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Oz
Glutatyon rediktaz (GR), oksitlenmis glutatyondan (GSSG) indirgenmis glutatyonun (GSH) geri
kazanimini katalize ederek GSH/GSSG oranini korumak icin gerekli olan dnemli bir antioksidan enzimdir.
Bu hayati gorev nedeniyle, GR'nin inhibisyonu birgok hastaligin tedavisinde 6nemli bir hedeftir, bu
nedenle ilag tasariminda yol gosterici olacak yeni GR inhibitérlerini belirlemeyi amagladik. Daha 6nce,
farkl 2-aminotiyazol analoglarinin in vitro antikanser degerlendirme ¢alismalari, meme, I6semi, akciger,
kolon, CNS, melanom, yumurtalik, bobrek ve prostat gibi cok gesitli insan kanserli hiicre hatlarina karsi
Anahtar kelimeler gl¢lu ve segici nanomolar inhibitor aktiviteleri sergiledikleri calismalarla dogrulandi. Calismamizda taze
Tiyazol; glutatyon insan eritrositlerinden izole edilen GR Uzerine, C-2 pozisyonunda amino grubu igeren ve terapotik
rediiktaz; inhibisyon; uygulamalarda ¢ekirdek yapi olarak kullanilan tiyazol tiirevi altt maddenin inhibisyon etkisini arastirdik.
2-amino-4-(2,4-diflorofenil)tiyazol, 2-amino-4-(4-bromofenil)tiyazol, 2-amino-5-metil-4-feniltiyazol, 2-
amino-4-(5,6) ,7,8-tetrahidro-2-naftil)tiyazol, 2-amino-4-(4-klorofenil)tiyazol, 4-(3,4-diflorofenil)-1,3-
tiyazol-2-amino bilesiklerinin sirasiyla ICso degerleri 0,64 uM, 3,69 uM, 42,8 uM, 0,91 uM, 0,63 uM ve
21 uM olarak belirledik. Ki degerleri ise sirasiyla 0,006+0,00048 uM, 0,33+0,11 uM, 63,61+0,33 uM,
0,905+0,073 uM, 0,89+0,47 uM, 97,44 uM olarak hesaplandi. En yiiksek inhibisyon etkisini 2-amino-4-
(2,4-diflorofenil) tiyazol, en dusuk inhibisyon etkisini ise 4-(3,4-diflorofenil)-1,3-tiyazol-2-aminonun
gosterdigi gorildi. Sadece 2-Amino-4-(2,4-diflorofenil) tiyazoliin yarismali inhibisyon sergiledigi, diger
bilesiklerin yarismasiz inhibisyon sergiledigi gorildi. Calismamiz,bu tiyazol tirevlerinin gl¢li GR
inhibitorleri oldugunu, yeni ilag adaylarin belirlenmesi igin yol gosterici olarak kullanilabilecegini
gostermektedir.

enzim; ilag tasarimi;
antioksidan

Determination of Inhibitory Effects of Thiazole Derivatives on

Glutathione Reductase
Abstract

Glutathione reductase enzyme (GR) is an important enzyme that catalyzes the formation of reduced

glutathione (GSH) from oxidized glutathione (GSSG) and undertakes the task of maintaining the

GSH/GSSG ratio in the body. This important task has made the inhibition of GR an important target in

the treatment of many diseases. Therefore, it is very important to identify new GR inhibitors that can

be used in drug design. In vitro anticancer studies of different 2-aminothiazole analogs have been

shown to have potent inhibitory activities against a wide variety of human cancer cell lines, including

Keywords lung, leukemia, breast, ovarian, kidney, melanoma, colon, CNS, and prostate. We investigated the

Thiazole; Glutathione inhibition effect of six thiazole derivatives, which contain an amino group at the C-2 position and used

Reductase; Inhibition; ~ @s a core structure in therapeutic applications, on GR isolated from fresh human erythrocytes. We

