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Amag: Glutatyon Transferazlar (GST), ekzojen ve endojen kaynakli, elektrofilik ve hidrofobik bilesiklerin
GSH ile konjugasyonunu katalizleyen Faz-1I detoksifikasyon enzim ailesidir. GST izozimlerinden en onemlisi
olan hGSTP1-1’in ¢ok farkll insan kaynakl tiimérde fazla miktarda salgilandigi ve kanser tedavisinde ¢oklu
ilag diren¢ (MDR) gelisimine sebep oldugu bilinmektedir. Tiim bu nedenlerden dolay: son zamanlarda hGSTP1-
1 enzimi kanser tedavisi icin bir hedef haline gelmistir. Bu ¢alismanmin amact yeni hGSTPI-1 inhibitorleri
tasarlamaktir.

Gereg ve Yontem: 5F-203 bilesiginden hareketle, onilag seklinde etki gosterebilecegi diisiiniilen bir seri
stilfonamidobenzotiyazol tiirevi bilesik tasarlanmistir. Bu bilesiklerin hGSTPI-1 enzimi ile etkilesimlerini
incelemek tizere Schrodinger Maestro programi kullanilarak molekiiler doking ¢alismalar yapilmuistir.

Sonuc¢ ve Tartisma: Bu calismada 5F-203 bilesiginden hareketle, onilag seklinde etki gosterebilecegi
diigtiniilen bilesiklerin, GST enzimi araciligiyla metabolizasyonu sirasinda gergeklesen hidrolizle 5F-203 ve
tiirevi bilesikler aciga ¢ikararak antitiimor ozellik gosterebilecekleri diistiniilmiistiir. Tasarlanan bilesiklerin
hGSTP1-1 enzimi ile etkilesimlerini incelemek tizere yapilan doking ¢alismalarmma gore bilesiklerin tamaminin
hGSTP1-1 enzimi ile kuvvetli etkilesimlerinin oldugu gozlenmigtir. Bilesiklerin tamamuin hGSTPI-1 enzim
inhibisyonu i¢in onemli olan Argl3 ve Tyr7 ile hidrojen bagi ve Tyrl08 ile pi-pi etkilesimleri gosterdigi
belirlenmistir. Bir sonraki basamak olarak bu bilesiklerin sentezi gerceklestirilecek ve hGSTPI-1 enzimi
tizerindeki etkileri deneysel olarak test edilecektir. Bdylece yapi-etki iligkileri tanimlanarak daha etkili yeni
bilesiklerin tasarlanmasi ve boylece diren¢ mekanizmasi inhibe edilerek antikanser ilaglarin etkinliginin
artirllmasi soz konusu olabilecektir.
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ABSTRACT

Obijective: The glutathione transferases (GSTs) are a family of widely distributed Phase 11 detoxification
enzymes that catalyse the conjugation of exogenius and endogenius electrophilic and hydrophobic compounds.
GSTP1-1 is frequently overexpressed in rat and human tumours. It is suggested that overexpression of hGSTP1-
1 by human tumor cells may play a role in multi drug resistance (MDR) to cancer chemotherapy. Hence,
hGSTP1-1 can be a promising target for cancer treatment. The aim of this study is to design new hGSTP1-1
inhibitors.

Material and Method: a series of sulfonamidobenzothiazole derivatives which are thought to act as
prodrug have been designed based on the 5F-203 compound. To examine the interactions of these compounds
with the hGSTP1-1 enzyme, molecular docking studies were carried out, by using the Schrodinger Maestro
Software.

