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OZET

PERILENDiiMiD TUREVLERININ SENTEZLENEREK iLAC DIiRENC VE
HEDEF MEKANIZMALARI UZERINE ETKILERININ INCELENMESI

Taner KESKIN
Balikesir Universitesi Fen Bilimleri Enstitiisii Kimya Anabilim Dal

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

Perilen ve tiirevlerinin kimya endiistrisindeki rollerine ek olarak ¢ok farkli
kanser tiirleri tizerinde terapotik etkinliklerinin  oldugu farkli ¢alismalarla

gosterilmistir.

Antikanser etkinliklerini belirlemede 6nemli c-Src tirozin kinaz (c-Src) ve
Glutatyon-S-Transferaz (GST) enzimleri iizerine olan inhibisyon etkinlikleri ise,
hedefe Ozgiin ilag tasarim ve gelistirilmesinde olduk¢a dnemli olmasina ragmen,
Perilen tiirevlerinin c-Src ve GST ilizerine olan etkileri bugiine dek cok az

calisilmistir.

Bu ¢aligmada birbirinden farkli, dort yeni perilendiimid molekiilii ¢6ziintirliik
artirict gruplarm 3,4:9,10 perilen tetrakarboksilik asit dianhidrite eklenmesi ile
sentezlenmis ve yapi tayinleri ise 'H-NMR, "C-NMR ve kiitle spektrumlar ile

aydinlatilmistir.

Bu bilesiklerin antikanser etkinlikleri ise c-Src ve GST enzimlerinin
inhibisyonuna yolagan biyolojik aktivite olarak belirlenmistir. Bu c¢alismada
sentezlenen dort bilesikten ikisinin giiglit GST inhibisyonu, birisinin ise GST ve c-
Src inhibisyonlar1 yaparak biyolojik etkinlik gosterdigi belirlenmistir.

ANAHTAR KELIMELER: Perilendiimid / ¢c-Src tirozin kinaz / Glutatyon-

S-Transferaz
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ABSTRACT

INVESTIGATION OF EFFECTS ON TARGET MECHANISMS AND DRUG
RESISTANCE BY SYNTHESIS OF PERYLENEDIIMIDE DERIVATIVES

Taner KESKIN
Balikesir University, Institute of Science, Department of Chemistry

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

Diverse studies shown that perilen and its derivatives, in addition to their role
in the chemical industry, have therapeutic activities on many different types of

cancer.

Although the inhibitory activity on c-Src tyrosine kinase (c-Src) and
glutathione-S-transferase (GST) enzymes, important in determining the anticancer
activity of compounds for target specific drug design and development, there is only

a few studies regarding the effects of perylene derivatives on c-Src and GST to date.

In this study, the novel four different perylenediimide molecules were
synthesized from 3,4:9,10 perylene tetracarboxylic acid dianhydride by the addition
of groups to increase solubility, and their structural characterization was clarified by

'H-NMR, C-NMR and mass spectra.

Anticancer activity of these compounds leading to inhibition of c-Src and
GST enzymes were identified as their biological activity. Two of the four compounds
synthesized in this study was determined to show biological activity by strong GST
inhibition, and one showed both the GST and c-Src inhibition.

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

transferase
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1. GIRIS

1.1 Supramolekiiler Kimya

Molekiiler kimya, kovelent bag kimyasi, molekiiler tiirlerin 6zelliklerini,
yapilarim1 ve transformasyonunu yonlendiren ve agiga ¢ikaran kurallarla ilgilidir.
Baska bir deyisle molekiiler kimya kovalent bag esasina dayanir. Supramolekiiler
kimya, molekiiller aras1 bag kimyasi, iki veya daha fazla kimyasal tiiriin molekiiller
aras1 kuvvetlerle bir arada tutulmasiyla olusan daha kompleks organize yapilar
inceleyen bir bilim dalidir. Kisaca molekiiler kimyay1 da i¢ine alan molekiiller arasi
etkilesimlerin kimyas1 seklinde ifade edilebilir. Molekiiler baglanma ve sec¢imlilik,
verilen herhangi bir reseptdriin bir veya daha fazla substrati baglayabilmesi ve
secimliligi ile ilgili enerjiyi ve bilgiyi ifade eder. Bu yilizden, molekiiler bilginin
disar1 atilmasi1 (supramolekiiler) ve depolanmasi (molekiiler) seklinde de tarif
edilmektedir. Molekiiler reseptorler, iyonlarla veya molekiillerle secimli
kompleks olusturabilen kovelent bagli organik bilesiklerdir. Substratlar organik,
inorganik ya da biyolojik tiim katyonik, anyonik ve ndtral tiirleri igermektedir.
Reseptor kimyasi sentetik reseptdr molekiillerin kimyasi, sadece gecis metalleriyle
sinirlt olmayip tiim substrat tiirlerini igeren genisletilmis koordinasyon kimyasi
seklinde diistiniilebilir. Burada kullanilan terimler supramolekiiler kimyanin dilini
olusturmaktadir. Bilgi reseptoriin yapisinda, baglanma bdlgelerinde (sayisi, dogasi,
dizilisi) ve o bagiyla sarillan ligand tabakasinda depolanabilir. Bu bilgi
siipermolekiiliin olusum ve ayrigma sabitleri ile digar1 atilabilir. Bir siipermolekiiliin

(po) bilesenleri, reseptor (p) ve substratlar () seklinde isimlendirilmektedir [1,2].

Supramolekiiler tiirler, bilesenlerinin uzaysal diizenlenmesiyle, siiper
yapilariyla ve bilesenleri bir arada tutan molekiiller arasi baglarin dogasiyla
karekterize edilirler.  Supramolekiiler tiirler ¢ok iyi belirlenmis yapisal, kon-
formasyonal, termodinamik, kinetik ve dinamik 6zelliklere sahiptirler. Molekiiller
aras1 etkilesimler, uzaklik ve acilara baglh olarak, kuvvet derecelerine ve

yonelmelerine bakilarak farklandirilabilir. Bu etkilesimler: metal iyonu
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koordinasyonu, elektrostatik kuvvetler, hidrojen bagi, van der Waals etkilesimleri,
donor-akseptor etkilesimleri vb. etkilesimlerdir.  Bununla birlikle molekiiller
arast kuvvetler kovelent baglardan daha zayiftir, dyle ki supramolekiiler tiirler,
molekiillerden termodinamik yonden daha az kararli, kinelik olarak daha stabil ve
dinamik olarak da daha esnektir. Bu nedenle supramolekiiler kimya yumusak

baglarla ilgilidir ve "soft kimya" olarak adlandirilir [3].

Supramolekiiler kimyayi, en basit anlamda, birtakim kovalent olmayan
(nonkovalent) baglanma ve komplekslesme olay1 olarak diisiiniirsek, baglanmay1
neyin sagladigini belirtmemiz gerekir. Bu baglamda genellikle bir molekiiliin [ev
sahibi (host)] baska bir molekiilii [konuk (guest)] bir "host-guest" kompleksi ya da
"supramolekiil" olusturmak iizere bagladigini diislinlirtiz.  Genellikle host tiirii
biiyiik, ortasinda bosluk bulunduran bir molekiildiir. Guest tiirli ise monoatomik bir
katyon, basit bir inorganik anyon ya da bir hormon, feromon ya da norotransmitter

gibi daha karmasgik bir molekiil olabilir [4].

Perilendiimidler, fitalosiyaninler, porfirinler vb.’leride supramolekiil olan

maddelerdir.

