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Kanser, htuicrelerin kontrolstiz bir sekilde ¢ogalmasi, invazif nitelik
kazanmas1 ve metastaz yapmasi ile kendini gosteren ve halen gelismis
ulkelerin 6ltm istatistiklerinde kalp-damar hastaliklarindan sonra ikinci
sirada yer alan éldiirticii bir hastaliktir. Genel olarak bakildiginda eriskin
kanser hastalarinda sagkalim 1960’larda %39 iken bu oran 1990’larda
%60’a ulasmistir. Sagkalim oranlarinda gorilen bu artis, kombine
tedavi yaklasiminin bir sonucudur. Gliniimtuizde kanser tedavisi cerrahi,
kemoterapi ve radyoterapinin kombinasyonu seklinde uygulanmaktadir.
Ilkinde amac tiimérlii doku veya orgamin uzaklastirilmasi, son ikisinde
ise kanser hucrelerinin olduartilmesidir?: 2.

Antikanser ilaclarin cogu sitotoksik etkileri ile malign hticrelerin
bliytime ve cogalmalarini énlerler ve onlarin 6ltimtine yol acarlar. Radikal
bir tedavi viicutta tek bir malign hiicre kalmaksizin tim hticrelerin yok
edilmesi ile miimkundtir. Ancak bdyle bir durum az sayidaki istisnalar
disinda halen varolan ilaclarla saglanamamaktadir. Antineoplastik ilacin
terapotik etkinligini kisitlayan 6nemli bir faktér, timér hticrelerinin
ilaca azalmis hassasiyeti, bir baska deyisle ilaca karsi diren¢ gelisimidir.
Bu durum baz kanser ttrtinde kendiliginden olabildigi gibi (dogal veya
primer rezistans), kemoterapiden sonra da gelisebilir (kazamlmis veya
sekonder rezistans)?.
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Son yillarda yapilan calismalarda, ttimoér btiytimesinin baslangictan

sonraki dénemlerinde klonal homojenligini stirdtiremedigi gosterilmistir.
Michael M. Gottesman?®, Tolstoy'un Anna Karenina eserinde soyledigi
“mutlu aileler birbirlerine benzerler, mutsuzlarin herbirinin sebebi baskadur”
s6ziinl kanser olgusuna uyarlayarak “normal hiicrelerin hepsi ilaclara
benzer sekilde cevap verirler; oysa kanser hiicrelerinin her biri kendilerine
6zgii sekilde cevap verirler” diyor. Bu yaklasimda da ifade edilmeye
calisildig1 gibi, géortiinim olarak benzer olan, aym1 malign hiicreden
gelisen kanser hticreleri biyokimyasal, morfolojik ve ilaca yanit verme
karakteristikleri bakimmdan farklilik gosterirler. S6zt edilen heterojenlik
esas olarak baslangictaki tiimoér htcresi klonunun tekrarlanan
boélunmeler sirasinda mutasyona ugramasi ile iliskilendirilmistir. Kanser
hticrelerinde kemoterapoétik ilaca direng gelisimi, azalmis ila¢ birikimi,
artmis ila¢ metabolizmasi ve ila¢ etkinligindeki degisiklikler gibi pek cok
faktorle iliskili olabilir (Tablo I)!.

TABLO 1

Antikanser ilaclara direng¢ gelisiminin olas1 mekanizmalari

Azalmis ila¢ Birikimi
Membran lipitlerinde degisiklik
Hticre ylizeyinde ilacin spesifik oldugu reseptorlerin veya tasiyicilarinin kaybi
flacin hticre disina atilmasinm saglayan tasiyicilarin etkisinde artis (170 kDa P-
glikoprotein, P-gp) ve ¢oklu ila¢ direnci proteininin (multidrug resistance
protein, MRP) asir1 ekspresyonu).

ila¢ Metabolizmasindaki Degisiklikler
flacin biyoaktivasyonunda azalma
Metabolik enzimlerin fazla salgilanmasi sonucu ilacin inaktivasyonunda
artma
Ytikselmis hticre ici y-L-glutamil-L-sisteinilglisin (glutatyon, GSH)
konsantrasyonu

ilacin Etkinliginde Degisiklikler
Huicresel hedeflerdeki degisiklikler
ilacla olusan hasarn iyilesmesinde artis veya tolerans gelismesi

Yukarida belirtilen ve kanser hticresinin biyokimyas ile ilgili diren¢
mekanizmalarindan baska hticrenin cogalma (proliferasyon) kinetigi,
ilacin timoér icerisindeki kapillerlerden kapiller cevresindeki hticreler
icerisine yayilmasimmn kisithlifi ve ayrica timoértn vaskilarizasyon
durumu ile ilgili diren¢ mekanizmalar1 da vardir’.

Kanser tedavisinde kullanilan en o6nemli ila¢ gruplarindan biri
alkilleyici bilesiklerdir. Bu grup bilesiklere direnc¢ gelismesi, ilaca
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kars1 permeabilitenin degismesi ve hiicrede GSH ve glutatyon
transferaz (GT) seviyelerinin artmasi ile iliskilendirilmistir. Hticrede
bol miktarda bulunan GSH, tiyol iceren bir tripeptitdir. Vicutta, 30
pM’dan (plazmada) 3.0 mM’lara kadar (bdbrek proksimal tibtillerinde)
degisen konsantrasyonlarda bulunur. Bu miktarlarin cesitli organlarin
timorlerinde 10 mM’a kadar eristigi bildirilmistir®”.

Glutatyon transferazlar, tamimlandigindan beri kullanilan ismiyle
glutatyon S-transferazlar, endojen ve ekzojen kaynakli, elektrofilik ve
hidrofobik bilesiklerin glutatyonile konjugasyonunu saglayarak, genellikle
daha kolay atilabilen ve daha az toksik metabolitlere déntstimuni
katalizleyen Faz-II detoksifikasyon enzim ailesidir (Sekil-1) (Tablo II)%!4.

