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Antikanser Ajanlar icin Hedef Olarak DNA Topoizomerazlar
DNA Topoisomerases as Targets for Anticancer Agents
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Kanser, hiicrenin temel islevlerini diizenleyen mekanizmalardaki bozukluklarin sonucunda ortaya ¢ikan ve gesitli genetik degi-
sikliklerden kaynaklanan kompleks bir hastaliktir. Bu genetik degisiklikler neticesinde hiicre dongiisiiniin bozularak siirekli
olarak yeni kanser hiicrelerinin meydana gelmesi ve yok edilememesi ile karakterize bir hastaliktir. Kanser, diinya ¢apinda
6liimlerin ana nedenlerinden biridir. Yilda yaklasik olarak 9 milyon kisinin dliimiine neden olur. Kanser tedavisinde mortalitey i
azaltmak ve sag kalimi arttirmak i¢in birgok farkli tedavi modaliteleri uygulanmaktadir. Kanser tedavisinde kemoterapi, radyote-
rapi ve cerrahi yontemler olmak {izere baslica ii¢ yaklasim bulunmaktadir. Bunlarin igerisinde en sik kullanilan yontem olan
kemoterapide, kimyasal ajanlarla kanser hiicrelerinin apoptozu hedeflenirken ayni zamanda kanserin durdurularak yayilmas: da
engellenir. Ancak var olan ilaglarm, yiiksek toksisiteye, istenmeyen yan etkiler ve ilag direncine neden olmasindan dolay1 hala
giiniimiizde kanser tedavisinde yeni yaklagimlar arastirilmaktadir. Bugiinkii aragtirmalarin 6nemli bir hedefi, 6zellikle en agresif
tiimorler igin yeni, daha spesifik kemoterapétiklerin gelistirilmesi ve yeni biyolojik hedeflerin tanimlanmasidir. Kanser tedavisi
icin ¢esitli molekiiler hedefler arasinda, DNA topoizomerazlar yer almaktadir. Hiicre proliferasyonu, farklilasmas: ve hayatta
kalmasi sirasindaki temel rolleri nedeniyle iyi karakterize edilmis hedeflerdir. Bu enzimler, DNA iizerinde gegici kiriklar olustu-
rarak molekiiliin kimyasal yapisini etkilemeden ii¢ boyutlu yapisini degistirirler. Tek zincir iizerinde veya ¢ift zincir iizerinde
kirik olusturmalarma gore tip I ve tip II olarak iki alt siifa ayrilirlar.

Abstract Review article

Cancer is a complex disease resulting from various genetic changes that lead to disorders in the mechanisms regulating the basic
functions of the cell. As a result of these genetic changes, it is a disease characterized by the fact that new cancer cells are
constantly formed and cannot be destroyed by disrupting the cell cycle. Cancer is one of the main causes of deaths worldwide. It
causes approximately 9 million deaths annually. Many different treatment modalities are applied in cancer treatment to decrease
mortality and increase survival. There are three main approaches in cancer treatment: chemotherapy, radiotherapy and surgical
methods. In chemotherapy, which is the most commonly used method among these, while apoptosis of cancer cells is targeted
with chemical agents, it is also prevented from stopping the cancer by spreading. However, new approaches to cancer treatment
are still being investigated today, since existing drugs cause high toxicity, undesirable side effects and drug resistance. An
important goal of current researchs is the development of new, more specific chemotherapeutics and the identification of new
biological targets, especially for the most aggressive tumors. DNA topoisomerases are among the various molecular targets for
cancer treatment. Cell proliferation are well-characterized targets due to their essential role in differentiation and survival. These
enzymes change the three dimensional structure of DNA without affecting chemical structure through transient breaks. They are
divided into two subclasses as type I and type II according to their fracture formation on a single chain or double chain.

GIRIS

DNA, genetik bilgiyi tasiyan molekiil oldugundan canlinmn
devamlilig1 igin biiyilk 6nem tagimaktadir. Bu nedenle DNA
molekiiliiniin hiicre i¢indeki biitiinliigiiniin korunmasi, canlili-
gin devami agisindan biiylik dnem tasir. Replikasyon, rekombi-
nasyon ve transkripsiyon gibi hiicresel faaliyetler swrasinda
meydana gelebilecek DNA kiriklar1 hiicrede genom biitiinliigii-
niin bozulmasina ve tamir edilmedigi takdirde hiicrenin limii-
ne neden olabilmektedir'.