Molekiler Kimya
Kovalent molekiil:
kimyasal doga
sekil
redoks &zellikleri
k + i:::l + ' _— HOMO-LUMO boslugu
polarite
titresim ve rotasyon

manyetizma
kiralite

molekiiler dncller

Supramolekiiler Kimya

Spesifik dzellikler:
Tanima

[2] * — = Kataliz
Tasima

konuk

ev sahibi Supramolekiil: dizen derecesi

subuniteler arasindaki etkilesimler

paketlenme simetrisi
molekiil ici etkilesimler

Sekil 1.1 Molekiiler Kimya ve Supramolekiiler Kimya’nin karsilagtirilmasi.
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1.2 Perilenler

Perilenler ilk olarak 1913’te Kardos tarafindan kesfedilmislerdir. Ilk
uygulama alanlar1 tekstilde, daha sonraki donemlerde yiiksek performanslh
pigmentler olarak kullanilmislardir (¢ogunlukla koyu kirmizi ve koyu menekse
olarak). Bu boyalarin diisiik ¢oziintlirliigii pigment uygulamalar1 i¢in oldukca
gerekli bir Ozellik olmasina ragmen, onlarin kimyasinin gelisimi i¢in bir engel
olusturmaktaydi. Onlarin giiglii fluoresans 6zellikleri Giessler ve Remy tarafindan
1940° larda gozlemlendi. Bununla birlikte bu maddeler diisiik ¢oziintirliikleri

nedeniyle pratik uygulamalar i¢in kullanilamiyordu [5].

Temel bir pentasiklik aromatik bilesik olan perilenler, kuvvetli bir
fluoresans Ozellik gostermektedir. Perilenin, di-, tri- ve tetra-karboksilli
asit esterlert 151k  hasligi 1yi olan, saridan kirmiziya kadar degisen
renklerdeki  fluoresans  kromoforlardir.  Ornek  olarak  3,9-dikarboksilli
asidin diisobiitil esteri verilebilir (CI Solvent Green 5). Perilen-3,4:9,10-
tetrakarboksilli  asitlerin  dimidleri, pigmentlerin olduk¢a Onemli yiiksek
performanslt bir grubunu olusturmakta, bunlarin kuvvetli kirmizi - turuncu
fluoresan renklerin elde edilmesinde kullanimi {izerine fazlaca arastirma
bulunmaktadir.  Bunlar c¢evre sartlarina kars1 olduk¢a dayanikli, parlak ve
iyi bir fluoresans verimliligine sahip olan boyalardir. Bu boyalarin suda
¢Oziinebilen tipleri, 1mid grubundaki azot atomu iizerine siilfonik asit
substitiientini  baglamas1 ile elde edilmektedir. Naftalimidlere benzer
olarak, mono- ve bis-benzimidazoller sirasiyla sar1 ve kirmizi nitiansh

fluoresans viyole renklerini vermektedir [6].
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Sekil 1.2 Perilen molekiiliiniin a) 2D yapis1 b) 3D yapisi c)farkli renklerdeki

floresan kromoforlari.
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Sekil 1.3 Siklohekzanda ¢ézlinmiis perilenin molar titkenme katsayis1 grafigi.
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Sekil 1.4 Siklohekzanda ¢oziinmiis perilenin floresan emisyon spektrumu.

1.2.1 Perilen Tiirevleri ve Genel Ozellikleri

Perilen tiirevleri organik molekiiler elektronikteki potansiyel uygulamalari
yiiziinden biiyiik ilgi cekmistir. Ozellikle ilgi ¢ekici olan nokta ise onlarin 151k yayan
ve elektrokromik malzemeler olarak kullanilmasidir [7]. Perilen tiirevlerinin 6nemli

bir kismi igerisinde imidik bilesikler bulunduran perilenlerdir [8].
1.2.1.1 PTCDA (perilen-3,4:9,10-tetrakarboksilik asit dianhidrid)

PTCDA kristali, organik yar1 iletkenler arasinda en yiiksek elektron
mobilitesine sahip maddelerden birisidir. Iyi diizenlenmis filmlerdeki dizilme
dogrultusu 1 cm?/Vs degerini asar. Bu yiizden PTCDA molekiilii, organik molekiil
esaslt elektronik sistemlerin iiretiminde 6nemli bir yapidir. PTCDA molekiilerinin
simetrik Ozelliklerinden dolayi, hacimli kristaller yiiksek anisotropi gosterirler ve
tastyict mobiliteleri, ¢akisma dogrultusuna dik dogrultuda 10° - 10* cm?/Vs

degerine diiser. Substratin arayiizeye ylik injeksiyon verimi, adsorplanan molekiiliin
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yonelimine ve geometrisine baglidir. PTCDA' nin Au(lll) gibi soy metal yiizeylerine

tutunmas1 ve molekiillerin diizenlenmesi, sicakliga bagli olarak degisir [9].

PTCDA (perilen-3,4:9,10-tetrakarboksilik dianhidrid - C,4HgOg) molekiilii,
perilen molekiiliiniin her bir yanina bir anhidrid fonksiyonel grubu eklenmesiyle elde
edilen bir perilen tiirevidir. Yapiy1r perilen cekirdegi ve iki anhidrid fonksiyonel
grubu olarak boliimledigimizde o6zellikle Cls ve 0ls seviyelerinin spektroskopik
gozlemlerinde biiyiik kolayliklar saglamis oluruz. Perilen cekirdegi ve anhidrid
gruplar hesaba katildiginda, kimyasal olarak birbirine esdeger olmayan 7 farklh
karbon atomu goze ¢arpar. PTCDA iyonik boyutlar sirasiyla a= 6.79 A° ve b= 11.47
A° ve Van der Waals yarigapi ise sirasiyla 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 [9].

PTCDA molekiilleriyle yapilan foto emisyon c¢alismalart sonucu, bu
molekiillerin reaktif metal yilizeyine ve yari iletken yiizeylere kuvvetlice baglandig
goriilmiistiir. Molekiiller eszamanli olarak farkli yonelimlerle yiizeylere baglanirlar.
Yiizey iizerinde etki olustururlar ve kismen de ayrilabilirler. Molekiiller, yiiksek
aktivitelerinden dolay1 anhidrid grubu {izerinden adsorplanirlar. Sadece Ag (1II) gibi
oldukg¢a inert substratlar ile son derece diizenli istiflenme olur. Ciinkii bu ylizeyde

molekiiller yiiksek hareketlilige sahiptirler [9].
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Sekil 1.5 Perilenden PTCDA molekiiliiniin eldesi.
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1.2.1.2 Perilendiimidler

Perilendiimidler ucuz, hazir bilesiklerdir. Ayrica, perilen tlirevleri yiiksek
floresan 6zellige sahiptir ve alisilmadik uzun mesafelerin {lizerinde tekli (singlet)

enerji transferi gosterirler [10,11].

Cok yonlii bir bakis agistyla perilendiimidler; yiliksek fonksiyonlu kuantum
verimleri [12-14], yiikksek molar absorpsiyon katsayist [14,15], gorlnir 151k
irradyasyonu altinda yiiksek foto- ve termal kararliliklar1 [16-18], yiiksek kimyasal
kararliliklar1 [19] ve ayarlanabilir absorpsiyon ozellikleri kolayligina sahip olmalari

[20,21] yliziinden ¢ok dikkat ¢ekmis ve genis kullanim alan1 bulmustur.

Perilendiimidlerin miikkemmel termal ve foto kararli uyaricilar oldugu bilinir.
Goriiniir  bolgedeki absorpsiyonu (450-530nm) onlarin  solar uygulamalarda
kullanilmasini saglar. Enerji ve e transfer islemleri singlet haller vasitasiyla ilerler.
Perilendiimid’ler elektron c¢ekici ve aym1 zamanda da elektron salict olarak
davranabilirler. Fluoresans kuantum verimleri yliksektir ve singlet-triplet haller
arasindaki ytliksek enerji farki sirasiyla 54-27 kcal/mol’diir. Bunlar singlet hal foto

proseslerinin kanit1 olarak alinir [22].

