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BAZI PROTON TRANSFER TUZLARI VE BAKIR KOMPLEKSLERININ
ANTITUMOR ETKILERININ KARBONIK ANHIDRAZ IX VE XII
IZOENZIMLERI UZERINDE iINCELENMESI

Ekrem TUNCA
Kimya, Doktora Tezi, 2018
Tez Danismant: Prof. Dr. Metin BULBUL

OZET

Karbonik anhidrazlar (CA) (EC 4.2.1.1) karbon dioksitin (CO,), bikarbonat ve protona
doéniisiimlii hidratasyon reaksiyonunu Katalizleyen, aktif bélgesinde Zn®" iyonu bulunduran ve
pek cok organizmada bulunan metaloenzimlerdir. Memelilerde bulunan karbonik anhidraz
enzimleri o gen ailesine aittir. Giiniimiizde, omurgalilarda, on alt1 farkli karbonik anhidraz
izoenzimi tanimlanmistir. Hiicre membranma gomiilii karbonik anhidrazlar olan CA I1X ve CA
XII, kanser ile iliskisi olan CA izoenzimleridir. CA IX ve CA XII’ nin inhibe edilmesi ile timor
ilerleyisinin durduruldugu in vitro ve in vivo olarak gosterilmistir. Buradan hareketle, bu
calismada, 5-siilfosalisilik asit ile 2-aminopiridin tiirevlerinin proton transfer tuzlarmm ve
Cu(IT) komplekslerinin CA IX ve CA XII izoenzimleri iizerindeki inhibisyon etkileri in vitro
olarak incelendi. Ayrica bilesiklerin insan eritrositlerinden saflagtirlan hCA I ve hCA 1I

izoenzimleri tizerindeki inhibisyon etkileri de incelenerek CA IX ve CA XII ile kiyaslandi.

hCA | ve hCA 1l izoenzimleri insan eritrositlerinden Sepharose®4B-L-tirozin-p-
aminobenzensiilfonamit afinite kromatografisi kullanilarak saflastirildi, CA IX ve CA XiIl
izoenzimleri de rekombinant olarak temin edildi. hCA | izoenzimi %45,02 verimle saflagtirild
ve spesifik aktivitesi 1565,12 EU/mg protein olarak bulundu. hCA Il izoenziminin ise spesifik
aktivitesi 3706,30 EU/mg protein olup, %62,72 verimle saflagtirildi. Enzimlerin safig SDS-
PAGE ile kontrol edildi. inhibisyon ¢ahsmalar1 sonucunda bilesiklerin CA XII izoenzimine
karst daha secici olduklar1 belirlendi. Bilesiklerin hidrataz ICsy degerlerinin hCA 1 igin 15,068
puM — 99,020 uM arasinda, hCA 1I i¢in 22,360 uM — 77,025 uM arasinda, CA IX igin 23,902
uM — 138,629 uM arasinda ve CA XII icin 9,495 uM — 693,147 uM arasinda oldugu bulundu.

Anahtar Kelimeler: Bakir kompleksleri, inhibisyon, kanser, karbonik anhidraz, proton transfer
tuzu, sulfosalisilik asit.
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INVESTIGATION OF ANTITUMOR EFFECTS OF SOME PROTON
TRANSFER SALTS AND COPPER COMPLEXES IN TERMS OF CARBONIC
ANHYDRASE 11X AND Xl ISOENZYMES
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Chemistry, PhD Thesis, 2018
Thesis Supervisor: Prof. Dr. Metin BULBUL

SUMMARY

Carbonic anhydrases (CAs) (EC 4.2.1.1) are ubiquitous metalloenzymes containing
Zn*" in its active side, catalyze the reversible hydration of carbon dioxide (CO,) to bicarbonate
and proton. Mammalian carbonic anhydrases belong to o gene family. Sixteen different
carbonic anhydrase isoenzymes were identified in vertebrates up to now. CA IX and CA XIl,
which are transmembrane carbonic anhydrases, are cancer related CA isoenzymes. It was
proved that in vitro and in vivo progression of tumors were decreased by inhibition of CA IX
and CA XII. Therefore the inhibition effects of the proton transfer salts and Cu(ll) complexes of
5-sulfosalicylic acid and 2-aminopyridine derivatives on CA IX and CA XII isoenzymes were
investigated as in vitro. Also the inhibition effects of the compounds were investigated on hCA

I and hCA 11, purified from human erythrocytes, and were compared with CA IX and CA XII.

hCA | and hCA Il isoenzymes were purified from human erythrocytes by using
Sepharose®4B-L-tyrosine-p-aminobenzenesulfonamide affinity chromatography. CA 1X and
CA XII isoenzymes were used as recombinant. The purification yield and specific activity of
hCA | are %45,02 and 1565,12 EU/mg protein, respectively. hCA 1l was purified with a yield of
%62,72 and its specific activity was determined as 3706,30 EU/mg protein. Purity of the
enzymes were checked with SDS-PAGE. The inhibition studies showed that synthesized
compounds are more selective to CA XII isoenzyme. Hydratase 1Csq values of the compounds
was found as in the range of 15,068 uM — 99,020 uM for hCA I, 22,360 uM — 77,025 uM for
hCA 11, 23,902 uM — 138,629 uM for CA 1X and 9,495 uM — 693,147 uM for CA XIlI.

Keywords: Cancer, carbonic anhydrase, copper complexes, inhibition, proton transfer salt,
sulfosalicylic acid.
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1. GIRIS

Giiniimiizde gelisen teknoloji ile birlikte giin gegtikge hastaliklar artmakta ve bu
hastaliklarm tedavisinde ¢oziim olmasi icin yeni ilaglar sentezlenmeye c¢ahgilmaktadir. Coziim
bekleyen hastaliklardan biri de kanserdir. Kanser, kontrolsiiz hiicre bdliinmesi sonucu ortaya
¢ikan bir hastalk gurubu olup, diinya c¢apmnda niifusu etkileyen hastalik ve Olim oraninin
baslica nedenidir. GLOBOCAN verilerine gore yilda yaklagik 14,1 milyon yeni kanser vakasi
tespit edilmekte ve kanser kaynakli Oliimlerin yilda 8,2 milyon civarmda oldugu tahmin
edilmektedir. (Forman ve Ferlay, 2014). Kanser kaynakl Olim oranmnin Oniimizdeki yirmi
yilik siire zarfinda yaklasik %75 artmasi beklenmektedir (Milkovic vd., 2017). Dolayisiyla,
kansere karsi savasacak, hastalarm hayatta kalma oranmi ve yasam kalitesini artiracak yeni
tedavi stratejilerinin ve yeni ilaglarin gelistirilme ihtiyact 6nem arzetmektedir. Kanser tedavisi
icin birtakim yontemler mevcuttur, ancak cesitli kanser tedavi yaklagimlari, tiimor hiicrelerinin
radyoterapiye, kemoterapiye ve dier cerrahi olmayan yontemlere karsi duyarsizlasarak adeta
direnmesi ile sik sik karsi karsiya kalmaktadr (Ondriskova vd., 2015). Bu tipik kanser
davranisi, tedavi yanitinda tiimor i¢i heterojenligin kritik bir roliinii yansitir. Ila¢ direncinin
genetik olarak belirlenmis mekanizmalarmm yani swa, zayif timér kan dolasimi, doku
oksijenasyonu, besin maddesi temini, asit-baz dengesi ve biyoenerjetik durum gibi farkh

fizyolojik faktorlerin de bu olguya katki sagladiklar1 belirlenmistir (Vaupel vd., 1989).

Timor vaskiilaritesinin mimarisi olduk¢a karmagiktir (dolagik, uzamis ve genellikle
acilmis damarlar seklindedir) ve bu durum degisken ve yetersiz beslenmenin yani sira hipoksik
bolgelerin gelisimine neden olan, kati neoplazmi biiyliten yetersiz oksijen iletimine de neden
olur. Hiicreler bu kisttlamalarin iistesinden gelmek igin, siirekli gelisme ve metastazi kagmilmaz
kilan bir uyum siirecinden gecerler (Harris, 2002; Fukumura ve Jain, 2007). Azalan
oksijenasyon, hiicresel seviyede, metabolizmanin anaerobik glikolize kaymasi, asidoz,
anjiyogenez, hiicre adezyonunda bozulma, hiicresel go¢ oraninda artis, azalmig proliferatif
aktivite ve hiicre olimii ile sonuglanir. Molekiiler seviyede ise oksijen azlig,, hipoksi-
uyarilabilir transkripsiyon faktoriiniin o alt biriminin (HIF-1a) gen ekspresyon profilinde kayda
deger degisiklikler yapmasi ile sonuglanir. HIF-la hipoksik kosullar altinda stabildir, ancak
normal oksijen seviyelerinde hizli bir sekilde yikima ugrar (Semenza, 2010; Kim ve Dang,
2006). Hipoksi, timdr homojenliginin bozulmasmda gorev alr ve tercihini en iyi uyum
saglayan kanser hiicrelerinden yana kullanarak bu hiicrelerin olduk¢a saldirgan fenotipik

ozellikler gostermesini tetikler.



Metabolik degismenin glikolitik yola dogru olmasi, tiimdr hiicre fizyolojisinde hipoksi
tarafindan tetiklenen degisikliklerin en Onemlilerinden biridir. Daha az enerji iiretmesine
ragmen glukoz metabolizmasi, oksidatif fosforilasyona gore agwr basmaktadwr. Ciinkii bu yol
kararsiz oksijen tedariginin oldugu sartlarda kanser hiicrelerinin yasamasmna olanak tanir ve
amino asit sentezi, niikleik asit sentezi ve neoplazma gelismesini saglayan lipidlerin sentezi gibi
reaksiyonlarm gerceklesmesi icin kullanigh ara tirtinler saglar. Onkogenik metabolik yollar
sitozolik pH’nin gegici olarak diigmesine neden olan CO,’i ve protonlart olustururken, buna
karsilik artan glikoliz esnasinda timor hiicreleri yiiksek miktarda laktik asit tretirler. Kanser
hiicreleri asidik maddelerden kurtulmak ve hiicre i¢i pH’Sm1 tamponlamak i¢in etkili stratejiler
gelistirmiglerdir. Ciinkii 6nemli hiicre ici faaliyetler pH’ nin nétr ile zayif alkali degerler arasmda
sik1 bir sekilde diizenlenmesine baglhdir. Asidik maddelerin hiicre disma c¢ikarilmasi, sirasiyla,
hiicre dis1 asidifikasyona, kusurlu vaskiileriteye ve atiklarin yetersiz uzaklastirilmasmma neden
olur, boylece tiimor genislemesi desteklenir (Gatenby ve Gillies, 2004; Kroemer ve Pouyssegur,

2008; Brahimi-Horn vd., 2011).

CO,’in bikarbonat (HCO5;) ve protona (H") doniisiimli hidrasyonunu katalizleyen,
hipoksi uyarii ve kanser iliskili karbonik anhidraz (CA) izoformlari olan CA IX ve CA XII,
karbon dioksit (CO,) metabolizmasmna aktif olarak katihirlar, pH kontrolii ve tiimor gelisiminde
rol oynarlar. Tiimér lezyonlar: ile yakin iligkileri, biyobelirtegler ve terapdtik hedefler olarak bu
enzimlerin potansiyel klinik yararmi gostermektedir (Pastorekova vd., 2006). Bu durum son
yillarda hedefli kemoterapi ajanlar1 arasma CA IX ve CA XII inhibitorlerinin dahil edilmesi
araywismi tetiklemistir ve bu alandaki ¢alismalarm sayist giinden gline artmaktadwr. Bu tez
calismasinda, diger CA IX ve CA XII inhibitérlerinden farkh olarak siilfosalisilik asit ile 2-
aminopiridin tlirevlerinin reaksiyonundan elde edilen proton transfer tuzlarmm ve bu tuzlarin
Cu(Il) komplekslerinin kanser iligkili bu iki izoenzim {izerindeki inhibisyon etkilerinin in vitro
sartlarda incelenmesi ve insan sitozolik CA I ve CA II izoenzimleri iizerindeki inhibisyon

potansiyelleri ile kiyaslanmasi amaglanmistir.



2. KANSER VE KANSER iLIiSKILi KARBONIK ANHIDRAZ
IZOENZIMLERI

2.1. Kanser

Kanser, gen ekspresyonundaki ¢oklu degisikliklerin sebep oldugu, hiicre ¢ogalmasi ve
hiicre 6limii dengesinin diizensizlesmesine yol agan ve sonugta dokulara invazyon ve farkh
bolgelere metastaz yapabilen ve tedavi edilmezse Oliimle sonuglanan anormal hiicre
cogalmasidir (Ruddon, 2007). Kansere neden olan faktorler sigara, beslenme tarzi, ¢evre
kirliligi, obezite, hareketsiz yasam, meslek, viriisler, alkol, UV ve iyonize radyasyon, bazi
kimyasallar, serbest radikaller, bazi ilaglar ve genetik faktorler olarak salanabilir (Ruddon,
2007, Colditz, 2011). Akciger kanseri %13,0 oranla diinya genelinde en sik karsilasilan kanser
tiirii iken, onu sirasiyla, meme (%11,9), kolon (%9,7), prostat (%7,9), mide (%6,8), karaciger
(%5,6), rahim agz1 (%3,7), yemek borusu (%3,2) ve mesane (%3,1) kanseri izlemektedir.
Ulkemizde ise srralama diinya siralamasma benzemekle birlikte, %17,0 akciger, %10,0 meme,
%8,5 prostat, %8,1 kolon, %7,3 mesane, %6,8 mide, %5,8 tiroid, %3,4 Non-Hodgkin lenfoma

ve %3,0 merkezi sinir sistemi kanseri seklinde seyretmektedir (GCO, 2017).

Kemoterapi, kanser tedavisinde gerek radyoterapi ile kombine edilerek gerekse tekil
olarak uzun yillardir uygulanan bir tedavi yontemidir. Zaman igerisinde gelisen teknoloji ve
olusan bilgi birikimi ile kanserli hiicrelerdeki belirli molekiilleri hedef alan ajanlar
gelistirilmeye baglanmistir ve gliniimiizdeki tedavi yaklagimlari da bu yonde gelistirilmektedir
(Cizelge 2.1).

Cizelge 2.1. 2007-2017 yillar1 arasinda gelistirilen bazi hedefli kemoterapi ajanlar1 (Workman

ve Collins, 2014; CenterWatch, 2017).

Yil  Molekiil Ad ila¢ Tiirii Birincil Molekiiler He defi
2017  Copanlisib Kiigiik molekiil BCR, NFxB
Acalabrutinib Kii¢iik molekiil BTK
2016  Pembrolizumab Antibadi PD-1
Rucaparib Kiigiik molekiil PARP
2015 Panobinostat Kiigiik molekiil HDAC
Lenvatinib Kiigiik molekiil RTK
Ixazomib Kiigiik molekiil 20S proteozom
2014 Belinostat Kiigiik molekiil HDAC
Pembrolizumab Antibadi PD-1
Idealisib Kiigiik molekiil PI3K
2013  Obinutuzumab Antibadi CD20
Ibrutinib Kiigiik molekiil BTK
Afatinib Kiigiik molekiil EGFR




Cizelge 2.1. 2007-2017 yillarn1 arasmnda gelistirilen bazi hedefli kemoterapi ajanlar1 (devamu).

Yil Molekiil Adi Tlag¢ Tiirii Birincil Molekiiler He defi

2012 Enzalutamid Kiigiik molekdil Androjen reseptorii
Pazopanib Kii¢iik molekiil VEGFR1], 2, 3
Regorafenib Kiiciik molekiil Multikinaz
Pertuzumab Antibadi ERBB2
Karfilzomib Kiiciik molekiil 26S proteozom
Aksitinib Kiigiik molekiil VEGFRY, 2, 3
Vismodegib Kiigiik molekiil Hedgehog sinyal yolu
Bosutinib Kiigiik molekiil BCR-ABL, SRC

2011 Abirateron Kiigiik molekiil CYP17
Vemurafenib Kiigiik molekiil BRAFV600E
Ipilimumab Antibadi CTLA-4
Krizotinob Kiigiik molekiil ALK, c-MET
Vandetanib Kii¢iik molekiil VEGFR, EGFR
Sunitinib Kiigiik molekiil PDGFR, VEGFR, c-KIT
Brentuksimab vedotin Antibadi-sitotoksik konjiigat CD30

2010 Trastuzumab Antibadi ERBB2

2009 Romedepsin Kiigiik molekiil HDAC
Bevacizumab Antibadi VEGF
Ofatumumab Antibadi CD20

2007 Lapatinib Kiigiik molekiil EGFR, ERBB2

CA IX ve CA XII izoenzimleri, tiimor hiicrelerinde ifadelenen proteinlerdendir. Ancak Cizelge
2.1’ de de goriildiigii gibi bu izoenzimleri hedef alan bir ilag heniiz pazara sunulmamistir. Bu

enzimlere spesifik inhibitorlerin gelistirilmesi, kemoterapi igin yeni bir umut olacaktir.
2.2. Karbonik Anhidraz Enzimleri

Karbonik anhidrazlar (CA, EC 4.2.1.1) birgok organizmada var olan, birbirinden
bagimsiz yedi gen ailesi (o, B, v, 8, {, n, 0) tarafindan kodlanan, karbon dioksitin (CO,)
bikarbonat (HCO5) ve protona (H") tersinir hidrasyonunu katalizleyen ve aktif bolgesinde Zn®*
iyonu bulunduran metaloenzimlerdir (Alterio vd., 2012; Krishnamurthy vd., 2008; Supuran,
2008a; Xu vd., 2008; Kikutani vd., 2016).

CO, + H,O HCO; + H

Bu sayede, CA enzimleri hiicre i¢i ve hiicre dis1 CO,, H* ve HCO5 konsantrasyonunu
diizenlerler (Frost, 2014). o-CA’ lar omurgalilarda, tek hiicrelilerde, alglerde, yesil bitkilerin
sitoplazmalarmda ve pek ¢ok Gram negatif bakteride (Supuran, 2016a; Supuran, 2008a; Xu vd.,
2008; Capasso ve Supuran, 2015); B-CA’ lar Gram negatif ve pozitif bakterilerde, tek ve gift
cenekli bitkilerin kloroplastlarinda, pek ¢ok mantar c¢esidinde ve bazi Archaea tiirlerinde
(Supuran ve Capasso, 2015; Supuran, 2011, Del Prete vd., 2014a); y-CA’ lar Archaea,



siyanobakteriler ve bir¢ok bakteri tiiriinde (Neri ve Supuran, 2011; Supuran, 2008a; Capasso ve
Supuran, 2015); 6- ve (-CA’ lar deniz diatomlarinda (Del Prete vd., 2014a); n-CA’ lar ise tek
hiicrelilerde bulunur (Del Prete vd., 2014b). 6-CA’ larm ise bir deniz diatomu olan
Phaeodactylum tricornutum’un tilakoid limeninde bulundugu tespit edilmistir (Kikutani vd.,
2016). Insanlarda bulunan CA enzimleri ise o-CA gen ailesine aittir (Alterio vd., 2012).
Glintimiize kadar molekiil yapisi, oligomerik diizen, hiicresel yerlesim, organlardaki ve
dokulardaki dagilim, ifade seviyeleri, kinetik oOzellikleri ve inhibitdrlere hassasiyet gibi
ozellikleri farklilk gosteren on alti farkli o-CA enzimi tanimlanmistir (Supuran, 2008a;
Supuran, 2008b; Clare ve Supuran, 2006). Bunlardan sekiz tanesi sitozolik protein (CA I, CA II,
CA IlI, CA VII, CA VI, CA X, CA XI, CA XIII), iki tanesi mitokondri matriks proteini (CA
VA, CA VB), bir tanesi salgt proteini (CA VI), iki tanesi glikozilfosfatidilinositol bagh protein
(CA 1V, CA XV) ve iig tanesi membrana gomiilii proteindir (CA IX, CA XII, CA XIV) (Cizelge
2.2). Sitozolik izoformlardan ii¢li (VII, X ve XI), katalitik bolgede ¢inko iyonu ile koordine
olmus bir veya daha fazla histidin kalntis1 icermediginden enzim aktivitesine sahip degildir. Bir
grup olarak bunlara CA iligkili proteinler denir ve sadece beyinde ifade edildikleri gdzlenmistir
(Aspatwar vd., 2010).

Cizelge 2.2. 0-CA izoenzimlerinin organ/doku dagilimlari, hiicre i¢i yerlesimleri ve CO,
hidrasyon aktiviteleri (Alterio vd., 2012; Supuran, 2008a).

1zoenzim Keat(5™) Hiicre I¢i Yerlesim Doku/Organ Dagilimu

hCA | 2,0x10° Sitozol Eristrositler, sindirim sistemi, goz

hCA I 14x10° Sitozol Efitrositler, %éz, smdlr]m s'itemjj kemik osteoklastlari,
bobrek, akciger, testis, beyin

hCA 111 1,0x10* Sitozol Iskelet kasi, adipositler

hCA IV 11x10° Membrana bagh Bt')brek", akciger, pakreas, beyin kilcallari, kolon, kalp
kasi, goz

hCA VA 2,9x10° Mitokondri Karaciger

hCA VB 9.5x10° Mitokondri K_all_o _Ve iskelet _kas1, pankreas, bobrek, omurilik,
sindirim  sistemi

hCA VI 34x10° Salg (Tiikrik, siit) Tiikriik ve meme bezleri

hCA VII 9,5x10° Sitozol Merkezi sinir sistemi

hCA VIIl  Katalitik degil ~ Sitozol Merkezi sinir sistemi

hCA IX 3,8x10° Membrana gomiilii Tumoérler, sindirim sistemi mukozasi

hCA X Katalitik degil ~ Sitozol Merkezi sinir sistemi

hCA XI Katalitik degil ~ Sitozol Merkezi sinir sistemi

hCA Xil 42x10° Membrana gomiilii Bobrek, bagirsak, tireme epiteli, goz, timdrler

hCA XIlII 1,5x10° Sitozol Bobrek, beyin, akciger, bagrsak, tireme sistemi

hCA XIV 31x10° Membrana gomiilii Bobrek, beyin, karaciger, gbz

)T\Sﬁ‘ 4,7x10° Membrana bagh Bébrek

Ed N
h: Insan, m: Fare

“Insanlarda ifadelenmemektedir.



2.2.1. Karbonik anhidraz enzimlerinin fizyolojik fonksiyonlar

Yillardir siiren arastrmalar, CA’ y1, hava-su ara ylizeyinde gaz aligverisi, membranlar
arasinda CO, ve HCO; tagmnimi, metabolik acidan aktif dokulardaki biyosentetik reaksiyonlar
(glukoneogenez, lipogenez ve iiregenez vb.), asit-baz dengesi, elektrolit salinimi, kalsifikasyon,
sinyal iletimi, onkogenez ve iliremeyi kapsayan genis bir fizyolojik siire¢ yelpazesine dahil
etmistir (Frasseto vd., 2012; Chaput vd., 2012; Biswas ve Kumar, 2012). Bu fizyolojik

fonksiyonlar asagida kisaca agiklanmistir.

Hemolitik anemi, kirmizi kan hiicrelerinin zamanindan 6nce yok edildigi ve kansizliga
yol agan bir hastaliktir. Glukoz-6-fosfat dehidrojenaz eksikligi, hemolitik anemiyi tetikler
(Chiang vd., 2001). Bu hastalar, kontrol ile kiyaslandiklarmda, olduk¢a diisik CA 1
ekspresyonuna sahiptirler (Kuo vd., 2005). Bu durumun hemoglobine gére, CA I sentez orami
ile iligkili oldugu diisiiniilmektedir. CA 1, fizyolojik olarak daha belirgin izoform olan CA I’ ye
gore onemli Olclide diisiik aktiviteye sahip oldugu halde, CA I ekspresyonu hemolitik anemi i¢in
bir belirteg gorevi gorebilir (Frost, 2014).

CA |l, eritrositlere ilaveten, boébrek interkalasyon hiicrelerinde yiiksek oranda,
proksimal tiibiiller ve toplama kanali ana hiicrelerinde ise daha diisiik oranda ifadelenir ve
buradaki bikarbonat akismi diizenler (Frost, 2014). Ayrica sitoplazmik pH’1 dengelemek i¢in,
kloriir/bikarbonat degistirici (AE1) (McMurtie vd., 2004), sodyum-bikarbonat birlikte tasiyict
(NBC1) (Becker ve Deitmer, 2007) ve sodyum/hidrojen degistirici (NHE1) (Li vd., 2002) gibi
membrana baglhh bazi iyon tasiyicilartyla etkilesmektedir. Bu etkilesimler, tasiyicilarn
aktivitesini artwrlar ve tasima metabolonlarmi olustururlar (McMurtie vd., 2004). Bu
tastyicilara ilaveten, CA Il, monokarboksilat tasiyicilarmdan MCT1 ve MCT4 ile de etkilesir ve
aktivitelerini artirr (Stridh vd., 2012).

CA 1II, disiilfiir baglar1 araciigiyla, glutatyona tersinir olarak baglanabilen iki reaktif
stilthidril grubu icerir. Bu reaksiyon muhtemelen hiicreleri geri doniislimsiliz protein
oksidasyonundan korumaktadir. CA III’ {in asm ekspresyonu, hiicreleri, H,O,—uyarili
apoptozdan korur (Frost, 2014). Farelerle yapilan deneyler, CA III”’ {in hiicreleri oksidatif hasara
karst korudugunu dogrulamustir (Thomas ve Mallis, 2001). Ayrica CA III ekspresyonu
adipojenez esnasinda uyarilir ve yag asidi biyosentezinin hiz belirleyici basamagi olan asetil

CoA karboksilaza HCO;™ sagladig1 diistiniilmektedir (Frost, 2014).

Karbonik anhidraz ailesinin en az karakterize edilen iiyelerinden biri olan CA VII, CA

III” e benzer sekilde iki reaktif sistein igerir ve glutatyona baglanabilir (Truppo vd., 2012). CA



VII ayrica GABA, reseptorlerine bagl kanallar vasitasiyla, iletime aracilik edebilen HCOj
iyonlarn1 sagladigmdan noronal uyarm ile de iliskilendirilmistic (Thiry vd., 2007). Yapilan
deneylerde CA VII’ nin noronal uyarilma ve nobetlerde rol oynadigi gésterilmistir (Ruusuvori
vd., 2004).

Insan CA XIII izoenzimi 2004 yilinda tanimlanmis ve karakterize edilmistir (Lehtonen
vd., 2004). Normal dollenme saglamak i¢in iireme organlarmda pH ve iyon dengesinin siki bir
sekilde diizenlenmesi muhtemel oldugundan, CA XIII’ iin, sperm hareketliliginin korunmasi
icin optimum HCO;  konsantrasyonunu ve pH dengesini kontrol ederek iireme siireglerine
katkida bulunabilecegi diistiniilmektedir. Ayrica, CA XIII' {in, servikal ve endometrial mukusu
alkalinize etmek i¢in uygun bikarbonat konsantrasyonunu lireterek de normal déllenme siirecine

katkida bulunabilecegi varsayilmaktadir (Kummola vd., 2005).

HCO; iyonlarmm i¢ mitokondri membranindan gecemedigi kanitlandiktan sonra,
glukoneogenez yolundaki piriivat karboksilaz ve iiregenez yolundaki karbamoil fosfat sentetaz I
icin gerekli olan HCO3;’ m mitokondri icerisinde de novo sentezlenmesi gerektigi fikri agir
basmis ve bu hipotez mitokondriyal izoenzimler olan CA VA ve CA VB’ nin kesfedilmesiyle
sonuglanmistir (Frost, 2014). Daha sonralart yapilan ¢ahgmalarda, bu iki izoenzimin antiobezite

ilaglar1 i¢in hedef olabilecekleri gosterilmistir (Arechederra vd., 2013).

Bir salgi enzimi olan CA VI ise tikrik, siit ve gbozyasinda (Frost, 2014) bulunur.
Parkkila vd., (1995) tiikriikkteki CA VI salgismm sirkadiyen ritim ile degistigini, uyku esnasmda
diisiik, kahvalti esnasinda ise yiiksek oldugunu gostermistir (Parkkila vd., 1995). Tiikriik oral
homeostazda kritik bir rol oynar ve diisiik salmmm oranlar1 oral enfeksiyon ve dis ¢lirigii riskini
artirr  (Ship, 2003). Tikriik salgllarmin tamponlama kapasitesi, birincil olarak bikarbonat
iyonlarma baghdir ve dis minesi agmmasma karsi koruma saglar. Bazi ¢ahigmalar CA VI’ nin

dis biyofilminde asit ndtralizasyonundan sorumlu oldugunu goéstermistir (Frost, 2014).

Membrana bagh izoenzim olan CA 1V, bobreklerden HCOj3; iyonlarmin geri
emilmesinde rol oynar (Frost, 2014). CA II’ ye benzer olarak CA IV de CI'/ HCO;3 tasiyicilari
ile etkilesir (Sterling vd., 2002). CA 1V, ayrica, Na'/bikarbonat yardimeci tastyicis1 (NBC1) ile
fonksiyonel bir kompleks olusturur (Yang vd., 2005). Bu etkilesimin retina ve retinal pigment
epiteli ¢evresinde uygun pH dengesini korumak i¢in gerekli oldugu gosterilmistir.

Membrana bagh diger iki izoenzim olan CA IX ve CA XII’ den bolim 2.3 de
bahsedilmistir.



CA XIV izoenzimi ise yiiksek irtifada gozlenen kronik hipoksiye adaptif bir yanit
olarak kas ve eritrositlerin asit-baz dengesinde rol oynamaktadir (Juel vd., 2003). Diger
membrana bagh CA’ lar gibi CA XIV’ de bikarbonat tasiyicilartyla etkilesir (Vargas ve
Alvarez, 2012). Kalp kasmda CA XIV’ in AE3 ile etkilestigi gosterilmistir. Hipertensif
farelerden alman hipertrofik kalplerde, CA XIV ekspresyonunun AE aracih bikarbonat tasiyicisi
ile birlikte arttigi gozlenmistir. Bu durum AE3 hiperaktivitesinde CA XIV’ {in bir rolii oldugunu
gostermektedir (Frost, 2014).

2.2.2. Karbonik anhidraz enzimlerinin yapisi ve kataliz mekanizmasi

Biitiin karbonik anhidraz izoformlarmda aktif bdlge, proteinin yiizeyinden merkezine
uzanan, yaklasik 12 A genislik ve 13 A derinlikli genis konik bir boslukta bulunur (Alterio vd.,
2012). Katalitik ¢inko iyonu bu boslugun tabaninda bulunur ve ti¢ histidin kalntis1 (His94,
His96, His119) ile bir su molekilii/hidroksit iyonu tarafindan tetrahedral olarak koordine
edilmistir (Sekil 2.1) (D’Ambrosio vd., 2015).

