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OZET

PERILENDIIMID TOUREVLERININ SENTEZLENEREK CESITLI
BiYOLOJIK HEDEFLERE OLAN ETKILERININ INCELENMESI

Fatma AKCAY
Balikesir Universitesi, Fen Bilimleri Enstitiisii Kimya Anabilim Dal

(Yiiksek Lisans Tezi/Tez Damsmani : Yrd. Do¢. Dr.Funda YOKRUK)
Balikesir, 2011

Yesil renkli perilendiimid tiirevlerinin antikanser etkinligi oldugu
bilinmektedir ve bu bilesiklerin c-Src tirozin kinaz ve Glutatyon-S-Transferaz
enzimleri inhibisyon etkinlikleri, hedefe 0zgiin ila¢ tasarim ve gelistirilmesinde
olduk¢a 6nemli bir rolii bulunmaktadir.

c-Src tirozin kinaz enzimi, kanser hiicrelerinde aktivasyon kontroliiniin
kalkmasina ve tlimoriin bliylimesine neden olur.

Glutatyon-S-Transferaz enzimi, ilag diren¢ mekanizmasina yol acan Faz II
detoksifikasyon enzimlerinden oldugu i¢in hiicre i¢inde ilag¢ ve diger
ksenobiyotikleri metabolize ederek viicuttan uzaklagmasina yardimer olur; ancak
bazi durumlarda kanser ve diger bazi hastalik olusum ve gelismesinde de rol oynar.

Bu enzimlerin etkin oldugu hastaliklarin farkli sekilde kontrol altina
alinmasma olanak saglayacagi diislinlilen yeni yesil perilendiimid molekiilii
sentezlendi. Bu perilendiimid tiirevi molekiiliiniin "imid" bolgesine N-substituent,
korfez bolgesine bis substituent gruplar baglanarak ¢oziiniirligli arttirilmis oldu.
Molekiil yapisi da 'H-NMR, *C-NMR ve kiitle spektrumlari ile aydinlatildi.

Bu molekiil c-Src tirozin kinaz enzimi inhibisyonunda etki gostermemis fakat
Glutatyon-S-Transferaz enzimi inhibisyonunda etki gostermistir.

ANAHTAR SOZCUKLER: Perilendiimid/c-Src tirozin kinaz/Glutatyon-S-

transferaz



ABSTRACT

INVESTIGATION OF EFFECTS ON VARIOUS BIOLOGICAL TARGETS
BY SYNTHESIZE PERYLENEDIIMIDE DERIVATIVES

Fatma AKCAY
Balikesir University, Institute of Science, Department of Chemistry

(Master Thesis / Supervisor: Assistant Professor Funda YUKRUK)
Balikesir, Turkey, 2011

It is known that green perylenediimide derivatives have anti-cancer activities
and inhibition efficiencies against Glutathione-S-transferase and c-Src tyrosine
kinase enzymes are very important for targeted drug design and development.

c-Src tyrosine kinase causes the growth of the tumor and the removal of
activation control in cancer cells.

Glutathione-S-Transferase helps to dispose from the body by metabolizing
drugs and other xenobiotics in the cell because it is one of the phase Il detoxification
enzymes which causes drug resistance mechanism, but in some cases it acts as the
reason of occurrence and progress of cancer and other diseases.

New green perylenediimide derivative has been synthesized which is thought
providing opportunities about undertaking control in different way of diseases, taking
role of these enzymes. The solubulity of this perylenediimide derivative molecule
has been increased by binding groups of bis substituent to "core™ side N-substituent
to "imide" side. The structure of molecule has been determined by *H-NMR, **C-
NMR and mass spectrum.

This molecule didn’t show that the inhibition of c-Src tyrosine kinase but it
showed the inhibition of Glutathione-S-transferase.

KEYWORDS: Perylenediimide / c-Src tyrosine kinase / Glutathione-S

transferase
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1 GIRIS
1.1 PERILENLER

Perilenler ilk olarak 1913’te Kardos tarafindan kesfedilmislerdir. Onlarin
giiclii fluoresans &zellikleri Giessler ve Remy tarafindan 1940’larda gdzlemlendi. Ilk
uygulama alanlar1 tekstilde, daha sonraki donemlerde yiiksek performanslh
pigmentler olarak kullanilmiglardir. Bu boyalarin diisiik ¢ozlintirligii pigment
uygulamalari icin oldukca gerekli bir 6zellik olmasina ragmen bu 6zelliklerinden

dolay1 pratik uygulamalar i¢in kullanilamiyorlardi [1].
1.1.1. Perilen Pigmentleri

Perilen bilesiklerinin pigment olarak kullanim1 1950 yilindan sonraya rastlar.
Cok sayida perilen pigment serileri endiistriyel Olgekte iiretilmeye baslanmustir.
Perilen tetrakarboksilik asit pigmentlerinin sentezinde kullanilan temel baglangic
maddesi, dianhidrittir. 190 ile 220°C’de, 6rnegin sodyum hidroksit, potasyum
hidroksit, sodyum asetat gibi kostik alkali ile 1,8-naftalin dikarboksilik asit imidin
erimesiyle hazirlanir. Bunu, eriyen reaksiyon karigiminin hava ile oksidasyonu veya
sulu hidrolizi izler. Reaksiyon sonunda oncelikle bisimid (perildiimid) olusur.
Ardindan 220°C’de, konsantre siilfiirik asitle hidroliz edilerek dianhidrit formu
olusur [2].

(0] 0]
wsoso 3 ()
(0] (0]
hava ile 220°C
oksidasyon
(0] 0]

Sekil 1.1 Perilen tetrakarboksilikasit dianhidrit sentezi



1.1.1.1.Perilen Pigmentlerin Kimyasi, Uretimi ve Uygulamalar1

Simetrik olmayan, siibstitiic perilen pigmentleri, son dénemlerin en ilging
yapilarindandir. Perilen tetrakarboksilik asitin tetra sodyum tuzunun se¢imli olarak
protonlanmasi, yliksek verimde perilen tetra karboksilik monoanhidritin mono
sodyum tuzunu verir. Sonraki adimda aminlerle reaksiyonu sonucu simetrik

olmayan siibstitiie perilen pigmentler elde edilir [2].

Ham {iriinii, endiistriyel olarak kullanigh pigmentlere ¢eviren ¢ok sayida
teknik mevcuttur. Onemli metodlar arasinda; siilfiirik asitte yeniden c¢oktiirme,
ogilitme ve cozgenden yeniden kristallendirme bulunmaktadir. Optimize edilmis

sonuglar elde edebilmek i¢in bu metodlar uygun sekilde birlestirilmelidir [2].

Perilen tetrakarboksilik asit dianhidrit, alkali tuzunun hazirlanmas: ve
sonrasinda asit ile ¢oktiiriilmesiyle pigment formuna g¢evrilebilir. Dianhidrit, organik
¢ozgende, muhtemelen basing altinda, 100 ile 200°C’de termal islem ile asitin
ayrilmasindan sonra olugur. Uygun ortam olarak alkol, keton, karboksilik asit

esterleri, hidrokarbonlar ve dipolar aprotik ¢ozgenler verilebilir [2].

Cogu perilen pigmentleri, kinakridon pigmentlerde de oldugu gibi;

» Endiistriyel boya olarak, 6zellikle de orijinal otomativ sektoriinde kullanilirlar.

» Kiiciik partikiilli tiirleri 6zellikle metalik ve saydam boyacilikta kullanilirken;
saydam olmayan tiirleri, inorganik ve diger organik pigmentlerle karistirilarak
farkli golgeli boyalarin olusturulmasinda kullanilirlar.

» Baz tiirleri ozellikle 1siya karst miikkemmel bir kararlilik gosterdiginden,

plastiklerde ve spin boyama tiriinlerinde kullanilirlar [2].



1.1.1.2 Perilen Pigmentlerinin Ozellikleri

Perilen pigmentleri genis bir renk araliginda bulunabilirler; kirmizi, bordo,
mor, kahverengi ve siyaha yakin renk tonu verebilirler. Bu pigmentler miikemmel
¢oziicii kararliligi, plastiklerde oldukca iyi go¢ kararliligi, boya kaplamaciliginda
olduk¢a uzun Omiirliiliikk, yiiksek kimyasal inertlik ve olaganiistli termal kararlilik
gosterirler. Sadece temel bilesigi olan tetrakarboksilik asit dianhidrit, alkali i¢ginde

dayanikli degildir.

Grup olarak perilen pigmentleri, yiiksek renk verme oOzelligi gosterirler.
Kinakridon pigmentlerinden gii¢lii olduklar1 bulunmustur. Bununla birlikte perilen
pigmentleri 151k ve havaya karst milkemmel dayaniklilik gosterirler. Bu konuda

asag1 yukari kinakridon pigmentlerinin performansina esittirler [2].

1.1.2. Perilen Tiirevleri ve Ozellikleri

1.1.2.1. PTCDA (perilen-3,4:9,10-tetrakarboksilikasit dianhidrid)

PTCDA (perilen-3,4:9,10-tetrakarboksilikasit dianhidrid - C,4HgOg) molekiilii
sekill.1’de de gosterildigi gibi, perilen molekiiliiniin her bir yanina bir anhidrid
fonksiyonel grubu eklenmesiyle elde edilen bir perilen tiirevidir. Yapiy1 perilen
cekirdegi ve iki anhidrid fonksiyonel grubu olarak bolimledigimizde, 6zellikle Cls
ve Ols seviyelerinin spektroskopik gozlemlerinde biiyilik kolayliklar saglamis oluruz
[3].