Result and Discussion: In this study, considering the compound 5F-203, it is thought that the compounds
thought to be effective in the form of prodrugs may exhibit antitumor properties by releasing 5F-203 and its
derivative compounds by hydrolysis during metabolism by GST enzyme. It has been observed that all of the
compounds have strong interactions with the enzyme hGSTP1-1, according to the doking studies conducted to
examine the interactions of the designed compounds with the enzyme hGSTP1-1. It was determined that all of
the compounds showed hydrogen bonding with Argl3 and Tyr7, which are important for hGSTP1-1 enzyme
inhibition, and pi-pi interactions with Tyr108. As a next step, the synthesis of these compounds will be carried
out and their effects on the enzyme hGSTP1-1 will be tested experimentally. Thus, by defining structure-activity
relationships, it can be possible to design more effective new compounds and increase the effectiveness of
anticancer drugs by inhibiting the resistance mechanism.

Keywords: anticancer, docking, drug resistance, hGSTP1-1, sulfonamidobenzothiazole

GIRIS

Coklu ilag direnci (MDR) giiniimiizde kanser tedavisinde en biiyiik engeli olusturmaktadir. Bu
diren¢ gelisimi, ilaca karsi permeabilitenin degismesi ve hiicrede GSH ile GST enzim seviyelerinin
artmastyla iliskilendirilmistir [1]. Bu bilgilere ilave olarak son yillarda yapilan ¢alismalar, & ve p sinifi
GST enzimlerinin, hiicresel yasam ve 6liim sinyal iletimine katilan mitojenle aktive edilmis protein
kinaz (MAP kinaz) yolagindaki diizenleyici roliiniin de kemoterapoétik ilaglara direng gelismesinde etkili
oldugunu gostermistir [2]. Bu nedenlerle kemoterapide, geleneksel kanser ilaglarinin (alkilleyici ajanlar)
etkinliginin diizenlenmesinde, GST enzim inhibitorlerinin kullaniminin faydali olabilecegi diisiincesi
dogmustur.

Glutatyon transferazlar (GST), ekzojen ve endojen kaynakli, elektrofilik bilesiklerin glutatyon
(GSH) ile konjugasyonunu saglayarak, genellikle daha kolay atilabilen ve daha az toksik metabolitlere
dontisiimiinii katalizleyen Faz II detoksifikasyon enzim ailesinin bir {iyesidir [3]. GST izozimlerinden
en Onemlisi olan hGSTP1-1’in ¢ok farkli insan kaynakli tiimorde fazla miktarda salgilandigi ve bu
sistemle metabolize olan pek ¢ok kanser ilacinin metabolizmasini hizlandirarak; ilagla hedeflenen etkiye
ulagilamamasina, bir bagka deyisle ¢oklu ila¢ direng (MDR) gelisimine sebep oldugu bilinmektedir.
Tiim bu nedenlerden dolay1 son zamanlarda hGST P1-1 enzimi kanser tedavisi i¢in bir hedef haline
gelmistir [4].

Dogada glutatyon S-transferaz aktivitesi gdsteren enzimler, mitokondriyal, mikrozomal ve

sitozolik olmak iizere {i¢ alt gruptan olugmaktadir [5,6]. Bu gruplardan, memelilerdeki sitozolik GST
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enzimleri, kimyasal 6zellikleri, immiinolojik reaktiviteleri ve aminoasit dizilis benzerliklerine gore alfa
(), zeta (Q), teta (0), pi (n), mil (i), sigma (o) ve omega (o) olarak 7 alt gruba ayrilirlar [7]. Enzim,
korunumlu dizileri iceren GSH baglama bolgesi (G bolgesi) ve farkli substratlart baglayabilen
hidrofobik bolge (H bolgesi) olmak iizere iki bolge icermektedir [8-10]. Herbir alt birimde de iki domain
bulunmaktadir. Yaklasik 80 rezidii uzunluktaki N-terminal domaininde o/p yapisal birimleri hakimdir.
Tim GST smiflarinda bu domain dizileri GSH’1 spesifik olarak baglamak i¢in korunmuslardir. C-
terminal domain ise tamamen a-helikal yapilardan olusmaktadir. Hidrofobik baglanma bdlgesi (H

bolgesi) iki domain arasinda olup, gogu hidrofobik bilesik bu bolge ile etkilesmektedir (Sekil 1) [4,7,11].