DNA molekiiliiniin kendi tizerinde donerek/kivrilarak

olusturdugu  yapiya

topoizomerazlara gereksinimi, DNA’nin ¢ift heliks yapida
olmasindan ileri gelir. DNA topoizomerazlar, DNA metaboliz-
masinda kritik rol oynayan tiim hiicresel organizmalarda bulu-
nan temel enzimlerdir”.

Topoizomerazlar DNA replikasyonu, transkripsiyon,
rekombinasyon ve onarimda 6nemli rolleri olan enzim ailesi-
dir*. Transkripsiyon, replikasyon, rekombinasyon gibi olaylarin
hepsinde DNA heliksinin ya kismen ya da tamamen acilmasi
gerekir. DNA topoizomeraz enzimleri DNA’nin yapisinda ge-
¢ici kiriklar olusturarak transkripsiyon ve replikasyon gibi is-

lemlerin gergeklesmesine olanak saglarlar’™. DNA topoizome-

“slipersarmal”  denir.  Hiicrenin
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razlarmin aktivitelerinin bozulmasinin ve/veya inhibisyonunun
DNA replikasyonunun/transkripsiyonunun baskilanmasina ve
sonu¢ olarak programlanmigs hiicre Oliimiiniin (apoptoz)
indiiklenmesine neden olmaktadir'®.

Topoizomeraz enzimlerinin aktivitesinin baskilanma-
sinin genom fonksiyonlarini engelleyebilecegi, kromozom sta-
bilitesini tehlikeye atabilecegi ve bu nedenle zararl: sitotoksisi-
teyi tetikleyebilecegi goz Oniine alindiginda, klinikte kanser
terapétikleri olarak topoizomeraz enzimlerini hedefleyen gesitli
ajanlar gelistirilmekte ve arastirilmaktadir''. Ayrica, topoizo-
meraz mutasyonlar1 kanserin yaninda ndérodejenerasyon, otizm
ve otoimmiin hastaliklar gibi ¢esitli insan hastaliklar1 ile de

iliskilendirilmistir'.

DNA Topoizomeraz enzimlerinin siniflandirilmasi

DNA topoizomeraz kesfi 1971°de James Wang tarafindan
E. coli’de gergeklestirilmistir. Topoizomerazlar, bir seferde
DNA tek iplik¢igini kesmelerine veya DNA’da ¢ift-iplik¢ikli
kirmalarma gore iki ana aile olarak smiflandirilirlar; tip I ve tip
II topoizomeraz. DNA topoizomeraz I ilk defa 1971°de, DNA
topoizomeraz II ise 1976’da tanimlanmistir. Topoizomerazlar
genellikle katalitik fonksiyonlarina, reaksiyon mekanizmalari-
na, amino asit sekanslarina ve yapilarina dayanarak alt siniflara
ayrilirlar™'>",

Insan DNA  topoizomeraz 1  replikasyon,
transkripsiyon ve rekombinasyonda 6nemli bir rol oynar, ancak
hiicrenin hayatta kalmasi icin gerekli degildir. Insan DNA
topoizomeraz II DNA replikasyonu, rekombinasyon ve
transkripsiyonda rol oynayan onemli bir enzimdir. Ayni za-
manda, kromozomlarinin ayrilmasi, kardes kromatitlerin ayril-
mast ve kromozomal yogusma / dekondensasyonda hiicre
boliinmesi sirasinda kritik bir rol oynar'>'.

Tip I topoizomerazlar kendi i¢inde iki alt boliimlere
ayrilir: tip IA ve tip IB (Sekil 1). Tip II enzimler de tip 1o ve
tip IIp olmak tizere iki alt sinifa ayrilirlar. Tip ITa bakteri ve
1B bitkilerde

plazmodiyal parazitlerde bulunmaktadir. Bu iki topoizomeraz

Okaryotlarda  bulunurken, arkeada, ve
I enzimi benzer katalitik aktivitelere ve yapisal ozelliklere
sahiptir, ancak biyolojik islemlerde farkli rollere sahiptir. To-
poizomeraz Ilo Oncelikle hiicre proliferasyonunun diizenlen-
mesinde rol alirken, Topoizomeraz 11 esas olarak hiicre farkli-
lasmasi1 ve transkripsiyonu ile iliskilidir. Her iki topoizomera-
zII izoenziminin klinik kullanimda ¢ok sayida topoizomerazII-

