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OZET
Musdal, Y. Ozgiin heterosiklik bilesiklerin glutatyon transferaz P1-1
inhibitorleri olarak arastirilmasi ve insan meme kanser hiicreleri lizerine
etkilerinin degerlendirilmesi. Hacettepe Universitesi Saghk Bilimleri
Enstitlisi Biyokimya Doktora Tezi, Ankara, 2012. Bu ¢alismanin amaci GST
P1-1’e yonelik inhibitor bilesiklerin tasarlanmasi ve bu molekillerin meme
kanseri hucrelerinde in vitro etkinliginin incelenmesidir. Bu amagla lipofilik
Ozellikte benzoksazol, benzimidazol, benzotiyazol tirevi bilesikler sentezlendi.
inhibisyon  kinetigi ¢alismalarinda E.colide eksprese edilip saflagtirilan
rekombinant hGST P1-1 kullanildi. Bilesikler igerisinden yaklasik 10 uM ICs
degeri ile en etkili inhibitor olarak bilesik-75 (N-[2-(4-kloro-benzil)-benzooksazol-
5-il]-4-nitro-benzenstlfonamit) secildi. Kinetik galismalari sonucunda bilesik-75’in
GSH’a gore karisik (K®"= 6.05 uM), CDNB’ye gore unkompetitif tip inhibisyon
(K°PNB= 11.83 pM) gosterdigi saptandi. Hiicre grubu olarak GST P1-1 eksprese
eden MCF-12A ve MDA-MB-231 ve etmeyen MCF-7 ve MDA-MB-468 hicre
dizileri secildi. Bu hicrelerde etken bilesigin ve referans molekll dosetakselin tek
ve kombine olarak degisik hucre tiplerindeki subtoksik dozu belirlendikten sonra
apoptoz, hlcre siklusu, ve proliferasyonu uUzerine etkileri incelendi. Bunun
yanisira hucrelerde GST aktivitesi degerlendirildi. Bilesik-75 ve dosetakselin tUm
hicrelerde canlihgi azalttigl, bilesik-75’in subtoksik dozlarda dosetaksel ile
birlikte uygulamalarinda ise yalnizca MCF-12A ve MCF-7'de aditif bir etkisinin
oldugu gézlendi. Hicre dongusu deneylerinde ise, yalniz basina dosetaksel ve
kombine uygulamalarinin MDA-MB-468 hari¢ tum hucrelerde, bilesik-75’in ise
MCF-12A ve MCF-7'de G1 ve S basamaklarini etkileyerek hlcre déngustnde
duraklamaya neden oldugu saptandi. Dosetaksel'in MDA-MB-231 hucrelerinde
%19.7, kombine uygulamalarin ise MDA-MB-231'de %20 ve MCF-7'de %21
oraninda apoptotik etki gdsterdigi bulundu. Bu sonuglar apoptotik etkinin GST
P1-1’den bagimsiz olarak farkli yollardan meydana geldiginin gostergesi olarak
kabul edildi. Bilegik-75 ile inkube edilen hucrelerde kontrole gore total protein
miktarinda % 45’lik, enzim spesifik aktivitesinde ise % 40’lik bir azalma saptandi.
Hucre lizati enzim spesifik aktivitesindeki bu degisimin gdzlenmesiyle etken
bilesigin hlcre icine girerek GST ile etkilesime girdigi sonucuna varildi.
Anahtar Sozcikler: Glutatyon transferaz, inhibitér, meme kanseri, hucre
proliferasyonu, hicre dongusu, apoptoz
Destekleyen kurum: TUBITAK Proje No: 109S362
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ABSTRACT
Musdal, Y. The investigation of heterocyclic compounds as inhibitors of
Glutathione transferase P1-1 and evaluation the effects on human breast
cancer cells. Hacettepe University Institute of Health Sciences
Biochemistry Program PhD Thesis, Ankara, 2012. The aim of this project is to
design inhibitors for GST P1-1 and test their effectiveness on breast cancer
cells. For this purpose benzoxazole, benzimidazole, benzothiazole derivative
compounds were synthesized. Recombinant hGST P1-1 expressed in E.coli
were purified and used in the inhibiton kinetics studies. The most effective
inhibitor for hGST P1-1 was selected and named as compound-75 (N-[2-(4-
Chloro-benzyl)-benzooxazol-5-yl]-4-nitro-benzene-sulfonamide) with an
approximately 10 uM ICsp value. This compound shows mixed inhibition for GSH
and uncompetitive inhibiton for CDNB with the K; 6.05 yM and 11.83 pM
respectively. For the cell culture studies, GST P1-1 expressing MCF-12A and
MDA-MB-231 and not expressing MCF-7 and MDA-MB-468 cell lines were
selected. After determining the subtoxic dose of compound-75 and reference
molecule docetaxel for each cell, apoptosis, cell cycle and proliferation effects
and GST activities were observed. In all cell lines, compound-75 and docetaxel
decreased cell viabilities and in combined use of compound-75 with subtoxic
dose of docetaxel there is additive effect on MCF-12A and MCF-7 cells. In cell
cycle experiments, cell cycle arrest is detected for docetaxel and combined use
of drugs in all cell lines except MDA-MB-468 and for the compound-75 in MCF-
12A and MCF-7. According to apoptosis results, single use of docetaxel in MDA-
MB-231 and combined use of docetaxel-effective compound in MCF-7 showed
%19.7 and %21.35 apoptosis in sub G1 peaks, respectively. These results
suggest that apoptosis is occured in different ways independantly from the GST
P1-1. The total protein content of cells incubated with the active compound was
decreased %45 and the enzyme specific activities were also decreased %40
compared to controls. To observe this change in specific activity of enzyme cell
lyzate, the effective-compound should enter the cell, accumulate and effect GST
P1-1 level.
Keywords: Glutathione transferases, inhibitor, cancer, cell proliferation, cell
cycle, apoptosis
Supported by TUBITAK Project No: 1095362
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1. GIRiS