Sekil 2.1. hCA 1I izoenziminin yapis1 (sol) ve aktif bolgesindeki hidrofobik (yesil) ve hidrofilik
(mavi) kisimlar (sag). Zn?* kirmuzi ile gosterilmistir. (PDB: 1CA2)

Zn**’ ye bagh su molekiilihidroksit iyonu, niikleofilikligini artrmaya yardimci olan bir
hidrojen bag agmnda yer alir. Bu molekiil/iyon, Thr199’ un hidroksil grubuna ve birbirine karsit
tarafta bulunan iki su molekiiline hidrojen bag ile baglanmistr. Bunlardan iki “derin su”
olarak da adlandirilir ve hidrofobik bolgedeki Vall21, Vall43, Leul98 ve Trp209 tarafindan
cevrelenmistir. Ikinci su molekiilii ise aktif bolgenin girisine dogru olan hidrofilik ortamda
bulunur (Sekil 2.2) (Sjoblom vd., 2009). Tim izoformlarda aktif bolge boslugu iki farkh

¢evreye boliinmiistiir. Bunlardan birincisi hidrofobik amino asitler olan 11le91, Vall21, Phel31l,



Vall35, Leuldl, Vall43, Leul98, Pro202, Leu204, Val207ve Trp209° dan, digeri ise hidrofilik
amino asitler olan Asn62, His64, Asn67 ve GIn92’ den olusur (Alterio vd., 2012) (Sekil 2.1).

Karakter olarak, birbirine zit olan amino asitlerin, aymi aktif bolgenin iki yarismi
olusturmalar1 bir ¢ok arastrmaci tarafindan, CO,” in HCO;’ a Kkatalitik olarak daha hizh
doniigtiiriilmesini  sagladigi  seklinde yorumlanmistir. Hidrofobik bdlge, CO, substratni
saptamak ve karbon atomunu g¢inko bagh hidroksit tarafindan yapilan niikleofilk saldiriya
yonlendirmek i¢in gerekliyken, hidrofilik bolge ¢inko bagh su molekiiliinden ¢oziicii ortamma

proton transfer reaksiyonunu saglayan, iyi organize olmus hidrojen bagh bir ¢oziicii ag

olusturur (Sekil 2.2) (Domsic vd., 2008).

Sekil 2.2. hCA II izoenziminin aktif bolgesindeki hidrojen bag ag. DS derin su olarak
tanimlanmistir (PDB: 1CA2).

CA’ nmn kinetigi ve katalitik mekanizmasi, hCA II model alnarak detayli bir sekilde
incelenmistir. Bununla birlikte biitlin a-CA’ larm ayni genel sema olan, Zn—-OH” in CO,’ e
niikleofilik atak yapma yolunu izledikleri diisiiniilmektedir. Kataliz, iki basamakl bir ping-pong
mekanizmasi yoluyla gerceklesir (Frost, 2014):

EZnOH™ + CO, EZn(OH")CO, EZnHCO; EZnH,0 + HCO; (1)

EZnH,0 H'EZnOH + B EZnOH  + BH' (2)

[lk basamakta g¢inkoya bagh hidroksit iyonu (Sekil 2.3A) karbon dioksit molekiiliine
niikleofilik atak yapar (Sekil 2.3B) ve cinkoya koordine olmus bikarbonat iyonunun olusumuna
yol agar (Sekil 2.3C). Cinkonun bikarbonat bagh formu kararsizdir, dolaysiyla bikarbonat,

ortamdaki su ile yer degistirir ve ortama salmir. Bu esnada enzimin katalitik olarak inaktif
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formu olan asidik formu olusur (Sekil 2.3D). lkinci basamakta ise ¢inkoya bagh su
molekiiliinden ortama bir proton transfer reaksiyonu gergeklesir ve enzim aktif formunu geri
kazanr (Sekil 2.3A). Bu reaksiyonun ikinci basamag hiz belirleyici basamaktir (Mikulski ve
Silverman, 2010).

Ol
ZnZt
/\ Hisi19
His94  Hisog
A
+CO,
B
+ 0
BH %
AN
OH, TH\/‘ o
7Znt 7n2t
\ Hist 19 \ Hist 19
His94 His96 His94 His96
D B
+H,0 j\
) H
HCO; y °
Zn2+
\ Hisl19
His9%4  Hiso6
C

Sekil 2.3. Karbonik anhidraz enziminin kataliz mekanizmasi.

Kataliz reaksiyonunun ilk basamag esnasinda, substrat molekiilii, Vall2l, Vall43,
Leul98 ve Trp209 ile smirlandmiimis kiiglik bir hidrofobik bosluga baghdir (Sekil 2.4A).
Burada CO,’ in oksijen atomlarmdan biri, substrat bagh olmadig1 durumda “derin su” tarafindan
doldurulan pozisyonla hemen hemen ayni konumdadir (Sekil 2.2 ve 2.4A). Cinkoya bagh
hidroksitin karbon dioksit karbonuna niikleofilik atagmi takiben olusan HCOg3, karbon dioksit
ile ayni diizlemde bulunur ve ¢inkoya baglandigi oksijen atomlarindan birisi ile de Zn—OH™

yapisindaki tetrahedral koordinasyonu korur (Sekil 2.4B) (Sjéblom vd., 2009).

Hiz belirleyici basamagmn agiklanmasi igin ¢esitli arastirma gruplari tarafindan yapilmis
calismalar mevcuttur. Bu c¢ahgmalar, ¢inko bagh su molekiilinden dis ortama proton transfer
reaksiyonuna yardimci olmak i¢in aktif bolgenin ortasinda bulunan bir amino asit kalntisinin
roliinii ortaya koymustur. Bu kalint1 bir proton mekigi olarak rol oynar ve insan izoformlarmmn
cogunda bir His kalintis1 olarak bulunur (His64) (Alterio vd., 2012). His64’ e ilaveten hiz
smirlayict basamag etkileyen ve gesiti CA izoenzimlerinin katalitik etkinligini belirleyen diger
yapisal dzellikler de belirlenmistir. Ozellikle hCA 1I’ de, ginkoya bagh su molekiilii ile His64” i
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birbirine baglayan, diizenlenmis su molekiillerinin olusturdugu bir hidrojen bag agmmn varhig

kataliz sirasinda proton transferinin iyi ayarlanmasm saglar (Sekil 2.2) (Zheng vd., 2008).

THR199 LEUMS

HIS119

Sekil 2.4. A: CO, molekiiliiniin aktif bolge ile etkilesimi (PDB: 2VVA). B: HCO3 iyonunun
aktif bolge ile etkilesimi (PDB: 2VVB).

2.2.3. Karbonik anhidraz inhibitorleri

Karbonik anhidraz inhibitorlerinin birgok smifi, ¢inko baglayici olarak hareket ederler
(Sekil 2.5A). Kilasik inhibitérler, ¢inko baglayict (CBG) olarak SO,NH™ grubu igeren
stilfonamitler, siilfamatlar ve siilfamitlerdir (Supuran, 2008a; Neri ve Supuran, 2011; Supuran,
2012; Alterio vd., 2012). Bu gibi bilesikler, aktif bolgenin hidrofobik veya hidrofilik yaris1 veya
her ikisi ile etkilesime girebilen bir gdovdenin yani sira, ¢esiti CA izoformlarmm en degisken
bolgesi olan aktif bolge boslugunun c¢ikisma da baglanabilen kuyruk kisimlart da
bulundurabilirler (De Simone vd., 2013; Supuran, 2016b). Metal iyonuna baglanan diger
inhibitér smiflar1 ise karboksilatlar (Mori vd., 2015), hidroksamatlar (Di Fiore vd., 2012),

ditiyokarbamatlar ve izosterleridir (Carta vd., 2012).

Sekil 2.5B de gosterilen, ikinci CA inhibisyon mekanizmasi, metal iyonuna koordine
olmus su molekiilivhidroksit iyonu iizerine baglanmadir. Bu inhibitorler metal iyonuna koordine
olmus niikleofile hidrojen bag ile baglanan ve a-smifi CA enzimlerinde komsu kalmtiar olan
Thr199 ve Glul06 gbi kalmtilarla ilave hidrojen baglar1 yapabilen bir baglayict grup (BG)
bulundururlar. Bu inhibisyon mekanizmasma sahip oldugu belirlenen ilk inhibitor fenol olup
(Supuran, 2016a), onu takiben poliaminler (Carta vd., 2010), esterler (Davis vd., 2011) ve

stilfokumarinlerin (Tars vd., 2013) de aymi inhibisyon mekanizmasina gore hareket ettikleri



12

tespit edilmistir. Cinko baglayict inhibitérlerde oldugu gibi, bu inhibitorlerin gévdesi de, aktif
bolge boslugunun bir yarist ile veya her iki yarsi ile etkilesebilir ve inhibitorlerin izoenzim
secicilik profilini artrabilecek bir kuyruk bulundurabilir (Supuran, 2016b).

Bir diger inhibitér smifi ise, metal iyonuna veya metal iyonuna koordine olmus su
molekiiliihidroksit iyonu {izerine baglanmayan, aktif bolgenin girisindeki amino asitlerle
etkileserek aktif bolgeyi kapatan inhibitérlerdir (Sekil 2.5C). Bu bilesikler OH, amino veya
COOH gibi yapigkan bir grup (YG) bulundururlar ve ilaveten diger inhibitorlerdeki gibi bir
govde veya kuyruk da icerebilirler. Bu mekanizma kumarinler i¢in kesfedilmistir (Maresca vd.,
2009). Daha sonra yapisal olarak benzer diger bilesik smiflarmn da bu sekilde enzime

baglandig1 gosterilmistir (Touisni vd., 2011; Supuran, 2016a).

Doérdiincti CA inhibisyon mekanizmasi ise X-ray kristalografisi ¢alismalar1 sonucunda
kesfedilmistir (Sekil 2.5D) (D'Ambrosio vd., 2015). Bir benzoik asit tiirevi, aktif bolge
boslugunun disnda, aktif bolge girisine bitisik bir hidrofilik cebe baglanmis olarak
gdzlemlenmistir. Inhibisyon, tiim Kkatalitik dongiiniin ¢okmesine yol acan proton mekik
kalntismin  (His64) dis konformasyonunda bloke edilmesi ile gergeklesir (D'Ambrosio vd.,
2015).

Hidrofilik Kuyruk Hidrofilik
kisim uyru kisim
~
o Govde o
Glul06 Qﬁ Glul06 (
El El
N O, N O,
“H --BG
“H Hidrofobik T
N\ | S o~ K

Hidrofobik

o) O0-ne_ - kisim 0 K kisim
pes .
H N
N Thr199 |
Thr199 |
Zn?! Zn
Hiso4 hist1o Hiso4 hist1o
His96 His96
A B

r\/\ Kuyruk
inhibitér

Hidrofilik Hidrofilik
kisim kisim
YG
o o
Glul06 Q Goévde  Gluloé
o Qa
N Z///<0 N Z///(O
Hidrofobik
N kisim \0 kisim

]\_l ]\{ Hidrofobik
o o} o}
H-----OH H-----OH
N N
Thr199 | Thr199 |
an+ Zn2+
i \\Hm 19 Hisoa”” histo
His96 His96
C D

Sekil 2.5. Karbonik anhidraz inhibisyon mekanizmalar1 (Supuran 2016a’ dan uyarlanmistir).
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Karbonik anhidraz inhibitrleri onceleri ditliretikler, antiglokom ajanlari, antiepileptikler
olarak ve yiiksek irtifa hastahgnm tedavisinde kullaniimiglardir. Giiniimiizde ise antiobezite
ilaglar1 ve antitimér ilaglar/tami araglari olarak da klinik arastirmalara girmektedirler (Supuran,

2017). Cizelge 2.3’ de ilag hedefi olan ve hedef dis1 olan ¢esitli hCA izoformlar1 belirtilmistir.

Cizelge 2.3. Cesitli hastaliklarda ilag hedefi/hedef dis1 olan hCA izoformlari(Alterio vd., 2012).

. i . Hedefdis1olan diger
1zoform Dahil oldugu hastahk hCA izoformlan
CAIl retina/beyin o6demi Bilinmiyor
CAIl glokom, 6dem, epilepsi, yiiksek irtifa hastahgi CAl

CA oksidatif stress Bilinmiyor

CA IV glokom, pigmenter retinopati, felg CAI

CA VA/VB  obezite CA I, CAIl

CA VI karyojenez CAll

CA VI epilepsi Bilinmiyor

CA VI norodejenerasyon, kanser Bilinmiyor

CA IX kanser CAI,CAIl

CA Xl kanser, glokom CAIL,CAI

CA Xl kisirlk Bilinmiyor

CA XIV epilepsi, retinopati Bilinmiyor

2.3. Kanser lliskili Karbonik Anhidraz izoenzimleri: CA IX ve CA XII
2.3.1. Tarihge

1990’larin  basinda, insan timoér hiicrelerindeki viral kanser iliskili proteinlerin
tanimlanmasi {izerine yapilan ve uzunca siiren bir aragtirma beklenmedik bir seklide CA IX’un
kesfiyle sonuclanmistir. Baslangicta bu enzimin HeLa hiicrelerindeki bir ajan olan MaTu’nun
endojen bir kismi oldugu diislinlilmiistiir ve MN olarak adlandirilmistir. Spesifik monoklonal
antikor M75 tarafindan tespit edilen MN antijeni, izole edilmis ve onun molekiiler
karakterizasyonunu saglayacak olan ¢cDNA’smin sekans analizi yapilmistir. Temel olarak, hiicre
dis1 bolgesi dahil, yiiksek oranda korunmus CA domaini, Zn%* baglama kapasitesi ve CO,
hidrasyonu gibi ortaya c¢ikan ozelliklerden dolayi, (Sekil 2.6) MN proteini CA ailesinin yeni bir
tyesi olarak smiflandriimistir (Pastorek vd., 1994). Daha sonra bobrek kanser hiicrelerinde
tespit edilen G250 antijeninin de bir MN/CA IX homologu oldugu kanmitlanmistir (Grabmaier
vd., 2000).

MN proteininin CA IX olarak tammlanmasindan 6nce, Zavada vd. (1993), pek ¢ok
insan karsinomasi ile MN ifadelenmesi arasinda yakin bir iligki bulundugunu oOnermisler ve

normal dokularda MN proteininin bulunmamasiyla onerilerini desteklemislerdir. Daha sonralari
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MN/CA IX’un tiimor biyolojisindeki rolii ve tiimdr belirteci olarak kullanilabilirligi ile ilgili
bir¢ok soru ortaya ¢ikmustir (Zavada vd., 1993).

1998 yilinda, iki bagimsiz arastrma grubu, CA XII'nin tiimor iligkili ikinci CA
izoformu oldugunu tanimlamislar ve karakterize etmislerdir. Tureci vd. (1998), insan bobrek
kanser hiicrelerinde, CA XII molekiiliinii tespit etmislerdir. Hiicre dist CA domaininin bilinen
insan CA’lari ile %30-40 oranmda benzer oldugu ve Zn** baglayict kaltilar igerdigi
kanitlanmustir  (Sekil 2.6). Northern blot, Ozellikle clear cell type (CCRCC) olan renal
karsinomalarm %10’unda CA XII transkriptinin asir1 ifadelendigini ortaya ¢ikarmistir (Tureci
vd., 1998). Bu cahgsmaya paralel olarak Ivanov vd. (1998), RNA diferansiyel goriintiileme
teknigi kullanarak von Hippel-Lindau tiimor baskilayici proteini (pVHL) tarafindan diizenlenen
genleri ¢alismislar ve wild-type pVHL’ nin CA12 ve CA9 genlerinin ifadelenmesini giiglii bir
sekilde inhibe ettigini ortaya koymuslardir (Ivanov vd., 1998).

CRHZ_ HUMAN 1 0
CRH1_ HUMAN 1 0
CRH1Z_HUMAN 1 0
CRHS_HUMAN 1 60
CAH2 HUMAN 1 0
CAH1 HUMAN R —— 0
CAH1Z_ HUMAN 1 MPRRSLHAAAVLLLVILKEQES 22
CRAHS_HUMAN 61 GEEDLPSEEDSPREEDPPGEEDLPGEEDLEGEEDLEEVEPRSEEEGSLELEDLPTVEADRG 120
CAHZ_ HUMAN 1 ——mm -——-MsHECECKHENEPERfIEKDFB I 2KEERGEBVD I DTHTARYDPSE 44
CAH1 HUMAN 1 - —————MASPDWCYDDENGPEQNSELYBI ANGNNOSPVDIKTSETKEDTSE 45
CRH1Z_HUMAN 23— SPAPVNGSENTEFCPDEENSHSKRYESCGELLOSPIDLHSDILOYDASE 71
CRAHS_ HUMAN 121 DPQEPONNAHRDKEGDDOSHWRYG-—-GDPPWPRVSEAC AGRFQSEVDIRPQLAAECPAL 177
* * w w* . w . w ‘Jl*\lf !0(
CRHZ HUMAN 45 VS-¥DOA--TSLRILENEHAFNVEEDDSQDRAVLKGGPLDGTERLIG Es1- 100
CRAH1_ HUMAN 16 S-¥NPA--TAKEIINVEHS FHVNEEDNDNRSVLRGGPFSDSERLFQ EsT- 101
CRH12Z_ HUMAN 72  TBLEFQGYNLSANKQFLLTNNEHSVRLNLPSDM-———— HIQGLOSRESATOL L ENEN 126
CRHS_HUMAN 178 REBLE LGFQLPPLPELRLRNNGHS'QLTLPP LEMAL————GPGREYRALQL LEWEAR - 232
L. ;ok Wk .- *oook s kokok
CAH2 HUMAN 101  DeOEBEEFWORKEYARELEL vEWNT-KYCDFGREVOOPDEEAVL CIFLEVES-ARPGLOK 158
CAH1 HUMAN 102  NEHGSEHTWDGVEYSAELHVAHWNSAKYSSLAERASKADGLAVIGVLMKVEE -ANPKLOK 160
CAH1Z HUMAN 127 DPHESEHTWSGOHFARELHT VHYNSDLYPDASTASNKSEGLAVLAVLIEMES-FNPSYDK 185
CAHS HUMAN 233 GRPESEHTVEGHREPAEIHVVHLST- AFARVDEALGRPGGLRVL:BFLEEGPEENSAXEQ 291
**\l"k*‘k. i **:\k _\l’ . B H **‘If\k .
CRHZ_ HUMAN 159  ¥vDVEDSIKTEEXSADFTNFDPRGEEB:S-1DYWTErESEETBEL L EclTRIVLEEPISY 217
CRH1_ HUMAN 161 VLDALOAIKTEGRRAPFTNFDPSTELBSS-LDEWTYPESLTHPELYESYTHIICKESISY 219
CAH1Z_HUMAN 186 LOHVEYRGOEAFVPGENIEELLPERTAEY YRYRGSLITBECNPTYLNTVFENDPVOT 245
CRAHS_ HUMAN 282 RLEEIAEEG SETOVPCLDISALLPSDFSRYFOYEGSLETPECAQGHINTVED 1OTiE 351
L e . e e Cr % wwkk ek P
CRHZ HUMAN 218 [§sEBVLRFRKLNFNGEG--EPEELMVDRWRP2@PL: 260
CRAH1_ HUMAN 220 |§SEQLAQFRSLLSNVEG--DNAVPMQHNNRPTQP 261
CRH1Z_HUMAN 246 |S0EQLLALETALYCTHMDDPSPREMINNFRQVQEEDERLVYTSESQV: 292
CRAHS_HUMAN 352 SAKQOLHTLSDTLWG—---- PGDSRLOLNFRAT@PLNGRVIEASEPAGVDSSPRAAEDVOL 406
* e H H * oKk . K= 5 kk
CAHZ_ HUMAN i 260
CAH1_ HUMAN 2Bl 261
CAH1Z HUMAN 2393 IWLFRRKSIKKGDNEGV I YKPATEMETEA 352
CAHS_HUMAN 407 VOMRROHRRGTHGGVSYRPAEVAETGA 459

Sekil 2.6. CA 1, TI, IX ve XII izoenzimlerinin amino asit sekanslarmin kiyaslamasi. (Gri: benzer
amino asitler, pembe: sinyal peptidi, mor: metal baglayic1i amino asitler, turuncu: glikozilasyon

bolgesi, sart: transmembran dizisi)
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2.3.2. CA IX ve CA XIDI’nin yapisi

CA IX, hiicre dis1 domain (ECD), tek yonlii gegisi olan transmembran bolgesi (TM) ve
hiicre i¢i uzantidan (IC) olusan, hiicre membranina gomiilii bir glikoproteindir. Hiicre dis1 kisim
N-terminal sinyal peptidi, proteoglikan benzeri kisim (PG) ve katalitik domainden (CA) olusur
(Sekil 2.7A) (Pastorek vd., 1994).

CA IX, monomerik formda, 58/54 kDa agwhgnda bir proteindir, ancak fizyolojik
sartlarda 153 kDa agirhginda bir trimer olusturdugu ileri stirilmiistir (Pastorekova vd., 1992).
Son zamanlarda yapilan karakterizasyon, iki monomerin membranmn ayni yoniinde bulunmasi
ile CA IX’un bir dimer olusturabilecegini gostermistir (Alterio vd., 2009). Molekiil i¢i ve
molekiiller arasi etkilesimler, CA domainindeki molekiil i¢ci baga katki saglayan Cys156,
Cys336 ile Cysl74 olmak iizere ii¢ sistein ve molekiiller arasi etkilesime katki saglayan,
transmembran baglanma bolgesine yakmn bir sistein (Cys409) arasindaki disiilfiir baglar
araciligiyla olur (Hilvo vd., 2008). Baculoviriis de firetilen CA IX’un CA domaininin son
zamanlarda yaymlanan kristal yapis1 iki CA domaininin kararli bir dimer olusturmak {izere
molekiiller arasi tekli disilfiir bag ile birlestigini gostermistir  (Alterio vd., 2009).
Glikozillenmis dimerin 54/58 kDa’luk her bir proteininin toplam CA IX’un %90’m1
olusturdugu ve bdylece enzimin katalitik aktivitesinin ¢ogunlugunu biinyesinde barmdirdig
MDA-MB-231 gbgiis kanser hiicrelerindeki dimerlerde goriilmistiir (Li vd., 2011). CA IX, PG
domaininin Thr1l5 {izerindeki O-glikozilasyon bdlgesi ve CA domaininin Asn346 iizerindeki

N-glikozilasyon bolgesi olmak tizere en az iki glikozilasyon bdlgesi icerir (Hilvo vd., 2008).

CA domaininin pH diizenlenmesindeki ana fonksiyonu, tiimdriin yasamasimi saglamak
ve metastaz potansiyelini artirmak igin hiicre dis1t pH degerinin (pH,) asidifikasyonu aracihigr ile
hiicre i¢i pH’sm1 (pH;) notral-zayif alkali degerde tutmasidir (Swietach vd., 2007). CA domaini
ile N-terminal PG bélgesini baglayan ilave sekans bir keratan siilfat glukozaminoglikan zinciri
olarak nitelendirilir. Bu bélge, CA IX’un ekstraseliiler matriksteki bilesenlerle etkilesimine
aracilik eder (Hilvo vd., 2008). PG domaini hiicreler arasi iletigimi saglar ve hiicre adezyonu ile
hiicre yayilmasinda goérev alir (Zavada vd., 2000; Zavadova ve Zavada, 2005). PG bdolgesi,
negatif yiiklii amino asitlerce zengin olup, CA domaininde bulunan pozitif yiiklii amino asitlerle
etkilesebilir ve bu etkilesim araciligiyla, substratin aktif bolgeye erisimini kontrol edebilir veya
asidik pH da enzimin Katalitik fonksiyonunu destekler (Innocenti vd., 2009). Diger CA larm PG
bolgesi icermemesi, CA IX’un M75 tarafindan segici olarak tespit edilmesini miimkiin kilar
(Zavada vd., 2000). IC uzantis1 CA IX enzimatik aktivitesini ve sinyalizasyonunu kontrol eden

Thrd43, Ser448 ve Tyr449 dan olusan ii¢ fosforilasyon bolgesi bulundurur. Thr443 {in protein
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kinaz A (PKA) tarafindan fosforilasyonu ve Ser448 in defosforilasyonu, CA IX’un enzimatik
aktivitesi i¢in gereklidir (Ditte vd., 2011). Tyr449, fosfatidilinositol-3 kinaz/Akt kinaz (PI-
3K/Akt) tarafindan takip edilen, epidermal biiylime faktorii/epidermal biiytime faktorii
reseptori (EGF/EGFR) aracih sinyal iletimine katir (Dorai vd., 2005). IC uzantismm CA
IX’un plazma membranma dogru yerlesimi ve tasmim olaymnda rol oynadigi goriilmiistiir.
Ayrica, IC uzantisinda bulunan temel amino asitlerdeki mutasyonlar, ekstraseliiler asiditkasyon,
inhibitér baglama ve hiicre deadezyon kapasitesi gibi Ozelliklerin  engellenmesi ile
sonuglanmustir (Hulikova vd., 2009). Dahasi tam uzunluktaki CA IX’un, hipoksi kosullar ile
birlikte artan niikleer translokasyona ugradigi ve IC uzantisndaki Thr443 ile Tyr449
kalmtilarmin  fosforilasyonunun TNPOI1 importin ve XPO1 exportin gibi niikleositoplazmik

gecisleri saglayan proteinlerle etkilesimi artrdigi kanitlanmistir (Buanne vd., 2013).

37
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Sekil 2.7. CAIX (A) ve CA XII (B) yapilarmm sematik gosterimi.

CA XII, 40/45 kDa agrligmda, N-terminal CA domaini, a-sarmal TM bolgesi ve kisa
IC uzantis1 bulunduran, ancak PG bdlgesi bulundurmayan membrana gémiilii bir proteindir
(Sekil 2.7B). Enzimin aktif bolgesi hiicre dismda olup, Asn52 ve Asnl36 iizerinde iki
glikozilasyon bolgesi bulunduran bir dimer olusturur. Glikozilasyon, dimerizasyon veya kristal
paketlenmesini etkilemez (Whittington vd., 2001). IC domaini, Ser ve Thr {izerinde potansiyel
fosforilasyon bolgeleri igerir ve bu bolgelerin fosforilasyonu enzimin yapisi, aktivitesi ve sinyal
yollar1 tizerinde etkili olabilir (Tureci vd., 1998). CA XII, ayrica, tekli disiilfiir bagi olusturan
Cys23 ve Cys203 kahntilarmi da igerir. TM bolgesinin GXXXG ve GXXXS amino asit sekans
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motifleri muhtemelen dimer olusumuna katki saglamaktadir (Whittington vd., 2001). Daha
detayll molekiiler karakterizasyon, 1,55 A ¢oziiniirlikte X-ism1 kristal yontemleri ile
rekombinant enzimin  yiiksek  ¢Oziiniirlikli, ¢ boyutlu yapismm belirlenmesi ile
gergeklestirilmistir. Kristal yap1 karakterizasyonu, iki CA XIlI domaininin, bir esdeger dimer
olusturmak {izere birlestigini gdstermistir. Dimer ara yiizeyi enzimin optimum iglevi igin her
monomerin aktif bolgesi tamamen agikta olacak sekilde konumlandirilmistir (Waheed ve Sly,
2017). Ayrica CA XII aktif bolgesinin yapisi CA II ve CA IV’e ¢ok benzerdir. Katalitik proton
mekigi olan His64 CA XII’de de korunmustur (Waheed ve Sly, 2017).

2.3.3. CA IX ve CA XII’nin doku dagihmlar1 ve hiicre ici yerlesimleri

Fizyolojik kosullar altmda CA IX ifadelenmesi, sindirim sistemi epitelinin bazolateral
membranlart igerisinde smirlanmistir. Gastrik epiteli olusturan biitiin ana hiicre tiplerinde CA
IX antijeni bulunmustur. Giigli CA IX boyama sinyali 6zellikle yiiksek proliferatif aktiviteli
hiicreleri olan on iki parmak bagwsagi ve ince bagirsagin st kisimlarmin Kriptal enterositleri
basta olmak iizere bagwsagn cesitli kisimlarmda da goriilmistiir. Bu durum CA IX’un hiicre
cogalmasi ve farkllasmasindaki olasi roliinii gdstermektedir. Ote yandan, ince bagrsagm alt
kismi, kor bagwsak ve kor bagrsak ile kalin bagirsak arasinda kalan kismm girintilerinde zayif
boyama sinyali tespit edilmistir. Gastrointestinal kanalin bas-kuyruk ekseni boyunca immiin
reaksiyon zayiflar ve CA IX-negatif olan rektumda maksimum diizeye ulasir. Bazolateral
ylizeylerinde CA IX bulunduran diger epitel hiicreler safra kesesi ve safra kanalinda bulunur
(Ondriskova vd., 2015). CA IX’ un dogal olarak ifadelendigi diger dokular ise over, testis ve
iskelet sisteminin Ozellesmis hiicreleri, sa¢ folikiillerinin bazal hiicreleri ve merkezi sinir

sisteminin bazi kisimlar1 olarak siralanabilir (Ivanov vd., 2001).

Normal CA IX fonksiyonunu agiklamak i¢in CA IX kodlayan genden yoksun (CAR9™)
fareler Ttretilmisti. CA IX’ un eliminasyonu mukus {ireten hiicrelerin asm1 g¢ogalmasmndan
kaynakh mide hiperplazisi ile sonuglanmigtir. Ayrica ana hiicrelerin sayisi azalrken, paryetal
hiicrelerin sayis1 artmistir. Yine de CA IX eksigi olan fareler diizenli HCI salgisini, uygun asidik
luminal pH’mi, asit-baz dengesini ve plazma elektrolitlerinin degerlerini dahi korumay1
basarmistir. Bu sonuglar; hiicre ¢cogalmasmm kontroliinde, gé¢ ve farklilagsmanm etkilenmesinde
ve boylece mide mukoza dokusunun korunmasmda CA IX’ un etkili oldugunu gostermistir (Gut

vd., 2002).