PTCDA kristali, organik yart iletkenler arasinda en yiiksek elektron
mobilitesine sahip maddelerden birisidir. Iyi diizenlenmis filmlerdeki dizilme
dogrultusu 1 cm2/Vs degerini agar. Bu ylizden PTCDA molekiilii, organik molekiil

esasli elektronik sistemlerin tiretiminde 6nemli bir yapidir [3]

Perilen cekirdegi ve anhidrid gruplar hesaba katildiginda, kimyasal olarak
birbirine esdeger olmayan 7 farkli karbon atomu goze c¢arpar. PTCDA, iyonik
boyutlari sirasiyla a= 6.79 A° ve b= 11.47 A° ve Van der Waals yarigap1 ise sirastyla
9.2 A° ve 14.2 A°® olan diizlemsel organik bir molekiildiir. PTCDA istiflenmis



molekiiler yapraklar seklinde kristallenir. Her diizlem kristal digerleriyle zayif Van

der Waals kuvvetleri ve elektrostatik giiglerle baglanirlar[3].

0
el elele!
50 o

Perilen PTCDA

Sekil 1.2 Perilen ve PTCDA molekiiliiniin yapisi

PTCDA molekiilleriyle yapilan foto emisyon c¢aligmalart sonucu, bu
molekiillerin reaktif metal yiizeyine ve yari iletken yiizeylere kuvvetlice baglandigi
goriilmiistiir. Molekiiller eszamanli olarak farkli yonelimlerle yiizeylere baglanirlar.
Yiizey lizerinde etki olustururlar ve kismen de ayrilabilirler. Molekiiller, yiiksek

aktivitelerinden dolay1 anhidrid grubu tizerinden adsorplanirlar [3].
1.1.2.2. Perilendiimidler

PTCDA’ten ¢ikilarak sentezlenen perilendiimidler (sekil 1.2) yiiksek
kimyasal dayaniklilik gibi benzersiz 6zellikleri ve yiiksek fotokararlilifi nedeniyle

multikromoforlarin sentezi i¢in olduk¢a cazip yap1 taglaridir [1].
1.1.2.2.1. Perilendiimidlerde Coziiniirliik

Perilendiimid molekiillerinin genel sorunu ¢oziiniirliikklerinin  diisiik
olmasindan kaynaklanmaktadir. Bu sorunu gidermek icin ¢ozlniirliigii arttirici
gruplardan yararlanilmistir. Cozlinlirligli arttirmak icin perilendiimid 1 yapisina
degisik gruplarin baglanmasi saglanmistir. Sentetik nedenlerden dolayr N atomlari

iceren molekiiller bu is i¢in en uygun olanlaridir [1].



Tetra biitil gruplarinin 1 nolu molekiile N atomundan baglanmasiyla
¢coziinlirliigiin oldukca arttifi gozlemlenmistir. Daha az hacimli bu gruplarin
eklenmesiyle, organik ¢ozgenlerde yeterli ¢Oziiniirlik saglanmistir. Ancak bu tip

boyalarin hazirlanmasinda da oldukga agir sartlar gerekmektedir [1].

Y
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Sekil 1.3 PTCDA’e N atomlarinin baglanmasi

Coziiniirlik artist N atomlarindaki alifatik  substitlientlerle kolayca
basarilabilir. Ayrica alkillenmis aromatik substitiientlerle ¢oziiniirliik artisinda daha
iyi sonuglar alinir. Dallanmamus alkil gruplari ¢6ziiniirliik tizerinde olumsuz etkiye
sahiptir. AlKkil zincirlerindeki C atomu sayis1 5’ ten ¢ok oldugu zaman yeniden

¢Oziiniirliikte bir azalma olur [1].

N atomlarina baglh kiiclik siklo alkil gruplarimin ¢6ziinmeye etkisi azdir.
Sadece bes iiyeli halkalarda ¢oziiniirliige etki biraz artar. Coziiniirliik N atomlarina
bagli orta biiyiikliikteki halkalarda diisiiktiir. Ancak orta biiyiikliikteki halkalardan
bliylik halka yapilarina gidildikg¢e ¢oziintirliik artar [1].



Molekiilde paralel veya zig-zag zincirler igeriyorsa bu artis daha da fazla
olmaktadir. Eger N atomlarinin ters taraflarina baglanarak uzun zincirli sekonder
alkil gruplar olusturulursa, ¢oziiniirliikte daha etkili bir artis saglanmis olur. ki
veya daha fazla kiral grubun baglanmasi sonucu diastereomerler olusur. Bunlarin
sentezi, saflastirilmasi ve spektroskopisi daha karmagik olur. Kloroform gibi ¢ok iyi

¢oziiclilerde, sec-alkil gruplar tagiyan boyalarin ¢ozliniirliigiinii tanimlamak oldukca

glictiir [1].

R1 yan zincirinde 13 C atomu igeren boya la, yeterli ¢oziiniirliik ile uygun
¢ozelti konsantrasyonu bakimindan iyi bir drnektir ve iyi formlu kristaller seklinde
elde edilir. Daha yiiksek homologlari ise mumsu yapi gosterirler. Bunlarin

saflagtirilmas1 ve kullanimi ¢ok daha karmasiktir [4].

R1= 1-hekzilheptil

Sekil 1.4 Perilendiimid 1a yapisi

Zincir uzunlugunun 1 no’ lu yapmin ¢o6ziiniirliigii lizerindeki etkilerinin
sistematik arastirmasina dair sonuglar, multikromoforik yapilar gibi diger yapilar
icinde kullanilabilir. Bdylece uzun zincirli sec-alkil gruplarinin yapiya eklenmesi
sonucu multikromoforik sistemlerin ¢oziiniirliigiinde artisa neden olur. Bu durum,

sentez, saflagtirma ve uygulama i¢in dnemlidir [4].
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1.1.2.2.2. Perilendiimidlerin Kullanim Alanlari

Perilen tiirevlerinden en yaygin ve kullanim 6zelligi en iyi olanlardan biri
perilendiimidlerdir. Perilendiimidler fotodinamik terapiden elektronik teknolojiye

birgok kullanim alanina sahiptir.

Perilendiimidler elektron transfer katalizorii olarak kullanilirlar. UV 1s1k ya
da giines 15181 radyasyonu altinda molekiiler oksijen tarafindan organik bilesiklerinin
fotouyarimli oksidasyonu organik yapilarinin olusumunda ve sanayi iiriinlerinin

yapiminda en 6nemli rol oynayan iiriinlerdir.

Giintimiizde konsantre giines 1sinlariyla perilendiimidler tizerinde galismalar
yapilmistir. Bu calismalardan perilendiimidlerin yogun giines radyasyonu altinda

bile oldukga yiiksek fotokararliligi oldugu tespit edilmistir [4].

Perilendiimidler, singlet foto duyarlastirict olarak bilinirler. Bu
Ozelliklerinden dolayr perilendiimidler, foto oksidasyonlarda kullanilmaya

baslanilmistir. Bu yontem iki ¢esit yolla uygulanmaktadir [4].

» Enerji transfer yoluyla

» Elektron transfer yoluyla uygulanir.

Enerji transfer yolunda triplet oksijenden (30.), singlet oksijen olusturulur.

Olusturulan singlet oksijenin substratlarla etkilesime girmesi saglanir.

Elektron transfer yolunda genellikle elektron degisiminden yararlanilir. Bu
oksidasyonda oksijen molekiiler halden, siiper oksit anyon radikaline (O2") doniisiim
ile saglanmaktadir. Siiper oksit anyon radikalleri de katyonik alken radikalleriyle

tepkimeye girerek yiikseltgenme iiriinlerini olustururlar [4].



Giines 151¢1ndan yararlanarak elde edilen kimyasallarin {iretimi fotokimyasal
acidan olduk¢a Onemlidir. Ancak giines 1518 kisa siireli olmasindan giines
1s181yla yapilan fotosentezler giivenilirlik teskil etmez. Perilendiimidlerin oldukga
yiiksek fotokararliliklart oldugu bilinir. Fotokimyasal islemler konsantre giines
isinlarinda daha hizli ilerler. Sadece inorganik fotouyaricilarin konsantre giines
1s18inda yapilan uygulamalarda, fotokararliliginin yiiksek oldugu bilinir. Diger bir
yandan laboratuvar kosullarinda bazi organik fotouyaricilarin kullanilmasiyla
basarilan birgok fotosentez vardir. Bu fotouyaricilardan bir tanesi de

perilendiimidlerdir [5].

Simetrik ve asimetrik perilendiimidler ve onlarin perilenmonoimidlerle olan
iligkileri son yillarda elektronik alanlarin yaninda biyolojik ag¢idan da oldukca fazla
bir 6neme sahiptir. Perilendiimidler ¢ogunlukla elektriksel ve gorsel uygulamalarda

kullanilirlar [6].

Bunlarin diginda alan etki transistorlerinde, fotovoltaik uygulamalarda n-tipi
yart iletken sistem olarak boya lazer teknolojisinde, elektrofotografik aletlerde,
organik 151k yayma diyotlarinda, ve fotokirilim ince film teknolojisindeki

kullanimlar1 da 6rnek olarak verilebilmektedir [5].

