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OZET

Potansiyel Proteazom Inhibitorii Bir Grup Karbosiklik Ve Heterosiklik

Bilesigin Sentez ve Biyoaktivite Calismalar:

Ubikitin proteazom sistemi (UPS) biitiin 6karyotik hiicrelerin ¢ekirdeginde ve
sitozoliinde yer alan ana proteolitik sistemdir. Bu proteolitik sistem, hiicre biiyiimesi,
farklilagsmasi, apoptoz, sinyal iletimi, DNA tamiri, antijen olusum siireci Ve
inflamatuar yanit olusumu gibi ¢ok sayida 6nemli biyolojik siirecte gorev alan bir¢ok
proteinin yikimi i¢in dnem tagimaktadir. Ubikitin proteazom sisteminin molekiiler ve
fonksiyonel ozellikleri bir¢cok arastirma grubu tarafindan arastirilmis ve bu sistem
icindeki bozukluklarin basta kanser olmak {izere beyin iskemisi, miiskiiler
rahatsizliklar, inflamasyon, otoimmdiin hastaliklar, kistik fibréz, viral enfeksiyonlar,
diyabet, felg, norodejeneratif hastaliklar ve kalp hastaliklart gibi pek cok patolojik
durumla iliskili oldugu ortaya c¢ikarilmistir. Bu nedenle, ubikitin proteazom
sisteminin  bilesenlerini  spesifik olarak hedefleyen inhibitorlerin  veya
indiikleyicilerin gelistirilmesi, ¢ok genis yelpazedeki bu hastalik gruplarinin tedavisi
icin biiyiilk potansiyele sahip uygun bir strateji olarak kabul edilmistir. Bir
multiproteaz enzim kompleksi olan proteazom, UPS’nin temel bilesenidir ve bu
yolakta protein yikimimin yiiriitiilmesinde onemli rol oynamaktadir. Terapotik bir
hedef olarak proteazomun Onemi, proteazom inhibitérii Bortezomib’in klinik
basarisiyla gosterilmistir. Bir dipeptidil boronik asit tirevi olan Bortezomib
(Velcade®, PS-341), multipl miyelom tedavisinde ABD Gida ve ilag idaresi
(FDA)’nden onay alan ilk proteazom inhibitoriidiir. Bortezomib’in multipl miyelom
tedavisindeki klinik yararlara ragmen, ciddi yan etkileri, kazanilmis ilag direnci ve
yetersiz farmakokinetik Ozellikleri nedeniyle selektif etkili yeni proteazom

inhibitorlerine hala ihtiya¢ duyulmaktadir.

Bu amagla son zamanlarda birgok arastirma grubu tarafindan farkli kimyasal
yapiya sahip yeni ve selektif etkili poteazom inhibitorii bilesiklerin kesfine yonelik
yogun arastirmalar yapilmaktadir. Bu arastirmalar sonucunda, PI1-083 kodlu
naftokinon tiirevi bilesik, yakin zamanda proteazom inhibitérii olarak rapor
edilmistir. PI-083 bilesigi Bortezomib ile karsilastirildiginda, bu bilesigin daha genis
bir antitimdr aktiviteye sahip oldugu, in vitro ve in vivo olarak normal hiicrelere

oranla kanserli hiicrelere kars1 daha yiiksek segicilik gosterdigi tespit edilmistir. Bu



nedenle, PI-083 ve bu bilesigin tasidig1 naftokinon iskeleti yeni antiproliferatif ve
proteazom inhibitorii bilesiklerin gelistirilmesi i¢in {imit verici yapilar olarak

tanimlanmustir.

Tez calismamiz kapsaminda bu verilerden yola ¢ikarak, terapotik agidan etkin
ve selektif, yeni proteazom inhibitorii molekiillerin gelistirilmesi amaciyla P1-083
kodlu proteazom inhibitdrii bilesik lider molekiil olarak se¢ilmis ve bilesik iizerinde
daha once yapilan yapi-etki ¢alismalar1t sonucunda 6ngoriilen hipotetik farmakoforik
yap1 dikkate alinarak naftokinon ¢ekirdegi tasiyan siilfonamit ve karboksamit tiirevi
41 adet bilesik tasarlanmis ve sentezlenmistir. Sentezlenen bilesiklerin yapr teyitleri

spektral (IR, "H NMR, kiitle) ve elementel analiz yontemleriyle yapilmistir.

Bilesiklerin antiproteazomal aktivitelerini tespit etmek amaciyla insan meme
kanseri hiicre hattinda (MCF-7) sirasiyla, WST-1 hiicre proliferasyon yontemiyle
sitotoksik  Ozellikleri, immiinoblotlama teknigiyle neden olduklar1 toplam
poliubikitine olmus protein birikim diizeyleri belirlenmis ve yiiksek seviyede
poliubikitine olmus protein birikimine neden olan bilesiklerin proteazom kimotripsin

benzeri aktivite inhibisyonlari florometrik yontem ile in vitro olarak incelenmistir

Biyolojik aktivite sonuglarina gore, siilfonamit ve karboksamit genel yapisina
sahip final bilesiklerimizin, degisen oranlarda sitotoksik aktiviteye ve poliubikitine
olmus protein birikimine neden olduklart gdzlenmistir. Yiiksek seviyede
poliubikitine olmus protein birikimine neden olan segili bilesiklerin kimotripsin
benzeri aktivite inhibisyonlar1 incelendiginde ise amit azotunda 2-kloro-3-piridil
grubu tasiyan NS26 kodlu siilfonamit tiirevi bilesigin, lider bilesikten istatistiksel
olarak anlaml (p<0.05) diizeyde daha yiiksek proteazom kimotripsin benzeri aktivite

inhibisyonu gdsterdigi tespit edilmistir.

Bu calisma sonucunda elde ettigimiz verilerin, yeni proteazom inhibitdrii
bilesiklerin kesfine yonelik arastirmalar i¢in yol gosterici olacagi ve literatiire onemli

katkilar saglayacagi diisiincesindeyiz.

Anahtar Kelimeler: Ubikitin proteazom sistemi; proteazom inhibitdrleri;

naftokinon; sentez.



ABSTRACT

Synthesis and Bioactivity Studies of Some Carbocyclic and Heterocyclic

Compounds as Potential Proteasome Inhibitors

The ubiquitin proteasome system (UPS) is the main proteolytic system in the
nucleus and cytosol of all eukaryotic cells. This system is important for the
destruction of most of the proteins involved in many important biological processes
such as cell growth, cell differentiation, apoptosis, signal transduction, DNA repair,
antigen process and inflammatory response. The molecular and functional
characteristics of the UPS have been investigated and it has been revealed that many
disorders within this system are related with many diseases such as brain ischemia,
musculer disorders, inflammation, autoimmune diseases, cystic fibrosis, viral
infections, diabetes, stroke, neurodegenerative diseases, heart diseases and especially
cancer. Therefore, the development of inhibitors specifically targeting the
components of the ubiquitin proteasome system has been assumed as a favourable
strategy for the treatment of these diseases. Proteasome, a multiprotease enzyme
complex, is a major component of the ubiquitin proteasome system and it plays an
important role in the protein degradation pathway. Importance of proteasome as a
therapeutic target has been proved by the clinical success of Bortezomib.
Bortezomib, a dipeptidyl boronic acid derivative, is the first proteasome inhibitor
approved by the US Food and Drug Administration (FDA) for the treatment of
multiple myeloma. Despite the clinical benefits of bortezomib in the treatment of
multiple myeloma, new selective proteasome inhibitors are still required because of
its crucial side effects, drug resistance potential and insufficient pharmacokinetic

properties.

For this purpose, research studies for the discovery of new and selective
proteasome inhibitors have been going on by many research groups. As a result of
these investigations, the naphthoquinone derivative encoded PI-083 has recently
been reported as a proteasome inhibitor. It has been shown that PI1-083 has a broader
antitumor activity and is more selective against cancer cells compared to bortezomib
in vitro and in vivo. Therefore, napthoquinone scaffold of PI-083 have been
acknowledged as promising core structure for the development of new proteasome

inhibitors.



In our dissertation, PI1-083-encoded proteasome inhibitor was selected as the
lead compound in order to develop therapeutically effective and selective new
proteasome inhibitors and the hypothetical pharmacophore structure predicted by the
structure-activity relationship studies on this compound has been realized. With this
purpose 41 compounds of sulfonamide and carboxamide derivatives bearing
naphthoquinone core were designed and synthesized. Structural identification of the
synthesized compounds were confirmed by spectral (IR, *H NMR, MS) and

elemental analysis methods.

The antiproteasomal activities of the compounds on the human breast cancer
cell line (MCF-7), the cytotoxic properties and the total polyubiquitinated protein
accumulation levels of the compounds were determined by WST-1 cell proliferation
assay and the immunoblotting technique, respectively. Morevover, inhibition of
proteasomal chymotrypsin-like activity of compounds which cause high level of
polyubiquitinated protein accumulation has been investigated by fluorometric

method in vitro.

According to the biological activity results, it has been observed that our
compounds with sulfonamide and carboxamide structure cause cytotoxic activity and
polyubiquitinated protein accumulation at various ratios. The evaluation of the
inhibition of chymotrypsin-like activity of the selected compounds which cause high
level of polyubiquitinated protein accumulation has revealed that the sulfonamide
derivative bearing 2-chloro-3-pyridyl group on amide nitrogen encoded NS26
exhibited significant (p<0.05) proteasome chymotripsin-like activity inhibition

compared to the lead compound.

We believe that data obtained from this study will significantly contribute for
the discovery of novel proteasome inhibitors, as well as provide significant

contributions to the literature.

Keywords:  Ubiquitin  proteasome  system; proteasome inhibitors;

naphthoguinone; synthesis.
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1. GIRIS

Homeostazin  siirdiiriilmesinde  ve  ¢esitli  hiicresel ~ fonksiyonlarin
diizenlenmesinde 6nemli rol oynayan hiicresel proteinlerin yikimi olduk¢a kompleks
bir siire¢ olup, siki bir denetim altinda yapilmaktadir (1,2). Endozom-lizozom ve
ubikitin-proteazom yolaklari, hiicresel proteinlerin yikimi igin bugiline kadar
tanimlanmuis iki ana yolagi olusturmaktadir (3). Endozom-lizozom yolagi esas olarak
hiicre dis1 ve transmembran proteinlerin nonspesifik olarak yikimindan sorumlu
yolak olup, bu yolakta gorev alan lizozomlar, proteazlar ve hidrolitik enzimlerin
hapsedildigi sitoplazmik membrana bagh vezikiillerdir (4). Hiicre igi proteinlerin
%70-80’inin yikimindan sorumlu olan ubikitin-proteazom yolagi ise 1970’11 yillarin
sonu 1980°li yillarin basinda bu calismalariyla Nobel o6diili kazanan Aaron
Ciechanover, Avram Hershko ve Irwin Rose tarafindan kesfedilmis ve giiniimiizde
Okaryotik hiicrelerdeki intraseliiler proteinlerin cogunun bu yolak araciligiyla

yikildig1 anlasilmistir (5,6).

Ubikitin proteazom sistemi (UPS) hiicre biiylimesi, farklilagsmasi, apoptoz,
sinyal iletimi, DNA tamiri, antijen olusum siireci ve inflamatuar yanit olusumu dahil
olmak tizere bircok hiicresel fonksiyonda ve homeostazin siirdiiriilmesinde 6nemli
gorevleri olan proteinlerin yikimindan sorumlu ana yolaktir (7—11). Bu yolagin
ubikitin, E1 (ubikitin aktive edici enzim), E2 (ubikitin baglayici enzim), E3 (ubikitin
protein ligaz), deubikitine edici enzim (DUB) ve katalitik yikimdan sorumlu ana
bilesen proteazom olmak iizere bir¢ok bilesene sahip oldugu ortaya ¢ikarilmistir (7—
10,12,13). Ubikitin-proteazom sistemi aracilifiyla protein yikimi iki basamakta
gerceklesmektedir. {1k basamakta yikima ugrayacak protein E1, E2 ve E3 enzimleri
varliginda 26S proteazom tarafindan taninmak iizere en az dort adet ubikitin
molekiilii ile etiketlenmektedir. Tkinci basamakta ise poliubikitinlenmis protein, 26S
proteazom kompleksi tarafindan 3-22 amino asit uzunlugundaki kiigiik peptitlere
yikilmaktadir (14).

26S proteazom kompleksi bir adet 20S ¢ekirdek kisim ve bu ¢ekirdek kismin
her iki ucunu orten iki adet 19S diizenleyici par¢adan olugmaktadir. 19S diizenleyici
kisimlar, kapak (lid) ve taban (base) olmak iizere iki bilesene ayrilmistir. Yikilmak
lizere poliubikitinlenmis proteinler, proteazoma girdikten sonra 19S kapak kismi ile

iligkili olan deubikitine edici enzim (DUB) ailesi tarafindan deubikitasyona tabi
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tutulmaktadir. 19S taban bileseni ise substrat proteinin diizlestirilmesinde ve bu
diizlestirilmis deubikitine substrat proteinin 20S govde kisma iletilmesinde rol
oynamaktadir. 20S katalitik govde kisim dort adet iist iiste oturmus, heptamerik
halkadan olusan silindirik bir sekle sahiptir. I¢ kisimda yer alan 2 adet "p" halkasi
B1-B7, dis kisimda kalan 2 adet “o” halkasi ise al-a7 olmak iizere yedi adet alt
birimden olugmaktadir. o halkalari, substrat proteinin halka i¢ine alinmasindan ve
yikim TUriinlerinin proteazom disina ¢ikarilmasindan sorumlu iken, [ halkalari
proteolitik aktiviteden sorumludur. Her iki B halkasinda bulunan B1 alt birimler,
kaspaz benzeri; B2 alt birimler tripsin benzeri ve B5 alt birimler ise kimotripsin
benzeri proteolitik aktiviteden sorumlu katalitik bolgelerdir. Proteolitik yikim, bu
katalitik yorelerin N terminal treonin hidroksil grubu aracilifiyla gerceklesmektedir

(1,4,15-21).

Ubikitin proteazom sisteminin molekiiler ve fonksiyonel dzellikleri birgok grup
tarafindan incelenmistir. Cok yonlii fizyolojik rolii nedeniyle bu sistemin temel
bileseni olan proteazomun cesitli hastaliklarda ve patolojik durumlarda yer aldig
tespit edilmistir (22). Basta kanser olmak iizere otoimmiin hastaliklar,
norodejeneratif hastaliklar, kalp hastaliklari, miiskiiler rahatsizliklar, beyin iskemisi,
inflamasyon, kistik fibroz, viral enfeksiyonlar, diyabet ve felg gibi pek ¢ok patolojik
durumla proteazomun iliskili oldugu ortaya cikarilmistir. Bu nedenle, ubikitin-
proteazom sisteminin bilesenlerini spesifik olarak hedefleyen inhibitdrlerin
gelistirilmesi, ¢ok genis yelpazedeki bu hastaliklarin tedavisi i¢in potansiyele sahip

uygun bir strateji olarak kabul edilmistir.

Ubikitin proteazom sisteminin ana bileseni olan proteazomun inhibisyonu
sonucunda, hiicre i¢i diizenleyici proteinler hizli bir sekilde birikerek hiicre biiylimesi
onlenmekte ve apoptotik yolagin indiiksiyonuyla hiicre 6liimii meydana gelmektedir.
Kanserli hiicrelerin normal hiicrelere gore daha yiiksek seviyede proteazomal
aktiviteye sahip oldugu ve proteazom inhibisyonunun proapoptotik etkilerine karsi
daha duyarli oldugu bilinmektedir. Bu nedenle proteazom inhibisyonu, terapdtik
acidan Onem tasityan yeni antikanser ilaglarin gelistirilmesinde ilgi odagi haline
gelmistir. Ayrica selektif proteazom inhibitorleri inflamasyon, immiin hastaliklar ve
kalp damar hastaliklar1 gibi g¢esitli hastaliklarin tedavisinde de {imit verici bilesikler

olarak yogun bir sekilde arastirilmaktadir (1,16,17,23-30).



Amerikan Gida ve la¢ Idaresi (FDA) tarafindan multipl miyelom (MM) ve
refrakter mantle hiicreli lenfoma tedavisinde kullanilmak {izere onay alan ilk
proteazom inhibitéric Bortezomib (Velcade®) bilesigidir (31). Bortezomib, 20S
protecazomun 5 alt birimine baglanarak kimotripsin benzeri aktiviteyi geri
doniistimlii bir sekilde inhibe eden dipeptidil boronik asit tiirevidir (Sekil 1).
Bortezomib’in kemoterapoétik bir ajan olarak tedaviye girisiyle onemli bir basari elde
edilmesine ragmen, ilaca kars1 direng gelisimi ve periferal noropati gibi yan etkilerin
gozlenmesi nedeniyle etkinligi arttirilmis, toksisitesi azaltilmis ve oral yoldan
kullanilabilecek ikinci kusak yeni proteazom inhibitorlerinin gelistirilmesine ihtiyag
duyulmustur (4,25,32). Ikinci kusak bir proteazom inhibitdrii olan Carfilzomib
(Kyprolis®), Bortezomib bilesiginin etkisiz oldugu multip] miyelom hastalarinin
tedavisinde kullanilmak tizere 2012 yilinda FDA tarafindan onay almistir (Sekil 1).
Bu bilesik, proteazomun B5 alt birimine yiiksek derecede selektivite gosteren
tetrapeptit epoksiketon tiirevidir (33). Multipl miyelom ve lenfoma hastalarinin
tedavi profillerini 6nemli Sl¢lide iyilestiren ancak gilinlimiizde sadece hematolojik
kanserlerin tedavisinde kullanilan bu proteazom inhibitorleri (Bortezomib ve
Carfilzomib), solid tiimérlerin tedavisinde heniiz basarili olamamustir. Ozellikle
Bortezomib’in bu tiimor tiplerinde etki gdstermemesinin sebebi olarak, dokulara
yeterince penetre olamadigr i¢in hedeflenen bolgelerde terapdtik bakimdan yeterli
konsantrasyonlara ulagsamamasi oldugu diisiiniilmektedir (34). Bu nedenle
Bortezomib’den farkli fizikokimyasal ve farmakokinetik Ozelliklere sahip yeni
proteazom inhibitorlerin arastirilmasi sirasinda bir diger dipeptidil boronik asit tiirevi
olan Ixazomib (Ninlaro®) bilesigi kesfedilmistir (Sekil 1) (35). Bilesik iizerinde
yapilan degerlendirmeler sonunda Ixazomib, en az bir 6n tedavi almis MM
hastalarinin tedavisinde lenalidomid ve deksametazon ile kombinasyon seklinde
kullanilmak tizere 2015 yilinda FDA tarafindan onay almistir (36). Bununla birlikte
su anda 20S proteazomun farkli katalitik yorelerine afinite gosteren, dolayisiyla
farkli farmakolojik ve farmakodinamik aktivite profili sergileyen g¢esitli yapisal
siiflara sahip (peptit epoksiketon, peptit boronat ve p-lakton) ikinci kusak
proteazom inhibitéric Oprozomib, Delanzomib ve Marizomib bilesikleri Faz I/II
klinik degerlendirme asamasindadir (Sekil 2) (1,25,28,37).
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Sekil 2. Faz I/II klinik deneme asamasinda olan proteazom inhibitorii bilesikler



Tedavide kullanilan ve klinik deneme asamasinda olan bu bilesikler katalitik
yoredeki N terminal treonin hidroksil grubu ile kovalent bag olusturan reaktif ug
gruplar tasimaktadir. Inhibitdr aktiviteyi saglayan bu reaktif uc¢ gruplarmn, ayn
zamanda bilesigin segiciligini azaltarak, bilesige asir1 reaktiflik dolayisiyla
kararsizlik kazandirdigi, in vivo proteazom inhibitor etkinligi sinirlandirdigi ve yan
etkileri arttirabildigi diistiniilmektedir. Bilesiklerde goriilen in vivo stabilite problemi,
olumsuz farmakokinetik 6zellikler ve yan etkiler, ortak yapi olarak tasidiklar1 bu
reaktif gruplar ve/veya peptit omurgasi ile iliskilendirilmistir (38). Bu nedenle son
zamanlarda yapilan ¢aligmalar, kanser tedavisi igin peptit iskeleti tasimayan, aktif
yoreye reversibl olarak baglanabilecek kiigiik molekiillii proteazom inhibitorlerinin

kesfi ve gelistirilmesi lizerine odaklanmistir (14,39,40).

Bu bilgiler dogrultusunda 2009 yilinda Kazi ve arkadaslarinin yaptigi
caligmada, arastirmacilar High Throughput Screening (HTS) yoOntemi ile yeni
proteazom inhibitorii olarak belirledikleri PI1-083 kodlu bilesigi sentezleyip, farkli
kanser hiicre hatlarindaki ve normal hiicrelerdeki proteazom inhibitor etkinligini test
etmislerdir (Sekil 3). Calisma sonuglari, PI-083 bilesiginin Bortezomib’den daha
genis bir antitimor aktivite sergiledigini, in vitro ve in vivo olarak normal hiicrelere
gore kanser hiicrelerine kars1 daha yiiksek selektiviteye sahip oldugunu gostermistir.
Bilesigin en yiiksek selektivite gosterdigi kanser hiicre hatti insan meme kanseri
hiicre hatti (MCF-7) olarak rapor edilmistir. Biitiin bu olumlu 6zelliklerinden dolayz,
P1-083 bilesigi ve bu bilesigin tagidigir naftokinon yapisi yeni proteazom inhibitorii
ve antiproliferatif ajanlarin gelistirilmesi i¢in umut verici yapisal fenotipler olarak

tanmimlanmustir (41).
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Sekil 3. P1-083 kodlu proteazom inhibitorii bilesigin agik kimyasal yapist

P1-083 kodlu lider (hit) bilesigin yapi-etki iliskilerinin daha iyi anlasilabilmesi
icin 2010 yilinda Lawrence ve arkadaglari, bilesikte bulunan kloronaftokinon,

siilffonamit ve piridin yapilar1 iizerine odaklanarak bir grup bilesik tasarlamis ve
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sentezlemistir. PI1-083 bilesigi iizerinde yapilan yapi-etki caligmalari ve doking
sonuclarma gore 1,4-naftokinon iskeletindeki iki oksijen atomunun, Kkatalitik
yoredeki Treonin 21 (Thr21) ve Glisin 47 (Gly47) amino asitleriyle hidrojen bagi
olusturarak proteazom inhibisyonu i¢in 6nemli oldugu tespit edilmistir. Ayrica PI-
083 bilesigindeki siilfonamit grubu ile proteazomun B6 alt birimindeki asparajin 114
(Asp 114) amino asiti arasinda hidrojen bagi olusumu saptanmis ve bu molekiiler
alanin hidrojen bag1 akseptorii bir grubu tasimasinin gerekli oldugu 6ngoriilmiistiir.
Calisma sonucunda, PI-083 bilesiginden hareketle tasarlanacak yeni proteazom
inhibitorii  bilesiklere iligkin olusturulan hipotetik farmakofor yapr Sekil 4’te
gosterilmektedir (42).

o
o@d
NH
o

Ara zincir

Hidrojen bag1
akseptoril

Sekil 4. PI-083 bilesiginden hareketle ongoriilen hipotetik farmakoforik yapi

2012 yilinda Xu ve ekibi, bu hipotetik farmakofor yapiyr model alarak 2-
kloronaftokinon iskeleti tasiyan, ara zincir olarak fenil ve alifatik yapilara sahip,
farkli ozellikteki hidrojen bagi akseptorii ve u¢ gruplardan olusan 14 adet bilesik
sentezlemis ve proteazom inhibitér etkinliklerini test etmistir. Sentezlenen
bilesiklerin proteazom inhibitor aktiviteleri, PI-083 bilesiginin aktivitesi (IC50=18.56
uM) ile karsilastirildiginda, asagida agik kimyasal yapisi verilen 8 No’lu bilesigin
Bortezomib’den daha gii¢lii kimotripsin benzeri aktif yore inhibitor etkinlige

(IC50=3.65 uM) sahip oldugu bildirilmistir (43) (Sekil 5).
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Sekil 5. 8 No’lu bilesik

Bu caligmalar 15181nda, tez g¢aligmamizda PI-083 kodlu proteazom inhibitorii

bilesik lider molekiil olarak segilmis ve bilesik iizerinde daha 6nce yapilan yapi-etki

calismalar1 sonucunda 6ngoriilen hipotetik farmakofor yapi dikkate alinarak birtakim

molekiiler modifikasyonlarin yapilmasina karar verilmistir. Buna goére yapilan

degisikliklerle:

1)

2)

Lider bilesigimizde u¢ kismi olusturan piridin halkasinin bugiine kadar
calistimamis  farkli  elektronik  ve  sterik  6zelliklere  sahip
hidrofilik/hidrofobik  siibstitiient tasityan halkalarla  degistirilerek
aktiviteye olan katkisi incelenecektir.

PI-083 kodlu lider bilesikte hidrojen bagi akseptorii olarak tanimlanan
silfonil (O=S=0) grubu, karbonil (C=0) grubu ile degistirilerek
silfonamit tiirevi bilesikler karsilik geldikleri karboksamit tiirevi
bilesiklere doniistiiriilecektir. Boylece karboksamit islevsel grubunun
proteazom inhibitdr aktiviteye olan etkisinin ortaya ¢ikarilmasi

planlanmustir.



2. GENEL BILGILER
2.1. intraseliiler Proteoliz ve Ubikitin Proteazom Sistemi

Canlilar, binlerce protein kodlayici gen tasimakta ve ¢ok sayida protein bu
genler yoluyla kodlanmaktadir. Gegtigimiz yiizyill boyunca yapilan ¢ok sayidaki
arastirma, protein sentezinin incelenmesi lizerine odaklanmigtir. Ancak son birkag on
y1l boyunca bunun tam tersi siire¢ olan protein yikimi, odaklanilan bu aragtirma
alanlarindan farkli bir alana yonelimi saglamistir (5). 1930’1u yillarda Schoenheimer
ve birkag bilim adami tarafindan yapilan yol gosterici ¢aligmalar sonucunda, oldukca
stabil ve direngli oldugu bilinen hiicresel proteinlerin ¢ogunun devinimsel yikimi
tanimlanmistir  (44). Hiicresel proteinlerin  yikimi, hiicresel homeostazin
stirdiiriilmesinde ve hiicresel fonksiyonlarin diizenlenmesinde merkezi rol oynayan,
stk1 bir sekilde kontrol edilen karmasik bir siirectir (1,6). Hiicreler, intraseliiler
protein stabilitesini ve yikimini diizenlemek i¢in farkli mekanizmalar kullanmaktadir.
Intraseliiler sitozolik proteinlerin yikimi i¢in heniiz tam olarak aydinlatilmanus ilave
mekanizmalar bilindigi halde, esas olarak iki ana yolak tanimlanmustir; bunlar

lizozomlar ve proteazomlardir.

Lizozomlar, proteazlar1 ve diger hidrolitik enzimleri igeren sitoplazmik
membrana bagl vezikillerdir. Lizozom igerisinde bu proteolitik enzimlerin
kompartmanlar seklinde olmasi, bu enzimlerin kontrolsiiz bir bigimde hiicresel
proteinleri yikmasini Onlemektedir. Esas olarak, lizozomlar ekstraseliiler ve
transmembran proteinleri yikmaktan sorumlu hiicresel organeller iken, proteazomlar
intraseliiler proteinlerin yikimindan sorumlu enzimlerdir (3). 1950’lerde kesfedilen
lizozomun, uzun bir siire hiicrelere yeterli yikim kapasitesi sagladigi ve protein
yikimindan sorumlu tek merkez oldugu diisliniilmiis, ancak kisa yari omiirlii veya
anormal intraseliiler proteinlerin yikiminin agiga cikarilmasiyla birlikte lizozomal
proteazlarin aktivitesinin secici olmadig1 anlasilmistir. Okaryotik hiicrelerdeki
protein yikiminda farkli enzimlerin gorev almasinin kesfedilmesi ile bu siirecin
yiiksek derecede selektif bir siire¢ oldugu ve enerji kullanimi gerektirdigi Avram
Hershko ve calisma arkadasi Irwin Rose’un danismanliginda Aeron Cicehanover
tarafindan 1980’ler 6ncesinde yapilan ¢alismayla gosterilmistir (5,7-10). Bu ¢alisma,
“Ubikitin proteazom sistemi”’nin kesfini ve bu kesif ile {i¢ bilim adaminin 2004

yilinda Nobel Kimya 6diiliinii almasini saglamistir (44).



Protein yikiminda kritik Oneme sahip bu proteolitik sistem, hiicresel
proteinlerin (niikleer ve ekstralizozomal sitozolik proteinler) yaklasik %80-90’1nin
selektif bir sekilde yikimindan sorumlu olup arkea ve oOkaryotlarda yaygin olarak
bulunmaktadir. Ubikitin proteazom sistemi (UPS), protein kalite kontrolii, antijen
olusum siireci, sinyal iletimi, hiicre dongiisliniin kontrolii, hiicre farklilasmasi ve
apoptoz gibi sayisiz hiicresel ve fizyolojik fonksiyonun diizenlenmesinde gorev alan
ana yolaktir (1,6,14,18,41,45). Bunun yanisira UPS, immiin dayaniklilik, kas atrofisi,
metabolik yolaklarin diizenlenmesi, uzun siireli hafiza kazanimi, sirkadiyen
ritimlerin diizenlenmesi ve bitkilerin fotomorfojenezinde ¢ok 6nemli bir role sahiptir
(23). Bu yolakta gorev alan bilesenler, ubikitin, ubikitin aktive edici enzim (E1,
UBA), ubikitin baglayici enzim (E2, UBC), ubikitin protein ligaz (E3), deubikitine
edici enzim (DUB) ve kritik bir éneme sahip olan proteazomdur(Sekil 6) (7—
9,12,13).

Energy
(ATP)

Sekil 6. Ubikitin proteazom sistemi (46)

Proteinlerin yikima ugramasi i¢in Oncelikle E1, E2 ve E3 enzimlerinin
varliginda ubikitin zinciri ile etiketlenmesi gerekmektedir. Ubikitin proteazom
sisteminde ¢oklu ubikitin molekiillerinin kovalent olarak baglandigi substrat
proteinler, 26S proteazom tarafindan yikilmak tizere isaretlenmektedir. UPS, selektif
olarak cok genis bir araliktaki substrat proteinleri yiktig1 igin, bu karmagsik

biyokimyasal siire¢ iki ayr1 ve basarili basamakta gerceklesmektedir. Bu basamaklar



sirayla, ubikitin konjugasyon kaskadina imkan veren 6zel bir tanima islemi ve
proteolitik proteazom c¢ekirdegi tarafindan yiiriitiilen rastgele bir yikim islemidir.
Birinci basamak olan ubikitin konjugasyon kaskadinda, E1, E2 ve E3 enzimleri
ubikitini tagimakta ve en sonunda ubikitini substrat proteine kovalent bir sekilde
baglamaktadir (Sekil 7). E2 veya E3 enzimlerinden biri veya her ikisinin farkl
kombinasyonlari sayesinde, her bir substrat i¢in tek olan yikim sinyali taninmakta ve
boylece farkli substrat proteinlerin ubikitinasyonu i¢in yiiksek diizeyde bir spesifiklik
saglanmaktadir. Sonugta, ubikitinlenmis bir¢ok protein 26S proteazom tarafindan
taninip katlar1 acilmakta ve ATP aracili bir yolla 20S proteazom katalitik ¢ekirdegin
icine yikilmak {iizere gonderilmektedir. ikinci basamakta ise, proteolitik yikim
basladiginda, protein kismen yikilmis bile olsa geri doniis olmamakta ve yikilmakta

olan proteinin biyolojik siireglere katilmasi 6nlenmektedir(Sekil 7) (47).

W w
PPi + AMP ED m  Protein.

26S

Proteazom

Basamak 1 Basamak 2 Basamak 3

Sekil 7. Ubikitin proteazom sistemi tarafindan protein yikiminin sematik

gosterimi (48)

2.1.1. Ubikitinasyon

Ubikitin proteazom sistemi hiicredeki farkli intraseliiler proteinleri tercihli bir
sekilde yikmaktadir. Bu yolaktaki substratlarin biiylik bir kismi, 8.6 kDa agirliginda
kiiclik bir protein olan ubikitin molekiillerinin kovalent olarak baglanmasiyla yikim
icin isaretlenmektedir (23). Ubikitin, mayalardan memelilere kadar primer amino asit

dizisi ¢ok iyi derecede korunmus, 76 amino asitten olusan, siklikla dallanmis uzun
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izopeptit baglarina sahip ve ubikitinasyon siirecinde hedef protein iizerinde
oligomerik zincirler olusturabilme yetenegine de sahip olan bir polipeptittir.
Proteazom tarafindan hedef proteinin yikimi i¢in en az dort adet ubikitin
molekiiliiniin substrat proteine baglanmasi gerekmektedir (22,49). X-1s11 kirinimi ve
proton NMR analizleri, ubikitinin son derece sik1 ve rijit 6zelligini ortaya ¢ikararak
tersiyer yapisinin saptanmasina olanak saglamistir. Ubikitin molekiiliinde sadece dort
adet karboksi terminal amino asit rezidii agilmis ve katlanmamuistir. Bu rezidiilerden
biri olan Glisin 76 (Gly76), substrat proteinin internal lizin rezidiisiiniin &-amino
grubu ile ubikitinin ligasyonunu saglamak tizere aktive olmaktadir. Proteazomal
yikim i¢in diger onemli rezidii, ¢oklu ubikitin zinciri olusturmak tizere ilave izopeptit
bagi olusumunda, kolay ulasimi saglayan e-amino grubuna sahip Lizin 48 (Lys48)
amino asitidir (47,50).

Proteazom tarafindan tanmacak olan bir proteine Oncelikle ubikitin
baglanmalidir. Ubikitin, yikima ugrayacak hiicresel proteinlere lizin 48
rezidiilerinden kovalent bir sekilde konjuge olmakta ve bu islem 3 adet enzimin
sirayla  aktivitesine dayanmaktadir. Ubikitin  konjugasyon kaskadinin ilk
basamaginda, ubikitinin 76. konumundaki glisin amino asitinin karboksil grubu, E1
enzimi yoluyla aktiflestirilmektedir. Bu basamakta, ATP’nin (PPi’ye) hidrolizi
araciligiyla ubikitinil-adenilat ara triinii E1 enzimine baglanmaktadir. Bu siirecin
ardindan E1 enziminin aktif yoresindeki sistein rezidiisii yiiksek enerjili tiyoester
bagiyla ubikitine baglanmakta ve beraberinde AMP salinmaktadir. Bir sonraki
aktivasyon islemi, aktive olmus ubikitin molekiiliiniin E2 enziminin aktif yore sistein
rezidiisiindeki tiyol grubuna transagilasyon reaksiyonuyla transfer edilmesidir. E2
enzimi, ubikitin molekiiliiniin Glisin 76 amino asitinin karboksil grubu ve substrat
proteinin internal lizin amino asitinin e-amino grubu arasinda izopeptit bagi
olusturmak {izere, ubikitini tek basmna ya dogrudan ya da ubikitin protein ligaz
araciligiyla tasimaktadir. Son basamakta, ilk transfer edilen ubikitin molekiilii, E2
enziminden ubikitini benzer bir tiyol bagiyla kabul eden E3 enzimine ve sonra da
substrat proteine taginmaktadir. Substrat protein bir kere monoubikitinasyon iglemine
ugradiginda, yukarida bahsedildigi gibi ubikitinasyon kaskadi boyunca poliubikitin
zinciri olugsmaktadir (Sekil 8) (2,46,47,51,52). Sonugta elde edilen ubikitine
proteinler, 2.5 MDa molekiiler agirliga sahip bir proteolitik kompleks olan 26S

proteazom tarafindan taninip, yikim islemine ugramaktadir (23).
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(o}
ATP + @-C-oH AMP + PP,

Sekil 8. Ubikitinasyon mekanizmasinin sematik gosterimi (51)

2.1.2. Ubikitinasyon Sistemi Enzimleri

Gilinlimiize kadar, biitiin modifikasyonlar i¢in gerekli olan ubikitinin
aktivasyonundan sorumlu olan yalnizca bir adet E1 enzimi bulunmustur. Mayalarda
bulunan bu enzim, ubikitin aktive edici aktivitesiyle (UBA1) bilinmektedir. Buna
karsin mayalarda en az 13 adet ve insanlarda 20’den fazla olmak fiizere, cesitli
protein substratlarin spesifikligini saglamada rol oynayan c¢ok sayida ubikitin
konjuge edici enzim (E2, UBC) tanimlanmustir. Biitiin E2 enzimlerinde 130 amino
asit uzunlugunda korunmus bir katalitik dizi bulunmaktadir. Bu katalitik kistm, UBC
bolgesi olarak isimlendirilir. UBC bdlgesinde yer alan sistein rezidii ubikitin-
tiyoester ara liriin olusumu i¢in gerekli oldugundan 6nem tasimaktadir. E2 enzimleri,
E3 enzimlerini tanimak tizere farkli spesifiklikleri yansitan, birbirinden ayr1 primer
amino asit dizilerine dayanarak alt gruplara ayrilmaktadir. Bilinen 13 adet (UBC1-

13) maya E2 enzimi arasinda yalnizca UBC3 ve UBC9 esansiyel genler tarafindan
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kodlanmakta ve her ikisi de hiicre dongiisii siirecinde yer almaktadir. E1 ve E2
enzimlerinin miktarlariyla karsilastirildiginda, ¢cok daha fazla sayida E3 ligaz enzimi
bulunmaktadir. E3 ligazlar veya ligaz kompleksleri, substrat peptit ve ubikitin
molekiilii arasinda izopeptit amit bag1 olusturmak {izere, ubikitinin dogrudan veya
dolayli olarak transferini katalizlemektedir. Yukaridan da anlasildigr gibi simirl
sayidaki E2 enzimi ve belirli substrat spesifikligine sahip cok fazla sayidaki E3
enziminden olusan bu hiyerarsik diizen, yiiksek derecede o0zel etkilesimlerle

ubikitinasyon kaskadinin normal isleyisini saglamaktadir (16,22,47).
2.1.3. 26S Proteazom ve Katalitik p Alt Birimleri

Proteazom, intraseliiller proteinlerin ¢ogunun regiilasyonu ve yikimindan
sorumlu, biitlin Okaryotik hiicrelerin ¢ekirdeginde ve sitoplazmasinda bulunan
ubikitin proteazom sisteminin énemli bir bilesenidir (41,53). Bu kompleks ilk defa S.
Wilk ve M. Orlowski tarafindan 1980’lerin Oncesinde tanimlanmis ve ardindan
multikatalitik proteaz kompleksi olarak bildirilmistir (12). Proteazomun en ilkel
formu bir arkebakteri olan Thermoplasma acidophilum’da bulunmustur. 1995 yilinda
arkebakterilere ait proteazomun kristal yapisinin aydinlatilmasi ile yapisal biyoloji

calismalar1 agisindan 6nemli bir adim atilmustr.

Maya 26S proteazomun tam yapisi, kristalografik ¢alismalar, dinamik NMR
caligmalar1 ve Kriyo-elektron mikroskobisi ile yapilan galigmalarla yakin bir zamanda
aydinlatilmigtir  (14). Proteazom alt birimleri genellikle farkli Swedberg
sedimentasyon degismezine (S) gore siniflandirilmaktadir. Proteazomun en yaygin
formu 2.5 MDa molekiiler agirliga sahip 26S proteazomdur. Fonksiyonel olarak aktif
26S proteazom, g¢esitli proteinleri kisa peptitlere ve amino asitlere pargalama
yetenegine sahip proteolitik bir komplekstir. Bu kompleks multikatalitik aktif
yoreleri bulunduran 20S govde kisim ile iki adet 19S diizenleyici kisimdan
olusmaktadir. Ayn1 zamanda PA700 olarak da bilinen 19S diizenleyici kisim 20S
proteazomun her iki ucunda da yer almaktadir (12,15,16,47,50). Proteazom
kompleksi tarafindan protein yikiminin gergeklesebilmesi igin poliubikitine olmus
proteinlerin taninmasi, baglanmasi, deubikitine olmasi ve agilmasi isleminden
sorumlu en az bir adet 19S kismin bulunmasi gereklidir (22). 20S katalitik gévde
proteolizin meydana geldigi merkezi bir cukur olusturacak sekilde, aksiyel diizlemde
iist iiste oturmus her birinde 7 alt birim bulunan 4 adet halkadan olugmaktadir.

Halkalarin iistten alta dogru o4.7P1-7P1-701-7 diizeninde yerlestigi gosterilmistir. Iki dis
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a halka, yalnizca denatiire olmus substrat polipeptidin gecebilecegi kiigiik bir girisi
cevrelerken, merkezi [ halka, protein yikiminda birlikte fonksiyon gdsteren birden
¢ok proteolitik yoreyi igermektedir (54,55). Bu proteolitik aktif yorelerin 20S gévde
kismin i¢ kavitesinde sinirlandirilmis olmasi, hacimli hiicresel proteinlerin kontrolsiiz
bir sekilde yikimini 6nlemektedir. 19S diizenleyici kisimlar, substratlarin proteolitik
¢ekirdege girisini kontrol etmektedir. Her bir 19S kisim, kapak (lid) ve taban (base)
olmak iizere iki bilesenden olusmaktadir. En az dokuz polipeptit igeren kapak
kismin, yiiksek bir afinite ile ubikitin zincirine baglandigi ve subtrat proteinden
ubikitin zincirini uzaklastirdig diistiniilmektedir. Alt1 adet homolog ATPaz enzimini
bulunduran taban kisim ise sekiz polipeptitten olusmaktadir. Bu ATPazlar, 20S
govdenin proteolitik kismina polipeptitlerin girisi igin, ATP bagimli kanallarin
acilmasini saglayan 20S ¢ekirdekteki a halkalariyla dogrudan etkilesmektedir (Sekil
9) (23).

} Kapak (Lid)

} Taban (Base) Kaspaz-benzeri alt birim

_ Tripsin-benzeri alt birim

a
B 20s
B
a
) [
} 195 Kimotripsin-benzeri alt birim

Sekil 9. 26S proteazomun genel yapisi ve bilesenleri

Iki B halkasmin her biri benzer aktivite veya spesifiklik gosterdigi enzimler
nedeniyle, Bl (Kaspaz benzeri, C-L), B2 (Tripsin benzeri, T-L), B5 (Kimotripsin
benzeri, ChT-L) olarak isimlendirilen ii¢ proteolitik aktif yoreyi bulundurmaktadir
(6,16). Iyi anlasilmis bu proteolitik aktivitelerinin yanminda 20S proteazomun,
dallanmig zincirli amino asit tercihli (BrAAP) ve kiiglik ndtral amino asit tercihli
(SNAAP) olarak bilinen diger iki proteolitik aktiviteyi tasidigi bilinmektedir (47).
Proteolitik aktiviteler, peptit baginin hidrolizi sonrasinda florojenik grup aciga

cikarak sentetik peptit modelleriyle kolayca saptanmaktadir. En ¢ok kullanilan
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substrat modelleri, kimotripsin benzeri aktivitenin test edilmesinde siiksinil-
LeuLeuValTyr-7-amido-4-metilkumarin ~ (SucLLVY-MCA),  N-karboksibenzil-
GlyGlyLeu-MCA (Z-GGL-MCA) ve N-siiksinil-AlaAlaPhe-MCA (Suc-AAF-MCA);
tripsin benzeri aktivitenin test edilmesi i¢in, N-t-butiloksikarbonil-LeuArgArg-MCA
(Boc-LRR-MCA), N-t-butiloksikarbonil-LeuGlyArg-MCA (Boc-LGR-MCA) ve
benzoil-ValGlyArg-MCA (BzVGR-MCA) ve post asidik peptidaz aktivite tayini i¢in
N-karboksibenzil-LeuLeuGlu-MCA (Z-LLE-MCA) veya N-asetil-TyrValAlaAsp-
MCA (AcYVAD-MCA)’y1 igine almaktadir (12). 26S proteazom biitiin katalitik
yorelerde N terminal treonin rezidiilerini kullandig1 i¢in treonin proteaz olarak
adlandirilan yeni bir tip N terminal niikleofil hidrolazlar sinifinda yer almaktadir
(14,56,57). Cesitli aktif merkezler, temel olarak substrat baglanma ceplerinin
diizenine gore belirlenmekte ve aktif merkeze olan uzakliklarina gére nonprimed (S1,
S2, S3...Sn) ve primed (S1', S2', S3'...Sn") olarak isimlendirilmektedir.  Spesifik
ceplerle etkilesen substrat rezidiileri ise bunlara gore P1, P2, P3...Pn ve P1', P2,
P3'...Pn' olarak isimlendirilmektedir (Sekil 10). Proteazomal S1 cebin yapisi, aktif

yorenin yikim tercihinin saptanmasinda 6nemli bir rol almaktadir.

i " Thr
Enzim s 52 S "" S', S's S-S
. . OH : >
R2 R R F[Q'-
l \ |
Substrat —CO—NH—CH—CO—NH—CH—CO—NH—CH—CO—NH—CH—CO—NH—
protein v — v v
Pn-P3 P2 Py 1| Py P, P's. Py

Kirnilabilir peptid bag

Sekil 10. Proteazomal spesifik ceplere bagli substrat peptit rezidiilerinin
yerlesimi

Proteazom katalitik yorenin N terminal treonin hidroksili tarafindan substratin
kirtllabilir  peptit baginda gergeklesen niikleofilik atak proteazomal hidroliz
reaksiyonlarinda kritik adimi olusturmaktadir. Kristalografik calismalar, bir su
molekiilii araciligiyla N terminal Treonin 1 (Thrl) hidroksil grubunun niikleofilik
atak yaptiginmi gostermistir (Sekil 11). Dolayisiyla proteazom inhibitorleri 6ncelikle N

terminal treoninin yer aldigi bu aktif yoreyi hedeflemek i¢in gelistirilmistir (25).
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Yikim sonucunda proteazom tarafindan olusturulan {rinler, 3-22 amino asit

uzunlugunda peptitler ve serbest ubikitin birimleridir (16,49).

Sekil 11. Proteazomun katalitik mekanizmasi (58)

Tiim doku ve hiicrelerde eksprese edilen temel proteazomun (26S proteazom)
yanisira omurgalilar gibi gelismis canlilarda, timoproteazom ve immiinproteazom
gibi, immiin tipte iki adet daha proteazom bulunmaktadir. Timoproteazom, 6zellikle
timik-kortikal epitelyal hiicrelerde eksprese edilmekte ve CD8" T hiicrelerinin pozitif
se¢iminde &nemli bir rol oynamaktadir. immiinproteazom ise, daha baskin olarak
interferon-y (IFN-y), timor nekroz faktor-a (TNF-a) ve bakteriyel lipopolisakkaritler
gibi bazi stimulan ajanlara maruziyet sonucunda monosit ve lenfositler gibi lenfoid
kaynakli hiicrelerde eksprese edilmektedir (59). Immiinproteazomlarin ekspresyonu
dokuya spesifik olup 6zellikle immiin sisteme aracilik eden hiicrelerde fazla miktarda
gerceklesmektedir. Immiinproteazom, 26S proteazomdaki B1, P2 ve PB5 olarak
isimlendirilen proteolitik aktif alt birimlere karsilik gelen, immiinproteazom 20S
(120S) cekirdek kismi olusturmak {izere esdegerleri Bli (LMP2, diisiik molekiil
agirlikli protein 2, PSMB9), B2i (MECL-1, multikatalitik endopeptidaz kompleks-1,
PSMB10) ve B5i (LMP7, diisiik molekiil agirlikli protein 7, PSMB8) alt birimlerden

olusmaktadir. Immiinproteazomda, temel proteazomda yer alan 19S regiilator baslik
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ise IFN-y veya TNF-a ile indiiklenme sonucunda 118 regiilatér kisma doniismektedir
(1,6,20) (Sekil 12).

195 115
205

—20s
—115 Loc

Sekil 12. Immiinproteazom tipleri ve alt birimleri (60)

Hematopoetik  kokenli  hiicrelerde  bol  miktarda  eksprese  edilen
immiinproteazomun, hiicre-aracili immiin yanit olusumunda gorevli major
histokompatibilite kompleksi simif | (MHC-I) molekiillerine baglanmak iizere
(ligand) antijenik peptitlerin olusumundan sorumlu oldugu ve temel proteazomla
karsilastirlldiginda immiin yanitlar1 agiga c¢ikarmada cok daha etkili oldugu
diisiiniilmektedir (60). Ozellikle, immiinproteazom alt birimlerin bilesimi, temel
proteazomla karsilastirildigi zaman gelismis kimotripsin benzeri ve tripsin benzeri
ve azalmis kaspaz benzeri aktiviteyle sonuclanmaktadir. 20S proteazomun kristal
yapisi, bu degismis yikim tercihlerinin altinda yatan mekanizmalarin anlasilmasinda
onemli bilgiler saglamistir. Ornegin Bli alt birim, daha hidrofobik olmak iizere
substrat baglanma ceplerini degistiren dnemli amino asit siibstitiisyonlar1 tagimakta
ve B1 karsiligina gére daha korunmus bir yap1 bulundurmaktadir. Bu siibstitiisyonlar
B1 alt birim ile karsilastirildiginda B1i alt birimin azalmis kaspaz benzeri aktivitesine
aciklama getirmektedir. Yapilan son ¢alismalarda, B5 alt birime gore B5i alt birimin

baglanma cebinde ilave yapisal farkliliklarin oldugu bildirilmistir. Kristalografik
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analizlerden elde edilen sonuglar, B5i alt birimin temel proteazomdaki karsiligina
gore kimotripsin benzeri aktivitesinin artisinda temel rezidiilerdeki konfigiirasyonel

degisikliklerin sorumlu olabilecegini gostermistir (61).

Timoproteazom ve immiinproteazom olarak nitelendirilen bu iki proteazom
izoformunun 6ncelikli fonksiyonu adaptif immiin yanitlarda gérev almak olmasina
karsin, heniiz fizyolojik rolleri tam olarak anlagilamamistir. Yakin zamanda yapilan
calismalarda, immiinproteazomun oksidatif stres sirasinda koruyucu bir role sahip
oldugu, kanser, noérodejeneratif ve otoimmiin hastaliklar gibi bir¢ok patolojik
durumda ekspresyonun arttig1 bildirilmektedir. Dolayisiyla, bu hastaliklarla baglantili
bir sekilde immiinproteazomun ekspresyonu, bu patolojik siireclerin belirlenmesinde
biyolojik bir belirteg ve potansiyel terapétik bir hedef olarak, immiinproteazoma

selektif ajanlarin gelistirilmesi bakimindan odak noktasi olmustur (59,62).
2.1.4. Proteazomun Lokalizasyonu

Proteazomlar, tim Okaryotik hiicrelerin sitoplazmasinda ve ¢ekirdeginde
bulunmakla birlikte dagilimlari hiicre ve doku tipine gore degismektedir.
Farklilasmis dagilimin 6nemi giiniimiizde anlagilmistir. Proteazomlar hiicre ¢ekirdegi
ve sitoplazma arasinda hiicre dongiisiine spesifik olarak yerlesmis gibi
goriinmektedir. Floresansla etiketlenmis proteazom alt birimlerine sahip canh
hiicrelerde yapilan deneyler aktif proteazom komplekslerinin ¢ekirdege dogrudan
veya mitozdan sonra niikleer ¢evrenin yeniden olusumu sirasinda girebildigini
gdstermistir. [n vivo olarak proteazomun ve alt birimlerinin intraseliiler yerlesimini
diizenleyen sinyal yolaklar1 giinlimiizde hala arastirilmaktadir. Sitoplazmada
proteazomlar sentrozomlarin yakininda, endoplazmik retikulumun diger yilizeyinde

ve sitoskeletal agda yerlesmis sekilde bulunmaktadir (3).
2.2. Terapotik Bir Hedef Olarak Proteazom

Proteazom, katalitik N terminal hidrolazlar ve katalitik olmayan alt birimlerin
birlesiminden olusan proteolitik bir enzim kompleksidir. Proteazomun esas
fonksiyonu, basit goriinmekle birlikte karmasik bir siire¢ olan protein yikimidir (44).
Yaklagik 30 yil once ilk kesfedildigi andan itibaren proteazomun biyolojik ve
patofizyolojik rolii hakkinda uzun bir yol katedilmistir (61). Hemen hemen biitiin
hiicre fonksiyonlarinda proteazomun dogrudan veya dolayli olarak 6nemli bir rolii

oldugunun bulunmasi, proteazomal aktivitenin potansiyel terapotik bir hedef
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olabilecegi fikrini akla getirmistir (1,63). Hiicredeki hacimli intraseliiler proteinlerin
yikimindan sorumlu olan proteazom, UPS’nin 6nemli bir bileseni oldugu igin
protecazomun inhibisyonu sayisiz sinyal yolagimi etkilemektedir (42). UPS
substratlarini siklinler ve hiicre dongiisii siirecini diizenleyen diger faktorler; stres
yanitini, immiin yaniti, apoptozu ve farklilasmayi diizenleyen transkripsiyon
faktorleri; hatali translasyon firiinleri ve stres etkenleri tarafindan hasar goren
polipeptitler olusturmaktadir (22,42). Bu olduk¢a genis ¢aptaki hiicresel substratlar
ve UPS tarafindan kontrol edilen siire¢ler, bu yolagin bilesenlerini terapotik
girisimler i¢in ilgi ¢ekici yeni bir hedef haline getirmistir (47). Proteazomun
terapotik bir hedef olarak degerlendirilmesinde en belirgin soru bilesiklerin
spesifikligidir. Diger proteazlarla karsilastirildiginda proteazoma olan spesifiklik, N
terminal niikleofilin miimkiin oldugunca aktif yore niikleofil olarak agiga ¢ikmast,

dolayistyla ulasilmasi daha kolay bir hedef olmasindan kaynaklanmaktadir.

Proteazomal yikimin en yaygin iriinleri 3-22 amino asit rezidii uzunluktaki
kisa peptitlerdir. Proteazom tarafindan yiiriitiilen proteolitik protein yikiminda az
rastlanan iriinler, olgun proteazom alt birimleri veya NF-kB (niikleer faktor kappa B,
inflamasyon veya apoptozu diizenleyen transkripsiyon faktorii) gibi aktif
proteinlerdir. Proteazom tarafindan yikilan peptit {iriinler, amino asitlere doniismek
tizere daha ileri yikima ugrayabilir veya immiin sistem tarafindan antijenik MHC-I
molekiilleri olarak kullanilabilmektedir. Proteazomun, ¢ok yonlii fizyolojik rolii
nedeniyle, miktar, aktivite, spesifiklik, altbirim yerlesimi veya intraseliiler
dagilimdaki spesifik degisikliklerin eslik ettigi bircok durumdan, dogrudan neden
oldugu nadir durumlara kadar birgok hastaligin temelinde yer aldigina siiphe
bulunmamaktadir. Normal hiicre fonksiyonlarinin siirdiiriilebilmesi i¢in proteazomun
hedeflenmesi, basta kanser olmak tiizere, otoimmiin hastaliklar, kas harabiyeti,
inflamasyon, fel¢ ve diger c¢esitli patolojik durumlarin tedavisinde Onerilen

stratejilerden biri olarak karsimiza ¢ikmaktadir (43,50).
2.3. Proteazom ile fliskili Hastaliklar

Normal hiicresel fonksiyonlardaki 6neminden de anlasildig: iizere ubikitin
proteazom sistemi, c¢esitli hastaliklarda birbirinden farkli ve O6nemli bir rol
oynamaktadir. E1, E2, E3 enzimleri ve deubikitine edici enzimlerin, proteinlerin
biiyiikk bir kisminin yikim isleminden once gorev aldigi bilinmektedir. Ancak

hastaliklarla iligkili oldugu gosterilen ¢ok sayida proteinin dongiisii proteazom
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tarafindan kontrol edilmektedir (44). Son yillarda yapilan ¢alismalar, bu enzimde
meydana gelen degisikliklerin bir patolojik durum sonucunda olusabilecegini veya
pozitif feedback dongiisii bulunmasina ragmen patolojik durumun daha da
kotiilesmesine sebep olabilecegini gostermistir. Tim bu bilgiler dogrultusunda
proteazomun c¢esitli hastaliklarda yer aldigna iliskin siiphe bulunmamaktadir
(22,57). Giliniimiizde proteazomla iliskili oldugu tespit edilmis ¢esitli hastaliklar ve

patolojik durumlardan asagida bahsedilmektedir.
2.3.1. Kanser

Kanser, giiniimiizde en yaygin goriilen ve iizerinde en ¢ok aragtirma yapilan,
cagimiz hastaliklarinin basinda gelmektedir. Biitiin canlilardaki neoplastik
hastaliklarin olusumunda genomun dayaniksizlig1 esas faktor olup, bozulmus hiicre
dongiisii isleyisi ve/veya azalmis apoptoz, hiicre Oliimiine karsi direng, immiin
sistem kontroliinde bozulma veya proliferasyonun devami gibi kanserle iligkili birgok
durumun, proteazom ve UPS ile tartismasiz bir sekilde iligkili oldugu bilinmektedir
(22,41). Bu siireglerin diizgiin bir sekilde ilerlemesi transkripsiyon, protein sentezi,
protein-protein etkilesimi, protein fosforilasyonu ve protein yikiminda gorev alan
proteazom kompleksi yardimiyla meydana gelmektedir (3). Yasamini siirdiirmek igin
diisiik diizeyde sinyal iletimine ihtiyag duyan normal hiicrelerin aksine, kanser
hiicreleri genellikle hizli hiicre proliferasyonu, artmis oksidatif stres, artmis sitokin
diizeyleri ve biiylime faktorleri nedeniyle yiiksek diizeyde proteazomal aktiviteye
sahiptir (63). Normal hiicrelere gore ¢ok daha fazla prolifere olan kanser hiicreleri,
kendilerini proteazom inhibisyonuna kars1 daha hassas duruma getiren artmis protein
sentezine ihtiya¢ duymaktadir. Ancak bu mekanizmanin 6nemi tiimor tipine bagl
olup, artmis protein sentezi sirasinda olusan hasarli proteinlerin asir1 birikimi, bu
hiicrelerin bir yok etme mekanizmasi olarak proteazoma bagimliklarini arttirmaktadir
(1,3,11). Kanser hiicresi yasaminda Onemli bir yer tutan protein homeostazinda,
hiicre proliferasyonu ve malignitenin diger faktorlerini diizenleyen proteinlerin
tiretimi ve yikimi arasindaki dengenin hedeflenmesi, kanser iizerinde yapilan
arastirmalari ana hedefi olarak ongoriilmektedir (64). Ayrica, yiiksek proteazomal
aktiviteye sahip karaciger dokusu gibi bazi dokularda, oksidatif stres kosullar1 altinda
verilen hiicresel yanit, beyin gibi diisiikk proteazomal aktiviteye sahip dokularda
gorillenden ¢ok daha yiiksektir (44). Yapilan calismalar, kanser hiicrelerinde

proteazom inhibisyonunun hiicre dongiisiinii  durdurdugunu, c¢esitli sinyal
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yolaklartyla iliskili O6nemli diizenleyici proteinlerin bozulmasina ve hasarl
proteinlerin artan bir sekilde birikimine sebep oldugunu ve sonug olarak apoptozun
tetiklenmesine yol agtigini gostermistir (65). Bu ¢alismalar, kanser tedavisinin,
proteazom inhibitdrlerinin sebep oldugu programli hiicre 6liimii yoluyla basariya

ulasabilecegini gostermektedir (3,57).
2.3.1.1. Kanser Hiicrelerinde Proteazom Inhibisyonu i¢cin Klinik Hedefler

Normal hiicrelerde hiicre dongiisii, hiicrenin biiyiidiigli, DNA’smin
kopyalandigr ve bolindiigi bir seri karmagsik sinyal yolagi tarafindan kontrol
edilmektedir. Kanserde genetik mutasyonlar sonucunda, bu diizenleyici siiregteki
bozulmalar kontrolsiiz hiicre proliferasyonu ile sonuglanmaktadir (66). Dolayisiyla
bu yolaklarda yer alan diizenleyici proteinler, uzun bir siiredir antikanser terapdtik
ajanlarin kesfi i¢in potansiyel hedefleri olusturmaktadir (3). Bu yolak iizerinde gorev
alan siklinler ve kinazlar gibi ¢esitli proteinleri hedefleyen mekanizmalarin
arastirilmasi, klinik uygulamalar icin yeterli niteliklere sahip olan antikanser
terapotik ajanlar tedaviye sunamamistir. Bu nedenle, bu proteinlerin uygun sekilde
ve dogru zamanda yikimini saglayan ubikitin proteazom sistemi gibi yolaklarin
hedeflenmesi, yeni antikanser ilaglarin gelistirilmesi i¢in umut vadetmektedir (66).
Yapilan c¢aligmalarda, proteazom inhibisyonuyla proteazom tarafindan yikilmak
izere ubikitin ile isaretlenmis hiicre dongiisii diizenleyici proteinlerin birikiminin
kanser hiicrelerinin apoptoza karst duyarli hale gelmesine neden oldugu
kanitlanmistir (3,66). Ayni zamanda proteazom substratlari olarak bilinen bu
hiicresel proteinler, sinyal molekiillerini, tiimor baskilayicilari, hiicre dongiisii
diizenleyicileri, cesitli transkripsiyon faktorii molekiilleri (ki bunlarin yikimi diger
proteinleri aktive eder), antiapoptotik proteinleri (Bcl-2) ve DNA onarim enzimlerini
kapsamaktadir (16,61).