CA IX, ilk olarak, rahim agzi kanseri hiicrelerinde (HeLa) tespit edilmistir. Daha
sonralart bobrek, kolon, akciger, meme, beyin, yemek borusu, pankreas, vulva, over, karaciger,

bas, boyun vb. dokularin iyi huylu ve kotii huylu kati tiimorlerinde bu enzimin asirt miktarda
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ifadelendigi bulunmustur. Fizyolojik antijen bulunduran dokularda, onkogenik doniisiim,
ilerleyen tiimor evrelerine dogru CA IX seviyesini diisiiriir (Ondriskova vd., 2015). ilgin¢ bir
sekilde, yalnizca kanser hiicrelerinin degil gogiis kanseri, kolorektal kanser, akciger
adenokarsinoma, bas ve boyun skuamoz hiicre karsinomasi ve agiz boslugu skuamoz hiicre
karsinomasindaki tiimor iligkili stromal hiicrelerin de CA IX ifadeledigi tespit edilmistir
(Brockton vd., 2012). Dahasi, Fiaschi vd. (2013), neoplazma ve bagh stoma arasindaki
kargilikh iligkileri daha detayli incelemisler ve tiimor hiicreleriyle etkilesim halindeki kanser
iliskili fibroblastlarda CA IX ifadelenmesinin gii¢lii bir sekilde arttigini belirtmislerdir (Fiaschi
vd., 2013).

CA IX’un kanser iligkili ifadelenme artis1 ektopiktir. Ciinkii CA IX ifadeleyen tiimérler,
genellikle, baglangicta CA IX-negatif olan dokulardan tiirerler. HeLa hiicreleri ve normal
gastrik epitel hiicrelerinden izole edilen CA9 cDNA niikleotitlerinin karsilastrmali analizi,
mutasyonlarm olmadigi durumlarda CA IX ifadelenmesinin timdr olusumu esnasmda aktive

edilen sinyal yollar1 ile oldukea iliskili oldugunu gostermistir (Ondriskova vd., 2015).

CA IX, agrlkh olarak plazma membranmda bulunur, ancak aseton fiksasyonu ve
takiben yapilan boyama iglemi, enzimin olgunlasmamig hiicre i¢i formunun niikleer/periniikleer
bolgede de sinyal verdigini gostermistir (Pastorekova vd., 1992). Ancak sitoplazmik yerlesim,
aktiflesmis hiicre i¢ine yOnelimin bir sonucu olabilir, ¢iinkii pek cok hiicre reseptorii gibi CA
IX’un endositoz siirecine katildigi kanitlanmigtir (Zatovicova ve Pastorekova, 2013). Bu, sadece
miktarn diizenlenmesi i¢in degil, aymi zamanda diizenleyici proteinlerin partnerleri veya
substratlar1 ile ¢ok yakin iliski igcinde olabildigi endozomlardan gelen sinyal igin de gegerlidir
(Joffre wvd., 2011). Svastova vd. (2003), MDCK-polarize epitel hiicrelerinde CA IX
endositozunun, E-cadherin endositozu esliginde hipoksik kosullar altinda hiicreler arasi temas
dengesizlesmesine neden oldugunu Onermiglerdir (Svastova vd., 2003). Bu durum dogal bir
ligandin varligmi gosterebilir, ¢linkii VII/20 ve G250 antibadileri CA IX katalitik domaininde
endositozu baslatabilecek bir epitopa yonlendirilirler (Zatovicova vd., 2010). ilging bir sekilde
vezikiiller ile ¢evrili CA IX molekiilleri hiicre ylizeyine geri donebilir veya ¢ekirdege tasmabilir.
TNPOI1 importin ve XPO1 eksportin, hipoksi esnasinda CA IX proteininin ¢ekirdege tagmmina
aracihk ederler (Buanne vd., 2013). CA IX, ayrica, ektodomaininin hiicre dis1 bosluga salinmasi
seklinde bir kesilmeye de maruz kalr. Bu durum CA IX bollugunun, dagimmm veya
fonksiyonunun bir diizenleyicisi olarak goriilmektedir (Zatovicova ve Pastorekova, 2013). CA
IX’ un hiicrenin farkh kisimlarma yerlesmesi ve hiicre dist kismmm hiicreler arasi bosluga
salinabilmesi 6zellikle timor gelisimi konusunda bu enzimin birden fazla fonksiyonu oldugunu

gostermektedir (Ondriskova vd., 2015).
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CA TX’ un aksine CA XII kalin bagirsak, bobrek, prostat, rektum, yemek borusu, beyin,
pankreas, over, testis, ter bezleri ve meme epiteli gibi ¢esitli saglkli dokularda da yiiksek
oranda ifadelenir. Genellikle, CA IX ve CA XII’ nin ifade dizileri farklidir ve ¢ok az ortiisiirler
(lvanov vd., 2001). Kaln bagmrsak, endometriyal epitel, meme ve bobrek hiicreleri yiiksek
oranda CA XII bulundurdugu halde, ayni dokularda CA IX ifadelenmemektedir (Karhumaa vd.,
2000).

Kalin bagwsagm her kismi 6nemli bir CA XII boyama sinyali verir. CA XII,
enterositlerin bazolateral membranlar1 igerisinde bulunmaktadir. Bu durum su emiliminde CA
XII’ nin fonksiyonu olabilecegini diisiindiirmektedir (Kivela vd., 2000). CA XII ayrica rahmin
limen ve salgl epitelinde bulunur ve salgl bezinin i¢ kisimlarmda yiiksek oranda ifadelenir.
Boyama islemleri, rahimde de CA XII’ nin bazolateral membranda bulundugunu goéstermistir.
Rahim ¢evresinin alkali olmas1 sperm hareketliligi icin dnemli oldugundan, CA XII pH’ 1 uygun
degerde tutarak tiremede rol oynuyor olabilir (Karhumaa vd., 2000). Wykoff vd. (2001), CA
XII’ nin gogsiin lobular ve ductal epitelinde de bulundugunu rapor etmislerdir (Wykoff vd.,
2001). Bobrekte korteks, distal kivrimh tiibiillerin epitel hiicrelerinde tespit edilen, en giiglii CA
XII ekspresyonu olan kisimdir. immiin reaksiyon en ¢ok kaln bagirsak, rahim ve meme gibi
dokularin epitel hiicrelerinin bazolateral plazma membranlarinda belirgindir (Ondriskova vd.,
2015).

CA IX ve CA XII, kanallardan transepitelyal iyon tasmmmi ve su tasmimina katki
saglayan erkek efferent kanallarmm epitel hiicrelerinin bazolateral plazma membranlarmda da
bulunur. Dahasi, CA XII ve daha az bir 6lglide CA IX, siv1 geri emilimi ile fonksiyonel iligkisi
olan akuaporin-1 (AQP-1) ile aym hiicrelerde ifade edilir (Ondriskova vd., 2015). Bir bagka
galigmada, her iki proteinin de normal insan pankreasinda, 6zellikle de asinar ve duktal epitel
hiicrelerinin bazolateral plazma membraninda gelisigiizel olarak ifade edildigi ortaya ¢ikmustir.
CA XII boyamasi asinar hiicrelerinde c¢ok giiglii sinyal vermistir, ancak duktal epitel
hiicrelerinden zayif sinyal almmistr. CA IX asinar hiicrelerinde seyrek olarak ifadelenirken
duktal adenokarsinoma durumunda belirgin bir sekilde iiretilir. Ilging bir sekilde tiim miisindz
kistadenokarsinomlarda zayif ila kuvvetli immiin boyama goriilmiigtiir. Ayrica miisindz
kistadenomlar yiiksek miktarda CA IX proteini bulundururlar. Ote yandan bircok pankreas
karsinomunda CA XII ifadelenmesi ¢ok diisiik veya diistik seviyededir (Kivela vd., 2000).

Pek ¢ok kanser hiicre hatti ve normal dokularn kiyaslanmasi iizerine yapilan kapsamh
calismalar over, rahim agzi, meme ve CCRCC gibi bazi tiimérlerde CA XII ifadelenmesinin

arttigmi kanitlamistir. Bu tiimorler ¢ogunlukla CA XII bulunduran saghkh dokulardan meydana
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gelirler (Ivanov vd., 2001). Proescholdt vd. (2005), bashca glioblastomalar olmak iizere gergek
ve metastatik beyin tiimorlerinde CA XII ekspresyonunun arttigmi tespit etmislerdir
(Proescholdt vd., 2005). Haapasalo vd. (2008), CA XII mRNA’ smmn astrositik gliomalar ve
normal beyin dokusunda iki farkli versiyonunu g¢alismislar ve normal beyin dokusunda her iki
izoform i¢in zayif sinyal gozlemisler, ancak astrositoma tiirlerinde ise daha kisa CA XII
versiyonunun  ifadelendigini tespit etmislerdir. Immiinhistokimya ¢ahsmalari, CA XII
proteininin ¢ogunlukla diffiiz astrositomalarda bu kesilmis mRNA izoformu tarafindan

kodlandigin1 dogrulamistir (Haapasalo vd., 2008).
2.3.4. CA IX ekspresyonunun diizenlenmesi

CA9 geni 9. kromozomun kisa kolunda bulunan, yaklasik 11 kb uzunlukta ve 11
eksondan olusan bir gendir. 5’ bolgeye yakm olan CA9 promotérii hipoksi yanit elemani1 (HRE)
ve PR1-PR5 olmak tizere alt1 adet cis diizenleyici bolge bulundurur (Ondriskova vd., 2015). In
silico analizlerle ilave cis elementleri tespit edilmistir, ancak bunlarm CA9 transkripsiyonuna
katkilarmin olup olmadigi heniiz bilinmemektedir. HRE, HIF transkripsiyon faktorii tarafindan
taninan korunmus bir ¢ekirdek TACGTG konsensiis dizisi igerir. Bu bolge ¢ok kritiktir, ancak
CA9 geninin tam transkripsiyonel aktivasyonu i¢in yetersizdir ve gevredeki diger sekanslarla bir

isbirligi gerektirir (Wykoff vd., 2000).
2.3.5. CA9 transkripsiyonunun diizenlenmesi: HIF yolu

HIF transkripsiyon faktorii, hiicrelerin hipoksiye transkripsiyonel yanitlarmm anahtar
rolindeki diizenleyicisidir. Bu faktor, hipoksik kanser hiicrelerinin transkripsiyonel profilini,
timor mikro ortaminda stresli kosullarda hayatta kalmalarmi saglamak igin 6nemli Olgiide
degistirir (Harris, 2002). CA IX, CA9 geninin aktivasyonuna yol acan HIF yolu ile birlikte bu
uyumun Onemli bir bilesenidir (Wykoff vd., 2000) (Sekil 2.8). HIF heterodimeri temel olarak
aktif f alt birimi ve oksijene bagh a alt biriminden olusur. HIF-1a, HIF-2a ve HIF-30 olmak
tizere li¢ a alt birimi vardr (Huang ve Bunn, 2003). HIF-1a CA9 ekspresyonunun en ¢ok bilinen
diizenleyicisidir (Wykoff vd., 2000). Normokside HIF-a’nm O,’ne bagh yikim domainindeki iki
prolinin prolil hidroksilazlar (PHD) tarafindan hidroksilasyonu HIF-o’'nn pVHL bagmh
poliubikitinasyonuna ve proteozomda yikimma neden olur. Hipokside PHD’nin inaktivasyonu
HIF-o’'nin kararhhg ile sonuglanwr. Ayrica HIF-1’i inhibe eden asparajinil hidroksilaz faktorii
(FIH-1) HIF-a C-ucu aktivasyon domainindeki asparajinlerin hidroksilasyonuna neden olur.
Boylece normoksik kosullar altinda HIF-a’nin transkripsiyonel koaktivatorler olan p300/CBP
ile etkilesimini onler. FIH-1’in inaktivasyonu HIF-a’nm transkripsiyonel aktivasyonuna neden
olur (Schofield ve Ratcliffe, 2005).
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Sekil 2.8. Hipoksinin CA IX ekspresyonu {iizerine etkisi (Ondriskova vd., 2015’ den

uyarlanmuistir).

2.3.6. Diger diizenleyici yollar

CA9 geni transkripsiyonu, hipoksi ile HIF'ye bagh bir sekilde yiiksek oranda
indiiklenebilir. Ancak bu genin tiimérlerdeki dagilimi HIF-1a, glukoz tasiyict 1 (GLUT1) veya
vaskiiler endotelyal biiyiime faktori (VEGF) gibi diger hipoksik markorlerin dagilimiyla her
zaman baglantih degildir. Bu, CA IX ve HIF-lo’nin ekspresyon kinetigi, salgilanmasi ve
posttranslasyonel kararhhig, hipoksik stresin siddeti veya sinyal yollarmm ve diger faktorlerin

etkileri arasindaki farkliliklar1 yansitir (Rafajova vd., 2004).

HIF-1, CA9 transkripsiyonu i¢in ¢ok Onemli oldugundan, hipoksiye ilave olarak CA9
transkripsiyonunu  kontrol eden alternatif yollarm biiyiikk ¢ogunlugu, bu faktoriin
stabilizasyonuna veya aktivasyonuna yol agar. HIF-1 diizenlenmesi yoluyla CA9 ekspresyonunu
etkileyen hipoksik olmayan faktorler veya yollar tiimor baskilayict genlerin mutasyonu (Hock
vd., 2002), P1-3K yolunun veya MAPK yolunun katiimiyla yogun normoksik kiiltiirlerde hafif
periselliiler hipoksi (Kopacek vd., 2005), HIF-1a aktivasyonu ile pozitif olarak baglantili olan
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azot oksit (NO) veya reaktif oksijen tiirlerinin (ROS) birikmesi (Dewhirst vd., 2008) ve hiicre
dis1 asidoz gibi diger mikrogevresel faktorlerdir (Rafajova vd., 2004).

Hipoksiye ilaveten diger mikrogevresel sartlar CA9 diizenlenmesine katki saglar. Bunlar
arasinda asidoz, glukoz yoksunlugu veya yiiksek laktat konsantrasyonu sayilabilir. Asidoz
hipoksiden ayr1 veya hipoksiyle birlikte timor hiicreleri iizerinde etkili olabilir. AP1 ve SP1 gibi
CA9 diizenlenmesinde rol alan transkripsiyon faktorlerinin DNA baglama kapasiteleri pH
bagimhdir, ayrica disiik pH HIF-o’nin birikimini tetikler (Mekhail vd., 2004). Glioblastoma
multiforme’den tiireyen hiicrelerde asidoz (pH 6,4) hipoksiden bagimsiz olarak CA IX
ekspresyonunu artrmaktadir (Ondriskova vd., 2015). Asidoza sebep olan diisiik bikarbonat
(22,3 mM) seviyesi ve ilaveten diisiik glukoz seviyesi (1 g/L) HeLa hiicrelerinde hipoksik CA9
indiiksiyonunda yardimeci etki gosterir. Ancak normoksik CA9 indiiksiyonunda bu durum
gozlenmez (Rafajova vd., 2004). Hiicre tiiriine 6zgii asidozun etkilerinin gozlendigi ¢ok sayida

ornek mevcuttur (Ondriskova vd., 2015).

Glikolitik metabolizmanin son iiriinleri olan piriivat ve laktat normoksik kosullarda bile
HIF-lo. y1 stabilize edebilir. Boylece PHD’nin aktif bolgesi ile etkileserek CA9 genini de iceren
HIF-1 uyariabilir gen ekspresyonunu aktive eder. Sonug¢ olarak oksijene bagh protein yikimi

inhibe edilmis olur (Ondriskova vd., 2015).
2.3.7. CA XII ekspresyonunun diizenlenmesi

CAl12 geni kromozom 15 iizerinde bulunur ve bu genin ekspresyonu da pVHL
tarafindan diizenlenir (Tureci vd., 1998). Buna ilaveten hipoksi, wild-type pVHL ile birlikte
tiimor hiicrelerinin genis bir spektrumunda CA XII’ yi uyarabilir (Ivanov vd., 2001). Bir baska
calismada zayif oranda farkllagmis meme kanser hiicre hatti Gstrojen negatif reseptdrde (ER-
negatif) CAl12’nin hipoksik uyarmi gosterilmistir. Buna karsilik iyi oranda farkhlagmig ER
pozitif hiicrelerde oksijene bakilmaksizn CA12 seviyesinin yiiksek oranda kaldigi goriilmiistiir.
Ayrica meme duktal karsinoma in situ doku 6rneklerinde (DCIS), invaziv meme karsinomunda,
lobuler meme karsinomunda veya beyin gliomlarmda CA XII ekspresyonunun yiiksek oldugu
ve disiik dereceli olgularda homojen oldugu, ancak yiiksek dereceli tiimorlerde ekspresyonun
azaldign ve CA XII’ nin nekroza komsu bolgelere lokalize oldugu gdzlenmistir. Ozetle
lezyonlarin derecesi ve farklilasmaya bagh faktorlerin gosterdigi hiicresel farkhlasma durumu
daha derin etkilere sahip olmakla birlikte, hipoksinin CA12 ekspresyonunun baslica
diizenleyicisi olmadigi dogrulanmigtir, ancak yiiksek dereceli tiimorlerdeki indiiksiyonunu

yalnizca lokal olarak etkiledigi diisiiniilmektedir (Wykoff vd., 2001).
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ERo meme kanserlerinin yaklasik %70’inde ifadelenen, niikleer reseptorler ailesine ait
olan bir transkripsiyon faktoriidiir (Rosenfeld vd., 2006). CA12 ERa pozitif tiimorlerde giichi
bir sekilde uyaridir ve CA12’nin ekspresyonu diisiik dereceli tiimorler, daha diisiikk tekrar
oranlar1 ve daha iyi hasta sagkalm ile iligkilidir (Wykoff vd., 2001). Béyle pozitif bir iliskiyi
CA IX gostermezken CA XII gostermektedir. ERa, CA12 geninin yaklasik 6 kb yukarismdaki
artirictya baglanarak hormon uyarmmi seklinde meme kanseri hiicrelerindeki CA12 geninin
ekspresyonunu biiyiik 6lglide artirr (Sekil 2.9). Hormon ile etkilesim RNA polimeraz II’ nin
transkripsiyon baglangic bolgesinde ve yardimci diizenleyicilerin artirict bolgede birikmesini
uyarir ve transkripsiyonu baslatmak i¢in promotérden itibaren artiric ve diger bolgeler boyunca

genis H4 asetilasyonuna neden olur (Ondriskova vd., 2015).

. Ostrojen
|

ERa

Sekil 2.9. CA XII ekspresyonunun diizenlenmesi (Ondriskova vd., 2015 den uyarlanmustir).

CA XII’ nin hipoksik olarak diizenlenmesi hala cevaplanmayi bekleyen bir sorudur.
Ilaveten CA12’nin hipoksik diizenlenmesini gosterecek hicbir HRE eleman:i transkripsiyon
baglama bdlgesinin yakinina yerlesmemisti. CA12 geninin {ist bolgesi ortak HIF baglanma
dizisi olan birka¢ varsayimsal HRE elementine sahiptir fakat fonksiyonlar1 dogrulanmamigtir

(Ondriskova vd., 2015).

2.3.8. CA IX ve CA XII’ nin tiimor biyolojisindeki rolii

Hipoksik bolgelerdeki kati tiimorlerin karakteristik bir 6zelligi olan asidik mikro ¢evre,
timdr invazyonu ile iligkilidir ve antikanser tedaviyi olumsuz olarak etkiler. Bir¢cok tiimor
hiicresinin  hipoksi swrasmda enerji metabolizmasmi olusturan artan glikoliz, laktik asit
birikimine ve hiicre disi pH’m (pH,) asidifikasyonuna neden olur (Gatenby ve Gillies, 2004).
Bununla birlikte glikoliz eksikligi bulunan kanser hiicreleriyle yapilan deneyler asidozla ilgili
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baska bir kaynak olan CO,’i aciga ¢ikarmistir (Helmlinger vd., 2002). Insan ve kemirgen kati
timorlerindeki mikroelektrot pH, olgtimleri normal dokulara (7,4-7,5) kiyasla daha asidik
degerler (6,8-7,0) gostermistir. Ote yandan pHinin 3P NMR &lcimleri saghkl ve kanserli
dokular arasmda sadece ihmal edilebilir farkhbiklar (6,9-7,2) gOstermistir (Ondriskova vd.,
2015). Tiumor hiicreleri, mikro c¢evre asidozuna karsi daha direnglidirler ve onu tolere
edebilirler, ancak sitoplazmik pH dengesi, tiimoér hiicrelerinin yasamasit ve ¢ogalmasi igin
kritiktir. Dolayisiyla, hiicre i¢i fizyolojik pH'n hipoksik ve asidik kosullar altnda korunmasi,
yiiksek seviyedeki iyon tastyicilarmm yani sira monokarboksilat tastyicisni (MCT) ve Na'/H*
degistiricisini (NHE) de iceren hassas bir diizenleme gerektirir. Ote yandan disardan HCO5
almi ve pH; tamponlanmasi CI/HCO;  anyon degistirici (AE) ve Na'/HCOj; yardmci
tastyicis1 (NBC) araciligiyla olur (Parks vd., 2011). MCT4, AE2, NHE1, CA IX ve CA XII
kodlayan genler ise pVHL/HIF-1 yolunun kontrolii altindadr (Sekil 2.10) (Wykoff vd., 2000).

Hipoksi

pH, 6,8

Na’,
NHE
Glukoz B
H*

Na* €O, +H,0

HCO; +H"

GLUT! HCOy +H*
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H
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Sekil 2.10. CA IX ve CA XII’nin kanser hiicre pH’sinin diizenlenmesindeki rolii (Ondriskova
vd., 2015’ den uyarlanmistir).

Hiicre dist bosluga bakan bir enzimatik aktif bolgesi bulunan membrana bagh CA IX,
proton ile birlikte HCO; itireten CO,’ in hidratasyonunu katalize eder. Bu enzimin aktivitesi,
yiiksek bikarbonat konsantrasyonu ile inhibe edilmektedir. Bikarbonat iyonlar1 plazma
membranindan gegemezler ve hiicre icerisine tasmmm igin AE veya NBC gibi bikarbonat
tagtyicillarma (BT) ihtiyag duyarlar. Glikolitik metabolizma esnasinda hiicre i¢i protonlari

tilkketen HCOj sitoplazmay1 gaz halinde terk eden yeni bir CO, molekiiliiniin olugsmasma neden
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olur. Boylece CA IX HCOj; iireterek pH; nétralizasyonuna katkida bulunur ve dolaysiyla
tiimdr yasammi ve gelisimini destekler. Ote yandan CA IX, proton iiretimi ve hizlandiriimis
CO, difiizyonu ile hiicre dis1 asidifikasyona, dolayisiyla timor saldirganhigmma katki saglar
(Ondriskova vd., 2015).

Kanser hiicre hareketliligi ve invazyonunu i¢eren pek ¢ok biyolojik siire¢ igin etkili pH
diizenlemesi gereklidir (Stock ve Schwab, 2009). CA IX bikarbonat tasmim metabolonu
olusturmak ve boylece go¢ii artrmak icin AE2 ve NBCel ile etkilesir. Katalitik bolgenin
¢ikariimas1 kadar enzim aktivitesinin inhibisyonu da hiicre gd¢ aktivitesini bozar (Svastova vd.,
2012). Cesitli gé¢/invazyon testleri, doksisiklin tetiklemeli shRNA CA9 susturma veya CA IX
asmt ekspresyonunu takiben, CA IX' un farkh kanser hiicre hatlarmda hareketli fenotipi
diizenleme kabiliyetini dogrulamistr (Shin vd., 2011). Hipoksi, CA IX ekspresyonunu oldugu
kadar katalitik performansmi da uyarrr, iistelik bu enzim laktatla dolu mikro ¢evrede de verimli
calisabilmektedir (Wykoff vd., 2000). CA IX’ un hipoksik aktivasyonunun arkasmndaki
mekanizma, bu enzimi Thr443’ de fosforile eden PKA’ nin artisma yol acan yiiksek cAMP
derecesidir (Ditte vd., 2011).

Basolateral membran yerlesiminin tespit edilmesi CA IX’ un hiicre adezyonu ve
hiicreler arasi iletisimdeki rolii hakkindaki Onerileri desteklemistir (Pastorekova vd., 1992).
Zavada vd. (2000), CA IX’ u bir hiicre adezyon molekiili (CAM) olarak c¢alismiglardir.
Immobilize edilmis tam uzunluktaki CA IX proteini canh hiicreleri yakalayabilme kapasitesi
gosteritken TM ve IC bolgelerinin  bulunmadigi kesilmis versiyonu bunu basaramamistir

(Zavada vd., 2000).

CA IX-pozitif hiicreler PG-bagimh bir sekilde artmig bir adezyon ve yayima orani
gosterirler, ¢iinki M75 ile PG’ nin silinmesi CA IX’ un bu etkisini bozar. Yayilmakta olan
hiicrelerde CA IX, hiicre baglanmasmm ilk evresinden tamamen yayilmis morfoloji elde edilene
kadar adezyon proteini paksillin ile birlikte yerlestigi odaksal temaslarda bulunur. Dahasi CA9
susturma, daha uzun siire korunan yuvarlak hiicre morfolojisine gore yapismanmn ve yayilmanin
azalmasma neden olur. Timor gelisimi baglaminda CA IX, hiicre adezyonunun artirilmasi ve
yayilma yoluyla sekonder lezyonlarin ilk kurulmasi swasmnda kanser hiicrelerine avantaj
saglayabilir. Ilging bir sekilde gb¢ eden hiicrelerde CA 1X—pozitif ve CA IX-negatif bolgelere
boliinmils lamellipodia’nin detayl analizi, CA IX ve paksillin’in hizla dénen ve ¢ikintili zarin
ileriye dogru hareket ettirilmesi icin gecici kuvvetler uygulayan kiigiik, yeni olusan temas
noktalart bulunan yerlere lokalize oldugunu, oysa CA IX-serbest bolgelerin, substrata pasif

baglantilar olarak hizmet eden daha uzun, daha olgun paxillin adezyonlar1 gosterdigini aciga
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cikarmistir. CA IX yeni olusan temas noktalarmin hizla geligmesini tesvik eder, bdylece hiicre
dist ortammn asitlendirilmesi baslangic yapisma hizma katkida bulundugundan, muhtemelen

enzim aktivitesi ile gé¢ hizmi artrr (Ondriskova vd., 2015).

CA XlII'nin tiimdr biyolojisindeki roliinii belirten ¢ok az sayida ¢alisma mevcuttur. Bu
calismalardan birisi, CA XII eksikliginin CA IX varligmnda tiimor biiylimesini etkileyemedigini,
ancak CA IX baskilamasinm antitimor etkisini artirabilecegini gdstermistir. Arastirmacilar
insan kalin bagirsak kanser hiicre hattt LS174Tr de CA9 susturulmasmin yiikselen CA XII
mRNA ve protein ekspresyonuna yol agtigin1 bulmuslardir. Ayni etki bagimsiz bir cahgmada bir
diger kalin bagwsak kanser hiicre hatt1 HT29’ un {i¢ boyutlu sferoidlerinde ve ksenograftlarmda
da gozlenmistir. Ancak CA12 susturulmasmm CA IX miktarina etkisi tespit edilememistir.
flaveten bu olgunun baska birgok tiimér hiicresi tiiriinde gdzlenmedigine dikkat etmek gereklidir
(Ondriskova vd., 2015).

2.3.9. CA IX ve CA XlI hedefli tedavi

CA IX’ u hedef alan iki ana strateji gelistirilmistir. Bunlardan ilki CA IX' un enzim
aktivitesini baskilayabilen ve boylece pH diizenleyici kapasitesini bozabilen inhibitérlerdir,

ikincisi ise antikorlarm kullanildigi tekniklerdir (Ondriskova vd., 2015).

CA IX inhibitorleri; inorganik anyonlar (Vullo vd., 2003), siilfonamitler ve tirevleri
olan siilfamatlar, stlfamitler vb. (Supuran, 2008a), fenoller (Innocenti vd., 2008), kumarinler
(Maresca vd., 2009) ve protein tirozin kinaz (PTK) inhibitorleri (Parkkila vd., 2009) olmak
lizere birka¢ ana smifa ayrilabilir. Yiiksek CA afinitesi, kolay sentezi, kararlihig ve disiik
toksisitesi nedeniyle siilfonamitler ve biyoesterleri olan siilfamatlar ve siilfamitler arastirmalarin
merkezinde kalan en yaygin CA inhibitorleridir. Yiiksek inhibitér aktivitesi olan ancak timor
iligkili CA enzimlerine karst seciciligi olmayan pek ¢ok molekil gelistirilmisti. Bu
molekiillerin CA IX ve/veya CA XII ye kars1 segiciliklerini artirmak i¢in; aktif bolgenin girisine
baglanan yan zincirlerin eklenmesiyle fiziksel ve kimyasal 6zelliklerin diizenlenmesi, membran
gecirmezliginin artirilmasi, boyut ve yiizey topolojisinin degistirilmesi, etkinligin artiriimasi
veya hipoksi-aktiflestirilmis  inhibitérlerin  gelistirilmesi  gibi ~ degisiklikler — yapilmistir
(Ondriskova vd., 2015).

Zayif membran gegirgenlifi ve membrana gomiili CA’ lar icin iistlin olmasma gore
karakterize edilen inhibitorler; pozitif yiiklii aromatik ve heterosiklik siilfonamitleri (Monti vd.,
2013), hipoksi kosullarmda segici olarak CA IX’ a baglanan ve inhibe eden floresan

stilfonamitleri (Cecchi vd., 2005), ice gecisi Onlemek ic¢in yiiklii fluorofor veya albumin
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baglayici kisma kovalent olarak baglanmayan asetazolamit tiirevlerini (Ahlskog vd., 2009),
ireid-siibstitiie siilfonamitleri (Pacchiano vd., 2011), kumarinleri ve tiyokumarinleri (Maresca
vd., 2009) kapsamaktadir.

In vitro ve in vivo ¢aligmalar CA IX inhibisyonunun primer timor gelisiminin
baskilanmasinda oldugu kadar metastazlarm gerilemesinde de etkili oldugunu ortaya
koymustur. Buna oOrnek olarak CA [IX-pozitif primer tiimorlerin spesifik olarak inhibe
edilmesinde floresan siilfonamitlerin etkinligini gosteren, olduk¢a metastatik fare meme kanser

hiicrelerinden tiiretilen tiimorlerde yapilan in vivo ¢alismalar verilebilir (Ondriskova vd., 2015).

CA IX inhibisyonunun geleneksel kemoterapi ve radyoterapinin etkinligini de artirdig
bulunmugtur. Membrana gémiilii CA’ lar iizerinde yiiksek afiniteye sahip olan indansiilfonamit
inhibitorii hiicre kiiltiiriinde hipoksik CA IX aktivitesi gdstermis, hiicre ¢ogalmasini azaltmis ve
apoptozu artirmistir. Egzamanl olarak, in vivo kolorektal tiimor biiylimesini yavaglatmis ve 1gmn
tedavisi ile kombinasyonu biiyiime gecikmesinde daha fazla etkinlik saglamistr (Dubois vd.,
2011).