1.1.2.3. Diger Perilen Tiirevleri

Perilen cekirdegindeki degisikliklerle birlikte imid olusturan diger yapilar
absorpsiyonda degisiklikler olusturur. Imid baginin bir tarafinin acilmasi ile
absorpsiyonda biraz degisiklik meydana gelir. Bu durum 6zellikle titresim yapisinin
degismesine neden olur. Her iki imid halkasinin agilmasi ile giiglii hipsokromik

kayma meydana gelir [1].

Ornegin tetrametilperilen tetrakarboksilat yapisi, ¢ozeltide sar1 renklidir ve
mavimsi yesil fluoresans olusturur. Tetrakarboksilat anyonu benzer spektral bolgede
absorplama yapar. la yapisinda da oldugu gibi her iki boyanin fluoresans kuantum
verimleri %100’e yakindir ve her iki boya fluoresans standardi olarak kullanilabilir.

Bununla birlikte bu yapilar, 1a yapisi kadar kararli degildirler [1].



Sekil 1.5 Suda Coziilebilir hale gelmis yesil perilen tiirevleri

Perilen boyalarinin imid bdliimiindeki karbonil gruplarinda yapilacak
degisiklikle absorpsiyonda batokromik kayma meydana getirilebilir.  Karbonil
gruplar1, imin gruplart ile yer degistirir. Sonugta bu yapilarin hidrolize ugrama
kararlilig1 azalir. Ancak imin gruplar, alt1 iiyeli halkalarla birlikte takilirsa kararlilik
biraz artar. Ayrica kararliliga geminal metil gruplarinin bulunmasiyla ulagilabilir.
Diger bir yontemde ise molekiile imin gruplarinin genis m sistemine katilmasidir. Bu
gibi boyalarin ¢oziiniirligii disiiktiir. Bununla birlikte geminal etil gruplar iki uzun
zincirli alkil gruplariyla yer degistirdiginde, kuyruk yapisinda bir substitiient tekrar
elde edilir [1].



Sekil 1.6 Perilen boyalarinda hipsokromik ve batokromik kaymalar [7].

1.1.3. Perilenlerin Optik Ozelikleri

la yapisinin ¢ozeltideki UV-VIS spektrumu oldukga belirgindir ve ¢dzgen
polaritesinden fazla etkilenmez. 1a yapisinin UV-VIS spektrumlarinin, bagl olan
stibstitiientlerle fazla alakali olmamasini kuantum kimyasal hesaplamalarla
aciklayabiliriz. Cilinkii diigimler ya da oldukca diisiik olan atomik katsayilar, N
atomlarinin HOMO ve LUMO orbitalleri i¢in hesaplanmistir. Metoda bakilmaksizin
kullanilan diigiim veya oldukg¢a diisiik atomik katsayilar HOMO -1 ve LUMO +1

orbitalleri i¢in bulunur ve bunlar konfigiirasyon etkilesimi i¢in dnemlidir [1].

Lineer dikromizm o6l¢iimlerine gore 1 yapist goriiniir bolgede sadece bir
elektronik gecis gosterir.  Bunun ge¢is momenti iki N atomunun baglanma
yoniindedir. Gegis momenti, hem absorpsiyon hem de fluoresans da iki N atomunun
baglantisina paraleldir. Boylelikle UV-VIS spektrumlar1 basit ve temiz bir sekilde

anlagilir. Multikromoforik sistemlerin spektrumlarinin yorumlanmasini kolaylastirir

[4].
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(Coziiniir perilen tiirevleri ¢ozeltide ve kati durumda (bazi tiirevleri) ¢ok
siddetli fluoresans gosterirler. Bunlarin kloroformdaki fluoresans kuantum verimleri,
oksijen atmosferinde bile %100’e yakindir. Bdylece yliksek emisyonlar1 nedeniyle

bu boyalar, fluoresans spektrometreler i¢in standart olarak kullanilabilirler [7].

1.2.Kanser ve Perilendiimidlerin iliskisi

1.2.1. Kanser ve Tirozin kinazlar

Kanser, hiicrelerin kontrolsiiz bir sekilde ¢ogalmasi, invazif nitelik kazanmasi
ve metastaz yapmast ile kendini gdsteren ve halen gelismis iilkelerin 6liim
istatistiklerinde kalp-damar hastaliklarindan sonra ikinci sirada yer alan 6ldiiriicii bir
hastaliktir. Genel olarak bakildiginda eriskin kanser hastalarinda yasam siire ve
kalitesi 1960’larda %39 iken bu oran 1990’larda %60’a ulagmistir. Sagkalim
oranlarinda goriilen bu artis, kombine tedavi yaklasgimmin bir sonucudur.
Gilintimiizde kanser tedavisi cerrahi, kemoterapi ve radyoterapinin kombinasyonu
seklinde uygulanmaktadir. Ilkinde amag tiimorlii doku veya organin uzaklastirilmast,

son ikisinde ise kanser hiicrelerinin 6ldiiriilmesidir [8,9].

Son yillarda tiimér olusumunda rolii olan molekiiler ve hiicresel
mekanizmalarin  bulunmasiyla kanser tami ve tedavisinde onemli ilerleme
kaydedilmesine ragmen, kanser tedavisi hala giigliikle yiiriitiilen, cogunlukla yetersiz
kalan oldukga pahali bir tedavi siirecine sahiptir [10]. Kanser kemoterapisinde amag,
ilag etkisiyle tiimor biiylimesini yavaslatmak veya engellemek, hizli gelisen
timorlerde hedeften farkli doku ve organlarda birincil tiimérden kaynakli yeni
timorlerin gelisimini yani metastaz1 engellemek, hatta cerrahi miidahaleye gerek

kalmadan hedef timdriin timiiyle ortadan kaldirilmasini saglamaktir [11].
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Tirozin kinaz inhibitorleri ile tedavi, son yillarda kanser biyolojisinin daha iyi
anlasilmasiyla kanser tedavisinde yeni ve umut verici bir yaklagim haline gelen

hedefli tedavi yontemlerindendir [12].

Tirozin kinazlarin kanser olusum ve gelisimindeki roliiniin anlasilmast,
tirozin kinaz inhibitorlerinin kanser kemoterapisinde potansiyel hedef olarak
secilebileceklerini giindeme getirmistir. Vaskiiler endotel biiyiime faktorii (vascular
endothelial growth factor, VEGF), fibroblast biiylime faktorii (fibroblast growth
factor, FGF), trombosit kaynakli biiylime faktorii (platelet-derived growth factor,
PDGF), epidermal biiyiime faktorii (epidermal growth factor, EGF) gibi reseptor
tirozin kinazlar ve non-reseptor tirozin kinaz olan pp60c-Src (transformasyon yapan
rous sarkoma virlis geninin memeli normal hiicresinde yapisal benzerlik gosteren
genin {irtinil) ailesi (Fyn, Yes, Yrk, Lyn, Lck, Hek, Fgr ve Blk) bulunmus, yapilar1 ve

kanser olusumu tizerine olan aktiviteleri incelenmistir [13].
Tirozin kinazlarin kanser olusumundaki roliiniin anlasilmasi, antikanser ilag¢

geligtirme ¢alismalarmin tirozin kinazlar iizerine yogunlagsmasini saglamistir.

Tirozin kinazlar farmakolojik olarak ¢esitli mekanizmalarla inhibe edilebilir [14].

12



1.2.2. Protein kinazlar

Insan Genom Projesi’nin verilerine gore, insan genomundaki yaklasik 32.000
genin %20’si sinyal iletiminde goérev alan proteinleri kodlamaktadir [15]. Bu
proteinler arasinda hiicre membraninda yerlesen reseptorler, G-proteinler ve sinyal
ileten enzimler yer almaktadir. Protein kinazlar, sinyal iletimi sirasinda protein

fosforilasyonunu/aktivasyonunu saglarlar [16].

[Protein |—cr, —(_)—on

ATP

Protein Tirozin Kinazlar

ADP

\ 9
[Proen ]—cH, —(_)-0--0
O

Sekil 1.7 Protein yapisindaki tirozinlerin protein tirozin kinazlar tarafindan

fosforilasyonu

Protein kinazlar
e membran yerlesimli olanlar (reseptor tirozin kinazlar)
e ve sitoplazmik tirozin kinazlar(non-reseptor tirozin kinazlar) olarak iki ana

gruba ayrilir.
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Sekil 1.8 Tirozin kinaz enzim ailesi

Bu proteinler, katalitik 6zelliklerine gore (fosforilasyona ugrayan aminoasit
tiirii) tirozin ve serin/treonin kinazlar olarak da siniflandinlirlar [17,18]. insan
genomunda tanimlanmis 90 tirozin kinazin 58’1 reseptor tirozin kinazlara, 32’si ise

non-reseptor tirozin kinazlara aittir [19].

1.2.2.1. Reseptor Tirozin Kinazlar

RTK’lar hiicre zarina yerlesik proteinlerdir Reseptor tirozin kinazlar (RTK),
hiicre dis1 sinyalleri hiicre i¢ine ileten ve hiicresel farklilasma ve gogalmada etkin
sinyal iletim aginda rolii olan temel arabulucu proteinlerdir[14]. Tanimlanmis 58
RTK, kendi i¢inde 20 alt gruba ayrilmistir [19].
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Bu reseptorler arasinda
¥ insiilin reseptorii,
biiyiime faktorleri (EGF, VEGF, PDGF, FGF, NGF) reseptorleri
» ve efrin reseptorleri (EphA, EphB) yer almaktadir [18].