SH S-
0 o S-K
ivoti GST.
HZN\(\)LNH NH__ COOH + Ksenobiyotik (K) —>HZWLNHLWNH\/COOH
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COOH COOH (6]
Glutatyon Glutatyon-S-konjugati

v-L-Glutamil-L-sisteinilglisin

Sekil 1
Glutatyonun (GSH) ksenobiyotiklere glutatyon transferaz (GST) katalizli reaksiyonu

TABLO II

GST’larin Substratlart

Endojen Substratlar
Katesolaminler ve dopaminin O-kinonlar1 (nGST)
Prostaglandinler (mikrozomal GSTs, aGSTs, pGSTs)

Reaktif oksijen ttirleri tarafindan olusturulan lipit peroksidasyon trtinleri («GSTs,
pGSTs)

Eksojen Substratlar
Polisiklik aromatik hidrokarbonlar (nGSTs)
o,f—Doymamuis aldehitler (tGSTs)

Epoksit iceren bilesikler (6GSTs)

Kemoterapotik bilesikler (nGSTs, aGSTs)

Tabiatta glutatyon transferaz aktivitesi gosteren enzimler, sitosolik,
mitokondriyal ve mikrozomal (membran bagli-MAPEG) olmak tizere 1i¢
alt gruptan olusmaktadir'®!”. Memelilerde sitosolik GST’lar, kimyasal
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ozellikleri, immunolojik reaktiviteleri ve amino asit dizilis benzerliklerine
gore alfa (o), pi (n), mu (p), teta (0), sigma (o), zeta ({) ve omega (o) olarak
7 gruba ayrlirlar'® 823, Sitosolik GST'lar her bir alt tinitesi yaklasik 25
kD agirhiginda bulunan, dimerik proteinlerdir. Her bir alt tinite, iki farkh
fonksiyonel bolgeden olusan bir aktif konuma sahiptir. Bu fonksiyonel
bolgeler, fizyolojik substrati (GSH) baglayan hidrofilik G bélgesi ile yapisal
olarak farkl elektrofilik substratlar baglayan hidrofobik H bélgesidir. GST
izozimlerinin, hidrofobik H-bélgesindeki aminoasit kompozisyonunun
farklihik gostermesi, enzim ailesinin substrat cesitliliginin nedenidir!s.

GST izozimlerinden GSTP1-1'in ¢ok farkl insan kaynakl timérde
(akciger, kolon, bobrek, over, dsefagus ve mide) fazla miktarda salgilandig:
bildirilmistir” 24-3°. Artmis GSH/GST seviyelerinin kemoterapi tedavisinde
bu sistemle metabolize olan pek cok ilacin (adriamisin, klorambusil,
melfalan ve diger nitrojen mustard vs.) metabolizmasim hizlandirarak;
ilacla hedeflenen etkiye ulasilamamasina, bir baska deyisle ilaca
kazanilmis direng gelisimine sebep oldugu gosterilmistir3! 32.

Bu bilgilere ilave olarak son yillarda yapilan calismalar, n ve p smif
GST’larin, hticresel yasam ve 6lim sinyal iletimine katilan, mitojen
ile aktive edilmis protein kinaz (mitogen-activated protein kinase-MAP
kinase) yolagindaki diizenleyici roltintin de kemoterapoétik ilaclara direng
gelismesinde etkili oldugunu gostermistir. GSTP'nin MAP kinazlardan
biri olan ve istemli hiicre 6limt yolaginda anahtar enzim olan JNK ile
(c-Jun N-terminal kinase 1) JNK-GSTP kompleksi olusturarak JNKI1’i
inhibe ettigi ve bodylece nihai etkisi istemli hiicre 6limu olan JNKmnin
etkisini ortadan kaldirdig1 bildirilmistir®3-3”. Pekcok antikanser bilesik,
MAP-kinaz yolaklarini, o6zellikle JNK ve p38 yolaklarimi, aktive ederek
istemli hticre 6liimuine sebep olmaktadir3® 39,

Bu nedenle kemoterapide, geleneksel elektrofilik kanser ilaclarinin
(alkilleyici bilesiklerin) etkinliginin diizenlenmesinde, GST inhibitérlerinin
kullanimimin faydali olabilecegi diistincesi dogmustur. Bu amacla bu
sistemi hedef alan cesitli bilesikler gelistirilmis ve hem deneysel olarak
hem de klinikte denenmistir®” 40 41,

Kemoterapotik bilesiklere gelisen direncin ortadan kaldirilmasindaki
yeni tedavi yaklasimlarindan bir digeri de, timér hticrelerinde ytikselmis
seviyelerde salgilandig1 bildirilen GST enziminden (6zellikle GSTP)
terapotik amacla yararlanmaktir. Bu yaklasim kendisi inaktif olan ve
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tiimor hiicrelerinde yukselmis seviyelerde bulunan enzimler ile tercihan
ve spesifik olarak toksinlerine déntisen 6n ilaclarin uygulanmasidir. Bu
strateji bilesigin normal dokulara toksisitesini azaltirken aktif bilesigin

timor dokusuna artmis miktarda tasinmasini da mimktin kilmaktadir®”
40, 41

Bu derleme kapsaminda geleneksel antikanser ilacglarla kullanimda
faydali olabilecegi diuistintilen, toksik olmayan GSTP inhibitorleri ve
GSTP enzimi ile parcalanarak toksik metabolitlerine dontisen 6n ilaclar
hakkinda bilgi verilecektir.