Enzyme; Drug Design; determined the ICso values of compounds 2-amino-4-(2,4-difluorophenyl) thiazole, 2-amino-4-(4-

bromophenyl)thiazole, 2-amino-5-methyl-4-phenylthiazole, 2-amino-4-(5,6,7,8-tetrahydro-2-

naphthyl)thiazole, 2-amino-4-(4-chlorophenyl)thiazole, 4-(3,4-difluorophenyl)-1,3-thiazole-2-amino

0,64 uM, 3,69 uM, 42,8 uM, 0,91 uM, 0,63 uM ve 21 uM respectively. Ki values were calculated as

0,006+0,00048 pM, 0,33+0,11 pM, 63,61+0,33 pM, 0,905+0,073 uM, 0,89+0,47 uM, 97,44 uM

respectively. It was observed that 2-amino-4-(2,4-difluorophenyl) thiazole had the highest inhibition

effect and 4-(3,4-difluorophenyl)-1,3-thiazol-2-amino had the lowest inhibition effect. It was observed

that only 2-amino-4-(2,4-difluorophenyl)thiazole exhibited competitive inhibition, while other

compounds exhibited non-competitive inhibition. Our study shows that these thiazole derivatives are
potent GR inhibitors and can be used as a guide for the identification of new drug candidates.
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1. Giris

Son yoriingesinde bir veya daha fazla eslenmemis
elektron bulunduran atomlara veya molekiillere
serbest radikaller adi verilmektedir (Karabulut ve
Gulay 2016). alkoksit,
hidroksit, nitrik asit ve nitrojen dioksitler serbest

Superoksit, peroksit,
radikaldir ve oksijenden tiretilmislerdir. Bu yapilar
vicutta dis etkilerle ya da metabolik yolaklar
vasitasiyla olusurlar ve DNA’ya geri donlsimsiiz
baglanabilirler (Ozaslan vd. 2017). Serbest radikaller
proteinlere, enzimlere ve lipitlere kovalent bagla
baglanabilir, koenzimlerin, niikleik asitlerin ve hiicre
zarinin yapisini  bozarak metabolik hastaliklara
neden olabilirler. Enzimler biyolojik katalizorlerdir,
bazi metabolik enzimler viicuda giren ilag veya
kimyasallardan dogrudan etkilenirler (Demir vd.
2018).

Reaktif oksijen tirleri (ROS), serbest radikallerin
olduk¢ca oOnemli bir bilesenidirler. Yapilarinda
eslesmemis elektronlar bulundururlar (Galler vd.
2014). Vicutta islevsel aktiviteler ve metabolizma
olaylari esnasinda Uretilirler, gen ekspresyonunda,
hicrelerin iyonlarin

sinyalizasyon islerinde,

tasinmasinda ve apoptozda gorev alirlar.
Proteinlerin, lipidlerin ve nikleik asitlerin oksidatif
bozunmasi sonucu asirt ROS birikimi ve oksidatif
stres meydana gelebilir (Ozaslan vd. 2018).

Glutatyon (GSH) hiicrede en ¢ok bulunan ve protein

yapisinda olmayan bir molekildir. Hicrelerde
serbest radikallerin giderilmesi ve enzimatik
olmayan vyollarla koruma gorevlerini (Ustlenir.

Bagisiklik sistemi icin 6nemli olan fibrogenez, hiicre
proliferazyonu ve apoptozda 6nemli rol oynar (
Demir vd. 2017).

Glutatyon rediiktaz (GR), oksidorediiktaz aileden
NADP’ye bagimh bir enzimdir. Glutatyon disilfidin,
sulfidril form glutatyona indirgenmesini katalize
eder. GR, protein ve DNA biyosentezi, reaktif oksijen
tirlerinin ve serbest radikallerin detoksifikasyonu
gibi hicrenin cesitli 6nemli islerini yerine getirir
(Demir 2019).

Tiyazoller, cok sayida tibbi dGneme sahip molekiiliin
farmakoforlarinin etkisine

bilesen sahiptirler.