A\

Vaskiiler Endotel Biiyiime Faktor (Vascular Endothelial Growth Factor,
VEGF) Reseptor Tirozin Kinazlar , fizyolojik ve patolojik anjiyogenezisi diizenleyen
regiilatorlerden biridir [20]. VEGF’lerin spesifik reseptorlerine baglanmasiyla,
VEGF reseptor tirozin kinazlarin intraseliiler tirozin kinaz bdlgesinin
otofosforilasyonu ve aktivasyonu gerceklesir. Bdylece hiicre i¢i sinyal iletim yolagi
tetiklenmis olur [21].

Epidermal Biiyiime Faktorii (Epidermal Growth Factor, EGF) Reseptor
Tirozin Kinazlar EGFR tirozin kinazlar bulunan ilk reseptor tirozin kinazlardir.
Epidermal biliylime faktorii (EGF) tarafindan uyarilirlar. EGF polipeptid yapilidir ve
birgok dokuda bulunur. Anjiyogenezi uyaran faktorler arasindadir [22]. EGF
reseptor sinyal iletim yollari, timor hiicre motilitesi, iggali, metastazi ve apoptozisin
(programli  hiicre olimii) inhibisyonu gibi ¢esitli neoplastik olusumlarin
diizenlenmesinde rol almaktadir. EGFR araciligiyla gerceklesen sinyal iletiminin

diizensizlesmesi gogiis, akciger, over ve bobrek tiimorlerine neden olmaktadir [21].

Trombosit Kaynakli Biiytime Faktorii (Platelet-Derived Growth Factor, PDGF)
Reseptor Tirozin Kinazlar, trombositlerin alfa graniilleri i¢inde bulunur [22]. PDGF
reseptoriiniin - ve olmak {izere tanimlanmis iki tipi vardir [23]. Bu reseptorlerin
aktivasyonu hiicre biliylimesi, ¢ogalmasi, farklilagmasi gibi hiicresel fonksiyonlari
diizenler. PDGF reseptoriiniin her iki tipinin kati tiimorlerde asir1 salindig

gorilmiistiir [21].
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1.2.2.2. Non-Reseptor Tirozin Kinazlar

Insan genomunda tanimlanmis 32 non-reseptor tirozin kinaz vardir ve yapisal
farkliliklarina gore kendi icinde 10 alt gruba ayrilmistir [25]. Bunlar arasinda c-Src,
Abl, (Abelson tirozin kinaz), FAK (fokal adezyon kinaz) ve JAK (Janus Family

Kinases) proteinleri yer almaktadir [15].

Nonreseptor tirozin kinazlar genel olarak SH-2, SH-3 ve tirozin kinaz
bolgelerinden  olusmaktadir. SH-2 ve SH-3  bolgeleri  protein-protein
etkilesmelerinden sorumludur. Tirozin kinaz bolgesi ise aktivasyondan sorumlu
bolgedir [22].

Istirahat halindeki hiicrelerde bu proteinler sitoplazmada inaktif halde
bulunurlar. Biiyime faktorleri veya sitokinler ile hiicrenin uyarilmasindan sonra
aktif hale gelen bu proteinler, sitoplazmadaki veya niikleustaki hedeflerine yonelirler.
Sitoplazmik tirozin kinazlarin siirekli aktivasyonu ve onkojenik sinyal iletimi,
transformasyon, timdr biiylimesi, motilite ve invazyon artisi ile anjiyogenez gibi

malign fenotipe 6zgii hiicresel olaylart hizlandirir [26,27].

1.2.2.2.1.Src Non-Reseptor Tirozin Kinaz

Src, karakterize edilen ilk tirozin kinazdir. 1970’lerin  sonunda
transformasyon yapan Rous sarkoma virlis geninin (v-Src) iiriinii olan pp60v-Src

tanimlanmustir [28].

Src enzim ailesi, plazma zari, periniikleer zar, endozomal membran gibi
hiicresel membranlarda ve sitoplazmada bulunur. Src enzim ailesinin c-Src, Fyn,
Yes, Yrk, Lyn, Lck, Hck, Fgr ve Blk olmak tizere 9 {iyesi vardir. Lyn, Lck, Hek, Fgr
ve Blk kan hiicrelerinde bulunurken, c-Src, Fyn, Yes ve Yrk vaskular endotel
hiicreler gibi bir¢ok hiicre tipinde yaygin olarak bulunur. Src ailesi kinazlar (Src
family kinase, SFK), hiicre biiyiimesi, farklilagsmasi, kanser olusumu ve immiin hiicre

fonksiyonu gibi ¢esitli diizenlemelerde rol oynarlar. Src tirozin kinazlarin biyolojik
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olaylar1 diizenlemedeki bu genis spektrumlu rolii, bu enzimlerin ¢ok sayida farkl

reseptorleri ve hiicresel hedefleri etkileme yetenegine baglidir [29].

Src enzim ailesi yapisal olarak 52-62 kDa’luk enzimlerdir ve 8 farkli

fonksiyonel bolgeden olusmaktadirlar (Sekil 1.9) [30].

. Miristolasyon Bolge (yag asitlerini agilleyen bolge/-NH2-ucu)
. Ozel Bolge

. SH-3 Bolgesi (Src homolog bolge-3)

. SH-3-SH-2 baglayict

. SH-2 Bolgesi (Src homolog bolge-2)

. SH-2 Kinaz Bolgesi (PPII baglayicisi/polipirolin tip II)

. Kinaz Bolgesi (SH-1 bolgesi)

0 9 O O B W N =

. Diizenleyici bolge (C-terminal ucu)

Sekil 1.9.. Src non-reseptor tirozin kinaz’in ti¢ boyutlu yapisi [82]
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Src tirozin kinazlar inaktif halden aktif hale fosforilasyon durumlarini kontrol
ederek gecebilirler. Src tirozin kinazlar inaktif haldeyken, fosfotirozin 527 (pY527)
SH-2 bolgesine ve SH-2 kinaz bolgesi (PPII) de SH-3 bolgesine baglanmis
durumdadir (Sekil 1.10) [31].

Bu iki intramolekiiler etkilesimden birinin veya her ikisinin bozulmasi Src

tirozin kinaz aktivasyonunu saglamaktadir (Sekil 1.12).

ekstraseltiler
sinyal

g

prolin zengin
diziler

<« fosfotirozin iceren
diziler

inaktif konformasyon

<« | aktif bolgenin
fosforilasyonu

o)\

< { defosforilasyon

aktif konformasyon

Sekil 1.10 Src non-reseptdr tirozin kinazlarin aktivasyonu [82].

1.2.3. Tirozin Kinazlar ve Sinyal iletim Yolu
Tirozin Kinazlarin aktivasyonu beraberinde bir¢ok sitoplazmik sinyal iletim

yolagin1 da aktif hale getirir. Bu yolaklardaki hiicre i¢i mediyatorler araciligiyla,

sinyaller membran reseptdrlerden sitoplazmaya oradan da c¢ekirdege kadar tasinir.
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Sonugta, hiicre biiylimesi, farklilasmasi ve 6limii gibi ¢esitli biyolojik islemler icin

gerekli olan DNA sentezi gergeklesir [22].

Reseptor tirozin kinaz sinyal iletim yollarindan en 6nemlisi Ras-Mitojen
aktive edici protein kinaz (Ras-Mitogen Activated Protein Kinase, Ras-MAPK)
yoludur (Sekil 1.11). Bu yol biiylime faktorlerinin reseptorlerini aktive etmesiyle
tetiklenir [23]. EGF, PDGF gibi biiylime faktorlerinin reseptor tirozin kinazlara
baglanmasiyla reseptdr dimerizasyonu ve ardindan sitoplazmik kinaz bdlgesinde
tirozin fosforilasyonu gergeklesir. Fosfatlanan sitoplazmik bolgelere biiyliime faktorii
reseptor baglayic1 proteini-2 (growth factor receptor binding protein-2, Grb2) adli
protein SH-2 bolgesi araciligiyla baglanir. Aktive olan Grb2 proteini diger bir
adaptor protein olan SOS (son of sevenless, ras aktivatorii bir protein) proteininin
SH3 bolgesine baglanir. SOS proteini Ras aktivasyonundan sorumludur. inaktif
Ras-GDP (guanozindifosfat)’den aktif Ras-GTP (guanozintrifosfat) olusumunu
saglar [33]. Aktive olan Ras proteinleri Raf kinazlara yiiksek afinite ile baglanarak,
Raf kinazlarin membran yerlesimini ve aktivasyonunu saglarlar. Raf kinazlar da
mitojenlerin aktive ettigi hiicre dis1 sinyal diizenleyen kinaz (mitogen-activated
extracellular signal regulated protein kinase, MEK) ve hiicre dis1 sinyal diizenleyen
kinaz (extracellular signal regulated protein kinase, ERK) yolagini aktive ederler [16].
Aktive olan ERK, mitojenik sinyal ireten cekirdege yerlesir.  Transkripsiyon
faktorlerini fosforilleyerek aktive eder. Boylece hiicre boliinme siklusunu baglatmak

icin gerekli olan genlerin aktivasyonu saglanmis olur [33].
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Sekil 1.11. Sinyal iletim yolaklart.