Tiimorlerle dogrudan iligkisi daha az olmasmna ragmen CA XII de antikanser tedavi igin
bir hedef olarak c¢ahsilmistir. Fare T lenfoma modeli ve insan T-hiicresi akut lenfoblastik
l6semi/lenfoblastik lenfoma (T-ALL/LL) oOrneklerinde miktar1 artacak sekilde diizenlendigi
gosterilmigtir. Bu enzimin S-glikozitler tarafindan farmakolojik olarak bloke edilmesi, hiicre
¢ogalmasi ve canhh@mi in vitro ve in vivo olarak dislirmiistir ve bu nedenle T-ALL/LL

hastalar1 i¢in yeni bir tedavi stratejisi olusturacagi 6ngoriilmistir (Lounnas vd., 2013).

Antikorlar1 kullanan ikinci yaklagimda ise antibadi bagmli hiicre sitotoksisitesini
uyaran Mab’ leri (monoklonal antibadi) kullanma fikri CCRCC hastalarmda c¢ahsilmistir. Ancak
Bagimsiz Veri Izleme Komitesi plaseboya kiyasla iyilesme gozlemlenmedigi igin arastrmanin

sonlandirlmasmi istemistir (Ondriskova vd., 2015).
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3. KAYNAK ARASTIRMASI

S-siilfosalisilik asit, 2-aminopiridin tlirevleri, proton transfer tuzlar1 ve metal
komplekslerinin  CA izoenzimlerine etkisi {izerine yapilan ¢alismalar asagidaki gibi

Ozetlenebilir:

Bayram vd. (2008), salisilik asit tiirevlerinin insan sitozolk CA T ve CA 1I
izoenzimlerinin esteraz  aktivitesi lizerine etkilerini incelemisler ve 5-siilfosalisilik asit
bilesiginin milimolar seviyesinde inhibisyon potansiyeline sahip oldugunu belirlemislerdir.
Bilesigin esteraz 1Csy degerleri hCA I igin 0,42 mM, hCA 1I i¢in 0,29 mM olarak bulunmus, K;
degerleri ise hCA I i¢in 0,77 mM, hCA 1II i¢in 1,92 mM olarak belirlenmistir. Ayrica ¢alismada
hCA T’ in yarismah olarak inhibe edildigi, hCA II’ nin ise yarigmasiz olarak inhibe edildigi
belirtimistir (Bayram vd., 2008).

Yenikaya vd. (2011a), 5-siilfosalisilik asit ile 2-amino-6-metilpiridin’in tepkimesinden
bir proton transfer tuzu elde etmisler ve bu tuzun Cu(Il) kompleksini hazirlamiglardir. Ayrica
tuzun ve kompleksin hCA 1 ve hCA 1I izoenzimleri {izerindeki inhibisyon etkilerini
incelemislerdir. Proton transfer tuzunun; enzimin CO, hidrasyon (hidrataz) aktivitesi tizerindeki
ICsy degerleri hCA T i¢in 0,40 puM, hCA TI igin 0,25 pM, esteraz aktivitesi tizerindeki 1Cgg
degerleri hCA 1 i¢in 0,70 pM, hCA II i¢in 0,50 uM, K; degerleri ise hCA I i¢in 0,34 uM, hCA II
icin 0,27 uM olarak bulunmustur. Cu(Il) kompleksinin; hidrataz aktivitesi {izerindeki ICsg
degerleri hCA I i¢in 0,15 uM, hCA 1II i¢in 0,27 pM, esteraz aktivitesi iizerindeki ICsq degerleri
hCA I i¢in 0,20 uM, hCA II icin 0,30 uM, K; degerleri ise hCA I i¢in 0,13 pM, hCA II i¢in ise
0,08 uM olarak olgiilmiistiir (Yenikaya vd., 2011a).

Ayvaz vd. (2013), ise 2-amino-3-siyanopiridin tiirevlerini sentezlemisler ve hCA T ile
hCA 1I izoenzimleri iizerindeki inhibisyon etkilerini incelemislerdir. Bilesiklerin esteraz ICsg
degerlerini hCA 1 i¢in 33,0-55,0 puM arahginda, hCA II i¢in 56,0-99,0 uM arahginda
bulmuslardir. K; degerlerini ise hCA I i¢in 23,8-58,5 uM araligmda, hCA 1II igin 41,0-182,0 uM
araligmda bulmuslardir. Ayrica tiim  bilesiklerin = yarismali  inhibisyon —mekanizmasmi

izlediklerini belirlemislerdir (Ayvaz vd., 2013).

Diaz vd. (2016), 5-amino-2-siilfonamit-1,3,4-tiyadiazol bilesiginin siilfonat tuzlarmi
sentezlemisler ve bu bilesiklerin hCA I, II, IV, VII, IX ve XII izoenzimlerinin CO, hidrasyon
aktivitesi tizerindeki etkilerini incelemigler ve K; degerlerini hCA 1 i¢in 3400-8300 nM
araliginda, hCA II i¢in 320-327 nM araliginda, hCA 1V igin 2740-3630 nM araliginda, hCA VII
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icin 1980-4225 nM arahgmda, hCA IX igin 255-570 nM arahiginda ve hCA XII i¢in 570 nM
olarak belirlemiglerdir (Diaz vd., 2016).

Alkaya vd. (2017), 2-amino-6-siilfamoilbenzotiyazol ve 2,6-piridindikarboksilik asit
kullanarak bir proton transfer tuzu hazrlamiglar ve bu tuzun Fe(Ill), Co(Il) ve Ni(Il)
komplekslerini sentezlemislerdir. Bilesiklerin hCA I ve hCA II izoenzimlerinin hidrataz ve
esteraz aktiviteleri {izerindeki etkilerini de incelemisler ve hidrataz ICsy degerlerini hCA 1 igin
0,397-4,075 puM arahgnda, hCA 1II igin 0,212-1,998 uM araliginda, esteraz ICsy degerlerini
hCA T i¢in 0,066-0,409 pM arahgmda, hCA 1I i¢cin 0,041-0,189 puM arahginda bulmuslardir. K;
degerlerini ise hCA I i¢in 0,028-0,192 uM arahginda, hCA 1I i¢in 0,013-0,101 uM arahginda
bulmuslardir (Alkaya vd., 2017).

Yenikaya vd. (2016), (E)-4-okso-4-(4-siilfamoilfenilamino)biit-2-enoik asit ile 2-
aminopiridin - ve 1H-benzimidazol bilesiklerinin reaksiyonundan iki proton transfer tuzu
hazirlamiglar ve bu tuzlarm Cu(Il) komplekslerini sentezlemislerdir. 2-aminopiridin proton
transfer tuzundan sentezlenen Cu(ll) kompleksinin CA inhibisyon potansiyelinin, 1H-
benzimidazol proton transfer tuzundan sentezlenen Cu(ll) kompleksinin CA inhibisyon
potansiyeline gore yliksek oldugunu tespit etmislerdir. 2-aminopiridin proton transfer tuzundan
sentezlenen Cu(Il) kompleksinin hCA I ve hCA 1I i¢in hidrataz ICsy degerleri sirasiyla 21,76 ve
18,44 uM, esteraz ICgy degerleri 0,80 ve 0,25 pM ve K; degerleri 0,30 ve 0,12 uM olarak
bulunmustur (Yenikaya vd., 2016).

flkimen vd. (2015), 2-amino-6-klorobenzotiyazol ve piridin-2,6-dikarboksilik asit
bilesiklerinden bir proton transfer tuzu ve bu tuzun Fe(Ill), Co(I), Ni(Il) ve Cu(ll)
komplekslerini sentezlemislerdir. Bilesiklerin sitozolik CA’ lar olan hCA I ve hCA II {izerindeki
inhibisyon etkilerini incelemigler ve hidrataz aktivitesinin inhibe edilmedigini, buna karsilik
esteraz aktivitesinin milimolar diizeyinde inhibe edildigini tespit etmislerdir. Ayrica proton
transfer tuzunun baslangic maddesi olan 2-amino-6-klorobenzotiyazol bilesiginden daha giiglii
bir inhibitér, metal komplekslerinin ise proton transfer tuzundan yaklasik ii¢-dort kat daha giiclii
inhibitorler oldugunu tespit etmislerdir. Bilesiklerin esteraz ICsq degerlerinin hCA 1 igin 0,160-
0,760 mM araligmda, hCA 1II i¢in 0,140-0,740 mM aralignda oldugu bildirilmistir (ilkimen vd.,
2015). Bir bagka ¢alismada ise 2-amino-6-metoksibenzotiyazol ile 2,6-piridindikarboksilik asit
proton transfer tuzu hazirlanmig ve Fe(Il), Co(II), Ni(Il) ve Cu(II) kompleksleri sentezlenmistir.
Yukarida bahsedilen g¢alismaya benzer sekilde hCA 1 ve hCA 1I izoenzimlerinin esteraz
aktivitelerinin milimolar seviyesinde inhibe edildigi goriilmektedir. Proton tuzunun ve metal

komplekslerinin inhibisyon potansiyelinin baslangic maddelerinden yiiksek oldugu goriilmiistiir.
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Bilesiklerin esteraz 1Csq degerlerinin hCA 1 i¢in 0,193-0,512 mM araligmda, hCA 1I igin ise
0,174-0,493 mM arahgmnda oldugu belirlenmistir (ilkimen vd., 2014a). Benzer bir cahsmada 2-
aminobenzotiyazol ile dipikolinik asit proton transfer tuzu sentezlenmis, daha sonra bu tuzun
Fe(Il), Co(Il), Ni(Il) ve Cu(Il) kompleksleri elde edilmisti. Bu calismada baglangic bilesigi
olan 2-aminobenzotiyazol inhibisyon etkisi gostermezken proton transfer tuzu ve metal
kompleksleri inhibisyon etkisi gostermistir. Bilesiklerin esteraz 1Csq degerleri hCA 1 igin 0,241-
0,746 mM, hCA 1I igin 0,221-0,674 arahgmnda bulunmustur (Ilkimen vd., 2014b). 2-amino-6-
metilbenzotiyazol ile piridin-2,6-dikarboksilik asit proton transfer tuzunun ve bu tuzun Fe(lll),
Fe(Il), Co(Il), Ni(Il) ve Cu(Ill) komplekslerinin hazirlandigi ve hCA 1 ve hCA 1I {izerindeki
etkilerinin incelendigi benzer bir ¢ahsmada enzimlerin esteraz aktivitelerinin inhibe edildigi
belirlenmistir. Ustelik metal kompleksleri baslangic maddesi olan 2-amino-6-metilbenzotiyazol’
den yaklagik alt1 kat daha gii¢lii inhibisyon etkisi gostermistir. Bilesiklerin esteraz 1Csq degerleri
hCA T i¢in 0,147-0,600 mM, hCA I igin 0,128-0,564 mM araliginda bulunmustur (Ilkimen vd.,
2013).

Yenikaya vd. (2011b), 2,4-diklor-5-siilfamoilbenzoik asit ile etilendiamin ve 2,4-diklor-
5-siilfamoilbenzoik asit ile 2-amino-3-metilpiridin  bilesiklerinin proton transfer tuzlarmi
hazirlamiglar ve hCA I ile hCA 1II iizerindeki inhibisyon etkilerini incelemislerdir. Etilendiamin
ve 2-amino-3-metilpiridin inhibisyon etkisi gostermezken diger bilesikler CA izoenzimlerinin
hidrataz ve esteraz aktivitelerini inhibe etmislerdir. Bilesiklerin hidrataz 1Csy degerleri hCA 1
icin 0,150-0,320 uM, hCA II i¢in 0,060-0,150 uM arasinda, esteraz ICgy degerleri hCA 1 igin
0,130-0,800 uM, hCA II i¢in 0,100-0,140 uM arasinda, K; degerleri ise hCA I i¢in 0,137-0,990
uM, hCA 1II igin 0,075-0,157 arasinda bulunmustur (Yenikaya vd., 2011b). Baska bir ¢alismada
ise  2,4-dikloro-5-siilfamoilbenzoik asit ile 2-amino-3-metilpiridin  bilesiklerinden  proton
transfer tuzu hazirlanmis ve bu tuzun Zn(II) kompleksi sentezlenmistir. Elde edilen tuz ve
kompleks hCA | ve hCA II’ nin hidrataz ve esteraz aktivitelerini inhibe etmistir. Metal
kompleksinin hCA | ve hCA Il hidrataz 1Csy degerleri sirasiyla 0,130 ve 0,150 uM, esteraz ICsxg
degerleri 0,045 ve 0,230 uM ve K; degerleri ise 0,058 ve 0,240 uM olarak bulunmustur
(Yenikaya vd., 2010).

Biylikkidan vd. (2017), etil 1-(3-nitrofenil)-5-fenil-3-((5-siilfamoil-1,3,4-tiyadiazol-2-
illkarbamoil)-1H-pirazol-4-karboksilat  bilesiginin = Ni(I[), Cu(II) ve Zn(II) komplekslerini
sentezlemisler ve bu bilesiklerin hCA 1 ve hCA 1I {izerine etkisini incelemislerdir. Sentezlenen
bilesikler enzimlerin hidrataz ve esteraz aktivitesini inhibe etmislerdir. Hidrataz 1Csy degerleri
hCA T i¢in 0,052-2,400 uM araliginda, hCA II i¢in 0,034-0,900 uM arahginda, esteraz 1Csg
degerleri hCA 1 i¢in 0,082-2,800 pM araligmda, hCA II i¢in 0,019-5,600 uM araliginda, K;
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degerleri hCA 1 i¢in 0,146-1,100 pM araligmda, hCA II icin 0,072-5,300 pM arahgmda
bulunmugtur (Biiyiikkidan vd., 2017).

Ozdemir vd. (2017), metansiilfonik asit hidrazid, etansiilfonik asit hidrazid,
propansiilfonik asit hidrazid ve biitansiilfonik asit hidrazid bilesiklerinin Ag(I) komplekslerini
sentezlemigler ve bu bilesiklerin hCA II izoenziminin esteraz aktivitesi iizerindeki inhibisyon
etkilerini incelemislerdir. Bilesiklerin K; degerlerinin 1,47x10%-1,88x10* M araligmda oldugu
belirlenmistir (Ozdemir vd., 2017).

Qurrat-ul-Ain vd. (2017), ¢esitli hidrazid tiirevlerini ve bunlarm Pd(II) komplekslerini
sentezlemigler ve bu bilesiklerin CA II {izerindeki inhibisyon etkilerini incelemislerdir.
Bilesiklerin esteraz 1Csy degerlerinin 10,80 uM ile >500 uM arasinda degistigini rapor
etmislerdir (Qurrat-ul-Ain vd., 2017).

Ozbek vd. (2017), 2-hidroksiasetofenon-N-metil p-toluensiilfonilhidrazon bilesiginin
Co(ll), Pd(Il) ve Pt(Il) komplekslerini sentezlemisler ve hCA II tizerindeki inhibisyon etkisini
belirlemiglerdir. Cahgmada komplekslerin esteraz ICsy degerlerinin 2,54x10% mM-3,56 x107
mM arasinda oldugu belirlenmistir (Ozbek vd., 2017).

Caglar vd. (2016), 2-piridinetanol ve 2-piridinpropanol ile diklofenak karigik ligantlarmi
iceren Co(II), Ni(Il) ve Cu(Il) komplekslerini sentezlemisler ve bu bilesiklerin hCA 1 ve hCA 11
esteraz aktivitesi tizerindeki etkilerini incelemislerdir. Komplekslerin K; degerlerinin hCA 1 igin
1,52-55,06 uM araliginda, hCA 1II igin 0,23-5,61 uM araliginda oldugu belirlenmistir (Caglar
vd., 2016).

Kaya vd. (2015), 3,4-dimetoksibenzoat ve nikotinamid kansik ligandh Cu(Il)
kompleksini sentezlemigler ve hCA 1 ile hCA II esteraz aktivitesi lizerindeki inhibisyon
etkilerini incelemiglerdir. Kompleksin hCA I ve hCA 1II i¢in K; degeri 0,35 mM olarak
bildirilmistir (Kaya vd., 2015).

Ozdemir vd. (2014), N’-asetil biitan siilfonik asit hidrazid bilesiginin Cu(II)
kompleksini  sentezleyerek hCA 11 esteraz aktivitesi tiizerindeki inhibisyon etkilerini
incelemiglerdir. Sentezlenen kompleksin ICsy degeri 1,85x10* M, K; degeri 1,48x10™* M olarak
belirlenmistir (Ozdemir vd., 2014).

Alyar ve Adem, (2014), salisilaldehit-N-metil-p-toluensiilfonilhidrazon bilesiginin
Pd(ll) ve Co(ll) komplekslerini sentezlemislerdir. Komplekslerin hCA I ve hCA 1I
izoenzimlerinin hidrataz ve esteraz aktivitesi iizerindeki etkilerini de incelemislerdir. Hidrataz

ICso degerleri hCA 1 icin sirasiyla 9,6 ve 82,6 uM, hCA II i¢in 1,5 ve 13,0 uM, esteraz ICsg
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degerleri hCA T i¢in sirasiyla 69,0 ve 402,0 pM, hCA 1T i¢in 25,0 ve 130,0 uM, K; degerleri
hCA T i¢in swrastyla 2,32 ve 13,49 uM ve hCA II i¢in 0,044 ve 0,230 uM olarak bulunmustur
(Alyar ve Adem, 2014).

Caglar vd. (2014), 3-pikolin ve 1-(2-aminoetil)pirolidin varhginda diklofenak
bilesiginin Co(Il) ve Ni(II) komplekslerini sentezlemisler ve bu bilesiklerin hCA 1 {izerindeki
inhibisyon etkilerini incelemislerdir. Komplekslerin ICsy degerlerinin 0,223-0,391 mM arasinda

ve K; degerlerinin 0,173-0,340 arasinda oldugu bildirilmistir (Caglar vd., 2014).

Takashima vd. (2013), yaptiklar1 bir ¢ahgmada 2,2’-bipiridin (bpy) ve 4'- metil-2,2'-
bipiridinil-4-karboksilik asit (2-{2-[(4-siilfamoilbenzoilamino) etoksi]etoksi}etil) amit}(bpybs)
ligantlarmi  kullanarak  [Ru(bpy).(bpybs)]** kompleksini sentezlemisler ve CA iizerindeki
inhibisyon etkisini incelemislerdir. Bilesigin K; degeri 1,9 uM olarak bulunmustur (Takashima
vd., 2013).

Biiyiikkidan vd. (2013), 4-benzoil-1,5-difenil-N-(5-siilfamoil-1,3,4-tiyadiazol-2-il)-1H
pirazol-3-karboksamit ~ ve etil-1-(3-nitrofenil)-5-fenil-3-(5-siilfamoil-1,3,4-tiyadiazol-2-ilkarba-
moil)-1H-pirazol-4-karboksilat ligantlarmi kullanarak Co(II) kompleksleri sentezlemigler ve
hCA T ve hCA II iizerindeki inhibisyon etkilerini incelemislerdir. Komplekslerin hidrataz 1Cs
degerleri hCA 1 i¢in 0,065-0,473 uM araligmda, hCA II i¢cin 0,213-0,833 puM araliginda, esteraz
ICs degerleri hCA I igin 0,058-0,297 uM arahginda, hCA II i¢in 0,052-0,110 uM araliginda, K;
degerleri hCA 1 igin 0,039-0,247 uM, hCA 1II i¢in 0,078-0,363 puM araliginda bulunmustur
(Buiyiikkidan vd., 2013a). Benzer bir ¢ahsmada ise N-[5-(aminosiilfonil)-1,3,4-tiyadiazol-2-il]-
4-benzoil-1-(3-nitrofenil)-5-fenil-1H-pirazol-3-karboksamit  ligantmin  Co(ll), Ni(ll) ve Cu(ll)
kompleksini sentezlemislerdir. Bilesiklerin CA iizerindeki inhibisyon etkileri mikromolar
seviyesinde olup K; degerlerinin hCA T igin 0,081-0,316 uM arahiginda, hCA II igin 0,145-0,325
uM araligmda oldugu bildirilmistir (Biiyiikkidan vd., 2013b).

Monnard vd. 2011 yilinda yaptiklar1 bir ¢ahymada ise ¢esitli rutenyum komplekslerini
sentezlemigler ve hCA II {izerindeki inhibisyon etkilerini incelemislerdir. Bilesiklerin K;

degerlerinin 145,3-329,1 nM arasmda oldugu bildirilmistir (Monnard vd., 2011).
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4. YAPILAN CALISMALAR

4.1. Kullamlan Kimyasal Maddeler

Deneysel calismalarda kullanlan CNBr aktiflestirilmis Sepharose®4B, sodyum kloriir,
4-nitrofenil asetat, gliserol, 2-merkaptoetanol, TEMED, 2-propanol, Coomassie Brilliant Blue
G-250, Coomassie Brilliant Blue R-250, metanol, fosforik asit, DMSO, aseton, sodyum
hidroksit ve diyaliz torbast1 (D9777) Sigma-Aldrich  firmasmdan, L-tirozin, 4-
aminobenzensiilfonamit, sodyum bikarbonat, TRIS, sodyum siilfat, sodyum asetat, sodyum
perklorat, disodyum hidrojenfosfat, sodyum barbital, glisin, SDS, hidroklorik asit, EDTA,
bromofenol blue, akrilamid, N,N’-metilenbisakrilamid, amonyumpersiilfat, glasiyel asetik asit
ve siilfirik asit Merck firmasmdan, rekombinant insan CA IX enzimi Abcam firmasindan,
rekombinant insan CA XII enzimi Sino Biological firmasindan, karbon dioksit gazi ise yerel

firmalardan temin edilmistir.

4.2. Kullamlan Cihazlar

Cahsmalar esnasnda, Dumlupmar Universitesi Fen Edebiyat Fakiiltesi Biyokimya
Boliimii, Kimya Bolimii ve Tip Fakiiltesi Tibbi Biyoloji Anabilim Dah arastirma

laboratuvarlarnda bulunan asagidaki cihazlardan yararlanilmistir.

UV-Vis Spektrofotometre : SHIMADZU UV1700 PharmaSpec
Sogutmali Santrifiij : SIGMA 3K30

Santrifiij : NUVE NF 800

Vorteks : HEIDOLPH ReaxTop

Istticili Manyetik Karigtirict : DAIHAN MSH-20A

Analitik Hassas Terazi : SHIMADZU AT X224

Elektroforez Sistemi : WEALTEC Elite 300
Mikropipetler : BRAND Transferpette®™

Peristaltik Pompa : ISMATEC REGLO Digital MS-4/8
pH Metre : WTW inoLab pH 7110

Orbital Calkalayici : Lab Companion CWS-350

Etiiv : BINDER

Saf Su : MILLIPORE Elix 10

Buz Makinesi : SCOTSMAN AF 80

Sogutucu : Ev tipi buzdolab1



4.3. Kullamlan inhibitor Bilesikler

34

Inhibisyon cahsmalarnda kullamlan proton transfer tuzlarmm, baslangic maddelerinin

Cu(Il) komplekslerinin ve proton transfer tuzlarmm Cu(ll) komplekslerinin sentezi ve

karakterizasyonu Dumlupmar Universitesi Fen Edebiyat Fakiiltesi Kimya Bolimii 6gretim

iiyeleri Prof. Dr. Cengiz YENIKAYA ve Yrd. Dog. Dr. Halil ILKIMEN tarafindan yapilmistir.

Bilesiklerin Onerilen agik formiilleri, isimleri ve verilen kodlar1 Cizelge 4.1’ de gosterilmistir.

Cizelge 4.1. Deneysel ¢caligmalarda kullanilan inhibitér bilesikler ve kodlari.
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Cizelge 4.1. Deneysel ¢cahgmalarda kullanilan inhibitdr bilesikler ve kodlar1 (devami).
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Cizelge 4.1. Deneysel ¢cahgmalarda kullanilan inhibitdr bilesikler ve kodlar1 (devami).
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Cizelge 4.1. Deneysel ¢cahigmalarda kullanilan inhibitdr bilesikler ve kodlar1 (devamu).
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Cizelge 4.1. Deneysel ¢cahgmalarda kullanilan inhibitdr bilesikler ve kodlar1 (devami).
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p-(2-oksido-5-
siilfonatobenzoato-
«*0,0,0",0™)
akua(2-amino-3-
nitro-6-metilpiridin-
«N)hidroksobakir(IT)
akua(2-amino-3-
nitro-6-metilpiridin-
kN)bakir(II)
pentahidrat

PTK6

4.4, Kullamlan Cozeltiler ve Hazirlamslan

Deneylerde kullanilan ¢ozeltilerin hazirlanisi1 ve kullanildiklar1 yerler su sekildedir:

1. Sepharose®B matriksine L-tirozinin baglanmasi: 0,2 M, pH 10,0 NaHCO4 tamponu
kullanild. 16,80 g NaHCO3;, 950 mL saf suda ¢oziiliip pH degeri 10,0 oluncaya kadar 1,0 M

NaOH ile titre edildikten sonra hacim saf suile 1,0 L’ ye tamamlandu.
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2. Afinite jelinin dengelenmesi: pH 8,7, 0,025 M TRIS-HCI/0,1 M Na,SO, tamponu
kullanildi. 3,028 g TRIS ve 14,20 g Na,SO4 950 mL saf suda ¢oziiliip pH degeri 8,7 oluncaya

kadar 1,0 M HCl ile titre edildikten sonra hacim saf suile 1,0 L’ ye tamamlandu.

3. Afinite jelinin yikanmasi: pH 8,7, 0,025 M TRIS-HCI/0,022 M Na,SO, tamponu
kullanildi. 3,028 g TRIS ve 3,124 g Na,SO4 950 mL saf suda ¢oziiliip pH degeri 8,7 oluncaya
kadar 1,0 M HCl ile titre edildikten sonra hacim saf suile 1,0 L’ ye tamamland.

4. hCA | izoenziminin afinite kolonundan eliisyonu: pH 6,3, 0,025 M Na,HPO,/1,0 M
NaCl tamponu kullanildi. 8,875 g Na,HPO, ve 14,625 g NaCl 200 mL saf suda ¢oziilip pH
degeri 6,3 oluncaya kadar 1,0 M HCI ile titre edildikten sonra hacim saf su ile 250 mL’ ye

tamamlandi.

5. hCA II izoenziminin afinite kolonundan eliisyonu: pH 5,6, 0,1 M CH;COONa/0,5 M
NaClO, tamponu kullanildi. 15,313 g NaClO, ve 2,050 g CH3COONa 200 mL saf suda ¢6ziiliip
pH degeri 5,6 oluncaya kadar 1,0 M HCl ile titre edildikten sonra hacim saf su ile 250 mL’ ye

tamamlandi.

6. Diyaliz: pH 7,4, 0,05 M TRIS-SO, tamponu kullanildi. 6,055 g TRIS 950 mL saf
suda ¢oziiliip pH degeri 7,4 oluncaya kadar 1,0 M H,SO, ile titre edildikten sonra hacim saf su

ile 1,0 L’ ye tamamlandi.
7. Elektroforez isleminde kullanilan ¢ozeltiler:

a) Elektroforez tamponu: 0,05 M TRIS, 0,38 M glisin ve 0,007 M SDS igerecek seklide
hazirlandi. 6,055 g TRIS, 28,53 g glisin ve 2,02 g SDS yaklagik 950 mL saf suda ¢oziildiikten

sonra hacim 1 L’ ye tamamland.

b) TRIS-HCI tamponu: pH 8,8, 1,0 M olarak hazirlandi. 12,114 g TRIS yaklagik 60 mL
hacimde saf su ile ¢oziildiikten sonra 1,0 M HCI ile titre edilerek pH 8,8 degerine ayarland1 ve

hacim 100 mL’ ye tamamland1.

¢) TRIS-HCI tamponu: pH 6,8, 1,0 M olarak hazrrlandi. 12,114 g TRIS yaklasik 60 mL
hacimde saf su ile ¢oziildiikten sonra 1,0 M HCI ile titre edilerek pH 6,8 degerine ayarlandi ve

hacim 100 mL’ ye tamamland1.

d) Akrilamid ¢ozeltisi: %40’ hk ¢ozelti olarak kullanildi 19,48 g akrilamid ve 0,52 g
N,N’-metilenbisakrilamid son hacim 50 mL olacak sekilde saf suda ¢6ziildii.
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e) Amonyumpersiilfat ¢ozeltisi: %10’ luk ¢ozelti olarak kullanildi. 0,1 g (NH,4),S,0g 1,0

mL saf suda ¢oziildii.
f) SDS ¢ozeltisi: %10’ luk olarak hazirlandi. 1,0 g SDS 10,0 mL saf suda ¢6ziildil.

g) Numune yiikleme ¢ozeltisi: %60 gliserol, 0,3 M TRIS-HCI (pH 6,8), 0,012 M EDTA,
%12 SDS, 0,846 M 2-merkaptoetanol ve %0,05 bromofenol blue igerecek sekilde hazirlandi.
6,0 mL gliserol, 3,0 mL 1,0 M TRIS-HCI (pH 6,8), 0,045 g EDTA, 1,2 g SDS, 600 pL 2-
merkaptoetanol ve 0,005 g bromofenol blue karistirilarak 10,0 mL lik ¢6zelti hazirlandi.

h) Jel boyama c¢ozeltisi: %0,1 Coomassie Brilliant Blue R-250, %50,0 metanol ve
%10,0 glasiyel asetik asit igerecek sekilde hazirlandi. 1,0 g Coomassie Brilliant Blue R-250,
500,0 mL metanol ve 100,0 mL glasiyel asetik asit karistirilip hacim saf su ile 1,0 L’ ye

tamamlandi.

1) Jel yikama ¢ozeltisi: %10,0 metanol ve %7,0 glasiyel asetik asit icerecek sekilde
hazirlandi. 100,0 mL metanol ve 70,0 mL glasiyel asetik asit karistirilarak hacim saf su ile 1,0

L’ ye tamamlandi.

8. Proteinlerin kantitatif tayininde kullanilan ¢ozelti: %0,01° lik Coomassie Brilliant
Blue G-250 reaktifi hazrrlandi. 0,01 g Coomassie Brilliant Blue G-250, 50 mL %95 lik
etanolde ¢oziildiikten sonra tizerine 11,2 mL %85’ lik H3PO, ilave edildi ve hacim saf su ile

100,0 mL’ ye tamamland1.

9. Hidrataz aktivitesi tamponu (veronal): pH 8,2, 0,025 M sodyum barbital ¢ozeltisi
olarak hazirlandi 5,15 g sodyum barbital yaklagik 950 mL saf suda ¢oziiliip 1,0 M HCl ile titre
edilerek pH 8,2’ ye ayarlandi ve hacim 1,0 L’ ye tamamlandi.