Cozelti fazindaki perilendiimidlerin, incelenmesi sonucu, onlarin hem
elektron ¢ekici hem de elektron verici 6zellige sahip olduklar1 gozlenmistir. Kati hal

opto-elektronik uygulamalarda ise n-tipi yariiletken olduklari raporlanmigtir [23].

Bununla birlikte, diisiik ¢oziiniirliik ve zor ayrilmasi bu tiir harika boyalarin

uretimini sinirlar.

Perilendiimidlerin organik ¢oziiciilerdeki ¢oziiniirliiglinliin artmasi igin iki

metot Onerilir.

1. Perilendiimidlerin “imid” bdlgesine N- siibstitiient, uzun kuyruk veya
kirlangic kuyrugu konformasyonu elde etmek igin genellikle uzun alkil yer

degistirmeleri. Ancak bu sadece ¢oziintirliigii kiiciik bir derecede artirir.



2. Perilendiimidlerin “korfez” bolgesine bis- siibstitiient ya da tetra-
siibstitiient, perilendiimid boyalarinin ¢oziiniirliiglinde gozle goriniir bir bigcimde

artis saglar [24-26].

1.2.1.2.1 Perilendiimid Boyalar

Perilen boya kimyasindaki farkli sentetik metotlar, ozellikler ve yeni

gelismeler Langhals tarafindan kapsamli bir sekilde 6zetlenmistir [27].

Perilen pigmentleri, perilen tetrakarboksilik asitin diimidleridir. Siibstitiie
edilmemis bilesikler, varil boyasi olarak kullanilmamalarina ragmen, bu sinifin
bilinen en eski iiyesidirler. Ilk olarak 1912’de tanimlanmislardir. Zaman igerisinde
perilen tetrakarboksilik asit diimidin bir tiiriiniin baslangicta yalnizca varil boyasi
olarak kullanildig1 belirlenmistir. Perilen bilesiklerinin pigment olarak kullanima,
1950 yilindan sonraya rastlar. Cok sayida perilen pigment serileri endiistriyel

Olcekte iiretilmeye baslanmigtir [28].

Perilen pigmentler genis bir renk aralifinda bulunabilirler; kirmizi, bordo,
mor, kahverengi ve siyaha yakin renk tonu verebilirler. Bu pigmentler miikkemmel
¢oziicli kararliligi, plastiklerde oldukga iyi1 goc kararliligi, boya kaplamaciliginda
oldukca uzun Omiirliilikk, yiiksek kimyasal inertlik ve olaganiistii termal kararlilik
gosterirler. Sadece temel bilesigi olan tetrakarboksilik asit dianhidrit, alkali i¢inde

dayanikli degildir [28].

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

yukar1 kinakridon pigmentlerinin performansina esittirler [28].

Cogu perilen pigmentler, kinakridon pigmentlerde de oldugu gibi endiistriyel
boya olarak, 6zellikle de orijinal otomativ sektoriinde kullanilir. Farkli 6zelliklere

sahip pigmentler bulmak miimkiindiir. Olduk¢a uygun partikiil boyutlari, spesifik



yiizey alan 6zellikler ve miikemmel saydam tiirlerden; islenmemis partikiil boyutlari,
diisiik spesifik yilizey alan 6zelliklerine sahip pigmentlere kadar genis bir yelpazade
incelenirler.  Kiigiik partikiillii tiirleri 6zellikle metalik ve saydam boyacilikta
kullanilirken; saydam olmayan tiirleri, inorganik ve diger organik pigmentlerle
karistirtlarak farkli golgeli boyalarin olusturulmasinda kullanilir.  Bazi tiirleri
ozellikle 1stya karst miikemmel bir kararlilik gosterdiginden, plastiklerde ve spin
boyama f{irlinlerinde kullamilirlar.  Bununla birlikte perilen pigmentleri, sterik
aminlerle kararli hale getirilmis poliolefin yapilarinda nadiren kullanilirlar. Yiiksek
pigment konsantrasyonu tasiyan ortamda, kararliligi saglayicit bu aminler, 1518a
maruz kaldiklarinda inaktif olur ve hatta bozunabilirler. Bu durumda poliolefin

sistemler hizlica kirilgan yapilara dontisiir [28].

1.2.1.2.2 Perilendiimidlerin Kullanim Alanlar

Hem simetrik hem de asimetrik perilendiimid tiirevleri boya duyarl giines
hiicrelerinde [29-32], organik 151k yayan diyotlarda [33], organik alan etkili
transistorlerde [34], sivi kristal ekranlarda (LCD) [35], boya lazerlerde [36],
kimyasal oksidasyonlarda fotosensitizer olarak [37], fotodinamik terapide [38] ve
DNA G-quadruplex stabilizasyonu [39-41] gibi alanlarda yaygin olarak

kullanilmaktadir.

Ayrica perilendiimidler elektron transfer katalizorli olarak kullanilirlar. UV
151k ya da giines 15181 radyasyonu altinda molekiiler oksijen tarafindan organik
bilesiklerinin fotouyarimli oksidasyonu organik yapilarinin olusumunda ve sanayi
triinlerinin yapiminda en 6nemli rol oynayan {iriinlerdir. Gilinlimiizde konsantre
giines 1sinlariyla perilendiimidler lizerinde c¢alisilmalar yapilmistir. Bu ¢alismalardan
perilendiimidlerin yogun giines radyasyonu altinda bile oldukca yiiksek
fotokararliligi oldugu tespit edilmistir. Perilendiimidler, singlet foto duyarlastirici
olarak bilinirler. Bu 6zelliklerinden dolay1 perilendiimidler, foto oksidasyonlarda
kullanilmaya baslanmistir. Bu yontem iki ¢esit yolla uygulanmaktadir. Birincisi
enerji transfer yoluyla ikincisi de elektron transfer yoluyla uygulanir. Ener;ji transfer
yolunda triplet oksijenden (°0O,), singlet oksijen olusturulur. Olusturulan singlet

oksijenin substratlarla etkilesime girmesi saglanir. Elektron transfer fotouyarilmig



oksidasyonda genellikle elektron degisiminden yararlanilir. Bu oksidasyonda oksijen
molekiiler halden, siiper oksit anyon radikaline ( O, ) doniisiim ile saglanmaktadir.
Stiper oksit anyon radikalleri de katyonik alken radikalleriyle tepkimeye girerek

yiikseltgenme tiriinlerini olustururlar [42].

Giines 15181ndan yararlanarak elde edilen kimyasallarin iiretimi fotokimyasal
acidan olduk¢a Onemlidir. Ancak gilines 15181mmin kisa siireli olmasindan giines
15181yla yapilan fotosentezler gilivenilirlik teskil etmez. Perilendiimidlerin oldukca
yiiksek fotokararliliklart oldugu bilinir. Fotokimyasal islemler konsantre gilines
isinlarinda daha hizli ilerler. Sadece inorganik fotouyaricilarin konsantre giines
15181inda yapilan uygulamalarda, fotokararliliginin yiiksek oldugu bilinir. Diger bir
yandan laboratuvar kosullarinda bazi organik fotouyaricilarin kullanilmasiyla
basarilan bircok fotosentez vardir. Bu fotouyaricilardan bir tanesi de

perilendiimidlerdir [43].

1.3 Glutatyon-S-Transferaz (GST) Enzimleri, inhibitorleri ve Terapotik

Onemi

Dogal koruyucu sistemlerden biri olan GST’ler antikanser ilaglar, herbisid,
pestisid, kimyasal karsinojenler ve c¢evresel kirlilikler gibi elektrofilik

zenobiyotiklerin detoksifikasyonunda dnemli bir role sahiptirler [44].