Insan tiimérlerinin % 30’unda Ras/Raf/MEK/ERK yolunun asir1 aktivasyonu
s0z konusudur. Bu oran tiimorlerdeki Ras mutasyonu siklig1 ile uyumludur. Mutant
Ras proteinleri aktif Ras-GTP formunda kalirlar. Bu nedenle, hiicrenin kontrolsiiz
uyarilmasindan sorumlu olduklari diistiniilmektedir [16]. RTK’larin aktive ettikleri
diger bir sinyal iletim yolu ise, fosfoinazitid-3-kinaz (PI-3K) yoludur. P1-3K sinyal
iletimindeki degisiklikler hiicre biiyiimesi, ¢cogalmasi ve farklilagsmasi1 gibi bircok
hiicresel fonksiyonlarin da degismesine neden olur. Akciger kanserlerinde PI-3K
sentezinin asir1 derecede arttigi gozlemlenmistir. RTK’lar tarafindan aktive edilen
PI-3K, fosfatidilinozitol-4,5-difosfat’t (PIP2) fosforilleyerek fosfatidilinozitol
trifosfat (PIP3) olusumunu saglar. PIP3, PIP3 bagimli kinazlar1 (PIP3-dependent
kinase, PDK), p70 ribozomal protein 6 kinazi (p70 ribosomal protein 6 kinase,
p70s6k) ve protein kinaz B olarak da bilinen Akt kinazlar1 aktive ederek, sinyali
cekirdege kadar tasir [23].
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RTK’larin aktive ettikleri sinyal iletim yollarinda, NRTK’lar da rol
almaktadir. Aktive olan RTK’larin sitoplazmik fosfotirozin bolgelerine, Src non
reseptor tirozin Kinazlar SH-2 bolgeleri araciligiyla baglanirlar. Bu sekilde aktif hale
gecen Src, hiicre i¢i sinyal iletim ve transkripsiyonunu yapan proteinleri (Signal
transducer and activator of transcription, STAT) aktive eder [34]. Aktive olan STAT
proteinleri ¢ekirdege gelerek, DNA iizerinde hedef genlerin (6rn:c-myc)

transkripsiyonunu uyarir [16].

1.2.4. Protein Tirozin Kinazlarin Onkojenik Transformasyonu

Tirozin kinazlar hiicrelerin onkojenik transformasyonunda temel rol oynarlar
[25]. Protein kinazlar dort mekanizma araciligiyla onkojenik transformasyona yol
acabilir [15]:

1. Protoonkogenin retroviral transdiiksiyonu,

2. Genomik rearanjmanlar,

3. “Gain of function (GOF)” mutasyonlar,

4. Protein kinazin asir1 sentezlenmesi.

Retroviral transdiiksiyon diger canlilarda (6rnegin; rodentler) karsilagilan
transformasyon yoludur.  Genomik rearanjmanlar arasinda Philadelphia (Ph)
kromozomu Onemli bir yer tutar. Bu kromozom t(9;22) (bcrabl) translokasyonu
sonucunda olusur. Sentezlenen p210Bcr-Abl onkojenik fiizyon proteini ise siirekli
kinaz aktivitesine sahiptir. Bu aktivite hiicre ¢ogalmasi, apoptozis ve adezyon ile

ilgili kontrolsiiz sinyal iletimlerine neden olmaktadir [35].

Protein kinazlarin devamli aktivasyonuna yol agan GOF mutasyonlara Src
tirozin kinaz ve c-kit ornek verilebilir. Src tirozin kinaz proteininin c-ucunda
meydana gelen kisalma, proteinin inaktif hale donmesini Onler ve onkojenik
potansiyel kazandirir [10]. c-kit protoonkogeninde ise, nokta mutasyonu sonrasi
siirekli kinaz aktivasyonu sdz konusudur. Imatinib mesilat, gastrointestinal stromal

timorlerde de c-kit kinaz aktivitesini baskilamaktadir [35].
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Timor hiicrelerinde, protein kinaz sentezinin artmast da onkojenik
transformasyonda etkili olmaktadir. Ornegin; Erb-B reseptdr ailesinde yer alan
proteinlerin (6rnegin; EGFR, HER2) sentezinin artmas1 akciger kanseri patogenezini
dogrudan etkilemektedir [36]. Meme karsinomalarinda da HER2/neu sentezi
artmaktadir. Son yillarda ivme kazanan hedeflenmis tedavi yaklagimlarinda, timor
hiicresi biiyiime faktorleri reseptorlerini bloke eden monoklonal antikorlar (6rnegin,
Herceptin) veya dogrudan tirozin kinaz aktivitesini inhibe eden ilaglar (6rnegin,

Gleevec) ile klinik ¢alismalar yiiriitiilmektedir [37].

Sinyal iletiminde yer alan molekiillerin ve sinyal yollarinin karsinogenezdeki
rollerinin ortaya konmasi ve bu yollara 6zgiil inhibitér ajanlar ile yapilan klinik
calismalar, kanser tedavisinde yeni ufuklarin agilmasini saglayabilir. Bu

yaklasimlarin ortak hedefi, en etkin kanser tedavisine ulagsmaktir [16].

1.2.5. Tirozin Kinaz inhibitorleri

Tirozin kinazlarin kanser olusumundaki roliiniin anlasilmasi, antikanser ilag
gelistirme ¢aligmalarinin tirozin kinazlar {izerine yogunlasmasini saglamistir.
Tirozin kinazlar farmakolojik olarak gesitli mekanizmalarla inhibe edilebilir. Sekil
1.12’de sematik olarak anlatilan bu mekanizmalar ilag gelistirme ¢alismalarina yon

verebilir [14].
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Sekil 1.12. Tirozin kinaz inhibisyon mekanizmalari.

1. Reseptdr tirozin kinaz aktivasyonunun ilk basamagi olan ligand-reseptor
etkilesmesinin bloke edilmesi

2. Reseptor dimerizasyonunun dnlenmesi

3. Kinaz bolgesinin otofosforilasyonunun 6nlenmesi

4. Adaptdr proteinlerin hedef proteinlere baglanmasinin 6énlenmesi

5. Hiicre i¢i sinyal iletim yollarimin inhibisyonu

6. Cekirdege giris ve ¢ekirdek translokasyonun onlenmesi

7. DNA ve RNA sentezinin Onlenmesi



Enzime 0zgii inhibitorlerin bulunmasiyla hastalik olusum ve gelisiminden
sorumlu hedeflerin direk etkisiz hale getirilmeleri, ya da bu hedeflerin kontrol altina
alinmalar1 miimkiindiir. Bu konuda yapilmis olan ve basariyla sonuglanmis en
onemli 6rnek Bcer-Abl hedefine 6zgii gelistirilmis olan imatinib mesilat(STI 571 =
Gleevec) molekiiliidiir ve kronik miyelositer 16semide p210Bcr-Abl onkojenik

flizyon proteinin kinaz aktivitesini inhibe etmektedir. [17,38,39,40, 41].
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Sekil 1.14. Ber-abl protein trozin kinazin imanitib mesilat ile inhibisyonu
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Bugiine kadar yapilmis olan ¢alismalarda 6zellikle enzime ATP baglanmasini
ve enzimin tirozin kinaz aktivitesi gosteren bolgesine substrat baglanmasini
engellemeye yonelik inhibitorler agirlikli olarak c¢alisilmistir.  Bunlar arasinda
staurosporine analoglari, kinaz aktivitesine 6zgli SU11274, PHA-665752, SGX523
sayilabilir [42,43,44].
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Sekil 1.15.Staurosporine

Bu molekiillerden PHA-665752 nin EGFR’zin kinaz inhibitorii olan gefitinib
ile kiyaslandigi caligmada gefitinib’in ¢ok farkli kanser hiicrelerinde farkl
diizeylerde etkinlik gostermesine ragmen PHA-665752’nin sadece bir gastrik kanser
hiicre serisine 0zgili ve bu seride c¢ok hassas inhibisyon yaptig1 gosterilmistir
[45,46,47,48] (sekil 1.20). Bu baglamda PHA-665752 getifinib’e kiyasla ¢ok daha
secici bir kinaz inhibitorii olarak ortaya ¢ikmustir, ¢linkii inhibisyon yaptig hiicreler
Met reseptor tirozin kinaz’in yiiksek miktarda ve stabil iiretildigi hiicreler olarak
belirlenmistir [45,46,47,48].

Bir perilen bilesigi olan hiperisin’in (7,14-dione-1,3,4,6,8,13-hexahydroxy
10,11-dimethyl-phenanthrol [1,10,9,8-opgra]Perylene) reseptor tirozin kinazlar
tizerine etkisinin oldugunun gosterilmesiyle perilen tilirevlerinin bugiine dek bilinen

indol tiirevlerine ek olarak 6zel bir kinaz inhibisyonu yapabildigi gosterilmistir [49].
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Sekil 1.16. Hiperisin’in ii¢ boyutlu yapist [50]

Ancak yapilan ¢aligmalarda hiperisin’in reseptdr protein tirozin kinazlara
0zgl inhibisyon yaptig1 ve reseptorsiiz protein tirozin kinazlar tizerine etkili olmadigi

gosterilmistir.

Perilen quinone’un (Calphostin C) Protein Kinaz C (PKC) inhibisyonu
yaptig1 bilinmekte olup diger perilen tiirevlerinin kinazlar iizerine olan etkinlikleri

halen ¢alisilmaktadir.[51].