NF-«B sinval volagi

Proteazom inhibitorlerinin etkisine atfedilen mekanizmalardan ilki, bir
transkripsiyon faktorii olan NF-kB’nin, inhibitor proteini olan inhibitdr kappa B
(IkB)’nin  stabilizasyonu  araciligiyla  inhibisyonudur. NF-kB, DNA
transkripsiyonunun kontroliinde, immiin yanit olusumunda ve inflamasyonda 6nemli

rol oynamasinin yaninda, anjiyojenez ve metastaz baslangicini da igine alan kanser
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olusumu ve ilerlemesinde 6nemli fonksiyonlar sergilemektedir (17,67). Normal
sartlarda, NF-«xB sitoplazmada inhibitorii olan IkB’ye bagl bir sekilde inaktif
durumdadir.  Hiicrede olusan stres, IkB’nin  fosforilasyonu sonrasinda
ubikitinasyonuna ve proteazom aracilifiyla yikimina sebep olmaktadir. Aktif hale
gecen NF-«xB hiicre ¢ekirdegi icine hareket edip burada spesifik promoter bolgelere
baglanarak antiapoptotik faktorlerle beraber hiicre apoptozunun aksine hiicre
biiyiimesini aktive etmektedir. Bu nedenle, proteazomal aktivitenin inhibisyonu,
IkB’nin yikimmm1 ve daha sonra NF-kB nin ¢ekirdege hareketiyle daha alttaki
yolaklarin aktive olmasini 6nlemektedir. NF-xB esas olarak, genis yayilima sahip
kanserlerde ve kemoterapotik ajanlara karst direng olusumunda aktif gorev
almaktadir. Dolayisiyla NF-kB aktivasyonunun onlenmesi hiicre biiyiimesinin

geciktirilmesi i¢in umut vadedici bir stratejidir (1,57).

Hiicre dongiisti

Proteazomun, kesfedildigi ilk zamanlarda hasarli veya yanlis katlanmis
proteinlerin geri doniisiimiinde gorev aldigi diisiiniiliirken, giiniimiizde bu enzimin
hiicre dongiisti ve yasaminda kritik bir 6neme sahip oldugu bulunmustur. Esas gorevi
proteinleri yikmak olan proteazomun substratlari arasinda hiicre dongiisii diizenleyici
proteinler de yer almaktadir (16). Hiicre dongiisii, siklinler ve siklin bagimli kinazlar
(CDKs) arasinda siki bir sekilde kontrol edilen etkilesimle meydana gelmektedir
(57). Siklinler ilk kez hiicre dongiisii sirasinda diizeyleri dalgalanan proteinler olarak
tamimlanmistir. Daha sonra siklinlerdeki bu dalgalanmanin ubikitin proteazom
sistemi tarafindan diizenlenen yikim nedeniyle oldugu bulunmus ve proteazom
aracilt proteoliz, hiicre boliinmesi sirasindaki en 6nemli mekanizma olarak agiga
cikarilmistir (47). Memelilerde, hiicre dongiisiiniin farkli basamaklarini etkileyen
kisa-omiirlii diizenleyici proteinler olarak ifade edilen ¢esitli siklinler bulunmaktadir.
Siklin D ve E, hiicre siklusunun G1 fazinda (biiylime fazi) gorev alirken, siklin A ve
E, S faz1 (sentez fazi) i¢in esansiyeldir. Siklin B ise tiim mitoz siiresince dnem
tasimaktadir (57). Bu proteinlerin proteazom aracili yikimmin bozulmasi hiicre
dongiisii kontroliiniin kaybina yol agmakta ve onkojenezde 6nemli bir basamak
olarak karsimiza ¢ikmaktadir. Kanser hiicrelerinde, proteazom inhibitdrlerinin hiicre
dongiistiniin  ¢esitli basamaklarinda hiicre dongiisii diizenleyici proteinlerin ve
siklinlerin yikimini bozmak suretiyle kontrolsiiz hiicre biiylimesinin durmasina sebep

oldugu rapor edilmistir (1,47). Dolayisiyla hiicre biiyiimesini ve proliferasyonunu
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durduran = siklinlerin  regiilasyonunun bozulmasi proteazom inhibisyonuyla

saglanabilir.

pS3

Kanserin dnlenmesinde 6nemli bir tiimor baskilayici transkripsiyon faktorii
olan p53, cesitli stres sinyallerini algilayan farkli islevlerdeki karmasik protein
orgiisiinde 6nemli bir biitiinlestirici olarak gorev almaktadir (47,57). Normal sartlar
altinda, bir E3 ubikitin ligaz olan MDM2’ye bagli haldeki p53 diizeyleri diisiik olup,
bu diizeylerin belirlenmesinden ubikitin proteazom sistemi sorumludur (57,66).
Onkogen ekspresyonu, hipoksi, DNA hasari gibi ¢esitli hiicresel sinyaller MDM2 ile
etkilesimin azalmasi sonucunda p53’in aktivasyonuna yol a¢maktadir. Bu
aktivasyon DNA hasarina, hiicre dongiisiiniin duraklamasma ve apoptoza neden
olmakta dolayisiyla saglikli hiicrelerin tiimér hiicrelerine doniistimleri 6nlenmektedir
(47,57,66). Ancak tiimor baskilayici pS3°iin, birgok kanser tipinde en sik mutasyon
geciren genlerden biri oldugu bulunmustur (47). Proteazomun inhibisyonu, p53-
ubikitin agregatlarinin birikimiyle sonuglanmakta ve bdylece tiimor hiicresinin

apoptozu tetiklenmektedir (1).

Apoptozun diizenlenmesi

Apoptoz, pro-apoptotik ve anti-apoptotik molekiillerin zit aktivite gostermesi
aracilifiyla diizenlenmektedir. Kaspaz olarak adlandirilan sistein proteazlar ailesinin
katilimu ile gerceklestirilen bir seri biyokimyasal olaylar kaskadinin sonunda hiicrede
apoptoz meydana gelmektedir. Ozellikle kaspaz-8 ve kaspaz-3’iin bu kaskadta
onemli oldugu bulunmustur. Kanser hiicrelerinde, hiicre 6limii sirasinda yetmisten
fazla protein kaspazlarin dogal substrati oldugundan, kaspaz aktivasyonu ile
apoptozun baslatilmasi hedeflenebilir. Proteazom, hiicredeki anti-apoptotik ve pro-
apoptotik faktorleri degistirmek suretiyle apoptozun kontroliinde yer almaktadir.
Proteazom inhibisyonu sonucunda anti-apoptotik proteinlerin diizeyi azalirken pro-
apoptotik proteinlerin miktar1 artmaktadir. Bu bilgilerden yola ¢ikilarak yapilan
calismalarda, proteazom inhibitorlerinin tek basina kullanildiklarinda kanser
hiicrelerinde apoptoza neden oldugu ve diger kemoterapétik ajanlarla birlikte
kullanildiklarinda ise kanser hiicrelerinin bu ajanlara kars1 duyarliligini arttirdig:

gosterilmistir (1,16).
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Endoplazmik retikulum (ER) stresi

Yeni sentezlenen proteinler, sitokinler, kemokinler ve immiinglobulinler gibi
salgi proteinleri ER’ye tasinir. Bu proteinler, burada ER saperonlar: tarafindan dogru
bir sekilde katlanip karmasik bir glikoprotein yapinin eklenmesiyle ER ve Golgi
cisimciginde olgun proteinler olarak modifikasyon islemine tabi tutulmaktadir.
Katlanmamis veya yanlis katlanmis proteinler ise, proteazom tarafindan yikilmak
tizere ER liimeninde ve sitozolde birikmektedir. Bununla birlikte birikim ¢ok fazla
oldugunda proteinler ER’den uzaklastirilmakta, E2 ve E3 ligazlar araciligiyla
poliubikitine edilerek sitozole gonderilmektedir. Burada proteinler proteazom
yoluyla parcalanarak endoplazmik retikulum aracili yikima (ERAD) tabi
tutulmaktadir. Proteazom inhibisyonu, yanlis katlanmig proteinlerin ER iginde
birikimi ve kiimelesmesi sonucunda ER stresini meydana getirmektedir. ER stresinin
bir sonraki asamasinda ise katlanmamis protein yaniti (UPR) meydana gelmektedir.
UPR, oncelikle katlanmamis proteinlerin yanitin1 azaltmak ve ER iglevini yenilemek
icin hayati bir yanmttir; fakat proteazom inhibisyonu kanser hiicrelerinde yanlis
katlanmis ve ubikitinlenmis protein ylikiinii arttirarak, sinyallerin apoptoz yoniinde
degismesine, sonug olarak da ER-stresi aracili hasar ve DNA hasar1 nedeniyle hiicre
Olimiine yol agmaktadir. Kanser hiicreleri normal hiicrelere gore daha yiiksek
miktarda protein sentez hizina sahip olduklarindan bu durum, kanser hiicrelerini hem
protein birikimine hem de proteazom inhibitorleri aracili apoptoza daha duyarli hale

getirmektedir (1,66,68).
DNA onarimi

Son zamanlardaki arastirmalar UPS’nin DNA onarimi sirasinda, niikleotid
eksizyon onarimi, post-replikasyon onarimi ve homolog rekombinasyon gibi
diizenleyici mekanizmalarda Onemli bir rolii oldugunu gdstermistir. Proteazom
inhibitorleri, mevcut niikleer ubikitin molekiillerinin tiiketilmesi sirasinda bu
yolaklar1 bozmakta ve proteazomal aktivitenin inhibisyonu hiicredeki serbest ubikitin
miktarinin azalmasina yol acan yikilmamis poliubikitine proteinlerin birikimiyle
sonuc¢lanmaktadir. Serbest ubikitin molekiillerindeki bu tiikenme, c¢ekirdekteki
monoubikitine histonlarin azalmasina neden olup, DNA-hasar yanitlarini
bozmaktadir. Proteazom inhibitérlerinin ayni zamanda radyasyon, kamptotesin ve
topoizomeraz inhibitdrleri gibi DNA hasarina sebep olan ¢esitli antitimdr tedavilere

kars1 tiimor hiicrelerini duyarl hale getirdikleri gosterilmistir (1).
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2.3.2. inflamatuar ve Otoimmiin Hastahklar

Ubikitin proteazom sisteminin, sitokin ve hiicre dongiisiiniin diizenlenmesi,
MHC-I aracili antijen sunumu ve apoptozu da kapsayan bir¢ok hiicresel siirecte
belirgin bir sekilde rol almasi, bu sistemi, inflamatuar ve otoimmiin hastaliklarin
gelisimi ve ilerlemesinde 6nemli bir etken haline getirmektedir (22,61). Insanlarda
veya hayvanlarda goriilen inflamasyonla iliskili hastaliklarin ¢ogunda, proteazomun
aktivitesinde, alt birimlerinin bilesiminde veya bu bilesenlerin yerlesiminde 6nemli
degisiklikler tespit edilmistir. Bunlar arasinda en ¢ok goriilen degisiklik, bir
proteazom tiirli olan immiinproteazomlarin upregiilasyonu olup, multipl skleroz ve
otoimmiin ensefalomiyelit gibi hastaliklarda, genel proteazomal aktivitenin azaldigi
bulunmustur. Proteazomal aktivitedeki bu azalma otoimmiin etiyolojiye sahip diger

bir hastalik olan, Amiyotropik Lateral Skleroz (ALS)’da da goriilmiistiir.

Insanlardaki immiin sistem ve immiin sistemle iliskili hastaliklarda
proteazomun roliinii anlamak i¢in, 6ncelikle antijenik peptit iiretim mekanizmasindan
bahsetmek gerekmektedir. Ideal bir biyolojik sistemde, saglikli hiicrelerde yer
almayip onkojenik veya viral proteinler gibi mutant proteinlerin immiinproteazom
aracili yikimi sonucunda olusan antijenik peptitler, hiicreler tarafindan taninmali ve
bu peptitlerin kaynagi yok edilmelidir. Uygun biiyiikliikteki hidrofobik veya bazik C-
terminale sahip sitozolik peptitler, spesifik olarak tanmip endoplazmik retikulum
limenine aktarilmaktadir. ER liimeninde MHC-I molekiillerine baglanan peptitler,
MHC komplekslerinin olugsumunu saglamaktadir. Olusan MHC molekiilleri hiicre
yiizeyindeki Golgi cisimcigine tasinarak burada onemli bir kontrol islemine tabi
tutulmaktadir. Viral veya mutant protein pargalarindan olusan peptit, eger sitotoksik
T hiicreleri tarafindan ‘hiicreye ait’ olarak tanimlanmazsa, aktive olmus sitotoksik T
hiicreleri, hiicreyi yok etmektedir. Normal diizeylerden daha diisiik diizeyde peptitle
yiikli MHC molekiilleri ile isaretlenmis hiicreler, alternatif bir yol olarak dogal
oldiriicti hiicreler (NK) tarafindan taninmakta ve yok edilmektedir. Bu immiin
mekanizmanin ¢alismasi i¢in gerekli olan antijenik peptit {iretimini saglayan esas
yapilar, interferon-y (IFN-y) upregiilasyonu sonucunda olusan
immiinproteazomlardir. Immiinproteazomlar, immiin sistemle iliskili dalak gibi
organlarda bol miktarda bulunurken, immiin fonksiyona sahip olmayan beyin
hiicrelerinde immiinproteazom diizeylerinin daha diisiik oldugu saptanmistir.

Immiinproteazomlarin  antijenik  peptit iiretmeleri, otoimmiin hastaliklarin
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gelisiminde rol alabilecegini ve bu hastaliklarin tedavisinde potansiyel terapdtik bir
hedef olusturabilecegini gostermektedir. Immiinproteazomun otoimmiin hastaliklarin
gelisimindeki rolii, nadir bir otoimmiin hastalik olan Nakajo-Nishimura
Sendromu’nun tanimlanmasiyla ortaya c¢ikarilmistir. Bu sendromun meydana
gelmesi, immiinproteazom  B5i alt birimindeki mutasyonla iliskilendirilmistir.
Hastaligin klinik belirtileri ise, periyodik ates, deride kizariklik, lipomiskiiler atrofi
ve eklemlerde kasilmalar gibi kronik inflamatuar yanitlar1 kapsamaktadir. Alt
birimdeki mutasyon sonucunda proteazomal aktivitede meydana gelen azalmanin,
inflamasyon olusumuna sebep oldugu disiiniilmektedir. Proteazomal aktivitenin
azalmasiyla yikilamamis substrat birikimi, hiicresel stresi tetiklemekte ve bu stres
sonucunda olusan hasar hiicrede inflamatuar yolaklarin uyarilmasina neden

olmaktadir (69).

Son yillarda, iilseratif kolit, Crohn hastaligi (CH), inflamatuar bagirsak
hastaligit (IBH) ve hepatit gibi ¢ok sayida inflamatuar ve otoimmiin hastaligin
patojenezinde artmis immiinproteazom diizeyleri bildirilmistir (60). Bu caligsmalar,
insan sagligi a¢isindan immiinproteazomlarin roliiniin daha iyi anlagilmasina olanak
saglamistir. IBH patofizyolojisini inceleyen Fitzpatrick ve arkadaslar1, bu hastalardan
alman bagirsak doku orneklerini incelediginde normal dokulara gore yiliksek
miktarda B1i ve B2i proteininin varligini tespit etmistir. Arastirmacilar ayni durumun
Crohn hastalarinda da s6z konusu oldugunu bildirmistir. B1i alt birimin inflamatuarl
kolon olusumuna sebep oldugunu gosteren bir baska calismada, dekstran sodyum
stilfat ile indiiklenen kolit olusturulmus farelerde, immiinproteazom alt birimlerinden
biri ¢ikartildiginda hastalik belirtilerinin iyilestigi gézlenmistir. Sonug olarak, tiim bu
bulgular IBH patojenezinde B1i alt birimin énemli bir rol oynadigina isaret etmistir.
Benzer sekilde romatoid artritli (RA) fare modelleri ve B5i alt birimi alinmig
transgenik fareler iizerinde yapilan caligmalar, immiinproteazomun patojenik immiin

yanit olusumunda 6nemli bir rol oynadigina dikkat ¢ekmistir (60,61).

Volkov ve ekibi, aynt batindan dogan kontrol grubu ile azalmis astmatik
fenotipe sahip B5i alt birimi alinmis fareler lizerinde yaptig1 ¢caligmada, B5i alt birimi
cikarilmis farelerin bronkoalveolar nemlendirme sivisinda, T yardimci hiicre
populasyonunda, sitokin iiretiminde ve inflamatuar hiicrelerin gérev alisinda kontrol
grubuna gore onemli azalmalar saptamistir. Ayrica elde edilen bulgular, astimda

terapotik bir hedef olarak tek bir immiinproteazom alt birimin hedeflenmesini
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vurgulamis (bu durumda B5i), diger indiiklenebilir alt birimlerin roliiniin anlasilmasi

icin daha ileri aragtirmalar yapilmasi gerekliligine dikkat cekmistir (70).

Proteazomlar otoimmiin hastaliklarin tedavisinde olduk¢a umut verici hedefler
olarak disiiniilmektedir. Sistemik lupus eritematozus (SLE), multipl skleroz (MS) ve
romatoid artrit (RA) gibi otoimmiin hastaliklara sahip kisilerin serum 6rneklerinde,
dolasimdaki proteazomlar ve bunlara karsilik olarak anti-proteazom otoantikorlari
saptanmistir. Bu antikorlarin, 20S proteazom ve 19S diizenleyici kisim arasindaki
etkilesimi bozarak proteazomun fonksiyonunu ve fonksiyonel kapasitesini bozdugu
distiniilmektedir (71). Dolasimda saptanan bu 20S proteazomlarin hem temel
proteazom hem de immiinproteazom alt birimlerinden olustugu saptanmistir. Bu
nedenle bu hastaliklarin tespitinde proteazomlarin, farkli proteazom 06zelliklerini
sergileyen her bir hastalik icin potansiyel biyobelirtegler olarak kullanilabilecegi
onerilmektedir (72).

Pang ve ekibi, yaptiklar1 ¢alismada influenza viriisii infeksiyonuna yanit olarak
antijen olusumu ve T hiicresi proliferasyonunda immiinproteazomun Onemini
gostermistir. Arastirmacilar, farkli alt birimleri ¢ikarilmig fare tiirlerinin antijen
sunumundaki degisiklikleri ve CD8" T hiicre miktarlarin1 dlgmiistiir. Elde edilen
sonuclar, her bir alt birimin tek basina kaybinin, antijen sunumunda farkl
ozelliklerde degisiklikle sonuglandigini ve antijen islenmesi ve sunumunda her bir alt
birimin ayr1 fonksiyonunun oldugunu ortaya cikarmigtir. Influenza A viriisii
infeksiyonu sirasinda immiinproteazomlarin etkilerini ¢alisan Hensley ve ekibi,
enfekte farelerin dalaklarindan saflastirilan B lenfositlerinde immiinproteazom
eksprese edildigini gostermistir. Fakat Bli alt birimi kodlayan geni (LMP2 geni)
cikarilmig farelerden elde edilen hiicre lizatlarinda azalmis sayida B hiicresi ve farkli
proteazomlardan olusan karmasik bir popiilasyonu sergilemislerdir. Farelerdeki B1i
(LMP2) gen kaybi, daha sonrasinda lenfositlerin yasama yeteneginde azalma ve
degismis NF-kB aktivite ile sonuglanmistir. Dolayisiyla arastirmacilar, infeksiyon
sirasinda immiin hiicre fonksiyonlarinda immiinproteazomlarin énemli bir role sahip

oldugunu gostermistir (73).
2.3.3. Norodejeneratif Hastahklar

Merkezi sinir sistemi hastaliklart ¢ogunlukla, protein sentezi ve yikimi

arasindaki dengenin bozulmasindan kaynaklanmaktadir (60). Hiicresel homeostazin
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stirdiiriilmesi i¢in selektif bir sekilde proteinleri yikan UPS’de meydana gelen
fonksiyonel bozukluklarin, Alzheimer hastaligi (AH), Parkinson hastaligi (PH),
Huntington hastaligi (HH) ve Amiyotropik Lateral Skleroz (ALS) gibi istenmeyen
protein birikimiyle karakterize hastaliklarin olusumunda 6nemli bir role sahip oldugu
diisiinilmektedir (74). Bu nedenle, noérodejeneratif hastaliklarin patolojisinin
anlagilmasinda ubikitin proteazom sistemini inceleyen caligmalar iizerinde durmak

onem arz etmektedir (60,75).

Norodejeneratif hastaliklarin ortak 6zelligi, yanhs katlanmis ve agrege olmus
proteinlerin birikimidir. Protein birikimi, islevsel konformasyona ulagsamayan veya
bu konformasyonu koruyamayan polipeptit zincirlerinden kaynaklanmaktadir.
Protein birikimine sebep olan etkenler, 6zel mutasyonlar, yanlis islem goérme,
cevresel sartlardaki degisiklikler (pH, sicaklik) veya oksidasyon gibi kimyasal
modifikasyonlar olarak siralanmaktadir. Hasarli proteinlerden olusan agregatlar,
hiicresel fonksiyonlar iizerine zararli etkilere sahiptir. Agregasyonun sitoplazmada,
cekirdekte veya ekstraseliiler alanda meydana geldigi gozlenmistir. Bu agregatlar
hiicresel bilesenlerin aktivitesini dogrudan inhibe etmek yoluyla veya bu bilesenlerin
fiziksel olarak ayrilmasina bagh olarak, hiicresel islemlerde bozulmalar araciligiyla
hiicre homeostazin1 olumsuz etkilemektedir. Elde edilen bulgular, toksisitenin esas
kaynaginin fibriler agregat olusumu olmadigini, kiiciik ¢oziilebilir oligomerlerin
olusumu veya anormal proteinlerin birikimi oldugunu gdstermistir. Ik kez 1989
yilinda yapilan bir calismada, insanlardaki ndrodejeneratif hastaliklarin genel
ozelliginin, ubikitinlenmis agregatlarin anormal miktarda birikimi oldugu rapor
edilmistir. Bu calismadan elde edilen bulgularin ardindan, bu tip hastaliklarin
etiyolojisinde, ubikitin proteazom sistemindeki fonksiyonel bozukluklarin yer

aldigini gosteren ¢ok sayida ¢alisma yapilmistir (22,76).
2.3.3.1. Alzheimer Hastahg:

Alzheimer hastaligi (AH) ¢ogunlukla yetiskinligin son dénemlerinde goriilen
merkezi sinir sistemi’nin norodejeneratif bir rahatsizligidir. AH, 6grenme ve hafiza
gibi biligsel fonksiyonlarn kaybina yol agan, beyin dokusundaki progresif Dbir
bozulmanin eslik ettigi kronik beyin rahatsizligi olup hastaligin gelisiminde genel
olarak iki biyomolekiil hedef olarak gosterilmektedir (47). Bunlardan birisi
sekretazlarin etkisiyle boliinme sirasinda sitotoksik B-amiloid parcalarina doniisen

amiloid prekiirsor proteinidir (APP). Hedeflenen diger protein, hasarli proteazomal
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yikim  sonunda eslesmis sarmal filamentlerin olugmasina neden olan
hiperfosforillenmis tau proteini olup, bu proteinin miktariyla bilissel durumun
dogrusal bir iliskiye sahip oldugu bildirilmektedir (62). Bu proteinlerin anormal
birikimi protein yikim déngiisiinde bir uyumsuzluk olusturmaktadir (74). Elde edilen
bulgularin ¢ogu, UPS’deki bozukluklarin AH ile baglantili oldugunu 6nermektedir.
Tiim bu verilerin yanisira hipokampus, parahipokampal ve orta temporal girus ve 6n
pariyetal lob gibi Alzheimer hastaligindan etkilenen beyin bolgelerinde azalmis
proteazomal aktivite saptanmistir. Yapilan bir ¢alismada, proteazom sisteminin bir
proteazom inhibitérii olan MG-132 ile baskilanmasi, agregozomlarda, 20S
proteazom ve ubikitin molekiilleri ile birlikte, APP birikimiyle sonug¢lanmistir.
Ayrica Alzheimer hastalarinin, saglikli kontrol grubu deneklerle karsilastirildiginda,
aktive olmus astrositlerinde daha fazla immiinproteazoma sahip olduklar
goriilmiistiir. UPS ve Alzheimer hastaligi arasindaki iliskinin diger bir belirteci,
hastalarda néron oliimiine sebep olan bozulmus proteazomal yikimdir. Cogunlukla
uzun siireli hafiza olusumunda 6nemli olan merkezlerde, tau proteinin eslesmis
sarmal filamentlerinin, proteazom fonksiyonunu bozabildigi gosterilmistir. Diger
yandan, tau proteininin 26S proteazomun bir substrati olup olmadigi konusunda
tartismalara ragmen, yapilan in vitro ve in vivo ¢alismalarda, proteazom

inhibisyonunun tau birikimi ile sonuglandigi dogrulanmistir (22).
2.3.3.2. Parkinson Hastahgi (PH)

Parkinson hastaligi, en yaygin norolojik hareket bozuklugu olup substantia
nigra’da (SN) dopaminerjik ndronlarin kaybi ile karakterizedir. Substantia nigra’da
doparminerjik noronlarin kaybimna, cogunlukla poliubikitinlenmis-siniikleinlerden
olusmus Lewy cisimcikleri olarak adlandirilan karakteristik sitoplazmik agregat
olusumu eslik etmektedir. Hastaligin klinik belirtileri, bradikinezi, postiiral
dengesizlik, dinlenim titremeleri ve sertlik gibi motorsal sorunlardir. Giiniimiize
kadar Parkinson hastaligi ile iligkili 16 adet genetik bolge (PARKIN 1-16)
tanimlanmistir. Bunlardan biri olan parkindeki mutasyonlarin ubikitin proteazom
sistemi ile iligkili oldugu bulunmustur. Parkin proteini, bir E3 ubikitin ligazdir.
Parkin proteininin, farkli 19S alt birimler ile etkilestigi, 19S ATPaz ve non-ATPaz
altbirimler arasindaki baglanma afinitesini arttirarak 26S proteazomal aktiviteyi
gelistirdigi bildirilmistir. Kalitsal Parkinson hastalig1 olan ailelerin %50°sinde parkin

geninde mutasyonlar tanimlanmistir. Bu mutasyonlar, parkin proteinini enzimatik
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aktivitesinden yoksun birakmakta ve sonugta hasarli proteinlerin birikimine neden
olmaktadir. Yapilan son caligmalarda, parkinin mitokondriyal ubikitinasyonla ve
mitofaji yoluyla hasarli mitokondri uzaklastirilmasinin baslatilmasiyla iliskili oldugu
bulunmustur. Bu calisma sonuglarina gore, parkin, mitokondrideki substratlarin
ubikitinasyonu araciliiyla hasarlt mitokondrinin uzaklastirilmasinda énemli bir rol

oynamaktadir (71,74).

Ubikitinasyonun otofaji sistemiyle iligkili oldugunu gosteren son bulgular ise,
UPS’nin, Parkinson hastaliginda yer alan tek yikim sistemi olmayacagimna isaret
etmektedir. Yapilan c¢alismalardan elde edilen sonuglar, ubikitin proteazom
sisteminin Parkinson hastalig1 patojenezinden sorumlu olan birkag faktérden sadece
birinin olabileceginin altin1 ¢izmektedir. Branco ve ekibi, yaptiklar c¢alismada,
mitokondriyal islevsizligin, UPS’deki degisikliklerin ve oksidatif stresin, hep

birlikte dopaminerjik néronlarin 6liimiinden sorumlu olduklarini 6nermistir (22,76).
2.3.3.3. Amiyotropik Lateral Skleroz (ALS)

Amiyotropik lateral skleroz, ciddi belirtilere ve belirtilerin baslangicindan
itibaren hizli bir ilerleyise sahip, kas atrofisi, gii¢siizliik ve nihayetinde solunum
kaslarinin dejenerasyonu nedeniyle 6liimle son bulan motor néronlarin dejeneratif bir
rahatsizligidir (75). ALS’nin belirtisi beyinde ve omurilikte motor néron kaybina
eslik eden ubikitin-pozitif agregatlardir. ALS vakalarinin ¢ogu, bilinmeyen bir
etiyolojiye sahip olup, hastalarin %5-10’unda hastalik hiicresel antioksidan savunma
sistemi i¢in ¢ok Onemli bir enzim olan mutasyona ugramis bakir-¢inko siiperoksit
dismutaz 1 (SOD1) enziminin agregatlar olusturdugu ailesel formda karsimiza
cikmaktadir. Bugiine kadar, 100°den fazla SOD1 mutasyonunun, ALS vakalarinin
yaklasik %20’sini olusturan ailesel ALS ile baglantili oldugu bulunmustur.

Hastaligin ilerleyisi ¢ok hizli olup ¢ogu durumda tanidan sonra 2-3 y1l yasam
stiresi Ongoriilmektedir. ALS’nin en 6zgiin belirtisi ubikitine kars1 immdiin reaktivite
gosteren yumak benzeri inkliizyonlardir. Proteazomun MG-132 ile farmakolojik
olarak inhibisyonu sonucunda agregatlarin sayist Onemli oranda azalmaktadir.
Dolayisiyla, yanlhs katlanmig SOD1 mutantlari, 6zellikle motondronal hiicrelerde

proteazomal aktiviteyi dogrudan bozabilmektedir.

SOD1 enzimi, UPS ve ALS hastaligi arasindaki iligki iyi tanimlanmustir.
Patojenik mutant SODI, kolaylikla ubikitine olup UPS yoluyla yikilmaktadir veya
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agregatlar ya da agregozomlar seklinde ¢okmektedir. Fakat mutant SOD1’in hiicresel
kalite kontrolii karmasik bir siiregtir. Mutant SOD1, hizli bir sekilde proteazom
tarafindan yikilmaktadir fakat mutant SOD1 bir kere agregatlar olusturursa oldukca
dayanikli hale dontismektedir. Yanlis katlanmis SOD1’in hizli bir sekilde yikimi, en
sonunda proteazomun asir1 yiiklenmesine yol ag¢maktadir. Dolayisiyla, mutant
SOD1’in anormal bir gekilde birikimi ve agregatlar olusumu tetiklenmektedir.
Mutant SOD1 agregatlarinin toksik olup olmadigi heniiz net olmamakla beraber ¢ok
sayida bulgu, agregasyon siireci sirasinda olusan yanlis katlanmig SODI1

oligomerlerinin toksik oldugunu gostermistir (22,74,76).
2.3.3.4. Poliglutamin Hastahklari

Huntington hastaligi (HH), spinoserebellar ataksi (tip 1, 2, 3, 6, 7 ve 17),
spinobulbar kassal atrofi ve uzun poliglutamin zincirleri sergileyen mutant
proteinlerin sebep oldugu norodejeneratif hastaliklar, Poliglutamin hastaliklart olarak
bilinmektedir. Bu rahatsizliklarda saptanan ortak 6zellik, mutant proteinler tarafindan
noronlarda olusturulan intraseliiler inkliizyon cisimcikleridir. Poliglutamin
rahatsizliklarinda, ubikitin proteazom sisteminin bozuldugunun ilk kaniti, bu
hastaliga sahip kisilerin beyinlerinde bulunan ubikitin ve proteazom immiinpozitif
inkliizyon cisimlerinin varligi olmustur. Huntington hastaligi (HH), poliglutamin
rahatsizliklarmin arasinda en iyi ¢alisilan Ornegi temsil etmektedir. HH, motor
disfonksiyon, biligsel gerileme ve psikoz ile karakterize otozomal baskin bir
hastaliktir. Hastalik olusumuna huntingtin geninde meydana gelen mustasyon sebep
olmaktadir. Saglikli bireylerin huntingtin proteini 6-35 glutamin igerirken, N
terminalde poliglutamin uzamas1 HH patolojisinin gelisimini tetiklemektedir. Yapisal
diizeyde 40 adetten fazla glutamin uzamas: fibril olusumu ve agregasyonla
sonuglanmaktadir. Agrege olmus mutant huntingtin, ndronlarda intraseliiler
inkliizyon cisimciklerinde bulunmaktadir. Bu inkliizyon cisimcikleri sayisal ve
boyutsal olarak artmistir.  Dolayisiyla  noronlarin  normal  fonksiyonu
engellenmektedir. Norotoksisite, yanlis katlanmig proteinlerin ¢oziinebilir ya da
agrege formlarina ve agregasyon siirecinin kendisine baglhidir. Normal huntingtin
proteini, transkripsiyonel diizenleme ve aksonal iletim gibi gesitli hiicresel
fonksiyonlarla iligkili oldugu halde, HH’de agrege olmus mutant proteinler,
fonksiyon kaybina neden olmaktadir. AH ve PH’de oldugu gibi, inkliizyon cisimleri,

ubikitinlenmis proteinler ve proteazom alt birimlerden olusan mutant huntingtin
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proteininden olusmaktadir. HH’ye sahip hastalardan alinan beyin dokularinda,

proteazomal aktivitenin azaldigi tespit edilmistir (22,75,76).
2.3.4. Kardiyovaskiiler Hastahklar

Kardiyovaskiiler hastaliklar, Diinya Saglik Orgiitii (DSO) raporlarina gore,
diinya ¢apinda 6liim ve sakatliklara sebep olan en 6nemli hastaliklardan biridir (77).
Kalp, fizyolojik sartlar altinda siirekli agir mekanik is yiikii, yiiksek metabolik hiz,
birbirinden farkli nérohormonal diizenlemeler ve ¢esitli stres etkenlerine maruz kalan
vicuttaki tek organdir. Bir polipeptit i¢in atan bir kalbe ulagsmak ve ilk
konformasyonunu siirdiirmek olduk¢a zordur. Sonug olarak, viicutta yer alan birgok
organ arasinda kalp, proteotoksik strese ¢ok daha duyarli olan bir organdir. Bu
nedenle, kalpte ubikitin proteazom sistemi tarafindan diizenlenen etkili bir protein
kalite kontrolii, kardiyak fizyoloji bakimindan hayati bir 6nem tasimaktadir. Fakat
proteazomun kalpteki rolii, protein kalite kontroliinden ¢ok daha fazlasini temsil
etmektedir. Proteazomun 6ncelikli fonksiyonu, kontraktil proteinler gibi fonksiyonel
bakimdan énemli kardiyak proteinlerin dengeli dongiisiinii saglamaktir. ikinci olarak,
proteazom, G-protein kenetli reseptorler gibi kardiyak fonksiyonu diizenleyen
membran reseptorlerini etkilemektedir. Proteazom aracili yikim, reseptor iletiminde,
sinyal eslesmesinde ve hatta tek basina reseptor proteinlerin yer aldigi bilesenleri
yikmak suretiyle reseptdrlerin fonksiyonel durumlarini etkileyebilmektedir. Ugiincii
olarak proteazom fonksiyonu, NF-xB gibi bir¢ok sinyal iletim yolaginin aktivasyonu
veya inaktivasyonunda yer almaktir. Ayrica, proteazom fonksiyonu gen
ekspresyonunun diizenlenmesinde onemli bir yere sahiptir. Artmig proteazomal
aktivitenin p53 birikimiyle baglantili oldugu ve saglikli olmayan kalp dokusunda

apoptoz artisina sebep oldugu gosterilmistir (78).

Insanda ve deneysel kardiyak hastaliklarda, ¢ok sayida kanit UPS’deki
degisikliklere dikkat cekmektedir. Kardiyak hastaliklarin ortak bir 6zelligi olan
ubikitine proteinlerin birikimi, UPS’de bozuklugu gosterirken, etkilenen kalplerde
proteazomal aktivite, siirekli olarak baskilanmamaktadir. Benzer sekilde, E2
konjuge edici enzim, E3 ubikitin ligaz veya proteazom alt birimleri gibi UPS
bilesenlerinin ekspresyonu, kardiyak hastaliklarda artmis ya da azalmistir. Diger
yandan, kas dokusuna 6zgii E3 ligazlar, kardiyomiyosit ve kardiyak hipertrofinin her

ikisinde de 6nemli bir rol oynamaktadir (79).
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UPS tarafindan gerceklestirilen bir¢cok fonksiyon, UPS’nin ¢ok genis araliktaki
patolojik stireclerde yer aldigini agiga ¢ikarmistir. Elde edilen bulgular, miyokard
iskemisi,  kardiyak hipertrofi, kardiyak yetmezlik, ateroskleroz ve diyabetik
kardiyovaskiiler hastaliklarin UPS’deki bozulmalarla iliskili oldugunu gostermistir.
Kardiyak hiicrelerde, etkin ve iyi bir sekilde kontrol edilen protein yikimi, hasarl ve
yanlig katlanmis proteinlerin uzaklastirilmasi ve intraseliiler protein homeostazinin
korunmasi1 nedeniyle, normal proteinlerin yikimi1 dolayisiyla da normal kardiyak
fonksiyonun siirdiiriilmesi igin ¢ok 6nemlidir. Diger yandan, iskemi, oksidatif stres,
inflamasyon ve istenmeyen protein birikimi gibi farkli primer sebepler nedeniyle
gelisen ¢esitli kalp hastaliklarinda artmis veya azalmig proteazomal aktiviteler tespit
edilmistir (22).

2.3.4.1. Kardiyak Iskemi/Reperfiizyon Hasarlar

Son gozlemler, UPS’deki bozulmalarin miyokardiyal iskemi patofizyolojisine
katki sagladigini gdstermektedir. /n vivo ¢alismalarda, sol koroner arterin ¢ikan &n
kolunda 30 dakika siiren tikanmanin ardindan, kalp dokularinda 20S proteazomlarin
tripsin benzeri aktivitelerinde 6nemli 6l¢iide azalma goriilmistiir. Aktivite kaybinin,
bazi proteazomal alt birimlerin oksidatif modifikasyonu ve ubikite proteinlerin
birikimiyle baglantili oldugu bildirilmistir. Bu bulgular izole perfiize kalp dokusunda
da dogrulanmig, okside olmus ve ubikitine protein diizeylerinin artigina paralel
olarak, 20S/26S proteazomal aktivitede azalma gozlenmistir. Iskeminin sebep oldugu
proteazom inhibisyonunun altinda yatan mekanizmalar net olmamakla beraber,
proteazomal aktivitedeki azalmanin nedeninin, iskemik kalp dokusundaki ATP’nin
tiikkenmesi ve reperfiizyon hasariyla iligkili oksidatif stres nedeniyle baz1 20S ve 26S
alt birimlerin inaktivasyonu oldugu diisiiniilmektedir (22). Yapilan son ¢aligmalardan
birinde, proteazom disfonksiyonu ve miyokardiyal iskemi/reperfiizyon hasari
gelisimi arasindaki genel iliski incelenmistir. Arastirmacilar, kalp dokusunda
katalitik olarak inaktif olan B5 alt birimin ¢ok diisiik diizeyde eksprese edildigi
transgenik fare modeli olusturmustur. Normal sartlar altinda, transgenik hayvanlarda
kardiyak degisiklikler gozlenmemistir. Ayrica, ayni hayvan modeli, artmis
proteazomal aktivitenin iskemi/reperfiizyon hasarmni iyilestirdigi hipotezini test
etmek i¢in kullanilmistir. Bu amagla arastirmacilar, kalpte proteazom aktivator alt
birim PA28a’nin asir1 eksprese edildigi transgenik fare modeli olugturmus ve artmis

proteazomal aktivitenin iskemi/reperfiizyon hasarina karsi bu hayvanlar1 korudugunu
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bulmuslardir. Tim bu c¢alismalar iskemi/reperflizyon hasarinda proteazomal

aktivitenin 6nemine isaret etmektedir (76).

Bunun yanisira, son zamanlarda yapilan ¢ok sayidaki ¢alismada, kas dokusuna
O0zgii E3 ligazlarin miyokard iskemisinde oOnemli bir role sahip oldugu ve
iskemi/reperflizyon hasarlarinda, apoptoz ve bazi hastaliklar1 diizenledigi

gosterilmistir (79).
2.3.4.2. Kardiyak Hipertrofi ve Kalp Yetmezligi

Kardiyak hipertrofi, fizyolojik ve patolojik strese yanit olarak kardiyak
fonksiyonun siirdiiriilmesi amaciyla artmis is yiikiine verilen adaptif bir yanit olarak
meydana gelen ventrikiiler duvar kalinliginda artis ile karakterize patolojik
durumdur. Fizyolojik hipertrofi egzersiz sonucunda meydana gelirken, patolojik
hipertrofi hacim veya basincin asir1 artmasi gibi olaylara, iskemi veya genetik
anormalliklere tepki seklinde gelismektedir. Uzun siireli kardiyak hipertrofi, kalp
yetmezligi gelisimine sebep olmaktadir. Hastaligin gelisiminde proteazomun roli
tam olarak anlasilamamakla birlikte bircok bulgu UPS ve kardiyak hipertrofi

arasinda iligskinin varligin1 gostermektedir.

Son yapilan ¢aligmalarda, insan kalp yetmezliginde, bozulmus UPS’ye isaret
eden ubikitine proteinlerin birikimi bildirilmistir. Deneysel kalp yetmezligi olan fare
modellerinde hem artmig ubikitine protein diizeyleri hem de proteazomal aktivitenin
baskilandigi gosterilmistir. Elde edilen diger bulgularda ise, kardiyak hipertrofiden
kalp yetmezligine gecis asamasinda transkripsiyon faktorii p53°iin biriktigi tespit
edilmistir. Bu kanitlar, kalp yetmezliginde proteazom tarafindan anormal proteinlerin

uzaklagtirllmasinin yetersiz oldugu hipotezi ile tutarlilik gostermistir (22,79).
2.3.4.3. Ateroskleroz

Ubikitin proteazom sistemi, hasarli veya okside proteinleri uzaklastirmak
suretiyle yalnizca hiicre kalite kontroliiniin siirdiiriilmesinden sorumlu olmayip, ayni
zamanda aterosklerozda yer alan hiicresel mediyatorlerin diizenlenmesinden de
sorumludur. Fakat baglangi¢ asamasmin UPS’deki bozukluklardan mi yoksa
oksidatif stresten mi kaynaklandigi konusu net degildir. Aterosklerozun birgok
belirtisi, lipidlerin modifikasyonuna, pro-inflamatuar genlerin indiiksiyonuna ve
endotelyal disfonksiyona aracilik eden oksidatif strese dayanmaktadir. Insanlarda

aterosklerotik plaklarda, ubikitinlenmis ve okside proteinlerin birikimi ve artmis
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oksidatif stresle iligkili bozulmus proteazomal aktivite tespit edilmistir. Reaktif
oksijen tiirlerinin yogun bir sekilde olusumunun ateroskleroz patolojisinde primer
asamalardan biri oldugu disiliniilmektedir. Bu bulgular, oksidatif stres nedeniyle
bozulmus proteazom fonksiyonunun ateroskleroz olusumuna katki sagladiginm
onermektedir. Ancak, ateroskleroz olusumunda, in vivo olarak ubikitin proteazom

sisteminin rolii hakkinda ¢ok az bilgi bulunmaktadir (22,80).
2.3.4.4. Diyabetik Komplikasyonlar

UPS’nin, insiilin reseptorlerinin hiicresel igce alimimi degistirerek, insiilin
reseptorlii susbtrat diizeylerini kontrol ederek ve insiilinin kendisini yok etmek
suretiyle insiilin sinyalini diizenledigi Ongoriilmektedir. UPS’nin, insiilin direnci
patojenezine ve ubikitin mRNA igeriginde ve proteazomun kimotripsin benzeri
aktivitesinde artisa sebep olan diyabetik komplikasyonlara katkida bulundugu
diistiniilmektedir. Diyabet ve muhtemelen IFN-y ile uyarilan diger kardiyomiyopati
formlarinda proteazomun potansiyel bir rolii oldugunu destekleyen artmis diizeyde
11S ile aktive proteazom miktari, hiperglisemik kalp dokularinda gézlemlenmistir
(22).

2.3.5. Yaslanma

Yaslanma, bir hastalik olmayip organizmanin yasam siiresi boyunca farkl
fizyolojik fonksiyonlarinda azalmanin eslik ettigi karmasik bir siirectir. Bu ilerleyici
ve geri doniisiimsiiz siire¢, dinamik acidan hem genetik hem de ¢evresel faktorler
tarafindan kontrol edilmektedir (81,82). Hiicre/organizma, hiicre hasarlar1 ve hiicre
onarimi/yenilenmesi kapasitesi arasindaki denge korundugu siirece, fenotip veya
fizyolojisinde dliimciil bir degisiklik olmaksizin meydana gelen hasarlarin iistesinden
gelmektedir. Fakat bu denge bir kere bozuldugunda, hasarli molekiiller hizli bir
sekilde birikmekte ve ek hasarlarla sonuglanan birgok kisir dongii meydana
gelmektedir. Sonug olarak, bozulmus molekiiler yolaklara ilaveten homeostazda geri

doniisiimsiiz bir hasar olusmakta ve nihayetinde yaglanmaya yol agmaktadir (75).

Yaglanma siirecini veya yaslanma siirecindeki hiicresel degisiklikleri
aciklamaya calisan bir¢ok teori bulunmaktadir. Yaslanmaya iliskin en ¢ok kabul
edilen teorilerden biri, protein sentezi ve yikimi arasindaki dengesizlik yani protein
dongiisiindeki bozukluk olarak bildirilmektedir (22,83). Okaryotik hiicrelerde

diizenlenen protein katabolizmasina eslik eden iki temel mekanizmadan biri olan
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ubikitin proteazom sistemi araciligiyla protein yikimi, son zamanlarda yaglanmaya
iliskin arastirmalarin odak noktasi haline gelmistir (84). Cesitli yaslanma model
sistemleriyle yapilan c¢alismalarda, yaslanma siirecinde proteazomal aktivitenin
azaldigina, bu degisikliklerin yaslanma ve yaslanma ile iligkili hastaliklardan
kaynaklandigina iligkin bulgular giin gegtikge artmaktadir (85). Bircok dokuda
gbzlenen yaslanma ile ilgili saptanan ortak 6zellik, yikilmak iizere etiketlenmis fakat
etkili bir sekilde yikilamamis olan ubikitine proteinlerin birikimidir. Bu gibi
birikimler Alzheimer hastaligi, Parkinson hastaligi ve diger norolojik rahatsizliklar
gibi bircok patolojik durumda karakteristiktir. Yagslanan hiicrelerde ubikitinlenmis
proteinlerin birikimi proteazomun, islev gostermemesi nedeniyle olabilmektedir
(22,81). Proteazom isleyisindeki bu bozulma, proteazom alt birimlerinin azalmis
ekspresyonu, proteazom alt birimlerinin degisikligi veya yer degistirmesi,
proteazomlarin birlesmemesi veya protein agregatlariyla etkileserek proteazomun
inaktivasyonu gibi farkli sekillerde meydana gelebilmektedir (82). Farkli dokulardan
saflastirilan  20S  proteazomlarin  spesifik aktiviteleri hesaplandiginda, 20S
proteazomdaki intrinsik degisiklikler ve artan yaslanma arasindaki iliskiyi
destekleyen, kaspaz benzeri, kimotripsin benzeri ve tripsin benzeri aktivitelerde
azalma saptanmistir. Ubikitine protein miktarin da yash doku ve hiicrelerde arttig
bulunmus ve 20S proteazomlarin yanisira 26S proteazomal aktivitenin de
yaslanmadan etkilenebilecegi gosterilmistir (84). Insan epidermal hiicrelerinde ve
fare miyokard hiicrelerinde ise, oksidasyona ugramis protein birikiminin, azalmis
proteazomal aktivite ve proteazom bilesimiyle iligkisi, proteazom ekspresyonunun
yasla beraber azaldigi gosterilerek agiklanmistir (86). Antioksidan yanit sistemi gibi
yaslanma sirasinda bozulan diger siireclerin iirlinlerini uzaklastirmak i¢in gerekli
proteazomal aktivitenin azalmasi kalp kasinda, yaslanmis kalbin iskemi/reperfiizyona
toleransin1 diisirmektedir. Bununla birlikte, g6z lensi ¢ekirdegindeki tiim {i¢
proteazom peptidaz aktivitedeki diisiis nedeniyle oksidatif olarak hasarli proteinlerin
uzaklastirnllmasindaki azalmis kapasitenin yash bireylerde katarakt olusumunu

kolaylastirdig1 yapilan ¢aligmalarda bildirilmistir (22,81).
2.4. Proteazom Inhibitérleri

Bir proteinin UPS tarafindan yikilmak tizere gegirdigi siiregler géz oOniinde
bulunduruldugunda (lizin artiklarinin poliubikitinasyonu, ubikitin aktivasyonu,

konjugasyonu ve protein ligasyonu) her bir basamakta sirasiyla gorev alan E1, E2 ve
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E3 enzimleri potansiyel olarak terapétik bir hedefi olusturmaktadir (30). UPS’de
terapotik olarak hedeflenen ilk bilesen proteazomun kendisidir (5). Yakin tarihteki
caligmalara bakildiginda, proteazom inhibitorlerinin gelisim siireci 40 yildan daha
uzun bir zaman dilimini kapsamaktadir (72). Proteazomal aktivitenin inhibitorleri,
proteazomun Onemli bir ila¢ hedefi olarak diisiiniilmesine kadar gecen siirede,
proteazom fonksiyonunun in vitro ve in vivo olarak arastirildigi g¢aligmalarda
kullanilmistir. Kalpain inhibitér I (Ac-Leu-Leu-nLeu-al) ve bir aktinomiset iiriinii
olan leupeptin (Ac-Leu-Leu-Arg-al) proteazom aktif yorelerinin biyokimyasini
irdelemek i¢in kullanilmig ilk inhibitorlerdir. Bu inhibitorlerin 20S proteazomun
peptidaz aktivitelerinden en az birini etkiledigi bulunmustur. Ancak intraseliiler
proteazlarin birgogunu etkiledikleri i¢in bu bilesikler ¢ok az caligmada in vivo
kullanilmak ftizere tercih edilmistir (29,50). Bu siiregte énemli bir role sahip olan
proteazom {lizerinde yapilan ¢alismalarda, inhibitorlerin kesfedilmesi ve proteazom
aktif yorelerinin kristalografik olarak agiga ¢ikarilmasimin ardindan proteazom
inhibitorlerinin gelistirilmesi i¢in yapilan ¢alismalar hiz kazanmistir (56). Proteazom
gibi benzer katalitik aktiviteye sahip proteazlar1 inhibe eden molekiillerin kesfi,
oldukca giiclii birinci kusak sentetik proteazom inhibitorlerinin gelisiminde etkili
olmus, bunun yanisira proteazomal substratlarin kesfinde, spesifik biyokimyasal
yolaklarda enzimin yer aldigimin dogru bir sekilde saptanmasinda ve enzimatik
aktivitenin molekiiler mekanizmalarinin aydinlatilmasinda olduk¢a faydali olmustur

(25,50).

Proteazom, hidroliz reaksiyonlarini katalizlemek igin alt birimlerinde bulunan
N terminal niikleofil grubunu kullanan hidrolazlardan, N terminal niikleofil (Ntn)
ailesine mensup bir enzimdir (87,88). Proteazom yapisinda, peptit baglarinin
hidrolizinde gorev alan bu niikleofilin, N terminal treonin hidroksil yan zinciri
oldugu saptanmistir. Bunun yanisira, proteazomun Kkatalitik B alt biriminin N
terminalindeki serbest amin artiginin genel baz seklinde fonksiyon gostererek,
proteazomun katalitik yoresinde dnemli bir rol oynadig bildirilmistir. Proteazomal
hidroliz reaksiyonlarinda, N terminal treonin niikleofili tarafindan substrattaki
mevcut peptit bagma gerceklestirilen niikleofilik atak, kritik basamagi
olusturmaktadir. Bu nedenle proteazom inhibitorleri Oncelikle bu aktif yoreyi

hedeflemek tlizere gelistirilmistir (25).
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Gliniimiize kadar tespit edilen sentetik ve dogal kaynakli hemen hemen biitlin
proteazom inhibitorleri 20S proteazomun Oncelikle kimotripsin benzeri aktivitesi
(B5) olmak ftizere her ii¢ katalitik B alt birimin N terminal aktif yorelerini bloke
etmektedir (25,50,59). Genellikle tiim sentetik proteazom inhibitorleri, peptit veya
peptit benzeri bir ana yap1 ve katalitik B alt birimin N terminal treonin hidroksil yan
zinciri aracilifiyla niikleofilik atak mekanizmasinda yer alan ilave elektrofilik ug
gruplar olmak {izere iki ayr1 boliimden olusmaktadir. Ana yap1 proteazomal alt
birime baglanma icin gerekli olan afinite ve spesifikligi saglarken, elektrofilik u¢
gruplar olusturduklar1 kimyasal bagin giiciine gore, proteazomu reversibl veya
irreversibl olarak inhibe etmektedir. Bu gruplar katalitik yorede treonin hidroksil yan
zinciri ile reaksiyona girmek suretiyle proteazom fonksiyonu inhibe eden
farmakoforik gruplar1 temsil etmektedir (6,25,56). Peptit yapili inhibitorler yapi, yiik
ve hidrofobiklik bakimindan proteazomun gercek substratlari gibi davranmaktadir
(50). Sentetik yaklasimlar sadece peptit yapili proteazom inhibitorleri tretirken,
dogal kaynakli iirtinler siradis1 farmakoforik yapilara veya peptit olmayan molekiiler

iskelete sahip proteazom inhibitorlerinin de varligini ortaya koymaktadir (25).

Proteazom inhibitorleri genel olarak elektrofilik bir u¢ grup araciligiyla
enzimle etkilesen kovalent inhibitérler ve reaktif u¢ grup kaynakli dezavantajlara
sahip olmayan, reaktif bir u¢ grup tasimayan nonkovalent inhibitorler olmak tizere
oncelikle iki ana gruba ayrilmaktadir (56,59). Proteazomun aktif yoresiyle etkilesen
kovalent inhibitorler tasidiklar1 farmakaforik ug gruba gore peptit aldehitler, peptit
vinil stilfonlar, peptit boronatlar, peptit o',p'-epoksiketonlar, peptit a-ketoaldehitler
(glioksaller), peptit vinil amitler (sirbaktinler), peptit a-keto-oksadiazoller ve peptit

yapilt olmayan B-lakton inhibitorler olarak siniflandirilmaktadir (30,72).
2.4.1. Kovalent Inhibitérler

Peptit baglarinin kirilmasi i¢in N terminal treonin, serin ve sistein artiklarini
kullanan N terminal niikleofil hidrolazlar ailesinin bir {iyesi olan proteazom,
niikleofil olarak B alt birimlerin N terminal treonin hidroksilini kullanmaktadir.
Kovalent inhibitorler, enzimin aktif yoresindeki bu katalitik treonin hidroksili ile
reaksiyona girecek elektrofilik reaktif bir grup tasimaktadir. Farmakofor gorevi
yapan bu elektrofilik grup, peptit yapisina sahip inhibitorlerin C terminalinde veya
peptit yapisi tasimayan inhibitdrlerde molekiiliin ig¢inde yer almaktadir (45).

Farmakofor grup, kovalent katim fiiriinii olusumuyla beraber katalitik rezidi ile
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etkilesirken, peptit kisim spesifik olarak enzimin aktif yoresindeki substrat baglanma
cebi ile etkilesmektedir. Proteazom birden fazla aktif yore bulundurmasina karsin,
protein yikiminin énemli 6l¢iide azaltilmasi i¢in biitiin aktif yorelerin inhibisyonuna
gerek olmadig tespit edilmistir (89). Tripsin benzeri veya kaspaz benzeri yorelerin
inaktivasyonu tiim proteoliz lizerinde kiiciik etkilere sahipken, kimotripsin benzeri
yorenin inhibisyon veya mutasyon yoluyla inaktivasyonu, tek basina protein yikim
hizinda 6nemli azalmalara sebep olmaktadir. Ayrica kimotripsin benzeri aktiviteyi
inhibe eden bilesiklerin ¢ogu oldukg¢a hidrofobik olup, yiiklii rezidiiler bulunduran
tripsin benzeri veya kaspaz benzeri aktivite inhibitorlerine gore hiicre igine gegisleri
cok daha fazladir. Genellikle tiim sentetik proteazom inhibitorlerinin, baskin olarak
kimotripsin benzeri aktiviteyi inhibe etmekle birlikte diger aktiviteler tizerinde zayif

inhibitor etkiye sahip olduklar bildirilmistir.

Proteazomlarin kimotripsin benzeri aktif yoreleri, substratta yer alan hacimli
hidrofobik rezidiilerden sonraki yikim iglemini yapmaktadir. Dolayisiyla yiiksek
selektiviteye sahip peptit yapili inhibitér bilesiklerin elde edilmesi, inhibitoriin
sadece peptit kismimnin degistirilmesi ile miimkiin olmayacagindan inhibitorlerin
proteazomun N terminal treonin kismim tercih eden farmakoforlara sahip olmasi
gerekmektedir. Kovalent proteazom inhibitorleri tasidiklart bu farmakoforlara gore
asagidaki gibi siniflandirilmaktadir (56,89):

e Peptit aldehitler

e Peptit vinil siilfonlar

e Peptit boronatlar

e Peptit o',3'-epoksiketonlar
e [-laktonlar

e Peptit a-ketoaldehitler

e Peptit vinil amitler

e Peptit a-keto-oksadiazoller

2.4.1.1. Peptit Aldehitler

Incelenen ilk 20S proteazom inhibitdrleri, serin ve sistein proteazlara karsi
aktivite goOsteren kisa peptitlerin aldehit tiirevleridir. Bu bilesiklerin, aldehit

fonksiyonel grubunun asir1 reaktivitesi nedeniyle proteazoma spesifik olmadiklar
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gorilmistiir (64). Ancak, in vitro olarak iyi etki giicii sergilemeleri ve in vivo olarak
kabul edilebilir aktiviteye sahip olmalari nedeniyle peptit aldehitler, giiniimiizde en
yaygin kullanilan proteazom inhibitorii sinifin1 temsil etmektedir. Peptit aldehitler,
yaygin olarak kullanilan model substrat peptitlerin analoglari olup, N terminalleri
karboksibenzil (Z) gibi hacimli bir grupla kapali, sonrasinda LeuLeulLeu gibi bir
tripeptitin takip ettigi ve C terminalinde de aldehit fonksiyonel grubu bulunduran
bilesiklerdir (50,89,90). Bu yapiya sahip bilesiklerin kimotripsin benzeri yoreye
yavas bir sekilde baglandiklar1 ve hiicrelere kolay ve hizli bir sekilde girip reversibl
etki gosterdikleri bulunmustur (64,89). Bu inhibitorlerin, hizli dissosiasyona sahip
olduklari, hizli bir sekilde inaktif asit tiirevlerine doniistiikleri (okside olduklar1) ve
coklu ilag direnci tasiyici sistem (MDR) araciligiyla hiicre disina atildiklari tespit
edilmigtir. Peptit aldehitler, bu ozelliklerinden dolayr uzun yillar boyunca UPS
tarafindan diizenlenen yolaklarin ve sinyal molekiillerinin tanimlanmasinda, substrat
peptit modeli analoglar1 olarak yaygin bir sekilde kullanilmig ve proteazomal
aktivitenin anlasilmasi amaciyla yapilan c¢aligmalara Oonemli katki saglamiglardir

(20,25,50).