1. GST inhibitorleri
la. Etakrinik Asit ve Tiirevleri:

Yillardir ditiretik olarak kullanilan etakrinik asit (1) GST inhibitori
olarak incelenen ilk bilesiktir. Bilesik ve glutatyon konjugatinin
(EA-GSH) (2), GST izozimlerinin (o, p ve ©) geri donuslii kompetetif
inhibitérti oldugu*?#%, memeli kanser hiicre hatlarinin etakrinik asitle
6nceden muamele edilmesiyle mitomisinin, klorombusilin ve melfalanin
sitotoksisitesini arttig1 gosterilmistir*345. Bu in vitro gézlemler etakrinik
asidin kemoterapétik ilaclarla kombine kullanimda faydali olabilecegini
distindiirmiis olmasina ragmen, bilesigin klinik yarar1 hem ditiretik
etkisinin olmas1 hem de izozim spesifik olmamasi nedeniyle kisith
kalmastir.

Daha sonraki yillarda Zhao ve arkadaslan?® tarafindan etakrinik asit
analoglar (3-5) tasarlanmis ve sentezlenmistir. Bilesiklerin insan 16semi
htiicrelerinin lizatinda (HL-60 hiicreleri) GSTP tizerindeKki etkisi etakrinik

G D GO U WU )
C—C=CH, C—C=CH, C—C=CH, C—C=CH,
Cl CHj Br \ CH;
cl CH; CHj
OCH,COOH OCH,COOH OCH,COOH 0C|HCOOH
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asit referans alinarak incelenmistir. Etakrinik asitin 3’ konumundaki
klor yerine metil, brom ve fluor tasiyan bilesiklerde de GSTP1-1 enzim
inhibisyonu aktivitenin devam etmesi, bu konumun stibstitiisyonunun
aktivite i¢cin énemli oldugunu distndarmustur.

Etakrinik asidin glutatyon konjugatinin (2), GST izozimlerinin
gucla inhibitért olmasi*” *® ancak y-glutamil-transpeptidaz enzimi ile
parcalanmasi nedeniyle in vivo ortamda dayamikliliginin olmamas: yeni
peptid yapisinda glutatyon analoglarinin sentezine sebep olmustur.
Burg ve arkadaslan® molekultn peptid kisminda yaptiklart molektiler
degisikliklerle EA-GSH bilesigine gore y-glutamil-transpeptidaz enzimine
daha dayanikh bilesikler gelistirmislerdir (6-8). Bilesikler arasinda
azalmis peptid o6zelligine sahip olan bilesik 6, sican karaciger sitosolik
GST'larma karsi en dikkat cekici inhibitor etkiyi gostermistir. Sentezlenen
bilesiklerde in vitro izozim secicilik saglanamamis olmasi, arastirmacilari
bu grup tizerinde GSTP enzimini secici olarak inhibe edebilecek molektiler
degisiklikler yapmaya yoOnlendirmistir. Simdiye kadar sentezlenen
bilesikler arasinda GSTP’ye en secici olan TLK 199 bilesiginin yapisi esas
alimarak, glutamik asit kisminda tiretan analogu tasiyan bilesik 9 ve
etil esteri (10) sentez edilmistir®. Bilesigin etil esterinin, meme kanser
hticrelerinde tiyotepa, sisplatin ve doksorubisine karsi gelisen direnci
geri cevirdigi gozlenmistirs®.
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1b. Glutatyon Benzeri Bilesikler

GSTin, GSH ve tilirevlerine guiclii ve secici etki gostermesi, glutatyon
benzeri peptit yapisinda (peptidomimetik), enzim seciciligi ytiksek ve
klinik olarak uygulanabilir bilesiklerin sentezinde ¢ikis noktasi olmustur.
Bunlardan en 6nemlisi y-glutamil-S-(benzil)-sisteinil-R(-)-fenilglisil dietil
ester (TER 199, TLK 199) (11) yapisindaki bilesiktir. Bilesigin hticre
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icerisine girdikten sonra intraseltiler esterazlar tarafindan hidroliz edilerek
aktive edildigi ve aktif formunda (TLK 117) (12) GSTP1-1’i inhibe ettigi; bu
enzimi fazla salgiladig bildirilen pekcok hticre hattinda alkilleyici ilaclarin
etkinliginiartirdigibildirilmistir®!-53. TLK 199'un ¢okluila¢direnciproteininin
de (MRP-1) inhibitérti oldugu gosterilmistir. Sitotoksisite deneylerinde,
coklu ila¢ direnc¢ protein geni ile genetigi degistirilmis (transfekte edilmis)
NIH3T3 htucrelerinde TLK 199un, vinkristin, doksorubisin, etoposit ve
mitoksantrona gelisen direnci geri ¢evirdigi bulunmustur®. Su anda TLK
199, kemik iligi islevini artiric1 (miyeloproliferatif) bilesik olarak arastirma
altindadir. Kemik iliginin normal fonksiyon yapamadig ve yeterince normal
kan huicresinin yapilamadigl hastaliklarda (miyelodisplastik sendromlu
hastalarda), bilesigin hidroklortir tuzunun enjektabl liposomlarimin faz I/
II calismalar1 devam etmektedir®*. TLK 199'un GST-JNK kompleksini de
bozdugu bildirilmistir®”.

Bu grupta sentezlenen diger tiirevler, GSTlarin iyi inhibitoria
olmalarina ragmen, kanser hicrelerinde etkili bulunmamislardir.
Bu durum tuirevlerin, coklu ila¢ direnci proteini gibi spesifik tasiyici
pompalar ile hiicreden atilmasi ve hticre icerisinde yeterli konsantrasyona

ulasamamasi ile iliskilendirilmistir.
S
O O O
NH
ROWNH’Q( OR
NH, fe)