GST’ler ilk kez Boyland ve ark. tarafindan sigan karacigerinde tanimlanmig
ve sonrasinda GST’nin farkli formlarmin elektrofilik substrat 6zgiilliikklerine gore
siniflandirilmasi yapilmistir [45,46]. Ancak enzimin bir¢ok formunun saflastirilmasi
ve ayrimiyla, tanimlanan formlarinin, i¢igce gecmis substrat 6zgiillikklerinin oldugu

anlagilmistir [47,48].
GST’ler dogada ¢ok yaygin dagilim gostermektedir. Her ne kadar en ayrintili

bigcimde memelilerde (Sekil 1.6) arastirilmis olsalar da, bitkiler, kuslar, sinekler,

balik ve solucanlarda da bu enzim aktivitesi saptanmistir [49-51].
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Sekil 1.6 insan sitozolik GST izozimlerinin 3 boyutlu yapisi [54].

Glutatyon-S-transferaz (GST) enzimlerinin temel gorevi pestisitler, ¢evresel
kirleticiler, oksidatif stres {irlinleri, kemoterapide kullanilan ilaglar gibi reaktif
kimyasal bilesiklerin (elektrofilik zenobiyotiklerin) organizmada olusturacag:

oksidatif zararlara kars1 hiicreyi korumaktir [49].

Reaktif elektrofiller, niikleik asitler ve hiicresel proteinlerde bulunan
niikleofilik gruplarla kovalent bag yaparak, doku zedelenmesi, kanser olusumu, gen
yapisinda bozukluk ve teratojenik etki gibi toksik etkilerin ortaya ¢ikmasina neden
olurlar [49]. GST katalizigindeki detoksifikasyon ise elektrofilik merkezi bulunan
bir bilesigin bir tiyoeter bagi ile glutatyona (GSH) baglanmas1 (konjugasyonu) ve bu
reaktif elektrofillerin hiicresel makromolekiiller (DNA, RNA, protein) ile
baglanmalarin1 engelleyerek hiicre hasarin1 Onlemesi seklinde gerceklesmektedir

[49,52,53,55,56].

Kanserojenlerle ve kemoterapdtik ajanlarla etkilesimlerinden dolay1, GST’ler
kanserle miicadele agisindan O6nem tasimaktadir. GST diizeyinin prooksidanlara
maruz kalinmasi halinde baliklarda, boceklerde, bitkilerde ve bakterilerde arttig1 [57-

59], insanlarda goriilen ¢ok farkli timoérlerde (akciger, kolon, bobrek, over, 6zefagus
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ve mide) GST enzim ailesinden olan GSTPI1-1’in fazla miktarda salgilandigi

bulunmustur [56,60-63].

GST enziminin memelilerin timor hiicrelerinde asir1 miktarda iiretilmesi bazi
antikanser ilaglara ve kimyasal karsinojenlere karsi diren¢ olusmasina sebep
olmaktadir [50,56]. GST’ler tarafindan metabolize (detoksifiye) edilen ilaglar
arasinda adriamisin, 1,3-bis (2-kloroetil)-1-nitroziire (BCNU), bisulfan, cisplatin,
karmustin, klorambusil, siklofosfamid, etakrinik asit, melfalan, mitozantron ve
tiyotepa sayilabilir [50,64]. Artmis GSH ve GST seviyelerinin GST ile etkilesime
giren cisplatin ve diger pek ¢ok konvansiyonel (geleneksel) kemoterapiklerin
metabolizmasini hizlandirmasi, bu ilaclarin etkinliginde azalmaya (Sekil 1-7), bir
baska deyisle ilaca karsi direng gelistirilmesine sebep oldugu gosterilmistir

[56,65,66].

Kemoterapotik bilesiklere gelisen direncin ortadan kaldirilmasinda GST
inhibitorlerinden (6zellikle GST-P) terapotik amacla yararlanmak i¢in kendisi inaktif
olan ve tiimor hiicrelerinde yiikselmis seviyelerde bulunan GST gibi enzimlerin
inhibitorleri ile 06zgiil olarak toksinlerine doniisen On ilaglarin  beraber
uygulanmasidir. Enzimle baglanarak aktivitesini azaltan molekiillere inhibitér adi
verilir.  Sadece enzimi kontrol etmek degil, enzimin c¢alisma mekanizmasini
aydinlatmak i¢in aktif merkezini ve katalitik mekanizmasini arastirmak amagl olarak
da inhibitorler kullanilir. Hiicresel enzim aktivitesini kontrol edebilmeleri sebebiyle

bazi inhibitorlerden terapdtik amagli olarak yararlanilmaktadir [67,68,69].

Bu bilgilere ilave olarak son yillarda yapilan calismalar m ve p smif
GST’lerin, hiicresel yasam ve Olim sinyal iletimine katilan, mitojen ile aktive
edilmis protein kinaz (mitogen-activated protein kinase, MAP kinase) yolagindaki
diizenleyici roliiniin de kemoterapotik ilaglara direng gelismesinde etkili oldugunu
gostermistir [70]. Bu nedenle kemoterapide, geleneksel elektrofilik kanser ilaglarinin
(alkilleyici bilesiklerin) etkinliginin diizenlenmesinde, GST inhibitorlerinin
kullanimimin faydali olabileceginin belirlenmesiyle ¢esitli GST inhibitorleri

gelistirilmistir [71,72].
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Perilen tilirevi olarak ise ¢ok c¢alisilmis olan hiperisin’in GST enzimleri igin
secici olmayan bir inhibitér oldugu gosterilmistir.  Hiperisin (1,3,4,6,8,13-
hekzahidroksi-10,11-dimetillfenantro[1,10,9,8-opqra]perilene-7,14-dion)  molekiilii
Hypericum perforatum bitkisinden elde edilmis dogal kaynakli bir bilesik
olupcogunlukla kinaz ¢alismalarinda incelenmis ve segici olmayan kinaz inhibitorii
olarak belirlenmistir [73,74]. Kromojen yapisinin fotolitik aktivasyon olusturmasi
sebebiyle son yillarda ise fotodinamik terapi c¢alismalarinda detayli olarak

incelenmeye baglanmistir.

GST inhibitorleri arasinda GSH konjiigasyon ve GSH tiirevleri, steroid ve
porfirin tlirevleri sayilmaktadir, ancak halen GST enzim ailesine ait enzimler i¢in
secici bir inhibitdr bulunamamistir [68,69]. Bu giin icin GSH tiirevi (glutatyon
disiilfiir) olarak sentezlenmis sadece bir GST inhibitériintin (NOV-002) klinik

calismalarda kullanilmak {izere onay almistir [75].

I
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Sekil 1.7 Insan sitozolik GST izozimlerinin Cisplatin, reaktif oksijen
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bilesikleri ve diger sinyal iletim enzimleri ile etkilesimleri [56].
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1.4 c-Src Reseptérsiiz Protein Tirozin Kinaz, Inhibitorleri ve Terapotik

Onemi

Tirozin kinazlar, hiicre ¢ogalmasi, farklilagsmasi ve tasinmasi gibi biyolojik
olaylarin dilizenlenmesi ve yiiriitiilmesi i¢in gerekli hiicresel sinyal iletim
yolaklarinda protein fosforilasyonunu saglayarak rol alan 6nemli diizenleyicilerdir
[76, 77]. Protein fosforilasyonu, kinaz adi1 verilen enzimlerin katalizliginde ATP’nin
gama fosfat grubunun hedef proteinde bulunan tirozinin, serin, threonin gibi amino
asitlerin hidroksil grubuna transfer edilmesiyle gergeklesir (Sekil 1.8) ve fizyolojik
kosullarda tersinir bir reaksiyondur [78]. Enzim katalizligindeki fosforilasyonun
hangi amino asitlere 6zgii gerceklestigine gore kinaz enzimleri siniflandirilir. Diger
taraftan tirozin kinazlar, hiicre igerisindeki aktivasyon mekanizmalarina gore de
reseptor tirozin kinazlar (RTK) ve reseptorsiiz tirozin kinazlar (NRTK) olmak iizere
iki ana grupta siiflandirilir. Insan genomunda tanimlanmis 90 tirozin kinazin 58’i
reseptOr tirozin kinazlara, 32’si ise non-reseptor tirozin kinazlara aittir [79]. RTK’lar
hiicre dis1 sinyallerin sitoplazmaya iletilmesini saglarken, NRTK’lar ise hiicre ici

sinyal iletiminde rol alirlar [78].