Ddnya geneline bakildiginda kadinlarda gorulen kanser tipleri
icerisinde Onemli bir yuzdeyi olusturan meme kanserinin Ulkemizde de
gorulme sikligi oldukga yuksektir. Pek ¢ok kanser turiinde oldugu gibi meme
kanseri tedavisinde de karsilasilan 6nemli sorunlardan biri hiicrenin davranis
degisikligidir. Bunlarin en basinda hicre dongusu ve proliferasyonunu
etkileyen proteinlerin ekspresyonlarindaki degisiklikler yer almakta ve bu
durum tedavinin seyrini etkilemektedir. Yapilan cesitli ¢alismalar, kanser
hicrelerinde kemoterapoétik ilaglara kargi gelisen ilag direnci ile birlikte
glutatyon ve (glutatyona bagh enzim duzeylerinin de degistigini
gostermektedir. Bu grup icerisinde yer alan glutatyon transferaz (GST) enzim
ailesinden GST P1-1 izoziminin kanser hucrelerinde ekspresyon duzeyinin
oldukga yuksek oldugu gbézlenmektedir. Enzimin asiri  Uretiminin
kemoterapoétik ajanlari inaktive ederek ilag direncini indukledigi, diger yandan
hicrenin apoptotik yola girmesini de engellendigi bilinmektedir. Bu nedenle
son yillarda GST P1-1 inhibitorlerinin gelistiriimesi ve bununla beraber
alkilleyici ajanlar gibi ¢esitli kanser ilaclarinin hicre igindeki etkinliklerinin

arastirilmasi 6nem kazanmistir.