TLK 199 (11) R: -C,H,
TLK 117 (12) R: -H

Kunze®® %6, glutatyondaki tiyol grubunu, fosfonik asit esterleri [O =
P(OR),] ile yer degistirerek sentezledigi (S)-y-glutamil-(2RS)-(z)-2-amino-
(dialkoksifosfinil)-asetilglisin yapisindaki bir grup bilesik arasinda,
di-n-butil esterinin (13) en dikkat cekici inhibitor etkiyi gosterdigini
bildirmistir. Bilesigin, glutamil peptidaz enzimine dayanikh oldugu ve
insan rekombinant GSTM izozimine (IC,: 4.7+ 1.6 pM), GSTPye (IC,:
15+ 4 pM) gore daha fazla selektivite gosterdigi gozlenmistir (54).
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Nakajima ve arkadaslar’®’, TLK 199'un N terminalindeki alkil
esterin karbon zincirini uzatarak yeni bir grup bilesik sentezlemislerdir.
Sentezlenen bilesiklerden O!-heksadesil-y-glutamil-S-benzilsisteinil-D-
fenilglisin etil esterin (14), kemoterapiye direncli insan kolanjiyokarsinoma
hticre hatlarinda (HuCCT1) yapilan sitotoksisite deneylerinde, doza bagh
olarak adriamisin (ADR) ve 4-hidroksiperoksisiklofosfamidin (4-HC) IC,
degerlerini azalttig1 bildirilmistir. Bu bilesik ile kombine tedavinin, bir
ksenograft modelinde ADR veya siklofosfamidin antitiimor aktivitesini
artirdiginin gézlenmesi tizerine bilesigin dirence karsi gticlu etkili, spesifik
GSTP1-1 inhibitérti oldugu bildirilmistir.

S
0 0 0
C}g(CHz)ISO)‘\’/\)LNH%(NH o\
NI, 0

14
1c. Bitkisel Polifenolik Bilesikler:

Galangin (15), kemferol (16), eriyodiktiyol (17) ve kersetin (18) gibi
bazi flavonoidlerin GSTP1 geni ilave edilerek genetigi degistirilmis meme
kanser hticrelerinde (pMTGb5) yapilan deneylerde GSTP1-1 aktivitesini
inhibe ettikleri bildirilmistir. Yapilan calismada GSTP inhibisyonu
icin yapisal bir 6zellik belirlenememistir. Bilesikler icerisinde 6zellikle
galanginin 25 pM konsantrasyonda hemen hemen tim hiicresel
GSTP1-1 aktivitesini inhibe ettigi gozlenmistir®®. Galanginin 2 numarah
konumdaki fenil yerine 3,4-dihidroksifenil tasiyan kersetinin de énemli
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bir GSTP1-1 inhibitérti bilesik oldugu bildirilmistir®® €. Kersetinin, 100
BM konsantrasyonu ile 1 saat; 25 pM konsantrasyonu ile 2 saat inktibe
edilmesiile GSTP1-1'nin aktivitesinin tamamen inhibe oldugu gézlenmistir.
Enzimin mutant formlariyla (C47S, C101S ve cifte mutant C47S/C101S)
yapilan deneylerin sonuclarinda kersetinin, GSTP1-1'nin 47 numaral
konumdaki sistein ile baglanan, spesifik aktif bolge inhibitorti oldugu
bildirilmistir®!. Yapilan faz I klinik calismalari, kersetinin 1400 mg/m?
dozda i.v. olarak gtivenle uygulanabilecegini géstermistir. Enjeksiyondan
hemen sonra plazma diizeyinin 400 pM; 4 saat sonra ise 1 pM’a indigi
belirtilmistir. 1700 mg/m? dozda doz kisitlayici nefrotoksisite gértilmiis,
ancak kemik iligi baskilanmas1 meydana gelmemistir®?.

Son yillarda yaptiklart bir calismada Hayeshi ve arkadaslar®,
polifenolik yapida olan ve besin maddelerimizin icerisinde bulunan elajik
asit (19) ve kurkuminin (20), insan rekombinant GST’larim1 (GSTA1-1,
A2-2, M1-M1, M2-2 ve P1-1) 0.04 ila 5 pM’a degisen konsantrasyonlarda
inhibe ettigini gostermislerdir.

OH O
o 17 18
0 0O o
/ N\ / H;CO OCH;
o HO ‘ ‘ OH
o)

19 20
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1d. Bifonksiyonel inhibitérler:

Dimerik GST enzimlerinin kristal yapilar iki monomer yap1 arasinda
coziicinun ulasabildigi bir yarik oldugunu gostermektedir. Farkli GST
izoformlarinda bu bélgeyi cevreleyen gruplarin 6zelligi farkhdir. Buna
ilaveten her bir alt tnitede bulunan aktif bolgeler arasindaki mesafe
de farkhdir. Daha izozim secici GST inhibitérlerinin tasarim amaciyla
enzimin kuaterner yapisindaki bu farklihktan yararlamilmistir. Lyon ve
arkadaslari®, baglayici gruplar degistirerek her bir GST monomerindeki
aktif bolge ile etkilesebilecek, simetrik, bifonksiyonlu biri bis-glutatyon
konjugati (21), digeri bis-uniblue A bilesigi (22) yapisinda iki grup bilesigin
sentezini yapmislardir. Bilesiklerin etkinligi hazirlanan monofonksiyonel
analoglar ile karsilastinlmistir. Her iki seride de en gticlii inhibitor etkili
bilesigin referans bilesikten iki kat daha duistik IC,, degerine sahip oldugu
bildirilmistir. Bis glutatyon ttirevi bilesigin, = isoformuna o izoformuna
gore 10 kat daha fazla selektif oldugu gézlenmistir.