Reseptorsiiz tirozin kinazlardan olan Src ailesi kinazlar1 (Src family kinase,
SFK), protein tirozin kinaz ailesi i¢erisinde hiicre biiyiimesi, farklilagsmasi, motilitesi,
kanser olusumu, bagisik hiicre fonksiyonu gibi cesitli diizenlemelerde en ¢ok rol

oynayan enzimlerdir [80].

CHZQOH

ATP e )
Protein Tirozin Kinazlar

ADP
9
CHz@—O—FI’—O
0

Sekil 1.8 Protein tirozin kinaz katalizliginde hedef (substrat) protein

yapisinda bulunan tirozin kalintisinin fosforilasyonu .
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Bu enzim ailesine adin1 veren c-Src tanimlanmis ilk tirozin kinazdir ve Src
enzim ailesinin ilk tiyesidir. SFK enzimlerinin son yillarda yapilmis ¢aligmalarla c-

Oc'src), Fyn, Yes, Yrk, Lyn, Lck, Hck, Fgr ve Blk olmak iizere 9 iiyesi oldugu

Src(pp6
belirlenmistir. Ancak bunlarin igerisinde sinyal iletimde merkezi rol en etkin enzim

c-Src (Sekil 1.9) olarak belirlenmistir [56,80-82].

p
Katalitik
Bolge

Katalitik
Bolge

Sekil 1.9. c-Src reseptorsiiz tirozin kinaz’in yapisi, fosforilasyon durumuna

gore aktif olan ve olmayan konformasyonlari [56]

Reseptorlii ve reseptorsiiz tirozin kinazlarin kanser olusumundaki roliiniin
anlagilmasi, antikanser ila¢ gelistirme c¢alismalarinin tirozin kinazlar {izerine
yogunlasmasint saglamistir [83]. Ancak bu kinazlar icin segici bir inhibitor
bulunmas1 ayni sinyal iletim yolaginda gdrev yapmalar1 ve benzer fosforilasyon
mekanizmalar ile aktiflesmeleri gibi bir¢ok nedenden dolayr zordur. RTK’larin
aktive ettikleri sinyal iletim yolaklarinda, NRTK’lar da rol almaktadir ve aktiflesen
RTK’larin sitoplazmik fosfotirozin bolgelerine, c-Src’in SH-2 boélgeleri araciligiyla
baglanmalar1 sebebiyle c-Src hem reseptorlii hem reseptorsiiz iletim basamaklarinda
merkezi rol oynadigi belirlenmistir [84]. Ornegin reseptdr tirozin kinaz sinyal iletim
yolaklarindan en onemlisi olan Ras-Mitojen aktive edici protein kinaz (Ras-Mitogen
Activated Protein Kinase, Ras-MAPK) yolag biiytime faktorlerinin ilgili reseptorleri
aktive etmesiyle tetiklenir ve insan tiimdrlerinin % 30’unda Ras/Raf/MEK/ERK
yolaginin kontrolsiiz aktivasyonu belirlenmistir [77].  Aktif Src, cesitli adaptor
proteinleri fosforilleyerek, RassMEK/ERK sinyal iletim yolagma dahil olur. Bu

yolla ¢ekirdege ulasan sinyaller gerekli gen transkripsiyonunu saglar. [85].
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Bugiine dek reseptorlii ve reseptdrsiiz sinyal iletim yolaklarin1 kontrol etmek
amagcli ¢esitli inhibitorler gelistirilmis olup bunlarin bir kismi1 terapotik olarak kanser
ve diger bazi hastaliklarin tedavisinde halen kullanilmaktadir. Ancak c-Src gibi
merkezi bir enzimin segici olarak inhibisyonunu gergeklestirecek inhibisyon heniiz

bulunamamis olup bu konuda halen yogun c¢aligsmalar stirmektedir [56,77,78].

Sonug olarak, antikanser etkinliklerini belirlemede 6nemli c-Src tirozin kinaz
(c-Src) ve Glutatyon-S-Transferaz (GST) enzim aktivitelerinin inhibisyonuna yol
acan molekiillerin tasarim ve sentezinin hedefe 0zgiin ilag tasarim ve
gelistirilmesinde olduk¢a 6nemlidir. Ancak bugiline dek GST iizerine etkili perilen
tiirevi molekiillerin ¢ok az calisilmis olmas1 ve bu molekiillerin c-Src iizerine olan
etkinliklerinin ise hi¢ belirlenmemis olmasi sebepleriyle, bu ¢alismada sentezlenmis
olan birbirinden farkli, dort yeni perilendiimid molekiiliiniin c-Src ve GST i¢in segici

inhibisyon 6zelliklerinin varlig arastirilacaktir.
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2. MATERYAL VE YONTEM

2.1 MATERYALLER

2.1.1 Kullanilan Kimyasal Maddeler

2.1.1.1 Sentez Asamasinda Kullamilan Kimyasal Maddeler

Deneysel caligmalarda kullanilan L-glutamik asit di-tert-butil ester
hidroklorit, L-alanine tert-butil ester hidroklorit ve 1-butanol Sigma-Aldrich Co.
LLC’den; silikagel, brom, 3,4:9,10-Perilenetetrakarboksilik 3,4:9,10-dianhidrit,
sillfirik asit, trietilamin, asetik asit, trifluora asetik asit Merck Chemicals’dan;

kloroform ve metanol Tekkim Kimya San. Ve Tic. Ltd. Sti’den satin alinmistir.

2.1.1.2 Aktivite Olciim Ve Tayin Asamasinda Kullamlan Kimyasal
Maddeler

Deneysel caligmalarda 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
almmustir. 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

Buchi Rotavapor R-200 (Evaporator)

Buchi Heating Bath B-490 (Isitma Banyosu)
Wisetherm Heating Mantle (Isitma Mantosu)
Heidolph MR-3001K (Manyetik Karistirict)
DragonLab MS-H-S (Manyetik Karistirici)
Rocker 300 (Vakum Pompasi)
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Siemens KD40NV-03-NE (Buzdolabi)

Mettler Toledo XS64 (Hassas Terazi)

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

UVGL-58 Handheld UV Lamp (UV EIl Lambasi)

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

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

2.1.2.2 Aktivite Ol¢iim Ve Tayin Asamasinda Kullanilan Alet ve Cihazlar

SpectraMax M?2e Multi-Mode Microplate Reader (Spektrofotometrik Ve

Floresan Olgiimler)
2.2 YONTEMLER

2.2.1 1,7-dibromo-3,4:9,10-perilenetetrakarboksilik asit dianhidrit
Sentezi (TK2)

Bry, H,SO OO
O‘O 2, 2904 Br
e O

0o~ O 0O o~ O O
TK1 TK2
Ma=392,32 g/mol Ma=550,11 g/mol
3,4:9,10-perilenetetrakarboksilik asit dianhidrit 1,7-dibromo-3,4:9,10-perilenetetrakarboksilik asit
dianhidrit

Sekil 2.1 1,7-dibromo-3,4:9,10-perilentetrakarboksilik asit dianhidrit Sentezi
(TK2).
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1,47 g (3,74 x 10” mol) TK1, 12,01 ml H,SO4 ve 0,032 g I (5,73 x 10™* mol)
24 saat boyunca basing tiipiinde karistirildi. 30 dakika 85°C’de sitilr ve oda
sicakligina kadar sogutulduktan sonra 7 ml Br, eklenerek 24 saat boyunca
kanigtirildi.  Karisim 85°C’ye kadar 1sitildi ve 5 ml Br, eklenerek 24 saat boyunca
karistirildi.  H,SO4 konsantrasyonu diisiirmek i¢in 1,67 ml saf su 200 pl halinde
yaklasik 7 dakika araliklarla eklendi. Oda sicakligina gelen karigim 15 ml %86’ ik
H,0- H,SO4 karisimu ile filtreli cam hunide yikandi. Daha sonra ¢okelti 25 ml saf su
icinde konarak 30 dakika karistirildi ve filtre kagidindan geg¢irilerek kurutuldu
(Verim % 82).

