik. Sentezlenen sülfonamit türevi maddelerin HELA, MDA-MB-

231 ve PNT-1A hücreleri üzerine sitotoksik etkilerini inceleyerek IC50 değerlerini 

hesapladık.  

 
        Yapılan tüm bu çalışmalarımızın sonucunda H-4 bileşiğinin (2.maddenin)  

HELA hücrelerinde 72. saatte güçlü sitotoksit etki gösterdiğini, MDA-MB-231 ve 

kontrol olarak kullandığımız PNT-1A hücrelerinde güçlü sitotoksik etki göstermedini 

tespit ettik. Yüksek sitotoksik etki gösteren H-4 bileşiğinin hücre proliferasyonu 

üzerine etkilerini BRDU yöntemiyle ölçtüğümüzde H-4 bileşiğinin IC50:18,14 µM 

olduğu, tüm dozlarda hücre proliferasyonunu üzerinde etkili olduğu saptadık. Güçlü 

sitotoksik etki gösteren H-4 bileşiğinin sitotoksik etkisini apoptotik yolağı 

aktifleştirerek mi kullandığı yoksa nekrozisle mi olduğunu tespit etmek için flow 

sitometrik annexin-V analizi kullandık. H-4 bileşiğinin doza bağımlı apoptozu 

arttırdığını saptadık. H-4 bileşiğinin sitotoksik ve apoptotik etki mekanizmasının 

serbest radikal üretimini tetiklediğini tespit ettik. 

 
        Çalışma sonucunda H-4 bileşiğinin HELA hücreleri üzerinde sitotoksik ve 

antiproliferatif etki gösterdiği tespit edildi. Ayrıca H-4 bileşiğinin hücrelerde 

apoptozu tetiklediği ve indüksiyonunun hücre içi serbest radikal artışına bağlı 

olabileceği sonucuna varılmıştır. Bu çalışmadan elde edilen verilere göre  H-4 

bileşiği, 3 boyutlu hücre kültürü ve hayvan deneylerinde test edilerek, kanser tedavisi 

için yeni, spesifik  ilaç geliştirmeye yönelik araştırmalara büyük katkı sağlayacaktır. 
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