O (@] O O
o/\/\o)k©)‘\0/\/\o
G—S S—G
NO, NO,

21
/@\ 0 NH @\
: SCOSNITN N0 N N NH O
O// <0 O’/ \O
HOsS
22

le. Antimalaryal ilaclar:

Pirimetamin (23), artemisinin (24), kinin (25), kinidin (26) ve
tetrasiklin (27) gibi bazi antimalaryal bilesiklerin insan rekombinant
GST'leri tizerinde inhibitér aktivite gosterdikleri bildirilmistir. Yapilan
calismada GSTP1-1'in, pirimetamin (23), artemisinin (24), kinin (25),
kinidin (26) ve tetrasiklin (27) ile inhibiyona sirasiyla 1, 2, 4, 1 ve 13 pM
IC,, degerleri ile en hassas enzim oldugu bildirilmistir. Kinin ve kinidinin
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GSTM1-1 ve P1-1 icin; artemisinin GSTA1-1 ve P1-1 icin, tetrasiklinin
GSTM3-3’e, primetaminin ise GSTP1-1’e spesifik oldugu bildirilmistir
(65). Bu grup bilesikler rasyonel inhibitér tasarim icin gticli adaylar
olarak degerlendirilmislerdir.

cl
NH,
2\
|
o \N/L NH,
23
F:CO
25 26 27

1f. Tokoferoller (E vitamini):

Reaktif oksijen ttirleri ve cesitli elektrofillerin kanserden kalp
hastaliklarina, solunum sistemi bozuklarina kadar cok cesitli sistem
hastaliklarinin etiyolojisinde rol oynadigi bilinmektedir. Insan viicudu,
cok cesitli mekanizmalarla bu bilesiklerin zarar verici etkilerine karsi
korunmaktadir. Glutatyona bagh enzim sistemi viicudun antioksidan
savunma sisteminde 6énemli bir grubu olusturmaktadir. Yagda ¢6ztinen
vitaminlerden biri olan, tokoferol ve tokotrienollerin karisimindan olusan
E vitamini, bu sistemde rolti olan bir diger bilesiktir.

Diyetimizin bir bileseni olan ve son yillarda antioksidan etkisi
ile dikkat ceken E vitamininin antioksidan sistemde rolti olan, insan
glutatyon S-transferazlarin etkisine pozitif veya negatif etkileri oldugunu
bildiren degisik calismalar vardir. 1989 yilinda Chen ve Shiau®, E
vitamini ile muamelenin GST aktivitesinde bir artisa sebep oldugunu;
1990 yilinda Tampo ve Yonaha®” ise E vitamini yoklugunun mikrozomlarda
GST enzimlerinin yapisinda hasara sebep oldugunu bildirmislerdir. Bu
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iki calismanmin aksine, o-tokoferolun 2R,4R,8R- izomerinin (28) GSTP1-
1 aktivitesini nonkompetetif bir sekilde inhibe ettigi (IC,: 0,7+ 03 pM)
gosterilmistir. Bilesigin insan karaciger sitosolleri ve eritrositlerinin
lizatindan izole edilen GSTM and GSTA1T da konsantrasyona bagh
olarak inhibe ettigi gozlenmistir®®7°. Her iki durumda da GSTPnin
diger izozimlerle karsilastinldiginda en ytiksek etki ile inhibe edildigi
bildirilmistir.

Esterlestirilmis tokoferollerin (29) ve o-tokoferol kinonunda 10 pM’dan
dusik IC,  degerlerinde GSTP1-1 aktivitesini inhibe ettigi bulunmustur®.
Bu bilgilerin 1s18inda R,R,R-a-tokoferolun yeni GST inhibitérlerinin
gelistirilmesi i¢in 6énct bir bilesik olabilecegi diistintilmektedir.

CHs

CH,

28 R: -H
29 R: -COCH,

1g. Haloenol laktonlar:

Haloenol lakton yapisinda bir grup bilesik mekanizmaya bagh GST
inhibitérti (mechanism-based inhibitors) olarak bildirilmislerdir. Bu grup
bilesiklerin enzimin normal katalitik mekanizmasi ile esansiyel amino
asitlere kovalan baglanarak enzimi inaktive eden reaktif elektrofillere
dontisen substrata benzer bilesikler oldugu bildirilmistir. 3-Sinnamil-
5(E)-bromometilidentetrahidro-2-furanon yapisindaki bilesigin (HEL, 30)
GSTP izozimini secici ve zamana bagh olarak geri déntistimstiz inhibe
ettigi; in vitro GSTP izozimi salgilayan bobrek kanser htcrelerinde
(UOK130) sisplatinin sitotoksisitesini guliclendirici etki gosterdigi
bulunmustur” 72, Onct bilesik tizerinde yapilan molekiiler degisiklikler
ile daha gticlti ve daha secici GSTP inhibitérleri icin yapisal gereksinimler
ortaya konmustur. Enol lakton halojeninin ve doyurulmamis aromatik
halkanin enzim inaktivasyonu acisindan énemli oldugu, lipofilisitenin
ise GST inaktivasyonu i¢in bir zorunluluk olmadig belirtilmistir™: 7.
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HEL (30)

Bilesik 30 ile hGSTP enziminin inaktivasyon mekanizmasinda, 47
numarali konumunda bulunan sistein amino asidi (Cys-47) ile lakton
halkasinin hidrolizinin, enzimin inaktivasyonu ile sonuc¢lanan GSTP1’'nin
kimyasal degisikliginin ilk basamag1 olabilecegi ileri stirtilmustiir. Bu
hipotez, 47 numarali konumda alanin iceren mutant hGSTP enzimi ile
yapilan deneylerde bilesigin mutant GSTPye karsi etki gostermemesi ile
dogrulanmistir’™.