OH

Sekil 1.17 Calphostin C
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1.3 Terapotik Hedef Olarak Glutatyon S-Transferaz
1.3.1 Ksenobiyotikler ve Ksenobiyotik Metabolizmasi
Ksenobiyotik (Yunanca xenos = yabanci) viicuda yabanci olan bir bilesiktir.

Kimyasal karsinojenler, ilaglar ve ¢esitli toksik bilesikler bu grup altinda

incelenmektedir. Bu bilesiklerin ¢ogu insan viicudunda metabolize olurlar [52].

Cizelge 1.1 Ksenobiyotiklerin tiirleri, viicuda giris yollar1 ve viicuttaki

degisim big¢imleri

Ksenobiyotik tiirleri

Viicuda giris yollar

Degisim sekilleri

[laclar ve kozmetikler

GIS yoluyla (oral)

Spontan degisim

Katki maddeleri, renklendirici ve

GIS yoluyla

Degismeden atilim

tatlandiricilar Inhalasyon

Insektisidler ve fungisid Deriden emilim Biyotransformasyon

Artiklari

Endiistriyel kimyasallar ve Parenteral enjeksiyon | Biyotransformasyon

Atiklar (im., iv.s.c)

Bakteriyel ve bitkisel GIS yoluyla, deriden | Biyotransformasyon

maddeler emilim, inhalasyon

Toksik maddelerle miicadelede organizmalar farkli savunma mekanizmalari
gelistirmistir. Bunlar arasinda ila¢ atilim pompalari, ilag ayirimlari, ve ilag-hedef
bolgelerinin onarimi sayilabilir.  Kimyasal savunma sisteminin en hayati rolil
detoksifikasyondur ve karaciger tarafindan gerceklestirilir. Bir diger detoksifikasyon
bolgeleride akciger, gastrointestinal organlar, bobrek ve deri gibi diger dokularda

bulunurlar [53].
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Ksenobiyotiklerin viicuttan atilimlari, bu kimyasallarin lipofilik yapidan
hidrofilik yapiya doniistiiriilmeleri ile ilgili olup bu doniisiime biyotransformasyon
denir. Biyotransformasyon enzimleri ksenobiyotiklerin metabolizmasinda 6nemli rol

oynarlar dolayzsi ile ya biyolojik olarak aktive ya da inaktive edilirler [53].

Biyotransformasyon enzimlerinin gerceklestrdigi reaksiyonlar Faz | ve Faz 1l
olmak tizere iki grupta incelenir. Faz I reksiyonlarinda yiikseltgenme, indirgeme,
ve hidroliz gibi reaksiyonlar gerceklesir ve substrata aktif gruplar eklenir, faz 11
konjugasyon reaksiyonlarina substrat hazirlanir. Faz 1I’de konjugasyon reaksiyonlari
sulfat, asetat, glukronik asit, glutatyon ve glisin gibi endojen maddeler ile gergeklesir.
Bu vyolla ara metabolitlerin hidrofilik ozellikleri arttirtlir ve bdbrek veya

gastrointestinal sistemden atilimlar1 saglanir [54].

Antikanser ilaglarin ¢ogu sitotoksik etkileri ile malign hiicrelerin biiyiime ve
cogalmalarini onlerler ve onlarin 6liimiine yol agarlar. Radikal bir tedavi viicutta tek
bir malign hiicre kalmaksizin tiim hiicrelerin yok edilmesi ile miimkiindiir. Ancak
boyle bir durum az sayidaki istisnalar disinda halen varolan ilaglarla
saglanamamaktadir. Antineoplastik ilacin terapétik etkinligini kisitlayan dnemli bir
faktor, tiimor hiicrelerinin ilaca azalmis hassasiyeti, bir baska deyisle ilaca karsi
direng gelisimidir. Bu durum bazi kanser tiiriinde kendiliginden olabildigi gibi
(dogal veya primer rezistans), kemoterapiden sonra da gelisebilir (kazanilmis veya

sekonder rezistans) [9].

Son zamanlarda ilag rezistansi mekanizmalar1 lizerindeki ¢alismalar oldukga
yogunluk kazanmis ve kanser hiicrelerinin kemorezistansinda ¢esitli faktorlerin rol
oynadig1 saptanmistir. Bunlar arasinda glutatyon S-transferazlar (GST) ler 6nemli

faktorlerden birisidir [55].

1.3.2 Glutatyon-S-transferazlar

Glutatyon ile ksenobiyotiklerin reaksiyonlarini katalizleyen enzimlere
"glutatyon- S-transferazlar", kisaca "GST" denir [56]. Glutatyon-s-transferazlar

elektrofilik ksenobiyotikleri inaktive ederek viicuttan atilmak iizere konjugasyonunu

28



saglayan dimerik enzimlerdir. GST, elektrofilik merkez igeren bilesiklerle GSH'u
baglama kabiliyetindedir. = Konjugasyon reaksiyonu igin gerekli elektrofilik
fonksiyonel grupta bir C, bir N veya bir S atomu yer almalidir. GST aynm1 zamanda
pestisidlerin, ¢evresel Kkirleticilerin, oksidatif stres {irlinlerinin, kemoterapide
kullanilan ilaglarin detoksifikasyonunda yer alir. GSH ve elektrofiller arasinda bir
bag olusumu ana bilesikten daha az reaktif bir konjugat olusturur ve boylece

detoksifikasyon gerceklesir [52].

SH SK
7 H o GST O H
HoN N_ COOH + Ksenobiyotik (K) > H,N N COOH
N g N N
COOH H (0] COOH H o
Glutatyon Glutatyon-S-konjugati

Sekil 1.18. Glutatyonun (y-L-Glutamil-L-Sisteinil-Glisin, GSH) ksenobiyotiklere
glutatyon transferaz (GST) katalizli reaksiyonu

GST’ler ilk olarak sican dokularinda gosterilmistir [57]. Pek ¢ok GST
izozimleri genis substrat sipesifitesi gosterirler ve substrat olmayan ilaglarin ve
hormonlarin viicuttan atilmasi gibi bir¢cok katalitik aktiviteleri olmasi acisindan da
oldukga nadirdirler [58]. GST’ler peroksidaz ve izomeraz olarak da gorev yapar ve
kovalent olan ya da olmayan baglarla ¢cok genis spektrumlu kimyasallara baglanirlar
[59].

Omurgalilardaki sitozolik GST’ler iki alt birime (subunit) sahiptirler ve
homo ya da heterodimer olarak bulunurlar. GST’lerin subunitleri 21000 — 29000 Da
arasinda degisir fakat amino asit dizilisleri gercek molekiil agirliklarinin 25000 Da

civarinda oldugunu gostermistir [60].

Bu enzimin hiicredeki gorevleri su sekilde 6zetlenebilir:
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» ksenobiotikler ve belirli endojen bilesikleri igeren elektrofillerin glutatyon ile
kovalent baglanmasini saglayarak detoksifikasyona yardimci olma,

» prostoglandinlerin izomerizasyonu, Hem ve bilirubin gibi substrat ligandlarin
glutatyona baglanmasi

» c¢esitli antikanser ilaglar ,hormon ve hidrokarbonlar bu enzim tarafindan
glutatyona baglanarak suda daha cok c¢oziiniir hale getirilerek idrar ve

safrayla atilimi1 kolaylastirilir [61]

1.3.2.1 GST’lerin Adlandirilmasi ve Siniflandirilmasi:

GST’lerin gen ifadesinin memeli karacigerinde hayli yiiksek oldugu ve ilgili
dokudaki sentezlenen ¢oziiniir (akoz, solubl) proteinlerin tamaminin yiizde dordiini
olusturdugu tespit edilmistir. Akdz GST’ler bu giine kadar substrat spesifisitesi,
kimyasal afinitesi, yapisal Ozellikleri, amino asit dizilimi ve kinetik ozelliklere
dayanilarak yapilan siniflandirmaya gére alfa , mu, pi [62], sigma, kappa, zeta ve teta

[63,64], olarak yedi farkli grupta toplanmustir.

Sekil 1.19. Memeli karacigerindeki GST yapilar: alfa, mu, pi,teta, zeta, sigma [65]
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1.3.3 Glutatyon-S-transferazlar ve Sinyal Tletimi

GST izozimlerinden GSTP1-1’in ¢ok farkli insan kaynakli timorde (akciger,
kolon, bobrek, over, 6sefagus ve mide) fazla miktarda salgilandigi bildirilmistir [66,
67,68]. Artmis GSH/GST seviyelerinin kemoterapi tedavisinde bu sistemle
metabolize olan pek ¢ok ilacin (adriamisin, klorambusil, melfalan ve diger nitrojen
mustard  vs.) metabolizmasim1i  hizlandirarak; ilagla  hedeflenen etkiye
ulagilamamasina, bir baska deyisle ilaca kazanilmis direng gelisimine sebep oldugu
gosterilmistir [69,70]. Bu bilgilere ilave olarak son yillarda yapilan ¢alismalar, w ve
p sinif GST’larin, hiicresel yagam ve 6liim sinyal iletimine katilan, mitojen ile aktive
edilmis protein kinaz (mitogen-activated protein kinase-MAP kinase) yolagindaki
diizenleyici roliiniin de kemoterapdtik ilaclara direng gelismesinde etkili oldugunu

gostermistir [71,72].