hedefleyici antikanser ilaci tarafindan hiicresel hedefler oldugu

gosterilmistir *'7'¥,

Okaryotik
Topoizomeraz

Topo1 Topo II

e

Sekil 1. Topoizomerazlarin Siniflandirilmasi

Topoizomeraz hedefli antikanser ilaglar iki sinifta
incelenebilir. Birinci sinif ilaglar, enzimin DNA'ya baglanmasi-
na veya enzimin katalitik aktivitesine miidahale eden ajanlar-
dir. Kovalent DNA-topoizomeraz enzim kompleksi olusumuna
engel olurlar. Bu grup ilaglar "katalitik inhibitorler" olarak ad-
landirilirlar. fkinci sif ilaglar, enzime veya DNA'ya baglan-
maz, kovalent topoizomeraz-DNA kompleksleri (cleavage
complex) iizerinde etki ederler. Bu bilesiklerin ¢ogu, yarilma
alanindaki baz ciftleri arasinda araya girer ve DNA’nm kirik
ucglarinin birlesmesini engellerler. Enzim DNA {izerinde kova-
lent olarak hapsolur. Bu maddeler de “topoizomeraz zehirleri”
olarak adlandirilirlar™*°,

DNA Topoizomeraz 1

Topoizomeraz I'in normal enzimatik dongiisii geri doniisiimlii
bir transesterifikasyon reaksiyonu icerir. Merkezlerinde bulu-
nan tirozin amino asidinin hidroksil grubu DNA’nin fosfat gru-
buna atakta bulunur, gegici fosfotirozin bagi kurar ve DNA’nin
fosfodiester bagmin kirilmasmi saglar. Daha sonra ilk reaksi-
yonun tam tersi bir transesterifikasyon reaksiyonu gerceklesir,
protein ve DNA arasindaki fosfotirozin bagi kirtlir ve ligasyon
gergeklesir’ 2. Normal sartlar altinda ligasyon hizi, yarilma
hizindan ¢ok daha yiiksektir; bununla birlikte bazi durumlarda
ligasyon hizi yavaglar ve DNA-Topoizomeraz I kovalent
kompleksleri stabil goriiniir. Yarilmis DNA seridinin eski hali-
ne getirilememesi durumunda daha toksik ¢ift zincirli kopmala-
ra doniisebilen tek zincirli kopmalar meydana gelir*.

Kamptotesin, topotekan, irinotekan ve belotekan topo-

izomeraz I zehirlerine drnektir®,

Kamptotesin

Antikanser aktivitesi i¢in genis bir dogal {irliin taramasinda,
alkaloid olan kamptotesin (Sekil 2) Cin ve Tibet'te yetisen
Camptotheca acuminata agacinin kabugundan 1966 yilinda

izole edilmistir. Kesfinden sonra, klinik testler sonucunda
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kamptotesin antikanser aktivitesini gosterdigi bulunmustur.
Ancak, sahip oldugu ates, nétropeni, trombositopeni, pndmonit
ve Ozofajit gibi yan etkilerden ve sudaki diisik ¢oziiniirligiin-
den dolay1 bir siire ¢alismalara ara verilmistir. Daha sonra suda
¢oOziinebilen kamptotesin tiirevi bilesikler sentezlenerek, kamp-

totesin tiirevleri klinikte kullanilmaya baglanmustir®®.

Sekil 2. Kamptotesin molekiiliiniin kimyasal yapis1 2

Kamptotesinin aktif kapali halkasal lakton formu fiz-
yolojik kosullarda hizli ve geri doniisiimsiiz olarak insan serum
albuminine baglanan inaktif agik halka formuna doniistiigl icin
cok kararsizdir. Yine DNA ile olusturdugu kovalent komplek-
sin hizli bir gekilde hiicresel mekanizmalarca uzaklastiriimasi
klinikte uzun siireli ve ¢ok tekrarli bir uygulama gerektirdigin-
den toksik etkisine uzun siire maruz kalimmaktadir. Ayrica za-
manla hiicrelerin 6zellikle disa atim pompalar1 nedeniyle ka-
zandig1 direng kullanimlarmi kisitlamaktadir®>".

Topotekan, Irinotekan ve Belotekan

Topotecan, irinotecan ve belotekan (Sekil 3) suda ¢6ziilebilen
kamptotesin analoglaridir. Giiniimiizde, irinotecan ve topotecan
klinik uygulamalar1 ve aktiviteleri giderek daha iyi karakterize
edilen ve en yaygin olarak kullanilan kamptotesin analoglaridir.
Kolon, akciger ve yumurtalik kanserleri dahil kat1 tlimorlerin
ve pediyatrik tiimorlerin tedavisinde yaygin olarak kullanilirlar.