Proteazom inhibitor 6zellikleri incelenen ilk peptit aldehitler, leupeptin (N-
asetil-Leu-Leu-Arg-al), PSI (Z-1le-Glu(OtBu)-Ala-Leu-al), PSII (Z-LLF-al), Kalpain
inhibitor I (Ac-LLnL-al, ALLN, MGI101) ve Kalpain inhibitér II (Ac-LLM-al,
ALLM) bilesikleri, M. Orlowski ve c¢alisma arkadaslar1 tarafindan, proteazom
kimotripsin benzeri aktivite inhibitorlerinin afinitesinin arastirilmasi sirasinda
kesfedilmistir (Sekil 13) (90).
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MG101 (Ac-Leu-Leu-nLeu-al)
Sekil 13. Peptit aldehit tiirevi proteazom inhibitorii bilesikler

Kalpain inhibitor I (MG101) ile kompleks haldeki maya proteazomunun kristal
yapt analizi c¢aligmalari, proteazomal aktif yorelerin katalitik mekanizmalari
hakkinda ¢ok onemli bilgiler saglamistir (18). Elde edilen bulgularda proteazomal
katalitik B1, B2 ve B5 alt birimlerin N terminal treonin hidroksil veya tiyol grubunun
inhibitoriin aldehit artifina niikleofilik atak yaptigi ve sonugta kovalent bir
hemi(tiyo)asetal katim iiriinii olustugu tespit edilmistir (Sekil 14) (20,44,64). Bu
tripeptit yapidaki aldehitin f konformasyonunu segerek ve enzimin [ zinciri
arasindaki bosluklari, aktif yoredeki 20, 21 ve 47. rezidiilerle hidrojen bagi
olusturmak suretiyle antiparalel -katlanma ile doldurdugu bildirilmistir (18,64).

o) OH
RHN C' I RHN \)\O
= H HOy, = .
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Sekil 14. Peptit aldehit tiirevi bilesiklerin inhibisyon mekanizmasi
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Rock ve ekibi tarafindan gelistirilen tripeptit aldehit yapisindaki MG115 (Z-
LLnVa-al) ve MG132 (Z-LeulLeuleu-al) kodlu bilesikler, molekiiler problar olarak
in vivo hiicre kiiltliri ¢alismalarinda kullanilan ve orta diizeyde spesifiklige sahip ilk
genis spektrumlu proteazom inhibitorleridir (Sekil 15) (25,50). Mikromolar
miktarlarda MG132 kodlu bilesigin (Ki= 4 nM), en yiiksek afinite ile kimotripsin
benzeri aktif yoreye, en az iki kat daha zayif etkilesimlerle de kaspaz benzeri ve
tripsin benzeri yorelere olmak tizere, proteazomun her ii¢ peptidaz aktivitesinin diger
aldehit tlirevlerine gore giiglii bir inhibitorii oldugu gosterilmistir. MG132 kodlu
bilesik, sirasiyla Ki=21 nM ve K;=140 nM degerlerine sahip MG115 ve MG101
kodlu bilesiklere kiyasla kimotripsin benzeri aktivitenin ¢ok daha giiglii bir inhibitorii
olarak rapor edilmistir. Spesifiklik agisindan smirliligina ragmen, sentezlenebilir
olmast ve kullanim rahatligi1 bakimindan MG132 bilesigi, giinimiizde proteazomal
aktivitenin test edilmesi calismalarinda referans bilesik olarak tercih edilmektedir
(89).

AOGIC  X O
sasateadeasston

MG115 MG132

Sekil 15. MG115 ve MG132 kodlu bilesiklerin kimyasal yapilari

Peptit aldehit tiirevi proteazom inhibitorlerinin ¢ogu, N-metoksisiiksinil-Glu-
Val-Lys-Phe-al yapisindaki tetrapeptit aldehit lider bilesiginin modifikasyonuyla elde
edilen bir seri dipeptit aldehit tiirevi bilesikten olusmaktadir. Ayrica, ii¢ veya dort
adet peptit rezidii tasiyan tiirevler de bulunmaktadir (91). En giicli dipeptit aldehit
tirevleri olan CEP-1612, CEP-1508 ve CEP-1513 kodlu bilesiklerin, proteazom
Kimotripsin benzeri aktiviteyi canli hiicrelerde ve in vitro ortamda 10 nM’dan daha
diisiik degerlerde inhibe ettigi bulunmustur. Bu bilesikler icerisinde en etkili bulunan
CEP-1612 kodlu bilesigin kalpain ve Kkatepsinleri ve hatta tripsin benzeri
proteazomal aktiviteyi inhibe etmek i¢in, MG132 kodlu bilesige benzer sekilde daha
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yiiksek konsantrasyonlara ihtiyag duydugu gosterilmistir. CEP-1612 kodlu bilesik,
kanser hiicrelerinde yapilan apoptoz c¢aligmalarinda basarili  bir sekilde

kullanilmaktadir (Sekil 16).
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Sekil 16. Dipeptit aldehit tiirevi CEP-1612 kodlu bilesigin kimyasal yapisi

Peptit aldehitler, aldehit u¢ grubunun asir1 reaktivitesi nedeniyle, serin ve
sistein proteazlar gibi diger proteazlari da inhibe etmektedir. Bu bilesiklerin in vivo
olarak spesifik olmamalari ve orta diizeydeki aktivitelerinden dolayr molekiiler prob
veya terapotik ajanlar olarak kullanimlarinin uygun olmadigi gériilmiistiir (20,47,59).
Dolayisiyla MG132 gibi peptit aldehitler kimotripsin benzeri aktivitenin giiclii ve
selektif inhibitorii olmasma karsin, medisinal kimyacilar daha etkili ve spesifik
reaktif u¢ gruplara sahip proteazom inhibitorlerinin gelistirilmesine yonelmistir

(29,30,44).
2.4.1.2. Peptit Vinil Siilfonlar

Ik olarak Bogyo ve ekibi tarafindan tamimlanmis peptit vinil siilfonlar,
proteazomun katalitik B alt birimlerine kovalent olarak baglanan bir diger proteazom
inhibitérii smifin1 temsil etmektedir (18,89,92). ilk peptit vinil siilfon tiirevi
proteazom inhibitdrii, uzun zamandir proteazom inhibitorii etkinligi bilinen bir peptit
¢ekirdege yine uzun zamandir reaktif u¢ grup oldugu bilinen bir farmakoforun (vinil
siilffon grubunun) eklenmesi diisiincesiyle sentezlenerek elde edilmistir. Ug grup
olarak, = Micheal akseptorii fonksiyonu bulunduran peptit yapili proteazom
inhibitorleri arasinda peptit vinil siilfonlar, ila¢ arastirmalarinda tizerinde en ¢ok
calisilan kimyasal sinifi olugturmaktadir. Biyolojik 6rneklerde hidrolize ugrayabilen
vinil esterler veya vinil amitler gibi vinil bulunduran elektrofilik u¢ gruplara gore,

fizyolojik bakimdan daha stabil olan bu grup bilesiklerin, proteazoma irreversibl bir
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sekilde baglanmalarma karsin aldehit tiirevlerine gore daha az reaktiviteye sahip
olduklari tespit edilmistir (25,59,64).

Peptit vinil siilfonlar in vivo olarak giiglii proteazom inhibitérleridir. Bununla
beraber, peptit vinil siilfonlarin, peptit aldehitlere benzer bir sekilde, proteazoma
yiiksek spesifiklik gostermezken katepsin gibi intraseliiler sistein proteazlari inhibe
ettikleri ve sistein proteazlarin aktif yoresinde yer alan tiyol artigma Micheal
akseptorii gibi davranan giiglii irreversibl inhibitorler olduklart bulunmustur (18,50).
Bu bilesiklerin inhibisyon mekanizmasi incelediginde vinil siilfon farmakoforunun
proteazom aktif yoredeki hidroksil grubu ile kovalent bir bag (eter bagi) olusturdugu
saptanmistir. M. Groll tarafindan yapilan X-ray analizi ¢aligmalarinda, bu kovalent
katim {irliniiniin, katalitik yorede yer alan N terminal treonin hidroksili ile vinil
stilfon u¢ grubu arasinda ger¢eklesen Micheal katimi reaksiyonu sonucunda olustugu

saptanmustir (Sekil 17) (89).

Sekil 17. Peptit vinil siilfon yapili bilesiklerin inhibisyon mekanizmasi

Peptit vinil siilfon tiirevi bilesiklerin en 6nemli sorunu spesifik inhibisyona
sahip olmamalaridir. Bu inhibitorlerin peptit kisimlarinin degistirilmesi ile inhibisyon
selektivitesi saglanabilmektedir (92). Ornegin, peptit aldehit tiirevi MG132 kodlu
bilesigin vinil siilfon analogu olan ZLVS (Z-Ls3-VS) bilesigindeki, benziloksikarbonil
(Z) grubunun NLVS bilesigini olusturmak {izere, 3-nitro-4-hidroksi-5-
iyodofenilasetat (NIP) grubu ile yerdegistirilmesi sonucunda, katepsin B ve S gibi
sistein proteazlarin inhibisyonunun 6nemli oranda azaldig1 kesfedilmistir (Sekil 18).
Bunun yanisira NLVS bilesiginin nitrofenol tiirevi olan NIP-LLL-VS kodlu bilesigin
bir serin proteaz olan proteazoma daha iyi inhibitor etki sergiledigi gosterilmistir
(Sekil 18). Bir diger vinil siilfon tiirevi olan, radyoaktif iyotla isaretlenmis *2°1-NIP-
LLL-VS kodlu bilesik, peptit vinil siilfonlarin kovalent bir sekilde tim {ig
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proteazomal merkezi degistirdigini kanitlamak amaciyla sentezlenmistir (Sekil 18).
Z-LLL-VS veya nitrofenol tiirevi olan bilesik, endoplazmik retikulumdan elde
edilen proteinlerin yikiminda, proteazoma yardimci olan alternatif proteolitik

yolaklarin kesfinde ve apoptoz ¢alismalarinda kullanilmaktadir.
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Sekil 18. Peptit vinil siilfon tiirevi proteazom inhibitorleri

Maya 20S proteazomu ile kompleks haldeki iki adet agillenmis tetrapeptit vinil
stilfon tiirevi bilesigin kristal yapilart aydilatilmistir. Bu iki bilesikten AcPRLN-VS
kodlu bilesik 6zellikle proteazomun B2 alt birimine baglanirken, ACYLLN-VS kodlu
bilesigin tiim ii¢c katalitik alt birimin treonin hidroksiline kovalent bir sekilde

baglandig1 gosterilmistir (Sekil 19) (18).
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Sekil 19. AcPRLN-VS ve AcCYLLN-VS kodlu vinil siilfon tiirevi bilesiklerin
kimyasal yapisi

Vinil siilfon elektrofilik u¢ grubun, sadece tri- veya tetrapeptitlerle degil ayni
zamanda protein substratlari gibi davranan daha uzun zincirli artiklarla da iyi bir
farmakofor olarak kullanilabildigi bildirilmistir. N terminal kisminin ¢oklu
aminohekzanoik asit rezidiileri ile wuzatilarak, asetil, benziloksikarbonil veya
adamantil(Ada)asetil gruplarinin eklenmesiyle olusturulan ve asagida agik kimyasal
yapilart verilen L3-VS serisi vinil siilfon tiirevi bilesikler, bu yaklasimin 6rneklerini
olusturmaktadir (Sekil 20). Bu bilesiklerin, diger trildsin-yapili inhibitdrlerde oldugu
gibi tiim ii¢ peptidaz aktiviteyi de hedefledigi tespit edilmistir (50).
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Sekil 20. Aminohekzanoik asit rezidiileri ile uzatilmis trilésin peptit yapisina
sahip vinil siilfon tiirevi bilesikler

Peptit wvinil siilfonlar diger irreversibl proteazom inhibitorlerine gore
sentezlenmesi daha kolay bilesikler olup, bu kovalent inhibitdrlerin avantaji N
terminallerine radyoaktif, floresans veya afinite problarinin eklenebilmesidir. Bu
bilesiklerin uygulama alanlari, proteazomal aktivitenin klinik olarak gosterilmesini,
inhibitorlerin alt birim spesifikliginin analizini ve canli hiicrelerde proteazom

fonksiyonu ve dinamiklerinin analizini kapsamaktadir (56,89).
2.4.1.3. Peptit Boronatlar

Peptit aldehitlerin, ilk zamanlarda hiicresel proteaz inhibitdrleri olarak
kullanilmasmin ardindan proteazoma kars1t inhibitdr etkinlige sahip olduklar
bulunmus, ancak in vivo ve in vitro olarak etkinligi tanimlanmis ¢ok az sayida ajan
elde edilmistir. Peptit aldehit yapili bu inhibitérlerin etkili ancak spesifiklikten
yoksun proteaz inhibitdrleri olduklarmin tespit edilmesinin ardindan, zayif stabilite
ve biyoyararlanimlar1 da bu molekiillerin terapétik olarak kullanimlarini kisitlayan
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unsurlar olarak belirlenmistir. Bu molekiillerden hareketle, terapotik olarak etkili
proteazom inhibitorlerinin gelistirilmesi amaciyla yapilan ¢alismalar fonksiyonel ug
grup olarak boronik asitin tanimlanmasiyla sonuglanmis ve aldehit artiginin boronik
asit ile degistirilmesi yiiksek oranda gii¢lii proteazom inhibit6rlerini tiretmistir
(20,31). MG132 kodlu bilesigin boronat analogu olan MG262 (Z-Leu-Leu-Leu-
boronat, PSIII) bilesigi, 18 pM K degeri ile aldehit analogundan 100 kat daha giiglii
bulunmustur (Sekil 21) (89).
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Sekil 21. MG262 kodlu bilesigin kimyasal yapisi

Bu simif inhibitorlerin,  karsilik  geldikleri  aldehit tiirevleriyle
karsilastirildiklarinda etki giiciinde farklilik olmadig: dikkate alindiginda, boronik
asit yapisina sahip proteazom inhibitorlerinin 20S proteazoma karsi inhibitor
etkinliklerinin ve selektivitelerinin olduk¢a onemli oldugu goriilmistir (47). Bu
durumun, bor atomundaki bos p orbitaline, proteazomun N terminal treonin hidroksil
oksijeninin eslesmemis (ortaklanmamis) elektron ciftinin, stabil tetrahedral bir ara
tirtin (kompleks) olusturmak tizere gecisinden kaynaklandigi varsayilmaktadir (Sekil
22) (20,47,89). Sistein proteazlarin tiyol grubundaki kiikiirt atomu, bor atomu ile
goreceli olarak daha zayif etkilesti§inden, bor ve oksijen atomu arasindaki bu giiclii
etkilesim, boronik esterlerin sistein proteazlara gore serin proteazlara karsi daha

selektif olusuna agiklama getirmektedir (25).
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Sekil 22. Peptit boronat tiirevi bilesiklerin inhibisyon mekanizmasi

Yapilan c¢alismalarda boronat-proteazom kompleksinin, aldehit-proteazom
kompleksinden daha yavas bir dissosiasyon hizina sahip oldugu gosterilmistir. Bu
bilesikler, proteazom kimotripsin benzeri aktivitenin reversibl inhibitorleri olarak
etki gosterse de baglanma modlarinin yavas olmasi nedeniyel irreversibl inhibitorler
olarak diistiniilmektedir (16,50,59,89). Peptit aldehitlerde gozlendigi gibi, peptit
boronatlarin oksidasyonla inaktive olmadiklar1 ve MDR sistemi yoluyla hiicreden
uzaklastirilmadiklar1 bildirilmistir (20,89). Diger peptit yapili inhibitérlerde oldugu
gibi bloke edici grup olarak en az ii¢ amino asit bulundurma zorunlulugu dipeptit
boronat tiirevi bilesiklerin elde edilmesi ile ortadan kalkmistir. Bu 0Ozellik,
bilesiklerin ¢oziiniirliik ve membranlardan gecis gibi potansiyel terapdtik bir ajanda
olmasi beklenen pratik avantajlara sahip olmasint saglamigtir (47,50). Ayrica dipeptit
boronat tiirevi bilesiklerin, basit sentezleri ve goreceli olarak diisiik molekiil
agirliklar1 nedeniyle bu sinif igerisindeki diger boronatlara gore avantaja sahip
olduklar1 kesfedilmistir (16). Fizyolojik sartlar altinda biyolojik olarak elverisli ve
goreceli olarak daha stabil (dayanikli) olduklarindan kiigiik yapili bu peptit
boronatlar in vivo uygulamalar i¢in uygun yapilar olarak bildirilmistir (59). DFLB
(dansil-Phe-Leu-boronat) kodlu bilesik gibi bazi dipeptit boronat tiirevleri, canli
hiicrelerde proteazomal aktivitenin analizini tayin etmek amaciyla floresans problar

olarak kullanilmistir (Sekil 23).
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Sekil 23. DFLB kodlu bilesigin kimyasal yapisi

Peptit boronatlar, peptit vinil silfonlar ve dogal kaynakli peptit o’,p’-
epoksiketonlar gibi diger cesitli fonksiyonel elektrofil u¢ gruplarin analizlerine, bu
bilesiklerin proteazomal aktif bolgelere degisik baglanma sekillerine ve proteazomun
farkli proteolitik aktivitelerini inhibe edebilme yeteneklerinin anlasilmasina katki
saglamistir. Peptit boronatlarin, aldehit ve vinil siilfonlara gore daha etkili
inhibitorler oldugu tespit edilmistir. Diisiik konsantrasyonlardaki boronat
bilesiklerinin proteazomal aktivitenin anlamli 6lgiide inhibisyonu igin yeterli

olduklar bildirilmistir (64).

Peptit boronik asit tiirevlerinin, substrat baglanmasini taklit ederek proteazom
kimotripsin benzeri aktif yoresine baglanmak suretiyle 20S proteazomu inhibe
edebilecegi ongoriilmiistiir. Bu amagla sentezlenen dipeptitil boronik asit tiirevleri,
kimotripsin benzeri yore igin yiiksek spesifiklik, yiiksek etki ve reversibl aktivite
gostermistir. Bu kapsamda sentezlenmis bor tasiyan 13 adet bilesik, Ulusal Kanser
Enstitiisii altmig kanser hiicre hatt1 (NCI-60) panelinde antikanser aktiviteleri
agisindan taranmig ve pirazilkarbonil-PheLeu-boronat yapisina sahip bortezomib
(PS-341, Velcade®) olarak isimlendirilen tiirev, proteazomu nM konsantrasyonda
inhibe eden en etkili bilesik olarak bulunmustur (Sekil 24). Bortezomib bilesiginin,
melanom, kolon, merkezi sinir sistemi, over, bobrek, prostat, meme ve kiigiik hiicreli
olmayan akciger kanserlerini i¢ine alan ¢ok genis araliktaki kanser hiicre hatlarina
kars1 aktivite gostererek Ulusal Kanser Enstitlisii’'ne kayith diger birgok ajan ile
karsilastirildiginda giiclii bir sitotoksisite profiline sahip oldugu tespit edilmistir.
Tim bu 6zellikleri nedeniyle 1998 yilinda PS-341 kodlu bilesik ¢ok kisa bir siirede
birgok ilerlemis kanser tiiriine karsi etkinligi incelenmek {izere Faz 1 klinik
calismalari i¢in se¢ilmis ve 2003 yilinda en az bir 6n tedavi almis relapse ve refrakter
MM hastalarinin tedavisinde kullanim igin onay almistir (17,47,50). Bortezomib

giinlimiizde, tek basina veya konvansiyonel kemoterapotik ilaglarla kombinasyon
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halinde ¢esitli kanser tipleri {lizerindeki aktivitesi bakimindan baz1 klinik

denemelerde degerlendirilmektedir (93).
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ekil 24. Bortezomi -341, Velcade ") bilesiginin kimyasal yapisi
Sekil 24. B ib (PS-341, Velcade®™) bilesiginin ki 1

2.4.1.4. Peptit o', p'-epoksiketonlar

Yeni proteazom inhibitorlerinin gelistirilmesi siirecinde, genellikle dogal
bilesiklerden olusan bir diger O6nemli proteazom inhibitér smnifi, 1999 yilinda
tamimlanan lineer peptit o','-epoksiketon tiirevi bilesiklerdir (25,44). Bu bilesiklerin
tamami, en az birini serin veya treonin amino asitinin olusturdugu, iki veya dort
amino asitten meydana gelen bir peptit kisim ile C terminal u¢ kisminda o',B'-
epoksiketon farmakoforu tasimaktadir. Ayrica o',f'-epoksiketon farmakoforunun
konfigiirasyonu, bilesiklerin aktivitesi i¢in ¢ok énemli oldugundan, bu sinifin biitiin
tiyelerinde konfigiirasyon korunmustur (94). Peptit o',p'-epoksiketon tiirevi,
epoksomisin ve eponemisin bilesikleri selektif proteazom inhibitorii dogal
bilesiklerdir. Bu bilesiklerin  selektif proteazom inhibitor etkinliklerinin
tanimlanmasinin ardindan gecen siire zarfinda, hedef dis1 bagka etkinlikleri
bulunamamistir (58,95). Nitekim, peptit o',p'-epoksiketonlar, giiniimiize kadar

bilinen en spesifik ve en gii¢lii proteazom inhibitorlerini temsil etmektedir (56).

Solid B16 fare melanom tiimor hiicrelerine karsi spesifik aktivite gosteren
antitimor ajanlarin  arastirilmast sirasinda  kesfedilen ilk dogal peptit o',fp'-
epoksiketonlar, Streptomyces hygroscopicus’tan elde edilen eponemisin (tripeptit
epoksiketon) ve Q996-17 No’lu aktinomiset susundan elde edilen epoksomisin
(tetrapeptit epoksiketon) bilesikleridir (Sekil 25) (47,89).
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Epoksomisin Eponemisin

Sekil 25. Epoksomisin ve eponemisin bilesiklerinin kimyasal yapisi

Molekiiler bir prob olarak, biotinlenmis epoksomisin kullanildiginda, peptit
ao',p'-epoksiketonlarin proteazomun aktif alt birimlerine kovalent olarak baglandigi,
sonugta proteazomal alt birimlerin aktivitelerini inhibe ettigi gosterilmistir (29,92).
Epoksomisin, hedef spesifikligi gostermeyen diger proteazom inhibitorii
bilesiklerden farkli olarak, kalpain, tripsin, kimotripsin, papain veya katepsin gibi
proteazlar1 inhibe etmeyip, 20S proteazoma karsi oldukga spesifiktir (18,47).
Epoksomisin ve sigir eritrosit proteazomu ile yapilan enzimatik deneyler, bu
molekiiliin oncelikle proteazomun kimotripsin benzeri aktivitesini irreversibl bir
sekilde inhibe ettigini gostermistir (92). Tercihli olarak f2/B2i ve B5/B5i’ye baglanan
epoksomisin’in, Kimotripsin benzeri aktiviteyi iyi bir sekilde, tripsin benzeri
aktiviteyi nispeten zayif bir sekilde ve kaspaz benzeri aktiviteyi de en az diizeyde
inhibe ettigi saptanmigtir (50). Diger yandan daha az etkili olan eponemisin ve
sentetik analogu olan dihidroeponemisinin ise kaspaz benzeri ve kimotripsin benzeri

aktiviteleri esit diizeyde inhibe ettigi tespit edilmistir (Sekil 26) (44,63).
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Sekil 26. Dihidroeponemisin bilesiginin kimyasal yapisi

Epoksomisin ile kompleks haldeki maya 20S proteazomunun kristal yapisi
incelenerek bu grup bilesiklerin etki mekanizmalarinin molekiiler temeli
aydinlatilmistir (50). Kalpain inhibitér I ile kompleks haldeki proteazomun Kristal

yapisinin, proteazom-epoksomisin kristal yapisi ile karsilastirilmasi, hem peptit
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aldehitlerin hem de epoksomisin’in katalitik alt birimlere antiparalel p-katlanma
olusumuyla benzer bir sekilde baglandigini agiga ¢ikarmistir. Bununla beraber, her
bir inhibitériin N terminal treonin aracilifiyla kovalent katim iiriinii olusumunda
acikca dikkat ¢ekici bir fark goriilmektedir. Peptit aldehitler, treonin hidroksil grubu
ile hemiasetal bir bag olustururken, epoksomisinin aktif yorede iyi ¢oziilmiis elektron
yogunlugu haritasi, alt1 tiyeli bir morfolin halka sisteminin varligini agiga ¢ikarmstir.
Bu morfolin halkasi, epoksomisin’in o',p'-epoksiketon farmakoforu ile proteazom
aktif yoresindeki treonin hidroksil ve amino niikleofilik gruplar1 arasinda gergeklesen
katim reaksiyonu sonucunda olusmaktadir (Sekil 27). Morfolin halkasinin iki
basamakta olustugu diisiiniilmektedir. Bu reaksiyonun ilk basamagi i¢in olasi iki
yolak Onerilmektedir. Bu yolaklardan biri, treonin hidroksilindeki oksijen ile amin
azotu arasinda koprii kurmak tizere yer alan, genel asit-baz katalizorii gérevi yapan
bir su molekiiliiniin varligin1 6ngoriirken, diger yolak bir baz gibi gorev alan treonin
amino grubunun dogrudan treonin hidroksili ile etkilestigini 6ngdrmektedir. 1k
yolaktaki su molekiiliiniin varligi, treonin hidroksil grubunu aktive ederek
beraberinde epoksiketon farmakoforunun karbonil grubuna niikleofilik atak
gerceklesmesine yol agmaktadir. Morfolin halkasinin olusumunun tamamlanmasi ise
C2 atomunun inversiyonuyla sonuglanan molekiil i¢i yerdegistirme araciligiyla

Treonin 1 N terminali tarafindan gergeklesmektedir.
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Sekil 27. Peptit o',p'-epoksiketon tiirevi bilesiklerin etki mekanizmasi

Yakin bir zamanda, Zhan ve ekibi, morfolin ara iirliniin olusumu i¢in en uygun
reaksiyon yolaginin bes basamaktan olustugunu ve su molekiiliiniin yardimina gerek
olmadigini kanitlayan kuantum mekanigi hesaplarini bildirmistir. Bu sonuglara gore,
ilk basamakta treonin hidroksil grubunun niikleofilligini arttirmak iizere, treonin

hidroksilinden treonin azotuna bir protonun transferi olmaktadir. Bu transferle olusan
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zwitterionik yapi, epoksomisinin karbonil grubuna saldirir ve olusan negatif yiik,
treonin azotundan alman bir protonla nétrallestirilir. Onceki bilgilerin aksine,
arastirmacilar, treonin azotu ve su tarafindan dogrudan aktive edilen treonin
hidroksilinin burada yer almadigini agiga ¢ikarmislardir. Ardindan, treonin azotu, C2
konumunun konfigiirasyonunu doniistiirerek intramolekiiler siklizasyon yoluyla
epoksit halkasini agmaktadir. Treonin azotu ve epoksit oksijeni arasinda hidrojen
bag1 olusumu, epoksiti aktive etmektedir. Ayrica katalitik proteazom alt birimindeki
Serin129, treonin azotu yaninda yer alip treonin azotunun niikleofilik aktivasyonuna
katkida bulunabilmektedir. Epoksomisinin proteazoma baglanmasindan kaynaklanan
morfolin katim {iriinliniin esas 6nemi, epoksomisinin proteazoma spesifikligi i¢in
yapisal temelini kanitlamis olmasidir. Peptit aldehitler, vinil siilfonlar ve boronik
asitler gibi bir¢ok proteazom inhibitoriiniin genel hedefi olan diger proteazlar, aktif
yorelerinin bir pargasi olarak N terminallerinde niikleofilik bir rezidiiye sahip
olmadig i¢in, epoksomisin bu proteazlarla, proteazomla yaptig1 gibi ayn1 morfolin
katim driiniinii olusturamamaktadir. Boylelikle, epoksomisinin proteazomlar igin
saptanmig selektivitesi i¢in, hem N terminal amino grubuna hem de epoksiketon
farmakofor ile katim firiinii olusumu saglayan Yyan zincir niikleofile ihtiyag
duyuldugu dogrulanmistir (18,63,89,92).

Etki giicleri, yliksek derecede spesifiklikleri ve goreceli olarak kolay
sentezlenmeleri nedeniyle bu dogal iskelet yapi, sentetik modifikasyonlar igin
popiiler bir secenek haline gelmis ve bir¢cok o',f'-epoksiketon tiirevi bilesik
sentezlenmistir. Son zamanlarda Streptomyces tiirlerinden elde edilen diger o',p'-
epoksiketon tiirevi dogal iriinler olan TMC-86A, TMC-89B ve TMC-96 kodlu
bilesikler, mikrobiyal metabolitlerden elde edilen bilesenlerin proteazom
inhibisyonlarinin taranmasi sirasinda izole edilmistir (Sekil 28). Bunun yanisira,
proteazomun her ti¢ proteolitik aktivitesine karsi spesifiklik gosteren YU-101 kodlu
bilesik gibi, sentetik peptit o ,B'-epoksiketon proteazom inhibitérleri de
sentezlenmistir (Sekil 28) (92). Ayrica peptit parcanin modifikasyonu ile yoreye
spesifiklik gosteren birgok inhibitdriin ve aktivite-temelli problarin gelisimi
saglanmustir (58,96).
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Sekil 28. Peptit o',f'-epoksiketon tiirevi bilesikler

2.4.1.5. p-Lakton Tiirevleri

Dogal kaynakli bilesikler, sentetik molekiillerin aksine, ¢ogunlukla peptit
yapist tasimayan yeni farmakofor gruplara sahip proteazom inhibitdrlerinin elde
edilmesini saglamistir (25). Selektif ve spesifik proteazom inhibitorleri olarak gorev
alan en kiigiik bilesik sinifim1 temsil eden B-lakton tiirevi bilesikler, dogal kaynakl
bilesikler olup daha 6nceden kesfedilmis kii¢iik molekiillii inhibitorlerdeki diizlemsel
yap1 yerine, lakton halka sistemine benzeyen karbon ¢atidan olusan peptit tiirevi bir
ana yap1 tasimaktadir (50,64). Bu simifta yer alan bilesiklerin, peptit aldehitlere gore
¢ok daha spesifik olmalarina karsin, o',f'-epoksiketon tiirevi bilesikler kadar selektif
olmadiklari, katepsin A ve tripeptitil peptidaz II gibi baz1 serin proteazlari1 da inhibe
ettikleri bulunmustur (30,89).

Laktasistin ve tirevieri

[S-lakton sinifi proteazom inhibitorlerinin ilk tiyesi laktasistin, Streptomyces
lactacystinaeus tarafindan iiretilen dogal bir bilesik olup, Omura ve ¢alisma
arkadaglar1  tarafindan fare ndroblastoma hiicre kiiltliriinlin ~ (Neuro-2a)
farklilasmasina sebep olan mikrobiyal metabolitlerin taranmasi sirasinda
kesfedilmistir (Sekil 29) (18,20,29,47,89). Yapilan ¢alismalarda, laktasistin’in

oncelikli olarak proteazomun B5 alt birimine baglandigi ve kimotripsin benzeri
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aktiviteyi etkili ve irreversibl bir sekilde inhibe ettigi gosterilmistir. Tripsin benzeri
ve kaspaz benzeri aktiviteleri ise, daha az oranda ve reversibl olarak bloke etmektedir
(92).

Sekil 29. Laktasistin bilesiginin kimyasal yapisi

Laktasistin’in in vitro c¢alismalarda aktivite gdstermedigi, ancak in vivo
caligmalarda bir on ilag gibi davranarak N-asetilsistein molekiiliiniin eliminasyonuyla
beraber omuralid olarak da bilinen biyolojik olarak aktif clasto-laktasistin g-lakton

tiirevini olusturdugu agiga ¢ikarilmistir (Sekil 30) (56,58).

-N-asetilsistein

Laktasistin clasto-laktasistin g-lakton(Omuralid)

Sekil 30. Laktasistin 6n ilacinin aktif formu omuralid bilesigine doniisiimii

Yapilan kinetik analizlerde, olusan bu yeni bilesigin, proteazomun aktif
yoresinde yer alan N terminal treonin katalitik hidroksili ile reaksiyona girerek, /-
lakton halkasimnin agilmasiyla ve stabil kovalent ester katim iiriinii olusumuyla
sonuglandigi gosterilmistir (89). Omuralid ile olugan katim {irliniinde goriildiigii gibi,
ortamdaki su molekiilii ile hidrojen bagi yapmis olan N terminal treonin amino
grubu, kismen protonlanmig oldugundan deacilasyon basamagini

katalizleyememektedir. Ayrica omuralid bilesiginin yapisinda bulunan dimetil
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grubunun kimotripsin benzeri aktif yorenin S1 cebi ile nonkovalent hidrofobik

etkilesimler yaparak selektivitede onemli bir rol oynadigi tespit edilmistir (Sekil 31).
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Sekil 31. Omuralid bilesiginin etki mekanizmasi

Maya 20S proteazomu-omuralid kompleksinin yapisini aydinlatan kristal yap1
analizleri, omuralid molekiiliindeki y-laktam halkasinin, C-3 ve C-4 bagi ekseninde
serbest doniisii engelleyerek {i¢ numarali karbon atomundaki hidroksil grubunun
stereokimyasinin korundugunu gostermistir. Niikleofilik atak, protein rezidiiler veya
olusan C3-hidroksil grubu tarafindan bloke edilmekte ve N terminal treonin
hidroksilinin deagilasyonunu Onlemektedir. Kovalent agil ester bagmin yanisira,
omuralid, ¢ok sayida hidrojen bagi aracilifiyla proteazomun merkez atomlarina
baglanmaktadir. Fakat bu inhibitoriin kimotripsin benzeri yoreye artmis
selektivitesinin esas kaynagi, bu yoredeki S1 cebin spesifik apolar ozelligidir.
Kimotripsin benzeri yorenin S1 cebindeki nétral yiik oOzelligi, aktif yorede
inhibitoriin ortalama kalma siiresinin uzatilmasi ve aktif yoreye kovalent
baglanmanin tamamlanmasi agisindan 6nem arz etmektedir. S1 cebin notral
karakteri, esas olarak, B5 alt birimdeki Metiyonin 45 (Met45) amino asiti tarafindan
saglanmaktadir. Inhibitér sadece bu yorede stabilize edilmektedir, bunun yanisira
Metiyonin 45 (Met45)’in dimetil yan zinciri clasto-laktasistin-g-lakton ve Treonin 1
(Thr1) hidroksili arasinda ester bagi olusumunun tamamlanmas: i¢in yeteri kadar
uzundur. Bu bulgular, ligandlarda yer alan hem fonksiyonel u¢ grubun hem de yan
zincir rezidiilerinin, proteazomun tek bir proteolitik aktif yoresine selektif ve spesifik

olarak baglanmasi agisindan 6nemli bir rolii oldugunu ortaya ¢ikarmistir (56,92).

Hiicre kiiltiirii ¢alismalarinin ¢ogunda laktasistin ve omuralid in vivo ve in vitro

olarak proteazom ile ilgili tim calisma alanlarinda yaygin ve basarili bir sekilde
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kullanilmaktadir  (50). Laktasistin ve analoglari, clasto-laktasistin-f-lakton,
dekarboksilaktasistin, laktasistin amit, fenilasetil laktasistin ve clasto-laktasistin
trifloroetil esterin sentezleri goreceli olarak daha yavas ilerledigi ve karmasik oldugu
igin, bu durum laktasistin yapisi tasiyan terapOtik ajanlarin - gelistirilmesini

zorlastirmugtir (89).

Omuralid, diisiik molekiiler agirliga sahip ¢ok giiclii ve selektif bir proteazom
inhibitorii oldugundan, giin gegtikge artan bir ilgi gormiistiir. Yapi-etki iliskisi
bakimindan molekiilde bulunmasi gereken 6zelliklerde yapilan birgok degisiklik, bu
bilesigin aktivitesinde 6nemli Olglide azalmaya yol agmustir. Bilesikteki [-lakton
halkasi,  alkillenmemis laktam kistm ve biitiin stereokimyasal Ozelliklerin
bulunmasinin zorunlu oldugu tespit edilmigtir. Omuralid, 20S proteazomun
inaktivasyonu igin optimal oOzelliklere sahip bir molekiil olup, C-7’deki metil
grubunun daha uzun alifatik zincirlerle degistirilmesiyle inhibitor etkinligin arttig1
saptanmigtir. Omuralid bilesiginin C-7 konumunda n-propil siibstitiienti tasiyan
analogu, PS-519 (MLN-519) kodlu bilesiktir (Sekil 32).

Sekil 32. PS-519 (MLN-519) kodlu bilesigin kimyasal yapisi

PS-519 kodlu bilesik, 0,3 uM ICso degeri ile omuralid’den daha giiclii bir
proteazom inhibitdrii olarak bildirilmistir. PS-519 kodlu bilesigin esas etki giicli, IxB
degredasyonu/NF-kB aktivasyonunu inhibe etmesinden kaynaklanmaktadir. NF-«B,
hiicrede inflamatuar yanitlar1 diizenledigi i¢in, bu inhibitoriin antiinflamatuar ajan
olarak da kullanilabilecegi ongoriilmiistiir. Bu bilgilerden hareketle, PS-519 kodlu
bilesik, miyokard infarktiisii, felg, astim, artrit, psoOriyazis ve otoimmiin
ensefalomiyelitli hayvan modellerinde ve multipl sklerozlu fare modellerinde etki

gostermis ve akut felg tedavisi i¢in Faz | Kklinik deneme asamasina alinmistir
(18,20,56).
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Belaktosin ve Tiirevieri

p-lakton smifinda yer alan diger proteazom inhibitorleri bir Streptomyces tiirii

olan UCK14’ten izole edilmis Belaktosin A ve Belaktosin C’dir (Sekil 33) (29).
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Sekil 33. Belaktosin A ve C bilesiklerinin kimyasal yapis1

Yapilan caligmalarda her iki bilesigin de antitimor aktivite gosterdigi
bulunmustur. Bu tiirevlerin antitimor aktivitelerinin, serbest amino grubunun
acilasyonu, karbonil grubunun esterifikasyonu gibi yapisal modifikasyonlar
sonucunda onemli Olclide arttif1 saptanmustir. Bilesiklerin yiiksek antitimor aktivite
sergilemeleri, proteazomal aktivitenin inhibisyonuna baglanmaktadir. Omuralid
bilesiginde saptandigi gibi, kimotripsin benzeri aktif yoredeki treonin hidroksili
belaktosinin f-lakton halkasinin agilmasiyla agillenmektedir. Omuralid ve bir diger
belaktosin tiirevi bilesik olan homobelaktosin C, N terminal treonin hidroksili ile
benzer bir sekilde etkilesse de, homobelaktosin C’nin yeni olusan ester baginin

kirilmasini 6nlemek igin farkli bir mekanizma izledigi tespit edilmistir (Sekil 34).
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Sekil 34. Homobelaktosin C bilesiginin kimyasal yapist

Omuralid molekiiliinde goriildigii gibi, enzimle etkilesim sirasinda olusan C3-
OH grubu daha once niikleofilik su molekiiliiniin bulundugu konuma yerlestigi i¢in
enzimin deagilasyonu onlenmektedir. Omuralid molekiiliindeki y-laktam halkasinin
varligi, C3-C4 bagi ekseninde serbest doniisii 6nlemekte, yeni olusan C3 hidroksil
grubu ise Treonin 1 (Thrl) amino grubu ile hidrojen bagi olusturmaktadir. Buna
karsin, homobelaktosin C’nin C-3 konumunda olusan hidroksil grubu tam tersi
yonde konumlanmakta ve 2.7 A" uzakliktaki Arjinin 19 (Argl9) oksijeni ile hidrojen
bagi yapmaktadir. Ayn1 durum, omuralid bilesiginin C-6 hidroksili tarafindan da
gerceklestirilmektedir. Homobelaktosin C’nin 3-aminokarbonil yan zincirindeki amit
azotu omuralid C-3 konumundaki hidroksile benzer gérev yapmaktadir. Omuralid
bilesiginin kimotripsin benzeri aktif yoreyi spesifik bir sekilde bloke ettigi
bulunmustur, ¢linkii bu yoredeki S1 cebin yegane nétral yiik 6zelligi, omuralid ve
Treonin 1 (Thrl) oksijeni arasinda ester bagi olusumunun saglanmasi icin ligandi
stabilize etmektedir. Enzime bagli omuralid ve homobelaktosin C’nin yapisal olarak
st tste cakistirilmasi ile P1 rezidiilerinin garpici Olglide oOrtiistiigii gorillmiistiir.
Fakat homobelaktosin C, kaspaz ve tripsin benzeri aktif yorelerle etkilesim igin engel
olusturan, yalnizca kimotripsin benzeri aktif yoreye uyum saglayabilen, sterik agidan
gerekli 3-aminokarbonil yan zincir bulundurmaktadir. Diger taraftan Belaktosin
A’nin benzil ester tiirevinin (IC50=48 nM), belaktosin A bilesiginden bes kat daha
etkili oldugu bulunmustur. Kristalografik veriler, protein rezidiileri ile benzil
gruplarmin karakteristik hidrofobik etkilesimlerini agiga ¢ikarmis ve saptanan ICs

degerlerine mantikli bir agiklama getirmistir (56,92).
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2.4.1.6. Peptit a-ketoaldehitler

Sentetik proteazom inhibitorleri arasinda yer alan diger bir bilesik sinifini, etki
giicii ve selektiviteleri bakimindan peptit aldehitlere benzeyen peptit a-ketoaldehitler
(glioksal) olusturmaktadir (89). Bu bilesik sinifi, peptit aldehitlerin etki giiclinii
arttirmak amaciyla yapilan c¢alismalar sirasinda, aldehit fonksiyonel grubunun o
pozisyonuna bir keton islevsel grubunun eklenmesi diisiincesiyle 1990’11 yillarda
Lynas ve ekibi tarafindan kesfedilmistir (97). Inhibisyon calismalari, peptit o-
ketoaldehitlerin hiicreden gecebildigini, selektif ve reversibl bir sekilde proteazomun
B5 katalitik alt birimini nM diizeydeki K; degeri ile bloke ettigini gostermistir. Z-
LeuLeuTyr-COCHO ve Bz-LeuLeuLeuCOCHO bilesikleri, kimotripsin benzeri
aktiviteyi 3-4 nM araligindaki K; degerleriyle inhibe eden en etkili tiirevler olarak
tespit edilmistir (Sekil 35) (50).

Z-LeuLeulLeu-COCHO Bz-LeulLeulLeu-COCHO

Sekil 35. Peptit a-ketoaldehit tiirevi proteazom inhibitorii bilesikler

Bu bilesiklerin proteazom inhibitorii aktivite gosterdikleri tespit edildikten
sonra etki mekanizmalarinin daha ayrintili olarak aydinlatilmas1 amaciyla ¢aligmalar
yapilmistir. Maya proteazomu ile peptit a-ketoaldehit kompleksinin X-ray analizi
sonucunda, bu yapidaki bilesiklerin N terminal katalitik treonin ile etkileserek alti
tiyeli heterosiklik bir halka olusturmak suretiyle inhibisyon gosterdigi ortaya
cikarilmigtir (Sekil 36). Peptit a-ketoaldehitlerin peptit kismi, peptit aldehit
inhibitorler ve epoksomisin baglanma sekillerine benzer sekilde, aktif yorede [
konformasyonu kullanarak proteazomun B katlar1 arasindaki bosluklari doldurmakta
ve peptit yapisinda yer alan azot atomlar1 ve etrafindaki protein rezidiileri arasinda
olusan hidrojen baglariyla stabilize edilen antiparalel B-katlanma yapisi ile

inhibisyon saglanmaktadir.
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Katalitik yorede, inhibitdr molekiil ile N terminal Treonin 1 (Thrl) hidroksil
grubunun etkilesmesi sonucunda olusan alt1 iiyeli halka, iki basamakli bir reaksiyonla
olusmaktadir. Bu iki basamakli mekanizma, epoksomisin ve peptit aldehitlerin
(hemiasetal) baglanma mekanizmalarina benzer sekilde kovalent bir hemiketal
olusumunu icermektedir. flk olarak niikleofilik N terminal Treonin 1 (Thr1) hidroksil
grubu, inhibitoriin a-keto karboniline atak yaparak bir hemiketal olugsmakta ve olusan
hemiketalin hidroksil grubu, aktif yorede bulunan Glisin 47 (Gly47) azot atomuna
hidrojen bagi ile baglanmaktadir. Daha sonra, B5 alt birimdeki N terminal Treonin 1
(Thrl) azotu, inhibitoriin aldehit kismina niikleofilik atak yaparak karbinolamin ara
tiriini olusturmaktadir. BU olayi, bir su molekiiliiniin ¢ikigi ile hemiketal ve imin
fonksiyonu (Schiff bazi) bulunduran 5,6-dihidro-2H-1,4-oksadiazin yapisindaki alti
tiyeli heterosiklik halkanin olusumu takip etmektedir (Sekil 36) (59,98).
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Sekil 36. Peptit a-ketoaldehitlerin etki mekanizmasi

Reaksiyon sonucunda olusan heterosiklik halka, a-ketoaldehitlerin proteazom
dist etkilerinin bulunmadigini veya ¢ok az miktarda diger proteazlar etkiledigini
gostermistir. Esas olarak, bu bilesikler kimotripsin ve tripsin benzeri aktivitenin bin
kat daha gii¢lii inhibitorleri olarak tespit edilmistir. Peptit a-ketoaldehitler, spesifiklik
ve hizli geri dontisebilirlik gerektiren deneylerde, bir peptit aldehit olan MG132

kodlu bilesigin yerine gegmek iizere aday bilesikler olarak incelenmektedir (58).

2.4.1.7. Peptit Vinil Amitler (Sirbaktinler)

Peptit vinil amitler veya diger adiyla sirbaktinler, siringolinler (siringolin A-F),
glidobaktinler ve sepafunginlerden (cepafungin) olusan dogal bilesik sinifini
olusturmaktadir. Bu bilesikler iizerinde yirmi yili agkin bir siiredir yapilan biyolojik
aktivite ¢aligmalar1 sonucunda bilesiklerin tamaminin proteazom inhibitor aktivite
gosterdikleri agiga ¢ikarilmistir (20). Bu gruptaki bilesikler peptit zincirine bagh
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a,B-doymamis laktam cekirdegi tasiyan on iki {iyeli makrosiklik bir halka yapisina
sahiptir. Bilesiklerde bulunan a,f-doymamis laktam yapisi, proteazomun katalitik
treonin hidroksili ile Micheal tipi 1,4-katim reaksiyonuna girerek irreversibl bir eter

bag1 olusturmakta ve inhibisyon bu sekilde saglanmaktadir (Sekil 37) (64).

B N ';' \NHR—> HzN 07 N \NHR—>
ANHR

Sekil 37. Sirbaktin tiirevi bilesiklerin etki mekanizmasi

Bu bilesik grubunun bir tyesi olan ve Pseudomonas syringae pv. Syringae
isimli bitki patojeninden viriilans faktorii olarak izole edilen siringolin A (SylA)
bilesiginin, bitki ve maya proteazomunu inhibe ettigi gosterilmistir (64) (Sekil 38).
In vitro biyokimyasal deneylerde, SylA’nim insan eritrosit 20S proteazomunun {i¢
katalitik aktivitesini irreversibl olarak inhibe ettigi bulunmakla birlikte, bilesigin en
iyi diizeyde kimotripsin benzeri (K;= 843 nM) ve tripsin benzeri aktiviteyi inhibe
ettigi rapor edilmistir (Sekil 38). Siklik yapida yer alan (E-) konfigiirasyonuna sahip
iki adet ¢ifte bagin varliginin rijiditeyi saglayarak muhtemelen SylA’nin proteazomal
alt birimlere olan spesifikligini belirledigi, N terminal peptit u¢ kismin ise bilesigin
etki giiciinde gorev aldigr bildirilmistir (59). Syl A’nin, ayn1 zamanda proteazom
fonksiyonunu in vivo olarak da inhibe etmek suretiyle, over ve noroblastoma kanser

hiicrelerine kars1 antiproliferatif ve proapoptotik etki gosterdigi bulunmustur (99).
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Sekil 38. Siringolin A bilesiginin kimyasal yapis1

Bu dogal bilesik sinifinin diger tiyeleri olan glidobaktinler (Glidobaktin A-F),
Polyangium brachysporum sp. nov. No. K481-B101 bakteri susundan izole
edilmistir. Bu bilesiklerin, ¢ok genis bir antifungal etki spektrumuna sahip
olmalarinin yani sira, tiimor hiicre hatlarina karsi sitotoksik etki gosterdikleri
gozlenmistir. Glidobaktin A’nin, irreversibl bir sekilde insan 20S proteazomun
kimotripsin (K;=49 nm) ve tripsin benzeri aktivitelerini inhibe ettigi buna karsin,
kaspaz benzeri aktiviteyi inhibe etmedigi saptanmistir (63) (Sekil 39). Maya
proteazomu-glidobaktin A kompleksinin kristal yapisi iizerindeki c¢alismalar,
bilesigin Siringolin A bilesigine benzer bir sekilde Kimotripsin ve tripsin benzeri

aktiviteleri inhibe ettigini agiga ¢ikarmistir (56).
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Sekil 39. Glidobaktin A bilesiginin kimyasal yapis1

Pseudomonas tiirlerinden elde edilen diger dogal tiirevler olan sepafunginlerin,
maya ve mantar hiicrelerinde proteazom inhibitor aktivite gosterdigi, farelerle
yapilan calismalarda ise P388 16semi hiicrelerine kars1 antitiimor aktivite sergiledigi

bildirilmistir (Sekil 40) (63,100).
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Sepafungin I: R4= CsH49CH(CH3)CHj3
Sepafungin lll: Ry= C3HgCH(CH3)CH3

Sekil 40. Sepafungin tiirevi bilesiklerin kimyasal yapisi

2.4.1.8. Peptit a-keto-1,3,4-oksadiazoller (Peptit Keto-oksadiazoller)

Farkli proteazom alt birimlerini hedeflemek amaciyla yapilan calismalar
sirasinda, peptit aldehitlere, farkli ug gruplar eklenmis, ancak diger proteazlara karsi
selektivite sorunu ¢oziilememistir. Daha spesifik proteazom inhibitorleri elde etmek
amaciyla, Rydzewski ve ekibi tarafindan yapilan arastirmalarda elektrofilik a-keto-
1,3,4-oksadiazol ug grubu tasiyan peptitler sentezlenmistir (101). 1990’11 yillarda
kesfedilmis umut vadedici tetrapeptit yapili bir aldehit olan PSI kodlu bilesik bu
arastirmalarin baslangi¢ noktasmni olusturmaktadir (Sekil 41). ilk asamada bilesigin,
P1 konumundaki 16sin rezidii korunmus, P2, P3 ve P4 konumlarini incelemek {izere,
sentetik olarak daha kolay elde edildikleri igin PSI bilesigine benzer bir seri vinil
stilfon tiirevi bilesik gelistirilmistir (101-103). Bu seri bilesikler igerisinde, P3
konumunda neopentil-Asparajin siibstitiienti tasiyan vinil siilfon yapisindaki bilesik
ICs0= 4.3 nM degeri ile, B5 alt birime yiiksek selektivite ve afinite gostermistir (59)
(Sekil 41). Vinil siilfon tiirevi bilesiklerden hareketle, vinil siilfon grubu yerine ao-
keto-1,3,4-oksadiazol u¢ grubu korunarak optimize edilen P2, P3 ve P4 rezidiilerle
yeni bir seri bilesik gelistirilmistir. Elde edilen bilesikler igerisinde yalnizca vinil
silfon u¢ grubun, o-keto-1,3,4-oksadiazol ile yerdegistirilmesi daha iyi bir
inhibitoriin elde edilmesiyle sonuglanmistir (Sekil 41). P1-Losin rezidiiniin 2-
aminoizobutirik asit ve P3-neopentil-Asparajin rezidiiniin benzil-Serin rezidii ile
yerdegistirilmesi (6zellikle meta ve para siibstitiie) sonucunda etki giliciinde 6nemli
bir diisiis meydana gelmistir. Aksine, P2-Alanin rezidiiniin 0-metil-Serin rezidii ile
ve P4-p-tosil grubunun m-tosil grubu ile yer degistirmesi ile etki giiciinde bir
degisiklik meydana gelmedigi tespit edilmistir. Bu c¢alismada, o-keto-1,3,4-
oksadiazol ¢ekirdegindeki R siibstitiientine iliskin olarak, aromatik halkalarin alkil

gruplarina gore daha fazla etki gosterdigi belirlenmistir. a-keto-1,3,4-oksadiazol
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tiirevi, P4 konumunda p-tosil, P2 konumunda ise alanin siibstitiie 58a kodlu bilesigin,
in vitro insan 20S proteazom kimotripsin benzeri aktivitesinin reversibl, ¢ok giiclii ve
selektif inhibitorii olup PC-3 prostat kanser hiicrelerinin biiyiimesini submikromolar
konsantrasyonlarda inhibe ettigi tespit edilmistir (56,59). Bu sinif bilesikler daha ileri
diizeyde arastirllmamis olmalarina karsin, baglanma mekanizmalarinin tam olarak
aydinlatilmasi, giiniimiizdeki arastirmacilarin ilgisini ¢eken ¢alismalar arasinda yer
almaktadir (104). Bu dogrultuda, bilesiklerin baglanma mekanizmalarin1 anlamak
i¢cin yapilan doking hesaplamalari, sigir proteazomu kimotripsin benzeri aktif yorede
MOE (Molecular Operating Environment) programi yardimiyla gergeklestirilmistir.
Bu caligmalar, hiicre ve hayvan calismalarinda anahtar bilesikler olarak gorev
alabilen a-keto-1,3,4-oksadiazol yapisindaki reversibl proteazom inhibitérlerinin

kesfini saglamistir (36).
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BS |C50= 4.3 nM

P4 P2 B5 1Cs50 (NM)
58a p-tosil Ala 0.72
58b p-tosil Ser-OMe 0.72
58c m-tosil Ala 0.65

Sekil 41. PSI kodlu bilesikten hareketle peptit a-keto-1,3,4-oksadiazol tiirevi

bilesiklerin gelisimi
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2.4.2. Nonkovalent inhibitorler

Gliniimiizde, klinik arastirmalari devam eden ve literatiire kayitli bilesiklerin
cogu, katalitik yorede Treonin 1 (Thrl) hidroksilinin niikleofilik atagina maruz
kalarak kovalent reversibl veya irreversibl katim iriinii olusturan elektrofilik bir
fonksiyon (u¢ grup) ve peptit bir yapt bulunduran bilesikleri kapsamaktadir
(64,90,97,98,101,102,105,106). Elektrofilik ug¢ grup ve peptit yapt olmak iizere her
iki farmakoforik bilesen, tiim proteazomal aktif yorelerde tek bagina etki gostermekte
ve ¢ok sayida serin ve sistein proteazi modifiye etmektedir (107). Bu inhibitorlerin
aktif yore ile etkilesimi sirasinda olusan kovalent bag, in vitro apoptoza ve tiimoral
hiicre 6liimiine neden olmaktadir. Ayrica, reaktif elektrofilik u¢ grubun, ¢ogunlukla
asirt reaktivite, dayaniksizlik, sitotoksisite ve yan etkilere sebep olan zayif

selektiviteyle iliskili oldugu gosterilmistir.

Proteazom inhibitorlerinin sitotoksik etkileri, katalitik yore ile etkilesimi
reversibl hale gevrilerek azaltilabilirken, etkinlikleri katalitik yore ile zamanla sinirh
baglanmalar1 degistirelerek arttirilabilmektedir. Ornegin yavas reversibl ve
irreversibl inhibitorlerin 6nemli bir kisminin, eritositlerdeki, vaskiiler endoteldeki ve
karacigerdeki “en uygun proteazomlara” baglanabildigi, dolayisiyla solid tiimorlere
kars1 daha diisiik etki gosterdikleri tespit edilmistir. Buradan hareketle gliniimiizde,
nonkovalent ve hizli reversibl inhibitérler tasarlanmakta ve arastirilmaktadir.
Herhangi bir reaktif elektrofilik u¢ gruba sahip olmayan bu tiir bilesiklerin, azalmig
yan etki ve gelismis farmakokinetik profil gibi terapétik avantajlar saglamasi
beklenmektedir. Fakat proteazom aktif yorede, zayif baglanma diizeninde etkilesen
nonkovalent inhibitorler, kovalent karsiliklar1 olan bilesiklere gore ¢ok az

arastirtlmiglardir (14).

Bu boliimde, birbirinden farkli yapilara ve kimyasal 0Ozelliklere sahip
nonkovalent proteazom inhibitorleri hakkinda bilgi verilecektir. Gilinlimiizde
tizerinde en ¢ok arastirma yapilan nonkovalent inhibitorler, siklik peptitler, siklik
olmayan peptitler, peptit izosterleri, peptit yapili olmayan inhibitorler ve

hidroksitireler olmak tizere 5 ayr1 sinifta toplanmaktadir (36,58).
2.4.2.1. Siklik Peptitler

Proteazom inhibitdrleri olarak laktasistin ve epoksomisin gibi dogal bilesiklerin

kesfi ve kullanim1 sonucunda, yeni proteazom inhibitorleri bulmak amaciyla sistemik
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olarak dogal iirlinlerin taranmasi yoluna gidilmistir. Bu sistematik tarama sirasinda
beklenmedik bir sekilde siradisi yapilara sahip ¢ok sayida proteazom inhibitorii
bilesik tanimlanmistir (25). Kohno ve ekibi tarafindan bu amagla yiiriitiilen bir
calismada Apiospora montagnei Sacc. (TC1093) fermentasyon iiriinlerinden,
makrosiklik peptit yapisina sahip TMC-95 kodlu bir seri bilesik izole edilmistir
(108). Daha onceden tanimlanmis proteazom inhibitorlerinin herhangi biri ile
benzerlik tasimayan bu bilesikler, modifiye edilmis amino asitlerden olusan
heterosiklik halka sistemine sahiptir (18). TMC-95A, B, C ve D olarak isimlendirilen
ve birbirinin stereoizomeri olan bu dort dogal bilesigin, proteazomun tiim aktif alt

birimlerine baglandig tespit edilmistir (Sekil 42) (56,89).