Antibakteriyel (Oh et al. 2002) antiprotozoal (Tapia
et al. 2003), antitiberkiler (Kumar et al. 2010),
antifungal (Samadhiya et al. 2012, Sonwane and
Srivastava 2008), ve antelmintik (Srivastava et al.
2004) potansiyel tibbi uygulamalarinda 6zellikle
tercih edilmektedirler. Tiyazol tlrevleri,
sedatif,

bakterisidal ve antiinflamatuar gibi ¢ok c¢esitli

kardiyotonik,  fungisidal, anestetik,
biyolojik aktiviteler sergiler (Khalifa 2018, Kumar et
al. 2012). Bu 6zelliklerinden dolayi tiyazol tirevleri,
genis
nedeniyle blyuk ilgi gormistir.

farmasotikler  alanindaki uygulamalari

2 konumlu benzotiyazoller c¢esitli terapotik
uygulamalarda ¢ekirdek yapi olarak ortaya
¢ctkmaktadir. (Masoudi et al. 2014, Kaur et al. 2010,
Priyanka et al. 2010, Gajdos et al. 2009, Nadeem et
al. 2009, Singh et al. 2009, Chavan and Pai 2007).
Aktivite calismalari, yapida C-2 pozisyonundaki
slbstitlient grubunun

yapisinin  degismesinin

genellikle biyoaktivitesinin degismesiyle

sonuclandigini  ortaya koymaktadir. 2-amino
tiyazoller ozellikle antiviral (Ghaemmaghami et al.
2010), (Siddiqui 2007),
antikanser (Kesicki et al. 2016) ve anti-inflamatuar
aktivitelere (Lin et al. 2009) sahip bir heterosiklik

halka sistemi sinifini temsil ederler. Daha 6nce, farkh

antimikrobiyal et al

2-aminotiyazol analoglarinin in vitro antikanser
degerlendirme calismalari, meme, lI6semi, akciger,
kolon, CNS, melanom, yumurtalik, bobrek ve prostat
gibi ¢ok cesitli insan kanserli hiicre hatlarina karsi
glcli ve segici nanomolar inhibitor aktiviteleri
sergiledikleri ¢alismalarla dogrulanmistir
(Gorczynski et al. 2004, Kayagil ve Demirayak 2009).
Bu calismada GR enzim aktivitesi (zerine C-2
pozisyonunda amino grubu bulunduran alti adet
(2-amino-4-(2,4-difluorophenyl)

tiyazol tlrevinin

thiazole, 2-amino-4-(4-bromophenyl)thiazole, 2-
amino-5-methyl-4-phenylthiazole, 2-amino-4-
(5,6,7,8-tetrahydro-2-naphthyl)thiazole, 2-amino-4-
4-(3,4-difluorophenyl)-

1,3-thiazole-2-amino) (Sekil 1) etkileri incelenmistir.

(4-chlorophenyl)thiazole,
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NH,

2-amino-4-(4-bromofenil)tiyazol

4 5

F
N
"HN / / F
S

4-(3,4-diflorofenil)-1,3-tiyazol-2-amino

2-amino-4-(4-klorofenil)tiyazol

Sekil 1. Calismada kullanilan tiyazol tirevi bilesiklerin molekil yapilari
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2. Materyal ve Metot
2.1 Kimyasallar

Tim kimyasallar Sigma&Aldrich (Taufkirchen,
Germany) firmasindan temin edilmistir. Calismada
kullanilan eritrosit Atatiirk Universitesi Arastirma
hastanesi kan merkezinden taze olarak temin

edilmistir.

2.2 GR’nin Saflastirimasi ve Aktivite Olgiimii

Taze insan eritrositleri buzlu hemoliz ¢ozeltisi ile
edildi. 13000 xg'de santrifij
hemolizat, 2'5'-ADP Sepharose-4B afinite kolonuna

hemoliz edilen
uygulandi. Kolon 0,1 M potasyum asetat iceren 0,1
M pH 6.0 potasyum fostat tamponu ile yikandi. 1
mM EDTA iceren pH 7.0 olan potasyum tamponu ile
ilave yikama yapildi. Elisyon 1,5 ml’lik érnekler
seklinde alindi ve enzim aktivitesi 340 nm’de 6l¢lldl
(Sentiirk vd. 2008).