1.3.4 Glutatyon-S-transeraz Inhibitorleri

GSTP’nin MAP kinazlardan biri olan ve istemli hiicre oliimii yolaginda
anahtar enzim olan JNK ile (c-Jun N-terminal kinase 1) JNK-GSTP kompleksi
olusturarak JNK1’1 inhibe ettigi ve boylece nihai etkisi istemli hiicre 6liimii olan
JNK’nin etkisini ortadan kaldirdig: bildirilmistir [71,72]. Pekcok antikanser bilesik,
MAP-kinaz yolaklarini, 6zellikle JNK ve p38 yolaklarini, aktive ederek istemli hiicre
oliimiine sebep olmaktadir [73,74].

Bu nedenle kemoterapide, geleneksel elektrofilik kanser ilaglarinin
(alkilleyici bilesiklerin) etkinliginin diizenlenmesinde, GST inhibitorlerinin
kullaniminin faydali olabilecegi diisiincesi dogmustur. Bu amagla bu sistemi hedef
alan cesitli bilesikler gelistirilmis ve hem deneysel olarak hem de Klinikte
denenmistir [72, 75, 76].

GST’lerin tiimor tedavisinde kullanilan alternatif yontem "fotodinamik terapi
(PDT)"nin  etkinliginin  belirlenmesinde etkili olabilecegi belirtilmektedir.
Fotodinamik terapi (PDT), 1s18a duyarli bir maddenin tiimér dokusunda veya

damarsal yapilarinda birikmesi, 1513a bagimli olarak, doku hedefli oksidatif stres
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olusturmasi esasina dayanmaktadir. Isikla aktive olan duyarlilik arttirict maddeler
singlet oksijen,” OH radikali ve siiperoksit anyonu gibi reaktif oksijen bilesenlerinin
(ROS) olusumuna yol agarak nekroz veya apoptozla timor hiicrelerinin dliimiini
saglamaktadir [77,78]. GST’lerin oksidatif strese karsi diizenleyici etkisi bu

tedavinin etkinligini belirlemede dnemli bir gosterge olabilir [79].

Bir perilen bilesigi olan hiperisin fotodinamik terapi (PDT)’de tiimor
hiicrelerinin 1518a duyarliligini arttiric1 olarak 6nerilmektedir. GST’lerin de hiperisin
gibi prooksidan boyalar olan porfirin, aromatik boyalar ve 1s18a duyarlilig1 arttiran
maddelerle baglanma &zelliginin oldugu belirtilmektedir [79]. Timor dokularinda
basta GSTP1 izoenzimi olmak iizere GST’lerin liretiminin arttig1 belirlenmistir.
Hiperisinin GST’ye baglanmas1 GST’nin katalitik aktivitesinde inhibisyona neden
olmaktadir [80,81].
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2. MATERYAL VE YONTEM

2.1 MATERYALLER

2.1.1 Kullamilan Kimyasal Maddeler

2.1.1.1 Maddelerin Sentezinde Kullanilan Kimyasal Maddeler

Deneysel ¢alismalarda kullanilan 1,7-dibromo-3,4:9,10 perilentetrakarboksilik
asid dianhidrit, siv1 Bry, sikloheksilamin Sigma-Aldrich Co. LLC’den, H,SO,4 %95-
97, I, NMP, CH3COOH, %100Morfolin, C4H9NO silikajel 60 (0,040-0,063mm),
silikajel 60 HF 54, Merck Chemicals’dan, %99,5 metilalkol, CH,CL,, %99,5 CHCLS;,
Tekkim Kimya San. ve Tic.Ltd. $ti.’den saglandh.

2.1.1.2 Aktivite Olciim Ve Tayin Asamasinda Kullamlan Kimyasal
Maddeler

Deneysel calismalarda kullanilan indirgenmis glutatyon,
etilendiamintetraasetik asit, bovine serum albiimin, sodyum dodesil siilfat, 1-kloro-
2,4-dinitrobenzen, Sigma Chemical Company, St. Louis, MO, USA'den satin
alinmigtir.  The ProFluor(R) Src-Family Kinase Assay reaksiyon sistemi ve src

enzimi Promega corporation, Wisconsin USA'den satin alinmistir.

2.1.2. Kullanilan Alet Ve Cihazlar

2.1.2.1 Sentez Asamasinda Kullanilan Alet ve Cihazlar

Bu calismada asagidaki alet ve cihazlardan yararlanilmistir.

Buchi Rotavapor R-200 (Evaporator)

Buchi Heating Bath B-490 (Isitma banyosu)
Wisetherm Heating Mantle (Isitict manto)
Heidolph MR-3001K (Manyetik karistirici)
DragonLab MS-H-S (Manyetik karistirici)
Rocker 300 (Vakum pompast)
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Siemens KD40NV-03-NE (Buzdolabi)

Mettler Toledo XS6 (Hassas Terazi)

UVGL-58 Handheld UV Lamp (Uv El Lambasi)

T80 UV/VIS Spectrometer PG Instruments Ltd. (UV Spektrometresi)

LC-MS Q-TOF Agilent 6500 (Kiitle Spektrometresi)

Bruker Instruments Avance Series-Spectrospin DPX-400 Ultra shield (400 MHz)
High Performance Digital NMR Spektrometer (NMR Spektrometresi)

2.1.2.2 Aktivite Ol¢ciim Ve Tayin Asamasinda Kullamlan Alet ve Cihazlar

SpectraMax Mz2e Multi-Mode Microplate Reader (Spektrofotometrik Ve
Floresan Olgiimler)
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2.2. Deneysel calismalar

2.2.1. 1,7-dibromo-3,4:9,10-perilentetrakarboksilikasit dianhidrit Sentezi
(FAL)
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@) O (@] o 0 0
Perilen-3,4:9,10-tetrakarboksilikasit 1,7-dibromo-3,4:9,10-tetrakarboksilikasit
dianhidrit dianhidrit

Sekil 2.1 FAL sentezi

1,47 g (3,74 x 10° mol) 3,4:9,10-perilentetrakarboksilik asit dianhidrit
12,01 ml H,SO,4 ve 0,032 g (5,73 X 10 mol) I, 24 saat boyunca basing tiiptinde
karistirildi. 30 dakika 85°C’de 1s1t1ld1 ve oda sicakligina kadar sogutulduktan sonra 7
ml Br, eklenerek 24 saat boyunca karistirildi. Karisim 85°C’ye kadar 1s1t1ldi ve 5 ml
Br, eklenerek 24 saat boyunca karistirildi. H»SO4 konsantrasyonu diisiirmek igin
1,67 ml saf su 200 pl halinde yaklasik 7 dakika araliklarla eklendi. Oda sicakligina
gelen karisim 15 ml %86°’lik H,0O- HSO4 karigimu ile filtreli cam hunide yikandi.
Daha sonra ¢okelti 25 ml saf su iginde konarak 30 dakika karistirildi ve filtre

kagidindan gegirilerek kurutuldu.

35



2.2.2. 1,7-dibromo N-N’-sikloheksilamin 3,4:9,10-perilendiimid Sentezi

(FA2)

O N O
sikloheksilamin OO
- Br
o i
Br OO NMP, AcOH, 85°C 6 saat refluks OO
07 >N o

o~ 0" O

1,7-dibromo-3,4:9,10-tetrakarboksilikasit 1,7-dibromo N-N'-sikloheksilamin
dianhidrit 3,4:9,10-perilendiimid

Sekil 2.2 FA2 sentezi

1,1514g (0,0021 mol)1,7-dibromo 3-4:9,10-tetrakarboksilik asit dianhidrit 20
ml NMP (N-metil pyrolidin) ile karigtirilarak 1,5 ml CH3COOH (asetikasit) eklendi.
Daha sonra 0,479 ml (0,0042 mol) sikloheksilamin karisima eklendi ve bir siire
kanistirildi. Reaksiyon karigim 85°C 1sitilarak 6 saat refluks yapildi. Sonra goken
kisim filtre yapilarak alinarak 25 ml metilalkol ile yikandi. Sonugta elde edilen
portakal renkli madde vakumda kurutuldu. Elde edilen madde diklorometan
¢ozeltisinde kolon kromotografisi yontemiyle saflastirilarak 1,7-dibromo N-N’-
sikloheksilamin  3,4:9,10-perilendiimid (A.Bahm, H.Arms, G.Henning and
P.Blaschka, US Pat. 6 184, 378, 2001 ) elde edildi.
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2.2.3. 1,7-dimorfolin-N-N-¢sikloloheksilamin 3,4:9,10-perilendiimid
Sentezi (FA3)

OO Morfohn O/ﬁ O‘O N
OO 85°C 24 saat, refluks K/N OO

1,7-dibromo N-N'-sikloheksilamin 1,7-dimorfolin N-N'-sikloheksilamin
3,4:9,10-perilendiimid 3,4:9,10-perilendiimid

Sekil 2.3 FA3 sentezi

60 mg 1,7-dibromo N-N'-sikloheksilamin 3,4:9,10-perilendiimid ile 20 ml
morfolin 1 saat oda sicakliginda karistirildi. Daha sonra yag banyosunda 85°C’de 24
saat refluks yapildi. Reaksiyonun tamamlandig %5’lik kloroform/metanol ¢oziicii
sistemiyle TLC yapilarak kontrol edildi. Olusan {iriin reaksiyona girmeyen

morfolinin vakum yardimiyla uzaklastirilmasiyla elde edildi.