T™MC95 R; R, R; Ry
A H OH CH; OH
B H OH H CH;
C OH H CH; H
D H OH H CH;

Sekil 42. TMC-95 (A-D) kodlu bilesiklerin kimyasal yapis1

TMC-95A kodlu bilesik, en ¢ok bulunan stereoizomer olup, bu tiirevler
igerisindeki en aktif bilesik olarak bildirilmistir. TMC-95A bilesiginin, 20S
proteazom kimotripsin benzeri aktivitenin giiglii kompetitif inhibitorii (IC50=5.4 nM)
olmasmin yani sira kaspaz benzeri (IC50=60 nM) ve tripsin benzeri aktiviteleri
(IC5,=200 nM) de inhibe ettigi rapor edilmistir (56). Ayrica, bu bilesigin 30 uM
dozda m-kalpain, L-katepsin ve tripsin gibi diger proteazlari inhibe etmedigi

dolayisiyla selektif bir etkiye sahip oldugu da agiga ¢ikarilmistir (14,25,108).
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En ¢ok bilinen inhibitorlerin lineer peptit yapili bilesikler oldugu g6z Oniine
alindiginda makrosiklik peptit yapili TMC-95 tiirevlerinin aktif yoreye nasil uyum
saglayarak etki gosterdigi arastirmacilarin ilgi odagi haline gelmistir (108).
Calismalar sonucunda, molekiiliin siklik yapisindan kaynaklanan genel rijiditesinden
dolay1 katalitik yore ile optimal uyumu sagladigi ortaya g¢ikarilmistir. Maya 20S
proteazomu-TMC95A  kompleksinin  kristalografik analizlerinde, inhibitoriin
Kimotripsin benzeri aktif yore ile reversibl, kompetitif ve nonkovalent bir sekilde
etkilestigi, fakat aktif yoredeki N terminal treonin rezidiide hi¢bir kimyasal
modifikasyon yapmaksizin siki hidrojen baglar1 orgiisii yoluyla ii¢ proteolitik aktif
alt birime baglandig1 saptanmustir (Sekil 43) (50). Bu nonkovalent etkilesimlerin, S1
ve S3 ceplerindeki amino asit rezidiileri ile TMC-95A kodlu bilesik arasinda
antiparalel B katlanma olusumunu sagladig: bildirilmistir. Aktif yorelerin S1 ve S3
cepleri sirasiyla TMC-95A kodlu bilesigin Z-propenil grubu (P1 rezidii) ve asparajin
amino asidinin yan zinciri (P3 rezidii) tarafindan doldurulmaktadir. TMC-95A
bilesigi, katalitik yoredeki S2 yore ile etkilesmezken, bilesigin tirozin kismi, enzimin
hidrofobik S4 yoresi ile non-polar olarak zayif bir sekilde etkilesmektedir (14,18).
Ayrica maya proteazomu-TMC-95A kompleksinden elde edilen yapisal veriler, etkili
bir ligand baglanmasi i¢in bilesigin C7 konumundaki hidroksil grubunun, aktif
yoredeki Treonin 21 (Thr21)’e ait karbonil kisim ile sterik olarak ¢akigmamasi igin S
konfigiirasyonuna sahip olmasi gerektigini, buna karsin C36 daki metil grubunun
stereokimyasinin etkilesim agisindan kisitlayict bir unsur olmadigini aciga

cikarmistir (92).
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Sekil 43. TMC-95A kodlu bilesigin proteazom aktif yoredeki etkilesimleri
(108).

TMC-95A kodlu bilesigin enantiomeri olan TMC-95B kodlu bilesik, TMC-
95A ile benzer biyolojik aktivite sergilerken, diastereomerleri olan TMC-95C ve
TMC-95D kodlu bilesiklerin biyolojik aktivitelerinin 20 ile 150 kat gibi biiyiik bir
oranda azaldig1 tespit edilmistir. Bu durum, giiclii inhibitor aktivite i¢in bilesigin
triptofan kisminda yer alan [ karbonun stereokimyasinin dnemini agik¢a ortaya
koymustur (14). TMC-95A kodlu bilesik gerek etki giicii gerekse farkli kimyasal
yapist ve inhibisyon mekanizmasi nedeniyle organik kimyacilarin ilgi odagi haline
gelmigtir. Bu kapsamda, TMC-95(A-D) bilesiklerinin total sentezi basariyla
gerceklestirilmis ve aktif yoreye spesifiklikleri farkli diizeylere sahip bazi sentetik
tirevler hazirlanmistir (109). Kimotripsin benzeri yoreye gore, tripsin ve kaspaz
benzeri yorelere degisen afinitelere sahip nonkovalent olarak baglanan daha basit
yapili TMC-95A tiirevleri hazirlanmistir (40). TMC-95A bilesigi veya tiirevlerinin
mekanizmalarina bagli etkileri gosterilmemis olmasina karsin, TMC-95A bilesigi
HCT116 ve HL-60 kanser hiicrelerinde sirasiyla 4.4 ve 9.8 pM ICsy degerlerinde
sitotoksik etki gostermistir (59).

2002 Yilinda Hofle ve ekibi, yeni antibiyotiklerin potansiyel kaynagi olarak
myxobakterilerin taranmasi sirasinda Archangenium gephyra’dan Arjirin A-H olarak
nitelendirilen bir grup siklik oktapeptit izole etmistir (Sekil 44) (14,63). Bu

71



bilesiklerin Pseudomonas tiirlerine karsi etkili antibiyotikler olduklari ve memeli
kiiltiir hiicrelerinin biiylimesini inhibe ettikleri gosterilmistir (63). Bu seri bilesikler
igerisinde Arjirin A’nin, bir peptit boronat olan bortezomib ile karsilastirilabilir etki
giiciinde insan proteazomunun kimotripsin, tripsin ve kaspaz benzeri aktivitelerini
inhibe ettigi  gosterilmistir  (110,111). Arjirin  A-proteazom  kompleksinin
kristallendirilmesine iligkin Dbilgiler heniiz bildirilmemekle birlikte NMR
spektroskopisi ve molekiiler doking ¢alismalar1 Arjirin A’nin MG132 ve bortezomib
bilesikleri ile ayn1 kanonik baglanma ydresini paylasabilecegini agiga cikarmistir
(112). Arjirin A, birgok kanser tiiriinde yeterli miktarda eksprese edilmeyen siklin
kinaz inhibitérii p27°yi stabilize etmek suretiyle tiimor hiicrelerinde apoptoza yol
acan ve hiicre dongiisiiniin durmasina sebep olan antitiimor etkili bir bilesik olarak
tanimlanmaktadir (14,58). Argyrin A, E, B ve F bilesikleri ise total sentezlerinin
gerceklestirilmesiye beraber, bircok organik kimyaci ve biyolog i¢in ilgi ¢ekici

molekiiller haline gelmistir (63).

S
H
DR e
N
R
N 1 HN
0 I
O_R, 0O HN™ o
AR

N
H

(6]
H

Arjirin - R, R, R Ry
A CH; H  OCH; H
B CH; H  OCH; CH,
C CH; CH; OCH; H
D CH;  CH; OCH; CH,
E CH, H H H
F CH,0H H OCH; H
G CH,OH H  OCH; CHjs
H H H OCH, H

Sekil 44. Arjirin tiirevi bilesiklerin kimyasal yapisi
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Son olarak, yakin zamanda kesfedilen Sistonemid A ve B bilesikleri, sayist giin
gectikee artan dogal proteazom inhibitorleri smifina eklenmistir (58,113). Birgok
siyanobakteriyel peptit, cesitli proteazlara karsi inhibitér 6zellik gosterdigi igin,
Orjala ve calisma arkadaslari, yakin bir zamanda, 20S proteazom inhibisyonu
bakimindan Syctonema hofmanni’den elde edilen siyanobakteriyel ekstreleri
incelemelerinin  sonucunda Sistonemid A ve B bilesiklerini izole etmis ve
tamimlamuglardir (Sekil 45). Her iki bilesigin de siklik peptit yapida oldugu tespit
edilmistir. Sistonemid A bilesigi diger proteazom inhibitérii bilesiklerden farkli
olarak bir imin grubu igerirken, Sistonemid B bilesigi 3-hidroksioktanoik asit kisim
bulundurmaktadir. Sistonemid A bilesigi, 96 nM ICsy degeri ile proteazom

Kimotripsin benzeri aktivitenin gii¢lii bir inhibitorii olarak bildirilmistir (14).
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Sekil 45. Sistonemid A ve B bilesiklerinin kimyasal yapist

H,NO NH,

2.4.2.2. Nonsiklik Peptitler ve Peptit izosterleri

Benzilstatin yapisi tasiyan ritonavir bilesigi, HIV proteaz inhibitorii bir bilesik
olup proteazom inhibisyonu olusturan peptit izosteri bilesiklerin ilk drnegini temsil
etmektedir (Sekil 46). Ritonavir ile tedavi edilmis HIV-1 enfekte hastalarin klinik
bulgularinda, bilesigin MHC-1 molekiilleri araciligiyla meydana gelen epitop
sunumunu inhibe ederek antiproteaz etkinlik gosterdigi saptanmustir (114).
Farmakolojik Oneminin yami sira,  proteazomun katalitik mekanizmalarinin
anlasilmasinda yararli bir ara¢ olarak kullanilan ritonavir bilesigi, terapdtik olarak

uygun mikromolar konsantrasyonlarda, hiicre kiiltiiriinde proteinlerin yikimini ve
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saflastirilmig 20S proteazomlarda 3 pM ICso degeri ile kimotripsin benzeri
aktivitenin peptit substrati Suc-LLVY-AMC’nin yikimini inhibe etmistir. Sadece ¢ok
yiiksek konsantrasyonlarda (100 puM) kaspaz benzeri aktivitenin inhibe edildigi
bildirilmistir. Ilging bir sekilde, 10 uM konsantrasyonda bilesik, tripsin benzeri
aktivitede artmaya neden olurken, daha yiiksek konsantrasyonlarda aktivitenin daha
da arttig1 saptanmistir. Bilesigin enzimle nonkovalent ve reversibl olarak etkilestigi

ortaya ¢ikarilmistir (50).

Sekil 46. Ritonavir bilesiginin kimyasal yapisi

Esas olarak HIV-1 proteazi hedeflemek iizere tasarlanan 2-aminobenzilstatin
tiirevleri, Novartis Pharma firmasinda yiiriitiilen HIV proteaz inhibitdr projesinde yer
alan arastirmacilar tarafindan sentezlenmistir. Bu arastirmada sentezlenen
benzilstatin peptit | bilesiginin insan 20S proteazom kimotripsin benzeri aktiviteyi
(ICs0= 0.09 uM), tripsin benzeri ve kaspaz benzeri (ICsp >20 uM) aktivitelere gore
daha iyi inhibe ettigi tespit edilmistir (Sekil 47).

28

Sekil 47. Benzilstatin peptit I bilesiginin kimyasal yapist
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Bu bilesigin optimizasyonu, kimotripsin benzeri aktif yoreye selektivite
gosteren ¢ok sayida inhibitdriin elde edilmesini saglamis ve sonugta etki giicii yiikksek
C ve N terminalinde farkli gruplar tasiyan dipeptitlerin (Capped dipeptitler) kesfine
yol agmustir (Sekil 48) (115,116).

OH

Sekil 48. Capped dipeptit | bilesiginin kimyasal yapisi

Diger yandan, Blackburn ve ekibi, proteazom inhibitdrleri alaninda yeni
kimyasal yapilar1 tanimlamak amaciyla, Millenium Pharmaceuticals kiitliphanesini
taramistir.  350.000 bilesik, luminesans ydntemiyle gozlenen ubikitin-lusiferaz
belirtecinin  kullanildig1 hiicre deneylerinde, potansiyel proteazom inhibitorii
bilesikler olmalar1 g6z oniine alinarak test edilmistir. Dogal yapili olmayan S-homo-
fenilalanin amino asiti tagiyan C and N terminalleri kapatilmis tripeptitler, memeli ve
maya 20S proteazom kimotripsin benzeri aktivitenin selektif inhibitorleri olarak
tamimlanmistir. Bu seri igerisinde C ve N terminalleri benzil ve pirazinil
stibstitiientleri ile korunan tripeptit yapisindaki bilesik, tripsin ve kaspaz benzeri
aktiviteleri inhibe etmezken, insan 20S proteazom kimotripsin benzeri aktiviteyi 0.5
nM K; degeri ile (Bortezomib ile karsilagtirilabilir diizeyde) inhibe etmistir. Maya
20S proteazomu ile bu bilesik kompleksinin kristal yapi analizlerinde bilesigin
kimotripsin benzeri aktiviteyi selektif olarak inhibe ettigi dogrulanmistir. Bu analiz
sonuglarina dayanarak gergeklestirilen optimizasyon g¢alismalart sonucunda, bir seri
dipeptit tiirevi bilesik sentezlenmistir. Bu seri igerisinde, C terminali 2-klorobenzil
grubu ile korunan, P2 rezidii olarak piridil, P3 rezidii olarak neopentil-asparajin ve
P4 rezidii olarak karboksiindolin tasiyan tirev (Capped dipeptit Il), en giigli
proteazom inhibitorii olarak bildirilmistir (Sekil 49). Bilesigin insan 20S protezomu

icin ICsg degeri 1.2 nM olup, potansiyel bir N terminal ketoamit tagiyan bu bilesigin
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maya proteazomuna bagli haldeki X-ray yapist nonkovalent bir inhibitér oldugunu

aciga ¢ikarmustir (14,40).
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Sekil 49. Capped dipeptit Il bilesiginin kimyasal yapisi

Capped dipeptit tiirevi diger bilesikler, Lum ve ekibi tarafindan sentezlenmistir
(117). Arastirmacilar, 20S proteazomun kovalent non-selektif inhibitorii peptit
aldehit tirevi MG101 kodlu bilesikten hareketle, 5-metoksi-1-indanon-dipeptit
benzamit yapisina sahip 35 adet analog tasarlamistir. Sentezlenen bu seri igerisindeki
en etkili tiirevin, 2,6-diflorobenzil grubu tasiyan CVT-659 kodlu bilesik oldugu rapor
edilmistir (Sekil 50). Bilesik, tripsin ve kaspaz benzeri aktivitelere gore kimotripsin
benzeri aktiviteye (ICs50=0.14 puM) selektif inhibisyon sergilemistir (14). Sonug
olarak bu genel yapiya sahip dipeptit tirevi bilesiklerin, proteazom inhibit6r
aktiviteleri, farkli arastirma gruplart tarafindan incelenmis ve literatiire

kazandirilmastir.
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Sekil 50. CVT-659 kodlu bilesigin kimyasal yapisi
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2.4.2.3. Peptit Yapih Olmayan inhibitorler (Nonpeptit inhibitorler)

Son zamanlarda yapilan calismalarda, yapisal olarak peptitlerle benzerlik
gostermeyen ¢ok sayida bilesigin potansiyel proteazom inhibitor aktiviteye sahip
oldugu kesfedilmistir (14). Potansiyel lider bilesikleri tespit etmek amaciyla bilesik
kiitliphanelerinin taranmasi yontemi aralarinda proteazomun da yer aldigi bir¢ok
hedef i¢in yaygin bir strateji olarak kullanilmaktadir (118). Bu amagla, orijinal ilag
benzeri yapilara sahip (drug-like scaffold) nonkovalent inhibitérlerin gelistirilmesi
amaciyla proteazomun kimotripsin benzeri aktivitenin inhibisyonuna yoénelik yapi-
temelli sanal tarama sonrasinda, siilfonamit smifi bazi bilesikler proteazom
(kimotripsin benzeri aktivite) inhibitorii bilesikler olarak tespit edilmistir (38). Bu
bilesiklerin in vitro HeLa ve HEK-293 hiicre hatlarinda proteazomun en az bir
katalitik aktivitesine karst uM diizeyde etkili olduklari, reversibl inhibisyon
gosterdikleri ve sitotoksik etkinlige sahip olduklari teyit edilmistir. Bu seri igerisinde
yer alan en umut verici lider (hit) bilesikler olarak siilfanilamit yapisina sahip 74 ve
75 No lu bilesiklerin, sirasiyla 18.9 ve 1.9 uM ICsy degerleriyle kimotripsin benzeri
aktiviteyi, 8.0 ve 10.0 uM ICsq degerleriyle de kaspaz benzeri aktiviteyi inhibe
ettikleri bulunmustur (14).

74 R=N(CH20H2CH3)2
75 R=N(CH,CH=CH,),

Ayn1 zamanda 75 No lu bilesigin 4.5 pM ICso degeriyle tripsin benzeri
aktiviteyi de inhibe ettigi bildirilmistir. Neticede, bu tlirevler arasinda siilfon
grubuna bagli R konumunda yer alan dallanmis alifatik zincirin aktivite i¢in 6nemli

oldugu sonucuna varilmstir.

Ilag benzeri yapiya sahip proteazom inhibitorlerinin bir diger énemli smifi
naftokinon tiirevleridir. Bu bilesik sinifinin ilk temsilcisi, Ulusal Kanser Enstitiisii
(NCI) kimyasal kiitiiphanesinden elde edilen ve ayni zamanda siilfonamit grubu

tasiyan PI-083 (NSC-45382) kodlu bilesiktir. 2009 yilinda Kazi ve arkadaslari,
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Ulusal Kanser Enstitlisii Diversity, Natural Product, Challenge and Mechanistic
setlerinde yer alan 3,229 adet bilesigi, saflastirilmis 20S proteazom kimotripsin
benzeri aktivite inhibitorleri elde etmek amaciyla taramis ve 8 adet lider bilesik tespit
etmislerdir. Arastirmacilar, tespit edilen bilesikler arasindan PI-083 kodlu bilesigi

sentezleyerek aktivite ¢alismalarinda kullanmiglardir (Sekil 51).
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Sekil 51. PI-083 kodlu bilesigin kimyasal yapisi

P1-083 kodlu bilesigin, 20S tavsan proteazomu Kimotripsin, tripsin ve kaspaz
benzeri aktivitelerini sirasiyla 1.0, 4.5 ve 4.5 uM ICsp degerlerinde bortezomib’den
daha hizli bir sekilde baglanarak inhibe ettigi bildirilmistir. Bilesigin, meme,
pankreas, over, prostat, akciger ve multipl miyelom hiicre hatlarinda ve multipl
miyeloma sahip hastalardan alinan kemik iligi hiicrelerinde, hiicre oliimiine ve
apoptoza sebep oldugu ortaya ¢ikarilmistir. Bilesigin in vivo olarak ksenograft fare
modellerinde MCF-7 ve A-549 (insan akciger kanseri epitelyal hiicre hatti) timor
hiicrelerinin biiylimesini inhibe ettigi bulunmustur. Ayn1 zamanda, bortezomib ile
karsilastirildiginda bilesigin normal hiicrelere kiyasla kanser hiicrelerine karsi daha
selektif oldugu saptanmustir (41). PI1-083 kodlu bilesigin de etkili bir proteazom
inhibitorii olan bortezomibe benzer sekilde A-549 tiimor hiicre hatlarinda siklin

bagimli kinaz inhibitori p27Ki'°1

diizeylerini arttirdif1 yapilan ¢aligmalarla ortaya
cikarilmigtir. Kimotripsin benzeri aktif yore igin yapilan in siliko baglanma sekli
calismalari, PI-083 kodlu bilesigin etki giicliniin, bilesikte yer alan naftokinon
cekirdek yapisinin aktif yoredeki Glisin 47 (Gly47) rezidii ile, siilfonamit kisminin
da Treonin 21 (Thr21), Alanin 49 (Ala49) ve Aspartik asit 114 (Aspl14) rezidiileri
ile bir su molekiilii kopriisii araciligiyla hidrojen bagi yapmasindan kaynaklandiginm
gostermistir (Sekil 52). P1-083 kodlu bilesigin etki géstermesinde dnemli rol oynayan
kloronaftokinon ve siilfonamit kisimlar1 temel alinarak yeni bilesikler hazirlanmaistir.

Bu bilesiklerin aktivite sonuglariyla da, kloronaftokinon ve siilfonamit kisimlarinin

inhibitor aktivite i¢in 6nemli oldugu teyit edilmistir. Calisma sonuglar1 ayrica P1-083
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kodlu bilesikte yer alan piridil grubunun, aktivitede énemli bir kayip olmaksizin

diger heterosiklik yapilarla degistirilebilecegini gostermistir (104).

Sekil 52. Sekil PI-083 kodlu bilesigin kimotripsin benzeri aktif yoredeki
etkilesimleri (42)

Naftokinon yapisinin olast bir tiirevi de molekiiliin hidronaftokinon seklidir.
Onceki calismalarinda PI-083 kodlu bilesigi kesfeden aymi arastirma grubu
tarafindan 2012 yilinda, in vitro tarama calismalar1 sirasinda hidronaftokinon
yapisina sahip 79 No’lu aktif bilesik tanimlanmistir (119). Daha sonra, bu lider
bilesikten hareketle 38 adet hidronaftokinon tiirevi hazirlanarak bilesiklerin
kimotripsin ve tripsin benzeri proteazomal aktiviteye karsi inhibitor etkinlikleri test
edilmistir. Bilesiklerin yapi-etki iliskileri detayli olarak irdelenmis ve yapilan tiim
degisiklikler icerisinde, yapiya karboksilik asit izosteri olarak tetrazol halkasinin
eklenmesinin etki giiciinii gelistirmede etkili bir strateji oldugu sonucuna varilmistir.
Yapilan hiicre ¢aligmalarinin sonucunda elde edilen verilere gore, 79 ve 80 No lu
bilesikler, bortezomib ile aymi etki mekanizmasina sahip olmamalarina ragmen
irreversibl inhibitor olma egilimi gostermeleri nedeniyle daha ileri ¢aligmalar i¢in

secilmistir (14).
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P1-083 kodlu bilesigin kesfinin ardindan, bu seri bilesiklerin biyolojik
ozelliklerini gelistirme ¢abalar1 kapsaminda stilfonamit grubunun farkli hidrojen bagi
olusturma O6zelligine sahip gruplar ile degistirilmesi yoluyla bazi yeni naftokinon
tiirevleri sentezlenmis ve inhibitér 6zellikleri test edilmistir. Xu ve ekibi tarafindan
yiriitilen bu caligmada 14 adet bilesik sentezlenmis ve yapilan hiicre temelli
deneyler sonucunda bilesiklerden alt1 tanesinin 6nemli Olgiide sitotoksik ozellige
sahip oldugu bulunmustur. p-nitroanilin siibstitiientine sahip asagida agik kimyasal
yapis1 gosterilen 8 No lu bilesigin insan 20S proteazomun kimotripsin benzeri
aktivitesini 3.65 uM ICsy degeri ile P1-083 bilesiginden (ICs50=18.65 uM) daha iyi
inhibe ettigi rapor edilmistir (43).

(0]
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8 No lu bilesik

Calisma kapsaminda in siliko baglanma sekli hipotezi kurulmustur.
Arastirmacilarin bekledigi gibi, bilesikte yer alan naftokinon halkasinin PI-083 kodlu
bilesige benzer bir konformasyonu sectigi, nitro grubunun ise ayni siilfonamit
grubunda oldugu gibi Aspartik asit 114 (Aspl114) ile hidrojen bagi olusturdugu tespit
edilmistir (14,104). Ayrica, doking hesaplamalari, PI-083 kodlu bilesik ile
karsilastinlldiginda 8 No lu bilesigin glicli ve artmis inhibitér etki giicii
gostermesinde, bilesigin 20S proteazomun Treonin 1 (Thrl) ve Glisin 23 (Gly23)
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rezidiileri ile ilave iki hidrojen bag1 yapmasindan kaynaklandigina agiklik getirmistir
(Sekil 53) (36).
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Sekil 53. Naftokinon tiirevi 8 No’lu bilesigin aktif yoredeki etkilesimleri (43)

Selektif in vitro tarama protokolii araciligiyla elde edilen diger proteazom
inhibitori bilesik sinifi hidroksiiire tirevleridir (14). Taramalar sonucunda ayni
zamanda 5-lipooksijenaz (5-LOX) inhibitorii oldugu bilinen hidroksiiire tiirevi lider
bilesigin 20S proteazom kimotripsin benzeri aktiviteyi reversibl ve nonkovalent bir
sekilde inhibe ettigi bulunmustur. Bu bilesik iizerinde yapilan kimyasal
modifikasyonlar sonucunda elde edilen bilesikler icerisinde 1-adamantil ve metil
stibstitiienti bulunduran HU-10 kodlu bilesik, 34 nM K; degeri ile 20S proteazom
kimotripsin benzeri aktivitenin reversibl ve selektif inhibitorii olarak tespit edilmistir
(Sekil 54) (120).

Sekil 54. HU-10 kodlu bilesiginin kimyasal yapisi

81



20S proteazom ile bilesigin X-ray kristalografik analizlerinde, bilesikte yer
alan fenil ve adamantil hacimli hidrofobik gruplarinin proteazom aktif yoredeki S1
ve S3 ceplerini doldurdugu, fakat aktif yorede treonin ile dogrudan etkilesmedigi
aci1ga cikarilmistir (Sekil 55) (118,120). Bu yeni bilesik sinifinin, 20S proteazom igin
bugiine kadar tanimlanmis en kii¢iik yapili, reversibl ve nonkovalent olarak baglanan
aktif yoreye spesifik inhibitorleri temsil ettigi bildirilmistir. Ayrica, fonksiyonel
reaktif bir u¢ grup tasimayan hidroksitire tlirevlerinin farmakokinetik bakimdan
onemli bircok molekiiler 0©zellige sahip olmasi, bu bilesiklerin proteazom

inhibitorlerinin gelistirilmesinde yeni bir yol agabilecegini gostermistir (14,58).
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Sekil 55. HU-10 kodlu bilesigin aktif yoredeki etkilesimleri (120)

2.4.2.4. Nonspesifik Proteazom Inhibitérleri

Bu gruptaki bilesikler, belirli bir hedefe yonelik rasyonel ilag gelistirme
yontemlerinden biri olan mevcut terapotik ajanlarin taranmasi yontemiyle proteazom
inhibitor aktiviteleri tespit edilmis bilesiklerdir. Bu sekilde tespit edilerek spesifik
proteazom inhibitdrii olmamakla birlikte proteazom inhibisyonu gosteren ¢ok sayida
bilesik rapor edilmistir (121). Bu bilesikler arasinda tiyostrepton ve siomisin A gibi

tiyazol grubu antibiyotikler, yesil cayda bulunan polifenoller ile bazi triterpenoidler
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ve diger bircok elektrofilik dogal bilesikler yer almaktadir (58). Bu bilesikler
antikanser ve antiproliferatif etkilerin de i¢inde oldugu genis aktivite profiline sahip
olmalar1 nedeniyle potansiyel proteazom inhibitoérleri olarak incelenmek tizere aday
bilesikler olarak segilmistir (118). Bilesiklerin daha 6nce klinik degerlendirmelerinin

yapilarak toksisite profillerinin bilinmesi bu bilesiklere avantaj saglamaktadir.

Potansiyel proteazom inhibitorii bilesikleri arastirma calismalar1 kapsaminda,
Schoof ve arkadaslar1 bir seri makrosiklik peptit yapili tiyostrepton tiirevi bilesik
sentezlemis ve bu bilesiklerin etkili antimalaryal ve antibiyotik ajanlar olduklarim
aciga c¢ikarmiglardir (121). Arastirmacilar yaptiklar1 ¢alismada ayrica, bilesiklerin
antimalaryal aktiviteleri ve proteazom inhibisyonu etkileri arasindaki iligkiyi acgiga
¢ikarmay1 hedeflemislerdir. Yapilan galismalar sonucunda, tiyostrepton ve siomisin
A gibi tiyopeptit yapisindaki bilesiklerin ribozomal protein sentezini translokasyon
basamaginda bloke ederek etki gosteren antibiyotikler olmalarinin yanisira,
proteazomu da inhibe ettikleri tespit edilmistir (Sekil 56) (122). Bu ajanlarin kanser
hiicrelerinde apoptozu tetikledikleri ve FoxM1 inhibitorleri olarak etki gosterdikleri
aciga c¢ikarilmistir. FoxM1, ¢ok sayida insan solid timor hiicresinde artisi tespit
edilmis onkojenik bir transkripsiyon faktorii olarak bildirilmektedir. Bu onkojenik
faktoriin, bir peptit boronat olan bortezomib bilesigi ve peptit aldehit yapisindaki
MG132 ve MG115 kodlu bilesiklerle de inhibe oldugu bulunmustur (123,124).
Caligmalar sonucunda elde edilmis tiyopeptit yapisindaki bu antibiyotiklerin 20S
proteazom inhibisyonu etkilerinin MG132 ve MG115 kodlu bilesiklere gore daha az
oldugu tespit edilmistir (122). Ayrica, bilesiklerin 20S proteazomun kimotripsin ve
kaspaz benzeri aktivitelerini esdeger oranda inhibe ettikleri bildirilmistir
Tiyostrepton bilesigi kimotripsin ve kaspaz benzeri aktiviteyi sirasiyla 5.2 uM ve 3.8
uM 1Cs degerleri ile inhibe ederken MG132 kodlu bilesik 0.02 uM ve 1.3 uM ICs
degerleriyle inhibisyon gostermistir (14,121).
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Tiyostrepton, R1= CH,CHj3, Ry= CH3, R3=H
Siomisin A, R4= CHj3, R,=R3=CH, (dehidroalanin)

Sekil 56. Tiyostrepton ve Siomisin A bilesiklerinin kimyasal yapisi

Dogal kaynaklardan yeni proteazom inhibitorlerinin taninlanmasi amaciyla
yapilan ¢ok sayida g¢aligma, antitimor etkileri ve genis spektrumdaki biyolojik
aktiviteleri nedeniyle 6zellikle yesil cayda bulunan dogal polifenol bilesikleri {izerine
odaklanmistir. Bu bilesikler hakkinda, kanserin dnlenmesi ve korunmasi amaciyla
kullanimina iligkin ¢ok sayida dokiimanin sunulmasiyla birlikte, insanlarda yesil
caym antikanser etkilerini arastirmak i¢in Faz I-III klinik aragtirmalar1 hala devam
etmektedir (50,125,126). Besin olarak tiiketilen bitkilerde bulunan bu polifenol sinifi
bilesikler, Onemli antitiimor, antiinflamatuar ve antioksidan ozelliklere sahip
olduklarinin kanitlamasiyla birlikte oldukga dikkat ¢ekici bilesikler haline gelmistir
(125). Bu smif bilesikler igerisinde Yyer alan epigallokatesin-3-gallat (EGCG),
epigallokatesin (EGC), epikatesin-3-gallat (ECG), epikatesin ve epimerleri,
proteazomu dogrudan hedeflediklerinin kanitlanmasi ve bazi kanser hiicrelerinin
sayisini azalttiklarina veya biiylimesini inhibe ettiklerine dair bulgular nedeniyle yeni
potansiyel proteazom inhibitdrii ajanlar olarak genis Olgiide ¢alisilmaktadir
(118,127). Polifenol bilesiklerinin temsilcisi olarak diisiiniilen epigallokatesin-3-
gallat (EGCG) bilesiginin, 20S proteazom kimotripsin benzeri aktivitenin giiglii bir
inhibitori oldugu gosterilmistir (Sekil 57). EGCG bilesiginin, iyi selektiviteyle
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birlikte inhibitor etkinliginin 1-10 uM konsantrasyonlarda apoptoza sebep oldugu
bulunmustur. Bilesik, proteazom inhibitér etkisinin gdsterilmesinin ardindan

antitimor ve antiinflamatuar aktiviteleri agisindan da onaylanmistir (127,128).

OH
OH
o0
oH OH
o)
BC
OH
HO o) @
OH
OH

Sekil 57. EGCG bilesiginin kimyasal yapisi

Bu bilesiklerin yapisinda bulunan ester karbonilinin, niikleofilik ataga kars
duyarli oldugu bildirilmistir. Yapi-etki iliskisi caligmalari, atomik orbital enerji
EGCG’nin  20S proteazomla
(metabolitlerinin) yiiksek basingli sivi kromatrografisi (HPLC) verileri, proteazomun

analizleri ve verdigi reaksiyon Triinlerinin
N terminal treonin hidroksili ile bilesigin ester yapisi arasindaki niikleofilik etkilesim
sonucunda inhibisyon gerceklestigini gostermistir (Sekil 58) (89). Dolayisiyla bu
bilesiklerin de, elektrofilik ester karbonuna sahip klasto-laktasistin-g-lakton
bilesiklerine benzer sekilde aktif yore treonin hidroksilini agilleme yetenegine sahip

olduklar1 goriilmiistiir (127,129).

(-)-GCG

(H)-GCG
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Sekil 58. EGCG bilesiginin aktif yorede etkilesimleri
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flging bir sekilde, yesil cay icen bireylerin viicutlarinda, hiicre kiiltiiriinde
saptanabilir antiproteazomal aktivite sergileyen konsantrasyon araligina giren uM
degerlerde polifenol bilesikleri tespit edilmistir. Bu bilesiklerin, kanser hiicrelerini
G1 fazinda durdurdugu ve ¢ogunlukla proteazom inhibisyonu nedeniyle apoptoza

sebep olduklari agiga ¢ikarilmistir (130).

Elde edilen sonuglar, arastirmacilari bu bilesiklerin antiproteazomal etki
giiclerini optimize etmek amaciyla enantiomerik analoglarini sentezlemeye
yoneltmistir (50). EGCG iskelet yapisi temel alinarak daha etkili ve yeni antikanser
ajanlar tasarlamak tizere bazi yapi-etki iliskisi ¢alismalari yapilmistir (131-135). Bu
yapi-etki iligkisi calismalari, ester bagi, biitiin halkalarin varligi, fenil halkalarinda
bulunan hidroksil grubu sayisinin giiglii bir inhibitoriin esansiyel oOzellikleri
oldugunu, fakat kroman halkasindaki oksijen atomunun metilen (-CH,-) izosteri ile
yerdegistirilebildigini ortaya c¢ikarmistir (56). EGCG bilesiginin yapisindaki ester
fonksiyonunun amit islevsel grubuna doniistiiriilmesi sonucunda olusan EGCG-amit
tiirevinin inhibitor etki giiciinde 3 kat azalma meydana geldigi saptanmustir (135).
Sentetik enantiomerik EGCG analoglarinin, proteazomun kimotripsin benzeri
aktivitesini ilgili dogal katesin esterleri kadar giiglii ve selektif bir sekilde in vivo ve
in vitro olarak inhibe ettikleri bulunmustur. Bu durumun kroman heterosikligini
olusturan  halkalarin  kismi  simetrisinden  kaynaklandigr  6ngoriilmiistiir.
Arastirmacilar, in siliko doking c¢alismalar1 sonucunda, 6zellikle EGCG bilesigi gibi
yapisinda ester bagi tasiyan polifenol bilesiklerinin irreversibl ve zamana baglh
proteazom kimotripsin benzeri aktivite inhibisyonunun, aktif yoredeki Treonin 1
(Thrl) hidroksilinin agilasyonu ve hidrofobik S1 cebe aromatik halkalarin
baglanmasiyla polifenol-proteazom kompleksinin stabilitesinin  artmasindan

kaynaklandigini ortaya koymuslardir.

EGCG analoglarinda kroman halkasina hidrofobik benzil grubunun girisi
inhibitor etkide dnemli bir degisiklik olusturmamistir. EGCG bilesiginin fizyolojik
kosullar altinda stabilite sorunu ve zayif biyoyararlanimi bilesigin antikanser ajan
olarak kullanimini sinirlamigtir. Fakat, perasetilllenmis analogu olan Pro-E bilesigi,
daha stabil olmasi, daha iyi biyoyararlanima sahip olmasi ve bazi hiicre hatlarmnin
bliylimesini dogal EGCG bilesigine gore 2 kat daha fazla inhibe etmesi nedeniyle
potansiyel giiclii bir 6n ila¢ olarak bildirilmistir (Sekil 59) (134). Bilesigin ester

karboniline bagl fenil halkasinin para konumundaki hidroksilin amino siibstitiienti
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ile yerdegistirilmesiyle olugsan analogunun da etkili proteazom inhibitorii aktiviteye

sahip oldugu ve apoptoza yol agtig1 bildirilmistir (136).

AcO

AcO

AcO

Sekil 59. Pro-E bilesiginin kimyasal yapisi

Sonu¢ olarak, proteazom inhibisyonu etkinliklerinin yanisira  diisiik
toksisiteleri ve antioksidan aktivitelerinin saptanmasiyla birlikte polifenol bilesikleri,
giiniimiizde koruyucu (6nleyici) olarak giinliik diyete eklenebilir diisiik riskteki

ajanlar haline gelmistir (118).
2.4.3. Allosterik inhibitorler

PR-39 kodlu bilesik, ilk kez domuz bagirsagindan izole edilmis, 39 rezidi
uzunlukta pirolin ve arjinince zengin kemik iligi kokenli bir peptittir (Sekil 60) (137).
Dogal olarak antibakteriyel aktivitesi bulunan bilesigin, bakteri hiicre duvarini gegip
DNA’y1 bloke etmek suretiyle protein sentezini bozdugu bulunmustur. PR-39 kodlu
bilesigin, antibakteriyel aktivite yaninda genis bir biyolojik aktivite spektrumuna
sahip oldugu bilinmektedir. Bilesigin yara iyilesmesi, miyokardiyal-iskemi
reperflizyon hasarinda kardiyoprotektif etkileri oldugu bildirilmistir. Kiiltiir
hiicrelerinde ve memeli modellerinde PR-39 kodlu bilesigin, proteazom aracili
IkBa’nin yikimini ve NFkB’nin aktivasyonunu bloke etmek suretiyle antiinflamatuar
aktivite gosterdigi tespit edilmistir (138). Ayrica bu PR-39 kodlu peptit bilesiginin,
proteazomun katalitik B alt birimleriyle etkilesen diger proteazom inhibitorlerinden
farkli bir sekilde 20S proteazomun a7 alt birimine baglanarak nonkompetitif ve
reversibl bir sekilde, proteolitik aktiviteleri allosterik olarak inhibe ettigi ve 20S
govde kisim ile 19S diizenleyici alt birimlerin etkilesimini bozdugu ortaya

cikarilmigtir. Ayn1 zamanda bilesigin mayalardan insanlara kadar tiim tipteki
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proteazomlari inhibe ettiginin bulunmasiyla birlikte giiglii ve genis spektruma sahip
bir proteazom inhibitérii oldugu dogrulanmistir (139). Bu bilesigin ilk 11
rezidiisiinden olusan PR-11 kodlu bilesigin N terminal kismi, proteazomu inhibe
eden en kisa peptit dizisi olarak bildirilmistir (Sekil 60). PR-11 kodlu bilesigin, insan
kimotripsin benzeri proteazomal aktiviteyi 805 nM ICsy degeri ile inhibe ettigi

bulunmustur (14).

RRRPRPPYLPRPRPPPFFPPRLPPRIPPGFPPRFPPRFP  PR-39
RRRPRPPYLPR PR-11

Sekil 60. Allosterik etkili proteazom inhibitorii PR-39 ve PR-11 kodlu
bilesiklerin peptit dizileri

Allosterik bir inhibitor olarak kesfedilen bir diger bilesik, Li ve ekibinin yaptig
dinamik NMR c¢alismalar1 sonucunda bulunan 5-amino-8-hidroksikinolin (5AHQ)
bilesigidir (Sekil 61). Li ve ekibi daha once yaptiklar1 ¢alismalarda ortak kinolin
farmakoforik yapisina sahip klorokin (chloroquin) ve kliokinol (clioquinol)
bilesiklerinin proteazom inhibitor aktivitelerini degerlendirmistir (Sekil 61)
(140,141). 5-kloro-7-iyodo-8-hidroksikinolin yapisindaki kliokinol bilesigi, oral
antiparaziter bir ajan olup bagirsak amibiyazisinin dnlenmesi ve tedavisi amaciyla
1950-1970 willar1 arasinda kullanilmistir (Sekil 61). Chen ve arkadaslari, 2007
yilinda yaptiklar1 ¢alismada kliokinol bilesiginin bakir ile birlikte kullanildiginda,
olusan kliokinol-bakir kompleksinin prostat kanseri hiicre hatlarinda proteazom
inhibitor aktivite gosterdigini ortaya ¢ikarmislardir (142). 2009 yilinda Mao X. ve
ekibi ise, bu bilesigin, 16semi ve miyelom hiicre hatlarinda proteazom inhibitor
etkinliklerini degerlendirmis ve bu hiicre hatlarinda bilesigin oncelikle bakir aracili
mekanizma ile hiicre 6liimiine sebep oldugunu saptamistir (141). Sprangers ve ekibi
ise, yaptiklari NMR calismalariyla klorokin bilesiginin, losemi ve miyelom
hiicrelerinde proteazomun o alt birimlerine nonkompetitif bir sekilde baglanarak
diger proteazom inhibitorlerinden farkli bir sekilde inhibisyon gerc¢eklestirdigini
tespit etmislerdir (140). Ancak arastirmacilar bu c¢alismada, klorokin bilesiginin
farmakolojik konsantrasyonlarinin iizerinde proteazom inhibitor etkinlik gostermesi

nedeniyle, bilesigin tam (intact) hiicrelerde tek basina veya bortezomib bilesigi ile
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kombine halde proteazom inhibisyonu flizerine etkilerini arastiramadiklarini
bildirmistir.

Bu bilgilerden hareketle Li ve ekibi, kliokinol ve klorokin bilesiklerinden daha
etkili olabilecegi diislincesiyle, kinolin farmakoforik yapisina sahip 27 adet kimyasal
bilesik kiitliphanesini taramis ve sonugta in vitro ve ksenograft fare modellerinde
SAHQ bilesigini en gili¢lii proteazom inhibitorii bilesik olarak nitelendirmislerdir.
Arastirmacilar, dinamik NMR c¢alismalariyla SAHQ bilesiginin, proteazom merkez
cukurunda yer alan a alt birimlerine baglanarak diisiik mikromolar diizeyde
nonkompetitif allosterik bir inhibitér oldugunu goéstermis, ayrica bilesigin kiiltiir
hiicre hatlarinda bortezomib direncinin {iistesinden gelebilme yetenegi oldugunu

bildirmistir (58,143).
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Sekil 61. 5AHQ, kliokinol ve klorokin bilesiklerinin kimyasal yapilart

2.4.4. Yore-Spesifik Inhibitorler

Onceki boliimlerde anlatilan birgok dogal ve sentetik proteazom inhibitdrii
bilesik, proteazomun kimotripsin benzeri aktivitesi oncelikli olmak {izere, kaspaz ve
tripsin benzeri aktivitelerini de inhibe etmektedir. Hiicre i¢i protein yikimindan,
biiyiilk oranda proteazomun kimotripsin benzeri aktivitesi sorumlu oldugundan,
arastirmacilar 6zellikle kimotripsin benzeri aktiviteden sorumlu alt birime ve
Kimotripsin benzeri aktiviteyi bloke eden proteazom inhibitérlerinin gelisimine
odaklanmistir. Her {i¢ aktivitenin de ila¢ hedefi olarak diisiiniilmesi, 2006 yilinda

Kisselev ve arkadaslarinin, HeLa hiicrelerinde protein yikimini bloke etmek i¢in
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sadece kimotripsin benzeri aktivitenin inhibisyonunun yeterli olmadigini ayni
zamanda kaspaz ve tripsin benzeri aktivitelerin de inhibe edilmesi gerektigini ortaya
koymalariyla baslamistir (144). Bortezomib bilesiginin de kaspaz benzeri aktiviteyi
bloke ettiginin bulunmasiyla, antineoplastik aktivitenin saglanmasi ic¢in kaspaz
benzeri aktivitenin de inhibisyonunun gerekliligi konusu giindeme gelmistir.
Caligmalar sonucunda elde edilen bu bilgiler, her bir aktif yoreye spesifik
inhibitorlerin gelistirilmesini saglamis ve kisa siire i¢erisinde her {li¢ aktivitenin de

aktif yore problar1 ve hiicre gegirgen inhibitorleri gelistirilmistir.

Glniimiize kadar gelistirilen en selektif ve en giicli kimotripsin benzeri
aktivite inhibitorlerinden birisi YU-101 kodlu bilesiktir (145) (Sekil 62). YU-101
kodlu bilesik, medisinal kimya yaklagimlari araciligiyla epoksomisin’den
tirevlendirilmis bir lineer peptit epoksiketondur. Elofsson ve arkadaslari, spesifik ve
giicli kimotripsin benzeri aktivite inhibitorleri gelistirmek i¢in pozisyonel tarama
programindan faydalanarak, epoksomisin’in her bir konumunu (P1-P4) ayr ayri
optimize etmis ve sonugta tetrapeptit epoksiketon yapisindaki YU-101 bilesigini elde
etmek iizere en uygun gruplar birlestirmiglerdir. YU-101 kodlu bilesigin,
proteazomun kimotripsin benzeri aktivitesinin gii¢lii bir inhibitérii olmasinin
yaninda, ¢ok az diizeyde diger proteazomal aktiviteleri de inhibe ettigi saptanmistir
(145). Ancak, YU-101 bilesigi sudaki diisiik ¢oziinlirligii nedeniyle giliniimiizde

terapotik bir ajan olarak kullanilamamaktadir.

Kimotripsin benzeri alt birime spesifik diger bir inhibitér olan NC-005 kodlu
bilesikteki epoksiketon grubunun vinil siilfon grubu ile yerdegistirilmesi sonucunda
elde edilen NC-005-VS kodlu bilesikte kimotripsin benzeri aktif yoreye spesifikligin
artti@1 bulunmustur (Sekil 62) (146-148). Kimotripsin benzeri aktif yoreye spesifik
bu inhibitoriin gelistirilmesi, daha Onceki caligmalarda aktif yoreye spesifikligi
belirleyen kismin inhibitoriin peptit kismi olduguna iliskin ortak goriisiin
dogrulugunun tartisilmasina sebep olmustur. Ayrica artmis spesifikligin Hela

hiicrelerine kars1 sitotoksisiteyi onemli 6l¢iide azalttig1 tespit edilmistir (147).
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Sekil 62. Kimotripsin benzeri aktif yore inhibitérii YU-101, NC-005, NC-005-VS
kodlu bilesikler

Proteazomun diger bir alt birimi olan tripsin benzeri aktif yoreye spesifik fakat
hiicreden gecebilme 6zelligi olmayan inhibitorler, gectigimiz son on yilda farkl
arastirma gruplar tarafindan sentezlenmis ve incelenmistir (102,149). Ik defa
Marastoni ve ¢alisma arkadaslari, peptit vinil ester tiirevi bir grup bilesik sentezlemis
ve bilesiklerin tripsin benzeri aktif yoreye spesifik oldugunu bildirmistir (150).
Ancak daha sonra bu bilesikleri yeniden sentezleyen Screen ve arkadaslari, bu

tiirevlerin inibitor aktiviteye sahip olmadiklarini agiga ¢ikarmustir (147).

Son olarak 2011 yilinda Mirabella ve arkadaslari, hiicreden gecebilme
ozelligine sahip peptit epoksiketon yapisinda NC-002 ve NC-022 kodlu iki adet
bilesik kesfetmistir (96) (Sekil 63). Tripsin benzeri aktif yore inhibitorleri olan bu
bilesikler ile Britton ve ekibi tarafindan sentezlenmis kaspaz benzeri aktif yore
inhibitorlerinin, multipl miyelom hiicrelerini, kimotripsin benzeri yore inhibitorlerine
kars1 duyarli hale getirdigi bulunmustur (Sekil 63) (146). Ayrica tripsin benzeri aktif
yore inhibitorlerinin selektif olarak multipl miyelom hiicrelerini bortezomib ve

carfilzomib bilesiklerine kars1 da duyarli hale getirdikleri ortaya ¢ikarilmistir (96).
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Sekil 63. Tripsin benzeri aktif yore inhibitorii NC-002 ve NC-022 kodlu bilesikler

Aralarinda YU-102 kodlu bilesigin de bulundugu kaspaz benzeri aktif yore
inhibitorii bir seri peptit o',p'-epoksiketon tiirevi bilesik, Myung ve arkadaslari
tarafindan farkli katalitik alt birimlerin in vivo ve in vitro olarak proteazomal
yikimdaki gorevlerini anlamak amaciyla sentezlenmistir (Sekil 64). Bilesikler, canli
hiicrelerde yapilan hiicre temelli protein yikimi deneylerinde basarili bir sekilde
uygulanmis, ancak selektif kaspaz benzeri alt birim inhibisyonunun protein yikimini
inhibe etmek i¢in yeterli olmadigi bulunmustur (47). Kaspaz benzeri alt birime
spesifik oldugu tespit edilmis bir diger inhibitér, van der Linden ve arkadaslari

tarafindan 2012 yilinda sentezlenen LU-001 kodlu bilesiktir (Sekil 64) (151).
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Sekil 64. Kaspaz benzeri aktif yore inhibitorii YU-102, NC-001 ve LU-001
kodlu bilesikler

Tiim bu caligmalar sonucunda, kanser tedavisinde kullanilan ajanlarin esas
hedefinin Kimotripsin benzeri yore olmasma karsin, kaspaz ve tripsin benzeri
yorelerin de hedeflenmesinin proteazom inhibitorlerinin sitotoksisitesini arttirdigi
tespit edilmistir. Alt birimlere spesifik inhibitorlerin son zamanlardaki gelisimlerine
karsin, bu bilesiklerin kimotripsin benzeri aktivite disindaki fonksiyonlar1 ve in vivo
olarak protein yikimina ne Olglide katki sagladiklari hala saptanamamistir (25).
Sonug olarak, yoreye spesifik inhibitorler, giinlimiizde malignan hiicreler i¢in
maksimal sitotoksisite ve en iyi selektiviteye ulagsmak hedefiyle aktif yore profilini

tanimlamak tizere kullanilmaktadir (58).
2.5. Tedavide Kullanilan Mevcut Proteazom Inhibitorii Bilesikler

Hiicre ici proteinlerin ubikitine dayali yikimina aracilik eden proteazom,
onemli antikanser bir hedef olarak bilinmektedir (152). Gegtigimiz son 20 yil i¢inde
proteazom inhibisyonunun klinik acidan kanser tedavisinde etkili terapotik bir
yaklagim oldugunun ac¢iga c¢ikarilmasiyla birlikte farkli kimyasal smiflara ve
etkinlige sahip 20S proteazom inhibitorlerinin kesfi icin calismalar yogunluk
kazanmistir (36,53). Proteazom inhibitorleri uzun yillardir arastirmalarda ve klinikte

kullanilmalarina ragmen, bugline kadar yapilan arastirmalar sonucunda bu
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multiproteaz kompleksin sadece 3 adet inhibitériit MM tedavisinde kullanilmak iizere
FDA onay1 almistir (Sekil 65). Bu inhibitorler, peptit boronik asit yapisindaki
bortezomib ve ixazomib ile peptit epoksiketon tiirevi bir bilesik olan carfilzomib’dir.
Heniiz terapotik olarak kullanilmayan ve klinik arastirmalari devam eden bilesikler
ise B-lakton yapisi tagiyan marizomib, bir diger peptit boronik asit tiirevi olan
oprozomib ve peptit epoksiketon yapisindaki delanzomib bilesiklerinden
olusmaktadir ~ (152). Bu boliimde yukarida so6zii edilen bilesikler sirayla

anlatilacaktir.

Sekil 65. Tedavide kullanilan proteazom inhibitorleri ve tedaviye giris yillar

2.5.1. Bortezomib (PS-341, Velcade®)

sUENe
A Lo
O _\©OH

1993 yilinda, ubikitin proteazom sistemini inhibe etmek suretiyle protein
kiitlenin asir1 yikimimi durdurmak ve dolayisiyla kanserin sebep oldugu kaseksi
durumunu Onlemek amaciyla, proteazomun kasifi Alfred Goldberg ve arkadaslari

tarafindan Myogenics/Proscript firmasi kurulmustur. Bu amagla ProScript firmasinda
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calisan bir grup enzimoloji uzmani, protezomun kimotripsin benzeri aktivitesinin
substratlarimi taklit ederek inhibitor etki gosteren peptit aldehitleri kesfetmistir (30).
Bu peptit aldehit yapisindaki bilesikler etkili ancak spesifik olmayan proteazom
inhibitorleri olarak tespit edilmistir. Bu molekiillerden hareketle, Millenium
Pharmaceuticals sirketinde arastirmalarini siirdiiren medisinal kimyacilar, aldehit
fonksiyonel grubunun boronik asitle yerdegistirilmesi sonucunda peptit boronatlari
gelistirmistir. Bu bilesiklerin aktif yorede serin rezidiiye baglanarak serin proteazlari
da inhibe ettikleri saptanmistir. Bu bilgilerden hareketle bilesiklerin kimotripsin
benzeri aktif yorede N terminal treonin rezidiiye baglanarak proteazomu da inhibe
edebilecegi Ongoriilmistiir. Basit sentezlerinin yanisira tripeptit boronik asit
yapisindan internal amino asit rezidiiniin eliminasyonu, serin proteazlara daha az
baglanip proteazoma spesifik olan dipeptit boronat tiirevlerinin elde edilmesini
saglamistir (26,31). 1995 yilinda yiiriitilen g¢alismalarda, elde edilen dipeptitil
boronat tiirevleri arasinda, pirazinilkarbonil-PheLeu-boronat kimyasal yapisina sahip
bortezomib bilesiginin (PS-341, Velcade®) 0.6 nM K; degeri ile proteazomun
Kimotripsin benzeri aktivitesini selektif ve reversibl olarak inhibe ettigi bulunmustur

(22,50).

PS-341 bilesiginin kimotripsin benzeri aktif yorede, treonin rezidiiye
kompetitif ve reversibl olarak baglanarak diger serin proteazlarla karsilastirildiginda
proteazoma kars1 tic kat daha yiiksek afinite gosterdigi tespit edilmistir (106).
Bortezomib bilesigi tizerinde yapilan c¢alismalar, bu bilesigin umut vadedici
biyokimyasal ve farmakolojik 0Ozelliklere sahip oldugunu gostermistir. Diisiik
nanomolar konsantrasyonlarda bilesigin NFxB aktivasyonunu inhibe ettigi, p53 ve
p57 gibi onemli hiicre dongiisii diizenleyici proteinleri stabilize ettigi ve ozellikle
transforme hiicrelerin hiicre dongiisii isleyisini yavaslattigi rapor edilmistir (153).
Bortezomib’in de i¢inde oldugu 13 adet dipeptidil boronat tiirevi bilesik, Ulusal
Kanser Enstitiisiiniin 60 hiicre hatti panelinde (NCI-60), antikanser aktiviteleri
acisindan taranmistir. Bu bilesikler arasinda bortezomib, kolon, merkezi sinir sistemi,
melanom, over, bobrek, prostat, gogiis kanseri ve kiiclik hiicreli olmayan akciger
kanserini kapsayan c¢ok cesitli tiimor tiplerine karsi biiyiime inhibisyonu gosteren en
giicli bilesik olarak tespit edilmistir (17). Ayrica bortezomib’in kanser hiicrelerine
penetre olarak 0.1 uM gibi bir konsantrasyonda uzun-6miirlii proteinlerin proteolizini

% 50 oraninda inhibe ettigi bulunmustur (16). Bortezomib’e iliskin énemli kinetik
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parametrelere, NCI-60 kanser hiicre hatti paneli ¢aligmalariyla desteklenen etkileyici
sitotoksik ozelligin eklenmesi, bilesigin hiicre kiiltiirii ve hayvan modellerindeki
antikanser aktivitesinin ve ilaca verilen yanitin arastirilmasma iliskin daha ileri
calismalar yapilmasini tesvik etmistir. Bu calismalarda, bortezomibin transforme
olmamis hiicrelere gore selektif tiimor hiicresi 6liimiine sebep oldugu gosterilmistir

(106).

In vitro olarak c¢ogu hiicre tipine kars1 6nemli aktivite, pro-apoptotik ve
antianjiyojenik aktivite, ila¢ direnci yoksunlugu, ¢oklu ilag¢ tasiyici proteine diisiik
afinite, radyoterapi ve kemoterapiye duyarlilik gibi olumlu 6zelliklere sahip olmast,
bilesigin 1998 yilinda Faz I klinik aragtirmalarina erken girmesini saglamistir (50).
Klinik kullanim i¢in gerekli bortezomib konsantrasyonunu saptamak amaciyla
Aghajanian ve arkadaslar1 tarafindan gerceklestirilen Faz I klinik calismalarinda, 1.3
mg/m? dozda bortezomib tedavisi aldiktan sonra hastalarin proteazom kompleksinin
aktivitesinde % 65°lik bir azalma meydana geldigi gosterilmistir (11). Faz | klinik
arastirmalarinda, bortezomib’in ilerlemis hematolojik kanserlere sahip hastalar
arasinda refrakter miyelomlu hastalara karsi aktif oldugu anlasilmistir. Ayrica
multipl miyeloma sahip dokuz hasta arasinda, bir hastadan tam yanit alinmis hemen
hemen tiim hastalarda ise bilesigin antitimor aktivite sergiledigi gézlenmistir (154).
Daha sonra relapse ve refrakter miyeloma sahip 202 hastanin yer aldig1 genis ve ¢ok
merkezli Faz II ¢aligmalarinda toplam %35 yanit orani elde edilmistir. Ayrica derece
3 diger yan etkilerin yanisira hastalarin %12’sinde periferal noropati gozlenmistir
(155). Biiyilk oranda Faz II ¢alismalarina dayanarak bortezomib bilesigi,
kesfedilmesinin ardindan gegen sekiz yil gibi kisa bir siire sonunda 2003 yilinda
relapse ve refrakter multipl miyelom (RRMM) tedavisi icin Amerikan Gida ve Ilag
Dairesi (FDA) tarafindan onaylanmistir (30,93). Bu c¢alismalarin ardindan
bortezomib, 2005 yilinda en az bir 6n tedavi aldiktan sonra yineleyen multipl
miyelom tedavisi i¢in FDA’dan onay almistir. 2006 yilinda ise, bilesik, relapse ve
refrakter mantle hiicreli lenfomaya sahip hastalarin ilk basamak tedavisi i¢in onay
almigtir (156). Bu asamadan sonra yapilan ¢aligsmalar esas olarak, mevcut terapotik
yaklasimlara kars1 direngli olan ve hastalarin tan1 konmasindan sonra ortalama yasam
stiresinin yaklasik olarak 5 yil olarak tespit edildigi multipl miyelom hastalig1 tizerine
odaklanmistir. Uluslararas1 Faz III klinik aragtirmalari, 669 hastada yiiriitiilmiistir.

Bortezomib’in, 1-3 6n tedavi aldiktan sonra tekrarlayan multipl miyeloma sahip
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hastalarin tedavisi i¢in yiikksek doz deksametazon uygulamasina gore daha etkili
oldugu gosterilmistir (155). Yapilan analizler sonucunda, bortezomib ile tedavi
edilen hasta grubunda hastalik gelisim siliresi 6.2 ay olarak tespit edilmis, oysa
deksametazon tedavisi uygulanan grupta 3.5 ay olarak bulunmustur. Dolayisiyla
bortezomib’in, dnceden deksametazon tedavisi almis biitiin hastalara 6nerilebilecegi
bildirilmistir. 23 Temmuz 2008’de ise bilesik, multipl miyelom tanist konmus
hastalarin ilk basamak tedavisinde kullanilmak tizere FDA tarafindan onaylanmustir.
Son olarak bortezomib 2012 yilinda, onaylanan endikasyonlarin tedavisinde

subkutan uygulamalar i¢in FDA onay1 almistir (6).

In vivo deneyler, bortezomib’in en yiiksek afinite ile proteazomun kKimotripsin
benzeri alt birime veya immiinproteazomun B51 alt birime baglandigin1 gdstermistir.
Yapilan kristalografik analizlerle de bortezomib’in kimotripsin benzeri alt birime
baglandigr dogrulanmistir. Bortezomib’in ayn1 zamanda in vivo olarak kaspaz
benzeri aktiviteyi de inhibe ettigi goriilmiistiir. Ancak elde edilen deneysel bulgulara
gore, bortezomib’in ¢ok yiiksek konsantrasyonlarda bile proteazomun tripsin benzeri
aktivitesini inhibe etmedigi saptanmistir. Farkli alt birimlere olan afinite farkliliginin,
bilesigin yan zincirlerinin her bir alt birimle farkli etkilesmesinden kaynaklandigi
tespit edilmistir (92). Borissenko ve Groll, yaptiklari ¢alismada bortezomib’in,
proteazoma baglandiginda antiparalel B katlanma konformasyonunu aldigini
gostermistir. Bilesigin konformasyonu, B alt birimlerin korunmus rezidiileri [Glisin
47 (Gly47), Treonin 21 azotu (Thr21N), Treonin 21 oksijeni (Thr210) ve Alanin 49
oksijeni (Ala490)] ile bortezomib’in merkez atomlar1 arasinda dogrudan olusan
hidrojen baglariyla stabilize edilmektedir. Boronik asit farmakoforu, inhibisyonu
olusturan esas kismi teskil etmekte ve proteazoma olan spesifikligin artmasini
saglamaktadir. Bor atomu, niikleofilik Treonin 1 (Thrl) oksijen atomunun
ortaklanmamus elektron ¢iftiyle eslesirken, Glisin 47 (Gly47) azotu, asidik boronat
hidroksil gruplarindan birisiyle olusturulan hidrojen bagini stabilize etmektedir
(Sekil 66) (92). Tetrahedral boronat katim {riinii daha sonra, ikinci asidik boronat
hidroksili ile katalitik proton akseptorii olarak islev gosteren N terminal treonin amin
azotu arasinda hidrojen bagi olusumuyla stabilize edilmektedir. Ardindan olusan
iiriin, ¢ok diisiik derece dissosiasyon 6zellige sahip olup reversibl bir reaksiyon olsa

bile birkag¢ saat boyunca stabil kalmaktadir (6).
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Sekil 66. Bortezomib’in kimotripsin benzeri aktif yorede etkilesimlerinin
sematik gosterimi

Ve

Bortezomib, multipl miyelom tedavisi i¢in onay alan ilk proteazom inhibitdrii
bilesik olmakla birlikte, MM hastalarinin diisiik bir popiilasyonu bortezomib
tedavisine yanit vermemis ve tek ajan olarak veya kombinasyon tedavisi seklinde
bortezomib tedavisinden sonra hastaligin yinelendigi bildirilmistir (28). Ayrica
bortezomib’in kullaniminda 6zellikle periferal noropati olmak {lizere doza bagimli
toksisite, solid tiimorlerde sinirh aktivite, direng ve sadece intravendz uygulamay1
kapsayan kisitlamalar bulunmaktadir (14,37). Ancak, multipl miyelom hastalarinda
bortezomib tedavisiyle elde edilen pozitif klinik ¢iktilar, daha gelismis etki ve
giivenlik profiline sahip yeni kusak proteazom inhibitorlerinin kesfine ve

gelistirilmesine katki saglamistir (1).