1 EU, 1 dakikada 1 uM substrati Griine donistiren
enzim miktari olarak hesaplandi.

2.3 Tiyazol tiirevi bilesiklerin GR aktivitesi iizerine

3. Bulgular

2'5'-ADP
Sepharose-4B afinite kolonu kullanilarak % 44,8
verim ve 17,57 EU/mg spesifik aktivite ile 2281.82
(Cizelge 1). C-2
atomunda amino grubu ihtiva eden bazi tiyazol

GR enzimi insan eritrositlerinden

kat saflastirma saglanmistir
tirevlerinin, insan eritrositlerinden izole edilen GR
Uzerine etkilerinin gorilmesi amaciyla aktivite
ortamina 5 farkli konsantrasyonda eklenen tiyazol
tiirevi bilesiklerin GR’yi inhibe ettigi gbzlendi. %100
enzim aktivitesine sahip kontrol kiivetine herhangi
bir tiyazol turevi eklenmedi. ICso, %50 inhibisyona
ihibitor
tanimlandi ve cizilen % Aktivite-[Tiyazol] grafikleri

neden olan konsantrasyonu olarak
Gzerinden her bir bilesik i¢in ayri ayri hesaplandi
(Sekil 2). K; inhibisyon tipleri
Lineweaver-Burk egrileri ile belirlendi (Sekil 3,
Cizelge 2).

En disik ICso degeri 0,63 uM ile 5 numaral bilesik,

degerleri ve

en yiksek ICso degeri ise 42,8 uM ile 3 numarali
bilesik icin elde edildi. 1Cso degeri icin siralama
3>6>2>4>1>5 seklindedir (Cizelge 2).

Ki degerleri ise 6>3>4>5>2>1 seklindedir. 1 numaral

etkileri
bilesik yarismali inhibisyon sergilemis, diger
Tiyazollerin  GR  aktivitesi Gzerine etkilerinin  pjlesikler yarismasiz inhibisyon sergilemislerdir
arastirilmasi amaciyla aktivite 6l¢lim ortamina en az (Cizelge 2).
5 farkh kosantrasyonda tiyazol tlirevi eklendi ve
aktivite ©6lgimi vyapildi. Enzimi inhibe eden
maddeler icin Ki degerleri ve inhibisyon tiirleri
Lineweaver ve Burk egrileri (1934) ile bulundu.
Cizelge 1. insan eritrositlerinden GR enzimi saflastirma grafigi
Saflagtirma Basamagi Toplam Toplam Toplam Spesifik Saflastirma Verim
hacim protein aktivite aktivite katsayisi (%)
(mL) (mg) (EV) (EU/mg)
Hemolizat 25 565 4.35 7.7x103 1 100
2'-5' ADP- sepharose4B 5 0.111 1.95 17.57 2281.82 44.83

afinite kolonu
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Sekil 2. insan eritrositlerinden izole edilen GR'nin % Aktivite- [1] grafikleri
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Cizelge 2. insan eritrositlerinden izole edilen GR'nin tiyazol tiirevi bilesiklerle inhibisyon calismasi sonuglari (ICso ve K;
degerleri, inhibisyon tarleri)