2.2.2 N,N’~(L-glutamikasit t-butilester)-3,4:9,10-perilenediimid Sentezi
(TK10)

O‘O L-glutamikasit t-butilester hidroklorit OO
OO H,0 , trietilamin, n-bitanol ‘
48 saat 85°C Reflux OO

o0~ 0" O
TK1 O~ N” "0
oo
M=392,32 g/mol j<
O (0]
TK10
3,4:9,10-perilenetetrakarboksilik
asit dianhidrit Ma=874,97 g/mol

N,N’-(L-glutamikasit t-butilester)-3,4:9,10-
perilenediimid

Sekil 2.2 N,N’-(L-glutamikasit t-butilester)-3,4:9,10-perilenediimid Sentezi
(TK10).

0,5 g TK1, 0,377 g L- glutamik asid di-ter butilester hidroklorit tuzu, 10 ml n-

butanol, 10 ml H,O ve 1,5 ml trietilamin balonda 48 saat boyunca 85°C’de reflux
yapildi. Olusan madde evaporatorde kurutuldu ve CHCIl3/CH3;0H (95:05) sistemiyle

19



kolon yapilarak saflastirildi.  Coziici vakum altinda uguruldu.  Saf madde

kurutulduktan sonra CDCL3 icinde NMR analizleri yapildi. Kiitle spektrumu alindu.

(1) "H NMR (400 MHz, CDCls) , 8[ppm], 1,39(s, 36H, -C(=0)0-C), 2,36(m,
4H, -CH,), 2,65(m, 4H, -CH,), 5,65(t, 2H, N-CH), 8,45(d, J=8,12 Hz, 4H, CH-arom),
8,55(d, J=9,6 Hz, 4H, CH-arom) [Sekil 3.1]

(2) >C NMR (100 MHz, CDCl3) , 8[ppm], 24,13; 27,97; 32.4; 76,88; 81,71;
122,96 126,22; 129,36; 131,45; 134,41; 162,59; 167,97; 171,49 [Sekil 3.2]

(3) ESI-MS (m/z); 874,3666 [Sekil 3.3]

2.2.3 N,N’~(L-alanin t-butilester)-3,4:9,10-perilenediimid Sentezi (TK11)
HaCo ] i
3 \HJ\O Aé
0, _0._0
Os_N.__0O
OO L-alanin t-butilester

Y

O H,O , trietilamin, n-bitanol
48 saat 85°C Reflux O
o o0 o
TK1 UL
o%
H3C/¥\H/
MA=392,32 g/mol Ho
TK11
3,4:9,10-perilenetetrakarboksilik M,=646,69 g/mol
asit dianhidrit

N,N’-(L-alanin t-butilester)-3,4:9,10-
perilenediimid

Sekil 2.3 N,N’-(L-alanin t-butilester)-3,4:9.10-perilendiimid Sentezi (TK11).

1 g TK1, 0,460 g L- Alanin tert-butilester hidroklorit tuzu, 10 ml n-butanol,
10 ml H,O ve 1,5 ml trietilamin balonda 48 saat boyunca 85°C’de reflux yapildi.
Olusan madde evaporatérde kurutuldu ve CHCI3;/CH;0H (98:02) sistemiyle kolon
yapilarak saflastirildi. Coziicli vakum altinda uguruldu. Saf madde kurutulduktan

sonra CDCL; i¢ginde NMR analizleri yapildi. Kiitle spektrumu alindi.
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(1) '"H NMR (400 MHz, CDCls) , 8[ppm], 1,52(s, 18H, -C(=0)0-C), 1,71(d,
J=7 Hz, -CH3), 5,68(multiplet, 2H, N-CH), 8,35(d, J=8,08 Hz, 4H, CH-arom), 8,49(
d, J=7,96 Hz, 4H, CH-arom) [Sekil 3.4]

(2) *C NMR (100 MHz, CDCl) , 8[ppm], 14,79; 27,96; 50,15; 81,47,
122,72; 125,99; 129,10; 131,20; 134,17; 162,15; 168,57 [Sekil 3.5]

(3) ESI-MS (m/z); 646,2279 [Sekil 3.6]

2.2.4 1,7-dibromo-N,N’-(L-glutamikasit t-butilester)-3,4:9,10-

perilenediimid Sentezi (TK12)
0] O

OO oA Aok

o T
Br L-glutamikasit t-butilester hidroklorit
Br ‘ >
OO H,O , trietilamin, n-biitanol B
48 saat 85°C Reflux
RO®
TK2

07 N0
Ma=550,11 g/mol %OMO\K
o) 0

1,7-dibromo-3,4:9,10-perilenetetrakarboksilik
e TK12
asit dianhidrit

o~ O O

Ma=1032,76 g/mol

1,7-dibromo-N,N'-(L-glutamikasit t-butilester)-3,4:9,10-
perilenediimid

Sekil 2.4 1,7-dibromo-N,N’-(L-glutamikasit t-butilester)-3,4:9,10-
perilenediimid Sentezi (TK12).

0,5 g TK2, 0,537 g L- glutamik asit di-ter butilester hidroklorit tuzu, 12,5 ml
n-butanol, 12,5 ml H,O ve 2 ml trietilamin balonda 48 saat boyunca 85°C’de reflux
yapildi. Olusan madde evaporatdrde kurutuldu ve CHCl3/CH30H (95:05)sistemiyle
kolon yapilarak saflastirildi.  Coziici vakum altinda uguruldu.  Saf madde

kurutulduktan sonra CDCL3 icinde NMR analizleri yapildi. Kiitle spektrumu alindu.
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(1) 'H NMR (400 MHz, CDCl3) , d[ppm], 1,36(s, 36H, -C-CHs), 2,3(m, 2H,
2H,-CH,), 2,7(m, 2H, 2H,-CH,), 5,6(t, 2H, N-CH), 8,7(d, J=8,16 Hz, 2H, 2H, CH-
arom), 8,9(s, 2H, CH-arom), 9,5(d, J=8,16 Hz, 2H, 2H, CH-arom) [Sekil 3.7]

(2) *C NMR (100 MHz, CDCLs) , 8[ppm],29.26; 30,18; 32.31; 45,30; 80,51;
127,45; 130,18; 137,04; 138,12; 144,26; 167,59; 168,73; 171,38 [Sekil 3.8]

(3) ESI-MS (m/z);1032,1830 [Sekil 3.9]

2.2.5 1,7-dibromo-N,N’-(L-alanin t-butilester)-3,4:9,10-perilenediimid
Sentezi (TK13).

0]
HCH
ot
(@) 0] O
0] N O

OO Br L-alanin t-butilester OO
Br ‘ > Br
OO H,O , trietilamin, n-bitanol Br
48 saat 85°C Reflux OO

o~ O O
TK2 o N0
o%
M,=550,11 g/mol HsC™ L
(0]
1,7-dibromo-3,4:9,10-perilenetetrakarboksilik TK13
asit dianhidrit

Ma=804,48 g/mol

1,7-dibromo-N,N'-(L-alanin t-butilester)-
3,4:9,10-perilenediimid

Sekil 2.5 1,7-dibromo-N,N’-(L-alanin t-butilester)-3,4:9,10-perilenediimid
Sentezi (TK13).