10. Hidrataz aktivitesi substrati: Yaklagik 0 °C sicakliktaki 1,0 L saf suyun icerisinden

yarim saat siireyle CO; gaz1 gecirilmek suretiyle hazirlandi.
11. Esteraz aktivitesi tamponu: Diyaliz tamponu ile ayni tampon kullanild1.

12. Esteraz aktivitesi substrati: 3,0 mM 4-nitrofenil asetat ¢ozeltisi hazirlandi. 0,0272 ¢

4-nitrofenil asetat 2,0 mL aseton icerisinde ¢Oziiliip, 48,0 mL saf suya 15 dk. siirede ilave

edilerek hazirland.

13. Inhibitor stok cozeltileri: %1,0’lik olarak hazwrlandi. 0,005 g inhibitér 5,0 mL
DMSO igerisinde ¢oziildii.
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4.5. Afinite Jelinin Hazirlams:

45.1. Siyanojen bromiir (CNBr) ile aktiflestirilmis Sepharose®4B matriksine L-

tirozin baglanmasi

pH’1 10,0 olan 0,2 M 250,0 mL NaHCO; tamponunda 80,0 mg L-tirozin ¢6ziildii ve
iizerine 7,5 g CNBr ile aktiflestirilmis Sepharose™4B ilave edildi. Bu islemi takiben siispansiyon
4 °C’ de iki saat siireyle karistirildi ve 16 saat siireyle bu sicakhikta bekletildi. Bekletme
isleminin sonrasinda L-tirozinin fazlasmi uzaklastrmak igin, jel 280 nm de absorbans
gozlenmeyene kadar bol su ile yikandi Yikama islemi 100,0 mL pH 8,8 0,2 M NaHCOj;
tamponu ile tekrarlandi ve L-tirozin baglanmis jel, ayni tamponun 40,0 mL’ si igerisine alindi

(Arslan vd., 1996; Axén vd., 1967; Falkbring vd., 1972).

4.5.2. 4-aminobenzensiilfonamit bilesiginin L-tirozin baglanmis jele kenetlendiril-

mesi

25,0 mg 4-aminobenzensiilfonamit 0 °C sicaklikta 10,0 mL 1,0 M HCI igerisinde
¢oziildii. 75,0 mg NaNO, igeren 0 °C sicakliktaki 5,0 mL ¢ozelti, 4-aminobenzensiilfonamit
cozeltisine 10 dk. siirede damla damla ilave edildi. Bu reaksiyon ile elde edilen 4-
aminobenzensiilfonamit diazonyum tuzu, 40,0 mL Sepharose™4B-L-tirozin siispansiyonuna
ilave edildi. Ortam pH’1 1,0 M NaOH ile 9,5 degerine ayarlandi. Ug saat siireyle oda
sicakhiginda yavas yavas karstirildi. Daha sonra 1,0 L su ve 200,0 mL 0,05 M pH 7,4 TRIS-SO,
tamponu ile yikandi ve aymi tampon igerisinde muhafaza edildi (Arslan vd., 1996; Axén vd.,
1967; Falkbring vd., 1972). Afinite jelinin hazirlandig1 reaksiyonlar sekil 4.1° de 6zetlenmistir.

4.6. hCA I ve hCA 1I izoenzimlerinin insan Eritrositlerinden Saflastirilmasi

4.6.1. Eritrosit hemolizatimin hazirlamsi

Enzim saflastrma islemlerinde kullanilacak olan kan, antikoagiilanth kan torbasma
alindiktan sonra 4 °C de muhafaza edildi ve 48 saat siire igerisinde kullanildi. Antikoagiilanth
kan 10 mL lik tiiplere alnarak 2500 rpm de 15 dk. siireyle santriftijlendi. Santrifiij sonrasi
tiiplerin iist kisminda toplanan plazma ve lokositler ayrildiktan sonra eritrositler %0,9° luk NaCl
¢ozeltisi ile yikanip tekrar 2500 rpm de 15 dk. siireyle santrifiijlendi. Yikama islemi birka¢ kez
tekrarlandiktan sonra eritrositler, 0 °C de hacimlerinin 1,5 kati saf su kullanilarak 30 dk.
hemoliz edildi (Keilin ve Mann, 1940; Nyman, 1961; Rickli vd., 1964). Parcalanmis hiicre
membranlarinin  ortamdan uzaklagtirilmasi igin 4 °C de 20000 rpm de 30 dk. siireyle
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santrifiijlendi. Santifiij isleminden sonra silipernatantn pH’1, katt TRIS kullanilarak afinite

kolonunun pH degeri olan 8,7’ ye ayarlandi (Arslan vd., 1996).

Y N
o N H ?—OH
T
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4-aminobenzensiilfonamit

Sepharose®4B L

Sekil 4.1. Afinite jelinin hazirlanmasi esnasinda gergeklesen reaksiyonlar.
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4.6.2. Hemolizatin afinite kolonuna yiiklenmesi ve enzimin eliisyonu

Afinite jeli 50 cmx1,5 cm ebatlarmdaki bir kolona paketlenip pH’1 8,7 olan 0,025 M
TRIS-HCI/0,1 M NaySO, ¢ozeltisi ile dengelendi. Dengeleme islemi, kolona yiiklenen tampon
ile kolondan eliie edilen tamponun 280 nm de ayni absorbans degerini vermesine kadar
sirdiiriildii. Daha sonra pH’1 8,7’ ye ayarlanmis eritrosit hemolizati, akis hizt 1,0 mL/dk olan
kolona yiiklendi. Hemolizatm tamami kolondan gectikten sonra pH’1 8,7 olan 0,025 M TRIS-
HCI/0,022 M Na,SO, ¢ozeltisi ile yikama yapildi. Yikama iglemine, 280 nm de kore karst 0,05
absorbans degeri okununcaya kadar devam edildi. Afinite jelinin 4-aminobenzensiilfonamit
ucuna baglanmis olan hCA I ve hCA 1II izoenzimlerinin eliisyonu swasiyla 0,025 M
Na,HPO4/1,0 M NaCl (pH 6,3) ¢ozeltisi ve 0,1 M CH3;COONa/0,5 M NaClO, (pH 5,6) ¢ozeltisi
kullanilarak gerceklestirildi.  Eliiatlar beser mL’lik fraksiyonlar halinde toplandi, 280 nm de
kalitatif protein tayini ve CO, hidrasyon aktivitesi 6l¢timii yapildiktan sonra aktif fraksiyonlara
diyaliz islemi uygulandi (Arslan vd., 1996; Biilbiil vd., 2002).

4.7. Protein Tayini
4.7.1. Kalitatif protein tayini

hCA I ve hCA 1II izoenzimleri afinite kolonundan eliie edildikten sonra alman
fraksiyonlarda kalitatif protein tayini yapild. Bu metodun esasi, proteinlerin yapisinda bulunan
triptofan ve tirozinin 280 nm de maksimum absorbans gostermesine dayanmaktadir (Edelhoch,

1967). Fraksiyonlarm absorbanslar1 spektrofotometrede kore karsi olgiildii.
4.7.2. Kantitatif protein tayini

Bradford metodu kullanildi (Bradford, 1976). Kalibrasyon egrisinin olusturulmasi igin
1,0 mg/mL konsantrasyonundaki stok sigir serum albiimin ¢ozeltisinden deney tiiplerine 0,1-1,0
mL araliginda on farklh miktarda alnarak 0,1-1,0 mg/mL konsantrasyonlarinda standart protein
gozeltileri hazirlandi. Tiiplere 5,0 mL Comassie Brilliant Blue G-250 reaktifi ilave edildi ve 10
dk. siireyle inkiibasyona birakildi. Reaksiyon siiresinin tamamlanmasmdan sonra 595 nm de
kore karsi absorbanslari Olgilildii. Olusturulan kalibrasyon egrisi ile hemolizattaki ve afinite

kolonundan alinan eliiatlardaki protein miktarlar1 belirlendi (Sekil 5.2).
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4.8. Karbonik Anhidraz Aktivitesinin Belirlenmesi
4.8.1. CO, hidrasyon aktivitesinin (hidrataz) belirlenmesi

Aktivite tayini Wilbur-Anderson metodu ile yapildi Bu yontemde CO, bilesiginin
hidrasyonu sonucu a¢iga ¢ikan H sebebiyle pH’ mn 8,2 den 6,3 e diismesi i¢in gegen siire pH-
stat metodu kullanilarak belirlenir (Wilbur ve Anderson, 1948; Maren, 1960).

Co, + H0 HCOy + H'

Deneyde reaksiyon ortamma 100,0 pL veronal tamponu, 50,0 pL su, 10,0 uL enzim
¢ozeltisi ve 250,0 pL. doygun CO, ¢ozeltisi konuldu. pH degerinin 6,3 e diismesi igin gegen siire
(t.) olgiildi. Aym islemler her numunenin g¢alsilmasindan Once, enzim ¢ozeltisi yerine su ile
yapildi (tp). Bu yoOnteme gore CA aktivitesi i¢in bir enzim tnitesi (EU), enzimsiz olarak
meydana gelen CO, hidrasyon siiresini yariya indiren enzim miktar1 olarak tamimlanmaktadir.

Yani;

(to — )
tC

EU =

esitligi ile kullanilan enzim ¢6zeltisi hacmi i¢in enzim iinitesi hesapland.

4.8.2. Esteraz aktivitesinin belirlenmesi

Verpoorte (1967) metodu ile belirlendi (Verpoorte vd., 1967). Bu yo6ntem, karbonik
anhidrazmn esterleri hidrolizleme aktivitesine sahip olmasi esasma dayanmaktadr. Karbonik
anhidraz, substrat olarak kullanilan 4-nitrofenil asetati, 348 nm de absorbans veren 4-nitrofenol

veya 4-nitrofenolat’a hidroliz etmektedir.

(0] (0] 0
L S
~ _ ~ _
H;C (0) HO
4-nitrofenil asetat 4-nitrofenol asetik asit

348 nm de 4-nitrofenol ve 4-nitrofenolat’ m her ikisi de ayni absorbans degerini gostermektedir.

Bu yiizden fenol grubundaki H® iyonunun ayrisip ayrismamasi Olgiimii etkilememektedir.
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Aktivite 6lgtimii igin, 1,0 mL substrat, 1,3 mL tampon, 0,6 mL su ve 0,1 mL enzimden olugan
bir reaksiyon ortami hazirlanip 25°C de 348 nm de 3 dakika siiresince absorbans degerindeki
degisim kaydedildi. Ayrica, 4-nitrofenil asetat bilesiginden kaynakh absorbsiyon durumunun
diizeltilmesi i¢gin enzim yerine 0,1 mL tampon kullanilarak, 3 dakika siireyle karigimm
absorbans degerindeki degisim belirlendi. Boylelikle bu siire icerisinde 4-nitrofenil asetatin

kendi kendine hidrolizlenen kismi ve absorbsiyonu i¢in diizeltme yapildi.

Biitiin esteraz aktivitesi Ol¢iimlerinde hazirlanan stok substrat c¢ozeltisi 3,0 mM dir.
Aktivite Olcim ortammm toplam hacmi 3,0 mL oldugundan ve 1,0 mL substrat ¢ozeltisi
kullanildigindan, reaksiyon ortamindaki substrat konsantrasyonu 1,0 mM dir. Aktivite birimi ise

sOyle hesaplandi:

348 nm de 4-nitrofenol ve 4-nitrofenolat iyonunun molar absorbsiyon sabiti (&) 5,4x107
M™cm™ dir. 4-nitrofenil asetatm molar absorbsiyon sabiti ise 0,4x10° M cm™ oldugundan; 348
nm'de Olglilen absorbans degerinin 5 sayisima boliimii ortamdaki 4-nitrofenol (4-nitrofenolat)

iyon konsantrasyonunu mM cinsinden verir.
4-nitrofenol konsantrasyonu (M) = Okunan absorbans degeri/5x10™ M
4-nitrofenol konsantrasyonu (mM) = Okunan absorbans degeri/5 mM

Bulunan bu deger 3 dakika i¢in olduguna gore 1 dakikada olusan 4-nitrofenol miktarmni
bulmak i¢in 3 e boliiniir. Toplam hacim 3 mL olduguna gore 1 dakikada olusan 4-nitrofenol

miktar1 su sekilde bulunur:
4-nitrofenol miktari= ((Okunan absorbans degeri/5 mM)/3 dakika)x3 mL
= Okunan absorbans degeri/5 (umol/dakika)
4.8.3. Esteraz K, ve Vax Sabitlerinin belirlenmesi

K Ve Vpax degerlerinin belirlenmesi i¢in bes farkli substrat konsantrasyonunda (0,6,
0,8, 1,0, 1,2 ve 1,4 mM) tli¢ tekrarh olarak esteraz aktivitesi Olgiimleri yapildi. Esteraz
reaksiyonu sonucu olusan 4-nitrofenol miktar1 hiz (V) degeri olarak alndi Daha sonra
Lineweaver-Burk grafikleri cizilerek Ky, ve Vp degerleri hesaplandi (Lineweaver ve Burk,
1934; Verpoorte vd., 1967).

1 1
=_m _ 4+ _

Lineweaver-Burk esitligi:
ST Vimax

<=
<

8

B
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4.9. Diyaliz

Diyaliz islemi i¢in ayrma giicii 12000 Da olan diyaliz torbalar1 kullanildi. Bu islem,
diyaliz tamponu igerisinde, 4 °C sicaklikta ve 24 saat siireyle gerceklestirildi. Her dort saatte bir
tampon degistirilerek diyaliz islemi tamamlandi (Arslan vd., 1996; Biilbil vd., 2002).
Diyalizden sonra, saflastirilan hCA I ve hCA II enzimlerinin safliklarnin kontrolii ve molekiil

agirliklarinin belirlenmesi i¢in SDS-PAGE yapildi.
4.10. Sodyum Dodesil Siilfat Poliakrilamit Jel Elektroforezi (SDS-PAGE)

Elektroforez islemi Laemmli tarafindan gelistirlen metoda gore yapildi (Laemmli,
1970). Bunun i¢in %12’ lik ayrma jeli ve %3,75 lik yigma jeli hazwrlandi Ayirma jeli
hazirlamak i¢in 3,15 mL su, 3,75 mL 1,0 M TRIS-HCI (pH 8,8), 3,00 mL %40 akrilamid, 100
uL %10 SDS, 100 pL %10 amonyum persiilfat ve 6 pL. TEMED karistirildi. Daha sonra vakit
kaybedilmeden cam plakalar arasma dokiildii ve itizerine 1,0 mL 2-propanol ilave edildi. Jel

katilagtiktan sonra 2-propanol dokiildli ve yigma jeli hazirlandi.

Y1gma jeli hazirlamak i¢in 2,33 mL su, 375 pL 1,0 M TRIS-HCI (pH 6,8), 281 pL %40
akrilamid, 30 pL %10 SDS, 30 pL %10 amonyum persiilfat ve 5 pL. TEMED karstirild1.
Karigim aymrma jeli lizerine dokiildii ve tarak yerlestirildi. Jel katilastiktan sonra tarak yavasca

¢ikartild1.

Kuyulara ytiklenecek numuneler 20 pg protein icerecek sekilde hazirlandi ve 30 pL’ lik
hacimler halinde yiiklendi. 30 pL’ lik her bir numune icin 5 pL numune ylikleme g¢ozeltisi
kullanildi ve 90 °C de 5dk. siireyle denatiirasyon islemi gergeklestirildi. Bu islemi takiben
yaklagik 10 sn. siireyle 12000 rpm de santrifiijlendi ve numuneler kuyulara yiiklendi. Yaklagik
90 dk. stireyle, 150 V’ luk akim uygulanarak standart esliginde yiiriitiildi. Daha sonra jel,
boyama c¢ozeltisine alimarak 1 saat kadar calkalandi. Boyama iglemi tamamlandiktan sonra jel
berraklagincaya kadar yikama ¢ozeltisinde bekletildi. Son olarak bantlarin goriintiisii alindi

(Sekil 5.3).

4.11. Sentezlenen Bilesiklerin Insan Eritrosit Karbonik Anhidraz izoenzimleri ve
Kanser Illigkili Karbonik Anhidraz Izoenzimleri Uzerindeki Inhibisyon

Etkilerinin Incelenmesi
4.11.1. Hidrataz aktivitesi iizerindeki inhibisyon etkisi

Hidrataz aktivitesi inhibisyon ol¢iimleri igin, %1,0’lik olarak hazirlanan inhibitér stok

cozeltileri, uygun konsantrasyonlarda seyreltilerek kullamildi. Insan eritrositlerinden saflastirilan
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hCA | ve hCA Il izoenzimleri ile rekombinant olarak temin edilen CA IX ve CA XIlI
izoenzimleri i¢in bes farkli inhibitér konsantrasyonunda hidrataz aktivitesi Ol¢limleri yapildi
Olgiimler {i¢c tekrarh olarak gerceklestirildi. Inhibisyon etkisi olan bilesiklerin %Aktivite-[I]
grafikleri g¢izilerek ICsy degerleri hesaplandi (Maren, 1960). Besinci boliimde, cizelge ve
grafiklerde verilen [I] degerleri aktivite Slgiim ortami i¢in hesaplanan degerlerdir (toplam hacim

410,0 pL).
4.11.2. Esteraz aktivitesi iizerindeki inhibisyon etkisi

Hidrataz aktivitesi Olgiimlerinde oldugu gibi %1,0’lik olarak hazirlanan inhibitor stok
¢ozeltileri, uygun konsantrasyonlarda seyreltilerek kullanildi. Insan eritrositlerinden saflastirilan
hCA 1 ve hCA Il izoenzimleri ile rekombinant olarak temin edilen CA IX ve CA XIl
izoenzimleri i¢in bes farkli inhibitér konsantrasyonunda esteraz aktivitesi Olgiimleri yapildi
Olciimler ii¢c tekrarh olarak gerceklestirildi. Inhibisyon etkisi olan bilesiklerin %Aktivite-[l]
grafikleri cizilerek 1Csy degerleri hesaplandi (Verpoorte, 1967).

4.12. Sonuglarin Degerlendirilmesi, Istatistiksel Analiz ve Konu ile Tlgili Sekillerin
Olusturulmasinda Kullamlan Yazilimlar

Aktivite Ol¢timlerinden elde edilen sonuglar Microsoft Excel 2010 paket programi
kullanilarak grafik haline getirildi ve yine ayni yazilm ile 1Csodegerleri hesaplandi.

Verilen tiim veriler ii¢ bagimsiz deneyle teyit edildi ve ortalama + standart sapma olarak
ifade edildi. Veriler, ¢coklu karsilagtirmalar i¢in tek yonli varyans analizi (SPSS 13.0, SPSS Inc.,
Chicago, IL) kullanilarak analiz edildi. p<0,0001 istatistiksel olarak anlamh kabul edildi.

Tezin ikinci kismindaki protein kristal yapilarnin gosteriminde Accelrys Discovery
Studio 4.1 Visualizer paket programindan, kimyasal formiillerin ve diger sekillerin ¢iziminde
ise  ChemBioDraw Ultra 12.0 paket programindan yararlanildi. CA I, I, IX ve XII
izoenzimlerinin sekanslarmm kiyaslanmasi ise BLAST kullanilarak BLOSUM-62 matrisi ile

yapildi.
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5. ARASTIRMA BULGULARI

5.1. hCA I ve hCA I izoenzimlerinin Eritrositlerden Afinite Kromatografisi ile

Saflastinlmasma Iliskin Sonuclar

5.1.1. hCA I ve hCA I’ nin eliisyonu, Kkalitatif protein tayini ve CO, hidrasyon

aktivitesi olciimii

hCA I ve hCA II izoenzimleri ayni afinite jeli kullanilarak ayri ayri saflagtirildi. TRIS
ile pH’1 8,7 degerine ayarlanmis olan hemolizatin kolona yiiklenmesi ve yikama islemlerini
takiben hCA 1 izoenzimi 25,0 mM Na,HPO,/1,0 M NaCl (pH= 6,3) tamponu kullanilarak eliic
edildi. hCA I’in eliisyonu tamamlandiktan sonra hCA II izoenzimi 0,1 M NaCH;COO/0,5 M
NaClO, (pH= 5,6) tamponu ile eliie edildi. Eliatlar 5,0 mL lik fraksiyonlar halinde tiiplere
alind1 ve 280 nm’deki absorbanslar1 6lgiildii. Absorbans gosteren fraksiyonlar igin CO, hidrataz

aktivitesi Olclimii yapild1 (Sekil 5.1).

5 800
—a— Absorbans
4 - —a— Aktivite
- 600
£ -
o 3 A §
X >
o w
§ L 400 :“_;
f: <
- 200
1 .
0 - ®0
0

Fraksiyon Sayis1

Sekil 5.1. hCA I ve hCA 1I izoenzimlerinin afinite kolonundan eliisyonu esnasinda
absorbanslar1 ve aktivitelerindeki degisim. (1. — 40. fraksiyonlar hCA I izoenzimine, 41. — 60.

Fraksiyonlar hCA Il izoenzimine aittir.)
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5.1.2. Kantitatif protein tayini

Kantitatif protein tayini i¢cin Bradford metodu kullanild1 (Bradford, 1976). Hazirlanan
kalibrasyon egrisinden elde edilen denklem yardimiyla eritrosit hemolizatindaki ve afinite
kolonundan almnan eliiatlardaki protein miktarlar1 belirlendi. Kalibrasyon egrisi sekil 5.2° de
gosterilmigtir.

07 1
06 - y = 0,6633x +0,0023 *
N R> = 0,9902
£ 05 -
c
0 «
S 04 -
E
§ 03
[
2
8 021 <
01 1
O T T T T 1
0 02 04 06 08 1
mg protein

Sekil 5.2. Protein miktarlarmin belirlenmesinde kullanilan standart grafik.

5.13. hCA I ve hCA 1I izoenzimlerinin spesifik aktivitelerinin ve saflagtirma

verimlerinin belirlenmesi

Eritrosit hemolizatindan ve saflastirilan enzimlerden alinan numunelerde CO, hidrataz
aktivitesi Olciimii ve protein miktar1 tayini yapildi. Elde edilen verilerden hCA I ve hCA II
izoenzimlerinin spesifik aktiviteleri ve bu izoenzimlerin kac¢ kat saflastirildign hesapland1. lgili

sonuglar Cizelge 5.1° de gosterilmistir.

Cizelge 5.1. hCA I ve hCA Il izoenzimlerinin spesifik aktiviteleri ve saflastirma verimleri.

Spesifik

Toplam Toplam  Toplam

Saflag tirma Aktivite . Protein . L. Aktivite  Verim  Saflastirma
. Hacim Protein  Aktivite
Basamag (EU/mL) (mg/mL) (EU/mg (%) Katsayis1
(mL) (mg) (EV) .
protein)

Hemolizat 11819 5000 1236 61800 590050 956 10000 700
Afinite Krm. 532,14 5,00 0,34 170 266070 156512 4502 16372
(hCA)
?gg‘:?ll)(rm' 741,26 5,00 0,19 095 370630 390137 6272 408,09

Afinite Krm.: Afinite kromatografisi
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5.1.4. SDS-PAGE sonuglar

Afinite kromatografisi ile saflastirlan hCA I ve hCA Il izoenzimlerinin safliklarmi
kontrol etmek amaciyla bolim 4.10° da anlatildigi sekilde SDS—PAGE yapildi. Standart olarak
molekiil agrliklart sekilde belirtilen enzimler kullanildi. Protein bantlarmm belirginlesmesini
takiben fotograflar1 ¢ekildi (Sekil 5.3).

Sekil 5.3. SDS-PAGE sonuglari.

5.1.5. Saflastirilan hCA 1 ve hCA 1I izoenzimlerinin Kinetik 6zelliklerinin belirlen-

mesi

Eritrositlerden saflagtirilan hCA 1 ve hCA II izoenzimlerinin K, ve V. degerlerinin
belirlenmesi igin bolim 4.8.3 de tarif edildigi sekilde bes farkh substrat konsantrasyonunda
esteraz aktivitesi Ol¢iimii yapildi. Lineweaver-Burk grafikleri ¢izildi ve grafik yardimiyla hCA 1
ve hCA Il izoenzimlerinin esteraz K., ve Vpax degerleri hesaplandi. Buna gore hCA 1 izoenzimi
icin K, degeri 5,380 mM, Vipa degeri 108,00 pmol.dk™ olarak hesaplandi. hCA II izoenzimi igin
ise Ky degeri 5,660 mM, Vi degeri 189,00 umol.dk™ olarak hesapland: (Sekil 5.4, Sekil 5.5).
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Sekil 5.4. hCA I izoenzimi i¢in ¢izilen Lineweaver-Burk grafigi.

y = 3E-05x + 0,0053
R>=0,9951

2200 0 200 400 600 800 1000 1200 1400 1600 1800
1/[S] M

Sekil 5.5. hCA 1II izoenzimi i¢in ¢izilen Lineweaver-Burk grafigi.
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5.2. Sentezlenen Bilesiklerin hCA I, hCA II, CA IX ve CA XII izoenzimlerinin
Hidrataz Aktiviteleri Uzerindeki Inhibisyon Etkilerine iliskin Sonuclar

Sentezlenen bilesiklerin hCA I, hCA II, CA IX ve CA XII izoenzimlerinin hidrataz
aktiviteleri tizerindeki inhibisyon etkileri bolim 4.11.1° de agiklandigi sekilde belirlendi.
Cizilen %Aktivite-[I] grafiklerinden elde edilen denklem yardimiyla bilesiklerin ICsy degerleri
hesaplandi. Sekil 5.6 igin drnek hesaplama yapilirsa:

y = 100e-0,014x
Esitlikte %50 aktivite i¢in y yerine 50 yazilip her iki taraf 100 e bdliiniirse
0 5 = e-0,014X
esitligi elde edilir. Her iki tarafin In degeri almip gerekli sadelestirmeler yapildiginda
x = 49,511

bulunur. Bu deger 1Csy degeridir. Diger tiim grafiklerde de benzer sekilde hesaplama
yapildi.
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hCA 1 izoenzimi iizerinde inhibitor etki gosteren bilesiklere ait deneysel verileri iceren

cizelgeler ve bu gizelgelerdeki sonuglardan elde edilen grafikler asagida verilmistir.

Cizelge 5.2. hCA 1 izoenziminin hidrataz aktivitesi iizerine BK1 bilesiginin etkisinin incelen-

mesi lizerine yapilan Slgiimler ve elde edilen sonuglar.

fnh Tampon Enz.  Inh. Su Sub. 1] ;M % Akt. % Akt. % Akt. % Akt.

' (uL) (L) (uL) (L) (WD) (1.0k) (2.0k) (3.0k.) =Std. sp.
100,0 - - 60,0 250,0 - - - - -

100,0 10,0 - 500  250,0 0,000 100,000 100,000 100,000 10(()) (())é)é)i

50,737+

100,0 100 100 400 2500 45854 47,368 48,000 56,842 5297

100,0 100 200 300 2500 91,708 24,812 22,000 32,566 26459

BK1 5472
16,885+

100,0 100 300 200 2500 137562 15,790 13,333 21,531 4207

6,258+

100,0 100 400 100 2500 183416 5817 4,667 8,290 1851

4499+

100,0 100 500 0,0 250,0 229,270 3,890 3,429 6,179 1473

(Inh.: Inhibitér, Enz.: Enzim, Sub.: Substrat, Akt.: Aktivite, Ol¢.: Olgiim, Std. sp.: Standart sapma)

1

% Aktivite

00
90 -
80 -
70 -
60 -
50 -
40 -
30 -
20 -

10 A

y= 100e-0,014x
R2=0,989

3

0

60

90

120
(1] uM

150 180 210

240

Sekil 5.6. hCA I izoenziminin hidrataz aktivitesi {izerine BK1 bilesiginin etkisi.
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Cizelge 5.3. hCA 1 izoenziminin hidrataz aktivitesi lizerine BK3 bilesiginin etkisinin incelen-

mesi lizerine yapilan Slgiimler ve elde edilen sonuglar.

inh Tampon Enz.  Inh Su Sub. [1] M % Akt. % AKkt. % Akt. % Akt.
CWh) () (i) (L) () (1.0k) (2.0l) (3.0k) +Std. sp.
100,0 - - 60,0 250,0 - - - - -
100,0 10,0 - 50,0 250,0 0,000 100,000 100,000 100,000 10(;) (;)é)(;):l:
100,0 100 100 40,0 250,0 86,564 46,429 31,035 55,556 41423;;;
100,0 100 200 30,0 2500 173,128 23,469 13,793 30,556 22,606+
BK3 | | ! | | , : ) } 8415
13,841+
100,0 100 300 20,0 2500 259,692 14,286 8,046 19,192 5586
7,928+
100,0 10,0 400 10,0 250,0 346,256 8,163 4,509 11,111 3307
4341
100,0 100 500 0,0 250,0 432,820 2,597 3,017 7,407 2664

(Inh.: Inhibitér, Enz.: Enzim, Sub.: Substrat, Akt.: Aktivite, Olg.: Olgiim, Std. sp.: Standart sapma)

% Aktivite

100

90 -
80 A
70
60 -
50
40 A
30 A
20

10 ~

y= 100e70:007x
R>=10,988

50

100

150 20

(1] nM

0 250 3

00 350 400 450

Sekil 5.7. hCA I izoenziminin hidrataz aktivitesi lizerine BK3 bilesiginin etkisi.
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Cizelge 5.4. hCA 1 izoenziminin hidrataz aktivitesi lizerine BK6 bilesiginin etkisinin incelen-

mesi lizerine yapilan Slgiimler ve elde edilen sonuglar.

inh Tampon  Enz. Inh. Su Sub. (1] M % AKkt. % Akt. % Akt. % AKkt.
' (L) (i) (L) (L) (D) (1.0k) (2.0k) (3.0k) +Std. sp.
100,0 - - 60,0 2500 - - - - -
100,0 10,0 - 50,0 2500 0,000 100,000 100,000 100,000 10(? é)gé)i
71,144
100,0 10,0 50 450 2500 11,082 72,222 64,286 76,923 6387
100,0 10,0 10,0 400 2500 22,164 44,444 35,714 50,550 43,565+
BK6 | ! | | | ) : ) } 7.456
29974+
100,0 10,0 15,0 350 2500 33,245 30,556 23,409 35,897 6234
21,821+
100,0 10,0 20,0 30,0 250,0 44,327 22,222 16,667 26,573 4966
11,946+
100,0 10,0 30,0 20,0 250,0 66,490 11,111 9,341 15,385 3107

(Inh.: Inhibitér, Enz.: Enzim, Sub.: Substrat, Akt.: Aktivite, Olg.: Olgiim, Std. sp.: Standart sapma)

1

% Aktivite

00
90 -
80 A
70 A
60 -
50 -
40 ~
30 A
20
10 A

y= 100e0,033x
R*=0,9905

10 20 30 40 50 60
1] pM

Sekil 5.8. hCA I izoenziminin hidrataz aktivitesi lizerine BK6 bilesiginin etkisi.
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Cizelge 5.5. hCA 1 izoenziminin hidrataz aktivitesi lizerine PTK1 bilesignin etkisinin incelen-

mesi lizerine yapilan dl¢iimler ve elde edilen sonuglar.

inh Tampon Enz.  Inh. Su Sub. (1] M % AKkt. % Akt. % Akt. % AKkt.