Sekil 1. Dimerik hGST P1-1 enziminin kristal yapis1 (solda) ve hidrofobik yilizey alani goriiniimii
(sagda)

1968 yilinda diiiretik olarak kullanima sunulan Etakrinik asit (EA), GST inhibitorii olarak
incelenen ilk bilesiktir [12-14]. Bu bilesik, GSH’nin tiyol grubuna “Micheal eklemesi” konjugasyonu
yoluyla baglanip (Sekil 2), GSH’1 tiikketmesinin yan1 sira, substrat baglanma bolgesi (H bolgesi)’ne
dogrudan baglanarak, GST A, M ve P’nin inhibe edilmesinden sorumludur [6,15-16].

Cl Cl Cl Cl
0] o)
GSH, GST
O—CH,COOH ————~ O—CH,COOH
CH, SG
EA GS-EA Kompleks

Sekil 2. GS-EA kompleks olusumu
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Zhao ve ark. [17], siilfonamit tasiyan bilesiklerin GST-katalizli hidrolizini incelemisler.
Benzotiyazol-2-siilfonamit tiirevi bilesiklerin GST enzimi igin iyi bir substrat oldugunu belirlemislerdir

(Sekil 3).
C,H:0 S

/>—302NH2

N

Sekil 3. Benzotiyazol-2-siilfonamit tiirevi bilesikler

2-(4-Amino-3-metilfenil)-5-florobenzotiyazol (5F 203) bilesigi ve onun lizilamit yapisindaki 6n
ilaci, phortress kanser hastaligina karsi potent ve selektif etkileri nedeniyle klinik calismalari halen

devam eden bilesiklerdir (Sekil 4) [18]. Ayrica siilfonamit yapisi tagtyan bir¢ok inhibitor bilesik de rapor

edilmistir [19].
CH,
F N F.
S 2HCI H (CH2)4NH,

5F 203 Phortress

Sekil 4. 5F 203 bilesigi ve onun lizilamit yapisindaki 6n ilaci (Phortress)

Bu proje kapsaminda 5F 203 bilesiginden hareketle 6nilag seklinde etki gosterebilecegi diistiniilen
bir seri siilfonamidobenzotiyazol tiirevi bilesik tasarlanmig ve sentezleri gergeklestirilmistir. Bu
bilegiklerin, metabolizma sonucu gergeklesen hidrolizle SF 203 ve tiirevi bilesikler agiga c¢ikararak
antitimor Ozellik gosterirken molekiilden ayrilan diger kismin da hGSTP1-1 inhibitdrii 6zellik
gosterebilecegi distiniilmektedir (Sekil 5). Boylece direng mekanizmasi inhibe edilerek ilacin

etkinliginin artirilmasi s6z konusu olacaktir.
O
. L STy
1 Il \ + GSH 7
0O N
S R
o T w e s
N

Sekil 5. Siilfonamit tiirevi bilegiklerin GST-katalizli olas1 hidroliz reaksiyonu (Ri: H, Cl, F, Br,
CFs; R2: H, F)
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GEREC VE YONTEM

Molekiiler doking teknikleri, bilgisayar destekli rasyonel ilag¢ tasariminda ilag ya da ilag adaylar
(ligantlar) ile enzim, niikleik asit, reseptdr proteinlerinin birbirine nasil uyum gosterdiklerini aragtirmak
icin kullanilan 6nemi tartisilmaz bir yontemdir [20-22]. Doking ¢alismalarinda, {i¢ boyutlu yapist belli
olan enzime baglanma enerjileri belirlenebilmekte ve enzimin baglanma bolgesinde ligandin pozisyonu
canlandirilabilmektedir. Bu yontem, ilag adayr molekiillerin protein hedeflerine karsi affinitesini,
dolayistyla biyolojik aktivitesini dnceden tahmin edebilmek i¢in uygulanmaktadir. Doking, ligandin
uygun konformasyonu ile enzim arasinda anahtar-kilit iligskisine benzer bir uyum olmas1 durumu olarak
da agiklanabilmektedir [23].