1 g TK2, 0,660 L- alanin t-butilester hidroklorit tuzu, 12,5 ml n-butanol, 12,5
ml H,O ve 2 ml trietilamin balonda 48 saat boyunca 85°C’de reflux yapildi. Olusan
madde evaporatorde kurutuldu ve CHCI3/CH3;OH (98:02) sistemiyle kolon yapilarak
saflagtirildi.  Coziicli vakum altinda uguruldu. Saf madde kurutulduktan sonra

CDCL; iginde NMR analizleri yapildi. Kiitle spektrumu alind1

22



(1) 'H NMR (400 MHz, CDCl3) , d[ppm], 1,49(s, 18H, -C(=0)0O-C), 1,67(d,
J=7,09 Hz, -CH3;), 5,22(multiplet, 2H, N-CH), 8,71(d, J=8,161 Hz, 4H, CH-arom),
8,92(s, 2H, CH-arom), 9,5(d, J=8,16 Hz, 4H, CH-arom) [Sekil 3.10]

(2) *C NMR (100 MHz, CDCl;) , 8[ppm], 24,06; 29,74; 60,74; 81,11;
117,82; 123,18; 128,43; 132,84; 138,05; 168,30; 184,64 [Sekil 3.11]

(3) ESI-MS (m/z);804,0496 [Sekil 3.12]

2.2.6 Glutatyon S-Transferaz Aktivite Ol¢iimleri

Glutatyon-S-Transferaz Ol¢limlerine gegilmeden Once ¢oziniirliigli artirmak
icin 4 yeni perilenmiimidin u¢ gruplarinda reaksiyon sirasinda farkli gruplarin
baglanmasin1 6nlemek i¢in bagl olan tersiyerbiitil gruplart TFA/CHCI3 1:1 oraninda
eklenip 1 saat siiresince karistirildiktan sonra koparilmis oldu ve rotary evaporatorde

ucurulup kurutuldu.

Habig ve arkadaslarinin kullandigr kinetik metodun [86] baz1 diizenlemelerle
mikroplakaya uyumlu hale getirilerek sigir karaciger homejenatlarinda Glutatyon S-

transferaz enziminin GSH kullanimi 340 nm dalga boyunda 6l¢iilmiistiir [87].

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 hazirlanmis ve reaksiyon 22-25°C araliginda homojenat eklenerek
baslatilmistir. Test edilecek bilesikler DMSO igerisinde c¢oziildiigiinden kontrol
olarak ila¢ yerine DMSO kullanilmigtir. Reaksiyon kinetigi 340nm'de 240 saniye
boyunca takip edilmistir.

Olgiim sonuglar1 Graphpad Prism 4.0 kullanilarak doza karsilik cizilen

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

belirtildigi gibi hesaplanmustir.
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2.2.7 ¢-Src Enzim Aktivitesinin Tayini

Src kinaz enzim aktivitesi "Promega profluor Src assay" kiti kullanilarak
standardize edilmis olan rhodamine (R110) bagli peptidlerin Src kinaz tarafindan
fosfatlanmasin1 takiben olusan fosfoiiriinlerin bagli olduklar1 florojenik rodamin
yapilarindan bir proteaz enzimince koparilmalari sonucu olusan 1simanin 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
[88]. Analiz siireci i¢in gerekli reaksiyon siireleri farkli test bilesikleri i¢in ayr1 ayri
belirlenmis olup ortalama her asama icin 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 olmadigr belirlenmistir. Deneysel sonug ise
proteazda etki gostermeksizin R110 substratindaki fosforilasyon diizeyine bagh
olarak azalan Fluoresan 1simanin takibiyle elde edilmistir. Hesaplamalar Floresan
Isimanin doza karsilik ¢izilen grafiklerinin 4-parametreli sigmoid doz-cevap egrisine
cevrimi sonucunda Y= en diisiik 1s1ma diizeyi +((Enyiiksek diizey-En diisiik diizey)/
(1+10(logIC50-x) ) formiiliiniin her bir data icin 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 ¢Ozilniirliik, arka plan 1simalar1 ve benzeri problem yaratacak
parametreler notralize edildikten sonra deneysel dlgtimler hem c-Src hem GST enzim
aktiviteleri  birbirinden bagimsiz ¢ift okumali ii¢ farkli deney olarak

gerceklestirilmistir.
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3. BULGULAR
3.1 TK10 Maddesinin Spektrum Verileri

3.1.1 TK10 Maddesinin '"H-NMR Spektrumu
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3.1.2 TK10 Maddesinin *C-NMR Spektrumu
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3.1.3 TK10 Maddesinin Kiitle Spektrumu
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3.1.4 TK10 Maddesinin UV Spektrumu
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inin "H-NMR Spektrumu

3.2 TK11 Maddesinin Spektrum Verileri

3.2.1 TK11 Maddes
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3.2.2 TK11 Maddesinin *C-NMR Spektrumu
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3.2.3 TK11 Maddesinin Kiitle Spektrumu
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3.3 TK12 Maddesinin Spektrum Verileri

"H-NMR Spektrumu

inin

3.3.1 TK12 Maddes
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3.3.3 TK12 Maddesinin Kiitle Spektrumu
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3.3.4 TK12 Maddesinin UV Spektrumu
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"H-NMR Spektrumu

inin

3.4 TK13 Maddesinin Spektrum Verileri

3.4.1 TK13 Maddes
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3.4.2 TK13 Maddesinin *C-NMR Spektrumu
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Sekil 3.14 TK13 Maddesinin *C-NMR Spektrumu.



3.4.3 TK13 Maddesinin Kiitle Spektrumu
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3.4.4 TK13 Maddesinin UV Spektrumu
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3.5 ¢-Src Enzim Inhibisyonu Cahsmalari
3.5.1 TK10 Maddesinin c-Src Enzim inhibisyonu

TK10 bilesigi i¢in yapilan c¢aligmalarda etkin bir c-src inhibisyonu

gbzlemlenmemistir.

3.5.2 TK11 Maddesinin c-Src Enzim inhibisyonu

10000+

75004 ——

5000+

FLU(R110)

2500+

1.593 0.531 0177 0.059 0.020 0.007 0.002 0.000
Konsantrasyon (Molarite)

Sekil 3.17 TK11 Maddesinin c-Src enzimine kars1 inhibisyon grafigi.
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Sekil 3.18 TK 11 bilesiginin enzim inhibisyonunu gosteren doz-cevap egrisi.

3.5.3 TK12 Maddesinin c-Src Enzim Inhibisyonu

10000

75004

5000

FLU(R110)

25004

o

1.593 0.531 0.177 0.059 0.020 0.007 0.002 0.000
Konsantrasyon (milimolar)

Sekil 3.19 TK12 Maddesinin c-Src enzimine kars1 inhibisyon grafigi.
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FLU (R110)
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Sekil 3.20 TK 12 bilesiginin enzim inhibisyonunu gosteren doz-cevap egrisi.

3.5.4 TK13 Maddesinin c-Src Enzim inhibisyonu

:

g

;

Sekil 3.21 TK13 Maddesinin c-Src enzimine kars1 inhibisyon grafigi.
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3.6 GST Inhibisyon Sonuclar

3.6.1 TK10 Maddesinin GST Inhibisyonu

TK10 bilesigi i¢in yapilan c¢alismalarda etkin bir GST inhibisyonu

gbzlemlenmemistir.

3.6.2 TK11 Maddesinin GST Inhibisyonu

500+

400+

3004 T

Absorbans (OD340)

200+

100
1.593 0.531 0.177 0.059 0.020 0.007 0.002 0.000

Konsantrasyon (milimolar)

Sekil 3.22 TK11 Maddesinin GST inhibisyon grafigi.
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Sekil 3.23 TK11 GST inhibisyon egrisi.
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3.6.3 TK12 Maddesinin GST Inhibisyonu
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Sekil 3.24 TK12 GST inhibisyon egrisi.