© WD) () W) (i) (WD) (1.0k) (2.0k) (3.0k) +Std sp.
100,0 - - 60,0 250,0 - - - - -

100,0 10,0 - 500 2500 0,000 100,000 100,000 100,000 10(? gggi
55,696+

100,0 100 100 400 2500 49,174 56,757 47,368 62,963 7851
27438+

PTK 100,0 100 200 300 2500 98,348 27,928 21,053 33,333 6.155

1 }

100,0 100 300 200 2500 147,522 21,376 15,790 25,926 Zégigi

9,771+

100,0 100 400 10,0 250,0 196,696 9,910 7,121 12,281 2583

6,587+

100,0 100 50,0 0,0 250,0 245,869 5,405 5,263 9,091 2170

(Inh.: Inhibitér, Enz.: Enzim, Sub.: Substrat, Akt.: Aktivite, Olg.: Olgiim, Std. sp.: Standart sapma)

% Aktivite

100

90 -
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50
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10 ~

y= 100e-0:011x
R>= 10,9888

50

100
(1] uM

150

200
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Sekil 5.9. hCA I izoenziminin hidrataz aktivitesi {izerine PTK1 bilesiginin etkisi.
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Cizelge 5.6. hCA I izoenziminin hidrataz aktivitesi {izerine PTK2 bilesiginin etkisinin incelen-

mesi lizerine yapilan Slgiimler ve elde edilen sonuglar.

inh Tampon Enz.  Inh Su Sub. (1] M % Akt % Akt. % Akt. % Akt

' () (i) (L) (L) (WD) (1.0k) (2.0k) (3.0k) +Std. sp.
100,0 - - 60,0 2500 - - - - -

100,0 10,0 - 50,0 2500 0,000 100,000 100,000 100,000 10(? gggi

55,208+

100,0 100 100 400 2500 30,866 56,250 46,875 62,500 7864

100,0 100 200 300 2500 61,733 27,083 20,313 32,500 26,632+

PTK2 | | . | | ) | s : 6,106
17,717+

100,0 100 300 200 2500 92,599 17,969 13,068 22,115 4529

11493+

100,0 100 400 100 250,0 123,465 9,926 8,929 15,625 3613

6251+

100,0 100 500 0,0 250,0 154,332 4,891 4,934 8,929 2319

(Inh.: Inhibitér, Enz.: Enzim, Sub.: Substrat, Akt.: Aktivite, Olg.: Olgiim, Std. sp.: Standart sapma)

1
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Sekil 5.10. hCA I izoenziminin hidrataz aktivitesi iizerine PTK2 bilesiginin etkisi.
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Cizelge 5.7. hCA I izoenziminin hidrataz aktivitesi {izerine PTK3 bilesiginin etkisinin incelen-

mesi lizerine yapilan dlgiimler ve elde edilen sonuglar.

inh Tampon Enz. Inh. Su Sub. [1] M % Akt. % AKkt. % Akt. % AKkt.
CWh) (L) (i) (W) (WD) (1.0k) (2.0k) (3.0k) =Std. sp.
100,0 - - 600 250,0 - - - - -
100,0 10,0 - 500  250,0 0,000 100000 100,000 100,000 10(? gggi
45533+
100,0 10,0 10,0 400  250,0 35,266 46,429 37,209 52,962 79014
21,729+
PTK 100,0 10,0 20,0 300 250,0 70,532 22,078 16,279 26,830 5984
3 10,575+
100,0 10,0 30,0 200 2500 105,798 10,714 7,661 13,351 2847
5,638+
100,0 10,0 40,0 10,0  250,0 141,064 5714 4,070 7,130 1531
3,643+
100,0 10,0 50,0 0,0 250,0 176,330 3,226 2,824 4,878 1089

(Inh.: Inhibitér, Enz.: Enzim, Sub.: Substrat, Akt.: Aktivite, Olg.: Olgtim, Std. sp.:

% Aktivite

100

Standart sapma)

90 -
80 A
70
60 -
50
40 A
30 A
20

10 ~

y = 100e002¢
R* = 0,9893

50

100
(1] uM

150

Sekil 5.11. hCA I izoenziminin hidrataz aktivitesi iizerine PTK3 bilesiginin etkisi.
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Cizelge 5.8. hCA I izoenziminin hidrataz aktivitesi {izerine PTK4 bilesiginin etkisinin incelen-

mesi tizerine yapilan dlgiimler ve elde edilen sonuglar.

inh Tampon Enz.  Inh Su Sub. (1] M % AKkt. % Akt. % Akt. % Akt.

S () (i) (i) (WD) (1.0k) (2.0k) (3.0k) =Std sp.
100,0 - - 60,0 250,0 - - - - -

100,0 10,0 - 50,0 250,0 0,000 100,000 100,000 100,000 10(;) (;)é)(;):l:

56,377+

100,0 100 100 40,0 250,0 49,686 57,447 47,917 63,768 7980

25,115+

PTK 100,0 100 200 30,0 250,0 99,372 25532 18,982 30,830 5935

4 )

100,0 100 300 20,0 2500 149,057 13,564 9,722 16,880 lzzzzi

8711+

100,0 10,0 400 10,0 250,0 198,743 8,815 6,250 11,067 2410

5,055+

100,0 100 500 0,0 250,0 248,429 3,590 4,167 7,407 2058

(Inh.: Inhibitér, Enz.: Enzim, Sub.: Substrat, Akt.: Aktivite, Olg.: Olgiim, Std. sp.: Standart sapma)
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Sekil 5.12. hCA I izoenziminin hidrataz aktivitesi iizerine PTK4 bilesiginin etkisi.
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Cizelge 5.9. hCA I izoenziminin hidrataz aktivitesi {izerine PTKS5 bilesiginin etkisinin incelen-

mesi lizerine yapilan Slgiimler ve elde edilen sonuglar.

inh Tampon Enz.  Inh. Su Sub. (1] M % Akt % Akt. % Akt. % Akt.

' () (L) (L) (L) (WD) (1.0k) (2.0k) (3.0k) =Std. sp.
100,0 - - 600 2500 - - - - -

100,0 10,0 - 500 2500 0,000 100,000 100,000 100,000 10(;) (;)é)(;):l:

55,696+

100,0 100 100 400 2500 37,522 56,757 47,368 62,963 2851

100,0 100 200 300 2500 75,043 32,432 24,812 38,272 31,839+

PTKS | ! | | | | : : \ 6,749
21,030+

100,0 100 300 200 2500 112,565 21,376 15,790 25,926 5077

13318+

100,0 10,0 400 100 250,0 150,087 13514 9,774 16,667 3450

8913+

100,0 10,0 50,0 0,0 250,0 187,609 7,336 7,121 12,281 5919

(Inh.: Inhibitor, Enz.: Enzim, Sub.: Substrat, Akt.: Aktivite, Olg.: Olgctim, Std. sp.: Standart sapma)

1
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Sekil 5.13. hCA I izoenziminin hidrataz aktivitesi iizerine PTK5 bilesiginin etkisi.
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Cizelge 5.10. hCA 1 izoenziminin hidrataz aktivitesi lizerine PTKG6 bilesiginin etkisinin incelen-

mesi lizerine yapilan Slgiimler ve elde edilen sonuglar.

inh Tampon Enz.  Inh. Su Sub. [1] M % Akt. % AKkt. % Akt. % AKkt.
' () (i) (L) (L) (uD) (1.0k) (2.0k) (3.0k) =Std. sp.
100,0 - - 600 2500 - - - - -
100,0 10,0 - 500 2500 0,000 100000 100,000 100,000 10(? gggi
45732+
100,0 100 50 450 2500 17,358 48,235 31,818 57,143 12847
100,0 100 100 400 2500 34,715 18,656 12,338 28571 19,855+
PTKE | | | | | ) : : s 8183
9,148+
100,0 100 150 350 2500 52,073 7,563 5,595 14,286 4557
47725+
100,0 100 200 300 250,0 69,431 3,866 2,841 7,468 2430
100,0 100 300 200 250,0 104,146 1,176 0,923 2,311 16477??;

(Inh.: Inhibitér, Enz.: Enzim, Sub.: Substrat, Akt.: Aktivite, Olg.: Olglim, Std. sp.: Standart sapma)
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Sekil 5.14. hCA I izoenziminin hidrataz aktivitesi iizerine PTKG6 bilesiginin etkisi.
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5.2.2. Bilesiklerin hCA II hidrataz aktivitesi iizerindeki inhibisyon etkisi

hCA 1I izoenzimi iizerinde inhibitor etki gosteren bilesiklere ait deneysel verileri iceren

cizelgeler ve bu gizelgelerdeki sonuglardan elde edilen grafikler asagida verilmistir.

Cizelge 5.11. hCA 1I izoenziminin hidrataz aktivitesi {izerine BK1 bilesiginin etkisinin incelen-

mesi lizerine yapilan Slgiimler ve elde edilen sonuglar.

inh Tampon Enz.  Inh. Su Sub. 1] ;M % Akt. % Akt. % Akt. % Akt.
' (L) (L) (Wb (Wb o (uh) (1.0k) (2.0k) (3.0k)  =+Std. sp.
100,0 - - 60,0 2500 - - - - -
100,0 10,0 - 50,0 2500 0,000 100,000 100,000 100,000 10(? é)é)é)i
77,775+
100,0 100 50 450 2500 22,927 72,222 84,066 77,037 5956
50,208+

100,0 100 100 400 2500 45,854 44,444 55,385 50,794
BK1 5494

29,109+
100,0 100 200 300 2500 91,708 25,926 30,289 31111 2787
16,289+
100,0 100 300 200 2500 @ 137,562 14,530 16,346 17,989 1731
6,228+
100,0 100 400 100 2500 183416 5,556 6,073 7,055 0762

(Inh.: Inhibitér, Enz.: Enzim, Sub.: Substrat, Akt.: Aktivite, Ol¢.: Olgiim, Std. sp.: Standart sapma)

100

90 A y= 100e—0,014><
R*=0,989
80 A ’

70
60 -
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% Aktivite
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0 T T T T
0 40 80 120 160 200

(1] tM

Sekil 5.15. hCA II izoenziminin hidrataz aktivitesi {izerine BK1 bilesiginin etkisi.
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Cizelge 5.12. hCA 1I izoenziminin hidrataz aktivitesi {izerine BK2 bilesiginin etkisinin incelen-

mesi lizerine yapilan Slgiimler ve elde edilen sonuglar.

inh Tampon Enz.  Inh Su Sub. [1] M % Akt. % AKkt. % Akt. % Akt.
©(i) (W) (L) (L) (WD) (1.0k) (2.0k) (3.0k) +Std. sp.
100,0 - - 60,0 250,0 - - - - -
100,0 10,0 - 50,0 250,0 0,000 100,000 100,000 100,000 10(;) (;)é)(;):l:
56,632+
100,0 100 100 400 250,0 61,294 56,757 47,297 56,842 5 486
100,0 100 200 300 250,0 122,589 32,432 24,710 28,070 28404
BK?2 | | ! | | : . : | 3872
16,561+
100,0 100 300 200 250,0 183,883 18,919 13,759 17,004 2608
11,834+
100,0 100 400 100 250,0 245177 13514 9,652 12,336 1979
6,667+
100,0 100 500 0,0 250,0 306,472 5,405 6,306 8,289 1475

(Inh.: Inhibitér, Enz.: Enzim, Sub.: Substrat, Akt.: Aktivite, Olg.: Olgiim, Std. sp.: Standart sapma)

% Aktivite

100

90 -
80 A
70
60 -
50
40 A
30 A
20

10 ~

y= 100ge0:009x
R>=0,9887

50

100

150
(1] uM

200

250 300

Sekil 5.16. hCA II izoenziminin hidrataz aktivitesi lizerine BK2 bilesiginin etkisi.
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Cizelge 5.13. hCA II izoenziminin hidrataz aktivitesi iizerine BK3 bilesiginin etkisinin incelen-

mesi lizerine yapilan Slgiimler ve elde edilen sonuglar.

inh Tampon Enz.  Inh. Su Sub. [1] M % Akt. % AKkt. % Akt. % AKkt.
' (L) (i) (L) (L) (L) (1.0k) (2.0k) (3.0k) =Std. sp.
100,0 - - 60,0 250,0 - - - - -
100,0 10,0 - 50,0 2500 0,000 100000 100,000 100,000 10(? gggi
45071+
100,0 100 100 400 2500 86,564 45,946 36,757 52,510 7913
100,0 100 200 300 2500 173128 21,376 15,676 26,126 21,059+
BK3 | ! | | | ) : | , 5232
6,576+
100,0 100 300 200 2500 259,692 6,634 4,633 8,461 1014
3,875+
100,0 10,0 400 100 2500 346,256 3,904 2,703 5,019 1159
100,0 10,0 50,0 0,0 250,0 432,820 2,354 1,622 3,041 26373 19;[

(Inh.: Inhibitér, Enz.: Enzim, Sub.: Substrat, Akt.: Aktivite, Olg.: Olgiim, Std. sp.: Standart sapma)

100
90 -
80 -

70

% Aktivite

30 A
20 A

10 ~

60 -
50 A

40 -

y= 100ge0:009x
R?>=0,9845

100

200
(1] uM

300

400

Sekil 5.17. hCA 1I izoenziminin hidrataz aktivitesi lizerine BK3 bilesiginin etkisi.
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Cizelge 5.14. hCA 1I izoenziminin hidrataz aktivitesi {izerine BK6 bilesiginin etkisinin incelen-

mesi lizerine yapilan Slgiimler ve elde edilen sonuglar.

inh Tampon Enz.  Inh Su Sub. (1] M % Akt % Akt. % Akt. % Akt

Wb (i) (i) (L) () (1.0k) (2.0k) (3.0k.) +Std. sp.
100,0 - - 60,0 2500 - - - - -

100,0 10,0 - 50,0 2500 0,000 100,000 100,000 100,000 10(? gggi
50,737+

100,0 100 100 400 2500 22,164 47,368 48,000 56,842 5297
26,459+

BK6 100,0 100 200 300 2500 44,327 24,812 22,000 32,566 5472
16,885+

100,0 100 300 200 2500 66,490 15,789 13,333 21,531 4207

100,0 10,0 400 100 250,0 88,654 7,895 6,400 11,146 82’4520;

5,664+

100,0 10,0 50,0 0,0 250,0 110,817 5,263 4211 7,519 1690

(Inh.: Inhibitér, Enz.: Enzim, Sub.: Substrat, Akt.: Aktivite, Olg.: Olgiim, Std. sp.: Standart sapma)

100

% Aktivite

90 -
80 A
70
60 -
50
40 A
30 A
20

10 ~

y= 100e—0,027x
R2=10,9924

20

(1] nM

80

100

120

Sekil 5.18. hCA II izoenziminin hidrataz aktivitesi lizerine BK6 bilesiginin etkisi.
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Cizelge 5.15. hCA II izoenziminin hidrataz aktivitesi lizerine BK7 bilesiginin etkisinin incelen-

mesi lizerine yapilan dlgiimler ve elde edilen sonuglar.

inh Tampon Enz.  Inh. Su Sub. [1] M % Akt. % AKkt. % Akt. % AKkt.
C(i) (i) (i) (L) (WD) (1.0k) (2.0k) (3.0k) =Std. sp.
100,0 - - 60,0 250,0 - - - - -
100,0 10,0 - 50,0 250,0 0,000 100000 100,000 100,000 10(? gggi
100,0 100 100 400 250,0 48,209 72,656 64,583 77,500 7;):2?
100,0 100 200 30,0 250,0 96,418 37,500 29,167 43,750 36,806+
BK7 | ) | | | s : ) , 7316
26,632+
100,0 100 300 20,0 2500 144,626 27,083 20,313 32,500 6106
13,386+
100,0 10,0 400 10,0 250,0 192,835 14,063 10,096 17,500 3705
9,819+
100,0 10,0 50,0 0,0 250,0 241,044 9,927 7,031 12,500 2736

(Inh.: Inhibitér, Enz.: Enzim, Sub.: Substrat, Akt.: Aktivite, Olg¢.: Olgtim, Std

% Aktivite

100

. sp.: Standart sapma)

90 -
80 A
70
60 -
50
40 A
30 A
20

10 ~

y = 100e001
R* = 0,9904

50

100 150 200
(1] pM

250

Sekil 5.19. hCA II izoenziminin hidrataz aktivitesi lizerine BK7 bilesiginin etkisi.
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Cizelge 5.16. hCA II izoenziminin hidrataz aktivitesi lizerine PTK1 bilesiginin etkisinin ince-

lenmesi {izerine yapilan Slgiimler ve elde edilen sonuglar.

inh Tampon Enz.  Inh Su Sub. [1] M % Akt. % AKkt. % Akt. % AKkt.
' (L) (L) (L) (L) (WD) (1.0k) (2.0k) (3.0) =Std. sp.
100,0 - - 60,0  250,0 - - - - -
100,0 10,0 - 500  250,0 0,000 100,000 100,000 100,000 10(? gggi
68,814+
100,0 100 50 450 2500 17,358 73,404 65,248 67,790 4173
100,0 100 100 400 2500 34,715 46,809 37,447 46,316 43,524
PTK1 | | | | | , : : : 5269
27,032+
100,0 100 200 300 2500 69,431 29,078 21,809 30,211 4559
100,0 100 300 200 250,0 104,146 13,564 9,645 14,737 lg’ggzi
100,0 100 400 100 250,0 138,861 7,493 5,222 8,289 71’0;);;

(Inh.: Inhibitér, Enz.: Enzim, Sub.: Substrat, Akt.: Aktivite, Olg.: Olgiim, Std. sp.: Standart sapma)

100

90 ~
80 -
70 A
60 -

50 A

% Aktivite

40 -
30 -
20 -

10 ~

y= 1006'0'0ng
R*>=0,994

20

40

60 80
(1] nM

100 120

140

Sekil 5.20. hCA II izoenziminin hidrataz aktivitesi lizerine PTK1 bilesiginin etkisi.
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Cizelge 5.17. hCA II izoenziminin hidrataz aktivitesi lizerine PTK2 bilesiginin etkisinin ince-

lenmesi {izerine yapilan Slgiimler ve elde edilen sonuglar.

inh Tampon Enz. Inh. Su Sub. [1] M % Akt. % AKkt. % Akt. % AKkt.
CWh) () (i) (i) () (1.0k) (2.0k) (3.0) =Std. sp.
100,0 - - 60,0  250,0 - - - - -
100,0 10,0 - 500  250,0 0,000 100,000 100,000 100,000 10(? gggi
69,007+
100,0 10,0 50 450 2500 15,433 73,404 55,319 78,298 12104
45917+
PTK 100,0 10,0 10,0 400 2500 30,866 46,809 37,447 53,495 8.061
2 25,757+
100,0 10,0 20,0 300 2500 61,733 25,532 18,913 32,827 6.960
12,257+
100,0 10,0 30,0 20,0 250,0 92,599 12,391 8,777 15,603 3415
8,053+
100,0 10,0 40,0 10,0 250,0 123,465 8,124 5,674 10,361 2344

(Inh.: Inhibitor, Enz.: Enzim, Sub.: Substrat, Akt.: Aktivite, Olg.: Olglim, Std. sp.: Standart sapma)

% Aktivite

100

90 -
80 A
70
60 -
50
40 A
30 A
20

10 ~

y = 1006-0,021x

R?=0,9907

20

40

60
(1] nM

80

100 120

Sekil 5.21. hCA II izoenziminin hidrataz aktivitesi lizerine PTK2 bilesiginin etkisi.
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Cizelge 5.18. hCA II izoenziminin hidrataz aktivitesi lizerine PTK3 bilesiginin etkisinin ince-

lenmesi {izerine yapilan Slgiimler ve elde edilen sonuglar.

inh Tampon  Enz.  Inh Su Sub. (1] M % Akt % Akt. % Akt. % Akt.
' (L) (i) (L) (L) (uD) (1.0k) (2.0k) (3.0k) =Std sp.
100,0 - - 600 250,0 - - - - -
100,0 10,0 - 500  250,0 0,000 100,000 100,000 100,000 10(;) (;)é)(;):l:
100,0 100 50 450 2500 17,633 47,674 48,235 47,126 432;?
29,927+
PTK 100,0 100 100 400 250,0 35,266 30,233 27,529 32,200 2961
3 9,546+
100,0 100 200 300 2500 70,532 10,299 7,563 10,776 1734
2,997+
100,0 100 300 200 2500 105,798 3,399 2,222 3,369 0671
1,560+
100,0 100 400 100 2500 141,064 1,329 1,324 2,029 0405

(Inh.: Inhibitér, Enz.: Enzim, Sub.: Substrat, Akt.: Aktivite, Olg.: Olciim, Std. sp.: Standart sapma)

100
90 -
80 -

70

% Aktivite

30 A
20 A

10 ~

60 -
50 A

40 -

y = 1006'0'031X
R?=10,9872

30

60
(1] nM

90 120

150

Sekil 5.22. hCA 1I izoenziminin hidrataz aktivitesi lizerine PTK3 bilesiginin etkisi.
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Cizelge 5.19. hCA II izoenziminin hidrataz aktivitesi lizerine PTK4 bilesiginin etkisinin ince-

lenmesi {izerine yapilan Slgiimler ve elde edilen sonuglar.

inh Tampon Enz.  Inh Su Sub. (1] M % Akt % Akt. % Akt. % Akt

Wb (i) (i) (L) () (1.0k) (2.0k) (3.0k.) +Std. sp.
100,0 - - 60,0 2500 - - - - -

100,0 10,0 - 50,0 2500 0,000 100,000 100,000 100,000 10(? gggi
46,218+

100,0 100 100 400 2500 49,686 47,115 37,692 53,846 8114
100,0 100 200 300 2500 99,372 25,962 19,231 31,469 25,554

PTKA | ) | | | ; : \ s 6129
15201+

100,0 100 300 200 2500 @ 149,057 15,385 10,989 19,231 4124

7391+

100,0 10,0 400 100 250,0 198,743 7,452 5,184 9,539 2178

5227+

100,0 10,0 50,0 0,0 250,0 248,429 3,846 4,142 7,692 2140

(Inh.: Inhibitér, Enz.: Enzim, Sub.: Substrat, Akt.: Aktivite, Olg.: Olgiim, Std. sp.: Standart sapma)

100

% Aktivite

90 -
80 A
70
60 -
50
40 A
30 A
20

10 ~

y = 1006-0,013x
R?=0,9878

50

100
(1] uM

150

200

250

Sekil 5.23. hCA II izoenziminin hidrataz aktivitesi lizerine PTK4 bilesiginin etkisi.
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Cizelge 5.20. hCA II izoenziminin hidrataz aktivitesi lizerine PTK5 bilesiginin etkisinin ince-

lenmesi {izerine yapilan Slgiimler ve elde edilen sonuglar.

inh Tampon  Enz.  Inh. Su Sub. [1] M % Akt. % AKkt. % Akt. % AKkt.
' () (i) (L) (WD) (uD) (1.0k) (2.0k) (3.0) =Std. sp.
100,0 - - 60,0  250,0 - - - - -
100,0 10,0 - 500  250,0 0,000 100,000 100,000 100,000 10(? gggi
100,0 100 50 450 2500 18,761 72,656 64,583 77,500 7;):2?
PTK 100,0 100 100 400 2500 37522 45313 36,250 51,786 4‘71’;3‘9;&
5 20,152+
100,0 100 200 300 2500 75,043 20,455 15,000 25,000 5007
9,819+
100,0 100 300 200 250,0 112,565 9,926 7,031 12,500 2736
6,193+
100,0 100 400 100 250,0 150,087 6,250 4,375 7,955 1701

(Inh.: Inhibitér, Enz.: Enzim, Sub.: Substrat, Akt.: Aktivite, Olg.: Olgiim, Std. sp.: Standart sapma)

100

90 ~
80 -
70 A
60 -

50 A

% Aktivite

40 -
30 -
20 -

10 ~

y = 100g70.0%
R2=10,9899

40

60

80
(1] nM

100

120 140

160

Sekil 5.24. hCA 1I izoenziminin hidrataz aktivitesi lizerine PTKS5 bilesiginin etkisi.
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Cizelge 5.21. hCA II izoenziminin hidrataz aktivitesi lizerine PTKG6 bilesiginin etkisinin ince-

lenmesi {izerine yapilan Slgiimler ve elde edilen sonuglar.

inh Tampon Enz.  Inh Su Sub. [1] M % Akt. % AKkt. % Akt. % AKkt.

' (L) (L) (WD) (WD) (WD) (1.0k) (2.0k) (3.0k) =Std. sp.
100,0 - - 600 2500 - - - - -

100,0 10,0 - 500 2500 0,000 100000 100,000 100,000 10(? gggi
45071+

100,0 100 100 400 2500 34,715 45,946 36,757 52,510 7913
100,0 100 200 300 2500 69,431 27,928 20,946 33514 27463+

PTK6 | | | | | s : : s 6.297
13,453+

100,0 100 300 200 2500 104,146 13514 9,953 16,892 3470

100,0 100 400 100 250,0 138,861 7,336 5,135 9,337 72’2 1609;

100,0 10,0 50,0 0,0 250,0 173576 5,405 3,760 6,919 51’356;:

(Inh.: Inhibitér, Enz.: Enzim, Sub.: Substrat, Akt.: Aktivite, Olg.: Olgiim, Std. sp.: Standart sapma)

1

% Aktivite

00

90 -
80 A
70
60 -
50
40 A
30 A
20

10 ~

y= 100g-0.018x
R?=10,9836

50 100 150
(1] uM

Sekil 5.25. hCA II izoenziminin hidrataz aktivitesi lizerine PTKG6 bilesiginin etkisi.
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5.2.3. Bilesiklerin CA IX hidrataz aktivitesi iizerindeki inhibisyon etkisi

CA IX izoenzimi iizerinde inhibitdr etki gosteren bilesiklere ait deneysel verileri iceren

cizelgeler ve bu gizelgelerdeki sonuglardan elde edilen grafikler asagida verilmistir.

Cizelge 5.22. CA IX izoenziminin hidrataz aktivitesi {izerine BK1 bilesiginin etkisinin incelen-

mesi lizerine yapilan Slgiimler ve elde edilen sonuglar.

inh Tampon Enz.  Inh. Su Sub. 1] ;M % Akt. % Akt. % Akt. % Akt.
' (L) (L) (Wb (Wb o (uh) (1.0k) (2.0k) (3.0k)  =+Std. sp.
100,0 - - 60,0 2500 - - - - -
100,0 10,0 - 50,0 2500 0,000 100,000 100,000 100,000 10(? é)é)é)i
81,415+
100,0 100 50 400 2500 22,927 83,265 71,714 83,265 3905
68,095+

100,0 100 100 300 2500 45,854 70,714 62,857 70,714
BK1 4,536

100,0 100 150 200 2500 68,781 60,952 52,245 60,952 52’852(7&

100,0 100 200 500  250,0 91,708 53,143 44,286 53,143 5(;’ i(ii
37,165+

100,0 100 300 00 2500 137,562 36,923 33,143 41,429 4148

(Inh.: Inhibitér, Enz.: Enzim, Sub.: Substrat, Akt.: Aktivite, Ol¢.: Olgiim, Std. sp.: Standart sapma)

100

90 1 y = 100e-0.007

R*>=0,9915
80 A
70
60 -

50 A

% Aktivite

40 -
30 -
20 1

10 A

0 T T T T T T
0 20 40 60 80 100 120 140

(1] tM

Sekil 5.26. CA IX izoenziminin hidrataz aktivitesi {izerine BK1 bilesiginin etkisi.
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Cizelge 5.23. CA IX izoenziminin hidrataz aktivitesi lizerine BK2 bilesiginin etkisinin incelen-

mesi lizerine yapilan Slgiimler ve elde edilen sonuglar.

inh Tampon Enz. Inh. Su Sub. (1] M % Akt % Akt. % Akt. % Akt.
C(L) W) W) (i) (WD) (1.0k) (2.0k) (3.0k) =Std. sp.
100,0 - - 60,0 250,0 - - - - -
100,0 10,0 - 50,0 2500 0,000 100,000 100,000 100,000 10(? gggi
100,0 10,0 50 450  250,0 30,647 83517 63,333 71,250 712(’]710 :;
61,893+
BK 100,0 10,0 8,0 420 2500 49,036 71,154 52,857 61,667 9150
2 46,321+
100,0 10,0 10,0 400  250,0 61,294 53,846 38,889 47,727 7520
36,795+
100,0 10,0 15,0 350 2500 91,942 42,308 30,000 38,077 6.253
24,064+
100,0 10,0 20,0 300 2500 122,589 25,339 21,429 28,125 3364

(Inh.: Inhibitér, Enz.: Enzim, Sub.: Substrat, Akt.: Aktivite, Olg.: Olgiim, Std. sp.: Standart sapma)

% Aktivite

100

90 -
80 A
70
60 -
50
40 A
30 A
20

10 ~

y = 1006-0,011x
R2=0,9905

20

60
(1] nM

80

100 120

Sekil 5.27. CA IX izoenziminin hidrataz aktivitesi {izerine BK2 bilesiginin etkisi.
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Cizelge 5.24. CA IX izoenziminin hidrataz aktivitesi {izerine BK3 bilesiginin etkisinin incelen-

mesi lizerine yapilan Slgiimler ve elde edilen sonuglar.

inh Tampon Enz.  Inh Su Sub. (1] M % Akt. % AKkt. % Akt. % Akt
' (L) (L) (i) (WD) (WD) (1.0k) (2.0k) (3.0k) =Std. sp.
100,0 - - 60,0 2500 - - - - -
100,0 10,0 - 500 2500 0,000 100000 100,000 100,000 10(? gggi
67,875+
100,0 100 50 450 2500 43282 68,254 63,704 71,667 3095
100,0 100 80 420 2500 69,251 44,444 39,506 48,485 44,145+
BK3 | ) | | | \ : : s 4,497
31,423+
100,0 100 100 400 2500 86,564 31,624 27,407 35,238 3019
19,647+
100,0 10,0 150 350 250,0 129,846 19,753 16,732 22,456 2864
100,0 10,0 200 300 250,0 173,128 11,111 10,909 15,000 1;’23?