Bu ¢alismada, 5F-203 bilesiginden hareketle, 6nila¢ seklinde etki gosterebilecegi diistiniilen bir
seri siilfonamidobenzotiyazol tiirevi bilesik tasarlanmustir. Bu bilesiklerin enzim ile etkilesimlerini
incelemek iizere, Schrodinger Molekiiler Modelleme Programi Glide modiilii kullanilarak doking
calismalar1 yapilmigtir. Doking c¢alismalar1 i¢in 2GSS pdb kodlu hGSTP1-1 enzimi kristal yapist
kullanilmigtir. Homodimer yapida olan bu enzimin aktif ydresi grid olusturma c¢alismalarinda
kullanilmistir. Protein yapisini iyilestimek i¢cin Schrodinger Suite igerisinde yer alan Protein Preparation
Wizard arayiizii kullanilmistir. Bag uzunluklar1 diizenlenerek kristal yapisi igerisinde bulunmayan
hidrojen atomlar1 protein yapisina eklenmistir. Zincirler arasinda kalan aktif bolge secilerek burada yer
alan aminoasitler OPLS2005 kuvvet alam1 kullanilarak yeniden diizenlenmistir. Ligandlarin doking
oncesi hazirlik iglemleri i¢in protokol olusturulmasi X-ray ligandi (etakrinik asit) ile yapilmistir. Atom
tiplerinin belirlenmesi, iyonizasyon/nédtralizasyon siiregleri LigPrep programu ile pH 7.0 = 2.0’de
yapilmistir. Grid olusturma ve docking islemleri Single Precision Mode (GlideScore SP) kullanilarak
Glide [24-25] (Schrodinger Release 2018-1: Glide) ile gergeklestirilmistir. Olusturulan grid dosyasi
iizerinde sentezleri gerceklestirilen tiim bilesiklere doking islemi uygulanmis ve olasi etkilesimler

incelenmistir.

SONUC VE TARTISMA

Tasarimu gergeklestirilen bilesiklerin hGSTP1-1 enzimi iizerindeki olasi etkilesimleri incelenmek
iizere yapilan doking caligmalarina goére, bilesiklerin enzim ile etkilesimlerini gosteren 2D diagramlar

Sekil 6’da, doking skorlar1 ve etkilesimde yer alan aminoasitler Tablo 1’de verilmistir.
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Tablol. Doking sonuglari.