Glinlimiizde bortezomib, tek basina veya konvansiyonel kemoterapotik
ilaclarla kombinasyon tedavisi seklinde farkli kanser tipleri ilizerindeki aktivitesi

bakimindan gesitli klinik denemelerde degerlendirilmektedir (56).

98



2.5.2. Carfilzomib (PR-171, Kyprolis®)

Peptit boronatlar uzun bir siire oldukga spesifik proteazom inhibitérleri olarak
diistiniilmelerine ragmen, bortezomib ile uzun siiren tedavilerin bazi dezavantajlara
sahip oldugu ve bortezomib monoterapisine birgok MM hastasinin yanit vermedigi
veya ilaca karsi direng gelistigi ortaya c¢ikarilmistir (94,157). Ayrica, bortezomib
tedavisinden kaynaklanan istenmeyen yan etkiler, akademi ve ila¢ endiistrisini daha
az hedef dis1 aktiviteye sahip, esdeger etki giiciinde yeni proteazom inhibitorleri
gelistirmeye tesvik etmistir (94). Bu amagla yapilan ¢alismalar, en umut vaadeden
bilesikler arasinda yer alan dogal bir bilesik olan epoksomisinin tetrapeptit tiirevi
carfilzomib’in (PR-171, Kyprolis®) gelisimine yol agmustir (157). Actinomycetes
tiirlerinden izole edilen epoksomisin bilesiginin proteazom inhibitor aktiviteye sahip
oldugunu saptandiktan kisa bir siire sonra, medisinal kimyacilar, bilesikteki o','-
epoksiketon farmakoforunu sabit tutarak bilesigin P2, P3 ve P4 konumlarinda cesitli
amino asitler yardimiyla modifikasyonlar gerceklestirmistir  (145). Bu
modifikasyonlar sonucunda elde edilen bir seri epokosomisin tiirevi bilesigin
proteazom inhibitorii olarak kullanimi suda ¢oziintirliikk problemi nedeniyle sinirh
kalmistir. Daha ileri modifikasyonlarda, N terminale 2-morfolino asetil grubunun
stisbstitiisyonu, daha gelismis farmasotik ozelliklere sahip, proteazom kimotripsin
benzeri alt birimi selektif ve irreversibl olarak inhibe eden carfilzomib bilesiginin

elde edilmesini saglamistir (158).

Proteazom-carfilzomib kompleksinin kristal yap1 analizlerinde, bilesigin
kimotripsin benzeri alt birimin N terminal treonin kismina irreversibl bir sekilde
baglanmas1 sonucunda, intramolekiiler siklizasyonla 6 iiyeli morfolin halkas:

olusumu saptanmigtir (159). Bu intramolekiiler siklizasyonun iki basamakli bir
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mekanizmayla gergeklestigi ortaya cikarilmustir. ilk basamakta, Treonin 1 (Thrl)
hidroksilinin oksijen atomunun epoksiketon karboniline niikleofilik atak yaparak
hemiasetal olusumunu sagladigi, ikinci basamakta ise, Treonin 1 (Thrl) amino
grubundaki azot atomunun epoksit halkasindaki C2’ye niikleofilik atagi sonucunda

morfolin katim tirlinii olustugu rapor edilmistir (Sekil 67) (93,159).

Sekil 67. Insan 20S proteazomu ile carfilzomib’in kristal yapisi

Bilesigin kisa siirede in vitro ve in vivo olarak multipl miyelom dahil birgok
hematolojik kansere karsi antineoplastik etkinlik gosterdigi agiga ¢ikarilmigtir (155).
Ayrica bilesigin proteazoma bortezomib ile ayni etki giiclinde baglanmasina karsin
Kimotripsin benzeri aktiviteye karsi daha selektif oldugu rapor edilmistir (49).
Carfilzomib’in, bortezomib’e gore daha uzun siiren bir proteazom inhibisyonu
sagladig1 ve bu durumun, carfilzomib etkisinin tersine ¢evrilmesi i¢in yeni proteazom

komplekslerinin sentezine ihtiya¢ duyulmasindan kaynaklandigi rapor edilmistir
(28).

Hiicre kiiltiiriinde, her iki bilesigin ayn1 konsantrasyonlarda kisa siireli
uygulanmasi sonrasinda, carfilzomib bilesiginin, bortezomib bilesiginden ¢ok daha
toksik oldugu bulunmustur. Bununla birlikte hematolojik tiimér hiicrelerinin, solid
tiimorler ve transforme olmamis hiicre tipleri ile karsilastirildiginda carfilzomib
uygulamasina kars1 daha duyarli oldugu tespit edilmistir. Carfilzomib’in antikanser
aktivitesinin, ksenograft insan tiimor modellerinde hem doza hem de zamana bagl
olarak degistigi bildirilmistir. 2009 yilinda yapilan Faz I klinik aragtirmalarinda,

carfilzomib, giivenlik ve etkinliginin degerlendirilmesi amaciyla en az iki on tedavi
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almis relapse ve refrakter hematolojik kanser gelismis olan 29 hasta tarafindan
kullanilmistir. Carfilzomib’in antitimor aktivitesi 11 mg/m2 tizerindeki dozlarda
saptanmustir (49). Hematolojik kanserlere sahip hastalarla yapilan bu ¢alismalardan
elde edilen sonuglar, bilesigin bortezomib’e gore daha az periferal noropati
sergiledigini ve iyi tolere edildigini gdstermistir (1). 20 Temmuz 2012 tarihinde
carfilzomib, bortezomib ve bir immiinmodiilatér ajandan olusan en az iki 6n tedavi
almis multip] miyelom hastalarinin tedavisinde kullanilmak tizere FDA tarafindan
onaylanmistir (160). Boylece carfilzomib bilesigi bortezomib’den sonra onay alan

ikinci kusak proteazom inhibitorlerinin ilkini temsil etmektedir.

MM hastalarinda devam eden ve tamamlanmis klinik ¢alismalarin yaninda,
carfilzomib ilerlemis solid tiimorlere ve diger hematolojik kanserlere sahip hastalarda
degerlendirilmektedir. Tamamlanan Klinik denemelerde carfilzomib’in nétropeni
pnomoni, akut renal yetmezlik, pireksi, konjesitif kalp yetmezligi, yorgunluk,
sitopeni, mide bulantis1 ve dispne gibi yan etkiler sergiledigi bildirilmistir (57).
Carfilzomib giiniimiizde, talidomid, alkilleyici ajanlar ve histon deasetilaz
inhibitorleri gibi diger multipl miyelom ilaglari ile kombinasyon halinde kullanilmak

tizere klinik arastirmalar altindadir (155).

2.5.3. Ixazomib (MLN-9708, MLLN-2238, Ninlaro®)

o}
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Bortezomib’in, uzun bir siire multip] miyelom ve mantle hiicreli lenfoma
tedavisinde klinik olarak basarili olmasina ragmen, solid tiimorlerin tedavisinde
giiclii bir aktivite gostermedigi saptanmistir. Bortezomib’in bu tiimor tiplerinde etki
gostermemesinin sebebi, dokulara yeterince penetre olamadigi i¢in hedeflenen
bolgelerde terapotik bakimdan yeterli konsantrasyonlara ulagamamasi olarak

diistiniilmistiir. Bu nedenle farkl fizikokimyasal ve farmakokinetik 6zelliklere sahip
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proteazom inhibitorlerinin tanimlanmasina ihtiya¢ duyulmustur. Bu bilgilerden
hareketle Kuppermann ve arkadaslari, 2010 yilinda biyokimyasal ve preklinik
verilerle protezom inhibisyonu yaptigin1 gosterdikleri MLN9708 kodlu bilesigi
gelistirmistir. MLN9708, ¢ok genis ¢aptaki kanser tiirlerinin tedavisinde kullanilmak
tizere gelistirilmis kiiciik molekiil yapisina sahip ikinci kusak bir proteazom
inhibitoriidiir (161). Bilesik, bortezomib gibi bor tasiyan bir peptit proteazom
inhibitori olup, farkli fizikokimyasal 6zelliklere sahip dipeptit boronat yapisindaki
proteazom inhibitorleri arasindan segilmistir (1).  Kimyasal olarak bir dipeptidil
boronik asit tiirevi olan bilesigin, in vivo ortamda hizlica hidroliz olarak aktif formu
olan ixazomib’e (MLN2238) doniistiigii tespit edilmistir. Aktif metabolit olan
MLN2238 bilesiginin reversibl olarak proteazoma baglandigt ve bortezomib
bilesigine gore daha hizl bir sekilde dissosiye oldugu gosterilmistir (61). Preklinik
calismalarda ixazomib’in dogrudan bortezomib ile Karsilagtirilmasi sonucunda
ixazomib’in gelismis farmakokinetik, farmakodinamik 6zelliklere sahip oldugu ve
solid tlimorler ve hematolojik ksenograft modellerinde iistiin bir antitiimdr aktivite

gosterdigi agiga ¢ikarilmigtir (28,161).

Ixazomib’in tercihen proteazomun kimotripsin benzeri alt birimine baglanarak
3.4 nM ICsx degeri ile inhibisyon olusturdugu daha yiiksek konsantrasyonlarda ise
tripsin ve kaspaz benzeri alt birimleri de inhibe ettigi gosterilmistir. Ixazomib’in
selektivitesi ve etki giicli bortezomib’e benzedigi halde, iki molekiiliin de proteazoma
baglanma kinetiklerinin farkli oldugu bildirilmistir (28). Hiicre canlilik
calismalarinda, bilesigin ¢esitli timor hiicre hatlarina karsi giiglii antiproliferatif etki
gosterdigi, insan prostat kanseri ksenograftlarinda, kolon kanseri ve lenfoma
tiirlerinde yapilan in vivo ¢alismalarda ise bilesigin hem oral hem de intravendz
olarak etkili oldugu bulunmustur. Bu ozellikleri nedeniyle bilesik, lenfoma ve
hematolojik olmayan kanserlere sahip hastalarda etkisi degerlendirilmek iizere Faz |
calismalarina, multipl miyelom hastalarinda ise Faz I/Il klinik ¢alismalarina

almmustir (1).

Multipl miyelom modellerinde, ixazomib’in kaspaz-8 ve kaspaz-9 araciligiyla
apoptozu aktive ettigi, NF-kB’yi inhibe ederek endoplazmik retikulum stres yanitina
sebep oldugu bildirilmistir. Ayrica bilesik deksametazon ve lenalidomide ile
kombinasyon halinde sinerjik anti-tiimor aktivite gostermistir. Tiim bu ¢aligmalarin

ardindan ixazomib, en az bir 6n tedavi almigs MM hastalarinin tedavisinde
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lenalidomid ve deksametazon ile kombinasyonu seklinde kullanilmak iizere 2015
yilinda FDA onay1 almistir (36). Son zamanlarda yapilan ¢alismalar, iksazomib’in
osteoblast  fonksiyonunu arttirmak i¢in  osteoklastojenez ve  osteoklast
reabsorbsiyonunu inhibe ettigini gostermistir. Ixazomib, MM relapse direngli
hastalarda giivenlik ve optimum dozlar1 degerlendirmek i¢in yapilan iki ¢alismada
tek ajan olarak kullanilmistir. Yapilan diger bir ¢alismada RRMM hastalarinin
%359’una deksametazon tedavisi eklenmistir. Kombinasyon ¢alismalarinda ixazomib,
lenalidomide ve deksametazon kombinasyonu etkili bulunmustur. Yeni tan1 konmus
MM hastalarinda ixazomib, lenalidomid ve deksametazon ile plasebo, lenalidomid ve
deksametazon kombinasyonlarinin karsilastirildigi iki adet Faz III ¢alismasi hala

devam etmektedir (93).
2.6. Klinik Arastirma Asamasidaki Proteazom Inhibitorii Bilesikler

2.6.1. Marizomib (Salinosporamide A, NP1-0052)

Cl

Bortezomib ve carfilzomib gibi proteazom inhibit6rlerinin, plazmadaki
peptidaz ve endojen proteazlar tarafindan yikilarak etkinliklerinin azalmasina sebep
olan peptit bir yapiya sahip olduklari bilinmektedir. Bu nedenle arastirmacilar, peptit
yapisi tasiyan proteazom inhibitorlerine gore biyolojik olarak daha avantajli peptit
yapili olmayan proteazom inhibitdrlerinin gelistirilmesine odaklanmistir (28). Bu
ozelliklere sahip bir bilesik serisi 2003 yilinda Feling ve ekibi tarafindan, etkili ve
yapisal olarak yeni proteazom inhibitorii Salinosporamid A (Marizomib; NPI-0052)
bilesiginin kesfiyle agiga ¢ikarilmistir (162). NPI-0052 kod numarasi verilen veya
Salinosporamide A olarak da bilinen marizomib bilesigi bir deniz bakterisi olan
Salinospora tropica isimli aktinomiset tiiriinden izole edilmis ve MM tedavisinde

kullanilmak iizere klinik arastirma asamasina giren ilk dogal kaynakli proteazom
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inhibitorii bilesik olmustur (163). Yeni ve olduk¢a giiglii bir proteazom inhibit6r
Ozellige sahip olan marizomib bilesigi, peptit yapisi tasimamakla diger proteazom
inhibitorlerinden yapisal olarak farklidir. Bu yapisal farklilik bilesigin diger
proteazom inhibitorii bilesiklere goére inhibisyon, toksisite ve etkinlik profili
acisindan uygun Ozelliklere sahip olmasini saglamigtir. Marizomib’in, irreversibl bir
sekilde proteazomun her ii¢ alt birimini de inhibe etmesi nedeniyle daha stabil ve
uzun siiren etki gosterdigi bulunmustur. Ayrica bilesigin kaspaz-9, kaspaz-8, kaspaz-

3 aktivasyonunu saglayarak apoptoza sebep oldugu da ortaya konmustur (93).

Yap1 aydinlatma caligmalarinda, bilesigin omuralid bilesiginde oldugu gibi 5
adet komsu stereomerkezi igeren bir bisiklik B-lakton-y-laktam halka yapisina sahip
oldugu aciga c¢ikarilmistir. Maya 20S proteazomun c¢ekirdek kismi ile marizomib
kompleksinin kristal yap1 analizlerinde, bilesigin [-lakton halkasinin karbonil grubu
ile proteazomun N terminal Treonin 1 (Thrl) hidroksili arasinda gergeklesen
niikleofilik reaksiyon sonucunda ester bagi olustugu saptanmistir (19,53). Daha
sonra Treonin 1 (Thrl) amino grubunun katalizledigi, klor atomu ve C3 hidroksilinin
niikleofilik yer degistirme tepkimesi sonucunda, irreversibl stabil bir tetrahidrofuran
halkas1 olustugu ve bu halkanin marizomib’in gii¢lii inhibitor aktivite gdstermesini

sagladig1 gosterilmistir (Sekil 68).
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Sekil 68. Marizomib bilesiginin etki mekanizmasi

Yapr-etki ¢alismalarinda, bilesigin yapisinda yer alan B-lakton halkasinin
onemli bir farmakoforik yap1 oldugu ve aktivitenin siirdiiriilmesinde tartisilmaz bir
rol oynadigi rapor edilmistir (164,165). Ayrica yapida bulunan kloroetil ve
siklohekzenil karbinol gruplarinin bilesigin proteazom aktif yorelerdeki etki giiciinii

ve selektivitesini etkiledigi tespit edilmistir. Enzimin aktif yoresinde klor atomunun,
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stabil siklik eter (tetrahidrofuran halkasi) yapisindaki final iiriinii olusturmak iizere
elimine olan ayrilan grup gibi davrandigi, sonrasinda inhibitoriin B-lakton fonksiyonu
araciligiyla katalitik aktif yoredeki Treonin 1 hidroksilinin (Thrl) agilasyonunun
meydana geldigi aciga cikarilmistir. Ayrilan grubun eliminasyonuyla bilesigin
irreversibl baglanma 6zelligi kazandigini incelemek amaciyla ayrilan grup
potansiyeline sahip farkli P2 siibstitiientleri tagiyan bir dizi analog sentezlenmistir.
P2 konumundaki bu siibstitiientler halojen ayrilan gruplar, halojen olmayan ayrilan
gruplar ve ayrilmayan gruplar olarak seg¢ilmistir. Saflagtirilmis proteazom ve
sentezlenen analog kompleksleri kullanilarak yapilan inhibisyon/toparlanma
deneylerinde, ayrilan grup varliginda, irreversibl bir inhibisyon ve proteazom
inhibisyon zamaninda uzama bulunmustur. Oysa ayrilan grubu olmayan bilesiklerin,
zamanla proteazomal aktiviteyi iyilestirmeleri (geri dondiirmeleri) nedeniyle yavas
reversibl inhibitorler olduklari tanimlanmistir (28,57). Bunun yanisira marizomib ve
proteazomun baglanma cebi arasindaki etkilesim i¢in siklohekzen halkasinin gerekli
oldugu tespit edilmistir. Bu konumda yapilan degisikliklerin, etki giiciinde azalmaya
ve proteazomun her {i¢ aktif yoresine karsi selektivitede degisiklige yol agabildigi
saptanmistir. Bu konumdaki siibstitiient etkisi incelendiginde siklopentil, siklopent-2-
enil ve (2S,3R)-epoksisiklohekzil gibi hacimli alkil gruplarinin daha kiigiik yapidaki
aromatik ve alkil siibstitiientlere gore daha uygun oldugu bulunmustur. Ayrica, 3
konumundaki metil ve 5 konumundaki hidroksil gruplarinin antitiimér aktivite i¢in

gerekli iki grup oldugu bildirilmistir (166).

Farmakodinamik  ¢alismalarda, = marizomib’in  in  vivo  proteazom
inhibisyonunun doz, siklus ve zamana bagli oldugu gosterilmistir. Farmakokinetik
deneylerde ise, bilesigin genis bir dagilim hacmine ve hizlica uzaklagtirilmasim
saglayan kisa bir yari-Omre sahip oldugu saptanmustir (49). Faz | klinik
caligmalarinda bilesigin bortezomib direncinin iistesinden gelebildigi gosterilmesine
ragmen kognitif degisiklikler, gecici haliisinasyonlar ve reversibl denge kayiplar
gibi doz kisitlayici yan etkiler gsterdigi bildirilmistir. llaca bagl en yaygin advers
etkiler, yorgunluk, bas donmesi, bas agris1 ve gastrointestinal advers etkiler olarak
rapor edilmistir. Bortezomib tedavisinde gozlenen periferal noropati veya

trombositopeni olusumuna iligkin herhangi bir bulgu gézlenmemistir (37).

Marizomib’in olusturdugu proteazom inhibisyonunun, biitiin dokularda birkag

dakika i¢inde hizli bir sekilde meydana geldigi, MM hiicre hatlarinda ise
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inhibisyonun 24 saatten daha az bir siirede olustugu bildirilmistir. Marizomib’in
lenalidomide veya bortezomib bilesigine direngli MM hastalarinda etki gosterdigi
gozlenmistir (93). Bilesigin hematolojik kanserler ve solid tiimorlerde kullanilmak
tizere oral formiilasyon gelistirme c¢alismalar1 devam etmektedir. Marizomib,
bortezomib’den farkli bir etki mekanizmasina sahip oldugu ve ayni toksik etkileri
gostermedigi icin, bortezomib ile kombinasyon halinde ileride yapilan ¢aligmalarda

kullanilabilecegi onerilmistir (37).

2.6.2. Oprozomib (ONX-0912, PR-047)

Carfilzomib bilesigi, bortezomib direncinin iistesinden gelinmesi agisindan
yararli terapotik bir ajan olmasina ragmen, bortezomib gibi diisiik biyoyararlanima
sahip olmasi nedeniyle intravendz olarak uygulanabilmektedir. Dolayisiyla, daha
esnek dozlama ve hastalarin daha iyi uyum saglamasini temin etmek igin oral
biyoyararlanima sahip proteazom inhibitorlerinin gelisimine ihtiya¢ duyulmustur. Bu
amagla Proteolix firmasindaki arastirmacilar, etki giicii, selektivite ve antitimor
aktivite kaybi olmaksizin oral yoldan kullanilabilecek carfilzomib analoglarinin
tasarlanmasina odaklanmigtir (167). Arastirmacilarin yaptigi sistematik yapi-etki
iligskisi (SAR) optimizasyon ¢alismasi ve in vivo farmakodinamik taramalar
sonucunda elde edilen dipeptit ve tripeptit epoksiketon yapisindaki bilesikler
arasinda, dipeptit yapisina sahip olanlarin proteazom inhibitor etki giiciinde diisme
gozlenirken,  tripeptit  epoksiketon  yapisina  sahip  bilesiklerin  oral
biyoyararlanimlarinin korundugu ve tetrapeptitlerden daha iyi oldugu tespit
edilmistir (57). Daha sonraki g¢alismalarda, en iyi aktivite gOsteren bu tripeptit
epoksiketon yapisindaki bilesiklerin P1, P2, P3 ve N terminal konumlarina farkl
stibstitlient giriginin, bilesigin inhibitor aktivitesi iizerine olan etkileri incelenmistir.

N terminalde 5 veya 6 iiyeli aromatik veya aromatik yapili olmayan heterosiklik
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halkalar tasiyan bilesikler test edilmis ve tarama sonuglari, bu bilesiklerin ¢ogunun
etkin proteazom inhibitor aktivite sergiledigini gostermistir. N terminalde 5-metil-3-
izoksazol halkasi tasiyan tripeptit epoksiketon tiirevi bilesik en gelismis etki ve
hiicrelerden gecis sergilemis ve daha ileri diizeyde arastirmalar igin seg¢ilmistir.
Bilesigin P3 konumunda yaklasik 30 farkli amino asitin etkisi incelenmis ve
metoksimetil (metilserin) amino asidi tasiyan tiirevin oral alindiginda en iyi in vitro
ve in vivo aktivite gosterdigi saptanmistir. P2 konumuna hacimli amino asitlerin
girisiyle, karaciger mikrozomal deneylerinde dayaniksiz bilesikler elde edilmistir.
Kiigiik yapili amino asitler bu konuma uygun oldugu metoksimetil siibstitentin ise iyi
tolere edildigi bildirilmistir. Bilesigin P1 konumu ve N terminalinde yeniden yapilan
modifikasyonlar sonucunda sirasiyla benzil (fenilalanin) ve 2-metil-5-tiyazol
slibstitiientleri tagiyan PR-047 kodlu tiirevin, in vitro olarak iyi aktivite gésterdigi ve
oral olarak alindiginda carfilzomib’e esdeger antitiimor aktitiveye sahip oldugu
saptanmistir (167). Optimizasyon calismalar1 sirasinda elde edilen bu tripeptit
epoksiketon tiirevi bilesigin selektif olarak insan proteazomunun kimotripsin benzeri
aktivitesini 36 nM ICsp degeri ile inhibe ettigi tespit edilmistir (56). Daha sonra
oprozomib (ONX-0912) adi verilen bu bilesigin proteazomun kimotripsin benzeri
aktivite inhibisyonunun yani sira hastalardan elde edilen primer hiicrelere veya
miyelom hiicre hatlarina ilave edildiginde hiicre 6liimiine sebep oldugu bildirilmistir
(168). Carfilzomib’in aksine, oprozomib bilesigi normal hematopoetik hiicrelere
karsi, sitotoksik etki gOstermemistir. Ayrica, oral yoldan oprozomib uygulanan
ksenograft multipl miyelom modellerinde, intravenéz yoldan carfilzomib

uygulamasina benzer sekilde tiiméor biiylimesinde gecikme oldugu saptanmustir (28).

Bilesik hem in vitro hem de in vivo ¢aligmalarda antianjiyojenik ve
proapoptotik aktiviteler araciligiyla benzer ozellikler sergilemektedir. Oprozomib
bilesiginin kaspaz-8, kaspaz-9, kaspaz-3 aktivasyonuna yol agtigi ve MM
hiicrelerinin migrasyonunu inhibe ettigi goriilmistiir (93,169). Bortezomib tedavisine
direngli MM hiicrelerinde bilesigin apoptoza sebep oldugu gosterilmistir. Chauhan
ve ekibi, oprozomib ile tedavi edilen farelerin azalmig tiimor biiylimesi ve
anjiyojeneze sahip oldugunu gostermistir. Bilesigin ayn1 zamanda bortezomib,
lenalidomide ve deksametazon ile birlikte kullanildiginda bu bilesiklerin

antimiyelom aktivitesini arttirdig: tespit edilmistir (170).
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Faz I ¢alismalarinda oprozomib’in doza bagl yan etkileri hipotansiyon, diyare
ve trombositopeni olarak bildirilmistir. MM hastalarinda tek ajan olarak
kullanildiginda goriilen en yaygin advers etkilerin ise anemi, trombositopeni, bas

donmesi, kusma ve diyare oldugu rapor edilmistir (169).

RRMM hastalari {izerinde devam eden ¢alismalarin yanisira, yeni MM tanisi
konmus fakat kok hiicre transplantasyon tedavisi yapilamayan hastalarda oprozomib
ile melfalan-prednizon kombinasyonu ¢alisilan Faz 1b/2 klinik arastirmalar1 devam
etmektedir. Oprozomib-siklofosfamit-deksametazon ve oprozomib-lenalidomide-
deksametazon kombinasyonlart olmak {izere iki yeni kombinasyonunun
degerlendirildigi diger Faz 1/2 caligmalar1 ise yeni tant konmus MM hastalariyla
yiirlitiilmektedir. Proteazom inhibitrlerinin MM tedavisinde etkili olduklar
bilindiginden, oprozomib bilesiginin de MM tedavisinde 6nemli bir rol gdsterecegi
umut edilmektedir. Diger proteazom inhibitorii bilesiklere gore oprozomib’in

oncelikli avantaji, oral yolla kullanim kolayligina sahip olmasidir (169).

2.6.3. Delanzomib (CEP-18770)

Bortezomib’in sahip oldugu yan etki sorununun istesinden gelmek amaciyla
Cephalon Inc. firmasindaki arastirmacilar oral olarak aktif, giiclii ve selektif 6zellikte
yeni boronat yapisindaki bir proteazom inhibitérii CEP-18770 kodlu bilesigi
kesfetmistir (171,172). Dorsey ve ekibi tarafindan 11 adet dipeptit boronat
yapisindakKi bilesigin insan eritrosit 20S proteazomun Kimotripsin benzeri aktivitesi
tizerine inhibitor etkileri degerlendirilmis ve in vitro olarak bortezomib’e gore en
giiclii bilesigin CEP18770 kodlu bilesik oldugu tespit edilmistir. Bununla birlikte in
vitro calismalarda bilesigin NF-xB aktivitesini ve bazi NF-xB asagi akis
efektorlerinin ekspresyonunu azalttigi bulunmustur (172). Bilesigin, bazi biyolojik ve
farmakolojik 6zellikleri bakimindan en iyi tlirev oldugu bulunmustur. Bilesigin hiicre

igerisine girebildigi ve ¢ok iyi diizeyde enzimatik (ICs0=3.8 nM), hiicresel (insan
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16semi hiicre hattt Molt-4 EC5,=13.5 nM) ve 13.7 nM ICsy degeri ile A2780 over
kanser hiicre hatt1 lizerinde antiproliferatif aktiviteye sahip oldugu tespit edilmistir.
Ayrica bilesik protecazoma karsi oldukga selektif bulumustur. Bortezomib ile
karsilastirildiginda  bilesigin = oral biyoyararlaniminin  daha iyi oldugunun
anlagilmasimin ardindan multipl miyelom ve diger hematolojik kanserlerin
tedavisinde kullanilmak iizere ilag aday1 bir bilesik olarak Faz I klinik arastirmalarina
alimmustir (56). Oprozomib’in bazi hayvan tiimoér modellerinde antitiiméor aktiviteye
sahip oldugu gosterilmis, ayrica bortezomib ve melfalan bilesikleri ile kombinasyon
halinde 6nemli antimiyelom etkiler sergileyebilecegi rapor edilmistir (173). Faz |
klinik denemelerinde bilesigin artan dozla birlikte, solid timorler ve Hodgkin
olmayan lenfoma tiirlerinde antitiimor aktivitesinin arttig1 saptanmis ve multipl

miyelom tedavisi i¢in faz I/II ¢alismalarina alinmistir (1).

Delanzomib’in preklinik ve klinik calismalarda bortezomib ve melfalan
bilesikleri ile kombinasyonu halinde uygun bir sitotoksik profile sahip oldugu ve
birlikte etkili oldugu gosterilmistir (174). Bilesigin ratlarda ve maymunlarda toksik
etkilerinin goriildiigi hedef organlar, kemik iligi, karaciger ve bdbrekler olarak
bildirilmistir (28). Ratlarda haftada 3 kez 0.2 mg/kg’dan daha diisiik dozlarda advers
etkiler gozlenmemistir.  Faz II calismalarinda bilesigin RRMM hastalarinda
olusturdugu etkinlik ve giivenlik profillerinin degerlendirilmesi sonucunda, yeterli
etkinlik gostermedigi bulunmus ve ¢alismalara son verilmistir (175). Bilesigin
deksametazon ile kullanimmin RRMM hastalarindaki givenligi ve etkinligi
degerlendirilmistir. Maksimum tolere edilebilir dozunu saptamak i¢in ise arastirmalar
devam etmektedir. Bu ilacin Faz Il klinik ¢alismalari, RRMM’de etkisinin
yetersizligi nedeniyle sonlandirilmistir (37). Deksametazon ve/veya lenalidomide ile
kombinasyon halinde delanzomib uygulandiginda, tek basina delanzomib, tek basina
deksametazon ve lenalidomide veya her iki ilacin beraber kullanimina gore, {istiin bir
timor azalmasi ve uzamig bir timor gecikmesiyle sonuglandigi gézlenmistir (28).
RRMM hastas1 61 kiside yapilan faz II calismalarinda, bilesigin maksimum tolere
edilebilir dozlarda 55 hastada kusma, anoreksi, yorgunluk gibi yan etkiler gézlenmis,
hastalarin %23’{in de ise trombositopeni ve ndtropeni saptanmistir. Bilesigin etkinlik
sonuglarma dayanarak, miyelom tedavisi i¢cin faz II ¢alismalari sonlandirilmistir

(176).
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3. GEREC ve YONTEM
3.1. Kimyasal Cahsmalar
3.1.1. Materyal

Calismalarinda kullanilan ¢oziiciilerin hepsi analitik safliktadir. Bilesiklerin
sentezinde kullanilan asetanilit, piridin, etanol, etil asetat, klorosiilfonik asit, anilin,
4-metoksianilin ve morfolin Merck; 2-etilanilin, 3-nitroanilin, 4-nitroanilin, 2-
kloroanilin,  3-kloroanilin,  4-kloroanilin, 4-bromoanilin, a-naftilamin, 4-
aminobenzoik asit ve tiyonil kloriir Fluka; 3-aminopiridin, 4-aminopiridin, 2-amino-
3-metilpiridin,  2-amino-4-metilpiridin,  2-amino-5-kloropiridin,  3-amino-2-
Kloropiridin ve 2,3-dikloro-1,4-naftokinon Alfa Aesar; 2-izopropilanilin ve 2-
aminopirimidin Aldrich; 2-amino-5-metilpiridin ve 2-amino-4-metiltiyazol ABCR;
diklorometan ve aseton VWR; 3-amino-5-metilizoksazol Sigma-Aldrich, 2-

aminopiridin TCI ve metanol Sigma firmalarindan temin edilmistir.
3.1.2. Genel Sentez Yontemleri
3.1.2.1. Siilfonamit Tiirevi Bilesiklerin Sentezi

4-Asetamidobenzensiilfonil kloriir Sentezi (AQ)

Klorostilfonik asit (0.08 mol, 5.2 ml) yavas bir sekilde N-fenilasetamit (0.015
mol, 2 g) iizerine ilave edilip, 60 °C’de 30 dakika 1sitildi. Karisim sogutulduktan
sonra buzlu su igerisine dokiildii. Coken 4-asetamidobenzensiilfonil kloriir bilesigi

stiziiliip bol su ile yikand1 (177).

4-Amino-N-siibstitiiebenzensiilfonamit Tiirevi Ara Uriinlerin Sentezi (41-A30)

4-asetamidobenzensiilfonil kloriir bilesigi (0.016 mol, 3.72 g), buz banyosunda
piridin (0.129 mol, 10 ml) igerisinde ¢ozilmiis uygun amin tzerine (0.02 mol)
porsiyonlar halinde ilave edildi. Reaksiyon karigimi 1 saat buz banyosunda, 3 saat
oda sicakliginda olmak iizere toplam 4 saat karistirildiktan sonra buzlu su igerisine
dokildii. Coken kati {iriin siiziiliip kurutulduktan sonra %10 luk NaOH c¢ozeltisi
igerisinde ¢oziildi. Coziinmeyen kirlilikler stiziilerek uzaklastirildi. Stiziinti 5 M HCI
ile asitlendirilerek pH’s1 3-4’e getirildi. Reaksiyon kabinda olusan ¢okelti siiziildi ve
kurutuldu. Tiim bu temizleme iglemlerinin yapilmasindan sonra, 20 ml NaOH (5 M)

ve 12 ml metanol icerisinde 70 °C’de 3 saat 1sitilarak karistirildi. Siire sonunda 2 M
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HCI c¢ozeltisi ile ortamin pH’s1 6’ya ayarlandi. Asit ilavesiyle ¢oken ham {iriin

etanol:su (1:1) karisimindan kristallendirildi (178).

Stilfonamit Tiirevi Final Bilesiklerin Sentezi (NS1-NS30)

2,3-dikloro-1,4-naftokinon (0.03 mol, 0.6 g) ve uygun 4-amino-N-
stibstitiiebenzensiilfonamitler (0.03 mol) 15 ml absolii etanol igerisinde 3 giin (72
saat) 1sitilarak karigtirildi. Siire sonunda olusan turuncu/kirmizi renkteki g¢okelti
stizliliip, bol etanolle yikandi. Etanol ile yikama sonrasinda saptanan kirliliklerden
uzaklastirmak i¢in ham tirlin etil asetat (5 ml), diklorometan (5-10 ml), metanol (5-10
ml) ve diklorometan:aseton (1:1, 5 mL) karisimiyla yikandi ve etanolden
kristallendirildi (42).

3.1.2.2. Karboksamit Tiirevi Bilesiklerin Sentezi

4-[(3-kloro-1,4-diokso-1,4-dihidronaftalen-2-il)Jamino]benzoik  Asit  Sentezi
A3l

2,3-dikloro-1,4-naftokinon (0.002 mol, 0.5 g) ve p-aminobenzoik asit (0.002
mol, 0.3 g), susuz potasyum karbonat (0.0007 mol, 0.1 g) varliginda 20 mL etanol
icerisinde 6 saat kaynatildi. Siire sonunda ¢oken kati madde siiziiliip sirasiyla etanol

ve su ile yikandi. Ham iiriin etanolden kristallendirildi (179).

Karboksamit Tiirevi Final Bilesiklerin Sentezi (NK1-NK30)

Bir onceki basamakta elde edilen 4-[(3-kloro-1,4-diokso-1,4-dihidronaftalen-
2-il)amino]benzoik asit, 5 ml tiyonil kloriir (SOCly) ile 3 saat kaynatildi. Siire
sonunda SOCI,’lin fazlas1 rotaevaporatorde uzaklastirildi. Kalan bakiye 15 mL
diklorometan icinde ¢Ozillip lizerine uygun aminler ilave edilerek Once buz
banyosunda yarim saat, daha sonra oda sicakliginda 3 saat karistirildi. Coken kati
bakiye siiziilerek diklorometan ile yikandi. Elde edilen ham iiriin uygun ¢oziiciilerden
(etanol, metanol) kristallendirildi (180).

3.1.3. Analitik Yontemler
3.1.3.1. Erime Derecesi Tayini

Bilesiklerin erime dereceleri Stuart SMP30 marka erime derecesi cihazi ile

tayin edildi ve degerler diizeltilmeden verildi.
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3.1.3.2. Kromatografik Analizler

Sentez caligmalar1 sirasinda tepkimeyi izlemek ve sentezlenen bilesiklerin
safliklarin1  kontrol etmek amaciyla ince tabaka kromatografisinden (I.T.K.)
yararlanildi. 1.T.K. icin silikajel 60 Fs4 (Merck Art 5715) ile kapli 0.25 mm
kalinliktaki hazir aliiminyum kromatografi plaklar1 kullanildi. Caligmalar oda
sicakliginda yapildi ve siiriikleme islemi kromatografi tankinin ¢6ziicii buharlariyla
doyurulmasindan sonra gerceklestirildi. Siiriikleme isleminden sonra acgik havada
kurutulan plaklar tizerindeki lekelerin belirlenmesinde 254 nm dalga boyundaki UV
1s1gindan yararlanildi. Coziicli sistemi olarak ara iriinler ve final bilesikler igin
hekzan: kloroform: metanol (4:4:0.5) kullanildi. Sentezlenen bilesikler icerisinde
NS20 ve NK30 kodlu bilesigin saflagtiritlmasinda siitun kromatografisi yonteminden
yararlanildi. Bu yontemde sabit faz olarak Silica gel 60 (Merck) mobil faz olarak ise

hekzan: kloroform: metanol (4:6:1) ¢oziicii sistemi kullanildi.
3.1.3.3. Spektral Analizler

Sentezini gerceklestirdigimiz ara tirlinlerin yapilarinin aydinlatilmasinda, IR ve
kiitle spektroskopik yontemlerinden faydalanildi. Final bilesiklerimizin yapilarinin

teyit edilmesinde ise IR, *H NMR, kiitle spektroskopik yontemlerinden faydalanildi.

Bilesiklerin IR  spektrumlari, Perkin Elmer Spectrum 100 FT-IR
spektrometresinde Azaltilmis Toplam Yansima (ATR=Attenuated Total Reflectance)

aparat1 kullanilarak kaydedildi ve dalga sayisi (cm™) cinsinden degerlendirildi.

'"H NMR spektrumlar;, DMSO-ds ¢ozeltisi i¢inde Varian AS 400 Mercury Plus
NMR spektrometresinde alindi. Kimyasal kayma degerleri (ppm) 6 skalasina gore

degerlendirildi ve etkilesme degismezleri Hertz (Hz) olarak verildi.

Kiitle spektrumlari analitik safliktaki ¢oziiciiler igerisinde Thermo MSQ Plus
marka LC-MS cihazinda atmosferik  basingta  kimyasal iyonlastirma

(APCIl=Atmosperic Pressure Chemical lonization) teknigiyle alindu.
3.1.3.4. Elementel Analizler

Sentezlenen bilesiklerin elementel analizleri (C, H, N, S), Leco TruSpec Micro

model analiz cihazi kullanilarak yapildi.
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3.2. Biyoaktivite Calismalari
3.2.1. Materyal

Sentezlenen bilesiklerin biyolojik aktivite caligmalarinda sogutmali yer tipi
santrifiij (KUBOTA 7780), pHmetre (Hanna Instruments HI221), dijital vorteks
(IKA MS3), gii¢ kaynagi (Thermo Scientific OWL EC 300 XL), dikey elektroforez
(BIO-RAD Mini-PROTEAN Tetra Cell), membran transfer sistemi (Thermo
Scientific VEP-2 OWL), CO; inkiibatorii (Thermo Scientific Model 370), laminer
hava akimli kabin (Thermo Scientific Class Il MSC-Advantage), kemiluminesans
goriintiileme cihaz1 (Vilber Lourmat, Fusion FX7), orbital ¢alkalayici (LABNET
Orbit 1000), Neubauer hemositometre (Hausser Scientific), sarjli pipetaj aletleri
(Nichiryo, Finnpipette, Gilson), -80°C derin dondurucu (Sanyo), buz makinesi
(Hoshizaki), hassas ve kaba analitik teraziler (Denver Instrument), su banyosu
(Memmert Universal WNB 7-45), otoklav (Hirayama), manyetik karistirici
(Yellowline MAG HS 7), vakum pompasi (Major Science), buzdolab1 ve -20 °C
derin dondurucu (White-Westing House), mikroplaka okuyucu (Molecular Devices
VERSAmax Tunable) kullanilmistir.

Biyolojik aktivite ¢aligmalarinda kullanilan BCA Protein Assay Kit Pierce,
PVDF membran Millipore ve tiim plastik malzemeler ise Corning firmasindan temin
edilmigtir. Calismamizda kullanilan tiim kimyasal maddeler analitik molekiiler
biyoloji safliginda olup memeli proteaz inhibitér kokteyli, N,N,N',N'-
tetrametiletilendiamin  (TEMED), glisin, sodyum  Kkloriir, susuz sodyum
monohidrojen fosfat (Na,HPO,), susuz sodyum dihidrojen fosfat (Na,HPO,),
sodyum azid, amonyum persiilfat, Tween-20, Triton X-100, Nonidet P-40, Ponceau S
Stain, gliserol, magnezyum siilfat heptahidrat, tris(hidroksimetil)aminometan (TRIS),
2-merkaptoetanol (2-ME), deoksikolik asit sodyum tuzu (DOC), dimetil siilfoksit
(DMSO) Amresco firmasindan, akrilamit-bisakrilamit soliisyonu ve sodyum dodesil
stilfat Serva firmasindan, unstained protein molekiil agirlik markir1 ise Fermentas
firmasindan, % 0.05 Tripsin-EDTA, % 0.25 Tripsin-EDTA yiiksek glukoz’lu
Dulbecco’s Modification of Eagle’s Medium (DMEM), L-glutamin, tripan mavisi ve
EZR Mycoplazma kiti Biological Industries’den, West Pico Kemiluminesans
goriintiileme kiti Thermo ve WST-1 hiicre proliferasyon ajani Roche firmasindan
temin edilmistir. Aktivite calismalarinda kullanilan proteazom inhibitorii MG132

bilesigi Sigma, sitotoksik doksorubisin bilesigi ise CellSignaling firmasindan satin
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alinmigtir. Monoklonal fare B-aktin antikoru Sigma’dan, monoklonal fare anti-
ubikitin antikoru Santa Cruz’dan, goat anti-mouse antikoru Thermo’dan ve yagsiz siit

tozu Biolab firmasindan temin edilmistir.
3.2.2. Biyolojik Aktivite Calismalarinda Kullanilan Cozeltilerin Hazirlanmasi
3.2.2.1. Orneklerin Hazirlanmasi

Deneyde  kullanilacak ~ ornekler ~ DMSO  iginde  ¢oziindiiriilerek
konsantrasyonlart 25 mM’lik olan oOrnek c¢ozeltileri elde edildi. Kullanilacak

konsantrasyonlara gore diliisyonlar DMSO ile gergeklestirildi.
3.2.2.2. Hiicre Kiiltiirii Calismalarinda Kullanilan Cozeltilerin Hazirlanmasi

Fotal Sigir Serumu (Fetal Bovine Serum, FBS) Stogu

500 ml FBS stok ¢6zeltisine, 50 ml 100X L-Glutamin, 50 ml 100X Pen-Strep
ve 17,5 pl 2-merkaptoetanol (2-ME) eklendi ve 0,22 um ¢apindaki filtreden gegirildi.

% 10 FBS iceren DMEM Besiyeri

500 ml DMEM besiyeri igerisine hazirlanan FBS stok ¢ozeltisinden 55,5 ml
eklendi. Buzdolabinda +4 °C’de saklandi.

3.2.2.3. SDS-PAGE Islemi Sirasinda Kullanilan Cézeltilerin Hazirlanmasi

10 Kat Konsantre Fosfat Tamponu Cozeltisinin Hazirlanmasi (Phosphate

Buffer Saline, 10X PBS)

87,5 g sodyum kloriir, 11,5 g sodyum monohidrojen fosfat, 2,3 g sodyum
dihidrojen fosfat tartilarak bir miktar distile suda ¢oziildii. Cozelitinin pH’s1 7.4°e
ayarland1 ve distile su ile 1 litreye tamamlandi. Cozelti 121 °C’de 20 dakika siire ile

otoklavlandi ve oda sicakliginda saklandi.

Konsantre Fosfat Tamponu Cozeltisinin  Hazirlanmasi1 (Phosphate Buffer

Saline, 1X PBS)

10xPBS’den 100 ml alind1, 1 litreye steril distile su ile tamamlandi. pH 7.4’e
ayarlandi. +4 °C’de saklandu.
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2X RIPA (Radyoimmunopresipitasyon Assay) Lizatlama Tamponu

40 mg sodyum dodesilsiilfat (SDS) ve 200 mg 7-deoksikolik asit (7-DOC)
tartilarak bir miktar suda ¢oziildii. 0,4 ml NP-40 ve 4 ml 10X PBS ilave edilip distile

su ile 20 ml’ye tamamlandi ve +4 °C’de saklandi.

SDS-PAGE 4X Ayirma Tamponu

90,855 g Tris-HCI ve 2 g SDS tartilarak bir miktar suda ¢oziildii. Cozeltiye 2
ml TEMED eklendi ve pH s1 8.9 a ayarlandiktan sonra distile su ile 500 ml’ye

tamamland1 ve +4°C+de saklandi.

SDS-PAGE 4X Yiginlama Tamponu (Stacking Buffer)

30,285 g Tris-HCI ve 2 g SDS tartilarak bir miktar suda ¢oziildi. 2 ml
TEMED eklendi ve pH’st 6.9’a ayarlandiktan sonra distile su ile 500 ml’ye

tamamlandi ve +4°C’de saklandi.

4X Protein Yiikleme Tamponu

4 g SDS bir mikar suda ¢6ziildi. 10 ml 1 M Tris-HCI (pH=6.8), 2 ml %99’luk
gliserol, 2 ml 14.7 M 2-merkaptoetanol (2-ME), 5 ml 0.5 M EDTA ve 40 mg
bromofenol mavisi eklendikten sonra distile suda ile 50 ml’ye tamamlandi. 1 mI’lik

tiiplere boliiniip -20°C’de saklanda.

10X SDS-PAGE Yiirvitme Tamponu

30,2 g TRIS baz, 144 g glisin, 10 g SDS tartilip bir miktar distile suda

coziildiikten sonra distile su ile 1 L’ye tamamland1 ve oda sicakliginda saklandi.

1X SDS-PAGE Yiiriitme Tamponu

100 ml 10X SDS-PAGE yiiriitme tamponu distile su ile 1 L’ye tamamlandi.

%10 Amonyum persiilfat (AP) Cozeltisi

1 g amonyum persiilfat 10 ml distile suda ¢oziildii ve 1’er ml olarak tiiplere

boliiniip -20 °C’de saklandi.
3.2.2.4. Western Blotlama Sirasinda Kullanilan Cozeltilerin Hazirlanmasi

10X Transfer Tamponu

30,33 g TRIS baz ve 144 g glisin tartilip bir miktar distile suda ¢oziildiikten

sonra distile su ile 1 L’ye tamamlandi ve oda sicakliginda saklanda.
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1X Transfer Tamponu

100 ml 10X transfer tamponu, 700 ml distile su ile seyreltildi ve 200 ml

metanol ilave edildi.

1X Yikama Tamponu

100 ml 10X PBS iizerine 1 ml Tween-20 eklendi. pH’s1 7.4’¢ ayarland1 ve

distile suyla 1 L’ye tamamlandi, oda sicakliginda saklandi.

%35 lik Yagsiz Siit Bloklama Ajan

5 g yagsiz siit tozu bir miktar 1X yikama tamponu igerisinde ¢oziildii, pH’s1
7.4’e¢ ayarlandi ve 1X yikama tamponu ile 100 ml’ye tamamlandi. Cozelti

kullanilacag1 zaman taze olarak hazirlandi ve +4°C’de saklandi.
3.2.3. Hiicre Kiiltiirii
3.2.3.1. Hiicre Hattinin Secimi

Calismamizda MCF-7 insan gdgiis adenokarsinomu epitelyal hiicre hatti
kullanildi. P1-083 kodlu lider bilesigimizin proteazom inhibitér aktivitesini MCF-7
hiicre hattinda gostermesi nedeniyle bu hiicre hatti se¢ilmistir (41,42). Calismada
kullanilan hiicre hatti American Type Culture Collection’dan (ATCC) temin edildi.
MCF-7 hiicre hatt1, konvansiyonel hiicre kiiltiirii sartlar1 olan 37°C’de, %5’lik CO,
inkiibatoriinde %10 fotal sigir serumu (FBS) i¢eren Dulbecco’s Modification of
Eagle’s Medium (DMEM) igerisinde biiyiitiildii. Kullanilan hiicrelerin mikoplazma

icermedigi donemsel olarak teyit edilmektedir.
3.2.3.2. Pasajlama

100 mm’lik hiicre kiiltiirii kaplarinda MCF-7 hiicre hatti %90 oraninda yiizeyi
kapladiginda, ortamdaki besi yeri vakum pompasi yardimi ile uzaklastirild.
Hiicrelerin kolay bir sekilde ayristirilabilmesi i¢in %0.05 Tripsin-EDTA ve ardindan
%0.25 Tripsin-EDTA ile yikama islemleri yapildi. Uygulanan enzimin optimum
aktivasyonu i¢in 37 °C’deki CO, inkiibatoriinde 1 dakika inkiibe edildi. Kiiltiir
kabinda %10 FBS igceren DMEM igerisinde toplanan hiicreler 1:8 oraninda diliie

edilerek yeni 100 mm’lik hiicre kiiltiir kaplarina ekildi.
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3.2.3.3. Tla¢ Uygulama

MCF-7 hiicreleri 37 °C’de, %5’lik CO; inkiibatoriinde %10 FBS’li DMEM ile
biiyiitiildi. Hiicreler 100 mm’lik hiicre kiiltiir plakalarin1 %90 oraninda kaplayacak
oranda biiyiidiigiinde besi ortami uzaklagtirthip 1 ml %0.25°1ik tripsin-EDTA ile
yikandi ve vakumla tripsin-EDTA uzaklastirildi. Hiicre kiiltiir plakalar1 37 °C’deki
CO; inkiibatoriinde 45 saniye bekletildi. Daha sonra 8§ ml %10 FBS’li DMEM ile
toplanarak steril falkon tiipiine aktarildi. 10 pl hiicre slispansiyonu alinip tizerine 90
ul tripan-mavisi ilave edildi. Neubauer hemositometresine 10 pl boya-hiicre
karisimindan alinip sayildi. Sitotoksisite deneylerinde 96 kuyucuklu hiicre kiiltiirii
plakalarina her kuyucukta 5000 hiicre olacak sekilde; total poliubikitin birikim tespit
deneylerinde ise 6 kuyucuklu hiicre kiltiir plakalarina 4x10° hiicre olacak sekilde

ekim yapilarak bir gece inkiibe edildi.

Sitotoksisite deneylerinde 10, 7.5, 5, 2.5, 1.25, 0.5 ve 0.25 mM dozlarda
hazirlanan stok ilag¢ ¢ozeltilerinden 2 pl alinip {izerlerine 48 pl hiicre besiyeri
eklenerek galigma ¢ozeltileri hazirlandi. Bu ¢alisma ¢ozeltilerinden 10 pl alinip 96
kuyucuklu hiicre plakalarinda 190 pl besiyeri varliginda bulunan hiicrelerin iizerine
eklendi. Boylece ilag final konsantrasyonlar: 20, 15, 10, 5, 2.5, 1 ve 0.5 pM olacak
sekilde deney kurgulandi. Kontrol hiicrelerinde ¢dzgen olarak DMSO kullanildig:
icin ¢alisma ¢ozeltisi hazirhigi sirasinda 2 ul DMSO iizerine 48 pl hiicre besiyeri
eklendi. Hiicreler 48 saat boyunca bilesikler ile inkiibe edildi. Inkiibasyon siiresi
sonunda WST-1 hiicre proliferasyon testi yapildi. Bu deneyde pozitif kontrol olarak
doksorubisin bilesigi kullanildi.

Total poliubikitin birikiminin immiinoblotlama ile tayini amaciyla 2 pl besiyeri
bulunan 6 kuyucuklu hiicre kiiltir plakalarinda hiicrelere 2 pl 10 mM
konsantrasyonda ilag cozeltileri eklenerek final konsantrasyonu 10 uM olacak
sekilde ilag uygulamasi gerceklestirildi. Hiicreler 24 saat boyunca ilaglar ile inkiibe
edildi. Bu deneyde de negatif kontrol olarak sadece DMSO uygulanirken, pozitif
kontrol olarak ise iy1 bilinen bir proteazom inhibitorii olan MG132 bilesigi kullanildi.
Inkiibasyon siiresi sonunda besi ortamlar1 vakumla uzaklastirild ve 750 ul soguk 1X

PBS ile 2 kez yikanarak +4°C’de 10000 r.p.m’de 1 dakika santrifiij edilerek toplandi.
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3.2.4. WST-1 Hiicre Proliferasyon Yontemi

Hiicre proliferasyonu ve canliligt WST-1 hiicre proliferasyon ajani ile
gerceklestirildi. WST-1 ajani igerisindeki tetrazolyum tuzu (4-(3-(4-iyodofenil)-2-(4-
nitrofenil)-2H-5-tetrazolyum)-1,3-benzen disiilfonat) hiicre proliferasyonu ve hiicre
canliliginin 6l¢iilmesinde kullanilir. Yontemin temeli agik kirmizi renkte olan WST-
1 reaktifinin, mitokondriyal dehidrogenaz enzimi tarafindan indirgenmesi ile koyu
bir renk almasi ve renk degisiminin 440 nm de spektrofotometrik olarak 6l¢lilmesine

dayanir. Renk siddetindeki artis canli hiicre sayisi ile dogru orantilidir.

Tez ¢aligmamizda yapilan hiicre canlilik ve proliferasyon deneyleri asagidaki
sekilde yapildi. MCF-7 hiicrelerinin bulundugu 96 kuyucuklu hiicre kiiltiir
plakalarindan tiim besiyeri dikkatlice uzaklastirildi. %10 FBS’li DMEM besi
yerinden 15 ml’lik falkon tiipline aktarildi. Eklenen DMEM hacminin %10’u kadar
WST-1 soliisyonundan eklenerek homojen hale getirilip steril rezervuara aktarildi.
Her bir kuyucuga 100 pl WST-1 besiyeri karisimi ¢ok kanalli pipet yardimiyla
aktarildi. Hiicreler 37°C’de, %5’lik CO; inkiibatore kaldirildi. Inkﬁbasyonun 1. 2. ve
3. saatlerinin sonunda mikroplaka okuyucu ile 440 nm’de Olgimler alindi. Elde

edilen veriler kaydedildikten sonra istatistiksel yontemlerle analiz edildi (181).
3.2.5. Hiicre Lizatlanmasi ve Protein Miktar Tayini Yontemi

3.2.5.1. Hiicre Lizatlanmasi

Hiicreler, ornek tiipii basina 30 ul 1X PBS ve 30 pl 2X RIPA tamponuna 0.6 pl
100X PIC ekleyerek 5 dakikada bir vortekslemek yoluyla 20 dakika siireyle
lizatland1. Hiicreler, lizatlar1 elde edilmesi amaciyla 14.000 r.p.m’de 10 dakika
boyunca +4°C’de santrifiij edildi. Elde edilen siipernatantlar temiz ependorflara

aktarildi.
3.2.5.2. Protein Miktar Tayini Yontemi

BCA-protein deney kiti (Pierce) kullanilarak toplam protein miktarlarina
bakildi. BCA Protein Assay, total proteinin kolorimetrik olarak tayin edilmesi i¢in
bikinkoninik asit (bicinchoninic acid, BCA) yontemine dayanir. Bu metot;
bikinkoninik asit igeren 6zgiin bir belirte¢ kullanilarak bakir katyonunun yiiksek

+25

duyarli ve selektif kolorimetrik tespitinin yapildigi, alkali ortamda Cu*“’nin Cu®’e

protein aracili indirgenmesini kombine eder. Bu deneyin pembe renkli reaksiyon
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tirtinii, bikinkoninik asitin iki molekiiliiniin bir bakir iyonu ile selasyonu sonucunda
olusur. Suda ¢oziinebilir olan kompleks, genis ¢alisma araligmin (20-2000 ug/ml)
iistiinde, artan protein konsantrasyonlar1 ile 562 nm’de lineer absorbans gosterir.
Protein konsantrasyonlari, sigir serum albumin (BSA) proteini referans alinarak
belirlenmigtir. Hiicrelerin lizatlanmast sonucu elde edilen her 6rnek igin bu kit
kullanilarak total protein miktarlari bulunmus ve immiinoblotlama g¢alismalarinda

esit miktar (toplam 40 pg) protein igeren drnekler kullanilabilmistir.
3.2.6. Western Blotlama Yontemi

Western blotlama yonteminin esasi; elektroforez islemiyle poliakrilamid jelde
goc ettirilen proteinlerin, membrana transferi ile immobilize edilmesi ve
membrandaki proteinlerin immiinolojik metotlarla tayin edilmesidir. Bu amagla jel
elektroforezi kullanilarak proteinler molekiil agirliklarina gére birbirinden ayristirilir
ve PVDF membrana transfer edilir. Membranin yiizeyine spesifik olmayan antikor
baglanmalarii engellemek amaciyla, membran %5’lik siit ile bloklandiktan sonra
Ozgiil primer antikor ile muamele edilerek ilgilenilen proteinler ile kompleks
olusturulur. Primer antikora karsi gelistirilmis Horse Radish Peroksidaz (HRP)
enzimi ile isaretlenmis sekonder antikorlar ile kompleks olusturulur. WestPico

SuperSignal Kiti kullanilarak kemiliiminesans goriintiileme yapilir.
3.2.6.1. Sodyum Dodesilsiilfat Poliakrilamit Jel Elektroforezi (SDS-PAGE)

Poliakrilamit jel elektroforezi ile ayrigtirilma yontemi, sodyum dodesilsiilfat

poliakrilamit jel elektroforezi (SDS-PAGE) olarak isimlendirilir.
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Tablo 1. SDS-PAGE ayirma (resolving) jeli hazirlanmasi

Ayirma Jeli

Bir jel i¢in (10 ml)

% 30’luk Akrilamit 2,67 ml
4X Ayirma Tamponu 2,5ml
Distile su 4,8 ml

% 10’luk AP 75 ul (Oda sicakliginda her bir jel)

Tablo 2. SDS-PAGE yiginlama (stacking) jeli hazirlanmasi

Yiginlama Jeli (%3,5’1uk) 3 ml

% 30’luk Akrilamit 0,35 ml
4X Yiginlama Tamponu 0,75 mi
Distile su 1,9ml

% 10’luk AP 25ul (Oda sicakliginda 25 pl)

Jeller Tablo 1 ve 2’de verilen ¢ozeltilere gore ve bu gozeltilerin belirtilen
miktarlari ile oda sicakliginda hazirlandi. Yiikleme islemi igin 6rnekler, 4X yiikleme
tamponu ilavesinden sonra vortekslenip, blok 1siticida 95 °C’de 5 dakika bekletilerek
denatiire edildi. Jel hazirlanip ¢apraz baglanma tamamlandiktan sonra, 6rnekler jel
tizerindeki yiikleme kuyucuklarina 40 pg protein olacak sekilde yiiklendi ve dikey
elektroforez tankinda 200 V’da yiiriitiildii.