1h. 7-Nitro-2,1,3-Benzoksadiazol Tiirevleri

GSH ttirevi peptit benzeri bilesiklerin coklu ila¢ direnci proteini gibi
spesifik tasiyict pompalar ile hiicreden atilmasi ve hiicre icerisinde yeterli
konsantrasyona ulasamadiklan icin etkisiz kalmalar1 nedeniyle; GSH
benzeri olmayan, lipofilik 6zellikleri nedeniyle hticre membranimni gecebilen
ve GSTlar ile etkin bir sekilde baglanabilen yeni inhibitér bilesikler
tasarlanmistir. Bu amacla, 7-nitro-2,1,3-benzoksadiazol (NBD) yapisinda
bir grup bilesik sentezlenmistir’® 7. Sentezlenen bilesikler arasinda 6-(7-
nitro-2,1,3-benzoksadiazol-4-iltiyo)heksanol (NBDHEX, 31) GSTP1-1’e
kars1 en guiclii inhibisyonu (IC,: 0.8 nM) gostermistir. Losemik hticre
hatlarinda (CCRF-CEM ve K562) yapilan deneylerin sonucunda bilesigin
etkisini, JNK-GSTP kompleksini bozarak JNK-araciligiyla gelisen hticresel
6lim yolagimi (apoptosis) aktive ederek gosterdigi bildirilmistir”. Ayni
yil yapilan bir baska calismada, NBD tiyoeterlerinin enzimin hidrofobik
ozellikteki substrat baglanma bélgesine (H bolgesi) baglandiktan sonra,
benzoksadiazol halkasinin 4 numarali konumundan GSH ile konjuge
olarak bir ¢ kompleksi olusturdugu, bdylece GST'larin intihar inhibitort
gibi (suicide inhibitor) davrandigi gosterilmistir”®.

NSNS
S
N
\O
N/

NO,
NBDHEX (31)
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2. GST ile Aktive Edilen On ilaclar

Geleneksel kemoterapoétikler hizla boltinen hticreleri hedef alan
sitotoksinlerdir. Bu nedenle kendini cabuk yenileyen kemik iligi,
gastrointestinal mukoza, sa¢ folikullleri gibi normal dokular da, ilaclarin
terapotik indeksinde, timor hiticreleriyle ayni derecede ilaca maruz
kaldiklan icin zarar gértirler. Bu durum tedaviye golge diuistirmektedir.
Kemoterapoétik ilaclarin sistemik toksisitelerini azaltmak icin kullanilan
yeni bir yaklasim o6n ila¢ tasarmmidir. Antikanser ilaclarla tedavide,
ozellikle tamoér hucrelerinde yukselmis seviyelerde salgilandig:
bildirilen GST enziminden (6zellikle GSTP) kaynaklanan dezavantaji
avantaja dénusturmek icin, kendisi inaktif olan ve ttiimér hticrelerinde
yukselmis seviyelerde bulunan GSTP ile tercihan ve spesifik olarak
sitotoksik metabolitlerine déntisen 6n ilaclar tasarlanmistir. Bu strateji,
bilesigin normal dokulara toksisitesini azaltirken, aktif bilesigin
timor dokusuna artmis miktarda tasinmasimi mimkiin kilar. Normal
hucreler -enzim seviyesi normal dlizeyde bulunacagindan-, ilactan fazla
etkilenmeyecektir.

2a. TLK 286

Bu yaklasimin en gtizel 6rnegi, yapisinda fosforamidatstilfonil artigi
tasiyan, glutatyon benzeri bilesik olan TLK 286 (32) (y-glutamil-co-amino-
B-[(2-etil-N,N,N’,N’-tetrakis(2-kloroetil)fosforodiamidat)sulfonil]propionil-
(R)-(-)fenil glisin) dir. Bir alkilleyici bilesik 6n ilaci olan TLK 286, kanser
hticrelerinde GSTP1-1 tarafindan aktive edilen yeni bir grup latent ilacin

cl cl

/\/ /\/
()\\ /N\/\Cl O N \/\Cl

: P cl

Ouﬂ \g/ \N/\/ 0/ \ /\/Cl

NN ANPZN
SO, Cl

0 o) o)
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NH o)
? B-Eliminasyon +
e
/
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Vinil Sulfon GST inhibitora
Sekil 2
TLK 286'nin (32) GSTP1-1 ile aktivasyon mekanizmasi
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oncusudur’” 8. Bilesik, fizyolojik 1s1ve pH da GSTP1-1'nin aktif bélgesinde
yer alan tirosin-7 amino asidinin baslattigi, B-eliminasyon reaksiyonu ile,
bir GSH analogu (vinil stilfon ttirevi) ve hiicresel ntikleofilleri alkilleme
ozelligi tasiyan nitrojen mustarda (fosforodiaminidat) parcalanir (Sekil-
2).

laca hassasiyet hem hiticre kiiltiirti, hem de hayvan modellerinde
GSTP1-1 salgilanmasiile iliskili bulunmustur™:-8. FazI klinik denemelerde
yorgunluk, mide bulantisi, kusma ve kiimtlatif toksisitesi belli olmayan
hemattiri gibi minéryan etkilerin varligi saptanmistir. Toksisitelerin hi¢cbiri
4. seviyede degildir ve ileri klinik denemeleri sinirlandiracak ciddiyette bir
belirti yoktur. Faz II klinik denemelerinde platine direncli ktictik hticreli
olmayan akciger kanserinde, platine direncli over kanserinde ve 5-FU,
leukovorin, irinotekan’a direncli kolon kanserinde, ilerlemis metastatik
meme kanserinde tek bilesenli yararn bildirilmistir3” 4!- 8!,

Platine direncli kuictik htucreli olmayan akciger kanseri ve
over kanserinde diger ilaclarla kombine kullamimi Faz 1-2a Kklinik
denemelerindedir®” 4.

2b. Piirin Analoglar1

Yapisal olarak azatiyoptirine benzeyen PTA (33) (cis-3-(9H-ptirin-6-
iltiyo)akrilik asit) bir antimetabolit olan 6-merkaptoptirinin (34) 6n ilaci
olarak hazirlanmistir. Yiikselmis seviyelerde GST ve GSH salgilayan timor
hiuicrelerini hedefleyen bilesigin, in vitro ortamda GSH ile baglanarak S-(9H-
purin-6-il)glutatyonu (35) ve iki farkli mekanizma ile 6-merkaptoptirini
olusturdugu bildirilmistir®2. PTA’dan GST’larnn etkisi ile direkt olarak 6-

GSH
f_, g "S) SH
H __+ N———> z N
HNT X N
ﬁ 5 LR
N/ NH N NH
O N SG
H
PTA (33) 34
Sekil 3

PTAmin (33) GSH/GST katalizli aktivasyonu
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merkaptopuirin olusabildigi gibi (Sekil-3); plirin-6-il-glutatyon da bébrekte
selektif olarak 6-merkaptoptirine déntisebilmektedir®>. PTA’dan in vitro
ortamda agirhklh olarak purin-6-il-glutatyonun olusmasi1 ve bununda
bobrekte 6-merkaptoptirine déntismesi, PTA'nin bébrege selektif bir 6n
ila¢ olabilecegini diistiindtirmustiir.