3.6.4 TK13 Maddesinin GST Inhibisyonu
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Sekil 3.25 TK13 GST inhibisyon egrisi.
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4. SONUC VE TARTISMA

Bu calismada dort yeni perilendiimid sentezlenmistir. Elde edilen

molekiillerin yapilar1 "H-NMR, *C-NMR ve kiitle spektrumlari ile aydinlatilmustir.

Perilen molekiilleri perilen dianhidrit haline getirildikten sonra perilenlerin
¢Oziinilirliik sorunlarini ¢ézmek icin 'imid' bolgesine N-substituent'ler baglanarak

¢Oziiniirligl artirilmis oldu.

Elde edilen yeni perilendiimidlerin hedefe 6zgiin ilag¢ tasarim ve gelistirmede
etkin olabilecegi diisiiniilerek kanser hiicrelerinde aktivasyon kontroliiniin ortadan
kalkmasina ve tlimoriin biiylimesine neden olan c-Src tirozin kinaz enzimi ve ilag
diren¢ mekanizmasina yol acan faz II detoksifikasyon enzimlerinden olan Glutatyon-

S-Transferaz enzimi iizerindeki inhibisyonlar1 ¢caligilmistir.

TK10 bilesigi i¢in yapilan c¢aligmalarda etkin bir c-src inhibisyonu
gozlemlenmemigtir. Bunun ana nedeni reaksiyon ortaminda fizyolojik sartlar
olusturmak amacli kullanilan baz1 bilesikler ile etkilesime girmesi olarak
diisiiniilmektedir. Dolayistyla bu bilesigin deney sartlarinda kullanilan bazi sekonder
bilesiklerden arindirilmis bir analiz metodu gelistirilerek yeniden c¢alisilmasi

diistiniilmektedir.

TK11 bilesiginin farkli dozlarinda c-Src enzimine karsi inhibisyon yaptigi
%380 aktif c-Src enzimine karsi bilesigin her dozu i¢in ¢ift analiz igeren birbirinden
bagimsiz ii¢ deney gergeklestirilerek gosterilmistir. Bar grafiginde verilen degerler

bu {i¢ deneyin ortalamasini gostermektedir. (Sekil 3.17)

TKI11 bilesiginin enzimi %50 inhibe eden dozun (ICsy) belirlenmesi igin
olusturulan sigmoidal doz-cevap egrisi ve istatistiksel analiz sonucu GraphPad prism
4.0 ile hesaplanmis olup, %50 inhibisyonu gosteren bilesik dozu 1.105mM olarak
belirlenmistir. (Sekil 3.18)
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TK12 bilesiginin farkli dozlarinda c-Src enzimine karst inhibisyon yaptigi
%80 aktif c-Src enzimine kars1 bilesigin her dozu igin ¢ift analiz igeren birbirinden
bagimsiz li¢ deney gergeklestirilerek gosterilmistir. Bar grafiginde verilen degerler

bu ii¢ deneyin ortalamasini gostermektedir. (Sekil 3.19)

TK12 bilesiginin enzimi %50 inhibe eden dozun (ICsp) belirlenmesi igin
olusturulan sigmoidal doz-cevap egrisi ve istatistiksel analiz sonucu GraphPad prism
4.0 ile hesaplanmis olup, %50 inhibisyonu gosteren bilesik dozu 196,3uM olarak
belirlenmistir. (Sekil 3.20)

Sekil 3.19 ve 3.20’de goriildiigii iizere c-Src enziminin %80 aktifliginde
bilesik TK12 enzim aktivitesinde doza bagli anlamli inhibisyon egilimi gdstermistir.
Burada R110 (rhodamine-Peptid bagli Src substrati) ile yapilmis olan calismada
Floresan 1s1madaki artis ile enzim aktivite diizeyi ters orantili olup, bilesigin yiiksek
dozlarinda 151ma diizeyinde gozlenen artig goreceli olarak enzim inhibisyonuna isaret
etmektedir. Kantitatif inhibisyon diizeyi ise ancak doz-cevap egrisinin istatistiksel 4-
parametre sigmoid egrisi olusturulmasiyla hesaplanmis olup TKI12 icin ICs

196,3uM olarak belirlenmistir.

TK13, %80 aktif c-Src enzimine karsi bir inhibisyon egilimi gdstermemistir.
Her doz i¢in ¢ift analiz igceren birbirinden bagimsiz ii¢ deney gerceklestirilmis olup

grafikte verilen degerler bu ii¢ deneyin ortalamasini1 gostermektedir. (Sekil 3.21)

Sekil 3.21°de goriildigl iizere, kontrol grubunda maksimum sinyal 5000
floresan birimi (FLU) olup inhibisyona bagli olarak enzim inhibisyonu yapmadigi bu
1s1mada inhibisyona bagli azalmanin maksimum 3500 FLU olarak g6zlenmesiyle
belirlenmisti.  Dolayisiyla TK13 i¢in enzimi %50 inhibe eden doz veya %

inhibisyonu gdsteren doz-cevap egrisi olugturulamamamastir.

TK10 bilesigi icin yapilan c¢aligmalarda etkin bir GST inhibisyonu

gozlemlenmemistir.

47



TK11 bilesiginin GST enzim kaynagt olan si@ir karaciger sitozolik
numunelerinde GST Inhibisyon egilimi diisiiktiir (Sekil 3.22) . TK11 bilesiginin GST
enzim kaynagr olan si@ir  karaciger  sitozolik numunelerinin  diisiik
konsantrasyonlarinda %30 civarinda inhibisyon gosterirken yliksek dozlarinda GST
enzimini aktiflestirdigi gozlenmistir. Enzim inhibisyonu i¢in gereken konsantrasyon
doz-cevap egrisiyle belirlenmistir.  Enzimi %50 inhibe eden dozun (ICsg)
belirlenmesi i¢in olusturulan sigmoidal doz-cevap egrisi ve istatistiksel analiz sonucu
GraphPad prism 4.0 ile hesaplanmis olup, %50 inhibisyonu gosteren bilesik dozu
557,9uM olarak belirlenmistir. (Sekil 3.23)

Sekil 3.24’de goriildiigii iizere TK12 GST enzim kaynagi olan sigir karaciger
sitozolik numunelerinde gosterdigi enzim inhibisyonu doz-cevap egrisiyle
belirlenmistir. Enzimi %50 inhibe eden dozun (ICsp) belirlenmesi i¢in olusturulan
sigmoidal doz-cevap egrisi ve istatistiksel analiz sonucu GraphPad prism 4.0 ile
hesaplanmis olup, %350 inhibisyonu gosteren bilesik dozu 2,81uM olarak

belirlenmistir.

Sekil 3.25°de goriildiigii tizere TK13 GST enzim kaynagi olan sigir karaciger
sitozolik numunelerinde gosterdigi enzim inhibisyonu doz-cevap egrisiyle
belirlenmistir. Enzimi %50 inhibe eden dozun (ICsp) belirlenmesi igin olusturulan
sigmoidal doz-cevap egrisi ve istatistiksel analiz sonucu GraphPad prism 4.0 ile
hesaplanmis olup, %350 inhibisyonu gdsteren bilesik dozu 360nM olarak

belirlenmistir.

Sonuglarimiz ilerde yapilacak ¢aligmalar agisindan yeni pencereler agmustir.
Bu molekiillerle ilgili yapilacak farkli modifikasyonlarla bu enzimler {izerinde daha
fazla inhibitor etkisi gorebiliriz ya da diger hastaliklarin tedavileri icin ilag

tasarimlar1 yapilabilir.

Sonug olarak yeni perilendiimidler sentezledik ve etkili biyolojik aktivite
sonuclarini karakterize ettik. Bu sonuclar hedefe 6zgiin ilag tasarim ve gelistirmede
etkilerinin olabilecegini yani bu enzimlerin rol oynadigi hastaliklarin farkli sekillerde

kontrol altina alinmasina olanak saglayacagini géstermektedir.
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