o R
n H S 2
AT
N

393

0]
oo Doking | Glide o
Bilesik | R; R Skoru Skoru Etkilesimler
Tyr7a, Phe8?, Val10%, Gly12°, Arg13Pf (2), Trp38?,
KPO1 |H |H | -5426 | -57
0 5426 5755 GIn519, Leu52?, 11e104?, Tyr1082¢, Gly205¢, H,O (3)
Tyr7af Phe8?, Val10?, Gly12°, Arg13Pf (2), Trp38?,
KP02 | ClI H -5,351 | -5,642 | Lys44°, GIn519 Leu52?, 11e104?, Tyr108%¢, Gly205¢,
H.0 (2)
Tyr7af Phe8?, Val10?, Gly12°, Arg13PT (2), Trp38?,
KP0O3 | F H -6,020 | -6,330 | GIn519, Leu52?% Pro53? lle104%, Tyr1082¢, Gly205°,
H>0 (3)
Tyr7af Phe8?, Val10?, Argl13>T (2), Trp3829, Lys44®,
KP04 | Br H -4,808 | -5,102 | Gly50¢, GIn519, Leu52?, 1le1043, Tyr1082¢, Gly205°,
H>0 (3)
Tyr73, Phe8¢, Val10?, Argl3dT (2), Trp3s?, 1104,
KP Fs |H | 4416 | -47
05 | CRs 416 799 Ser105Y, Tyr1082¢, Thr109¢, Gly205¢, H.O (2)
Tyr7af Phe8?, Val10?, Gly12°, Arg13PT (2), Trp38?,
KPOE 1 H \F 6,282 | 6,320 GIn519, Leu522, 11e104?, Tyr1082¢, Gly205¢, H2O (3)
Tyr72f, Phe8?, Val10? Gly12°¢, Arg13®f(2), Trp38?,
KPO7 | Cl | F 6,602 1 -6,636 GIn519, Leu5229, 11e1042, Tyr1082¢, Gly205¢, H,O (3)
Tyr72f, Phe8? Val10? Gly12¢, Arg13®f(2), Trp38?,
KP0O8 | F F -6,221 | -6,257 | Lys44° GIn519 Leu52?, 11e104?, Tyr108%¢, Gly205¢,
H>0 (3)
Tyr72, Phe8*¢, Val10?, Arg13>® (2), Trp38?, 1le104?,
KP -4 -4,7
09 | Br | F /696 730 Tyr1082¢, Gly205¢, H,0 (2)
Tyr72, Phe8?, Val10?, Gly12¢, Arg13®, Val35?, Trp38?,
KP10 | CFs | F 491 | 5038 | 51300 Lys44®, 1161042, Tyr108%¢, Gly205¢, H.O (2)
af a a c b,f,h a
Etakrinik Asit 6418 | 6,418 Tyr72', Phe8?, Vall10?, Gly12°, Arg13®>'" (2), Val35?,

Trp382, 11e1042, Tyr108?, Gly205¢, H,0¢ (5)

Koyu: H-bagi, a: hidrofobik (yesil), b: pozitif yiik (mor), c: glisin (agik yesil), d: polar (turkuaz), e: pi-pi, f: su (gri),

g: Halojen bag1 h: tuz kopriisii
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Ozetle, bu calismada 5F 203 bilesiginden hareketle, onila¢ seklinde etki gosterebilecegdi
diisiiniilen bir seri siilfonamidobenzotiyazol tiirevi bilesik tasarlanmistir. Bu bilesiklerin, GST enzimi
araciligryla metabolizasyonu sirasinda gerceklesen hidrolizle SF 203 ve tiirevi bilesikler agiga ¢ikararak
antitimor Ozellik gosterebilecekleri diistinlilmiistiir. Tasarlanan bilesiklerin hGSTP1-1 enzimi ile
etkilesimlerini incelemek iizere yapilan doking caligmalarina gore bilesiklerin tamaminin hGSTP1-1
enzimi ile kuvvetli etkilesimlerinin oldugu gézlenmistir. Bilesiklerin tamaminin (KP10 hari¢), hGSTP1-
1 enzim inhibisyonu i¢in 6nemli olan Argl3 ve/veya Tyr7 ile hidrojen bagi ve Tyrl08 ile pi-pi
etkilesimleri gosterdigi belirlenmistir. Bir sonraki basamak olarak bu bilesiklerin sentezi
gergeklestirilecek ve hGSTP1-1 enzimi tizerindeki etkileri deneysel olarak test edilecektir. Bdylece
yapi-etki iligkileri tanimlanarak daha etkili yeni bilesiklerin tasarlanmasi ve boylece diren¢ mekanizmasi

inhibe edilerek antikanser ilaglarin etkinliginin artirtlmasi s6z konusu olabilecektir.
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Sekil 6. &) KP03 kodlu bilesige ait doking pozu. b) KP06 kodlu bilesige ait doking pozu. ¢) KP03
kodlu bilesige ait doking pozu.  d) KPO7 kodlu bilesige ait doking pozu. €) KP08 kodlu bilesige ait
doking pozu.
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tarafindan desteklenmistir.
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