Neredeyse 20 yil 6nce FDA onaylarindan bu yana, pazarlanan

32-34

tek topoizomeraz I inhibitorleridir

H
H3C_ !
3N

Irinotekan

Topotekan

Belotekan

Sekil 3. Topotekan, Irinotekan ve Belotekan molekiillerinin kimyasal
32
yapisi -

Ayrica, Faz 1 galigmasinda umut verici sonuglar elde

edilen kamptotesin tiirevi diflomotekan (Sekil 4) igin Faz II

caligmalarina gecilmistir. Gimatecan, lurtotecan ve exatecan
35,36

(Sekil 4) ayrica klinik ¢aligmalarda test edilmektedir

(6]
HO": O
/
Diflometekan Gimatekan

Lurtotekan Exatekan

Sekil 4. Diflometekan, Gimatekan, Lurtotekan ve Exatekan molekiille-
rinin kimyasal yapist *®

DNA Topoizomeraz 11
Tim tip II topoizomerazlar, alt birimlerinin kontrollii birlesme
ve ayrigmalarint igeren kompleks bir mekanizma ile hareket

ederler’” 3,

Bu reaksiyonda, DNA segmentlerinden biri
(G segmenti) dimerik enzim tarafindan tutulur ve kirilr, diger
segment de (T segmenti) olusturulan kiriktan gegirilir. G seg-
mentinin kirtlmasi, Mg** iyonu varhgmda simetrik olarak bag-
lantil1 iki adet tirozin amino asidinin kovalent olarak DNA’ya
baglanmasiyla gergeklesir ***. Topoizomeraz II, topoizomeraz
I enziminin aksine, isini yapmak i¢in ATP seklinde enerjiye
ihtiya¢ duyar. ATP hidrolizi, bu enzimin iplik¢ik gegis aktivite-
si i¢in gereklidir, ancak ATP yoklugunda DNA boliinmesi
meydana gelebilir. Topoizomeraz II ayrica DNA replikasyo-
nunda 6nemli bir rol oynar ve kromozomlarin yogunlagmasi ve
ayrilmasi igin gereklidir. Bu enzimin ifadesi hiicre dongiisiine
baglidir ve protein seviyesi ve katalitik aktivitesi G2/M fazinda
en yiiksektir®’.

Topoizomeraz 11 enziminin aktivitesi hiicre igerisinde
hassas bir denge iizerine kuruludur. Bu dengenin korunmasi,
uygun kromozom segregasyonunu ve diger proseslerin saglikl
sekilde yiiriitiilerek hiicrenin normal olarak biiylimesini saglar.
Enzim tarafindan olusturulan DNA kiriklar1 geri doniistiiriilebi-
lirdir ve hiicre tarafindan tolere edilebilecek diizeydedir. Ancak

dengenin inhibitorler veya zehirler araciligtyla bozulmasi hiic-

reyi Oliime gotiirlir. Topoizomeraz II enziminin bu 6zelligi,
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kanser hiicreleriyle savagilmasmda bu enzimin hedef alinmasini
saglar*®**,
Eliptisin, Etoposid, teniposid, daunorubisin, doksoru-

bisin ve amsakrin topo II zehirlerine 6rnektir®.

Eliptisin

Eliptisin (5,11-dimethil-6H-pirido[4,3-b]karbazol) (Sekil 5) ilk
olarak 1959 yilinda Apocynaceae ailesine ait Ochrosia elliptica
bitkisinden izole edilmis bitkisel bir alkaloiddir. Piridin halka-
sma bagl karbazol iskeleti sayesinde hidrofobik yap1 kazanan
eliptisin molekiilii antitiimor etkinligi kesfedildikten sonra mo-
difiye edilerek tiirevlendirilmistir. Eliptisinler etkilerini dolayl
veya direkt olarak niikleik asitler lizerinden gosterirler. Giglii
bir interkalator ajan olan eliptisin, dogrudan DNA interkalasyo-
nu ile veya DNA polimeraz, RNA polimeraz ve ¢ogunlukla
DNA topoizomeraz II gibi enzimlerle etkileserek niikleik asit

proseslerini engeller ve hiicre biiyiimesini inhibe eder™.