Bilesik CAS Numarasi  Tiyazol tiirevi 1Cso Ki (LM) inhibisyon
Numarasi (LMm) tari
1 105512-80-9 2-amino-4-(2,4-diflorofenil) 0,64 0,006+0,0004  Yarismall
tiyazol 8
2103-94-8 2-amino-4-(4-bromofenil)tiyazol 3,69 0,33+0,11 Yarismasiz
30709-67-2 2-amino-5-metil-4-feniltiyazol 42,8 63,61+0,33 Yarismasiz
4 87999-04-0 2-amino-4-(5,6,7,8-tetrahidro-2- 0,91 0,905+0,073 Yarismasiz
naftil)tiyazol
5 2103-99-3 2-amino-4-(4-klorofenil)tiyazol 0,63 0,89+0,47 Yarismasiz
6 175135-32-7 4-(3,4-diflorofenil)-1,3-tiyazol-2- 21 97,44 Yarismasiz
amino
—— [Control] —— [Control]
100 20
[F1): 0.3 uM —— [-1): 0.098 uM = S
gz ¥ [12): 0.4 uM (12): 0.195 uM s - >
= ° o
S &0 [13]:0.5 kM 3 [13]:0.29 uM £ - .
- o = ® 719‘;;7‘ ::: 8
— " : o e ° — )
20 15 10 -5 0 5 10 15 20
0 -10
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[GSSG] uM* 2-Amino-4-(4-bromofenil)tiyazol
2-Amino-4-(2,4-diflorofenil) tiyazol
9
8 9
[Control] 7 ) 8
—[F1):26 M 2 6 ° F—lontro -
[12): 39 nM B 5 Sg o === 043U 3 s )
[3): 52 M = I . SRR RN -k o °
3 | A [F3):1.32 uM S 4 o
- o o ® -
2 3 P °
1 2 ,20 =%
0 1
-36 -26 -16 6 4 14 . o
20 -15 10 -5 10 5 10 15 20
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2-Amino-5-metil-4-feniltiyazol 2-Amino-4-(5,6,7,8-tetrahidro-2-naftil)tiyazol
40
12 35
= —— [Control]
[Control] 10 o o 30 ‘
—[K1): 0.48 uM =il 150M & .. :
8 [F2): 235 uM 2 ®
(1:2): 0.96 uM :_57 E 5
123 92 2 1t - o
(3] 144 4M S 6 [F3): 28.2 uM o a -3
o 15
= . ot o 8 $—
o2 o —® — 1=
2 — o0 — ¢
i 7"7 — 2
-18 13 8 3 2 7 12 17 > 0
. 30 20 -10 0 10 20
1/[GSSG] uM* ? 1/[GSSG] uM* 0

2-Amino-4-(4-klorofenil)tiyazol

4-(3,4-diflorofenil)-1,3-tiyazol-2-amino

Sekil 8. Ki ve inhibisyon tipinin belirlenmesi icin ti¢ farkli bilesik konsantrasyonu kullanan tiyazol tiirevlerinin Lineweaver—

Burk grafigi
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4. Tartisma ve Sonug

Bircok ilag ve kimyasal madde enzimlerin yapisini
etkiler, belirli bir enzimin aktivitesini durdurur veya
arttirir.  Glnlimizde kullanilan terapotik olarak
kullanilan aktif maddelerin 6nemli bir kismini enzim
inhibitorleri olarak islev goren ilaglar
olusturmaktadir. Bu nedenle, tibbi olarak aktif

bilesiklerin metabolik enzimler izerindeki etkilerinin

belirlenmesi ilag tasarim ¢alismalar igin ¢ok
onemlidir.
Galismamizda 1 numarah bilesigin  yarismal

inhibisyon gosterdigi, Ki degerinin ise 0,006 uM

tespit edilmistir. Diger inhibitorler yarismasiz
inhibisyon sergilemistir, GR’nin aktif bdlgesinin
disinda bir yere baglanan bu inhibitorlerden en iyi
inhibisyonu 2 numarali bilesik 0,33 UM K; degeri ile
sergilemistir. Calismada elde edilen tim sonuclar
UM seviyesindedir, bu nedenle 6 tiyazol tiirevinin de
ilag  tasarim ¢alismalari icin potansiyel
olusturabilecegi distnilmektedir.

Oksidatif stres, serbest radikallerin ve oksidanlarin
asiri Uretimi ile viicutta homeostaziye neden olur ve
ciddi dengesizliklere yol agar. Kronik hiperglisemi
veya ketozis ataklari, asirt besin alimi ve uyku
bozuklugu gibi farkl yasam tarzlarindan ve hastalik
2020).

Antioksidanlar ve oksidanlar arasindaki dengesizlik

durumlarindan kaynaklanir  (Demir
lipidleri, DNA'yi ve proteinleri bozar ve bu da hiicre
olimiine ve hiicrelerin fizyolojik islev bozukluguna
neden olur. Oksidatif stresin, Alzheimer ve epilepsi
gibi norodejeneratif bir hastalik olan
kardiyovaskiler hastalikta da ¢ok 6nemli katki
maddesi oldugu dastndlmektedir (Isik vd. 2015,
Demir vd. 2016, Taglimi vd. 2018).