Bilesigin fizyolojik pH'da iyonize oldugu, bu nedenle de GSH’a
reaktivitesinin diistik oldugunun gézlenmesinden sonra, PTA’ya yapisal
olarak benzeyen, iyonize karboksil grubu yerine butenon grubu tasiyan,
GSH ile bir katim-eliminasyon reaksiyonu sonucunda 6-tiyoguanin (36)
ve 6-merkaptopurine (34) dénuserek etki gostermesi beklenen trans-6-
(2-asetilviniltiyo)guanin (trans-AVTG, 37) ve cis-6-(2-asetilviniltiyo)ptlirin
(cis-AVTP, 38) yapisinda bilesikler sentezlenmistir®®84. Yapilan in vitro ve
in vivo deneylerin sonucunda, s6z konusu bilesiklerin, ana tiyoptirinlerin
sitotoksisitesini korurken, onlar gibi kemik iligi toksisitesi gostermedikleri,
bu nedenle de GSH/GST seviyeleri ytuksek timorlerde gucla etkili

kemoterapoétikler olarak kullanilabilecekleri bildirilmistir.
o]
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Azatiyopurin (39), 6-merkaptoptirinin klinikte kullanilan 6n
ilacidir. NSC 348401 (40) sitotoksisite profili cis-AVTP’ye benzeyen
merkaptoptirinin  heterosiklik tiyoguanin konjugatidir. Bilesigin cis-
AVTP veya trans-AVTG’e gibi GSH ile reaksiyona girerek aktive edilen bir
tiyopuirin 6n ilaci olup olmadigimin belirlenmesi i¢cin yapilan calismalar
devam etmektedir®*.
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2c. Nitrik Oksit Donorleri:

Bu gruptaki bilesikler, GSTlarnn katalizledigi bir reaksiyonla GSH ile
baglanarak aktive edilen diazonyum diolat nitrik oksit (NO) donérleridir.
Grubun ilk 6rnegi insan 16semi hticreleri (HL-60) ve prostat kanser (PPC-1)
ksenograftlarda kanser gelisimini baskiladigy bildirilen JS-K kodlu (41)
[02-(2,4-dinitrofenil)-1-[(4-etoksikarbonil)piperazin-1-il]Jdiazen-1-iyum-
1,2-diolat] bilesiktir. Bilesigin GSTP’den daha hizlh GSTA ve -M ile
katalizlenerek NO urettigi bildirilmistir®®. Bilesigin hticresel hemostazi
saglamak icin gerekli olan ve normal dokularda yogun olarak bulunan o-
izoform ile metabolize olmasindan kaynaklanan ikincil hasarini énlemek
amaciyla izozim secici yeni bilesikler tasarlanmistir. Bu ¢abalar sirasinda
sentezlenen 0O2-[2,4-dinitro-5-(N-metil-N-4-karboksifenilamino) fenil] -1-
N, N - dimetilamino) diazen -1- iyum-1, 2 - diolat (PABA/NO, 42) molekiilti
GSTA’dan daha ¢cok GSTP ile metabolize olarak NO tireten 6n ila¢ olarak
dikkat cekmistir. Calismada, GSTP geni eksik fare embriyo fibroblast
hticrelerinde (MEFs) yapilan deneylerde, GSTP yoklugunun PABA/NO’ya
sensitiviteyi azalttig1 gosterilmistir. PABA/NO'nun sitotoksisitesi, GSTP
ve/veya y-glutamil sistein sentaz ve coklu ila¢ diren¢ geni ile genetigi
degistirilmis fare deri fibroblast hticrelerinde de (NIH3T3) denenmis ve
MRP1'nin ¢ok salgilandigi hticrelerde ilaca direnc gelistigi gozlenmistir.
In vitro calismalar, direncin PABA/NOmnun GSTP ile aktive edilen
metabolitinin GSH'na bagimh tarzda, MRP ile hiicre disina atilmasi ile
iligkili oldugunu dustindtirmuistir®e.

o
O\N/, \N/\ II\I A o II\I N
K/N o SNFOSNECHY,
O,N NO, Y
o HOOC 0N NO,
JS-K (41) PABA/NO (42)

Sonug

Kemoterapide basariya ulasmada ilaca diren¢ gelisimi tedaviyi
kisitlayan 6énemli bir sorundur. Antikanser ilaclarin inaktivasyonunda
birinci derecede sorumlu enzim oldugu bilinen glutatyon S-transferazlarin
(6zellikle GSTP) kemoterapoétik bilesiklere direnc gelismis pekcok kanser
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tartinde fazla salgilandig bildirilmistir. Enzimin GSH konjugasyonu
ile kemoterapétik bilesiklerin metabolizmasini artirarak, etki yoéresinde
ilacin etkili konsantrasyona ulasilamamas1 sonucu, ilaca direng
gelisimine sebep oldugu diustintlmektedir. Bu durum, bu enzim grubu
ile metabolize olan kemoterapétik bilesiklere karsi gelisen direnci ortadan
kaldirmak icin selektif GSTP inhibitorlerinin tasarnmimin gerekcesi
olmustur. Birinci jenerasyon inhibitor grubunu olusturan etakrinik asit,
in vitro timit verici etkiye sahip olmasia ragmen, bilesigin klinik yarar
hem ditretik etkisinin olmas1 hem de izozim secici olmamas1 nedeniyle
kisith kalmistir. Bu nedenle yan etki ve toksisitesi minimuma indirilmis,
izozim secici yeni bilesiklerin gelistirilmesi calismalar1 devam etmistir.
Bu gruplar icerisinde en dikkat cekici izozim secici aktiviteyi GSH benzeri
yapwya sahip TLK-199 (11) gostermistir. Bilesik gintumuizde kemik
iliginin normal fonksiyon yapamadigi ve yeterince normal kan hiicresinin
yapilamadig1 hastalarda (miyelodisplastik sendromlu hastalarda) faz II
deneme calismasi altindadir.