3.2.6.2. Transfer

SDS-PAGE, jelde ayrismis proteinlerin elektrik alan igerisinde jelden
membrana tasinmasi temeline dayanmaktadir. Protein tasiyan poliakrilamid jel ile
membran dogrudan temas ettirilip iletici bir ¢ozelti igerisinde birlesen iki elektrot

arasma yerlestirildi. 200 mA’lik elektrik akimi sogukta 90 dakika uygulandi.
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Membran olarak PVDF membran kullanildi. PVDF membranlar, kullanilmadan 6nce

metanol ile 1slatilarak etkinlestirildi.
3.2.6.3. Membrandaki Proteinlerin Goriilmesi ve Bloklama

Transfer isleminin sonunda proteinlerin membrana transfer oldugundan emin
olmak i¢in membran, yikama tamponu ile yikandiktan sonra %?2’lik Poncaeu
kirmizisi ile calkalanarak boyandi. Kirmizi bantlarin goriillmesi membrana transfer
olmus proteinlerin varligin1 gosterdi. Membran, yikama tamponu ile yikanarak

Poncaeu kirmizisi1 ortamdan uzaklastirildi.

Western blotlamada en énemli nokta incelenen protein ile kullanilan antikorlar
arasindaki spesifik baglanmadir. Spesifik olmayan protein baglanmalarini
engellemek i¢cin membranin transfer sirasinda protein baglanmayan bdlgelerinin
bloklanmasi gerekir. Bunun igin deneyde, proteinler spesifik olmayan protein
baglanmalarini engellemek amaciyla membran yikama ¢ozeltisi ile hazirlanan %5°lik

siit ile yarim saat boyunca oda sicakliginda orbital ¢alkalayicida inkiibe edildi.
3.2.7. Immiinoblotlama

Membran, bloklama sonrasinda bir kez 1X yikama tamponu ile 5 dakika
boyunca yikandi. Oda sicakliginda primer antikor ile orbital calkalayicida bir saat
inkiibe edildi. Bir saat sonunda ii¢ kez, 5 dakikada bir 1X yikama tamponu ile
yikandi. Sekonder antikor ile 1 saat oda sicakliginda orbital calkalayicida inkiibe
edildi. Sekonder antikorlar uzaklastirilip, 5 dakikada bir, {i¢ kez 1X yikama tamponu

ile yikand1 ve goriintiileme basamagina gecildi.

Calismalarda kullanilan antikorlardan primer antikorlar olan monoklonal anti-
B-aktin 1:20000 oraninda ve K48 ubikitin antikoru 1:2000 oraninda % 5’lik yagsiz
stitte hazirlandi, koruyucu olarak 1:1000 oraninda sodyum azit ¢ozeltisi eklendi ve
+4°C’de saklandi. Sekonder antikor olarak ise goat anti-mouse antikoru 1:7500

oraninda %35’lik yagsiz siitte hazirland1 ve kullanildi.
3.2.7.1. Goriintiileme

HRP enzimi ile isaretlenmis sekonder antikorlar ile inkiibe edilmis
membranlarin  goriintiilenmesi i¢in SuperSignal West Pico Chemiluminescent
Substrate (Pierce) kullanilmistir. SuperSignal West Pico Chemiluminescent

Substrate, immiinoblotlar iizerinde HRP’yi tespit etmek i¢in yiiksek hassasiyete sahip
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olan substrattir. Substrat olarak kullanilan luminol, HRP ve H,0, varliginda okside
olur ve uyarilmig {iriin olan 3-aminoftalat olusur. Bu iiriin, 425 nm’de 1s1ma verir.
Bu 1s51ma, sadece enzim-substrat reaksiyonu sirasinda olusur. Yani gecici ve kisith

siire zarfinda gozlenebilir.

Calisma esnasinda membranlar, SuperSignal West Pico Chemiluminescent
Substrate calisma soliisyonlart membran basina 3 ml olacak sekilde 1:1 oraninda
karistirilarak taze hazirlandi ve membranla 1 dakika inkiibe edildi. Fazla soliisyon
uzaklagtirildiktan sonra, membran protein kism1 yukar1 bakacak sekilde stre¢ film ile
kaplandt ve Vilber Lourmat Fusion FX-7 Kemigoriintileme cihaz1 ile

kemiluminesans goriintiilemesi yapildi (182).

3.2.8. Proteazomun Kimotripsin Benzeri Aktivite Inhibisyonunun Tespit

Edilmesi

Proteazom inhibisyonu sonucu yiiksek derecede poliubikitine olmus protein
birikimine neden olan bilesikler i¢erisinde proteazom kimotripsin benzeri katalitik alt
birim inhibisyonu gostermesi beklenen bilesiklerin tespiti florometrik olarak yapildi.
Bu amagla MCF-7 hiicre pelletini lizatlamak i¢in 300 pl lizatlama tamponu ve 0.5 pl
IM DTT hazirlandi, hiicre pelleti lizatlama tamponu ile resiispande edildi. Hiicre
siispansiyonu 15 saniye sivi azotta, ardindan 60 saniye 42 °C su banyosunda
bekletildi ve bu islem ii¢ kez tekrarlandi. +4 °C ve 13400 rpm’de on dakika siireyle
santrifiij edildi. Inkiibasyon tamponu, DTT ve deiyonize su karisimindan olusan
master mix tamponu hazirlandi. Proteazom igeren siipernatant énceden sogutulmus
tipe aktarildi ve nonsteril siyah 96 kuyucuklu plakaya, her bir kuyucukta 10 pl
olacak sekilde dagitildi. Her bir kuyucuga 90 pl master mix tamponu ilave edildi.
Master mix ile hiicre lizat1i on dakika oda sicakliginda g¢alkalayicida inkiibasyona
birakildi. Test edilecek bilesikler (NS19, NS24, NS26, NS29, NK30) DMSO’da
coziilerek master mix tamponu igerisinde 1Csy degerlerine gore hazirlandi ve her bir
kuyucuga 10 pl olacak sekilde ilave edilerek 37 °C’de bir saat inkiibe edildi. Siire
sonunda Suc-LLVY-MCA peptidi, her bir kuyucuga 10 pl olacak sekilde ilave edildi
ve ardindan 37 °C’de bir saat inkiibasyona birakildi. Daha sonra 360 nm 1s1ma ve 460

nm absorbisyon olacak sekilde florometrik 6l¢iim yapildi (183).
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3.2.9. istatistiksel Analiz

Uc farkli deneyden (n=3) elde edilen sonuglarm istatistiksel olarak
degerlendirilmesi i¢in ortalama + ortalama standart hatalar1 (Ort.=0.S.H) hesaplandi.
Gruplar arasindaki farkin anlamli olup olmadigini tespit etmek icin ANOVA (tek
yonlli varyans analizi) testi ve ikili gruplarin kendi arasinda karsilastirilmasi igin
Student t testi ile istatistiksel analiz yapildi. Anlamlilik sinirt olarak p<0.05 kabul
edildi. Bu islemlerin tamami Prism-GraphPad5 paket programi kullanilarak

gergeklestirildi.
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4. BULGULAR
4.1. Sentezi Gergeklestirilen Bilesiklere Ait Bulgular
4.1.1. 4-asetamidobenzensiilfonil kloriir (A0)

0
H "
N S—Cl
H3c—§ '
o)

|
O

Verim: %66, Erime derecesi: 145 °C
IR (Spektrum No 1)

Vmaks (FT/ATR): 3006 (N-H gerilme bandi; aromatik C-H gerilme bandi), 2911
(Alifatik C-H gerilme bandi), 1630 (Amit I bandi), 1598 (Amit II bandi), 1498 (C=C
gerilme bandi), 1376 (-SO,- asimetrik gerilme bandi), 1171 (-SO,- simetrik gerilme
bandz), 818 (C-H diizlem dis1 egilme band, p-disiibstitiie benzen) cm™.

MS (APCI) (Spektrum No 2)

m/z (% bagil bolluk):126 (55), 168 (64), 198 (100), 232 (4, M-H"), 234 (1, M-H+2").

4.1.2. 4-amino-N-fenilbenzensiilfonamit (A1)
O H

OO

Verim: %66, Erime Derecesi: 192
IR (Spektrum No 3)

Vmaks (FT/ATR): 3419, 3347, 3248 (Amino ve siilfonamit grubu N-H gerilme bandi),
3100 (Aromatik C-H gerilme bandi), 1638 (N-H egilme bandi), 1595, 1492, 1465,
1436 (C=C gerilme bandi), 1317 (-SO,- asimetrik gerilme bandi), 1188 (-SO,-
simetrik gerilme band1), 830 (C-H diizlem dis1 egilme bandi, p-disiibstitiie benzen)
cm™,
MS (APCI) (Spektrum No 4)

m/z (% bagil bolluk): 42 (22), 54 (73), 56 (96), 80 (100), 93 (27), 106 (60), 133 (74),
149 (31), 166 (19), 249 (5, M+H").
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4.1.3. 4-amino-N-(2-etilfenil)benzensiilfonamit (A2)

O H
"n 1
0
Verim: %42, Erime Derecesi: 129 °C
IR (Spektrum No 5)

Vmaks (FT/ATR): 3417, 3345, 3116 (Amino ve siilfonamit grubu N-H gerilme bandi),
3080 (Aromatik C-H gerilme bandi), 1634 (N-H egilme bandi), 1592, 1533, 1500
(C=C gerilme bandi), 1309 (-SO,- asimetrik gerilme bandi), 1149 (-SO,- simetrik
gerilme bandi), 827 (C-H diizlem dis1 egilme bandi, p-disiibstitiie benzen), 721 (C-H

diizlem dis1 egilme bandi, o-disiibstitiic benzen) cm™,
MS (APCI) (Spektrum No 6)

m/z (% bagil bolluk): 42 (100),56 (26), 83 (31), 277 (1, M+H").

4.1.4. 4-amino-N-(2-izopropilfenil)benzensiilfonamit (A3)

Verim: %57, Erime Derecesi: 172 °C

(0]
|

H
|
N

=

o

IR (Spektrum No 7)

Vmaks (FT/ATR): 3496, 3391, 3226 (Amino ve siilfonamit grubu N-H gerilme bandi),
3066 (Aromatik C-H gerilme band1), 2966 (Alifatik C-H gerilme bandi), 1625 (N-H
egilme bandi), 1594, 1504, 1490 (C=C gerilme bandi), 1301 (-SO,- asimetrik
gerilme bandi), 1142 (-SO,- simetrik gerilme band1), 832 (C-H diizlem dis1 egilme
bandi, p-disiibstitiie benzen), 755 (C-H diizlem dis1 egilme bandi, 0-disiibstitiie

benzen) cm™.

MS (APCI) (Spektrum No 8)

m/z (% bagl bolluk): 42 (100), 56 (70), 108(68), 120 (87), 133 (75), 156 (30), 291
(8, M+H").
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4.1.5. 4-amino-N-(4-metoksifenil)benzensiilfonamit (A9)
H

n o /
OO

Verim: %11, Erime Derecesi: 201 °C

o

o

IR (Spektrum No 9)

vmaks (FT/ATR): 3400, 3335, 3261 (Amino ve siilfonamit grubu N-H gerilme bandi),
3016 (Aromatik C-H gerilme bandi), 2962, 2839 (Alifatik C-H gerilme bandi), 1646
(N-H egilme bandi), 1591, 1510, 1500, 1466, 1452 (C=C gerilme bandi), 1318 (-
SO,- asimetrik gerilme bandi), 1252 (=C-O-C asimetrik gerilme bandi), 1148 (-SO,-
simetrik gerilme bandi), 1032 (=C-O-C simetrik gerilme bandi), 821 (C-H diizlem

dis1 egilme bandi, p-disiibstitiie benzen) cm™.
MS (APCI) (Spektrum No 10)

m/z (% bagil bolluk): 42 (87), 56 (39), 83 (100), 278 (1, M+H").

4.1.6. 4-amino-N-(3-nitrofenil)benzensiilfonamit (A11)

Verim: %52, Erime Derecesi: 174 °C
IR (Spektrum No 11)

Vmaks (FT/ATR): 3493, 3390, 3296 (Amino ve siilfonamit grubu N-H gerilme bandi),
3085 (Aromatik C-H gerilme bandi), 1627 (N-H egilme band1), 1594, 1504, 1478
(C=C gerilme band1), 1523 (-NO, asimetrik gerilme bandi), 1397 (-NO, simetrik
gerilme bandi), 1326 (-SO,- asimetrik gerilme bandi), 1147 (-SO,- simetrik gerilme
bandi), 830 (C-H diizlem dis1 egilme bandi, p-disiibstitiie benzen), 734, 687 (C-H

diizlem dis1 egilme bandi, m-disiibstitiie benzen) cm™.
MS (APCI) (Spektrum No 12)

m/z (% bagil bolluk): 42 (97), 56 (84), 83 (100), 294 (1, M+H").
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4.1.7. 4-amino-N-(4-nitrofenil)benzensiilfonamit (A12)

=0

H

|

Verim: %35, Erime Derecesi: 167 °C

@)

IR (Spektrum No 13)

vmaks (FT/ATR): 3414, 3341, 3123 (Amino ve siilfonamit grubu N-H gerilme bandi),
3071, 2920, 2867 (Aromatik C-H gerilme bandi), 1629 (N-H egilme bandi), 1594,
1496 (C=C gerilme bandi), 1517 (-NO, asimetrik gerilme bandi), 1345 (-NO,
simetrik gerilme bandi), 1318 (-SO,- asimetrik gerilme band1), 1146 (-SO,- simetrik
gerilme bandi), 845 (C-H diizlem dis1 egilme bandi, p-disiibstitiie benzen) cm™.

MS (APCI) (Spektrum No 14)

m/z (% bagil bolluk): 42 (100), 56 (81), 83 (37), 108 (12), 133 (19), 294 (1, M+H").

4.1.8. 4-amino-N-(2-klorofenil)benzensiilfonamit (A13)

Cl
O H
i 1

Verim: %60, Erime Derecesi: 174 °C

e}

IR (Spektrum No 15)

vmaks (FT/ATR): 3408, 3343, 3170 (Amino ve siilfonamit grubu N-H gerilme bandi),
3085 (Aromatik C-H gerilme bandi), 1645 (N-H egilme bandi), 1593, 1497, 1476,
1455 (C=C gerilme bandi), 1318 (-SO,- asimetrik gerilme bandi), 1151 (-SO,-
simetrik gerilme bandi), 846 (C-H diizlem dis1 egilme bandi, p-disiibstitiic benzen),

723 (C-H diizlem dis1 egilme, 0-disiibstitiie benzen) cm™.
MS (APCI) (Spektrum No 16)

m/z (% bagil bolluk): 42 (100), 56 (52), 83 (68), 108 (34), 127 (53), 133 (48), 166
(30), 283 (12, M+H"), 285 (4, M+H+2").
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4.1.9. 4-amino-N-(3-klorofenil)benzensiilfonamit (A14)
Cl

Verim: %19, Erime Derecesi: 140 °C

»n=0

o=

IR (Spektrum No 17)

Vmaks (FT/ATR): 3417, 3345, 3114 (Amino ve siilfonamit grubu N-H gerilme band),
3071 (Aromatik C-H gerilme bandi), 1632 (N-H egilme bandi), 1591, 1499, 1473,
1454, 1434 (C=C gerilme bandi), 1309 (-SO,- asimetrik gerilme band1), 1148 (-SO,-
simetrik gerilme bandi), 845 (C-H diizlem dis1 egilme bandi, p-disiibstitiic benzen),
760, 722 (C-H diizlem dis1 egilme bandi, m-disiibstitiie benzen) cm™.

MS (APCI) (Spektrum No 18)

m/z (% bagil bolluk): 42 (100), 283 (1, M+H"), 285 (0.3, M+H+2").

4.1.10. 4-amino-N-(4-klorofenil)benzensiilfonamit (A15)

O H
Verim: %20, Erime Derecesi: 192 °C
IR (Spektrum No 19)

vmaks (FT/ATR): 3411, 3343, 3238 (Amino ve siilfonamit grubu N-H gerilme bandi),
3099 (Aromatik C-H gerilme bandi), 1633 (N-H egilme bandi), 1596, 1491, 1448
(C=C gerilme bandi), 1311 (-SO,- asimetrik gerilme bandi), 1147 (-SO,- simetrik
gerilme bandi), 814 (C-H diizlem dis1 egilme, p-disiibstitiie benzen) cm™.

MS (APCI) (Spektrum No 20)

m/z (% bagil bolluk): 42 (70), 56 (72), 83 (100), 93 (56), 106 (24), 127 (48), 133
(42), 149 (21), 166 (60), 283 (6, M+H"), 285 (2, M+H+2").
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4.1.11. 4-amino-N-(4-bromofenil)benzensiilfonamit (A16)

O H

11} |

1]
Verim: %28, Erime Derecesi: 200 °C
IR (Spektrum No 21)

Vmaks (FT/ATR): 3413, 3345, 3114 (Amino ve siilfonamit grubu N-H gerilme band),
2952 (Aromatik C-H gerilme bandi), 1637 (N-H egilme band1), 1594, 1489, 1441
(C=C gerilme bandi), 1311 (-SO,- asimetrik gerilme band1), 1149 (-SO,- simetrik
gerilme bandi), 826 (C-H diizlem dist egilme band, p-disiibstitiie benzen) cm™.

MS (APCI) (Spektrum No 22)

m/z (% bagil bolluk): 42 (20), 56 (100), 80 (16), 83 (25), 108 (57), 133 (39), 149
(27), 173 (20), 327 (10, M+H"), 329 (11, M+H+2").

4.1.12. 4-amino-N-(naftalen-1-il)benzensiilfonamit (A17)

&,
NySity

Verim: %44, Erime Derecesi: 195 °C

o

O=wn

IR (Spektrum No 23)

vmaks (FT/ATR): 3486, 3382, 3235 (Amino ve siilfonamit grubu N-H gerilme bandi),
3066 (Aromatik C-H gerilme bandi), 1619 (N-H egilme bandi), 1594, 1503 (C=C
gerilme bandi), 1401 (-SO,- asimetrik gerilme bandi), 1143 (-SO,- simetrik gerilme
bandi), 829 (C-H diizlem dis1 egilme bandi, p-disiibstitiie benzen), 798, 773 (C-H

diizlem dis1 egilme bands, naftalen) cm™.
MS (APCI) (Spektrum No 24)

m/z (% bagil bolluk): 108 (100), 130 (37), 143 (89), 158 (13), 299 (3, M+H").
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4.1.13. 4-(morfolinosiilfonil)anilin (A18)

Verim: %24, Erime Derecesi: 229 °C

/~\
-N O

—/

wn

IR (Spektrum No 25)

vmaks (FT/ATR): 3441, 3362, 3238 (Amino ve siilfonamit grubu N-H gerilme bandi),
2985, 2913 (Alifatik C-H gerilme bandi), 1640 (N-H egilme bandi), 1595, 1502,
1447, 1432 (C=C gerilme band1), 1340 (-SO,- asimetrik gerilme bandi), 1149 (-SO,-
simetrik gerilme bandi), 1106 (C-O-C gerilme bandi, morfolin) 827 (C-H diizlem dis1

egilme bandi, p-disiibstitiie benzen) cm™.
MS (APCI) (Spektrum No 26)

m/z (% bagil bolluk): 54 (43), 56 (100), 83 (34), 108 (29), 133 (64), 149 (37), 156
(28), 243 (12, M+H").

4.1.14. 4-amino-N-(piridin-2-il)benzensiilfonamit (A19)
H

Verim: %11, Erime Derecesi: 180 °C

w=0

)

IR (Spektrum No 27)

vmaks (FT/ATR): 3453, 3361, 3236 (Amino Ve siilfonamit grubu N-H gerilme band1),
3046, 2730 (Aromatik C-H gerilme bandi), 1627 (N-H egilme band1), 1592, 1529,
1502, 1461 (C=C gerilme band1), 1363 (-SO,- asimetrik gerilme bandi), 1132 (-SO-
simetrik gerilme band1), 830 (C-H diizlem dis1 egilme bandi, p-disiibstitiie benzen)
cm™,
MS (APCI) (Spektrum No 28)

m/z (% bagil bolluk): 42 (37), 65 (18), 80 (18), 95 (65), 108 (100), 133 (70), 156
(43), 184 (37), 250 (35, M+H").
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4.1.15. 4-amino-N-(piridin-3-il)benzensiilfonamit (A20)

Y
o N\

Verim: %32, Erime Derecesi: 264 °C
IR (Spektrum No 29)

Vmaks (FT/ATR): 3429, 3335, 3251 (Amino ve siilfonamit grubu N-H gerilme band),
3071, 2639 (Aromatik C-H gerilme bandi), 1638 (N-H egilme bandi), 1585, 1520,
1502, 1480 (C=C gerilme bandi), 1353 (-SO,- asimetrik gerilme bandi1), 1146 (-SO,-

simetrik gerilme bandi), 830 (C-H diizlem dis1 egilme bandi, p-disiibstitiie benzen)

em™.

MS (APCI) (Spektrum No 30)

m/z (% bagil bolluk): 42 (100), 56 (17), 67 (27), 94 (97), 135 (57), 157 (32), 250 (67,
M+H™).

4.1.16. 4-amino-N-(piridin-4-il)benzensiilfonamit (A21)

n o1 /=
H N—<: >—S—N N
2 i \

Verim: %22, Erime Derecesi: 247 °C

©)
an

IR (Spektrum No 31)

Vmaks (FT/ATR): 3533, 3463, 3367 (Amino ve siilfonamit grubu N-H gerilme bandi),
3084, 2926 (Aromatik C-H gerilme band1), 1642 (N-H egilme bandi), 1596, 1493,
1401 (C=C gerilme bandi), 1354 (-SO,- asimetrik gerilme bandi), 1121 (-SO,-
simetrik gerilme bandi), 817 (C-H diizlem dis1 egilme bandi, p-disiibstitiie benzen)
cm™,
MS (APCI) (Spektrum No 32)

m/z (% bagil bolluk): 95 (100), 108 (31), 133 (21), 250 (13, M+H").
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4.1.17. 4-amino-N-(3-metilpiridin-2-il)benzensiilfonamit (A22)

Verim: %34, Erime Derecesi: 229 °C

=0
zZ-T

195]

©}

IR (Spektrum No 33)

vmaks (FT/ATR): 3483, 3332, 3259 (Amino ve siilfonamit grubu N-H gerilme bandi),
3161 (Aromatik C-H gerilme band1), 2952 (Alifatik C-H gerilme bandi), 1628 (N-H
egilme bandi), 1594, 1542, 1500, 1454 (C=C gerilme band1), 1436, 1391, 1371 (C=C
gerilme bandi, piridin), 1343 (-SO,- asimetrik gerilme bandi), 1178 (-SO,- simetrik
gerilme bandi), 828 (C-H diizlem dis1 egilme bandi, p-disiibstitiie benzen) cm™.

MS (APCI) (Spektrum No 34)

m/z (% bagil bolluk): 42 (79), 56 (30), 95 (31), 108 (100), 133 (76), 149 (32), 156
(29), 198 (52), 264 (14, M+H").

4.1.18. 4-amino-N-(4-metilpiridin-2-il)benzensiilfonamit (A23)

0 H ,—
N

Verim: %37, Erime Derecesi: 240 °C
IR (Spektrum No 35)

Vmaks (FT/ATR): 3528, 3458, 3358 (Amino ve siilfonamit grubu N-H gerilme bandi),
30240 (Aromatik C-H gerilme bandi), 2900, 2721 (Alifatik C-H gerilme bandi),
1614 (N-H egilme bandi), 1597, 1518, 1504, 1393 (C=C gerilme bandi), 1321 (-SO,-
asimetrik gerilme band1), 1143 (-SO,- simetrik gerilme bandi), 837 (C-H diizlem dis1

egilme band, p-disiibstitiie benzen) cm™.
MS (APCI) (Spektrum No 36)

m/z (% bagil bolluk): 42 (67), 56 (28), 83 (68), 109 (100), 133 (88), 149 (41), 156
(29), 198 (76), 264 (56, M+H").
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4.1.19. 4-amino-N-(5-metilpiridin-2-il)benzensiilfonamit (A24)
O H

HZNOE—T&Q

Verim: %39, Erime Derecesi: 200 °C
IR (Spektrum No 37)

Vmaks (FT/ATR): 3470, 3375, 3213 (Amino ve siilfonamit grubu N-H gerilme bandi),
3057, 2919 (Aromatik C-H gerilme bandi), 1644 (N-H egilme bandi), 1591, 1536,
1501, 1440, 1383 (C=C gerilme bandi), 1360 (-SO,- asimetrik gerilme bandi), 1152
(-SO,- simetrik gerilme bandi), 826 (C-H diizlem dis1 egilme bandi, p-disiibstitiie

benzen) cm™.
MS (APCI) (Spektrum No 38)

m/z (% bagil bolluk): 92 (32), 109 (100), 133 (9), 156 (10), 198 (10), 264 (22,
M+H™).

4.1.20. 4-amino-N-(5-kloropiridin-2-il)benzensiilfonamit (A25)
O H
1]
S

_;q@a

Verim: %27, Erime Derecesi: 203 °C
IR (Spektrum No 39)

Vmaks (FT/ATR): 3472, 3375, 3239 (Amino ve siilfonamit grubu N-H gerilme bandi),
3076, 2867 (Aromatik C-H gerilme bandi), 1630 (N-H egilme band1), 1591, 1500,
1376 (C=C gerilme bandi), 1317 (-SO,- asimetrik gerilme bandi), 1132 (-SO,-
simetrik gerilme bandi), 825 (C-H diizlem dis1 egilme bandi, p-disiibstitiie benzen)
cm™.
MS (APCI) (Spektrum No 40)

m/z (% bagil bolluk): 42 (15), 65 (12), 93 (51), 108 (100), 133 (90), 156 (32), 198
(17), 218 (41), 284 (10, M+H"), 286 (3, M+H+2").
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4.1.21. 4-amino-N-(2-kloropiridin-3-il)benzensiilfonamit (A26)

Verim: %18, Erime Derecesi: 146 °C

©)

H —
1o

-4

Cl

/
N

O=w

IR (Spektrum No 41)

vmaks (FT/ATR): 3406, 3345, 3238 (Amino ve siilfonamit grubu N-H gerilme bandi),
3127 (Aromatik C-H gerilme bandi), 1643 (N-H egilme bandi), 1593, 1496, 1446,
1382 (C=C gerilme bandi), 1317 (-SO,- asimetrik gerilme bandi), 1154 (-SO,-

simetrik gerilme bandi), 850 (C-H diizlem dis1 egilme bandi, p-disiibstitiie benzen)

cm™,

MS (APCI) (Spektrum No 42)

m/z (% bagil bolluk): 42 (47), 101 (29), 108 (81), 128 (85), 169 (67), 284 (100,
M+H"), 286 (27, M+H+2").

4.1.22. 4-amino-N-(4-metiltiyazol-2-il)benzensiilfonamit (A28)

wioN
-N<
HZNO'S' " s]/

o

Verim: %23, Erime Derecesi: 241 °C
IR (Spektrum No 43)

vmaks (FT/ATR): 3441, 3354, 3239 (Amino ve siilfonamit grubu N-H gerilme bandi),
3097 (Aromatik C-H gerilme bandi), 2914 (Alifatik C-H gerilme), 1644 (N-H egilme
bandi), 1594, 1568, 1524, 1502, 1449,1409 (C=C gerilme bandi), 1389 (-SO,-
asimetrik gerilme bandi), 1180 (-SO,- simetrik gerilme bandi), 896 (C-S gerilme
bandi, tiyazol), 830 (C-H diizlem dis1 egilme bandi p-distibstitiic benzen), 688 (C-H

egilme bandu, tiyazol) cm™.
MS (APCI) (Spektrum No 44)

m/z (% bagil bolluk): 42 (27), 56 (16), 92 (41), 108 (89), 133 (100) 156 (65), 270
(12, M+H").
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4.1.23. 4-amino-N-(pirimidin-2-il)benzensiilfonamit (A29)
o=
s OHHLD
Verim: %15, Erime Derecesi: 265 °C
IR (Spektrum No 45)

Vmaks (FT/ATR): 3421, 3352, 3258 (Amino ve siilfonamit grubu N-H gerilme band),
3036, 2870, 2736 (Aromatik C-H gerilme bandi), 1651 (N-H egilme bandi), 1577,
1489, 1439, 1406 (C=C gerilme band1), 1324 (-SO,- asimetrik gerilme band1), 1147
(-SO,- simetrik gerilme band1), 842 (C-H diizlem dis1 egilme bandi, p-disiibstitiie

benzen) cm™,
MS (APCI) (Spektrum No 46)

m/z (% bagil bolluk): 42 (48), 108 (68), 133 (100), 156 (18), 251 (5, M+H").

4.1.24. 4-amino-N-(5-metilizoksazol-3-il)benzensiilfonamit (A30)
O H
o) N~

Verim: %12, Erime Derecesi: 229 °C

IR (Spektrum No 47)

Vmaks (FT/ATR): 3475, 3384, 3280 (Amino ve siilfonamit grubu N-H gerilme bandi),
3080 (Aromatik C-H gerilme bandi), 2989, 2895 (Alifatik C-H gerilme band1), 1635
(N-H egilme bandi), 1617, 1594, 1504, 1469 (C=C gerilme bandi), 1328 (-SO,-
asimetrik gerilme band1), 1154 (-SO,- simetrik gerilme bandi), 831 (C-H diizlem dis1

egilme bandi p-disiibstitiie benzen) cm™.
MS (APCI) (Spektrum No 48)

m/z (% bagil bolluk): 42 (10), 56 (14), 65 (18), 80 (17), 93 (36), 108 (90), 133 (100),
149 (40), 156 (25), 254 (7, M+H").
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4.1.25. 4-((3-kloro-1,4-diokso-1,4-dihidronaftalen-2-il)amino)benzoik asit (A31)

o ¥
N
@ on
Cl
@) O

Verim: % 33, Erime derecesi: 307 °C
IR (Spektrum No 49)

Vmaks (FT/ATR): 3295 (Sekonder amin N-H gerilme band1), 3075, 2971 (O-H gerilme
bandi; Aromatik C-H gerilme bandi), 1664 (C=0 gerilme bandi), 1592, 1574, 1519,
1495 (C=C gerilme bandi), 1417 (O-H egilme bandi), 1284 (C-N gerilme bandi), 857

(C-H diizlem dis1 egilme band, p-disiibstitiie benzen) cm™.
MS (APCI) (Spektrum No 50)

m/z (% bagl bolluk): 42 (100), 56 (25), 83 (43), 283 (6), 328 (3, M+H"), 330 (1,
M+H+2").
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4.1.26. 4-((3-kloro-1,4-diokso-1,4-dihidronaftalen-2-il)amino)-N-fenilbenzen

siilfonamit (NS1)
4 H
0 I 2
5 3 2 O\\ N
6 Cl 1S 3
o] 3 A\
7 O‘ /©/ (O 4
6
2 N 4 5
8 [ 5
O H

Verim: %40, Erime Derecesi: 218 °C; 220-223°C (42)
IR (Spektrum No 51)

Vmaks (FT/ATR): 3299, 3228 (Sekonder amin ve siilfonamit N-H gerilme bandi), 2923
(Aromatik C-H gerilme bandi), 1667, 1607 (C=0 gerilme band1), 1588, 1574, 1501
(C=C gerilme band1), 1327 (-SO,- asimetrik gerilme bandi), 1150 (-SO,- simetrik
gerilme bandi), 849 (C-H diizlem dis1 egilme bandi, p-disiibstitiic benzen), 746 (C-H

diizlem dis1 egilme bandi, o-siibstitiie benzen) cm™.
'H NMR (Spektrum No 52)

400 MHz, DMSO-ds: 6 10.11 (1H, bs, SO,NH), 9.46 (1H, bs, NH-fenil), 8.02 (1H,
dd, J=7.6; 1.2 Hz, Naftokinon H-5 veya H-8), 8.01 (1H, dd, J=7.6; 1.2 Hz,
Naftokinon H-5 veya H-8), 7.86 (1H, td, J=7.4; 1.5 Hz, Naftokinon H-6 veya H-7),
7.80 (1H, td, J=7.4; 1.5 Hz, Naftokinon H-6 veya H-7), 7.61 (2H, d, J=8.8 Hz,
Benzen H-2 ve H-6), 7.20 (2H, dd, J=8.8; 1.9 Hz, Fenil H-3 ve H-5), 7.14 (2H, d,
J=8.8 Hz, Benzen H-3 ve H-5), 7.07 (2H, dd, J=8.8; 1.2 Hz, Fenil H-2 ve H-6), 7.00
(1H, tt, J=7.4; 1.2 Hz, Fenil H-4) ppm.

MS (APCI) (Spektrum No 53)

m/z (% bagil bolluk): 42 (78), 56 (100), 83 (35), 115 (16), 439 (12, M+H"), 441 (6,
M+H+2").

Elementel Analiz: C;,H15CIN20,4S.1.3 CH,Cl igin M.A.= 549.29 g/mol
Hesaplanan (%): C, 51.07; H, 3.00; N, 5.11; S, 5.85

Bulunan (%): C, 51.26; H, 3.36; N, 5.19; S, 5.45.
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4.1.27. 4-((3-kloro-1,4-diokso-1,4-dihidronaftalen-2-il)amino)-N-(2-
etilfenil)benzensiilfonamit (NS2)

0 0
O\\ _N
Cl S
A\Y
9e¢eh
y
(0] H

Verim: %13, Erime Derecesi: 258 °C
IR (Spektrum No 54)

Vmaks (FT/ATR): 3245, 3227 (Sekonder amin ve siilfonamit N-H gerilme bandi), 3020
(Aromatik C-H gerilme bandi), 2971 (Alifatik C-H gerilme bandi), 1673, 1643 (C=0
gerilme bandi), 1591, 1569, 1507 (C=C gerilme band1), 1329 (-SO,- asimetrik
gerilme bandi), 1158 (-SO,- simetrik gerilme bandi), 851 (C-H diizlem dis1 egilme
bandi, p-disiibstitie benzen), 741 (C-H diizlem dis1 egilme bandi, O-siibstitiie

benzen) cm™.
'H NMR (Spektrum No 55)

400 MHz, DMSO-dg: 6 9.52 (1H, bs, SO,NH), 9.43 (1H, bs, NH-fenil), 8.03 (2H, dd,
J=7.6; 1.2 Hz, Naftokinon H-5 ve H-8), 7.86 (1H, td, J=7.6; 1.2 Hz, Naftokinon H-6
veya H-7), 7.81 (1H, td, J=7.6; 1.2 Hz, Naftokinon H-6 veya H-7), 7.52 (2H, d,
J=8.4 Hz, Benzen H-2 ve H-6), 7.17 (2H, d, J=8.4 Hz, Benzen H-3 ve H-5), 7.19-
7.11 (2H, m, Fenil H-4 ve H-6), 7.04 (1H, td, J=7.6; 1.3 Hz, Fenil H-5), 6.88 (1H, dd,
J=8.0; 1.2 Hz, Fenil H-3), 2.46 (2H, q, J=7.6 Hz, CH,), 0.98 (3H, t, J=7.6 Hz, CHj)
ppm.

MS (APCI) (Spektrum No 56)

m/z (% bagil bolluk): 56 (38), 74 (100), 95 (30), 121 (35), 467 (12, M+H"), 469 (4,
M+H+2").

Elementel Analiz: Cy4H21CIN,O4S i¢in M.A.= 468.95 g/mol
Hesaplanan (%): C, 61.73; H, 4.10; N, 6.10; S, 6.87
Bulunan (%): C, 61.74; H, 4.18; N, 5.73; S, 7.10.
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4.1.28. 4-((3-kloro-1,4-diokso-1,4-dihidronaftalen-2-il)amino)-N-(2-

izopropil)benzensiilfonamit (NS3)

H
O I
W\ _N
Cl S\
o
b
O H

Verim: %43, Erime Derecesi: 186 °C
IR (Spektrum No 57)

Vmaks (FT/ATR): 3238 (Siilfonamit N-H gerilme band1), 3085 (Aromatik C-H gerilme
band1), 2968 (Alifatik C-H gerilme bandi), 1672, 1643 (C=0O gerilme band1), 1590,
1567, 1507 (C=C gerilme bandi), 1327 (-SO,- asimetrik gerilme bandi), 1155 (-SO,-
simetrik gerilme bandi), 850 (C-H diizlem dis1 egilme bandi, p-disiibstitiic benzen),

738 (C-H diizlem dis1 egilme bandi, o-siibstitiie benzen) cm™.
'H NMR (Spektrum No 58)

400 MHz, DMSO-ds: 6 9.47 (1H, bs, NH-fenil), 8.03 (2H, d, J=7.2 Hz, Naftokinon
H-5 ve H-8), 7.88-7.79 (2H, m, Naftokinon H-6 ve H-7), 7.53 (2H, d, J=8.0 Hz,
Benzen H-2 ve H-6), 7.26 (1H, d, J=7.6 Hz, Fenil H-6), 7.16 (2H, d, J=8.4 Hz,
Benzen H-3 ve H-5), 7.19-7.15 (1H, m, Fenil H-4), 7.02 (1H, t, J=7.6 Hz, Fenil H-5),
6.82 (1H, d, J=7.6 Hz, Fenil H-3), 3.29-3.23 (1H, m, CH(CHg),), 0.98 (6H, d, J=6.8
Hz, 2xCH3) ppm.

MS (APCI) (Spektrum No 59)

m/z (% bagil bolluk): 281 (100), 297 (21), 346 (21), 479 (6, M-H"), 481 (M-H+2).
Elementel Analiz: Cy5H21CIN204S.0.2 H,0 i¢in M.A.= 484.57 g/mol

Hesaplanan (%): C, 61.97; H, 4.45; N, 5.78; S, 6.62

Bulunan (%): C, 61.58; H, 4.07; N, 5.49; S, 6.71.

139



4.1.29. 4-((3-kloro-1,4-diokso-1,4-dihidronaftalen-2-il)amino)-N-(4-

metoksifenil)benzensiilfonamit (NS9)

H
I Cl O\\S’Il]
% CL
O Qr o
I

Verim: %26, Erime Derecesi: 240 °C (dekompoze); 233-234°C (42)
IR (Spektrum No 60)

Umaks (FT/ATR): 3296, 3241 (Sekonder amin ve siilfonamit N-H gerilme bandi), 3085
(Aromatik C-H gerilme bandi), 2990 (Alifatik C-H gerilme bandi), 1668, 1607 (C=0
gerilme band1), 1589, 1567, 1575, 1506 (C=C gerilme band1), 1439 (CHj3 asimetrik
gerilme bandi), 1391 (CHjz simetrik gerilme bandi), 1324 (-SO,- asimetrik gerilme
bandi), 1150 (-SO,- simetrik gerilme bandi), 1107 (=C-O-C gerilme bandi), 848 (C-
H diizlem dis1 egilme bandi, p-disiibstitiic benzen), 746 (C-H diizlem dis1 egilme

bandi, 0-siibstitiic benzen) cm™.
'H NMR (Spektrum No 61)

400 MHz, DMSO-dg: 6 9.82 (1H, bs, SO,NH), 9.48 (1H, bs, NH-fenil), 8.02 (2H, dd,
J=8.4; 1.6 Hz, Naftokinon H-5 ve H-8), 7.88-7.79 (2H, m, Naftokinon H-6 ve H-7),
7.54 (2H, d, J=8.8 Hz, Benzen H-2 ve H-6), 7.13 (2H, d, J=8.8 Hz, Benzen H-3 ve
H-5), 6.96 (2H, d, J=8.8 Hz, Fenil H-2 ve H-6), 6.76 (2H, d, J=8.8 Hz, Fenil H-3 ve
H-5), 3.65 (3H, s, OCH3) ppm.

MS (APCI) (Spektrum No 62)

m/z (% bagil bolluk): 56 (100), 74 (50), 115 (38), 299 (21), 355 (26), 387 (24), 469
(1, M+H"), 471 (0.3, M+H+2").

Elementel Analiz: C;3H17CIN,05S.1.3 CH,Cl, igin M.A.= 579.31 g/mol
Hesaplanan (%): C, 56.11; H, 4.01; N, 5.69; S, 6.51

Bulunan (%): C, 56.26; H, 4.36; N, 5.81; S, 6.45.
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4.1.30. 4-((3-kloro-1,4-diokso-1,4-dihidronaftalen-2-il)amino)-N-(3-

nitrofenil)benzensiilfonamit (NS11)

0 0
C)\\ ’N N02
Cl S
A\
b
O H

Verim: %59, Erime Derecesi: 268 °C
IR (Spektrum No 63)

Vmaks (FT/ATR): 3260, 3257 (Siilfonamit N-H gerilme bandi), 3100 (Aromatik C-H
gerilme bandi), 1677, 1637 (C=0O gerilme band1), 1590, 1562, 1504, (C=C gerilme
band1), 1527 (-NO; asimetrik gerilme bandi), 1331 (-SO,- asimetrik gerilme bandi),
1158 (-SO,- simetrik gerilme bandi), 852 (C-H diizlem dis1 egilme, p-disiibstitiie
benzen), 801, 788 (C-H, diizlem dis1 egilme bandi, m-siibstitiie benzen) 739 (C-H

diizlem dis1 egilme bandi, o-siibstitiie benzen) cm™.
'H NMR (Spektrum No 64)

400 MHz, DMSO-dg: 6 10.76 (1H, s, SO,NH), 9.50 (1H, s, NH-fenil), 8.02 (2H, dd,
J=8.0; 1.6 Hz, Naftokinon H-5 ve H-8), 7.90-7.78 (4H, m, Naftokinon H-6 ve H-7,
Fenil H-2 ve H-4), 7.67 (2H, d, J=8.8 Hz, Benzen H-2 ve H-6), 7.55-7.50 (2H, m,
Fenil H-5 ve H-6), 7.16 (2H, d, J=8.8 Hz, Benzen H-3 ve H-5) ppm.

MS (APCI) (Spektrum No 65)

m/z (% bagil bolluk): 43 (100), 56 (82), 484 (1, M+H"), 486 (0.3, M+H+2").
Elementel Analiz: C;,H14CIN3O6S igin M.A.= 483.88 g/mol

Hesaplanan (%): C, 54.61; H, 2.92; N, 8.68; S, 6.63

Bulunan (%): C, 54.59; H, 3.16; N, 8.29; S, 6.86.
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4.1.31. 4-((3-kloro-1,4-diokso-1,4-diokso-1,4-dihidronaftalen-2-il)  amino)-N-(4-

nitrofenil)benzensiilfonamit (NS12)

H
I Cl O\\S’Ill
\
Oy L
N NO,
O H

Verim: %21, Erime Derecesi: 271 °C
IR (Spektrum No 66)

Vmaks (FT/ATR): 3300, 3252 (Sekonder amin ve siilfonamit N-H gerilme bandi), 2990
(Aromatik C-H gerilme band1), 1676, 1639 (C=0 gerilme bandi), 1592, 1565, 1491
(C=C gerilme band1), 1508 (-NO, asimetrik gerilme bandi), 1332 (-SO,- asimetrik
gerilme bandi), 1155 (-SO,- simetrik gerilme bandi), 849, 834 (C-H diizlem dis1
egilme bandi, p-disiibstitiic benzen), 736 (C-H diizlem dis1 egilme bandi, o-siibstitiie

benzen) cm™.
'H NMR (Spektrum No 67)

400 MHz, DMSO-dg: 6 11.10 (1H, bs, SO,NH), 9.49 (1H, bs, NH-fenil), 8.12 (2H, d,
J=9.1 Hz, Fenil H-3 ve H-5), 8.02 (2H, dd, J=8.0; 1.6 Hz, Naftokinon H-5 ve H-8),
7.86 (1H, td, J=7.4; 1.5 Hz, Naftokinon H-6 veya H-7), 7.81 (1H, td, J=7.4; 1.5 Hz,
Naftokinon H-6 veya H-7), 7.74 (2H, d, J=8.8 Hz, Benzen H-2 ve H-6), 7.30 (2H, d,
J=9.1 Hz, Fenil H-2 ve H-6), 7.18 (2H, d, J=8.8 Hz, Benzen H-3 ve H-5) ppm.

MS (APCI) (Spektrum No 68)

m/z (% bagil bolluk): 42 (97), 56 (100), 83 (20), 484 (12, M+H"), 486 (4, M+H+2").
Elementel Analiz: C,,H14CIN3OgS i¢in M.A.= 483.88 g/mol

Hesaplanan (%): C, 54.61; H, 2.92; N, 8.68; S, 6.63

Bulunan (%): C, 54.52; H, 3.11; N, 8.54; S, 6.48.
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4.1.32. 4-((3-kloro-1,4-diokso-1,4-dihidronaftalen-2-il)amino)-N-(2-
klorofenil)benzensiilfonamit (NS13)

(0] fe) II{ ¢
yerle
QX
N
T

Verim: %8, Erime Derecesi: 254 °C
IR (Spektrum No 69)

Vmaks (FT/ATR): 3262 (Siilfonamit N-H gerilme band1), 3047 (Aromatik C-H gerilme
band1), 1671, 1645 (C=0O gerilme band1), 1591, 1568, 1504 (C=C gerilme bandi),
1337 (-SO,- asimetrik gerilme bandi), 1166 (-SO,- simetrik gerilme bandi), 850 (C-H
diizlem dis1 egilme bandi, p-disiibstitiic benzen), 741 (C-H diizlem dis1 egilme bandi,

o-siibstitiie benzen) cm™.
'H NMR (Spektrum No 70)

400 MHz, DMSO-ds: 6 9.80 (1H, bs, SO,NH), 9.51 (1H, bs, NH-fenil), 8.03 (2H, dd,
J=7.6; 1.2 Hz, Naftokinon H-5 ve H-8), 7.88-7.79 (2H, m, Naftokinon H-6 ve H-7),
7.56 (2H, d, J=7.6 Hz, Benzen H-2 ve H-6), 7.37 (1H, d, J=7.6 Hz, Fenil H-3), 7.26-
7.25 (2H, m, Fenil H-5 ve H-6), 7.16-7.14 (3H, m, Fenil H-4, Benzen H-3 ve H-5)
ppm.

MS (APCI) (Spektrum No 71)

m/z (% bagl bolluk): 42 (100), 56 (92), 83 (20), 355 (10), 473 (1, M+H"), 475 (0.3,
M+H+2%), 477 (0.1, M+H-+4").

Elementel Analiz: C,,H14CI;N20,4S.0.3 H,0 igin M.A.= 478.73 g/mol
Hesaplanan (%): C, 55.19; H, 3.07; N, 5.85; S, 6.70

Bulunan (%): C, 55.56; H, 3.25; N, 5.51; S, 6.70.
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4.1.33. 4-((3-kloro-1,4-diokso-1,4-dihidronaftalen-2-il)amino)-N-(3-
klorofenil)benzensiilfonamit (NS14)

H
O o

\ _N
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O‘ /©/ ©

N
O H

Cl

Verim: %9, Erime Derecesi: 266 °C
IR (Spektrum No 72)

Vmaks (FT/ATR): 3254 (Siilfonamit N-H gerilme bandr), 3085 (Aromatik C-H gerilme
bandi) 1677, 1636 (C=0O gerilme band1), 1592, 1561, 1506, 1489 (C=C gerilme
bandi), 1329 (-SO,- asimetrik gerilme bandi), 1156 (-SO,- simetrik gerilme bandi),
852 (C-H diizlem dis1 egilme bandi, p-disiibstitiie benzen), 804, 788 (C-H diizlem
dist egilme bandi, m-siibstitiie benzen), 738 (C-H diizlem dis1 egilme bandi, o-

siibstitiie benzen) cm™.
'H NMR (Spektrum No 73)

400 MHz, DMSO-dg: 6 10.38 (1H, bs, SO,NH), 9.48 (1H, bs, NH-fenil), 8.02 (2H,
dd, J=7.6; 1.6 Hz, Naftokinon H-5 ve H-8), 7.87-7.80 (2H, m, Naftokinon H-6 ve H-
7), 7.63 (2H, d, J=8.0 Hz, Benzen H-2 ve H-6), 7.24 (1H, t, J=8.4 Hz, Fenil H-5),
7.16 (2H, d, J=8.0 Hz, Benzen H-3 ve H-5), 7.07-7.04 (3H, m, Fenil H-2, H-4 ve H-
6) ppm.

MS (APCI) (Spektrum No 74)

m/z (% bagil bolluk): 33 (18), 42 (100), 56 (32), 473 (1, M+H"), 475 (0.3, M+H+2"),
477 (0.1, M+H+4".

Elementel Analiz: Cy,H14CI2N204S igin M.A.= 473.32 g/mol
Hesaplanan (%): C, 55.82; H, 2.98; N, 5.92; S, 6.77

Bulunan (%): C, 55.70; H, 3.23; N, 5.57; S, 6.41.
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4.1.34. 4-((3-kloro-1,4-diokso-1,4-dihidronaftalen-2-il)amino)-N-(4-
klorofenil)benzensiilfonamit (NS15)

0 0
O\\ _N
Cl S
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O
Cl
b
O H

Verim: %23, Erime Derecesi: 270 °C; 272 °C (dekompoze) (42)
IR (Spektrum No 75)

Umaks (FT/ATR): 3297, 3232 (Sekonder amin ve siilfonamit N-H gerilme bandy,),
3066 (Aromatik C-H gerilme bandi), 1668, 1607 (C=O gerilme bandi), 1589, 1574,
1504 (C=C gerilme bandi), 1322 (-SO,- asimetrik gerilme bandi), 1151 (-SO,-
simetrik gerilme bandi), 848 (C-H diizlem dis1 egilme bandi, p-disiibstitiic benzen),
750 (C-H diizlem dist egilme bandi, o-siibstitiie benzen) cm™.

'H NMR (Spektrum No 76)

400 MHz, DMSO-dg: 6 10.27 (1H, bs, SO,NH), 9.49 (1H, bs, NH-fenil), 8.03 (1H,
dd, J=7.6; 1.6 Hz, Naftokinon H-5 veya H-8), 8.01 (1H, dd, J=7.6; 1.6 Hz,
Naftokinon H-5 veya H-8), 7.86 (1H, td, J=7.4; 1.5 Hz, Naftokinon H-6 veya H-7),
7.81 (1H, td, J=7.4; 1.5 Hz, Naftokinon H-6 veya H-7), 7.60 (2H, d, J=8.0 Hz,
Benzen H-2 ve H-6), 7.27 (2H, d, J=8.0 Hz, Fenil H-2 ve H-6), 7.15 (2H, d, J=8.0
Hz, Benzen H-3 ve H-5), 7.07 (2H, d, J=8.0 Hz, Fenil H-3 ve H-5) ppm.

MS (APCI) (Spektrum No 77)

m/z (% bagil bolluk): 42 (100), 56 (18), 473 (1, M+H"), 475 (0.6, M+H+2"), 477
(0.1, M+H+4").

Elementel Analiz: C;,H14CI:N204S.0.1 CoHgO igin M.A.= 477.93 g/mol
Hesaplanan (%): C, 55.79; H, 3.08; N, 5.86; S, 6.71

Bulunan (%): C, 55.70; H, 3.13; N, 5.65; S, 6.51.
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4.1.35. N-(4-bromofenil)-4-((3-kloro-1,4-diokso-1,4-dihidronaftalen-2-

il)Jamino)benzensiilfonamit (NS16)

0 i
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O
Br
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O H

Verim: %59, Erime Derecesi: 276 °C
IR (Spektrum No 78)

Umaks (FT/ATR): 3296, 3229 (Sekonder amin ve siilfonamit N-H gerilme bandi), 3085
(Aromatik C-H gerilme bandi), 1670, 1646 (C=0O gerilme band1), 1588, 1574, 1507
(C=C gerilme bandi), 1341 (-SO,- asimetrik gerilme band1), 1152 (-SO,- simetrik
gerilme bandi), 848 (C-H diizlem dis1 egilme bandi, p-disiibstitiic benzen), 748 (C-H

diizlem dis1 egilme bandi, 0-siibstitiie benzen) cm™.
'H NMR (Spektrum No 79)

400 MHz, DMSO-dg: 6 10.29 (1H, s, SO,NH), 9.49 (1H, s, NH-fenil), 8.03 (1H, dd,
J=7.6; 1.6 Hz, Naftokinon H-5 veya H-8), 8.02 (1H, dd, J=7.6; 1.6 Hz, Naftokinon
H-5 veya H-8), 7.86 (1H, td, J=7.4; 1.5 Hz, Naftokinon H-6 veya H-7), 7.81 (1H, td,
J=7.4; 1.5 Hz, Naftokinon H-6 veya H-7), 7.61 (2H, d, J=8.8 Hz, Benzen H-2 ve H-
6), 7.40 (2H, d, J=8.8 Hz, Fenil H-3 ve H-5), 7.15 (2H, d, J=8.4 Hz, Benzen H-3 ve
H-5), 7.02 (2H, d, J=8.8 Hz, Fenil H-2 ve H-6) ppm.

MS (APCI) (Spektrum No 80)

m/z (% bagl bolluk): 42 (100), 56 (90), 517 (1, M+H"), 519 (0.3, M+H+2"), 521
(0.2, M+H+4").

Elementel Analiz: C;,H14BrCIN,04S.0.1 C;HgO i¢in M.A.= 522.38 g/mol
Hesaplanan (%): C, 51.04; H, 2.82; N, 5.36; S, 6.14

Bulunan (%): C, 50.79; H, 2.86; N, 4.99; S, 5.74.
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4.1.36. 4-((3-kloro-1,4-diokso-1,4-dihidronaftalen-2-il)Jamino)-N-(naftalen-1-
il)benzensiilfonamit (NS17)

Verim: %47, Erime Derecesi: 291 °C
IR (Spektrum No 81)

vmaks (FT/ATR): 3278, 3225 (Sekonder amin, siilfonamit N-H gerilme bandi), 2990
(Aromatik C-H gerilme bandi), 1670, 1646 (C=O gerilme band1), 1588, 1574, 1507
(C=C gerilme band1), 1341 (-SO,- asimetrik gerilme bandi), 1151 (-SO,- simetrik
gerilme bandi), 849 (C-H diizlem dis1 egilme bandi, p-disiibstitiie benzen), 751 (C-H

diizlem dis1 egilme bandi, monosiibstitiie benzen) cm™.
'"H NMR (Spektrum No 82)

400 MHz, DMSO-dg: 6 10.08 (1H, bs, SO,NH), 9.46 (1H, bs, NH-fenil), 8.02 (2H,
dd, J=7.6; 1.2 Hz, Naftokinon H-5 ve H-8), 7.99 (1H, d, J=8.0 Hz, Naftalen H-4),
7.86 (1H, td, J=7.4; 1.5 Hz, Naftokinon H-6 veya H-7), 7.80 (1H, td, J=7.4; 1.5 Hz,
Naftokinon H-6 veya H-7), 7.76 (2H, d, J=8.0 Hz, Naftalen H-5 ve H-8), 7.53 (2H, d,
J=8.4 Hz, Benzen H-2 ve H-6), 7.43 (2H, td, J=8.0; 1.2 Hz; Naftalen H-6 ve H-7),
7.39 (1H, t, J=7.6 Hz, Naftalen H-3), 7.17 (1H, d, J=6.8 Hz, Naftalen H-2), 7.09 (2H,
d, J=8.4 Hz, Benzen H-3 ve H-5) ppm.

MS (APCI) (Spektrum No 83)

m/z (% bagil bolluk): 42 (20), 56 (100), 489 (1, M+H"), 491 (0.1, M+H+2").
Elementel Analiz: CysH17CIN,O4S i¢in M.A.= 488.94 g/mol

Hesaplanan (%): C, 63.87; H, 3.50; N, 5.73; S, 6.56

Bulunan (%): C, 63.74; H, 3.66; N, 5.37; S, 6.39.
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4.1.37. 2-kloro-3-((4-(morfolinosiilfonil)fenil)amino)naftalen-1,4-dion (NS18)

o 0
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Verim: %55, Erime Derecesi: 230 °C
IR (Spektrum No 84)

vmaks (FT/ATR): 3281 (Sekonder amin N-H gerilme bandi), 3085 (Aromatik C-H
gerilme bandi), 2990, 2876 (Alifatik C-H gerilme bandi), 1682, 1654 (C=0 gerilme
bandi), 1607, 1588, 1571, 1508 (C=C gerilme bandi), 1405 (-CH,- gerilme bandi,
morfolin), 1344 (-SO,- asimetrik gerilme bandi), 1159 (-SO,- simetrik gerilme
bandi), 1134 (C-O-C gerilme bandi, morfolin), 854, 841 (C-H diizlem dis1 egilme
bandi, p-disiibstitiie benzen), 741 (C-H diizlem dis1 egilme bandi, 0-siibstitiie benzen)
cm™,
'"H NMR (Spektrum No 85)

400 MHz, DMSO-ds: & 9.57 (1H, s, NH-fenil), 8.04 (2H, dd, J=7.6; 1.2 Hz,
Naftokinon H-5 ve H-8), 7.86 (1H, td, J=7.4; 1.5 Hz, Naftokinon H-6 veya H-7),
7.82 (1H, td, J=7.4; 1.5 Hz, Naftokinon H-6 veya H-7), 7.62 (2H, d, J=8.0 Hz,
Benzen H-2 ve H-6), 7.28 (2H, d, J=8.0 Hz, Benzen H-3 ve H-5), 3.62 (4H, t, J=4.4
Hz, Morfolin CH,-O-CH,), 2.85 (4H, t, J=4.4 Hz, Morfolin CH»-N-CH,) ppm.

MS (APCI) (Spektrum No 86)

m/z (% bagil bolluk): 42 (100), 56 (90), 433 (1, M+H"), 435 (0.3, M+H+2").
Elementel Analiz: C;oH17CIN205S.0.9 H,0 i¢in M.A.= 449.09 g/mol
Hesaplanan (%): C, 53.49; H, 3.87; N, 6.11; S, 7.00

Bulunan (%): C, 53.14; H, 3.96; N, 5.82; S, 7.02.
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4.1.38. 4-((3-kloro-1,4-diokso-1,4-dihidronaftalen-2-il)amino)-N-(piridin-2-
il)benzensiilfonamit (NS19)
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Verim: %44, Erime Derecesi: 272 °C; 262 °C (184)
IR (Spektrum No 87)

Umaks (FT/ATR): 3221 (Siilfonamit N-H gerilme bandi), 3085 (Aromatik C-H gerilme
band1) 1683, 1631 (C=0O gerilme bandi), 1605, 1574, 1516 (C=C gerilme bandi),
1352 (-SO,- asimetrik gerilme band1), 1135 (-SO,- simetrik gerilme bandi), 850 (C-H
diizlem dis1 egilme bandi, p-distibstitiie benzen), 793 (C-H egilme bandi, piridin) 739

(C-H diizlem dis1 egilme bandu, o-siibstitiie benzen) cm™.
'H NMR (Spektrum No 88)

400 MHz, DMSO-dg: 6 9.44 (1H, bs, NH-fenil), 8.04-8.00 (3H, m, Naftokinon H-5
ve H-8 Piridin H-6), 7.85 (1H, td, J=7.4; 1.5 Hz, Naftokinon H-6 veya H-7), 7.80
(1H, td, J=7.4; 1.5 Hz, Naftokinon H-6 veya H-7), 7.75 (2H, d, J=8.0 Hz, Benzen H-
2 ve H-6), 7.72-7.69 (1H, m, Piridin H-5), 7.16 (2H, d, J=8.0 Hz, Benzen H-3 ve H-
5), 7.17-7.13 (1H, m, Piridin H-3), 6.86 (1H, t, J=6.4 Hz, Piridin H-4) ppm.