Sekil 5. Eliptisin molekiiliiniin kimyasal yapis1 *

Etoposit

Etoposit (Sekil 6), 1980'lerden beri cesitli maligniteleri tedavi
etmek i¢in kullanilan bagarilt bir antikanser ajanidir. Etopozit,
Topoizomeraz II enzimine dogrudan baglanir ve Topoizomeraz
II enziminin kirtilmig DNA uglarini tekrar birlestirme yetenegi-
ni inhibe eder. Topoizomeraz II- DNA bdliinme kompleksleri-
nin stabilizasyonuna ve birikmesine yol acar. Bu yarilma
komplekslerinin birikimi, transkripsiyon ve replikasyonu bloke
etme ve DNA ¢ift iplik kopuslarinin hizli bir sekilde tiretilmesi

dahil olmak tizere hiicre fonksiyonu tizerinde ¢ok ¢esitli zararl

etkilere sahiptir. Bu sekilde hiicrenin apoptozuna neden olur®.

Sekil 6. Etoposit molekiiliiniin kimyasal yapist *°

Tenipozit

Tenipozit (Sekil 7) akut lenfositik 16semi, Hodgkin lenfoma,
beyin tiimorleri ve diger kanser tiirlerinin tedavisinde yaygin
olarak kullanilir. Podophyllotoxin'den tiiretilir ve in vivo kan-
ser hiicresi biiyiimesine karsi baskilayici aktiviteye sahiptir.
Mekanik olarak tenipozit’in DNA hasarina neden oldugu ve bir
topoizomeraz II inhibitdrii olarak islev gordiigii gosterilmistir.
Son zamanlarda tenipozitin insan P2X7'sini submikromolar
konsantrasyonlarda giiglii ve spesifik olarak bloke ettigi ve bu
da kemik kanserinde agr1 yonetimindeki potansiyel faydasinin

olabilecegi kosunda arastrmalar devam etmektedir*®.

S~

Sekil 7. Tenipozit molekiiliiniin kimyasal yapis1 *°

Daunorubisin

[Ik kesfedilen antrasiklin Daunorubisindir (Sekil 8). Streptomy-
ces bakterisinden izole edilmistir ve halen akut 16semi tedavi-
sinde intravendz yoldan uygulanmaktadir. Kardiyotoksisite
oraninin az olmasi sebebiyle daha yaygm bir kullanima sahip-
tir. DNA baz ¢iftleri arasma girmesiyle kompleks olugturarak
DNA’nin heliks yapisinda bozulmaya neden olur. Lipozamal

formiilasyonu FDA tarafindan 1996°da onaylanmugtir*’*,

O OH

NH,

Sekil 8. Daunor ubisin molekiiliiniin kimyasal yapist *’

Doksorubisin
Doksorubisin (Sekil 9) kat1 tiimorlerin ve hematolojik maligni-
telerin tedavisinde yaygin olarak kullanilan giiclii bir antrasik-

lin tiirevi bilesiktir. ilag, topoizomeraz II'yi baglar ve
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Topoizomeraz II: DNA kovalent komplekslerinin olusumuna KAYNAKLAR

yol agar. Topoizomeraz II’den bagimsiz olarak doksorubisin
i¢in bir dizi farkli etki mekanizmasi dnerilmis olsa da, doksoru-

bisin ile tedavi, yliksek seviyelerde Topoizomeraz II: DNA 5

kompleksleri ile iliskili oldugu diisiiniillen DNA hasarmin hizl

bir sekilde iiretilmesi ile sonuglanmaktadr -,

3.
O OH o
OH
0 O oH O, O 4
OH
NH, 5.

Sekil 9. Doksorubisin molekiiliiniin kimyasal yapisi >

Amsakrin

Amsakrin, akut miyeloid 16semi (AML), akut lenfoblastik 16se- 6.
mi ve akut promiyelositik 16seminin tedavisinde basarili bir
sekilde kullanilan 9-aminoakridin (Sekil 10) iskeletine sahip bir

Topoizomeraz 11 inhibitoriidiir™.

Sekil 10. Amsakrin molekiiliiniin kimyasal yapist >

10.

SONUC

Topoizomeraz enzimlerinin hiicrenin ¢ogalmasinda ve yasami-
n1 devam ettirmesinde dnemli rolleri oldugu agiktir. Yapilan
caligmalarla enzimlerin mekanizmasi giiniimiizde oldukga iyi
sekilde aydmlatilmistir. Ancak, hala hiicre dongiisii boyunca
aktivitesi i¢in gereksinimler degistiginden topoizomeraz enzim-
lerinin fonksiyonunun nasil farkl sekilde diizenlendigi hakkm- ,

da Ogrenilmesi gereken ¢ok sey vardir. Giliniimiizde mevcut

topoizomeraz inhibitdrleri antikanser ajan olarak kullanilsa da 13.

var olan yan etkilerini azaltmak ve mevcut ilag tedavilerinin

etkinligini artirmaya yonelik calismalar devam etmektedir.

14.
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