Gluntmiuzde, enzimin substrati ve inhibitorleriyle etkilesme
mekanizmalarim1 aciklamaya yonelik cok sayida calisma olmasina
ragmen secici ve gucli inhibitérlerin rasyonel tasarimini saglayacak
genel kurallar hala ortaya konulamamistir.

Antineoplastik ilaclarin kanser hiicresine karsi olan secicilikleri azdir.
Ctinkti malign hiicre ile normal insan hiicresi arasinda kalitatif bakimdan
fazla fark yoktur. Tamor hucrelerinde ytikselmis seviyelerde bulunan
GSTP ile tercihan ve spesifik olarak sitotoksik metabolitlerine déntisen
on ilaclarin uygulanmasiyla daha az toksik, daha spesifik antikanser
bilesiklere ulasilmaya cahsilmistir. Bu strateji bilesigin normal dokulara
toksisitesini azaltirken aktif bilesigin timoér dokusuna artmis miktarda
tasinmasimi mumkiin hale getirir. Bu calismalar sirasinda en dikkat
cekici sonug, bir alkilleyici bilesik 6n ilaci olan TLK 286 (32) ile elde
edilmistir. Bilesigin etkinligi, klinik 6nceki deneyler ve Faz-I denemelerinde
gosterilmis, kemoterapide kullanilan diger ilaclara goére kabul edilebilir
kemik iligi toksisitesine sahip oldugu bildirilmistir. Ancak, GST ile aktive
edilen on ilaclar tasarlanirken, aktivasyon sirasinda, GST substrati
olabilecek elektrofilik ttirlerin olustugu ve olusan bu maddelerin GST
enzimini inhibe ederek 6n ilacin aktivasyonunu onleyebilecegi gercegi
g6z ard1 edilmistir.

Inhibitérler ve GST enzimiyle aktive edilen 6n ilaglar arasinda timit
verici bilesiklere ulasilmasi nedeniyle bu konu tizerindeki calismalar
gunumuzde artarak devam etmektedir.
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Ozet

Kanser Kemoterapisinde Terapotik Hedef Olarak Glutatyon
S-Transferazlar

Kanser tedavisinde ilaca direnc¢ gelisimi tedaviyi etkileyen énemli
bir unsurdur. Tedavide kullanilan ilag¢lardan o6nemli bir grubu
olusturan alkilleyici bilesikler s6z konusu oldugunda, ila¢ direnci,
hiicrede glutatyon (GSH) ve glutatyon S-transferaz (GST) seviyelerinin
artmas1 ile iliskilendirilmistir. Bu mekanizma ile gelisen direncin
ortadan kaldirilmasinda ilk baslardaki yaklasim GSTlar ile detoksifiye
edilen geleneksel antikanser ilaclarla kullanimda faydali olabilecek
toksik olmayan GST inhibitérlerinin kullanilmasiydi. Alternatif yeni
bir tedavi yaklasimi ise, timoér hicrelerinde ytlikselmis seviyelerde
salgilandig: bildirilen GST enziminden (6zellikle GSTP) terapotik amacla
yararlanmaktir. Bu yaklasim kendisi inaktif olan ve timor hiicrelerinde
yukselmis seviyelerde bulunan GSTP ile tercihan ve spesifik olarak
toksinlerine doéntisen 6n ilaclarin uygulanmasidir. Bu strateji bilesigin
normal dokulara toksisitesini azaltirken aktif bilesigin timér dokusuna
artmis miktarda tasinmasini mimkun kilar.

Bu derleme kapsaminda kisaca GST enzimlerinin kemoterapotik
ilaclara diren¢ gelismesindeki rolti incelendikten sonra, geleneksel
antikanser ilaclarla kullanimda faydal olabilecek GSTP inhibitérleri ve
GSTP enzimi ile parcalanarak toksik metabolitlerine dontisen o6n ilaglar
hakkinda bilgi verilmektedir.

Anahtar Kelimeler: Glutatyon S-transferazlar, glutatyon S-transferaz
P inhibitorleri, glutatyon S-transferaz P ile aktive edilen 6n ilaclar.

Summary

Glutathione S-Transferases in Cancer Chemotherapy as a
Therapeutic Target

Drug resistance is emerging as a serious clinical obstacle to effective
use of chemotherapy. It has been found that glutathione (GSH) and
glutathione S-transferase (GST) is over-expressed in many cancer cells,
especially in those which are resistant to chemotherapeutic agents.
GST is known to be one of major metabolizing enzymes responsible
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for inactivation of anticancer drugs. One approach to overcome the
drug resistance by over-expression of GST is to develop selective GST
inhibitors. Another effective way to combat GST-induced drug resistance
is to develop prodrugs activated by GST. This allows chemotherapeutic
agents to be delivered selectively to tumor cells with over-expression of
GST. In this review, briefly introducing the role of GSTs in resistance to
chemotherapeutic agents, GST inhibitors used as potentiating agents
of conventional anticancer drugs and prodrugs activated by GST are
summarized.

Key Words: Glutathione S-transferases, glutathione S-transferase P
inhibitors, prodrugs activated by glutathione S-transferase P inhibitors.
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