MS (APCI) (Spektrum No 89)

m/z (% bagil bolluk): 42 (65), 56 (100), 74 (30), 95 (42), 355 (38), 383 (25), 440 (12,
M+H"), 442 (4, M+H+2").

Elementel Analiz: C,;H14CIN304S.0.3 H,0 i¢in M.A.= 445.27 g/mol
Hesaplanan (%): C, 56.64; H, 3.30; N, 9.44; S, 7.20

Bulunan (%): C, 56.27; H, 3.43; N, 9.30; S, 6.88.
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4.1.39. 4-((3-kloro-1,4-diokso-1,4-dihidronaftalen-2-il)amino)-N-(piridin-3-
il)benzensiilfonamit (NS20)
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Verim: %10, Erime Derecesi: 267 °C
IR (Spektrum No 90)

Vmaks (FT/ATR): 3239 (Siilfonamit N-H gerilme band1), 3047, 2916, 2850 (Aromatik
C-H gerilme band1), 1730, 1671 (C=0 gerilme band1), 1650, 1588, 1568, 1508 (C=C
gerilme bandi), 1347 (-SO,- asimetrik gerilme bandi), 1160 (-SO,- simetrik gerilme
bandi), 850 (C-H diizlem dis1 egilme, p-disiibstitiie benzen), 807 (C-H egilme bandi,
piridin) cm™.

'"H NMR (Spektrum No 91)

400 MHz, DMSO-dg: 6 10.37 (1H, bs, SO;NH), 9.48 (1H, bs, NH-fenil), 8.25-8.21
(1H, m, Piridin H-2), 8.04-8.01 (2H, m, Naftokinon H-5 ve H-8), 7.86 (1H, td, J=7.4;
1.5 Hz, Naftokinon H-6 veya H-7), 7.83 (1H, td, J=7.4; 1.5 Hz, Naftokinon H-6
veya H-7), 7.79-7.76 (1H, m, Piridin H-6), 7.62 (2H, d, J=8.8 Hz, Benzen H-2 ve H-
6), 7.50-7.46 (1H, m, Piridin H-4), 7.29-7.25 (1H, m, Piridin H-5), 7.16 (2H, d, J=8.8
Hz, Benzen H-3 ve H-5) ppm.

MS (APCI) (Spektrum No 92)

m/z (% bagil bolluk): 215 (16), 273 (19), 349 (27), 393 (23), 406 (100), 440 (40,
M+H"), 442 (17, M+H+2").

Elementel Analiz: C;H14CIN30,4S.1.1 C,HgO i¢in M.A.= 490.55 g/mol
Hesaplanan (%): C, 56.81; H, 4.23; N, 8.57; S, 6.54

Bulunan (%): C, 56.47; H, 4.43; N, 8.30; S, 6.88.
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4.1.40. 4-((3-kloro-1,4-diokso-1,4-dihidronaftalen-2-il)amino)-N-(piridin-4-
il)benzensiilfonamit (NS21)
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Verim: %8, Erime Derecesi: >300 °C
IR (Spektrum No 93)

Vmaks (FT/ATR): 3235 (Siilfonamit N-H gerilme band1), 3085, 2922, 2852 (Aromatik
C-H gerilme bandi1), 1685, 1636 (C=O gerilme bandi), 1605, 1568, 1509 (C=C
gerilme bandi), 1349 (-SO,- asimetrik gerilme bandi), 1133 (-SO,- simetrik gerilme
bandi), 838 (C-H diizlem dis1 egilme bandi, p-disiibstitiie benzen), 780 (C-H egilme
bandi, p-siibstitiie piridin) 739 (C-H diizlem dis1 egilme bandi, O-siibstitiic benzen)
cm™,
'H NMR (Spektrum No 94)

400 MHz, DMSO-ds: 6 8.40 (2H, d, J=7.2 Hz, Piridin H-2 ve H-6), 7.98 (1H, dd,
J=7.6; 1.2 Hz, Naftokinon H-5 veya H-8), 7.90 (1H, dd, J=7.6; 1.2 Hz, Naftokinon
H-5 veya H-8), 7.77 (1H, td, J=7.5; 1.4 Hz, Naftokinon H-6 veya H-7), 7.65 (1H, td,
J=7.5; 1.4 Hz, Naftokinon H-6 veya H-7), 7.62 (2H, d, J=8.8 Hz, Benzen H-2 ve H-
6), 7.42 (1H, d, J=7.2 Hz, Piridin H-3 ve H-5), 6.64 (2H, d, J=8.8 Hz, Benzen H-3 ve
H-5) ppm.

MS (APCI) (Spektrum No 95)

m/z (% bagl bolluk): 215 (100), 273 (47), 349 (37), 393 (42), 440 (28, M+H"), 442
(9, M+H+2").

Elementel Analiz: C;;H14CIN30,4S. 1.2 C;HgO igin M.A.= 461.49 g/mol
Hesaplanan (%): C, 56.76; H, 4.32; N, 8.49; S, 6.47

Bulunan (%): C, 56.70; H, 4.23; N, 8.57; S, 6.41.
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4.1.41. 4-((3-kloro-1,4-diokso-1,4-dihidronaftalen-2-il)amino)-N-(3-metil-piridin-
2-il)benzensiilfonamit (NS22)
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Verim: %54, Erime Derecesi: 284 °C
IR (Spektrum No 96)

Vmaks (FT/ATR): 3329, 3259 (Sekonder amin ve siilfonamit N-H gerilme bandi), 2972
(Aromatik C-H gerilme bandi), 2884 (Alifatik C-H gerilme bandi), 1671, 1646 (C=0
gerilme bandi), 1607 (C=N gerilme bandi, piridin), 1592, 1568, 1510 (C=C gerilme
band1), 1329 (-SO,- asimetrik gerilme bandi), 1163 (-SO,- simetrik gerilme bandi),
834 (C-H diizlem dis1 egilme bandi, p-distibstitiie benzen), 797, 788 (C-H egilme
bandi, 1,2,3-trisiibstitiie piridin), 739 (C-H diizlem dis1 egilme bandi, O-siibstitiie

benzen) cm™.
'"H NMR (Spektrum No 97)

400 MHz, DMSO-dg: & 9.44 (1H, bs, NH-fenil), 8.03 (1H, dd, J=7.6; 1.2 Hz,
Naftokinon H-5 veya H-8), 8.02 (1H, dd, J=7.6; 1.2 Hz, Naftokinon H-5 veya H-8),
7.86 (1H, td, J=7.4; 1.5 Hz, Naftokinon H-6 veya H-7), 7.83-7.78 (1H, m,
Naftokinon H-6 veya H-7), 7.79 (2H, d, J=8.0 Hz, Benzen H-2 ve H-6), 7.61-7.59
(2H, m, Piridin H-4 ve H-6), 7.17 (2H, d, J=8.0 Hz, Benzen H-3 ve H-5), 6.83-6.75
(1H, m, Piridin H-5), 2.11 (3H, s, CH3) ppm.

MS (APCI) (Spektrum No 98)

m/z (% bagil bolluk): 64 (42), 56 (100), 109 (39), 182 (23), 355 (17), 454 (27,
M+H"), 456 (9, M+H+2").

Elementel Analiz: C,;H16CIN304S.0.55 H,0 igin M.A.= 463.81 g/mol
Hesaplanan (%): C, 56.97; H, 3.72; N, 9.06; S, 6.91

Bulunan (%): C, 56.53; H, 3.68; N, 8.70; S, 7.38.
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4.1.42. 4-((3-kloro-1,4-diokso-1,4-dihidronaftalen-2-il)amino)-N-(4-metilpiridin-
2-il)benzensiilfonamit (NS23)
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Verim: %51, Erime Derecesi: 283 °C
IR (Spektrum No 99)

Vmaks (FT/ATR): 3270 (Siilfonamit N-H gerilme band1), 3047 (Aromatik C-H gerilme
band1), 2917 (Alifatik C-H gerilme bandi), 1681, 1632 (C=0O gerilme band1), 1595,
1567, 1511 (C=C gerilme bandi), 1332 (-SO,- asimetrik gerilme bandi), 1145 (-SO,-
simetrik gerilme bandi), 853 (C-H diizlem dis1 egilme, p-disiibstitiie benzen), 804,
783 (C-H diizlem dis1 egilme bandi, 1,2,3-trisiibstitiie piridin), 745 (C-H diizlem dis1

egilme bandi, o-siibstitiie benzen) cm™.
'H NMR (Spektrum No 100)

400 MHz, DMSO-dg: & 9.46 (1H, bs, NH-fenil), 8.02 (1H, dd, J=7.6; 1.2 Hz,
Naftokinon H-5 veya H-8), 8.01 (1H, dd, J=7.6; 1.2 Hz, Naftokinon H-5 veya H-8),
7.85 (1H, td, J=7.4; 1.5 Hz, Naftokinon H-6 veya H-7), 7.82-7.78 (2H, m,
Naftokinon H-6 ve H-7, Piridin H-6), 7.74 (2H, d, J=8.4 Hz, Benzen H-2 ve H-6),
7.16 (2H, d, J=8.8 Hz, Benzen H-3 ve H-5), 6.97 (1H, s, Piridin H-3), 6.66 (1H, d,
J=4.8 Hz, Piridin H-5), 2.22 (3H, s, CH3) ppm.

MS (APCI) (Spektrum No 101)

m/z (% bagil bolluk): 42 (100), 56 (54), 83 (44), 355 (10), 383 (8), 454 (6, M+H"),
456 (2, M+H+2").

Elementel Analiz: C;,H16CIN304S.0.6 H,0 i¢in M.A.= 464.71 g/mol
Hesaplanan (%): C, 56.86; H, 3.73; N, 9.04; S, 6.90

Bulunan (%): C, 56.46; H, 3.78; N, 8.61; S, 6.50.
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4.1.43. 4-((3-kloro-1,4-diokso-1,4-dihidronaftalen-2-il)amino)-N-(5-metilpiridin-
2-il)benzensiilfonamit (NS24)
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Verim: %48, Erime Derecesi: 223 °C

IR (Spektrum No 102)

Vmaks (FT/ATR): 3268 (Siilfonamit N-H gerilme band1), 2985 (Aromatik C-H gerilme
bandi), 2907 (Alifatik C -H gerilme band1), 1679, 1638 (C=0 gerilme band1), 1592,
1561, 1534, 1508 (C=C gerilme bandi), 1365 (-SO,- asimetrik gerilme bandi), 1133
(-SO,- simetrik gerilme bandi), 852 (C-H diizlem dist egilme bandi, p-disiibstitiie
benzen), 825 (C-H diizlem dis1 egilme bandi, 1,2,4-tristibstitiie piridin), 751 (C-H

diizlem dis1 egilme bands, o-siibstitiie benzen) cm™.
'H NMR (Spektrum No 103)

400 MHz, DMSO-ds: 6 9.46 (1H, bs, NH-fenil), 8.02 (1H, dd J=7.6; 1.2 Hz,
Naftokinon H-5 veya H-8), 8.01 (1H, dd, J=7.6; 1.2, Naftokinon H-5 veya H-8), 7.86
(1H, td, J=7.4; 1.5 Hz, Naftokinon H-6 veya H-7), 7.88-7.86 (1H, m, Piridin H-6),
7.82 (1H, td, J=7.4; 1.5 Hz, Naftokinon H-6 veya H-7), 7.72 (2H, d, J=8.8 Hz,
Benzen H-2 ve H-6), 7.53 (1H, dd, J=8.8; 2.4 Hz, Piridin H-4), 7.15 (2H, d, J=8.8
Hz, Benzen H-3 ve H-5), 7.06 (1H, d, J=8.8 Hz, Piridin H-3), 2.12 (3H, s, CH3) ppm.

MS (APCI) (Spektrum No 104)

m/z (% bagil bolluk): 56 (100), 83 (25), 109 (56), 284 (23), 355 (25), 454 (35,
M+H"), 456 (14, M+H+2").

Elementel Analiz: C;,H16CIN3O4S igin M.A.= 453.90 g/mol
Hesaplanan (%): C, 58.21; H, 3.55; N, 9.26; S, 7.06

Bulunan (%): C, 57.99; H, 3.59; N, 9.21; S, 7.31.
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4.1.44. 4-((3-kloro-1,4-diokso-1,4-dihidronaftalen-2-il)amino)-N-(5-kloropiridin-
2-il)benzensiilfonamit (NS25)
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Verim: %53, Erime Derecesi: 230 °C
IR (Spektrum No 105)

Umaks (FT/ATR): 3336, 3228 (Sekonder amin ve siilfonamit N-H gerilme bandi),
3039, 2889 (Aromatik C-H gerilme bandi), 1667, 1608 (C=0 gerilme bandi), 1588,
1572 (C=C gerilme bandi), 1335 (-SO,- asimetrik gerilme bandi), 1159 (-SO,-
simetrik gerilme bandi), 857 (C-H diizlem dis1 egilme bandi, p-disiibstitiic benzen),
795 (C-H diizlem dis1 egilme bandi, 1,2,3-trisiibstitiie piridin), 738 (C-H diizlem dis1

egilme bandi, o-siibstitiie benzen) cm™.
'H NMR (Spektrum No 106)

400 MHz, DMSO-dg: 6 11.14 (1H, bs, SO,NH), 9.51 (1H, bs, NH-fenil), 8.20 (1H, d,
J=2.4 Hz, Piridin H-6), 8.03 (1H, dd, J=7.6; 1.2 Hz, Naftokinon H-5 veya H-8), 8.02
(1H, dd, J=7.6; 1.2 Hz, Naftokinon H-5 veya H-8), 7.86 (1H, td, J=7.4; 1.5 Hz,
Naftokinon H-6 veya H-7), 7.83-7.76 (2H, m, Nafokinon H-6 veya H-7, Piridin H-4),
7.77 (2H, d, J=8.8 Hz, Benzen H-2 ve H-6), 7.17 (2H, d, J=8.8 Hz, Benzen H-3 ve
H-5), 7.08 (1H, d, J=8.8 Hz, Piridin H-3) ppm.

MS (APCI) (Spektrum No 107)

m/z (% bagil bolluk): 42 (100), 56 (80), 83 (22), 115 (12), 248 (10), 283 (12), 323
(9), 474 (6, M+H"), 476 (4, M+H+2"), 478 (2, M+H+4").

Elementel Analiz: C,;H13CI;N30,4S.1.05 H,0.0.51 CH40 igin M.A.= 509.57 g/mol
Hesaplanan (%): C, 50.70; H, 3.39; N, 8.25; S, 6.29

Bulunan (%): C, 50.84; H, 2.91; N, 7.94; S, 5.80.
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4.1.45. 4-((3-kloro-1,4-diokso-1,4-dihidronaftalen-2-il)amino)-N-(2-kloropiridin-
3-il)benzensiilfonamit (NS26)
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Verim: %51, Erime Derecesi: 282 °C
IR (Spektrum No 108)

Umaks (FT/ATR): 3256 (Stilfonamit N-H gerilme bandi,), 3085, 2857 (Aromatik C-H
gerilme bandi), 1670, 1646 (C=0O gerilme bandi), 1591, 1567, 1504 (C=C gerilme
band1), 1331 (-SO,- asimetrik gerilme bandi), 1163 (-SO,- simetrik gerilme bandi),
850 (C-H diizlem dis1 egilme bandi, p-disiibstitiie benzen), 811, 791 (C-H diizlem
dis1 egilme bandi, 1,2,3-tristibstitlie piridin), 749 (C-H diizlem dis1 egilme bandi, o-

siibstitiie benzen) cm™.
'H NMR (Spektrum No 109)

400 MHz, DMSO-dg: 6 9.53 (1H, bs, NH-fenil), 8.20 (1H, dd, J=4.4; 1.6 Hz, Piridin
H-6), 8.03 (2H, dd, J=7.8; 1.6 Hz, Naftokinon H-5 ve H-8), 7.86 (1H, td, J=7.6; 1.2
Hz, Naftokinon H-6 veya H-7), 7.81 (1H, td, J=7.6; 1.2 Hz, Naftokinon H-6 veya H-
7), 7.72 (1H, dd, J=8.0; 1.6 Hz, Piridin H-4), 7.58 (2H, d, J=8.0 Hz, Benzen H-2 ve
H-6), 7.4 (1H, dd, J=8.0; 4.8 Hz, Piridin H-5), 7.17 (2H, d, J=8.0 Hz, Benzen H-3 ve
H-5) ppm.

MS (APCI) (Spektrum No 110)

m/z (% bagil bolluk): 42 (38), 56 (100), 83 (46), 474 (1, M+H"), 476 (0.3, M+H+2"),
478 (0.6, M+H+4".

Elementel Analiz: C;;H13CIN304S.2 H,0 i¢in M.A.= 510.34 g/mol
Hesaplanan (%): C, 49.42; H, 3.36; N, 8.23; S, 6.28

Bulunan (%): C, 49.47; H, 2.94; N, 7.80; S, 6.24.
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4.1.46. 4-((3-kloro-1,4-diokso-1,4-dihidronaftalen-2-il)amino)-N-(4-metiltiyazol-
2-il)benzensiilfonamit (NS28)
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Verim: %49, Erime Derecesi: 271 °C
IR (Spektrum No 111)

Umaks (FT/ATR): 3328, 3224 (Sekonder amin ve siilfonamit N-H gerilme bandi), 3085
(Aromatik C-H gerilme band1), 1677, 1650 (C=0 gerilme bandi), 1571, 1518 (C=C
gerilme bandi), 1386 (-SO,- asimetrik gerilme bandi), 1140 (-SO,- simetrik gerilme
bandi1), 888 (C-H egilme bandi, tiyazol), 852, 840 (C-H diizlem dis1 egilme bandi, p-

disiibstitiie benzen), 735 (C-H diizlem dis1 egilme bandi, o-siibstitiie benzen) cm™.
'"H NMR (Spektrum No 112)

400 MHz, DMSO-ds: 6 12.56 (1H, bs, SO,NH), 9.45 (1H, s, NH-fenil), 8.02 (2H, dd,
J=7.2; 1.2, Naftokinon H-5 ve H-8), 7.86 (1H, td, J= 7.4; 1.5 Hz, Naftokinon H-6
veya H-7), 7.81 (1H, td, J=7.4; 1.5 Hz, Naftokinon H-6 veya H-7), 7.67 (2H, d, J=
8.8 Hz, Benzen H-2 ve H-6), 7.17 (2H, d, J= 8.8 Hz, Benzen H-3 ve H-5), 6.36 (1H,
s, Tiyazol H-4), 2.06 (3H, s, CH3) ppm.

MS (APCI) (Spektrum No 113)

m/z (% bagil bolluk): 42 (73), 56 (100), 115 (73), 323 (26), 460 (18, M+H"), 462 (6,
M+H+2")

Elementel Analiz: CyoH14CIN30,4S,.0.5 H,0 igin M.A.= 468.93 g/mol
Hesaplanan (%): C, 51.23; H, 3.22; N, 8.96; S, 13.68

Bulunan (%): C, 51.20; H, 3.49; N, 8.56; S, 13.40.
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4.1.47. 4-((3-kloro-1,4-diokso-1,4-dihidronaftalen-2-il)amino)-N-(pirimidin-2-
il)benzensiilfonamit (NS29)
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Verim: %35, Erime Derecesi: >300 °C; 262 (dekompoze) (184)
IR (Spektrum No 114)

Vmaks (FT/ATR): 3291 (Siilfonamit N-H gerilme band1), 3028 (Aromatik C-H gerilme
bandi), 1677, 1651 (C=0 gerilme bandi), 1584, 1572, (C=C gerilme bandi), 1337 (-
SO,- asimetrik gerilme bandi), 1151 (-SO,- simetrik gerilme bandi), 945 (S-N
gerilme bandi), 850 (C-H diizlem dis1 egilme bandi, p-disiibstitiic benzen), 798 (C-H
diizlem dis1 egilme bandi, 1,2,3-trisiibstitiie pirimidin), 736 (C-H diizlem dis1 egilme

bandu, o-siibstitiie benzen) cm™.
'H NMR (Spektrum No 115)

400 MHz, DMSO-ds: & 11.63 (1H, bs, SO,NH), 9.48 (1H, s, NH-fenil), 8.49 (2H, d,
J=4.8 Hz, Pirimidin H-4 ve H-6), 8.03 (1H, dd, J=7.6; 1.2 Hz, Naftokinon H-5 veya
H-8), 8.02 (1H, dd, J=7.6; 1.2 Hz, Naftokinon H-5 veya H-8), 7.88-7.84 (1H, m,
Naftokinon H-6 veya H-7), 7.85 (2H, d, J=8.4 Hz, Benzen H-2 ve H-6), 7.81 (1H, td,
J=7.6; 1.2 Hz, Naftokinon H-6 veya H-7), 7.19 (2H, d, J=8.4 Hz, Benzen H-3 ve H-
5), 7.03 (1H, t, J=4.8 Hz, Pirimidin H-5) ppm.

MS (APCI) (Spektrum No 116)

m/z (% bagil bolluk): 42 (100), 56 (83), 83 (26), 355 (20), 383 (30), 441 (8, M+H"),
443 (3, M+H+2")

Elementel Analiz: C;oH13CIN404S.0.65 H,0 igin M.A.= 452.57 g/mol
Hesaplanan (%): C, 53.08; H, 3.19; N, 12.38; S, 7.08

Bulunan (%): C, 53.43; H, 3.58; N, 12.70; S, 7.38.
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4.1.48. 4-((3-kloro-1,4-diokso-1,4-dihidronaftalen-2-il)amino)-N-(5-
metilizoksazol-3-il)benzensiilfonamit (NS30)
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Verim: %6, Erime Derecesi: 223 °C; 215-217 °C (42)
IR (Spektrum No 117)

Vmaks (FT/ATR): 3256 (Siilfonamit N-H gerilme bandi), 3066 (Aromatik C-H gerilme
bandi), 2971 (Alifatik C-H gerilme bandi), 1672, 1646 (C=0 gerilme band1), 1587,
1567, 1513 (C=C gerilme bandi1), 1328 (-SO,- asimetrik gerilme bandi), 1237 (N-O
gerilme bandi), 1161 (-SO,- simetrik gerilme bandi), 869 (C-H egilme bandi,
izoksazol), 849 (C-H diizlem dis1 egilme bandi, p-disiibstitiie benzen), 737 (C-H

diizlem dist egilme band, o-siibstitiie benzen) cm™.
'H NMR (Spektrum No 118)

400 MHz, DMSO-dg: 6 11.27 (1H, bs, SO,NH), 9.50 (1H, s, NH-fenil), 8.04 (1H, dd,
J=7.2; 1.6 Hz, Naftokinon H-5 veya H-8), 8.02 (1H, dd, J=7.2; 1.6 Hz, Naftokinon
H-5 veya H-8), 7.87 (1H, td, J=7.4; 1.5 Hz, Naftokinon H-6 veya H-7), 7.82 (1H, td,
J=7.4; 1.5 Hz, Naftokinon H-6 veya H-7), 7.71 (2H, d, J=8.8 Hz, Benzen H-2 ve H-
6), 7.20 (2H, d, J=8.8 Hz, Benzen H-3 ve H-5), 6.12 (1H, s, Izoksazol H-4), 2.28
(3H, s, CH3) ppm.

MS (APCI) (Spektrum No 119)

m/z (% bagil bolluk): 42 (99), 56 (100), 83 (25), 355 (16), 444 (10, M+H"), 446 (3,
M+H+2")

Elementel Analiz: C;0H14CIN305S.0.3 H,0 i¢in M.A.= 449.26 g/mol
Hesaplanan (%): C, 53.47; H, 3.28; N, 9.35; S, 7.14

Bulunan (%): C, 53.03; H, 3.21; N, 9.33; S, 7.26.
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4.1.49. 4-((3-kloro-1,4-diokso-1,4-dihidronaftalen-2-il)amino)-N-fenilbenzamit
(NK1)

i W
Cl Cd
H
N

Verim: %40, Erime Derecesi: 304 °C
IR (Spektrum No 120)

Umaks (FT/ATR): 3239 (Sekonder amin ve karboksamit N-H gerilme bandi), 3066
(Aromatik C-H gerilme bandi), 1673, 1644 (C=O gerilme ve Amit I band1), 1595,
1569, 1512, 1486 (C=C gerilme bandi ve amit II bandi), 1288 (C-N gerilme bandi),
854 (C-H diizlem dis1 egilme, p-disiibstitiic benzen), 749 (C-H diizlem dis1 egilme

bandi, o-siibstitiie benzen), 691(C-H diizlem dist egilme, monosiibstitiicbenzen) cm™.
'H NMR (Spektrum No 121)

400 MHz, DMSO-ds: 6 10.12 (1H, s, CONH), 9.46 (1H, s, NH-fenil), 8.04 (2H, dt,
J=8.0; 1.6 Hz, Naftokinon H-5 ve H-8), 7.90 (2H, d, J=8.0 Hz, Benzen H-2 ve H-6),
7.86-7.79 (2H, m, Naftokinon H-6 ve H-7), 7.75 (2H, d, J=8.0 Hz, Fenil H-2 ve H-
6), 7.32 (2H, t, J=8.0 Hz, Fenil H-3 ve H-5), 7.20 (2H, d, J=8.0 Hz, Benzen H-3 ve
H-5), 7.07 (1H, t, J=7.6 Hz, Fenil H-4) ppm.

MS (APCI) (Spektrum No 122)

m/z (% bagil bolluk): 42(100), 56 (38), 310 (52), 403 (25, M+H"), 405 (9, M+H+2")
Elementel Analiz: Cy3H315CIN,0.0.5 C,HgO i¢in M.A.= 425.87 g/mol

Hesaplanan (%): C, 68.02; H, 3.99; N, 6.84

Bulunan (%): C, 67.75; H, 4.39; N, 6.88.
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4.1.50. 4-((3-kloro-1,4-diokso-1,4-dihidronaftalen-2-il)amino)-N-(2-
etilfenil)benzamit (NK2)

: 3
Cl Co
ITI
H
\
O H

Verim: %34, Erime Derecesi: 279 °C
IR (Spektrum No 123)

vmaks (FT/ATR): 3276, 3211 (Sekonder amin ve karboksamit N-H gerilme bandi),
3047 (Aromatik C-H gerilme bandi), 2967 (Alifatik C-H gerilme band1), 1676, 1642
(C=0 gerilme ve Amit I band1), 1598, 1569, 1513, 1495 (C=C gerilme band1 ve amit
II bandi), 1291 (C-N gerilme bandi), 854 (C-H diizlemdis1 egilme, p-disiibstitiie
benzen), 766 (C-H diizlem dist egilme bandi, o-siibstitiie benzen) cm™.

'"H NMR (Spektrum No 124)

400 MHz, DMSO-dg: 6 9.81 (1H, s, CONH), 9.45 (1H, s, NH-fenil), 8.04 (2H, d,
J=8.0 Hz, Naftokinon H-5 ve H-8), 7.91 (2H, d, J=8.0 Hz, Benzen H-2 ve H-6),
7.89-7.80 (2H, m, Naftokinon H-6 ve H-7), 7.28-7.26 (2H, m, Fenil H-4 ve H-5),
7.22-7.19 (4H, m, Benzen H-3 ve H-5, Fenil H-3 ve H-6), 2.61 (2H, q, J=7.6 Hz, -
CHy-), 1.12 (3H, t, J=7.6 Hz, CH3) ppm.

MS (APCI) (Spektrum No 125)

m/z (% bagil bolluk): 42 (100), 56 (30), 310 (3), 431 (1, M+H"), 433 (0.3, M+H+2")
Elementel Analiz: C;sH19CIN203.H20 igin M.A.= 448.90 g/mol

Hesaplanan (%): C, 61.73; H, 4.10; N, 6.10

Bulunan (%): C, 61.74; H, 4.18; N, 5.73.
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4.1.51. 4-((3-kloro-1,4-diokso-1,4-dihidronaftalen-2-il)amino)-N-(2-
metilfenil)benzamit (NK4)

I i
Cl (O
H
N

Verim: %40, Erime Derecesi: 303 °C
IR (Spektrum No 126)

Umaks (FT/ATR): 3219 (Sekonder amin ve karboksamit N-H gerilme bandi), 3066
(Aromatik C-H gerilme bandi), 2971 (Alifatik C-H gerilme bandi), 1675, 1639 (C=0
gerilme ve Amit I band1), 1598, 1568, 1512, 1493 (C=C gerilme bandi, amit II
band1), 1451, 1407 (CHj; asimetrik ve simetrik gerilme bandi), 1290 (C-N gerilme
band1), 855 (C-H diizlem dis1 egilme bandi, p-disiibstitiie benzen), 745 (C-H diizlem

dis1 egilme, O-siibstitiic benzen) cm™.
'H NMR (Spektrum No 127)

400 MHz, DMSO-ds: & 9.79 (1H, s, CONH), 9.45 (1H, s, NH-fenil), 8.04 (2H, d,
J=8.0 Hz, Naftokinon H-5 ve H-8), 7.92 (2H, d, J=8.0 Hz, Benzen H-2 ve H-6),
7.89-7.79 (2H, m, Naftokinon H-6 ve H-7), 7.31 (1H, dd, J=7.6; 1.4 Hz, Fenil H-6),
7.25 (1H, dd, J=7.2; 1.6 Hz, Fenil H-3), 7.21-7.12 (4H, m, Benzen H-3 ve H-5, Fenil
H-4 ve H-5), 2.22 (3H, s, CH3) ppm.

MS (APCI) (Spektrum No 128)

m/z (% bagil bolluk): 42 (54), 120 (100), 417 (1, M+H"), 419 (0.3, M+H+2")
Elementel Analiz: C,4H17CIN,03.0.6 H,0 i¢in M.A.= 422.67 g/mol
Hesaplanan (%): C, 67.40; H, 4.29; N, 6.55

Bulunan (%): C, 67.66; H, 4.69: N, 6.51.
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4.1.52. 4-((3-kloro-1,4-diokso-1,4-dihidronaftalen-2-il)amino)-N-(3-
metilfenil)benzamit (NK5)

: ;
Cl Co
ITI
H
\
O H

Verim: %46, Erime Derecesi: 261 °C
IR (Spektrum No 129)

Vmaks (FT/ATR): 3227 (Sekonder amin ve karboksamit N-H gerilme bandi), 3066
(Aromatik C-H gerilme band1), 2971 (Alifatik C-H gerilme bandi), 1674, 1641 (C=0
gerilme ve amit I band), 1593, 1567, 1530, 1512, 1489 (C=C gerilme band1 ve amit
II band), 1436, 1407 (CHj; asimetrik ve simetrik gerilme bandi), 1288 (C-N gerilme
bandi), 851 (C-H diizlem dis1 egilme bandi, p-disiibstitiie benzen), 785, 775 (C-H

diizlem dis1 egilme bandi, m-siibstitiic benzen) cm™.
'H NMR (Spektrum No 130)

400 MHz, DMSO-ds: 6 10.08 (1H, s, CONH), 9.45 (1H, s, NH-fenil), 8.04 (2H, dd,
J=8.0; 1.2 Hz, Naftokinon H-5 ve H-8), 7.90 (2H, d, J=8.0 Hz, Benzen H-2 ve H-6),
7.87-7.79 (2H, m, Naftokinon H-6 ve H-7), 7.61 (1H, s, Fenil H-2), 7.56 (1H, d,
J=8.0 Hz, Fenil H-6), 7.21-7.17 (1H, m, Fenil H-5), 7.19 (2H, d, J=8.0 Hz, Benzen
H-3 ve H-5), 6.89 (1H, d, J=8.0 Hz, Fenil H-4), 2.28 (3H, s, CH3) ppm.

MS (APCI) (Spektrum No 131)

m/z (% bagil bolluk): 42 (37), 56 (100), 65 (26), 93 (82), 106 (96), 132 (95), 149
(63), 310 (15), 417 (4, M+H"), 419 (1, M+H+2")

Elementel Analiz: Cy4H17CIN,03.1.1 C,HgO i¢in M.A.= 467.54 g/mol
Hesaplanan (%): C, 67.31; H, 5.09; N, 5.99

Bulunan (%): C, 67.07; H, 5.49; N, 6.33.
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4.1.53. 4-((3-kloro-1,4-diokso-1,4-dihidronaftalen-2-il)amino)-N-(p-
tolil)benzamit (NK6)

a=

O r @

|
o H

Verim: %20, Erime Derecesi: 261 °C
IR (Spektrum No 132)

Umaks (FT/ATR): 3220 (Sekonder amin ve karboksamit N-H gerilme bandi), 3066
(Aromatik C-H gerilme bandi), 2990 (Alifatik C-H gerilme bandi), 1675, 1640 (C=0O
gerilme ve amit I bandi), 1594, 1567, 1531, 1511, 1491 (C=C gerilme bandi ve amit
II band1), 1409 (CH3 simetrik gerilme bandi), 1290 (C-N gerilme bandi), 855 (C-H

diizlem dist egilme, p-disiibstitiie benzen) cm™.
'H NMR (Spektrum No 133)

400 MHz, DMSO-dg: 6 10.06 (1H, s, CONH), 9.45 (1H, s, NH-fenil), 8.04 (2H, d,
J=7.6 Hz, Naftokinon H-5 ve H-8), 7.88 (2H, d, J=8.4 Hz, Benzen H-2 ve H-6),
7.89-7.79 (2H, m, Naftokinon H-6 ve H-7), 7.63 (2H, d, J=8.4 Hz, Fenil H-2 ve H-
6), 7.19 (2H, d, J=8.4 Hz, Benzen H-3 ve H-5), 7.13 (2H, d, J=8.4 Hz, Fenil H-3 ve
H-5), 2.26 (3H, s, CH3) ppm.

MS (APCI) (Spektrum No 134)

m/z (% bagil bolluk): 42 (80), 56 (100), 74 (24), 203 (35), 310 (53), 417 (13, M+H"),
419 (3, M+H+2")

Elementel Analiz: C,4H17CIN,03.0.1 C,HgO.2 H,0 igin M.A.= 425.07 g/mol
Hesaplanan (%): C, 63.53; H, 4.76; N, 6.12

Bulunan (%): C, 63.68; H, 4.45; N, 6.33.
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4.1.54. 4-((3-kloro-1,4-diokso-1,4-dihidronaftalen-2-il)amino)-N-(2-
metoksifenil)benzamit (NK7)

Verim: %27, Erime Derecesi: 234 °C
IR (Spektrum No 135)

vmaks (FT/ATR): 3214 (Sekonder amin ve karboksamit N-H gerilme bandi), 3000
(Aromatik C-H gerilme bandi), 2838 (Alifatik C-H gerilme bandi), 1675, 1648 (C=0
gerilme ve Amit I band1), 1596, 1567, 1493 (C=C gerilme band1 ve amit II bandi),
1290 (C-N gerilme bandi), 1264 (C-O-C asimetrik gerilme bandi), 857 (C-H
diizlemdis1 egilme, p-disiibstitiic benzen), 765, 748 (C-H diizlem dis1 egilme, o-

siibstitiie benzen) cm™.
'"H NMR (Spektrum No 136)

400 MHz, DMSO-dg: 6 9.47 (1H, s, CONH), 9.33 (1H, s, NH-fenil), 8.04 (2H, d,
J=8.0 Hz, Naftokinon H-5 ve H-8), 7.89 (2H, d, J=8.4 Hz, Benzen H-2 ve H-6),
7.87-7.79 (2H, m, Naftokinon H-6 ve H-7), 7.76 (1H, dd, J=8.0; 1.6 Hz, Fenil H-6),
7.19 (2H, d, J=8.4 Hz, Benzen H-3 ve H-5), 7.15 (1H, td, J=7.6; 1.2 Hz, Fenil H-5),
7.07 (1H, d, J=7.6 Hz, Fenil H-3), 6.94 (1H, t, J=7.6 Hz, Fenil H-4), 3.82 (3H, s,
OCHy) ppm.

MS (APCI) (Spektrum No 137)

m/z (% bagil bolluk): 42 828),56 (34), 59 (100), 100 (22), 433 (1, M+H"), 435 (0.3,
M+H+2")

Elementel Analiz (%): Cz4H17CIN204.0.05 CH,4O i¢in M.A.= 433.76 g/mol
Hesaplanan (%): C, 66.46; H, 3.97; N, 6.46

Bulunan (%): C, 66.37; H, 4.26; N, 6.11.
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4.1.55. 4-((3-kloro-1,4-diokso-1,4-dihidronaftalen-2-il)amino)-N-(3-
metoksifenil)benzamit (NK8)

< “Og‘z@

D
(6] H

Verim: %33, Erime Derecesi: 257 °C
IR (Spektrum No 138)

vmaks (FT/ATR): 3228 (Sekonder amin ve karboksamit N-H gerilme bandi), 3046
(Aromatik C-H gerilme bandi), 2957 (Alifatik C-H gerilme bandi), 1673, 1642 (C=0
gerilme ve Amit [ band1), 1592, 1567, 1532, 1511, 1493, 1488 (C=C gerilme bandi
ve amit II bandi), 1289 (C-N gerilme bandi), 1253 (C-O-C asimetrik gerilme bandi),
852 (C-H diizlem dis1 egilme bandi, p-disiibstitiie benzen), 776 (C-H diizlem dis1

egilme bandi, m-disiibstitiie benzen) cm™.
'"H NMR (Spektrum No 139)

400 MHz, DMSO-dg: & 10.09 (1H, s, CONH), 9.45 (1H, s, NH-fenil), 8.04 (2H, dd,
J=7.6; 1.6 Hz, Naftokinon H-5 ve H-8), 7.88 (2H, d, J=8.0 Hz, Benzen H-2 ve H-6),
7.85-7.79 (2H, m, Naftokinon H-6 ve H-7), 7.45 (1H, d, J=2.0 Hz, Fenil H-2), 7.35
(1H, d, J=8.4, Fenil H-6), 7.24-7.19 (1H, m, Fenil H-5), 7.20 (2H, d, J=8.0 Hz,
Benzen H-3 ve H-5), 6.65 (1H, d, J=8.0 Hz, Fenil H-4), 3.73 (3H, s, OCH3) ppm.

MS (APCI) (Spektrum No 140)

m/z (% bagil bolluk): 42 (43), 56 (79), 124 840), 310 (100), 433 (18, M+H"), 435 (4,
M+H+2")

Elementel Analiz: C;4H17CIN20,4.0.2 H,0 i¢in M.A.= 436.46 g/mol
Hesaplanan (%): C, 66.54; H, 4.02; N, 6.42

Bulunan (%): C, 65.81; H, 4.41; N, 6.05.
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4.1.56. 4-((3-kloro-1,4-diokso-1,4-dihidronaftalen-2-il)amino)-N-(4-
metoksifenil)benzamit (NKO9)

(0]
Cl Co
QL
H
N

|
(0] H

Verim: %29, Erime Derecesi: 254 °C
IR (Spektrum No 141)

vmaks (FT/ATR): 3264, 3221 (Sekonder amin ve karboksamit N-H gerilme bandi),
3047 (Aromatik C-H gerilme bandi), 2952 (Alifatik C-H gerilme bandi), 1675, 1637
(C=0 gerilme ve Amit I band1), 1596, 1566, 1532, 1510, 1492 (C=C gerilme bandi
ve Amit II bandi), 1293 (C-N gerilme bandi), 1248 (C-O-C asimetrik gerilme bandi),
827 (C-H diizlem dis1 egilme, p-disiibstitiic benzen) cm™.

'"H NMR (Spektrum No 142)

400 MHz, DMSO-ds: 6 10.04 (1H, s, CONH), 9.47 (1H, s, NH-fenil), 8.04 (2H, dd,
J=8.0; 1.0 Hz, Naftokinon H-5 ve H-8), 7.88 (2H, d, J=8.8 Hz, Benzen H-2 ve H-6)
7.88-7.81 (2H, m, Naftokinon H-6 ve H-7), 7.65 (2H, d, J=9.2 Hz, Fenil H-2 ve H-
6), 7.19 (2H, d, J=8.8 Hz, Benzen H-3 ve H-5), 6.90 (2H, d, J=9.2, Fenil H-3 ve H-
5), 3.72 (3H, s, OCHz3) ppm.

MS (APCI) (Spektrum No 143)

m/z (% bagil bolluk): 42 (36), 56 (100), 83 (10), 433 (1, M+H"), 435 (0.6, M+H+2")
Elementel Analiz: C;4H17CIN20,4.1.8 H,0 i¢in M.A.= 465.29 g/mol

Hesaplanan (%): C, 61.95; H, 4.46; N, 6.02

Bulunan (%): C, 61.73; H, 4.08; N, 5.91.

167



4.1.57. 4-((3-kloro-1,4-diokso-1,4-dihidronaftalen-2-il)amino)-N-(3-
nitrofenil)benzamit (NK11)

i i
Cl (O
H
N

|
(6] H

Verim: %9, Erime Derecesi: 297 °C
IR (Spektrum No 144)

vmaks (FT/ATR): 3390, 3227 (Sekonder amin ve karboksamit N-H gerilme bandi),
3085 (Aromatik C-H gerilme band1), 1671, 1648 (C=0O gerilme ve Amit I bandi),
1594, 1574, 1545 (C=C gerilme band1 ve Amit II bandi), 1514 (-NO, asimetrik
gerilme bandi), 1331 (-NO; simetrik gerilme bandi), 1286, 1242 (C-N gerilme
bandi), 852 (C-H diizlem dis1 egilme bandi, p-disiibstitiie benzen), 758 (C-H diizlem

dis1 egilme bandi, m-siibstitiie benzen) cm™.
'"H NMR (Spektrum No 145)

400 MHz, DMSO-ds: 6 10.60 (1H, s, CONH), 9.51 (1H, s, NH-fenil), 8.79 (1H, t,
J=1.2 Hz, Fenil H-2), 8.19 (1H, dd, J=8.0; 1.0 Hz, Fenil H-4), 8.05 (2-H, dt, J=8.0;
1.4 Hz, Naftokinon H-5 ve H-8), 7.94 (2H, d, J=8.0 Hz, Benzen H-2 ve H-6), 7.95-
7.91 (1H, m, Fenil H-6), 7.87 (1H, td, J=7.6; 1.6 Hz, Naftokinon H-6 veya H-7), 7.82
(1H, td, J=7.6; 1.6 Hz, Naftokinon H-6 veya H-7), 7.64 (1H, t, J=8.0 Hz, Fenil H-5),
7.23 (2H, d, J=8.0 Hz, Benzen H-3 ve H-5) ppm.

MS (APCI) (Spektrum No 146)

m/z (% bagil bolluk): 44 (100), 446 (53, M-H), 448 (M-H+2")
Elementel Analiz: C,3H14CIN305.0.68 H,0 igin M.A.= 460.08 g/mol
Hesaplanan (%): C, 60.04; H, 3.37; N, 9.13

Bulunan (%): C, 60.17; H, 3.47; N, 8.73.
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4.1.58. 4-((3-kloro-1,4-diokso-1,4-dihidronaftalen-2-il)amino)-N-(4-
nitrofenil)benzamit (NK12)

b Y
SN

|
H

.
ZQQ
Q

Verim: %13, Erime Derecesi: >300 °C
IR (Spektrum No 147)

Vmaks (FT/ATR): 3206 (Sekonder amin ve karboksamit N-H gerilme bandi), 3028
(Aromatik C-H gerilme bandi), 1673, 1645 (C=0O gerilme ve Amit I band1), 1594,
1568, 1498 (C=C gerilme bandi ve amit II bandi), 1539 (-NO, asimetrik gerilme
band1), 1331 (-NO; simetrik gerilme bandi), 1290 (C-N gerilme band1), 850 (C-H

diizlem dist egilme band, p-disiibstitiie benzen) cm™.
'"H NMR (Spektrum No 148)

400 MHz, DMSO-dg: 6 10.69 (1H, s, CONH), 9.50 (1H, s, NH-fenil), 8.25 (2H, d,
J=8.2 Hz, Fenil H-3 ve H-5), 8.05 (2H, d, J=8.4 Hz, Fenil H-2 ve H-6), 8.08-8.02
(2H, m, Naftokinon H-5 ve H-8), 7.92 (2H, d, J=8.4 Hz, Benzen H-2 ve H-6), 7.89-
7.80 (2H, m, Naftokinon H-6 ve H-7), 7.22 (2H, d, J=8.4 Hz, Benzen H-3 ve H-5)

ppm.
MS (APCI) (Spektrum No 149)

m/z (% bagil bolluk): 44 (94), 63 (27), 137 (17), 256 (24), 446 (100, M-H"), 448 (31,
M-H+2")

Elementel Analiz: Cy3H14CIN305.0.5 H,0 i¢in M.A.= 456.84 g/mol
Hesaplanan (%): C, 60.00; H, 3.37; N, 9.02

Bulunan (%): C, 60.39; H, 3.46; N, 8.62.
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4.1.59. 4-((3-kloro-1,4-diokso-1,4-dihidronaftalen-2-il)amino)-N-(2-
klorofenil)benzamit (NK13)

Verim: %39, Erime Derecesi: >300 °C
IR (Spektrum No 150)

vmaks (FT/ATR): 3219 (Sekonder amin ve karboksamit N-H gerilme bandi), 3047
(Aromatik C-H gerilme bandi), 1674, 1644 (C=0O gerilme ve Amit I band1), 1593,
1569, 1515, 1494 (C=C gerilme band1 ve amit II bandi), 1291 (C-N gerilme bandi),
854 (C-H diizlem dis1 egilme bandi, p-disiibstitiie benzen), 766, 746 (C-H diizlem

dis1 egilme bandi, 0-siibstitiic benzen) cm™.
'H NMR (Spektrum No 151)

400 MHz, DMSO-dg: 6 9.98 (1H, s, CONH), 9.50 (1H, s, NH-fenil), 8.04 (2H, dd,
J=8.0; 1.2 Hz, Naftokinon H-5 ve H-8), 7.92 (2H, d, J=8.4 Hz, Benzen H-2 ve H-6),
7.89 (1H, td, J=7.6; 1.6 Hz, Naftokinon H-6 veya H-7), 7.82 (1H, J=7.6; 1.6 Hz,
Naftokinon H-6 veya H-7), 7.55 (2H, dd, J=8.0; 1.6 Hz, Fenil H-3 ve H-6), 7.37 (1H,
td, J=7.6; 1.6 Hz, Fenil H-4), 7.27 (1H, td, J=7.6; 1.6 Hz, Fenil H-5), 7.20 (2H, d,
J=8.8 Hz, Benzen H-3 ve H-5) ppm.

MS (APCI) (Spektrum No 152)

m/z (% bagil bolluk): 42 (100), 56 (10), 437 (1, M+H"), 439 (0.3, M+H+2"), 441
(0.15, M+H+4")

Elementel Analiz: Cy3H14CI;N203.C2Hg0.1.4 H,0 i¢in M.A.= 498.55 g/mol
Hesaplanan (%): C, 59.04; H, 4.52; N, 5.51

Bulunan (%): C, 58.75; H, 4.14; N, 5.29.
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4.1.60. 4-((3-kloro-1,4-diokso-1,4-dihidronaftalen-2-il)amino)-N-(3-
klorofenil)benzamit (NK14)

Verim: %28, Erime Derecesi: 267 °C
IR (Spektrum No 153)

Vmaks (FT/ATR): 3230 (Sekonder amin ve karboksamit N-H gerilme bandi), 3028
(Aromatik C-H gerilme band1), 1672, 1644 (C=0O gerilme ve Amit I band1), 1592,
1568, 1510 (C=C gerilme band1 ve amit II bandi), 1285 (C-N gerilme bandi), 851 (C-
H diizlem dis1 egilme bandi, p-disiibstitiic benzen), 780 (C-H diizlem dis1 egilme, m-

siibstitiie benzen) cm™.
'H NMR (Spektrum No 154)

400 MHz, DMSO-dg: & 10.36 (1H, s, CONH), 9.47 (1H, s, NH-fenil), 8.03 (2H, dd,
J=7.2; 1.2 Hz, Naftokinon H-5 ve H-8), 7.97 (1H, d, J=1.6 Hz, Fenil H-6), 7.91 (2H,
d, J=7.2 Hz, Benzen H-2 ve H-6), 7.88-7.79 (2H, m, Naftokinon H-6 ve H-7), 7.72
(1H, d, J=8.0, Fenil H-2), 7.35 (1H, td, J=8.0; 1.2 Hz, Fenil H-5), 7.20 (2H, d, J=7.2
Hz, Benzen H-3 ve H-5), 7.13 (1H, td, J=8.0; 1.2 Hz, Fenil H-4) ppm.

MS (APCI) (Spektrum No 155)

m/z (% bagil bolluk): 42 (46), 56 (100), 74 (32), 310 (82), 437 (33, M+H"), 439 (11,
M+H+2"), 441 (4, M+H+4")

Elementel Analiz: C;3H14CI;N203.0.35 H,0 igin M.A.= 479.63 g/mol
Hesaplanan (%): C, 62.28; H, 3.34; N, 6.32

Bulunan (%): C, 62.41; H, 3.14; N, 6.29.
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4.1.61. 4-((3-kloro-1,4-diokso-1,4-dihidronaftalen-2-il)amino)-N-(4-
klorofenil)benzamit (NK15)

Verim: %26, Erime Derecesi: 275 °C
IR (Spektrum No 156)

vmaks (FT/ATR): 3222 (Sekonder amin ve karboksamit N-H gerilme bandi), 3047
(Aromatik C-H gerilme bandi), 1674, 1640 (C=O gerilme ve Amit I band1), 1595,
1568, 1511, 1492 (C=C gerilme band1 ve amit II bandi), 1286 (C-N gerilme bandi),
854 (C-H diizlem dist egilme band, p-disiibstitiie benzen) cm™.

'"H NMR (Spektrum No 157)

400 MHz, DMSO-dg: & 10.31 (1H, s, CONH), 9.46 (1H, s, NH-fenil), 8.04 (2H, dt,
J=7.6; 1.6 Hz, Naftokinon H-5 ve H-8), 7.91 (2H, d, J=8.8 Hz, Benzen H-2 ve H-6),
7.88-7.83 (2H, m, Naftokinon H-6 ve H-7), 7.82 (2H, d, J=9.2, Fenil H-2 ve H-6),
7.38 (2H, d, J=8.8 Hz, Fenil H-3 ve H-5), 7.20 (2H, d, J=8.4 Hz, Benzen H-3 ve H-
5) ppm.

MS (APCI) (Spektrum No 158)

m/z (% bagil bolluk): 42 (34), 56 (100), 203 (10), 310 (9), 437 (3, M+H"), 439 (1,
M+H+2"%), 441 (0.3, M+H+4")

Elementel Analiz: Cy3H14CI;N203.0.5 C,Hg0.0.5 H,0 igin M.A.= 505.37 g/mol
Hesaplanan (%): C, 61.42; H, 3.87; N, 5.97

Bulunan (%): C, 61.66; H, 4.07; N, 5.85.
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4.1.62. N-(4-bromofenil)-4-((3-kloro-1,4-diokso-1,4-dihidronaftalen-2-
il)Jamino)benzamit (NK16)

o

Ly A~

|
o H

Q=0

Verim: %47, Erime Derecesi: >300 °C
IR (Spektrum No 159)

Umaks (FT/ATR): 3224 (Sekonder amin ve karboksamit N-H gerilme bandi), 3066
(Aromatik C-H gerilme bandi), 1674, 1640 (C=0O gerilme ve Amit I band1), 1595,
1567, 1513, 1492 (C=C gerilme band1 ve amit II bandi), 1286 (C-N gerilme bandi),
854 (C-H diizlem dis1 egilme bandi, p-disiibstitiie benzen) cm™.

'"H NMR (Spektrum No 160)

400 MHz, DMSO-ds: & 10.27 (1H, s, CONH), 9.48 (1H, s, NH-fenil), 8.03 (2H, d,
J=7.6 Hz, Naftokinon H-5 ve H-8), 7.87 (2H, d, J=8.4 Hz, Benzen H-2 ve H-6),
7.84-7.79 (2H, m, Naftokinon H-6 ve H-7), 7.74 (2H, d, J=8.8 Hz, Fenil H-2 ve H-
6), 7.50 (2H, d, J=9.2 Hz, Fenil H-3 ve H-5), 7.20 (2H, d, J=8.4 Hz, Benzen H-3 ve
H-5) ppm.

MS (APCI) (Spektrum No 161)

m/z (% bagil bolluk): 40 (100), 45 (86), 56 (64), 61 (21), 304 (31), 479 (18, M+H"),
481 (57, M+H+2"), 483 (20, M+H+4").

Elementel Analiz: C,3H14BrCIN,03.0.02 H,0 igin M.A.= 482.09 g/mol
Hesaplanan (%): C, 59.04; H, 4.52; N, 5.51

Bulunan (%): C, 58.75; H, 4.14; N, 5.29.
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4.1.63. 4-((3-kloro-1,4-diokso-1,4-dihidronaftalen-2-il)Jamino)-N-(naftalen-1-
il)benzamit (NK17)

Verim: %42, Erime Derecesi: 264 °C
IR (Spektrum No 162)

vmaks (FT/ATR): 3227 (Sekonder amin ve karboksamit N-H gerilme band1), 3047
(Aromatik C-H gerilme bandi), 1674, 1640 (C=0O gerilme ve Amit I bandi), 1597,
1569, 1529, 1490 (C=C gerilme band1 ve amit II bandi), 1287 (C-N gerilme bandi),
852 (C-H diizlem dis1 egilme bandi, p-disiibstitiie benzen), 790, 766 (C-H diizlem

dis1 egilme bandi, naftalen) cm™.
'H NMR (Spektrum No 163)

400 MHz, DMSO-dg: & 10.33 (1H, s, CONH), 9.49 (1H, s, NH-fenil), 8.07-7.95 (5H,
m, Naftokinon H-5 ve H-8, Naftalen-H), 7.91-7.81 (3H, m, Naftokinon H-6 ve H-7,
Naftalen-H), 7.80-7.71 (1H, m, Naftalen-H), 7.60-7.52 (3H, m, Benzen H-2 ve H-6,
Naftalen-H), 7.45-7.36 (1H, m, Naftalen-H), 7.24 (2H, d, J=8.4 Hz, Benzen H-3 ve
H-5) ppm.

MS (APCI) (Spektrum No 164)

m/z (% bagil bolluk): 44 (66), 170 (15), 415 (8), 451 (100, M-H"), 453 (42, M-H+2")
Elementel Analiz: C,7H17CIN,03.0.6 H,0 i¢in M.A.= 463.70 g/mol

Hesaplanan (%): C, 69.94; H, 3.96; N, 6.04

Bulunan (%): C, 69.75; H, 4.14; N, 6.29.
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4.1.64. 2-kloro-3-((4-(morfolin-4-karbonil)fenil)amino)naftalen-1,4-dion (NK18)

O
|

sevspe

Verim: %39, Erime Derecesi: 211 °C; 212-217 °C (43)
IR (Spektrum No 165)

Vmaks (FT/ATR): 3244 (Sekonder amin ve karboksamit N-H gerilme bandi), 3028
(Aromatik C-H gerilme bandi), 2985, 2842 (Alifatik C -H gerilme bandi,) 1675,
1651, 1639 (C=0O gerilme ve Amit I band1), 1594, 1570, 1516, 1490 (C=C gerilme
bandi), 1290 (C-N gerilme bandi), 1141, 1112 (C-O-C ve C-N-C gerilme bandi), 850

(C-H diizlem dis1 egilme bandi, p-disiibstitiie benzen) cm™.
'H NMR (Spektrum No 166)

400 MHz, DMSO-ds: & 9.36 (1H, s, NH-fenil), 8.02 (2H, dd, J=7.6; 1.2 Hz,
Naftokinon H-5 ve H-8), 7.85 (1H, td, J=7.6; 1.2 Hz, Naftokinon H-6 veya H-7),
7.80 (1H, td, J=7.6; 1.2 Hz, Naftokinon H-6 veya H-7), 7.33 (2H, d, J=8.4 Hz,
Benzen H-2 ve H-6), 7.13 (2H, d, J=8.4 Hz, Benzen H-3 ve H-5), 3.62-3.57 (4H, m,
Morfolin CH,-O-CH,), 3.52-3.45 (4H, m, Morfolin CH,-N-CH,) ppm.

MS (APCI) (Spektrum No 167)

m/z (% bagil bolluk): 42 (73), 56 (20), 310 (100), 397 (32, M+H*), 399 (10, M+H+2)
Elementel Analiz: C,;H17CIN,O4 igin M.A.= 396.83 g/mol

Hesaplanan (%): C, 63.56; H, 4.32; N, 7.06

Bulunan (%): C, 63.38; H, 4.76: N, 7.28.
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4.1.65. 4-((3-kloro-1,4-diokso-1,4-dihidronaftalen-2-il)amino)-N-(piridin-1-3-
il)benzamit (NK20)

o o 7
Cl Co N
H
N
(0] H

Verim: %35, Erime Derecesi: 197 °C
IR (Spektrum No 168)

Vmaks (FT/ATR): 3213 (Sekonder amin ve karboksamit N-H gerilme bandi), 3100,
2960 (Aromatik C-H gerilme bandi), 1675, 1648 (C=0O gerilme ve Amit I bandi),
1599, 1572, 1538, 1513, 1497, 1418 (C=C ve C=N gerilme band, fenil ve piridin),
1294 (C-N gerilme bandi), 854 (C-H diizlem dis1 egilme bandi, p-disiibstitiie benzen)
cm™,
'H NMR (Spektrum No 169)

400 MHz, DMSO-dg: 6 10.36 (1H, s, CONH), 9.52 (1H, bs, NH-fenil), 8.92 (1H, d,
J=2.4 Hz, Piridin H-2), 8.29 (1H, dd, J=4.4; 1.4 Hz, Piridin H-6), 8.18 (1H, dft,
J=8.4; 2.0 Hz, Piridin H-4), 8.04 (2H, dt J=7.6; 1.6 Hz, Naftokinon H-5 ve H-8),
7.91 (2H, d, J=8.8 Hz, Benzen H-2 ve H-6), 7.87 (1H, td, J=7.6; 1.6 Hz, Naftokinon
H-6 veya H-7), 7.82 (1H, td, J=7.6; 1.6 Hz, Naftokinon H-6 ve H-7), 7.38 (1H, dd,
J=8.4; 4.8 Hz, Piridin H-5), 7.22 (2H, d, J=8.8 Hz, Benzen H-3 ve H-5) ppm.

MS (APCI) (Spektrum No 170)

m/z (% bagil bolluk): 44 (46), 94 (10), 96 (6), 402 (100, M-H"), 404 (40, M-H+2)
Elementel Analiz: C,;H14CIN3O30.3 H,0 i¢in M.A.= 409.23 g/mol

Hesaplanan (%): C, 64.57; H, 3.60; N, 10.27

Bulunan (%): C, 64.38; H, 3.76; N, 10.28,
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4.1.66. 4-((3-kloro-1,4-diokso-1,4-dihidronaftalen-2-il)amino)-N-(5-
metilizoksazol-3-il)benzamit (NK30)
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Verim: %5, Erime Derecesi: 159°C
IR (Spektrum No 171)

Vmaks (FT/ATR): 3284, 3215 (Sekonder amin ve karboksamit N-H gerilme bandi),
3081 (Aromatik C-H gerilme band1), 2972, 2852 (Alifatik C-H gerilme bandi), 1692,
1668 (C=0 gerilme ve Amit I band1), 1597, 1575, 1528, 1477, 1418 (C=C ve C=N
gerilme bandi), 1280 (C-N gerilme bandi), 889 (C-H egilme bandi, izoksazol), 852

(C-H diizlem dis1 egilme bandi, p-disiibstitiie benzen) cm™.
'"H NMR (Spektrum No 172)

400 MHz, DMSO-ds: & 9.49 (1H, bs, NH-fenil), 8.04 (2H, dt J=7.6; 1.6 Hz,
Naftokinon H-5 ve H-8), 7.90-7.84 (3H, m, Naftokinon H-6 veya H-7, izoksazol-H),
7.86 (2H, d, J=8.8 Hz, Benzen H-2 ve H-6), 7.82 (1H, td, J=7.6; 1.6 Hz, Naftokinon
H-6 veya H-7), 7.16 (2H, d, J=8.8 Hz, Benzen H-3 ve H-5), 3.81 (3H, s, CH3) ppm.