Enzimatik savunma, DNA onarim enzimleri
glutatyon rediktaz, glutatyon S-transferaz, aldo-
ketorediiktaz, katalaz, glutatyon peroksidaz ve
slperoksit dismutaz gibi bir dizi enzim sistemi
tarafindan saglanmaktadir (Alim vd. 2019). NADPH
varliginda GR, oksitlenmis glutatyonun
indirgenmesini katalize eder. indirgenmis glutatyon,
hiicre ici

proteinlerin tiyol gruplarinin

korunmasinda, ksenobiyotiklerin
oksidatif

onlenmesinde, H,0, ve diger organik peroksitlerin

detoksifikasyonunda, olaylarin

temizlenmesinde kullanilir (Erat vd. 2005).

Bu calismada incelenen tiyazol tiirevlerinin ¢ok
distk konsantrasyonlarda (uLM) GR (zerinde gligli
inhibitor etkisi gosterdigi tespit edilmistir. En glicli
inhibitor etkisi 1 numarali bilesikte, en disuk
inhibitor etkisi ise 6 numarali bilesikte gortlmustir
(Cizelge 2).

ilagclar ve cesitli kimyasallarin GR inhibisyonu
hakkinda gesitli raporlar bulunmaktadir. GR {izerine
etkisi arastirilan 5 farkli maddenin (metotreksat,
sodyum, 5-florourasil
inhibitor  etkisi
gosterdigi, en giicli inhibisyon etkisini dakarbazinin
gosterdigi bildirilmistir (Akkemik vd. 2011). Schiff
bazi tirevlerinin ekmek mayasindan elde edilen GR

dakarbazin, pantoprazol

tiyokolsikosid ve olanzapin)

Uzerindeki etkilerini incelendigi ¢alismada bu
bilesiklerin etkili inhibisyon profilleri oldugu
gosterilmis (Balaydin vd. 2018). Anti-epileptik

ilaglarin GR aktivitesi Uzerine etkilerinin incelendigi

calismada bilesiklerin  insan eritrositlerinden
saflastiriimis GR'ye karsi Ki degerleri siralamasinin
fenitoin (0.15+0.03 mM) > gabapentin (0.19+0.05
mM) > primidon (5.74+1.14 mM) oldugu rapor
edilmis, fenitoin ve gabapentinin yarismal
inhibisyon etkisi gosterdigi, primidon'un yarismali
olmayan inhibisyon gosterdigi bulunmus, aktif
bolgenin amino asitleri ile etkilesime girebilecegi
belirtilmistir (Demir 2020). Dogal olarak olusan
izotiyosiyanatlari umut verici GR inhibitorleri olarak
degerlendiren ¢alismada inhibisyon etki
mekanizmalari aydinlatiimis, benzil izotiyosiyanat
(BITC) ve fenetil izotiyosiyanatin (PEITC), maya
GR'sini (yGR) ve insan GR'sini (hGR) zamana ve
konsantrasyona bagli bir sekilde inhibe ettigi
bulunmustur. BITC'nin yGR'ye karsi Kidegeri 259.87
mM olarak belirlenmis, GR inhibisyonunun sadece
NADPH varliginda meydana geldigi ve diyalizden
sonra da devam ettigi rapor edilmistir (Li et al.
2020).
Sonug¢ olarak GR enzimi insan eritrositlerinden
saflastirilmistir. Daha sonra bu enzim aktivitesi
lzerinde 2 nolu karbon atomunda amino grubu
ihtiva eden tiyazol tirevlerinin in vitro inhibisyon
yapilmis.
etkili olabilecegi
calismadan elde edilen bulgular literatlre cesitli
katkilar Ancak bu

tedavide kullanimindan 6nce gen ekspresyonu ve in

¢alismalari Tiyazol tilrevlerinin  GR

Gzerinde disindlebilir.  Bu

saglamaktadir. maddelerin
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vivo deney gibi daha ileri biyolojik g¢alismalar
yapilmalidir.
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