Elde edilen yesil renkli kati madde %3’liikk kloroform/metanol ¢oziicii
sistemiyle kolon kromotografisiyle saflastirildi. Kolon kromotografisiyle
ayrilmayan safsizliklar ayni1 ¢oziicii sistemiyle preparatif TLC yapilarak
uzaklagtirildi.

Saf madde kurutulduktan sonra CDCl; i¢inde NMR analizleri yapildi. Kiitle

spektrumu alindi.
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(1) *H-NMR (400 MHz, CDCls3), 8[ppm], 1.5-1.9(m, 20 H, -CH,), 2.6(m, 4H,
N-CH,), 3.05(t, 4H, N-CHy), 3.35(m, 8H, -CH), 3.9(m, 8H, -CH,), 5(t,
2H, -N-C=0), 8.3(s, 2H, -CH-arom), 8.35(d, J=8.24 Hz, 2H, -CH-arom),
9.65(d, J=8.24Hz, 2H, -CH-arom). [Sekil5.1]

(2) *C-NMR (100MHz, CDCl5),5[ppm], 26.54, 29.05, 51.42, 53.82, 122.01,
122.71, 122.92, 123.75, 124.71, 128.19, 134.56, 149.81, 163.31.
[Sekil.5.2]

(3) ESI-MS (m/z) 724.780 [Sekil.5.3]

2.2.4 c-Src Enzim Aktivitesinin Tayini

Src kinaz enzim aktivitesi “Promega profluor Src assay” kiti kullanilarak
standardize edilmis olan rhodamine (R110) bagli peptidlerin Src kinaz tarafindan
fosfatlanmasini takiben olusan fosfoiiriinlerin bagli olduklar1 florojenik rodamin
yapilarindan bir proteaz enzimince koparilmalari sonucu olusan isimanin takibiyle

gerceklestirilmistir.

Bu metodda enzim kontrol grubu olarak sadece DMSO ile etkilesirken test
edilecek molekiillerin farkli dozlar1 ayni sartlar altinda enzim-substrat (R110-peptid)
ve proteaz varliginda kademeli olarak reaksiyona sokulmustur. Analiz siireci igin
gerekli reaksiyon siireleri farkli test bilesikleri i¢in ayri1 ayr1 belirlenmis olup

ortalama her asama i¢in 45 dakika ile 1 saat arasinda degisim gostermistir.

Deney sonucunda kontrol substrati olan peptidsiz bir kumarin tiirevinin
(AMC) 151mas1 takip edilerek test edilen bilesiklerin protokolde kullanilan diger bir
enzim olan Proteaz ile etkilesimi olup olmadigi belirlenmistir. Deneysel sonug ise
proteazda etki gostermeksizin R110 substratindaki fosforilasyon diizeyine bagh

olarak azalan Fluoresan 1stmanin takibiyle elde edilmistir.
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Hesaplamalar Floresan Isimanin doza karsilik cizilen grafiklerinin 4-

parametreli sigmoid doz-cevap egrisine ¢evrimi sonucunda;

Y= en diisiik 1s1ma diizeyi+((Enyiiksek diizey-En diisiik diizey)/(1+101°9'¢50))

Formiiliiniin her bir data i¢in tek tek uygulanmasiyla elde edilmistir.

X, konsantrasyon (molarite)’un logaritmasi, Y ise Doza karsilik cevabi temsil

etmektedir.

Hesaplamalar isim GraphPad Prism4.0 programi kullanilmis olup, on
calismalarla c¢oziiniirlik, arka plan 1smmalar1 ve benzeri problem yaratacak
parametreler nétralize edildikten sonra deneysel 6lgiimler hem c-Src hem GST enzim
aktiviteleri birbirinden bagimsiz ¢ift okumali ¢ farkli deney olarak

gerceklestirilmistir.

2.2.5 Glutatyon S-Transferaz Aktivite Ol¢iimleri

Habig ve arkadaslarinin kullandigi kinetik metodun bazi diizenlemelerle
mikroplakaya uyumlu hale getirilerek sigir karaciger homejenatlarinda Glutatyon S-

transferaz enziminin GSH (glutatyon) kullanimi 340 nm dalga boyunda 6l¢iilmiistiir.

Bu metodda kinetik Ol¢timler i¢in kullanilan reaksiyon tamponu 100 mM
potasyum fosfat (pH 6.5) tamponuna 2.4 mM CDNB (1-klorodinitro benzen) ve 3.2
mM GSH ile hazirlanmig ve reaksiyon 22-25°C araliginda homojenat eklenerek
baslatilmistir. Test edilecek bilesikler DMSO igerisinde c¢oziildiiglinden kontrol
olarak ila¢ yerine DMSO kullanilmistir. Reaksiyon kinetigi 340nm’de 240 saniye
boyunca takip edilmistir.

Olgiim sonuglar1 Graphpad Prism 4.0 kullanilarak doza karsilik ¢izilen

grafiklerinin 4-parametreli sigmoid doz-cevap egrisine ¢evrimi sonucunda asagida

belirtildigi gibi hesaplanmuistir.
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3. BULGULAR

3.1.FA3 Maddesinin Spekturum Verileri

3.1.1.FA3 Maddesinin 1H-NMR Spekturumu Verileri
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3.1.2.FA3 Maddesinin **C-NMR Spekturum Verileri
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FLU(R110)

3.1.5 c-Src Enzim Inhibisyonu Cahsmalar
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Sekil 3.6 FA3 Maddesinin c-Src enzimine kars1 bir inhibisyon grafigi
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Absorbans (OD340)

3.1.6 Glutatyon-S-transferaz Enzim inhibisyon Sonuclar
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4. SONUC VE TARTISMA

Bu caligmada yeni yesil perilendiimid tiirevi molekiil sentezlenmistir. Elde
edilen molekiiliin yapisi 'H-NMR, BC-NMR ve kitle spektrumlart ile

aydinlatilmistir.

Perilen molekiilii perilendianhidrit haline getirildikten sonra perilenin
¢oziinlirlik sorununu gidermek igin "imid" bolgesine N-substituent, korfez bolgesine

bis substituent baglanarak ¢oziiniirliigii arttirilmis oldu.

Elde edilen yeni yesil perilendiimidin c¢esitli biyolojik hedeflere etkileri
olabilecegi disilinlilmiistiir. Kanser hiicrelerinde aktivasyon kontroliiniin ortadan
kalkmasima ve tiimoriin biiylimesine neden olan c-Src tirozin kinaz enzimi ve ilag
diren¢ mekanizmasima yola agan Faz II deteoksifikasyon enzimlerinden olan

Glutatyon-S-transferaz enzimi {izerindeki inhibisyonlar1 ¢aligiimustir.

FA3 Maddesi %80 aktif c-Src enzimine kargt bir inhibisyon egilimi
gostermemistir. Her doz i¢in ¢ift analiz igeren birbirinden bagimsiz ii¢ deney
gerceklestirilmis olup grafikte verilen degerler bu iic deneyin ortalamasini

gostermektedir.

Kontrol grubunda maksimum sinyal 4500 floresan birimi (FLU) olup
inhibisyona bagl olarak enzim inhibisyonu yapmadig1 bu 1s1mada inhibisyona bagli
azalmanin maksimum 3960 FLU olarak gozlenmesiyle belirlenmistir. Dolayisiyla
FAS3 i¢in enzimi %50 inhibe eden doz veya % inhibisyonu gosteren doz-cevap egrisi

olusturulamamamastir.

FA3 Maddesinin Glutatyon-S-transferaz i¢in bilesik diisikk dozlarda ¢ok az
GST inhibisyonu yaparken, yiliksek dozlarinda, yani 1.2 mikromolar ve fizeri

konsantrasyonlarda enzimin substratina olan ilgisini arttirdig1 diisiiniilmektedir.

Sonug olarak, yeni yesil perilendiimid tiirevi sentezledik ve biyolojik aktivite
karakterizasyonlarin1  yaptik. Biyolojik aktivite sonuglarindan ilag direng

mekanizmasina yol acan Faz II detoksifikasyon enzimlerinden Glutatyon-S-
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transferaz enzim inhibisyonunda etkili fakat c-Src tirozin Kkinaz enzim

inhibisyonunda etkili olmadigin1 gordiik.

Bu yeni yesil perilendiimid tiirevi molekiil bir miktarda olsa suda ¢6ziinebilir

hale getirildi. UV spektrumlarinda 510nm’den 650nm’ye dogru kayma tespit edildi.

FA3’lin sadece yliksek dozlarinda GST aktivasyonuna neden olmasi uzun
vadede fotodinamik terapide kullanilmak iizere bu molekiil gelistirildiginde
genellikle ilag terapilerinde bir dezavantajdir ve GST enzim sistemine bagl olarak
¢ikan molekiil etkinligindeki azalmanin bu tez ¢alismamizda sentezlemis oldugumuz

FA3 i¢in olasilik dahilinde olmadig1 goriilmiistiir.

Diger taraftan GST enzimi ile olan etkilesiminin artmasi belki de fotodinamik
terapide uygulanacak olan 1sima esliginde daha yiliksek oranlarda reaktif oksijen
bilesikleri iiretilmesine ve bdylece molekiiliin etkinligindeki artisa neden
olabilecegini tahmin etmekteyiz. Uzun vadede bu molekiiliin fotodinamik terapiye

uygunlugunu incelemeyi diigiiniiyoruz.
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