MS (APCI) (Spektrum No 173)

m/z (% bagil bolluk): 45 (100), 64 (84), 170 (35), 246 (35), 288 (35), 328 (28), 350
(80), 370 (53), 407 (23, M"), 409 (7, M+ 2)).

Elementel Analiz: C;1H17CI,N204.0.9 CoHgO igin M.A.= 449.27 g/mol
Hesaplanan (%): C, 60.95; H, 4.35; N, 9.35

Bulunan (%): C, 61.38; H, 4.76; N, 9.28.
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4.2. Biyolojik Aktivite Bulgulari

Calismamizda, potansiyel proteazom inhibitorii olarak tasarlanan ve sentezi
gergeklestirilen bilesiklerin MCF-7 insan meme kanseri hiicre hatti {izerindeki
sitotoksik o6zellikleri Roche firmasinin bildirdigi protokole goére WST-1 hiicre
proliferasyon testi ile, sebep olduklari lizin 48 poliubikitine olmus protein birikim
diizeyleri sitotoksisite gosterdikleri dozlarda immiinoblotlama yontemiyle ve segili
bilesiklerin proteazomun kimotripsin benzeri aktivite inhibisyonlar1 florometrik
yontemle in vitro olarak incelenmistir. Bu biyolojik aktivitelere ait sonuglar Tablo 3-

4 ve Sekil 69-76’da gosterilmistir.

Tablo 3. Siilfonamit tiirevi final bilesiklerin MCF-7 hiicre hatti tizerindeki sitotoksik
aktivite sonuglari

Bilesik Kodu ICso (uM) | Standart Sapma ()
NS1 5.4 0.29
NS2 5.18 0.29
NS3 7.02 0.16
NS9 9.28 0.18
NS11 5.45 0.29
NS12 9.61 0.19
NS13 5.53 0.26
NS14 4.21 0.09
NS15 4.51 0.07
NS16 3.5 0.13
NS17 4.13 0.03
NS18 3.28 0.13
NS19 3.47 0.16
NS20 >20 -
NS21 >20 -
NS22 3.51 0.39
NS23 3.12 0.22
NS24 4.03 0.41
NS25 8.32 0.37
NS26 7.78 0.17
NS28 9.16 0.59
NS29 13.44 0.35
NS30 11.44 0.08
Doksorubisin 0.97 0.11
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Sekil 69. Siilfonamit tiirevi final bilesiklerin MCF-7 hiicre hatt1 lizerindeki
sitotoksik aktivitelerinin grafiksel gosterimi

Tablo 4.Karboksamit tiirevi final bilesiklerin ve NS19 kodlu lider bilesigin
MCEF-7 hiicre hatt1 lizerindeki sitotoksik aktivite sonuglari

Bilesik Kodu ICso (uM) | Standart Sapma (£)
NK1 >20 3
NK2 >20 -
NK4 >20 -
NK5 >20 -
NK6 >20 -
NK7 >20 -
NK8 >20 -
NK9 >20 -
NK11 >20 -
NK12 >20 -
NK13 >20 -
NK14 >20 -
NK15 9.7 0.08
NK16 >20 -
NK17 >20 -
NK18 1.84 0.32
NK20 6.77 0.46
NK30 9.30 0.26
NS19 2.57 0.29
Doksorubisin 0.97 0.11
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Sekil 70. Karboksamit tiirevi final bilesiklerin MCF-7 hiicre hatt1 {izerindeki

sitotoksik aktivitelerinin grafiksel gosterimi
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Sekil 71. Siilfonamit tiirevi final bilesiklerin MCF-7 hiicre hattinda K48
tizerinden sebep olduklart poliubikitine olmus protein birikim

diizeylerinin immiinoblotlama ile goriintiilenmesi
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Sekil 72. Sulfonamit tirevi NS1-3, NS9, NS11-19 kodlu final bilesiklerin
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MCF-7 hiicre hattinda sebep olduklar: poliubikitine olmus protein
birikim diizeyleri (* p<0.05; ** p<0.005)
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Sekil 73. Sulfonamit tiirevi NS19-26, NS28-30 kodlu final bilesiklerin MCF-7

hiicre hattinda sebep olduklart poliubikitine olmus protein birikim
diizeyleri (* p<0.05; ** p<0.005)
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Sekil 74. NK15, NK18, NK20, NK30 kodlu bilesiklerin MCF-7 hiicre hattinda
K48 iizerinden sebep olduklari poliubikitine olmus protein birikim
diizeylerinin immiinoblotlama ile goriintiilenmesi
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Sekil 75. Karboksamit tirevi NK15, NK18, NK20, NK30 kodlu final
bilesiklerin MCF-7 hiicre hattinda sebep olduklari poliubikitine
olmus protein birikim diizeyleri (* p<0.05; ** p<0.005)
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Tablo 5. NS19, NS24, NS26, NS28-29 ve NK30 kodlu final bilesiklerin

proteazom kimotripsin benzeri aktivite % inhibisyon sonuglari

&

Bilesik 0/ kil
(ICs0, 2XICsp; tM) % Inhibisyon | Standart Sapma ()
DMSO 0 -
NS-19 (ICxp) 2.45 15.13
NS-19 (2x ICsp) 30.75 6.28
NS-24 (ICsp) 17.56 16.77
NS-24 (2x ICsp) 10.29 1.24
NS-26 (ICs) 27.31 8.22
NS-26 (2x I1Csp) 51.01 13.80
NS-28 (1Cs) 2491 8.25
NS-28 (2x I1Csp) 31.77 9.29
NS-29 (1Csp) 21.30 4.49
NS-29 (2x I1Csp) 42.71 9.17
NK-30 (ICsp) 17.79 8.07
NK-30 (2x ICsp) 27.02 2.94
Mg132 5uM 78.75 8.19
100 -~
90 -
80 -
70 -
60 - T
50 - '|'
40 -
30 A
20 -
|
0 .

/,»Cb q’],*’ '\?‘

& \<5°° \cs>° @9 co° \<59° (3>° \ao° co° <5o° \co° \co" o)o

< Vq:\. {_;{’o Q)q/ 5,{'{) cb’» %’19 Qq' \gr;)g Qq:‘. '\'?’
NS VS VS VS ! 2 W&
Ny N N N g T ¢

Sekil 76. NS19, NS24, NS26, NS28-29 ve NK30 kodlu final bilesiklerin ICsq

ve 2xICso konsantrasyonlardaki proteazom kimotripsin benzeri
aktivite inhibisyon diizeyleri
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5. TARTISMA

Bu ¢alismada, daha giivenli ve daha etkili yeni proteazom inhibitorii ilaglara
duyulan gereksinim dikkate alinarak, proteazom inhibitor aktivite gosterdigi bilinen
naftokinon farmakoforu ve siilfonamit islevsel grubu tasiyan PI-083 kodlu bilesik
lider molekiil olarak secilmis ve tizerinde iki ana molekiiler modifikasyon
gerceklestirilerek siilfonamit ve karboksamit tlirevi toplam 41 adet bilesigin sentezi

gergeklestirilmistir.

Calismamizda sentezi gerceklestirilen final bilesiklerden NS1, NS9, NS15,
NS19-21, NS25, NS29-30 ve NK18 kodlu bilesikler disinda kalan 31 adet bilesik
yeni olup, sentezleri ve biyolojik aktiviteleri ilk kez bu ¢alismada bildirilmektedir.
Literatiire 1813556-71-6, 1813556-72-7, 1813556-73-8, 131245-80-2 CAS
numaralari ile kayithi olan sirasiyla NS20, NS21, NS25 ve NS29 kodlu bilesiklerin
proteazom inhibitor aktiviteleri ilk defa bu ¢alismada tespit edilmistir. Lawrence ve
Lee tarafindan sentezleri ve proteazom inhibitor aktiviteleri daha 6nceden rapor
edilen NS1, NS9, NS15, NS19, NS30 ve NK18 kodlu bilesikler ise saglikli bir yapi-
etki irdelemesi yapabilmek amaciyla calismamiza dahil edilmistir (42,43,184,185).

Stilfonamit tiirevi final bilesiklerimiz ili¢ basamakli bir sentez yontemi ile
hazirlanmistir (Sema 1). Buna gore ilk basamakta asetanilit bilesigi klorosiilfonik asit
ile reaksiyona sokularak 4-asetamidobenzensiilfonil kloriir bilesigi elde edilmistir
(177). Elde edilen bu bilesik daha sonra uygun aminlerle etkilestirilerek siilfonamit
yapisindaki ara tiriinlere (A1-A30) dondstiiriilmiistiir (178). Son basamakta ise bu ara
trtinler 2,3-dikloro-1,4-naftokinon halkasi ile tepkimeye sokularak final bilesikler

sentezlenmistir (42).
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a)Klorosiilfonik asit b) amin (NH,-Ar ve morfolin), piridin; 5 M NaOH, metanol; 2 M HCI
c) 2,3-dikloro-1,4-naftokinon, absoll etanol

Sema 1. Siilfonamit tiirevi final bilesiklerin sentez semasi

Karboksamit tiirevi final bilesikler ise iki basamakta sentezlenmistir (Sema 2).

Buna gore 2,3-dikloro-1,4-naftokinon ve p-aminobenzoik asit tepkimeye sokulmus
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ve 4-(3-kloro-1,4-diokso-1,4-dihidronaftalen-2-il)aminobenzoik asit bilesigi elde
edilmistir (179). ikinci basamakta ise, elde edilen bu bilesik tiyonil kloriir ile agil
halojeniiriine dontstiiriiliip uygun aminlerle tepkimeye sokularak hedef bilesikler

olusturulmustur (180).
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Sema 2. Karboksamit tiirevi final bilesiklerin sentez semast
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Tiim ara iriinlerin yap1 teyitleri IR ve kiitle spektroskopik yoOntemlerinin
kullanilmastyla yapilmustir. Final bilesiklerimizin yap teyitlerinde ise IR, *H NMR
ve kiitle spektroskopik yontemlerinin yanisira elementel analiz yonteminden

yararlanilmstir.

Bu boéliimde bilesiklerimizin spektral bulgulari ve biyolojik aktivite sonuglari

ayr1 ayr1 degerlendirilecektir.
5.1. Bilesiklerin Spektral Bulgularinin Degerlendirilmesi

Siilfonamit tiirevi final bilesiklerin ilk ara driiniinii olusturan 4-
asetamidobenzensiilfonil kloriir bilesiginin IR spektrumunda, amit islevsel grubuna
ait karbonil gerilme band1 1630 cm™ civarinda, N-H gerilme bandi ise 1598 cm™
civarinda izlenmistir. Bilesigin yapisinda yer alan siilfonil kloriir grubuna ait siilfonil

(-SO,-) gerilme bantlar1 ise 1376 ve 1171 cm™ degerlerinde tespit edilmistir.

A1-A30 kodlu siilfonamit tiirevi ara {irtinlerin yap teyitlerinde IR spektrumlari,
bilesiklerimizin yapisinda yer alan sekonder siilfonamit ve primer aromatik amin
islevsel gruplarmin varligini gostermesi bakimindan 6nem tasimaktadir. Sekonder
stilfonamitler IR spektrumunda teshis agisindan iki 6nemli bant sunmaktadir. Bunlar
asimetrik ve simetrik -SO,- gerilme bantlar1 ile N-H gerilme bantlaridir.
Siilfonamitlerin sivi fazda alinan spektrumlarinda asimetrik ve simetrik -SOj-
gerilme bantlar1 1330-1370 cm™ ve 1160-1180 cm™ arasinda siddetli bantlar seklinde
goriilmektedir. Kati fazda alnan spektrumlarda ise bu degerlerde 10-20 cm™
degerinde azalma gozlenebilmektedir. Sekonder siilfonamite ait N-H gerilme bandi
ise 3247-3300 cm™ arasinda izlenmektedir. Ayrica primer aromatik amin grubuna ait
asimetrik ve simetrik N-H gerilme bantlar1 da teshis agisindan 6nemli bantlar olup,
3400 cm™ civarinda goriilmektedir (186-188). Ara iiriinlerimizin IR spektrumlar
incelendiginde, siilfonamit yapisindan kaynaklanan en 6nemli iki gerilme bandinin
ve primer aromatik amin grubuna ait N-H gerilme bantlarinin literatiirde belirtilen
degerlerle uyumlu oldugu tespit edilmistir. Buna gore, A1-A30 kodlu bilesiklerin
spektrumlarinda primer aromatik amin grubundan kaynaklanan asimetrik ve simetrik
N-H gerilme bantlari sirasiyla 3400-3533 cm™ ve 3332-3391 cm™ degerleri arasinda
izlenmistir. Sekonder siilfonamit yapisindan kaynaklanan -SO,- asimetrik ve simetrik
gerilme bantlar sirasiyla 1301-1401 cm™ ve 1121-1188 cm™ degerleri arasinda; N-H

gerilme bandi ise 3071-3367 cm™ degerleri arasinda izlenmistir. Spektrumlarda 814-
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850 cm™ arasinda goriilen bantlar, bilesiklerde yer alan 1,4-disiibstitiie benzen
halkasindaki komsu iki hidrojene ait C-H diizlem dis1 egilmelerine ait bantlar olarak
degerlendirilmistir. Ara iirlinlerimizin yapi teyidi i¢in IR spektrumlarinda goriilmesi
gereken diger karakteristik bantlar, siilfonamit azotuna baghh halkalara ve
stibstitiientlere ait bantlar olup kaynaklarda belirtilen degerlerle uyumlu olarak
beklendigi dalga sayilarinda tespit edilmistir. Deginilen bu IR bulgulart ile
calismamizda sentezlenmesi hedeflenen siilfonamit tiirevi ara {iriinlerin yapilar teyit

edilmistir.

Al1l-A30 kodlu ara fdriinlerin 2,3-dikloro-1,4-naftokinon ile tepkimesi
sonucunda hazirlanan NS1-NS30 kodlu siilfonamit tiirevi hedef bilesiklerimizin
olustugunu gosteren en 6nemli IR bulgusu, ara iirlinlerin yapisinda yer almayip final
bilesiklerimizde bulunan naftokinon halkasinin keton karboniline ait gerilme
bantlarinin varligidir. Ayrica final bilesiklerimizin IR spektrumlari, siilfonamit
islevsel grubunun korundugunun gosterilmesi bakimindan da 6nem tagimaktadir. 1,4-
kinon yapisina ait en karakteristik bantlarin, 1655-1690 cm™ degerleri arasinda fermi
rezonans etkisiyle ¢coklu bantlar seklinde goriilen karbonil gerilme titresim bantlari
oldugu kaynaklarda belirtilmektedir (186,188). Ayrica bu tiir yapilarda artan
konjugasyonla birlikte karbonil grubu absorbsiyonunun 1635-1655 cm™ bélgesine
kayabilecegi bilgisi de literatirde mevcuttur (188). Bu bilgiden hareketle
bilesiklerimizin IR spektrumlar1 degerlendirildiginde, naftokinon halkasina ait
karbonil gerilme titresimleri 1667-1685 cm™ arasinda goriilen siddetli bir bant ile
1607-1654 cm™ arasinda siddeti daha diisiik olan banttan olusan bir dublet olarak
saptanmigtir. Bilesiklerimizdeki siilfonamit yapisina ait -SO,- asimetrik ve simetrik
gerilme bantlar1 sirasiyla 1322-1386 cm™ ve 1133-1166 cm™ degerleri arasinda
izlenmistir. Ayrica sekonder siilfonamit yapisinin diger onemli bandi olan N-H
gerilme titresimi ise 3221-3270 cm™ alaninda gozlenmistir (188). Sekonder aminlerin
IR spektrumunda 3310-3350 cm™ bolgesinde N-H gerilme titresimlerinden
kaynaklanan zayif bir bant goriilmektedir (186,188). NS1-2, NS9, NS12, NS15-18,
NS22, NS25 ve NS28-29 kodlu bilesiklerin spektrumlarinda bu bantlar 3245-3336

cm ™ arasinda gozlenmistir (188).

Karboksamit tiirevi final bilesiklerimizin ara trtiini olan ve 2,3-dikloro-1,4-
naftokinon halkasi ile p-aminobenzoik asitin tepkimesi sonucunda elde edilen A31

kodlu bilesigin yap1 teyidinde naftokinon halkasi, sekonder amin yapis1 ve
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karboksilik asit fonksiyonuna ait veriler Oonem tasimaktadir. Bilesigimizin IR
spektrumunda sekonder amin fonksiyonundan kaynaklanan N-H gerilme titresimi
3296 cm* degerinde gozlenmistir. Naftokinon halkast ve karboksilik asit
fonksiyonuna ait karbonil gerilmeleri ise 1664 cm™ degerinde siddetli ve genis bir
bant seklinde izlenirken karboksilik asit fonksiyonuna ait O-H gerilme band1 3075
cm* degerinde gozlenmistir. Sonug olarak bilesigimizin IR spektrumundan elde

edilen verilerin mevcut degerlerle uyumlu oldugu tespit edilmistir.

Karboksamit tiirevi final bilesiklerimizin IR spektrumlar1 incelendiginde
sekonder amit islevsel grubunu teyit eden bulgular elde edilmistir. Sekonder amit
yapist tastyan maddeler kati formda 1640 cm™ bolgesinde karbonil gerilmesinden
kaynaklanan amit I bantlarin1 vermektedir (188). Bilesiklerimizin yapisinda yer alan
naftokinon halkas1 ve amit fonksiyonuna ait karbonil gerilme bantlar1 sirasiyla 1671-
1692 cm™ ve 1637-1668 cm™ dalga sayilari arasinda saptanmistir. Bilesiklerdeki
sekonder amin ve karboksamit gruplarindan kaynaklanan N-H gerilmeleri ise 3206-
3284 cm™ bolgesinde genis bantlar seklinde izlenmistir. Ayrica bilesiklerimizin
teshisi acisindan Onem tasiyan karboksamit azotuna bagli halkalara ve tasidiklari

stibstitlientlere ait titresim bantlar1 beklenen dalga sayilarinda tespit edilmistir.

Sentezini gerceklestirdigimiz gerek siilfonamit gerekse karboksamit tiirevi
final bilesiklerimizin olustuguna dair destekleyici en énemli bulgular bilesiklerin 'H
NMR spektrumlarindan elde edilmistir. "H NMR spektrumlart DMSO-ds ¢oziiciisii
kullanilarak alinmistir. Sentezi yapilan bilesiklerin 'H NMR spektrumlari
incelendiginde, yapilarda bulunan proton sayilarina ve kimyasal kayma degerlerine

uygun rezonans sinyalleri gézlenmistir.

Siilfonamit tiirevi NS1-2, NS9, NS12-15 ve NS20, NS25, NS28-30 kodlu final
bilesiklerin spektrumlarinda siilfonamit N-H protonuna ait sinyal 6 9.80-12.56 ppm
araliginda tek protona karsilik gelen integrasyon degerinde genis bir singlet; NS11 ve
NS16 kodlu bilesiklerde ise singlet olarak godzlenmistir. Geriye kalan tiirevlerin
spektrumunda bu protona ait sinyal gézlenmemistir. Karboksamit tilirevlerinde ise
karboksamite ait N-H protonu tiim bilesiklerde & 9.47-10.69 ppm araliginda tek
protonluk singlet sinyal olarak izlenmistir. Bilesiklerimizin yapisinda yer alan
sekonder amine ait N-H protonu NS11-12, NS16 kodlu siilfonamit tiirevlerinde 6
9.49-9.50 ppm araliginda singlet olarak, geriye kalan tlirevlerde ise 6 9.43-9.57 ppm

araliginda genis singletler olarak izlenmistir. Karboksamit tiirevlerinde ise bu
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protona ait sinyal 6 9.33-9.52 ppm araliginda singlet sinyaller olarak izlenirken
sadece NK30 kodlu bilesikte & 9.49°da genis singlet sinyal olarak tespit edilmistir.

Naftokinon halkasmnin 5. ve 8. konumlarinda yer alan ve keton karboniline
yakin olan protonlarin, 6. ve 7. pozisyonda yer alan protonlara gore daha asagi
alanda rezonans sinyali verdikleri literatiirde belirtilmektedir (187). Bu bilgiyle
uyumlu olarak gerek siilfonamit gerekse karboksamit tiirevi bilesiklerdeki bu
protonlar beklenen kimyasal kayma degerlerinde gozlenmistir. S6z konusu protonlar,
NS1, NS11, NS15-16, NS21-25 ve NS29-30 kodlu siilfonamit tiirevi bilesiklerde o
7.90-8.04 ppm araliginda her biri birer protonluk integrasyona sahip dublet dublet
(J=8.0-7.2; 1.6-1.2 Hz’lik) sinyaller olarak saptanmistir. NS2, NS9, NS12-14, NS17-
18, NS26, NS28 kodlu bilesiklerde bu protonlar ikiser protonluk integrasyon
degerinde 6 8.02-8.04 ppm araliginda (J=8.0-7.2; 1.6-1.2 Hz’lik) dublet-dublet
olarak izlenirken; NS3 kodlu bilesikte dublet (J=7.6 Hz) olarak gézlenmistir. NS19
ve NS20 kodlu tiirevlerde ise iki protonluk & 8.01-8.04 ppm araliginda multipletler

olarak tespit edilmistir.

Buna karsin karboksamit tiirevlerinde ayni pozisyonda yer alan protonlar,
NK2, NK4, NK6-7 ve NK16 kodlu bilesiklerin spektrumlarinda ¢ 8.03-8.04 ppm
araliginda iki protona karsilik gelen integrasyon degerinde J=8.0-7.6 Hz’lik
etkilesme degismeziyle dublet sinyaller olarak izlenmis NK1, NK11, NK15, NK20
ve NK30 kodlu bilesiklerde & 8.04-8.05 ppm araliginda J=8.0-7.6; 1.6-1.4 Hz
etkilesme degismezine sahip dublet-triplet sinyaller seklinde saptanmistir. NKS,
NK8-9, NK13-14 ve NK18 kodlu bilesiklerde ise 6 8.02-8.04 ppm kimyasal kayma
degerlerinde J=8.0-7.2; 1.2-1.6 Hz araligindaki etkilesme de8ismezlerine sahip
dublet-dublet sinyaller seklinde izlenmistir. Ayrica, NKI2 ve NKI17 kodlu
bilesiklerde bu protonlar sirasiyla 6 8.02-8.08 ve 6 7.95-8.07 ppm araliginda

multiplet sinyaller olarak tespit edilmistir.

Buna karsin naftokinon halkasina ait 6 ve 7 no lu protonlar, NS1-2, NS12,
NS15-21, NS24, NS26, NS28 ve NS30 kodlu bilesiklerde 6 7.65-7.87 ppm araliginda
birer protonluk integrasyon degerine sahip ayr1 ayri triplet-dublet (J=7.6-7.4; 1.5-1.2
Hz) sinyaller olarak izlenmistir. Siilfonamit azotunda sirasiyla 3-metil-2-piridil, 4-
metil-2-piridil, 5-kloro-2-piridil ve 2-pirimidil halkalarini tagiyan sirasiyla NS22-23,
NS25 ve NS29 kodlu bilesiklerde s6z konusu protonlardan biri triplet-dublet (J=7.6-
7.4; 1.5-1.2 Hz); digeri ise piridin halkasina ait protonlarla birlikte multiplet sinyal
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olarak tespit edilmistir. Geriye kalan siilfonamit tiirevi bilesiklerimizde (NS3, NSO,
NS11, NS13-14 kodlu bilesikler) bu protonlar multiplet sinyaller olarak gézlenmistir.

Benzer durum karboksamit tiirevlerinde de gozlenmistir.

Bilesiklerimizin yapisinda yer alan ve yapi teyitlerinde onemli bulgular
saglayan 1,4-distibstitiie benzen halkasinin H-2 ve H-6 no lu protonlar ile H-3 ve H-
5 no lu protonlart AA'BB' spin sistemi 6zelliklerine uygun olarak ikiser protonluk
integrasyonda 8.8-7.2 Hz araliginda etkilesme degismezine sahip iki dublet halinde
izlenmistir. NK17 kodlu bilesikte H-2 ve H-6 no lu protonlar, NS13, NK2 ve NK4
kodlu bilesiklerde ise H-3 ve H-5 no lu protonlar multiplet sinyaller igerisinde tespit
edilmigtir. Siibstitiientlerin golgeleme etkileri dikkate alindiginda siilfonamit ve
karboksamit iglevsel gruplarinin bagl oldugu konuma komsu olan H-2 ve H-6 no lu
protonlar, amin islevsel grubunun bagli oldugu konuma komsu olan H-3 ve H-5no lu

protonlara gore daha asagi alanda gozlenmistir.

Siilfonamit ve karboksamit tirevi final bilesiklerimizin ‘H NMR
spektrumlarinda aromatik alanda izlenmesi gereken diger sinyaller, siilfonamit ve
karboksamit azotuna bagli halkalarin (benzen, naftalen, piridin, pirimidin, 1,3-
tiyazol, izoksazol) tasidig1 aromatik protonlara ait sinyaller olacaktir. Bu sinyaller
halkalarin tasidigi siibstitiientin cinsine ve siibstitlisyon bigimine uygun olarak
beklenen kimyasal kayma degerinde ve boliinme tipinde tespit edilmistir. Buna gore,
stilfonamit azotunda benzen ve naftalen halkasi tasiyan NS1-3, NS9, NS11-17 kodlu
bilesiklerimizin spektrumunda bu halkalara ait aromatik protonlar & 6.76-7.99 ppm
araliginda J=9.1-6.8; 1.9-1.2 Hz’lik etkilesme degismezlerine sahip dublet, triplet,
dublet-dublet, triplet-dublet, triplet-triplet sinyaller ile multiplet sinyaller olarak
izlenmistir. Karboksamit tiirevi NK1-2, NK4-9, NK11-17 kodlu bilesiklerde ise s6z
konusu protonlar & 6.65-8.79 ppm araliginda J=9.2-7.2; 2.0-1.0 Hz etkilesme
degismezlerinde dublet, triplet, dublet-dublet, triplet-dublet sinyaller ve ayrica singlet
ve multiplet sinyaller olarak gézlenmistir. Siilfonamit azotunda piridin ve pirimidin
halkalar1 tastyan NS19-26 ve NS29 kodlu bilesiklerimizde bu halkalara ait aromatik
protonlar 6 6.66-8.40 ppm kimyasal kayma degerlerinde J=8.8-4.4; 2.4-1.2 Hz’lik
etkilesme degismezleri ile goriilen dublet, triplet, dublet-dublet sinyallerin yanisira
singlet ve multiplet sinyaller olarak izlenmistir. Ayn1 konumda 3-piridil halkas1
tastyan NK20 kodlu bilesigimizde ise bu protonlar & 7.38-8.92 ppm araliginda
dublet, dublet-dublet ve dublet-triplet sinyaller seklinde J=8.4-4.4; 2.4-1.4 Hz
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etkilesme degismezleriyle tespit edilmistir. NS28 kodlu bilesikteki siilfonamit
azotuna bagli 4-metil-tiyazol-2-il halkasina ait tek aromatik proton & 6.36 ppm’de bir
protonluk singlet seklinde gozlenmistir. Siilfonamit/karboksamit azotunda 5-
metilizoksazol-3-il halkasi tasiyan NS30 ve NK30 kodlu bilesiklerimizde ise s6z
konusu halkaya ait tek proton sirasiyla & 6.12 ppm degerinde bir singlet ve & 7.84-
7.90 ppm araliginda multiplet sinyal icerisinde tespit edilmistir.

Alifatik stibstitiientlere (etil, metil, metoksi, izopropil) ait protonlar ile NS18 ve
NK18 kodlu bilesiklerin yapisinda yer alan morfolin halkasina ait metilen
protonlarindan kaynaklanan sinyaller, alifatik alanda beklenen kimyasal kayma
degerlerinde izlenmis ve temsil ettikleri proton sayisiyla uyumlu integrasyon
degerleri vermistir. Buna goére, NS2 ve NK2 kodlu bilesiklerimizdeki etil
siibstitlientine ait metilen (-CH,-) protonlar1 sirasiyla & 2.46 ve 2.61 ppm
degerlerinde J=7.6 Hz’lik etkilesme degismezine sahip quartet sinyaller olarak
izlenirken, metil (-CH3) protonlart 6 0.98 ve 1.12 ppm kimyasal kayma degerinde
yine ayni1 etkilesme degismezine sahip triplet sinyaller olarak gozlenmistir. NS22-24,
NS28, NS30, NK4-6 ve NK30 kodlu bilesiklerdeki amit azotuna bagli aromatik
halkalardaki (fenil, piridil, tiyazol ve izoksazol) metil grubuna ait protonlar & 2.06-
3.81 ppm kimyasal kayma degerleri arasinda ii¢ protona karsilik gelen integrasyon
degerinde singlet sinyaller seklinde tespit edilmistir. Benzer sekilde, NS9 ve NK7-9
kodlu bilesiklerde benzen halkasina bagli metoksi protonlar1 6 3.65-3.82 ppm
kimyasal kayma degerleri arasinda {i¢ protonluk integrasyon degerinde singlet
sinyaller olarak gozlenmistir. NS3 kodlu bilesigimizde bulunan izopropil
slibstitiientine ait metin (-CH-) protonu 6 3.23-3.29 ppm araliginda multiplet sinyal
seklinde izlenirken, metil protonlari alti protona karsilik gelen J=6.8 Hz’lik
etkilesme degismezine sahip dublet sinyal seklinde gozlenmistir. Morfolin halkasi
tastyan bilesiklerimizde s6z konusu halkaya ait metilen protonlart NS18 kodlu
bilesikte & 3.62 ve 2.85 ppm degerlerinde J=4.4 Hz etkilesme degismezine sahip dort
protonluk iki quartet sinyal olarak izlenirken, NK18 kodlu bilesikte bu protonlar &
3.57-3.62 ile 6 3.45-3.52 ppm degerleri arasinda yine dorder protonluk integrasyonda

iki multiplet sinyal olarak saptanmustir.

Bilesiklerin ileri NMR teknikleri yapilamadigindan '"H NMR bulgulari

degerlendirilirken protonlarin kimyasal kaymalarinin atanmasi, protonlara ait
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sinyallerin etkilesme bigimleri ve kimyasal c¢evresinin kaynaklarda belirtilen

golgeleme etkisi dikkate alinarak yapilmistir. Bu nedenle degerler degisebilir.

Sentezi gergeklestirilen bilesiklerimizin kiitle spektrumlar1 APCI (Atomik
Basingta Kimyasal Iyonlastirma) ydntemi kullanilarak alinmis ve pozitif/negatif

Iyonizasyon spektrum verileri bulgular kisminda 6zetlenmistir.

Bilesiklerin spektrumlarinda [M+H]" ve [M-H] molekiiler iyon piklerine ait
hesaplanan ve bulunan m/z degerleri beklenen molekiil agirliklarina uygun olarak
farkli bagil bolluklarda tespit edilmistir. A26, NK12 ve NK17 kodlu bilesiklerin
spektrumlarinda molekiil agirligina kasilik gelen molekiiler iyon pikleri %100 bagil

bollukta izlenmistir.

Tiim final bilesiklerimiz klor atomu tasidigindan spektrumlarda molekiiler iyon

pikinin yan1 sira beklenildigi iizere [M+H+2]" izotop piki de gozlenmistir.

Iki klor atomu tasiyan NS13-15, NS25-26 ve NK13-15 kodlu final bilesiklerin
spektrumlarinda, [M+H]® molekiiler iyon pikine ilave olarak [M+H+2]" ve

[M+H+4]" izotop pikleri izlenmistir.

Bir klor ve bir brom atomu iceren NS16 ve NK16 kodlu bilesiklerin
spektrumlarinda ise benzer sekilde, [M+H]" molekiiler iyon pikinin yani sira
[M+H+2]" ve [M+H+4]" izotop pikleri de kaynaklarda belirtilen bagil bolluklarda

tespit edilmistir. S6z konusu bu bulgular bilesiklerin yapilarini teyit eder niteliktedir.

Sentezi yapilan bilesiklerin spektral analizlerine ek olarak elementel analiz
sonuglart kabul edilebilir sinirlar (%0.4 ve daha diisiik) icinde olup, bilesiklerin
yapilarim1 dogrulamaktadir. Tespit edilen analiz degerleri bulgular boliimiinde

ayrintili olarak verilmistir.
5.2. Bilesiklerin Biyolojik Aktivitelerinin Degerlendirilmesi

Sentezi gergeklestirilen bilesiklerin antiproteazomal aktivitelerini tespit etmek
amactyla MCF-7 insan meme kanseri hiicre hattinda sirasiyla sitotoksik 6zellikleri,
neden olduklar1 toplam poliubikitine olmus protein birikim diizeyleri ve proteazom

kimotripsin benzeri aktivite inhibisyonlari in vitro olarak incelenmistir.

Bilesiklerin MCF-7 hiicre hattindaki sitotoksik etkileri WST-1 hiicre
proliferasyon yontemi ile degerlendirilmis ve tiim bilesiklerin kanser hiicrelerinin

%50’sin1 6ldiiren madde konsantrasyonlar1 (ICso; pM) Tablo 3 ve 4’te verilmistir.
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Sonuglar incelendiginde siilfonamit tiirevlerinin tamamina yakini (NS20 ve NS21
kodlu bilesikler hari¢) test edilen hiicre hattinda degisen degerlerde sitotoksik etki
gosterirken; karboksamit tlirevlerinde sadece NK15, NK18, NK20 ve NK30 kodlu
bilesikler sitotoksisite gostermistir. Bu sonuglar neticesinde, genel olarak siilfonamit
tiirevlerinin karboksamit tiirevlerine gore daha sitotoksik ozellige sahip oldugu
sOylenebilir. Sitotoksisite goOsteren siilfonamit tiirevi bilesikler igerisinde amit
azotunda 4-metil-2-piridil grubu tasiyan NS23 kodlu bilesik 1C5,=3.11+0.22 uM
degeri ile bu serinin en sitotoksik bilesigi olup, NS19 kodlu lider bilesikten
(IC50=3.47+0.15 uM) nispeten daha yiiksek sitotoksisite gostermistir. Dolayisiyla
piridin halkasinin 4 konumuna metil girisi az da olsa aktivitede artisa neden
olmustur. Siilfonamit azotunda sirasiyla 3-piridil ve 4-piridil halkalar1 tagiyan NS20
ve NS21 kodlu bilesiklerde ise galisilan en yiiksek konsantrasyonda (20 uM) bile
hiicrelerin ¢ogunda canlilik gozlenmis ve bilesiklerin 1C50>20 pM degerinde
sitotoksik 6zellik gostermedigi tespit edilmistir. Ayn1 konumda 2-piridil halkasina
sahip NS19 kodlu lider bilesigin sitotoksisite gostermesi, piridin azotunun
konumunun sitotoksisite agisindan énemli oldugunu diistindiirmiistiir. Amit azotunda
fenil grubu tasiyan tiirevlerde, N-fenil halkasinin orto pozisyonuna etil
siibstitiientinin girisi sitotoksisitede zayif da olsa artisa neden olurken, ayn1 konuma
hacimli izopropil siibstitiientinin girisi ile sitotoksisitede diislis gozlenmistir. N-fenil
halkasinin meta pozisyonuna elektron ¢eken nitro siibstitlientinin girigiyle sitotoksik
aktivitede degisiklik gozlenmezken, para pozisyonunda nitro grubu tasiyan NS12
kodlu bilesikte sitotoksisitede 6nemli 6l¢iide azalma tespit edilmistir. Benzer durum,
para konumunda metoksi siibstitiienti tasiyan NS9 kodlu bilesik icin de soz
konusudur. Bu tiirevler i¢in aktivitenin para konumundaki siibstitiientin elektronik
ozelliginden (elektron c¢ekme veya verme) bagimsiz oldugu sdylenebilir. Ayni
pozisyonda klor veya brom gibi elektron ¢eken halojen atomlar: igeren bilesiklerde
ise sitotoksik aktivitenin arttigi gozlenmistir. Halojenli tiirevler kendi aralarinda
degerlendirildiginde N-fenil halkasina halojen girisi o-klor tiirevi hari¢ aktivitede
artisa neden olurken, p-brom tiirevi en yiiksek sitotoksisiteyi gostermistir. Bu
tirevlerde aktivite p-brom>m-klor>p-klor>o-klor siralamasi iginde azalmistir. Brom
atomu tasiyan tiirevin klor atomu tasiyan tiireve gore daha yiiksek aktivite
sergilemesi brom atomunun atom ¢ap1 artisiyla iligkilendirilebilir. Amit azotundaki
N-fenil halkasina ikinci bir aromatik benzen yapisinin eklenmesiyle olusturulan N-

naftil tiirevi NS17 kodlu bilesigin sitotoksik aktivitesinde artis gézlenmistir. Amit
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azotunu morfolin igerisinde tastyan NS18 kodlu bilesikte de N-fenil tlirevine gore
sitotoksisitede artis goriilmiistiir. Amit azotunda 2-piridil halkas1 tasiyan NS19 kodlu
lider bilesikte piridin halkasinin 3, 4 ve 5 konumlarina metil girisi benzer aktivite ile
sonuglanmistir. 2-piridil halkasinin 5 konumuna klor atomunun girisi ise aktivitede
diisiise neden olmustur. Aksi bir durum, 3-piridil yapisinin 2 konumunda klor atomu
tagtyan NS26 kodlu bilesikte, klor atomunun girisi ile sitotoksik etki gostermeyen 3-
piridil tiirevi NS20 kodlu bilesige gore sitotoksisitede artis gézlenmistir. Amit
azotunda tiyazol, izoksazol ve pirimidin heterosiklik halkalar1 tasiyan sirasiyla NS28,
NS30 ve NS29 kodlu bilesiklerde aktivite 4-metil-tiyazol-2-il>5-metil-izoksazol-3-

I1>2-pirimidinil siralamasi igerisinde azalmistir.

Karboksamit tiirevi bilesiklerin sitotoksisite sonuglar1 kendi igerisinde
degerlendirildiginde, N-fenil serisi bilesiklerden sadece N-fenil halkasinin para
pozisyonunda elektron ¢eken klor atomu tasiyan NK15 kodlu bilesigin sitotoksisite
gosterdigi tespit edilmistir. Amit azotunu morfolin halkasinin bir {liyesi olarak tasiyan
NK18 kodlu bilesik ise calisilan bilesikler icerisinde 1C50=1.84+0.32 uM degeri ile
en yiiksek sitotoksik etkiyi gostermistir. Amit azotunda 3-piridil halkasi tasiyan
NK20 kodlu tiirevin, siilfonamit karsiliginin aksine sitotoksik etki gosterdigi
saptanmisgtir. Yine amit azotunda 5-metil-izoksazol-3-il grubu tasiyan NK30 kodlu
bilesigin, siilfonamit karsilifi olan NS30 kodlu bilesige gore daha yiiksek

sitotoksisiteye sahip oldugu goriilmistiir.

Calismamizin devaminda siilfonamit tlirevlerinin tamaminin ve karboksamit
tiirevlerinden ise sadece sitotoksik etki gosteren bilesiklerin sebep olduklari
poliubikitine olmus protein birikim diizeyleri immiinoblotlama yontemi ile
incelenmistir. Siilfonamit tiirevi N-fenil serisi bilesiklerden fenil halkasinda
stibstitiient tasimayan NS1 kodlu tiirev ile 0-etil ve halojen siibstitiientleri tasiyan
NS2, NS13-16 kodlu tiirevlerin disinda kalan tiim bilesiklerin (NS3, NS9, NS11-12,
NS17 kodlu bilesikler) negatif kontrol olarak kullanilan DMSO bilesigine gore
istatistiksel olarak anlamli poliubikitine olmus protein birikimine neden oldugu
saptanmigstir. Heterosiklik halka tasiyan tiirevlerde NS20 kodlu bilesik disinda kalan
bilesikler DMSO bilesigine gore istatistiksel olarak anlamli poliubikitine olmus
protein birikimine neden olmustur. Karboksamit tiirevi bilesiklerde ise, NK18 kodlu
bilesik diginda kalan NK15, NK20 ve NK30 kodlu tiirevlerin yine istatistiksel olarak

anlamli protein birikimini sagladig1 gozlenmistir.
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Bilesik sayimizin fazla olmasi ve sinirli imkanlarimiz nedeniyle poliubikitine
olmus protein birikimine neden olan bilesiklerden sadece istatistiksel olarak anlamli
(p<0.005) en yiiksek birikime sebep olan NS24, NS26, NS28, NS29 ve NK30 kodlu
tirevler se¢ilip, bu birikimin proteazom Kimotripsin benzeri aktivite inhibisyonu
sonucunda mi gergeklestigi arastirilmistir. Segilen bilesiklerin MCF-7 insan meme
kanseri hiicre hatt1 iizerindeki kimotripsin benzeri aktivite inhibisyonlari, yine ayni
hiicre hattinda sitotoksisite gosterdikleri 1Csp ve 2XICsp olmak {lizere iki farkl
konsantrasyonda florometrik yontem ile tayin edilmistir. Deney sonuglarma gore,
incelenen bilesikler igerisinde amit azotunda 2-kloro-3-piridil grubu tasiyan NS26
kodlu siilfonamit tiirevi bilesik, kimotripsin benzeri aktivitenin spesifik inhibitorii
olan NS19 kodlu lider bilesigimizden daha yiiksek inhibisyon gostermis ve serinin en
aktif bilesigi olarak tespit edilmistir. Istatistiksel olarak anlamli sonuglara gore diger
bilesikler kendi igerisinde degerlendirildiginde, bu bilesiklerin de inhibisyon
gosterdikleri ve inhibisyonun NS29>NS28>NK30>NS24 siralamasi iginde azaldigi
tespit edilmistir. Sinirhi sayida madde ile ¢alisildigindan, elde edilen bu sonuglarla
detayl1 bir yapi-etki iliskisi irdelemesi yapilamamistir. Ancak proteazom inhibisyonu
test edilen az sayidaki bilesik icerisinden lider molekiilden daha yiiksek aktiviteye
sahip madde bulunmasi, yeni proteazom inhibitorii bilesiklerin kesfi acisindan
stilffonamit ve karboksamit genel yapisina sahip bilesiklerimizin umut verici yapilar

oldugunu gostermistir.
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6. SONUC VE ONERILER

Bu calismada, potansiyel proteazom inhibitor aktivite gostermesi beklenen N-
stibstitiie-4-((3-kloro-1,4-diokso-1,4-dihidronaftalen-2-il)amino)benzensiilfonamit ve
karboksamit genel yapisi ile 2-kloro-3-((4-(morfolinosiilfonil)fenil)amino)naftalen-
1,4-dion ve 2-kloro-3-((4-(morfolinokarbonil)fenil)amino)naftalen-1,4-dion
yapilarina sahip toplam 41 adet bilesigin sentezi yapilmistir. Sentezi gerceklestirilen
bilesiklerden on tanesi literatiire kayith olup, geriye kalan bilesiklerin sentezleri ve
proteazom inhibitdr aktiviteleri ilk kez bu ¢alismada rapor edilmektedir. Siilfonamit
tiirevi bilesikler tic basamakli, karboksamit tiirevleri ise iki basamakli sentez yontemi
ile elde edilmistir. Sentezlenen bilesiklerin yapilari spektral yontemler (IR, *H NMR,

kiitle) ve elementel analiz ile teyit edilmistir.

Bilesiklerimizin proteazom inhibitor aktivitelerini belirlemek iizere oncelikle
MCF-7 insan meme kanseri hiicre hatti iizerinde gosterdikleri sitotoksisiteleri ve
sebep olduklar1 poliubikitine olmus protein birikim diizeyleri tespit edilmistir.
Yiiksek oranda poliubikitine olmus protein birikimine neden olan belirli sayidaki
bilesigin kimotripsin benzeri aktivite inhibisyonlar1 florometrik yontem kullanilarak
in vitro olarak tayin edilmistir. Biyolojik aktivite sonuglarina gore gerek siilfonamit
gerekse karboksamit genel yapisina sahip bilesiklerimizin degisen oranlarda
sitotoksisiteye ve poliubikitine olmus protein birikimine neden olduklari tespit
edilmistir. Kimotripsin benzeri aktivite inhibisyonlar1 degerlendirildiginde ise amit
azotunda 2-kloro-3-piridil grubu tasiyan siilfonamit tiirevi NS26 kodlu bilesigin ayni
konumda 2-piridil grubu tasiyan NS19 kodlu lider bilesikten daha yiiksek proteazom
inhibisyonu gosterdigi gozlenmistir. Sinirhi sayida bilesikle elde edilen bu aktivite
sonucu ileride planladigimiz ¢aligmalar ig¢in umut verici bir sonu¢ olarak

degerlendirilmistir.
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C:\Xcalibur\..\2017 09 20\acsfcl-neg

T: {0.0} - c APCI corona sid=75.00 det=906.00 Full ms [10.00-600.00]
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C:\Xcalibur\..\2017 11 14\A1 11/14/2017 12:08:18 PM

Al #37 RT: 0.33 AV:1 NL: 1.83E6
T: {0,0} +c APClcorona sid=75.00 det=906.00 Full ms [1.00-600.00]
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Spektrum 4. A1 kodlu bilesigin kiitle spektrumu
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C:\Xcalibur\..\2017 11 14\A2

11/14/2017 12:12:25 PM

A2 #92 RT: 0.83 AV:1 NL: 1.39E6

T: {0,0} +c APCIcorona sid=75.00 det=906.00 Full ms [1.00-600.00]
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Spektrum 6. A2 kodlu bilesigin kiitle spektrumu
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C:\Xcalibur\..\2017 11 16\A3

11/16/2017 9'55:02 AM

A3 #39 RT: 0.35 AV:1 NL: 2.49E6
T: {0,0} +c APCIcorona sid=75.00 det=906.00 Full ms [1.00-600.00]
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C:\Xcalibur\..\2017 11 14\A9 11/14/2017 12:12:22 PM

A9 #10 RT: 0.08 AV: 1 NL: 2.95E5
T: {0,0} +c APCIcorona sid=75.00 det=906.00 Full ms [1.00-600.00]
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C:\Xcalibur\..\2017 11 14\A11

11/14/2017 12:22:19 PM

All #96 RT: 0.87 AV:1 NL: 4.06E5
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Spektrum 12. A11 kodlu bilesigin kiitle spektrumu
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C:\Xcalibur\..\2017 11 14\A12ULTRA

11/14/2017 12:232:12 PM
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A12ULTRA #57 RT: 0.51 AV:1 NL: 1.19E6
T: {0,0} +c APClIcorona sid=75.00 det=906.00 Full ms [1.00-600.00]
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Spektrum 14. A12 kodlu bilesigin kiitle spektrumu
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C:\Xcalibur\..\2017 11 14\A13 ".1/14/2017 12:38:09 PM

Al13 #56 RT: 0.50 AV: 1 NL: 7.06E5
T: {0,0} +c APCI corona sid=75.00 det=906.00
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Al13 #56 RT: 0.50 AV: 1 NL: 6.08E4
T: {0,0} +c APCI corona sid=75.00 det=906.00 Full ms [1.00-600.00]
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Spektrum 16. A13 kodlu bilesigin kiitle spektrumu
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C:\Xcalibur\..\2017 11 14\A14 ".1/14/2017 12:43:07 PM

Al4 #25 RT: 0.22 AV: 1 NL: 4.64E5
T: {0,0} +c APCI corona sid=75.00 det=906.00
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T: {0,0} +c APCI corona sid=75.00 det=906.00 Full ms [1.00-600.00]
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Spektrum 18. A14 kodlu bilesigin kiitle spektrumu
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C:\Xcalibur\..\2017 11 14\A15
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Spektrum 20. A15 kodlu bilesigin kiitle spektrumu
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C:\Xcalibur\..\2017 11 14\A16 11/14/2017 125355 PM

Al6 #39 RT: 0.35 AV: 1 NL: 1.45E6
T: {0,0} +c APClIcorona sid=75.00 det=906.00 Full ms [1.00-600.00]
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Spektrum 22. A16 kodlu bilesigin kiitle spektrumu
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C:\Xcalibur\..\2017 11 14\A17 11/14/2017 12:58-5R PM

Al7 #40 RT: 0.36 AV: 1 NL: 1.10E7
T: {0,0} +c APCIcorona sid=75.00 det=906.00 Full ms [1.00-600.00]
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Spektrum 24. A17 kodlu bilesigin kiitle spektrumu
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C:\Xcalibur\..\2017 11 14\A18

11/14/2017 1:02-:49 PM
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Spektrum 26. A18 kodlu bilesigin kiitle spektrumu
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C:\Xcalibur\..\2017 11 14\A19

11/14/2017 1:0R-47 PM
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Al19 #42 RT: 0.37 AV:1 NL: 3.11E6
T: {0,0} +c APCIcorona sid=75.00 det=906.00 Full ms [1.00-600.00]
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Spektrum 28. A19 kodlu bilesigin kiitle spektrumu
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Spektrum 30. A20 kodlu bilesigin kiitle spektrumu
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Spektrum 32. A21 kodlu bilesigin kiitle spektrumu
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Spektrum 34. A22 kodlu bilesigin kiitle spektrumu
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Spektrum 36. A23 kodlu bilesigin kiitle spektrumu
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A24 #42 RT: 0.37 AV: 1 NL: 1.46E7
T: {0,0} +c APClIcorona sid=75.00 det=906.00 Full ms [1.00-600.00]
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A25 #41 RT: 0.36 AV:1 NL: 3.19E6
T: {0,0} +c APCIcorona sid=75.00 det=906.00 Full ms [1.00-600.00]
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Spektrum 40. A25 kodlu bilesigin kiitle spektrumu
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A26 #42 RT: 0.37 AV:1 NL: 3.27E6
T: {0,0} +c APCIcorona sid=75.00 det=906.00 Full ms [1.00-600.00]
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Spektrum 42. A26 kodlu bilesigin kiitle spektrumu
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A28 #41 RT: 0.36 AV: 1 NL: 3.63E6
T: {0,0} +c APClIcorona sid=75.00 det=906.00 Full ms [1.00-600.00]
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Spektrum 46. A29 kodlu bilesigin kiitle spektrumu
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A30 #40 RT: 0.36 AV: 1 NL: 1.60E6
T: {0,0} +c APCIcorona sid=75.00 det=906.00 Full ms [1.00-600.00]
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Spektrum 48. A30 kodlu bilesigin kiitle spektrumu
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Spektrum 50. A31 kodlu bilesigin kiitle spektrumu
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51




I

E IrG

B0t

=882

0Z'ET"
881

K ggg

F 60

|4 8L'8-

2.0

7.5

Spektrum 52. NS1 kodlu bilesigin *H NMR spektrumu

52



C:\Xcalibur\..\2017 11 14\NS1

11/14/2017 10°1R'58 AM

NS1#38 RT: 0.34 AV:1 NL: 7.76E5

T: {0,0} +c APClIcorona sid=75.00 det=906.00 Full ms [1.00-600.00]
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Spektrum 54. NS2 kodlu bilesigin IR spektrumu
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C:\Xcalibur\..\2017 11 14\NS2

NS2 #41 RT: 0.36 AV: 1 SB: 382 0.53-4.00
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Spektrum 56. NS2 kodlu bilesigin kiitle spektrumu
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Spektrum 57. NS3 kodlu bilesigin IR spektrumu
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Spektrum 58. NS3 kodlu bilesigin *H NMR spektrumu




C:\Xcalibur\..\APCN\ns2isop-neg 9/27/2017 10-49-49 AM

ns2isop-neg #38 RT: 0.34 AV: 1 NL: 1.54E6
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Spektrum 60. NS9 kodlu bilesigin IR spektrumu
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Spektrum 61. NS9 kodlu bilesigin *H NMR spektrumu
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Spektrum 62. NS9 kodlu bilesigin kiitle spektrumu
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Spektrum 64. NS11 kodlu bilesigin *H NMR spektrumu
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Spektrum 66. NS12 kodlu bilesigin IR spektrumu
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Spektrum 67. NS12 kodlu bilesigin *H NMR spektrumu
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Spektrum 68. NS12 kodlu bilesigin kiitle spektrumu
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Spektrum 70. NS13 kodlu bilesigin *H NMR spektrumu
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Spektrum 72. NS14 kodlu bilesigin IR spektrumu
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Spektrum 74. NS14 kodlu bilesigin kiitle spektrumu
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Spektrum 78. NS16 kodlu bilesigin IR spektrumu
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Spektrum 80. NS16 kodlu bilesigin kiitle spektrumu
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Spektrum 82. NS17 kodlu bilesigin *H NMR spektrumu
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Spektrum 84. NS18 kodlu bilesigin IR spektrumu
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Spektrum 85. NS18 kodlu bilesigin *H NMR spektrumu
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Spektrum 86. NS18 kodlu bilesigin kiitle spektrumu
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Spektrum 88. NS19 kodlu bilesigin *H NMR spektrumu




C:\Xcalibur\..\2017 11 14\NS19 11/14/2017 11:13-:47 AM

NS19 #40 RT: 0.35 AV: 1 NL: 4.65E5
T: {0,0} +c APCIcorona sid=75.00 det=906.00 Full ms [1.00-600.00]
100 56.06

95
90
85
80
75
70
65 42.02
60
55
50
45

95.24

40 355.46

35

30 74.15
25

383.36
20

184.38

15

10 411.59 440.42

20022 55937 250.29

535.29 563.1

: il
41.24
\‘\‘Hd} H\\ L]

T

L]
T

Al [ H
LAaSas naans

50 100 150 200 250 300 350 400 450

m/z

595.16
T

1
600

Spektrum 89. NS19 kodlu bilesigin kiitle spektrumu

89




%T

98.0 _

97 |

96 |

95 |

94 |

93 |

92 |

91 |

90 |

89 |

88 |

87 ]

86 |

85 |

84 |

83 ]

82 ]

81 ]

80 |

79 |

78.0

4000.0

3600

3200

2800

2400 2000 1800 1600 1400
cm-1

1200

1000

800

600.0]

90

Spektrum 90. NS20 kodlu bilesigin IR spektrumu




.
-

7
g

T L A
o — Lo v o T i g T T ﬁ
] — o4 F= 07 0 U G0 L -l
o o« bl T o - I B o]
T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T
11.0 10.5 10.0 9.5 9.0 8.5 8.0 7.5 7.0 6.5 G. 5.0 4.5 4.0 3.5 3.0 2.5 2.0 1.5 1.0 0.5

1] 5.5
fl (ppm)

Spektrum 91. NS20 kodlu bilesigin *H NMR spektrumu

91




100

95

90

85

80

75

70

65

60

55

50

45

40

35

30

25

20

15

10

NS3AP-_151209151406 #181 RT: 1.64 AV: 1 NL: 4.53E4
T: {0,0} +c APClcorona sid=75.00 det=906.00 Full ms [10.00-600.00]

79.02
111.19
225.00
107.25
97.11
116.33
13351 162.97 213.19
100 150 200

250.23
264.08

28512 305.17 345.09

250 300 350

m/z

360.03

440.00

406.11

393.07

400

420.07

472.03

517.98 552.32 59.62

450 500 550 600

92

Spektrum 92. NS20 kodlu bilesigin kiitle spektrumu




99.4 _

98 |

97 |

96 |

95 |

94 |

93 |

92 |

91 |

90 |

%T
89 |

88 |

87 ]

86 |

85 |

84 |

83 ]

82 ]

81 |

80.0
4000.0 3600 3200 2800 2400 2000 1800 1600 1400 1200 1000 800 600.0]

Spektrum 93. NS21 kodlu bilesigin IR spektrumu

93




| =

B e, e, T N T

— wm r~m M cd oo g % M

o0 = o0 i o5 n

Im T ‘I_| =0l I-.I-llﬁj T T = T T T T T T T T T T T T Ln' T '_I' q—I

8.5 8.0 7.5 7.0 6.5 6.0 5.5 5.0 4.5 4.0 3.5 3.0 2.5 1.
f1 (ppm)

Spektrum 94. NS21 kodlu bilesigin *H NMR spektrumu

94



C:\Xcalibur\..\2015 12 17\NS_4AP

12/17/2015 1:45-17 PM

NS_4AP #44 RT: 0.39 AV:1 NL: 7.79E4
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NS22 #41 RT: 0.36 AV: 1 NL: 5.37E5
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Spektrum 98. NS22 kodlu bilesigin kiitle spektrumu
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NS23 #37 RT: 0.33 AV: 1 NL: 5.18E5
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NS24 #40 RT: 0.36 AV: 1 NL: 7.57E5
T: {0,0} +c APClIcorona sid=75.00 det=906.00 Full ms [1.00-600.00]
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NS25 #42 RT: 0.37 AV: 1 NL: 4.17E5
T: {0,0} +c APCIcorona sid=75.00 det=906.00 Full ms [1.00-600.00]
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NS26 #73 RT: 0.66 AV: 1 NL: 6.22E5
T: {0,0} +c APCI corona sid=75.00 det=906.00
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Spektrum 110. NS26 kodlu bilesigin kiitle spektrumu




98.8 _
98 |

96 |

94 |

92 |

90 |

88 |

86 |

84 |

%T

80 |

78 |

76 ]

74 |

72 ]

70 |

68 |

65.6 ]

4000.0 3600 3200 2800 2400 2000 1800 1600 1400 1200 1000 800 600.0]
cm-1

Spektrum 111. NS28 kodlu bilesigin IR spektrumu

111




l o

|
—
e

J L ! ,
T iy LARE B T T T T k) T
— L = oo D an o o H o™ L
L ™~ o P n - og o] — L}
[ | [ Ly o o Lo | = — o0 Lo}
T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T i T T T T T i T T J T T T T T T T
|’13.D 12.5 12.0 11.5 11.0 10.5 10.0 9.5 9.0 8.5 8.0 7.5 7.0 f 6(.5 JG.D 5.5 5.0 4.5 4.0 3.5 3.0 2.5 2.0 1.5 1.0 0.5 0.0
1 (ppm

Spektrum 112. NS28 kodlu bilesigin *H NMR spektrumu

112




C:\Xcalibur\..\2017 11 14\NS28

NS28 #40 RT: 0.36 AV: 1 NL: 6.02E5
T: {0,0} +c APCIcorona sid=75.00 det=906.00 Full ms [1.00-600.00]
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NS29 #39 RT: 0.35 AV: 1 NL: 5.54E5
T: {0,0} +c APCIcorona sid=75.00 det=906.00 Full ms [1.00-600.00]
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Spektrum 118. NS30 kodlu bilesigin *H NMR spektrumu
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NS30 #38 RT: 0.34 AV:1 NL: 6.79E5
T: {0,0} +c APCIcorona sid=75.00 det=906.00 Full ms [1.00-600.00]
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11/14/2017 9:14:11 AM

NK1 #40 RT: 0.36 AV:1 NL: 8.88E5
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Spektrum 122. NK1 kodlu bilesigin kiitle spektrumu
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Spektrum 124. NK2 kodlu bilesigin *H NMR spektrumu
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Spektrum 130. NK5 kodlu bilesigin *H NMR spektrumu
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nK4_NITRO--neg #39 RT: 0.35 AV: 1 NL: 2.13E5
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Spektrum 151. NK 13 kodlu bilesigin *H NMR spektrumu
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NK13 #39 RT: 0.35 AV: 1 NL: 2.33E7
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Spektrum 152. NK13 kodlu bilesigin kiitle spektrumu
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Spektrum 155. NK 14 kodlu bilesigin kiitle spektrumu
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Spektrum 158. NK15 kodlu bilesigin kiitle spektrumu
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Spektrum 160. NK 16 kodlu bilesigin *H NMR spektrumu
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Spektrum 161. NK16 kodlu bilesigin kiitle spektrumu
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Spektrum 164. NK17 kodlu bilesigin kiitle spektrumu
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Spektrum 167. NK18 kodlu bilesigin kiitle spektrumu
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Spektrum 169. NK20 kodlu bilesigin *H NMR spektrumu
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Spektrum 170. NK20 kodlu bilesigin kiitle spektrumu
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Spektrum 172. NK30 kodlu bilesigin "H NMR spektrumu
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