(Inh.: Inhibitor, Enz.: Enzim, Sub.: Substrat, Akt.: Aktivite, Olg.: Olgtim, Std. sp.: Standart sapma)

100

% Aktivite

90 -
80 A
70
60 -
50
40 A
30 A
20

10 ~

y - 100e-0,012x
R2=0,9891

50

100 150
(1] pM

Sekil 5.28. CA IX izoenziminin hidrataz aktivitesi {izerine BK3 bilesiginin etkisi.
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Cizelge 5.25. CA IX izoenziminin hidrataz aktivitesi lizerine BK4 bilesiginin etkisinin incelen-

mesi lizerine yapilan Slgiimler ve elde edilen sonuglar.

Inh  Tampon Enz. Inh. Su Sub. [1] M % Akt. % AKkt. % Akt. % Akt.
(L) (L) (L) (L) (L) (1.0k) (2.0k) (3.0k) +Std. sp.
100,0 - - 60,0 250,0 - - - - -
100,0 10,0 - 50,0 250,0 0,000 100,000 100,000 100,000 10(;) (;)é)(;):l:
77,507+
100,0 10,0 10,0 40,0 250,0 24,823 78,049 73171 81,301 4092
62,811+
BK 100,0 10,0 20,0 30,0 250,0 49,645 63,415 57,073 67,944 5461
4 y
100,0 10,0 30,0 20,0 250,0 74,468 52,962 46,342 57,927 Séglgi
44,645+
100,0 10,0 40,0 10,0 250,0 99,291 45,122 38,676 50,136 5745
33,801+
100,0 10,0 50,0 0,0 250,0 124,113 34,146 28,455 38,803 5182

(Inh.: Inhibitér, Enz.: Enzim, Sub.: Substrat, Akt.: Aktivite, Olg.: Olglim, Std. sp.: Standart sapma)

% Aktivite

100

90 -
80 A
70
60 -
50
40 A
30 A
20

10 ~

y= looe»U,OOQX
R2=10,9924

20

60
(1] nM

80

100 120

Sekil 5.29. CA IX izoenziminin hidrataz aktivitesi {izerine BK4 bilesiginin etkisi.
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Cizelge 5.26. CA IX izoenziminin hidrataz aktivitesi {izerine BKS bilesiginin etkisinin incelen-

mesi lizerine yapilan Slgiimler ve elde edilen sonuglar.

inh Tampon Enz. Inh. Su Sub. [1] M % Akt. % AKkt. % Akt. % Akt.
©(i) (W) (i) (W) (WD) (1.0k) (2.0l) (3.0k) +Std. sp.
100,0 - - 600 2500 - - - - -
100,0 10,0 - 500 2500 0,000 100,000 100,000 100,000 10(;) (;)é)(;):l:
100,0 10,0 100 400 2500 33,046 87,805 73171 81,301 8%2?
100,0 10,0 20,0 300 2500 66,091 70,067 57,073 74,109 67,083+
BK5 | | | | | , | | ) 8,901
100,0 10,0 30,0 200 2500 99,137 63,415 51,220 67,944 6222?;
49,797+
100,0 10,0 40,0 10,0 250,0 132,182 45,122 46,342 57,927 7067
100,0 10,0 50,0 0,0 250,0 165,228 39,024 38,676 50,136 42’56_)11?[

(Inh.: Inhibitér, Enz.: Enzim, Sub.: Substrat, Akt.: Aktivite, Olg.: Olgiim, Std. sp.: Standart sapma)

% Aktivite

100

90 -
80 A
70
60 -
50
40 A
30 A
20

10 ~

y - 100e-0,005x
R?= 10,9894

50

100

(1] nM

150

Sekil 5.30. CA IX izoenziminin hidrataz aktivitesi {izerine BKS5 bilesiginin etkisi.
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Cizelge 5.27. CA IX izoenziminin hidrataz aktivitesi {izerine BK6 bilesiginin etkisinin incelen-

mesi lizerine yapilan Slgiimler ve elde edilen sonuglar.

inh Tampon Enz.  Inh. Su Sub. (1] M % Akt % Akt. % Akt. % Akt.
' (L) (i) (L) (L) (L) (1.0k) (2.0k) (3.0k) =Std sp.
100,0 - - 60,0 2500 - - - - -
100,0 10,0 - 50,0 2500 0,000 100,000 100,000 100,000 10(;) (;)é)(;):l:
100,0 100 10,0 400 2500 22,164 73214 65,079 78,095 7%’ ;gi
100,0 100 200 300 2500 44,327 46,429 37,143 53,061 45,544+
BK6 | ! | | | : . ) | 7.996
32,453+
100,0 100 300 200 2500 66,490 33,036 25,170 39,153 7010
21,751+
100,0 10,0 400 100 250,0 88,654 22,078 16,191 26,984 5.404
100,0 10,0 50,0 0,0 250,0 110,817 17,582 12,698 21,769 11’;?

(Inh.: Inhibitér, Enz.: Enzim, Sub.: Substrat, Akt.: Aktivite, Olg.: Olgiim, Std. sp.: Standart sapma)

100

90 -
80 -

70

% Aktivite

30 A
20 A

10 ~

60 -
50 A

40 -

y= 100e-0,017x
R*=0,9934
0 20 40 60 80 100
(1] nM

120

Sekil 5.31. CA IX izoenziminin hidrataz aktivitesi {izerine BK6 bilesiginin etkisi.
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Cizelge 5.28. CA IX izoenziminin hidrataz aktivitesi lizerine BK7 bilesiginin etkisinin incelen-

mesi lizerine yapilan Slgiimler ve elde edilen sonuglar.

inh Tampon Enz.  Inh. Su Sub. (1] M % Akt % Akt. % Akt. % Akt.
' (L) (L) (L) (L) (L) (1.0k) (2.0k) (3.0k) =Std sp.
100,0 - - 60,0 2500 - - - - -
100,0 10,0 - 50,0 2500 0,000 100,000 100,000 100,000 10(;) (;)é)(;):l:
100,0 100 50 450 2500 24,104 76,000 71,250 79,167 7;:;?
59,429+
BK7 100,0 100 100 400 250,0 48,209 60,000 54,000 64,286 5167
39,577+
100,0 100 150 350 2500 72,313 40,000 34,286 44,444 5093
27717+
100,0 100 200 300 250,0 96,418 28,000 23,333 31,818 4250
19,814+
100,0 100 250 250 250,0 120,522 20,000 16,364 23,077 3361

(Inh.: Inhibitér, Enz.: Enzim, Sub.: Substrat, Akt.: Aktivite, Olg¢.: Olgtim, Std

100

. sp.: Standart sapma)

90 ~
80 -
70 A
60 -

50 A

% Aktivite

40 -
30 -
20 -

10 ~

y= 100e-0:013x
R2=10,9916

20

60
(1] nM

80

100 120

Sekil 5.32. CA IX izoenziminin hidrataz aktivitesi {izerine BK7 bilesiginin etkisi.
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Cizelge 5.29. CA IX izoenziminin hidrataz aktivitesi iizerine PTK1 bilesiginin etkisinin ince-

lenmesi {izerine yapilan Slgiimler ve elde edilen sonuglar.

inh Tampon Enz.  Inh Su Sub. [1] M % Akt. % AKkt. % Akt. % AKkt.
' (L) (L) (L) (WD) (WD) (1.0k) (2.0k) (3.0k) =Std. sp.
100,0 - - 60,0 2500 - - - - -

100,0 10,0 - 500 2500 0,000 100000 100,000 100,000 10(? gggi
64,198+

100,0 100 50 450 2500 24,587 64,286 62,308 66,000 1848
100,0 100 80 420 2500 39,339 48,529 46,406 50,417 48451+

PTK1 | | | | | s : : s 2,006
40,721+

100,0 100 100 400 2500 49,174 40,790 38,750 42,625 1938
30,123+

100,0 100 120 380 250,0 59,009 31,818 27,614 30,938 2917
22498+

100,0 100 150 350 250,0 73,761 25,000 19,904 22,589 2549

(Inh.: Inhibitér, Enz.: Enzim, Sub.: Substrat, Akt.: Aktivite, Olg.: Olgiim, Std. sp.: Standart sapma)

100
90 ~
80 -
70 A
60 -

50 A

% Aktivite

40 -
30 -
20 -

10 ~

y = 100e0.0%
R2=0,9916

20

40
(1] uM

80

Sekil 5.33. CA IX izoenziminin hidrataz aktivitesi {izerine PTK1 bilesiginin etkisi.
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Cizelge 5.30. CA IX izoenziminin hidrataz aktivitesi iizerine PTK2 bilesiginin etkisinin ince-

lenmesi iizerine yapilan Olgiimler ve elde edilen sonuglar.

inh Tampon  Enz.  Inh. Su Sub. [1] M % Akt. % AKkt. % Akt. % Akt.

' () (i) (i) (L) (uD) (1.0k) (2.0k) (3.0k) +Std. sp.
100,0 - - 60,0 2500 - - - - -

100,0 10,0 - 500 2500 0,000 100,000 100,000 100,000 10(;) (;)é)(;):l:
61,905+

100,0 100 50 450 2500 15,433 62,500 56,250 66,964 5382
37,109+

PTK 100,0 100 100 400 2500 30,866 37,500 31,641 42,188 5284

5 y

100,0 100 200 300 2500 61,733 13971 9,927 14,803 l;zggi

6,501+

100,0 100 300 200 250,0 92,599 5,500 5,540 8,464 1700

3,196+

100,0 100 400 100 250,0 123,465 2,500 2,778 4310 0975

(Inh.: Inhibitér, Enz.: Enzim, Sub.: Substrat, Akt.: Aktivite, Olg.: Olgiim, Std. sp.: Standart sapma)

100

90 ~
80 -
70 A
60 -

50 A

% Aktivite

40 -
30 -
20 -

10 ~

y= 100e70:029x
R*=0,9894

20

60
(1] nM

80

100 120

Sekil 5.34. CA IX izoenziminin hidrataz aktivitesi {izerine PTK2 bilesiginin etkisi.
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Cizelge 5.31. CA IX izoenziminin hidrataz aktivitesi iizerine PTK3 bilesiginin etkisinin ince-

lenmesi {izerine yapilan Slgiimler ve elde edilen sonuglar.

inh Tampon Enz.  Inh. Su Sub. [1] M % Akt. % AKkt. % Akt. % Akt.
Co() (i) (i) (L) (ub) (1.0k) (2.0l) (3.0k) +Std. sp.
100,0 - - 60,0 250,0 - - - - -
100,0 10,0 - 50,0 250,0 0,000 100000 100,000 100,000 10(;) (;)é)(;):l:
62,811+
100,0 100 50 450 250,0 17,633 63,415 57,073 67,944 5 461
44,645+
PTK 100,0 100 100 400 250,0 35,266 45122 38,676 50,136 5745
3 19,353+
100,0 100 200 300 250,0 70,532 19,512 15,679 22,866 3506
15,948+
100,0 100 250 250 250,0 88,165 16,069 12,805 18,970 3084
11,078+
100,0 10,0 300 200 250,0 105,798 11,150 8,781 13,304 9962

(Inh.: Inhibitér, Enz.: Enzim, Sub.: Substrat, Akt.: Aktivite, Olg.: Olgiim, Std. sp.: Standart sapma)

% Aktivite

100

90 -
80 A
70
60 -
50
40 A
30 A
20

10 ~

y= looe-0,021x

R2=0,9907

20

60
(1] nM

80

100

120

Sekil 5.35. CA IX izoenziminin hidrataz aktivitesi {izerine PTK3 bilesiginin etkisi.
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Cizelge 5.32. CA IX izoenziminin hidrataz aktivitesi lizerine PTK4 bilesiginin etkisinin ince-

lenmesi {izerine yapilan Slgiimler ve elde edilen sonuglar.

inh Tampon Enz. Inh. Su Sub. (1] M % AKkt. % Akt. % Akt. % AKkt.
CWh) (L) (i) (i) (WD) (1.0k) (2.0k) (3.0k) +Std. sp.
100,0 - - 600 2500 - - - - -
100,0 10,0 - 500 2500 0,000 100,000 100,000 100,000 105) gggi
71717+
100,0 10,0 50 450 2500 24,843 78,261 73,370 81,522 4103
PTK 100,0 10,0 10,0 400 2500 49,686 53416 46,739 58,424 5222(2&
4 34431+
100,0 10,0 20,0 300 2500 99,372 34,783 28,986 39,526 5979
100,0 10,0 250 250 2500 124214 27,536 22,530 31,773 ZZ’éigi
100,0 10,0 30,0 200 2500 149,057 22,360 18,060 26,087 Ziéigi

(Inh.: Inhibitér, Enz.: Enzim, Sub.: Substrat, Akt.: Aktivite, Olg¢.: Olgtim, Std

% Aktivite

100

. sp.: Standart sapma)

90 -
80 A
70
60 -
50
40 A
30 A
20

10 ~

y = 100e001
R = 0,9902

30

60

(1] nM

90

120

150

Sekil 5.36. CA IX izoenziminin hidrataz aktivitesi {izerine PTK4 bilesiginin etkisi.
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Cizelge 5.33. CA IX izoenziminin hidrataz aktivitesi iizerine PTK5 bilesiginin etkisinin ince-

lenmesi {izerine yapilan Slgiimler ve elde edilen sonuglar.

inh Tampon Enz.  Inh Su Sub. (1] M % Akt. % AKkt. % Akt. % AKkt.
CWh) (i) (i) (L) (uD) (1.0k) (2.0k) (3.0) =Std. sp.
100,0 - - 600 2500 - - - - -
100,0 10,0 - 500 2500 0,000 100,000 100,000 100,000 10(? gggi
78,249+
100,0 100 50 450 2500 18,761 80,556 71,333 82,857 6098
55,893+
PTK 100,0 100 100 400 2500 37522 56,250 51,429 60,000 4297
5 36,121+
100,0 100 200 300 2500 75,043 36,364 32,000 40,000 4006
100,0 100 300 200 250,0 112,565 22,222 19,048 25,000 2;,(5);(8&
6,638+
100,0 100 500 0,0 250,0 187,609 6,667 5,556 7,692 1069

(Inh.: Inhibitér, Enz.: Enzim, Sub.: Substrat, Akt.: Aktivite, Olg.: Olgiim, Std. sp.: Standart sapma)

% Aktivite

100
90 -
80 -
70 -
60 -
50
40 1
30 -
20 -
10 -

y= 100e-0:014x
R>=0,9969

20

40

60

80

100 1
1] pM

20 140

160 180 200

Sekil 5.37. CA IX izoenziminin hidrataz aktivitesi {izerine PTKS5 bilesiginin etkisi.
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Cizelge 5.34. CA IX izoenziminin hidrataz aktivitesi lizerine PTKG6 bilesiginin etkisinin ince-

lenmesi {izerine yapilan Slgiimler ve elde edilen sonuglar.

inh Tampon Enz.  Inh Su Sub. [1] M % Akt. % AKkt. % Akt. % AKkt.
' (L) (L) (L) (L) (WD) (1.0k) (2.0k) (3.0) =Std. sp.
100,0 - - 60,0  250,0 - - - - -
100,0 10,0 - 500  250,0 0,000 100,000 100,000 100,000 10(? gggi
100,0 100 50 450 2500 17,358 66,667 62,222 70,000 62’33?
100,0 100 100 400 2500 34,715 36,364 32,000 40,000 36,121+
PTKE | | | | | , : | \ 4,006
100,0 100 150 350 2500 52,073 25,000 21,539 28,000 zg,ggii
19,678+
100,0 100 180 320 250,0 62,488 19,792 16,889 22,353 2734
15,656+
100,0 100 200 300 250,0 69,431 15,741 13,333 17,895 2982

(Inh.: Inhibitér, Enz.: Enzim, Sub.: Substrat, Akt.: Aktivite, Olg.: Olgiim, Std. sp.: Standart sapma)

100

90 ~
80 -
70 A
60 -

50 A

% Aktivite

40 -
30 -
20 -

10 ~

y= 100e70:027x
R>=0,995

20

30 40
1] pM

Sekil 5.38. CA IX izoenziminin hidrataz aktivitesi {izerine PTKG6 bilesiginin etkisi.
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5.2.4. Bilesiklerin CA XII hidrataz aktivitesi iizerindeki inhibisyon etkisi

CA XII izoenzimi iizerinde inhibitdr etki gdsteren bilesiklere ait deneysel verileri iceren

cizelgeler ve bu gizelgelerdeki sonuglardan elde edilen grafikler asagida verilmistir.

Cizelge 5.35. CA XII izoenziminin hidrataz aktivitesi lizerine B2 bilesiginin etkisinin incelen-

mesi lizerine yapilan Slgiimler ve elde edilen sonuglar.

inh Tampon Enz.  Inh Su Sub. 1] ;M % Akt. % Akt. % Akt. % Akt.
' ()  (ub) () (Wb (D) (1.0k.) (2.0k) (3.0k.) +Std. sp.
100,0 - - 600 2500 - - - - -
100,0 10,0 - 500 2500 0,000 100,000 100,000 100,000 10(? é)é)é)i
70,845+
100,0 100 100 400 2500 225543 71,015 68,478 73,044 2987
60,694+
100,0 100 150 350 2500 338315 60,870 57971 63,241
B2 2,639
100,0 100 200 300 2500 451,086 52,569 49,565 55,073 Sgigii
100,0 100 250 250 2500 5633858 45,652 42,688 43,161 42?28&
34,664+
100,0 100 300 200 2500 676,630 34,783 32,107 37,102 2499

(Inh.: Inhibitér, Enz.: Enzim, Sub.: Substrat, Akt.: Aktivite, Olg.: Olgiim, Std. sp.: Standart sapma)

100

y= 100ge-0.001x
R?=0,9909

90 A
80 A
70
60 -

50 A

% Aktivite

40 -
30 -
20 1

10 A

0 100 200 300 400 500 600 700
(1] tM

Sekil 5.39. CA XII izoenziminin hidrataz aktivitesi {izerine B2 bilesiginin etkisi.
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Cizelge 5.36. CA XII izoenziminin hidrataz aktivitesi iizerine T1 bilesiginin etkisinin incelen-

mesi lizerine yapilan Slgiimler ve elde edilen sonuglar.

inh Tampon Enz.  Inh Su Sub. [1] M % Akt. % AKkt. % Akt. % AKkt.
' (L) (L) (L) (WD) (WD) (1.0k) (2.0k) (3.0) =Std. sp.
100,0 - - 60,0 2500 - - - - -
100,0 10,0 - 500 2500 0,000 100,000 100,000 100,000 10(? gggi
100,0 100 100 400 2500 85,842 72,656 64,583 77,500 7;):2?
44 449+
T1 100,0 100 200 300 2500 171684 45313 36,250 51,786 7804
31,083+
100,0 100 300 200 2500 257526 31,641 24,107 37,500 6714
100,0 100 400 100 250,0 343,367 23,438 17,361 28,409 22’22?[
17,717+
100,0 100 500 0,0 250,0 429,209 17,969 13,068 22,115 4529

(Inh.: Inhibitér, Enz.: Enzim, Sub.: Substrat, Akt.: Aktivite, Olg.: Olgiim, Std. sp.: Standart sapma)

100

90 -
80 -

70

% Aktivite

30 A
20 A

10 ~

60 -
50 A

40 -

y = 1006'0'004X
R?=0,9902
0 100 200 300 400
[1] pM

Sekil 5.40. CA XII izoenziminin hidrataz aktivitesi tizerine T1 bilesiginin etkisi.
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Cizelge 5.37. CA XII izoenziminin hidrataz aktivitesi {izerine BK1 bilesiginin etkisinin incelen-

mesi lizerine yapilan Slgiimler ve elde edilen sonuglar.

inh Tampon Enz.  Inh Su Sub. [1] M % Akt. % AKkt. % Akt. % AKkt.
' (L) (L) (L) (L) (WD) (1.0k) (2.0k) (3.0) =Std. sp.
100,0 - - 60,0  250,0 - - - - -
100,0 10,0 - 500  250,0 0,000 100,000 100,000 100,000 10(? gggi
100,0 100 20 480 2500 9171 72,222 64,198 77,037 7613411;?
100,0 100 40 460 2500 18,342 44,444 35,556 50,794 43,598
BK1 | | . ! | ! : : : 7,654
30,017+
100,0 100 60 440 2500 27513 30,556 23,280 36,214 6.484
18,908+
100,0 10,0 8,0 42,0 250,0 36,683 19,192 14,074 23,457 4698
14338+
100,0 100 100 400 250,0 45,854 14,530 10,494 17,989 3752

(Inh.: Inhibitér, Enz.: Enzim, Sub.: Substrat, Akt.: Aktivite, Olg.: Olgiim, Std. sp.: Standart sapma)

100

90 ~
80 -
70 A
60 -

50 A

% Aktivite

40 -
30 -
20 -

10 ~

y= 1006-0,044x
R2=0,9957

20

(1] 1M

30

50

Sekil 5.41. CA XII izoenziminin hidrataz aktivitesi iizerine BK1 bilesiginin etkisi.
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Cizelge 5.38. CA XII izoenziminin hidrataz aktivitesi {izerine BK2 bilesiginin etkisinin incelen-

mesi lizerine yapilan dlgiimler ve elde edilen sonuglar.

inh Tampon Enz.  Inh Su Sub. [1] M % Akt. % AKkt. % Akt. % AKkt.
' (L) (L) (L) (L) (WD) (1.0k) (2.0k) (3.0) =Std. sp.
100,0 - - 60,0  250,0 - - - - -
100,0 10,0 - 500  250,0 0,000 100,000 100,000 100,000 10(? gggi
51,661+
100,0 100 40 460 2500 24518 56,250 44,186 54,546 6529
100,0 100 60 440 2500 36,777 45313 34,883 40,909 40,368+
BK2 | | . : | , : | : 5235
31,408+
100,0 100 80 420 2500 49,035 31,641 28,239 34,343 3059
26477+
100,0 10,0 9,0 41,0 250,0 55,165 27,083 23,256 29,091 2965
22,537+
100,0 100 100 400 250,0 61,294 23,438 19,380 24,793 2817

(Inh.: Inhibitér, Enz.: Enzim, Sub.: Substrat, Akt.: Aktivite, Olg.: Olgiim, Std. sp.: Standart sapma)

100
90 ~
80 -
70 A
60 -

50 A

% Aktivite

40 -
30 -
20 -

10 ~

y= 100e0.024x
R>=0,9962

20

30 40
1] pM

Sekil 5.42. CA XII izoenziminin hidrataz aktivitesi iizerine BK2 bilesiginin etkisi.
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Cizelge 5.39. CA XII izoenziminin hidrataz aktivitesi {izerine BKS3 bilesiginin etkisinin incelen-

mesi lizerine yapilan Slgiimler ve elde edilen sonuglar.

inh Tampon Enz.  Inh Su Sub. (1] M % AKkt. % Akt. % Akt. % Akt.
' () (L) (L) (WD) (WD) (1.0k) (2.0k) (3.0k) =Std. sp.
100,0 - - 60,0 2500 - - - - -
100,0 10,0 - 50,0 2500 0,000 100,000 100,000 100,000 10(;) (;)é)(;):l:
80,941+
100,0 100 20 480 2500 17,313 81,250 78,000 83571 2799
100,0 100 40 460 2500 34,626 62,500 57,692 66,177 62,123+
BK3 | ! : ! | . : | : 4,255
53,325+
100,0 100 60 440 2500 51,938 53,677 48,667 57,632 4493
38,379+
100,0 10,0 8,0 42,0 250,0 69,251 38,636 34,000 42,500 4,256
30,574+
100,0 10,0 100 400 250,0 86,564 30,769 26,667 34,286 3813

(Inh.: Inhibitér, Enz.: Enzim, Sub.: Substrat, Akt.: Aktivite, Olg¢.: Olgtim, Std

100

90 -
80 -

70

% Aktivite

30 A
20 A

10 ~

60 -
50 A

40 -

. sp.: Standart sapma)

y= 1003-0,013><
R>=10,9934
0 20 40 60 80
(1] pM

Sekil 5.43. CA XII izoenziminin hidrataz aktivitesi iizerine BKS3 bilesiginin etkisi.
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Cizelge 5.40. CA XII izoenziminin hidrataz aktivitesi lizerine BK4 bilesiginin etkisinin incelen-

mesi lizerine yapilan Slgiimler ve elde edilen sonuglar.

inh Tampon Enz. Inh. Su Sub. (1] M % Akt. % AKkt. % Akt. % AKkt.
' (L) (L) (L) (L) () (1.0k) (2.0k) (3.0) =Std. sp.
100,0 - - 60,0 2500 - - - - -
100,0 10,0 - 50,0 2500 0,000 100,000 100,000 100,000 10(? gggi
64487
100,0 10,0 3,0 470 2500 7447 71,154 57,692 64,615 6.732
43,859+
BK4 100,0 10,0 60 440 2500 14894 47553 38,462 45,562 4779
37,695+
100,0 10,0 75 425 2500 18617 37,870 34,188 41,026 3422
33911+
100,0 10,0 9,0 410 2500 22,340 34,066 30,572 37,094 3264
28,725+
100,0 10,0 10,0 400 250,0 24,823 30,769 24,786 30,618 3412

(Inh.: Inhibitor, Enz.: Enzim, Sub.: Substrat, Akt.: Aktivite, Olg.: Olgtim, Std. sp.: Standart sapma)

% Aktivite

100
90 ~
80 -
70 A
60 -
50 A
40 -
30 A
20 A

10 ~

y= 1006-0,051><
R>=0,9888

10

(1] 1M

15

25

Sekil 5.44. CA XII izoenziminin hidrataz aktivitesi iizerine BK4 bilesiginin etkisi.
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Cizelge 5.41. CA XII izoenziminin hidrataz aktivitesi lizerine BKS5 bilesiginin etkisinin incelen-

mesi lizerine yapilan Slgiimler ve elde edilen sonuglar.

inh. Tampon  Enz. Inh.  Su Sub. 1] M % AKL. % AKL. % AKL %% AKL
' (L) (L) (W) (WD) (WD) (1.0k) (2.0k) (3.0k) =Std sp.
1000 - - 600 2500 - - - - -
1000 100 - 500 2500 0000 100000 100,000 100,000 logé’é’gi
1000 100 30 470 2500 9914 61539 55385 65934 6223;*
41,860
Bks 1000 100 50 450 2500 16523 42308 36264 47009 _oo
30,458+
1000 100 70 430 2500 23132 30769 25641 34965 o
1000 100 90 410 2500 29741 23077 18881 26627 zéz%i
1000 100 100 400 2500 33046 15385 14201 20513 12,;(;(?

(Inh.: Inhibitér, Enz.: Enzim, Sub.: Substrat, Akt.: Aktivite, Olg.: Olgiim, Std. sp.: Standart sapma)

100

% Aktivite

90 -
80 A
70
60 -
50
40 A
30 A
20

10 ~

y= 1009-0,052x
R?=0,995

10

15 20
1] pM

Sekil 5.45. CA XII izoenziminin hidrataz aktivitesi iizerine BK5 bilesiginin etkisi.
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Cizelge 5.42. CA XII izoenziminin hidrataz aktivitesi {izerine BKG6 bilesiginin etkisinin incelen-

mesi lizerine yapilan Slgiimler ve elde edilen sonuglar.

inh Tampon  Enz.  Inh. Su Sub. [1] M % Akt. % AKkt. % Akt. % AKkt.
' () (i) (L) (WD) (uD) (1.0k) (2.0k) (3.0) =Std. sp.
100,0 - - 60,0  250,0 - - - - -
100,0 10,0 - 500  250,0 0,000 100,000 100,000 100,000 10(? gggi
100,0 100 30 470 2500 6,649 62,366 56,129 66,820 6;;;?
100,0 100 50 450 2500 11,082 43548 37,327 48,387 43,088+
BK6 | | ! ! | , : : : 5544
31,932+
100,0 100 70 430 2500 15,514 32,258 26,882 36,657 4896
24501+
100,0 10,0 9,0 41,0 250,0 19,947 24,731 20,235 28,536 4156
100,0 100 100 400 250,0 22,164 19,355 15,633 22,581 lz’liji

(Inh.: Inhibitér, Enz.: Enzim, Sub.: Substrat, Akt.: Aktivite, Olg.: Olgiim, Std. sp.: Standart sapma)

100
90 ~
80 -
70 A
60 -

50 A

% Aktivite

40 -
30 -
20 -

10 ~

y= 100e70:073x
2=0,9975

10

(1] 1M

25

Sekil 5.46. CA XII izoenziminin hidrataz aktivitesi iizerine BKG6 bilesiginin etkisi.
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Cizelge 5.43. CA XII izoenziminin hidrataz aktivitesi {izerine BK7 bilesiginin etkisinin incelen-

mesi lizerine yapilan Slgiimler ve elde edilen sonuglar.

inh Tampon Enz.  Inh Su Sub. [1] M % Akt. % AKkt. % Akt. % AKkt.
' (L) (L) (L) (L) (WD) (1.0k) (2.0k) (3.0) =Std. sp.
100,0 - - 60,0  250,0 - - - - -
100,0 10,0 - 500  250,0 0,000 100,000 100,000 100,000 10(? gggi
55,706+
100,0 100 30 470 2500 14,463 56,757 47,297 63,063 7935
31,860+
BK7 100,0 100 50 450 2500 24,104 32,432 24,710 38,438 6.882
100,0 100 70 430 2500 33,746 21,376 15,676 26,126 zéggzi
16,617+
100,0 10,0 9,0 41,0 250,0 43,388 16,840 12,162 20,849 4348
10,958+
100,0 100 100 400 250,0 48,209 8,962 8,649 15,262 3731

(Inh.: Inhibitér, Enz.: Enzim, Sub.: Substrat, Akt.: Aktivite, Olg.: Olgiim, Std. sp.: Standart sapma)

100

90 ~
80 -
70 A
60 -

50 A

% Aktivite

40 -
30 -
20 -

10 ~

y= 100e-0,045x
R2=10,9896

20

(1] 1M

30

50

Sekil 5.47 CA XII izoenziminin hidrataz aktivitesi lizerine BK7 bilesiginin etkisi.
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Cizelge 5.44. CA XII izoenziminin hidrataz aktivitesi lizerine PTK1 bilesiginin etkisinin ince-

lenmesi {izerine yapilan Slgiimler ve elde edilen sonuglar.

inh Tampon Enz. Inh. Su Sub. (1] M % AKkt. % Akt. % Akt. % AKkt.

CWh) (L) (i) (i) (WD) (1.0k) (2.0k) (3.0k) +Std. sp.
100,0 - - 60,0 2500 - - - - -

100,0 10,0 - 50,0 2500 0,000 100,000 100,000 100,000 10(? gggi

100,0 10,0 20 480 2500 9,835 72,656 64,583 77,500 7;):2?

26,632+

PTK 100,0 10,0 50 450 2500 24,587 27,083 20,313 32,500 6.106

1 }

100,0 10,0 70 430 2500 34,422 15,865 11,458 19,643 ligggi

8,763+

100,0 10,0 9,0 41,0 250,0 44,257 8,854 6,250 11,184 2468

6,965+

100,0 10,0 10,0 40,0 250,0 49,174 7,031 4,934 8,929 1998

(Inh.: Inhibitér, Enz.: Enzim, Sub.: Substrat, Akt.: Aktivite, Olg¢.: Olgtim, Std

% Aktivite

100

. sp.: Standart sapma)

90 -
80 A
70
60 -
50
40 A
30 A
20

10 ~

y= 1006-0,054x
R>=0,9932

20 30 40
1] pM

50

Sekil 5.48. CA XII izoenziminin hidrataz aktivitesi iizerine PTK1 bilesiginin etkisi.
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Cizelge 5.45. CA XII izoenziminin hidrataz aktivitesi lizerine PTK2 bilesiginin etkisinin ince-

lenmesi {izerine yapilan Slgiimler ve elde edilen sonuglar.

inh Tampon  Enz.  Inh Su Sub. 1] ™M 0% AKL 7% AKL % AKL % AKL
' (kL) (ML) (uL) (W) (u0) (.Ok) (2.0k) (3.0k) +Std. sp.
1000 - - 600 2500 - - - - -
1000 100 - 500 2500 0000 100000 100000 100000 ot
1000 100 20 480 2500 6173 85197 83450 86550 851’223*
64,288+
PTK 1000 100 50 450 2500 15433 64474 61404 66986 oo
2 ,
1000 100 70 430 2500 21606 50658 47368 Sl oo
1000 100 90 410 2500 27780 4534 42005 48120 o
1000 100 100 400 2500 30866 40790 37652 43509 42’22‘?

(Inh.: Inhibitér, Enz.: Enzim, Sub.: Substrat, Akt.: Aktivite, Olg.: Olgiim, Std. sp.: Standart sapma)

100

90 -
80 -

70

% Aktivite

30 A
20 A

10 ~

60 -
50 A

40 -

y= 100e-0,029><
R>=0,9947

10

15 20 25

(1] 1M

30

35

Sekil 5.49. CA XII izoenziminin hidrataz aktivitesi iizerine PTK2 bilesiginin etkisi.
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Cizelge 5.46. CA XII izoenziminin hidrataz aktivitesi lizerine PTK3 bilesiginin etkisinin ince-

lenmesi {izerine yapilan Slgiimler ve elde edilen sonuglar.

inh Tampon  Enz.  Inh Su Sub. (1] M % AKkt. % Akt. % Akt. % AKkt.
' (L) (L) (i) (L) (WD) (1.0k) (2.0k) (3.0k) +Std sp.
100,0 - - 60,0 250,0 - - - - -
100,0 10,0 - 50,0 250,0 0,000 100,000 100,000 100,000 10(? gggi
56,142+
100,0 100 40 460 250,0 14,106 62,366 45,455 60,606 9297
31,232+
PTK 100,0 100 80 420 250,0 28,213 37,276 22,078 34,343 8063
3 19,557+
100,0 100 120 380 250,0 42,319 24,731 12,727 21,212 6171
12,116+
100,0 100 150 350 250,0 52,899 15,323 7,692 13,333 3958
6,348+
100,0 100 200 300 250,0 70,532 8,602 3,743 6,699 2448

(Inh.: Inhibitér, Enz.: Enzim, Sub.: Substrat, Akt.: Aktivite, Olg.: Olgiim, Std. sp.: Standart sapma)

100

% Aktivite

90 -
80 A
70
60 -
50
40 A
30 A
20

10 ~

y= 100e-0,039><
R2=10,9989

20

40
(1] uM

80

Sekil 5.50. CA XII izoenziminin hidrataz aktivitesi iizerine PTKS3 bilesiginin etkisi.
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Cizelge 5.47. CA XII izoenziminin hidrataz aktivitesi lizerine PTK4 bilesiginin etkisinin ince-

lenmesi iizerine yapilan Olgiimler ve elde edilen sonuglar.

inh Tampon Enz.  Inh Su Sub. [1] M % Akt. % AKkt. % Akt. % AKkt.
' (L) (L) (L) (L) (WD) (1.0k) (2.0k) (3.0) =Std. sp.
100,0 - - 60,0  250,0 - - - - -
100,0 10,0 - 500  250,0 0,000 100,000 100,000 100,000 10(? gggi
70,443+
100,0 100 30 470 2500 14,906 72,414 66,503 72,414 3413
100,0 100 60 440 2500 29,812 54,859 47,893 54,859 52,537
PTKA | | . : | s : | : 4,022
45977+
100,0 10,0 75 425 250,0 37,264 48,276 41,379 48,276 3982
40,487+
100,0 10,0 9,0 41,0 250,0 44,717 42,706 36,050 42,706 3843
35,824+
100,0 100 100 400 250,0 49,686 37,931 31,609 37,931 3650

(Inh.: Inhibitér, Enz.: Enzim, Sub.: Substrat, Akt.: Aktivite, Olg.: Olgiim, Std. sp.: Standart sapma)

100
90 ~
80 -
70 A
60 -

50 A

% Aktivite

40 -
30 -
20 -

10 ~

y= 100e-0,021><
R2=0,996

20

(1] 1M

30

50

Sekil 5.51. CA XII izoenziminin hidrataz aktivitesi iizerine PTK4 bilesiginin etkisi.
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Cizelge 5.48. CA XII izoenziminin hidrataz aktivitesi lizerine PTKS5 bilesiginin etkisinin ince-

lenmesi {izerine yapilan Slgiimler ve elde edilen sonuglar.

inh Tampon Enz. Inh. Su Sub. (1] M % AKkt. % Akt. % Akt. % AKkt.
CWh) () (i) (i) (WD) (1.0k) (2.0k) (3.0k) +Std. sp.
100,0 - - 60,0 2500 - - - - -
100,0 10,0 - 50,0 2500 0,000 100,000 100,000 100,000 10(? gggi
80,387+
100,0 10,0 50 450 2500 18,761 71,154 83,459 86,550 8145
60,745+
PTK 100,0 10,0 100 400 2500 37,522 53,846 61,404 66,986 6504
5 ;
100,0 10,0 150 350 2500 56,283 37,870 42,105 48,120 4;?2?
34,693+
100,0 10,0 200 300 250,0 75,043 30,769 33,835 39,474 4415
22,586+
100,0 10,0 300 200 250,0 112,565 17,582 22,807 27,368 4897

(Inh.: Inhibitér, Enz.: Enzim, Sub.: Substrat, Akt.: Aktivite, Olg.: Olgiim, Std. sp.: Standart sapma)

1

% Aktivite

00

90 -
80 A
70
60 -
50
40 A
30 A
20

10 ~

y= 100e-0,014><
R2=10,9922

20

(1] nM

80

100

120

Sekil 5.52. CA XII izoenziminin hidrataz aktivitesi iizerine PTKS5 bilesiginin etkisi.
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Cizelge 5.49. CA XII izoenziminin hidrataz aktivitesi lizerine PTKG6 bilesiginin etkisinin ince-

lenmesi {izerine yapilan Slgiimler ve elde edilen sonuglar.

inh Tampon Enz. Inh. Su Sub. [1] M % AKkt. % Akt. % Akt. % Akt.
' (uL) (L) (i) (WD) (uL) (1.0k) (2.0k) (3.0k) =Std sp.
100,0 - - 60,0 2500 - - - - -
100,0 10,0 - 50,0 2500 0,000 100,000 100,000 100,000 10(;) (;)é)(;):l:
81,953+
100,0 10,0 10 490 2500 3472 82,143 79,861 83,854 2003
PTK 100,0 10,0 30 470 2500 10415 58,333 54,688 61,250 Szgzgi
6 37,325+
100,0 10,0 50 450 2500 17,358 37,500 34,091 40,385 3151
100,0 10,0 7,0 43,0 250,0 24,301 21,875 19,444 24,020 212’22(;[
14416+
100,0 10,0 10,0 400 250,0 34,715 14,474 12,732 16,042 1656

(Inh.: Inhibitor, Enz.: Enzim, Sub.: Substrat, Akt.: Aktivite, Olg.: Olctim, Std. sp.: Standart sapma)

100
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80 -
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60 -

50 A
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Sekil 5.53. CA XII izoenziminin hidrataz aktivitesi iizerine PTKG6 bilesiginin etkisi.
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Cizelge 5.50. Bilesiklerin hidrataz 1Csy degerleri.

Hidrataz 1Cs, (M)

Bilesik hCA I hCA 11 CAIX CAXII
B2 - - - 693,147
T1 - - - 173,287
BK1 49,511 49,510 99,021 17,753
BK2 - 77,016 63,012 28,881
BK3 99,020 77,025 57,761 53,317
BK4 - - 77,014 13,591
BK5 - - 138,629 13,330
BK6 21,005 25,672 40,773 9,495

BK7 - 69,315 53,320 15,403
PTK1 63,013 36,481 34,658 12,836
PTK2 38,508 33,007 23,902 23,901
PTK3 34,657 22,360 33,008 17,773
PTK4 57,762 53,318 69,314 33,005
PTK5 53,319 34,656 49,511 49,512
PTKG6 15,068 38,507 25,671 11,951

Ug farkl aktivite olgiimii sonucu elde edilen grafigin denklemi baz alimarak hesaplannugstir.

5.3. Sentezlenen Bilesiklerin hCA I, hCA II, CA IX ve CA XII izoenzimlerinin
Esteraz Aktiviteleri Uzerindeki inhibisyon Etkilerine iliskin Sonuclar

Bilesiklerin esteraz aktiviteleri insan eritrositlerinden saflagtirlan hCA I ve hCA 1I
izoenzimleri {izerinde incelenmis ve proton transfer tuzlari (PT1-PT6) ile proton transfer tuzu
komplekslerinin (PTK1-PTK6) bu iki izoenzim iizerinde inhibisyon etkisine sahip olduklar
g6zlenmistir. Benzer sekilde CA IX ve CA XII izoenzimleri ile de esteraz aktivitesi ¢ahigiimak
istenmig, ancak bu iki izoenzim c¢ok zayif oranda esteraz aktivitesi gostermistir. Bu durum
inhibisyon Kkinetigi ¢ahsmasi igin uygun olmadigindan bilesiklerin CA IX ve CA XIlI
izoenzimleri ile olan esteraz gahgsmast yapillamamigtir. Tez ¢alisgmasmm asil amact olan CA IX
ve CA XII iizerindeki inhibisyon, bu iki izoenzimin esteraz aktivitesi agismdan
incelenemediginden hCA I ve hCA 1II izoenzimlerinin esteraz aktivitelerinin inhibisyon

degerleri burada belirtilmemistir.
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6. TARTISMA

Karbonik anhidrazlar (EC 4.2.1.1) karbon dioksitin bikarbonat ve protona doniigiimiinii
katalizleyen ve Ozellkle o smifina ait olanlart olduk¢a iyi karakterize edilmis olan
metaloenzimlerdir. Katalizledikleri reaksiyon itibariyle pek ¢ok fizyolojik siiregte rol alan CA
enzimlerinin ¢esitli metabolik bozukluklar veya hastaliklar ile de iligkili olmasi beklenen bir
durumdur (Alterio vd., 2012). Kanser ise kontrolsiiz hiicre boliinmesi sonucu ortaya ¢ikan ve
sebep oldugu olim orani nedeniyle yeni tedavi stratejilerinin, yeni ilaglarm gelistirilmesi igin

iizerinde bilim insanlarmin yogun olarak calistigi bir hastaliktir.

Bu c¢alismada insan eritrosit karbonik anhidraz enzimleri olan hCA 1 ve hCA Il
Sepharose®4B-L-tirozin-p-aminobenzensiilfonamit afinite kromatografisi ile saflastirildi. insan
rekombinant CA IX ve CA XII izoenzimi ise hazir olarak temin edildi. Daha sonra sentezlenen

bilesiklerin bu dort izoenzim {izerindeki inhibisyon etkileri in vitro olarak incelendi.

Afinite jeli ise CNBr aktiflestirilmis Sepharose®4B kullamilarak sentezlendi. Oncelikle
CNBr aktiflestirilmis Sepharose®4B matriksine L-tirozin uzanti kolu baglandi. Daha sonra
dizolanmis siilfanilamit tirozine kenetlendirildi. Stlfanilamit CA inhibitérii oldugundan burada
ligant olarak kullanildi. Tirozin ise enzimin ligant olarak kullanilan siilfanilamitle daha iyi
etkilesimini saglayabilmek igin uzanti kolu olarak secildi (O'Connor ve Maslen, 1965; Mostad
ve Remming, 1973). Ciinkii enzimin aktif bdlgesinin yiizeyden yaklasik 13 A derinlikte oldugu
X-1sm1 analizleri ile belirlenmistir (Alterio vd., 2012). Dolayisiyla afinite jeli ile enzimin iyi
etkilesmesi uygun bir uzanti kolunun varligina baghdir.

hCA I ve hCA 1I izoenzimlerinin elisyonu sirasiyla 0,025 M Na,HPO,/1,0 M NaCl (pH
6,3) ¢ozeltisi ve 0,1 M CH3;COONa/0,5 M NaClO, (pH 5,6) ¢ozeltisi kullanilarak
gerceklestirildi.  Saflagtirilan enzimlerin SDS-PAGE ile safliklar1 kontrol edildi ve tek bant
gozlemlendi (Sekil 5.3). hCA 1 izoenziminin spesifik aktivitesi 1565,12 EU/mg protein olup
%45,02 verimle saflastirld. hCA II izoenzimi ise %62,72 verimle saflagtirildi ve spesifik
aktivitesi 3706,30 EU/mg protein olarak belirlendi (Cizelge 5.1).

Afinite kolonundan eliisyonu takip etmek amaciyla yapilan kalitatif protein tayinini
takiben eliiatlardaki protein miktarmi belirlemek i¢cin kantitatif protein tayini yapildi. Kantitatif
protein tayini i¢cin Bradford metodu kullanildi. Bu metodun secilmesinin nedeni hassasiyeti, ¢ok

kisa siirede uygulanabilirligi ve protein—boya kompleksinin stabil olmasidir (Bradford, 1976).
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hCA 1 ve hCA Il izoenzimlerinin esteraz K, ve Vpu degerlerini belirlemek amaciyla
farkl substrat konsantrasyonlarmda aktivite Olglimii yapilarak Lineweaver-Burk grafikleri
¢izildi. hCA 1 izoenzimi i¢in K, degeri 5,380 mM, Vi degeri 108,00 umol.dk™ olarak, hCA 11
izoenzimi i¢in ise K, degeri 5,660 mM, V. degeri 189,00 umol.dk'1 olarak hesaplandi (Sekil
5.4 ve Sekil 5.5).

Enzim aktivite tayini igin ise hidrataz ve esteraz aktivitesi dlgiim yontemleri kullanildi.
Wilbur ve Anderson (1948) tarafindan gelistirilen ve Maren tarafindan (1960) modifiye edilen
CO, hidrataz aktivitesi metodu, hidrasyon reaksiyonu sonucu agiga ¢ikan H* iyonlari sebebiyle
pH’ m 8,2 den 6,3 e diismesi i¢in gegen siirenin Slgiimiine dayanan bir yontemdir (Wilbur ve
Anderson, 1948; Maren, 1960). Bu aktivite, CA izoenzimlerinin fizyolojik olarak

katalizledikleri bir reaksiyonun olgiimiine dayandigmdan &nemlidir.

Esteraz aktivitesi Ol¢limii ise bir diger metottur. Verpoorte vd., (1967) tarafindan
gelistirilen bu metot karbonik anhidrazin ester baglarmi pargalamasma dayanmaktadir
(Verpoorte vd., 1967). Bu metot, CA’ nm fizyolojik olarak Kkatalizledigi bir reaksiyona
dayanmamaktadir. Ancak hassasiyeti nedeniyle tercih edilmektedir. Fizyolojik agidan hidrataz
aktivitesi metodu daha Onemlidir. Karbonik anhidraz, substrat olarak kullanilan 4-nitrofenil
asetat, 348 nm de absorbans veren 4-nitrofenol veya 4-nitrofenolat’a hidroliz etmektedir. 4-
nitrofenil asetat suda ¢oziinmediginden Oncelikle az miktar asetonda ¢oziildii, daha sonra suya
yavag yavag ilave edildi. Asetonun seg¢ilme nedeni ise ester hidrolizi reaksiyonunu en az inhibe
eden ¢oOziicii olmasidir. Bu ¢ahismada sentezlenen bilesiklerin hCA 1 ve hCA II esteraz
aktiviteleri {izerindeki inhibisyon etkileri incelenmistir. CA IX ve CA XII izoenzimleri ise
inhibisyon ¢alismasi yapilabilecek diizeyde esteraz aktivitesi gostermemislerdir. Bu nedenle bu
iki izoform fizerinde esteraz aktivitesi ¢ahgmasi yapilamamistir. Literatiirde yapilan arastirma
sonucunda CA IX ve CA XII izoenzimlerinin esteraz aktivitesinin incelendigi sadece bir
¢alismaya rastlanmistir. Uda vd., (2015) tarafindan yapilan bu ¢alisma detayl incelendiginde bu
izoenzimlerin esteraz aktivitelerinin oldukc¢a diisiik oldugu ve yiiksek enzim konsantrasyonu
gerektirdigi goriilmektedir (Uda vd., 2015). Uda vd., (2015) tarafindan yapilan ¢alisma bizim
arastrmamizda yeterli diizeyde CA IX ve CA XII esteraz aktivitesi gbzleyememis olmamizi

desteklemektedir.

Sentezlenen bilesiklerin, izoenzimlerin hidrataz aktivitesi tizerindeki inhibisyon
etkilerini  6lgmek i¢in, %1,0’lik olarak hazrlanan inhibitér stok ¢ozeltileri, uygun
konsantrasyonlarda seyreltilerek kullanildi. Insan eritrositlerinden saflastirilan hCA I ve hCA 11

izoenzimleri ile rekombinant olarak temin edilen CA IX ve CA XII izoenzimleri igin bes farkl
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inhibitor konsantrasyonunda hidrataz aktivitesi Olgiimleri yapildi. Inhibisyon etkisi olan

bilesiklerin %Aktivite-[T] grafikleri ¢izilerek 1Csy degerleri hesaplandi (Cizelge 5.50).

Bilesiklerin hCA I, hCA II, CA IX ve CA XII izoenzimlerinin hidrataz aktiviteleri
iizerindeki inhibisyon etkileri incelendiginde, baslangic maddelerinin (B1-B7), basit tuzlarin
(T1-T7) ve proton transfer tuzlarmmn (PT1-PT6) inhibisyon etkisi gostermedikleri, baslangic
kompleksleri (BK1-BK?7) ile proton transfer tuzu komplekslerinin (PTK1-PTK6) ise bu
izoenzimler iizerinde inhibisyon potansiyeline sahip olduklari goriilmiistiir. Ancak ilging bir
sekilde baglangic maddelerinden B2 bilesigi ile basit tuzlardan T1 bilesigi CA XII izoenziminin
hidrataz aktivitesini inhibe etmiglerdir. Cizelge 5.50° deki 1Csy degerleri incelendiginde
inhibisyon derecesinin mikromolar seviyesinde oldugu ve bilesiklerin oldukg¢a gii¢lii inhibitorler
olduklar1 goze carpmaktadwr. Ayrica Cizelge 5.50° deki degerler, inhibitoérlerin CA XII
izoenzimine karsi daha segici davrandiklarini acik¢a gostermektedir. Calisilan enzimler, her ne
kadar karbonik anhidraz ailesinin iiyesi olsalar da izoenzimlerin amino asit sekanslarmdaki
farkliliklar (Sekil 2.6 ve Cizelge 6.1) bilesikler ile izoenzimler arasindaki etkilesimin kuvvetini

belirleyeceginden her izoenzimin inhibitorlerden farkli sekilde etkilenmesine neden olurlar.

Cizelge 6.1. CA izoenzimlerinin aktif bolge amino asitlerinin kiyaslanmasi (Bhatt vd., 2017).

Kalint1 Numarasi CAI CA I CAIX CA X1l
7 Tyr Tyr Tyr Tyr
62 Val Asn Asn Asn
64 His His His His
65 Ser Ala Ser Ser
67 His Asn Gln Lys
69 Asn Glu Thr Asn
91 Phe lle Leu Thr
92 GIn GIn Gln GIn
94 His His His His
96 His His His His
119 His His His His
121 Ala Val Val Val
131 Leu Phe Val Ala
135 Ala Val Leu Ser
141 Leu Leu Leu Leu
143 Val Val Val Val
170 Lys Lys Glu Lys
198 Leu Leu Leu Leu
199 Thr Thr Thr Thr

200 His Thr Thr Thr
202 Pro Pro Pro Pro
204 Tyr Leu Ala Asn
207 Val Val Val Val

209 Trp Trp Trp Trp
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Buradan hareketle, c¢esitli arastrma gruplar tarafindan 6zellikle kanser iligkili CA izoformlari
olan CA XI ve CA XII’ ye kars1 secici inhibisyon ozelligine sahip bilesiklerin gelistirilmesi i¢in
caligmalar yapilmaktadir. Bazi calismalarda klasik CA inhibitorleri olan siilfonamitlerin ¢esitli
tiirevlerinin inhibisyon 6zellikleri incelenmistir (Supuran, 2008a; Neri ve Supuran, 2011,
Supuran, 2012; Alterio vd., 2012), bazilarinda ise daha yeni inhibitor tiirleri olan kumarin,
siilfokumarin, poliamin ve fenol tiirevlerinin inhibisyon Ozellikleri ve izoenzim segicilikleri
incelenmistir (Supuran, 2016a, Carta vd., 2010, Tars vd., 2013, Maresca vd., 2009, Touisni vd.,
2011).

Proton transfer tuzlari ve bu tuzlar ile hazirlanan karigik liganth metal komplekslerinin
hCA I ve hCA 1II izoenzimleri iizerindeki etkileri grubumuz tarafindan uzun bir siiredir
incelenmektedir. ~ Stilfosalisilik asit bilesiginin ve tlirevlerinin CA izoenzimleri {izerinde
inhibisyon etkisi gosterdigine dair c¢aligmalar mevcuttur (Bayram vd., 2008, Yenikaya vd.,
2011). Ayrica siilfonik asitlerin CA T ve CA 1I izoenzimlerini zayif oranda inhibe ederken, CA
IX ve CA XII izoenzimlerini giicli bir sekilde mhibe ettigi kanitlanmustr (Tars vd., 2013).
Biitiin bu nedenlerden yola c¢ikilarak bu tez c¢alismasinda siilfosalisilik asit proton transfer
tuzlarmm karisik liganth kompleksleri sentezlenmis ve CA izoenzimleri iizerindeki etkileri

incelenmistir. Cizelge 5.50 daha detayli incelenecek olursa;

Siilfonik asit (-SO3H) grubu iceren bilesikler ikinci CA inhibisyon mekanizmasi olan
metal iyonuna koordine olmus su molekiilivhidroksit iyonu iizerine baglanma seklinde etkilerini
gosterirler (Sekil 2.5B) (Tars vd., 2013). Bu bilesikler ozellikle CA XII izoenzimini diger
izoenzimlere gore daha yiiksek oranda inhibe etmiglerdir. BK1 bilesigi CA XII izoenzimini
hCA I ve hCA II’ den yaklasik ii¢ kat, CA IX’ dan ise yaklasik alt1 kat daha giiclii oranda inhibe
etmigtir. PTK1 bilesigi CA XII izoenzimini hCA I’ den yaklagik bes kat, hCA Il ve CA IX’ dan
yaklasik {ic kat daha giiclii oranda inhibe etmistir. Ayrica PTK1 bilesigi CA IX izoenzimini
hCA I’ den yaklasik iki kat daha giiclii oranda inhibe etmistir. PTK2 bilesigi CA IX ve CA XII
izoenzimlerini ayni oranda, hCA I ve hCA II’ den ise nispeten daha giiglii bir sekilde inhibe
etmigtir. Benzer sekilde PTK4 bilesigi de CA XII izoenzimini diger izoformlardan daha giiclii
oranda inhibe etmistir. PTK5 bilesigi ise CA IX ve CA XII izoenzimlerini ayni oranda inhibe
etmigs, hCA 1 izoenziminden nispeten daha fazla inhibisyon etkisi gostermistir. Ancak ayni
bilesik hCA II izoenzimini en gii¢lii oranda inhibe etmistir. Bununla birlikte siilfonik asit
tirevlerinin kanser iligkili izoformlara, 6zellikle de CA XII’ ye olan ilgisi siilfokumarinlerden
oldukca farkh bilesikleri biinyesinde barmdiran bu ¢aligmada da gosterilmistir. Tars vd., (2013)
tarafindan siilfokumarin tiirevleri ile yapilan bir calismada elde edilen sonuglar bu tez

calismasmi dogrular niteliktedir (Tars vd., 2013).
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Sekil 6.1. Caligmada kullanilan ve serbest —SOzH grubu igeren bilesikler.

Poliamin bilesiklerinin de stilfonik asit grubu iceren bilesikler gibi ¢inko iyonuna bagh
su molekiilii’hidroksit iyonuna baglanma seklinde CA izoformlarini inhibe ettikleri Carta vd.,
(2010) tarafindan yapilan bir g¢ahsmada gosterilmistir (Carta vd., 2010). Cahsmamizdaki
baslangic kompleksleri de (BK2-BK7) amin grubu igeren ligantlar kullanilarak sentezlenen
Cu(Il) kompleksleridir. Bu komplekslerin yapilar1 incelendiginde merkez atoma en az iki amin
ligantnin  baglandigt goriilmektedir. Dolayisiyla BK2-BK7 bilesikleri de poliamin bilesikleri
gibi degerlendirilebilir. Cizelge 5.50 incelendiginde BK2-BK7 bilesiklerinin tamammm CA IX
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ve CA XII izoenzimlerini inhibe ettigi, hCA I ve hCA II izoenzimlerini ise bu bilesiklerin bir
kismmm inhibe ettigi gbze ¢arpmaktadir. hCA 1 izoenzimini sadece BK3 ve BKG6 bilesigi inhibe
ederken, hCA Il izoenzimini BK2, BK3, BK6 ve BK7 bilesikleri inhibe etmistir. Bu durum
BK4 ve BKS5 bilesiklerinin CA IX ve CA XII’ ye karst segici davrandiklarini ortaya
koymaktadwr. Ayrica BK2-BK7 bilesiklerinin  tamami  CA XII izoenzimini diger
izoenzimlerden daha yiiksek oranda inhibe etmistir. Ozellikle BK5 bilesigi CA XII izoenzimini
CA IX’ dan yaklasik on kat daha yiiksek oranda inhibe etmistir. BK2, BK3 ve BK7 bilesikleri
de hCA I ve hCA II’ ye nazaran CA IX izoformuna karsi daha secici davranmislardir. Biitiin
sentezlenen maddeler igerisinde en yliksek inhibisyon etkisini BK6 bilesigi CA XII izoenzimi

lizerinde gostermistir (9,495 pM).
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Sekil 6.2. Calismada kullanilan ve goklu —NH, grubu igeren bilesikler.
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Yapisinda ¢ift Cu(Il) bulunduran PTK3 ve PTKG6 bilesikleri de diger bilesiklere benzer
olarak ozellikle CA XII izoenzimini giigli bir sekilde inhibe etmislerdir.
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Sekil 6.3. Calismada kullanilan ve ¢ift merkez atom i¢eren bilesikler.

Scozzafava vd. (2000) ve Casey vd. (2004) tarafindan yapilan ¢ahsmalarda iyonik
siilfonamit tiirevlerinin hiicre membranindan gegemedikleri kanttlanmistir (Scozzafava vd.,
2000; Casey vd., 2004). Benzer sekilde bu ¢alisma kapsaminda incelenen BK4, BKS5, BKS,
PTK2 ve PTKS5 bilesikleri de iyonik yapidadirlar. Yani bu bilesiklerin de membrandan
gecememe potansiyelleri s6z konusu edilebilir. Bu durum, membrana bagh olan CA IX ve CA
XII’ nin sitozolik olan CA I ve CA II’ ye gore fizyolojik sartlarda daha segici olarak inhibe

edilmesi agismdan 6nem arz etmektedir.

Sonu¢ olarak sentezlenen bilesikler CA izoformlar1 iizerinde inhibisyon etkisine
sahiptirler. Ozellikle kanser iliskili izoformlardan biri olan CA XII’ nin diger izoenzimlere
nazaran daha kuvvetli bir sekilde inhibe edilmesi, kanser hiicrelerine karsi segici ila¢ etken
maddeleri gelistirilmesi agisindan umut vericidir. Bu kisimda ifade edilen yapraktivite iliskileri
literatiirdeki benzer calismalarla desteklenerek aciklanmigtir. Daha kesin ifadeler i¢in enzim-—

inhibitor etkilesimini net bir sekilde agiklayan X-1sim1 kirmmmi analizleri gereklidir.
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7. ONERILER

Bu tez calismasinda elde edilen sonuclarn gelistirilmesi i¢in daha sonraki ¢aligmalarda

asagidaki adimlar uygulanabilir.

v Sentezlenen bilesikler modifiye edilerek inhibisyon potansiyelleri ve izoenzim

secicilikleri artirilabilir.

v Bu calsmada elde edilen in vitro sonuglara ilaveten, bilesiklerin antitimor

Ozellikleri kanser hiicre kiiltiirlerinde ve kanserli canlilar iizerinde arastirilabilir.

v’ Bilesiklerin enzime hangi konumdan baglandiklarini kesin olarak agiklayabilmek
icin enzim ile inhibitdr birlikte kristallendirilip X—1smn1 kirmimmi analizi yapilabilir.
Boylelikle bilesiklerin izoenzim segiciliklerinin nasil artirilacagi konusunda daha
kesin adimlar atilabilir.

v' lyonik olan bilesiklerin hiicre membranmndan gegebilme potansiyelleri incelenerek

daha somut veriler elde edilebilir.
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