Literatirde kuvvetli GST P1-1 inhibisyonu gosteren sayili inhibitor
bulunmaktadir. Bunlarin  birgogu toksik etkilerinden dolayr kanser
hicrelerinde kullanimlar kisithidir. Bu amacla calismamiz kapsaminda GST
P1-1 icin olasi inhibitor bilegikler tasarlanmig ve bu molekullerin enzim
uzerindeki etkinlikleri in vitro olarak incelenmistir. Ardindan efektif inhibitor
bilesigin farkli tipte meme kanseri hicre hatlarinda ve timodrijenik olmayan
transforme meme epiteli hicre dizisinde enzim aktivitesi, hicre dongusu,

proliferasyonu ve apoptoz Uzerindeki etkinlikleri arastiriimistir.



2. GENEL BILGILER

2.1. Enzimler

Metabolik tepkimeler canlilarda hayatin surdurulebilmesi icin gerekli
kimyasal tepkimelerin seri bir sekilde birbirleri ile etkilesimlerine baghdir. Bu
suregte tim canllarin gereksinimi olan biyolojik molekullerin evrimsel sure¢
icinde surekli degisime ugradig! bilinmektedir. Enzim, kelime olarak ortagag
Yunancada enzymes kelimesinden turetilmistir. 19. yuzyilin ikinci yarisinda
Kdhne adli bir bilim adami tarafindan maya ekstrelerinde kesfedilmis, o

zamanlar enzymos denilip, ekmek mayalanmasi iglevi olarak adlandiriimistir
(1).

Enzimler proteinlerin oldukga 0Ozellesmis formlari olup, canli
sistemlerde olaganustl katalitik glce sahiptirler. Bilinen tim yasam
formlarinda bulunan bu molekillerin agirliklari 12.000 ila yaklagik 1 milyon
dalton arasinda degismekte, buyukltkleri ise onlarca olabildigi gibi birka¢ bin

dizi amino asit uzunlugunda da olabilmektedir (2).

Bugun X-i1sini difraksiyon analizi, nukleer manyetik rezonans (NMR)
ve diger tekniklerin geligsimi proteinlerin 3 boyutlu yapilarinin belirlenmesini
olasi kilmaktadir. Bu yontemler ile enzim katalizinde yer alan énemli amino
asit dizileri saptanabilmekte, diger proteinlerle yapisal olarak kargilagtirilarak
olasi farkh fonksiyonlari belirlenebilmekte ve ayrica aktif bolgelere uygun yeni
molekuller sentezlenerek metabolik fonksiyonlarinda degisiklikler veya

inhibisyon saglanabilmektedir.

Biyolojik tepkimeleri buyuk etkinlik ile katalizleyen enzimler, substrat
olarak adlandirilan enzimin aktif bolgelerine baglanabilen molekullerle
tepkimeye girerek fonksiyonlarini gergeklestirirler. Aktif bolgeyi bloke eden
veya seklini degistirebilen herhangi bir substrat enzim aktivitesini de
etkilemektedir. Bazi enzimler yanlizca bir, bazilari da birden fazla substrata
dzgulllik (spesifite) géstermektedirler. Ornedin glutatyon transferazlar (GST)
¢ok genis bir substrat 6zgulligline sahip olan ve organizmalardan zararl

bilesikleri detoksifiye eden bir enzim ailesidir (3).



2.2. Biyolojik Detoksifikasyon

Tum canlilar gunluk yasamlarinda zararli kimyasal maddelere maruz
kalmaktadirlar. Bu maddeler organizmada metabolik tepkimeler sonucu
uretilen endojen kaynakli biesikler olabilecegi gibi, kirli hava, ilag, herbisit,
pestisit gibi eksojen kaynakl kimyasallar da olabilir. BlyUk bir kismi lipofilik
olan bu kimyasallari ortadan uzaklastirmak icin canlilar detoksifikasyon

sistemine sahiptirler.

Roger Williams tarafindan 1947 yilinda detoksifikasyon igin iki
mekanizma tanimlanmistir. Bunlardan Faz | mekanizmasi, islevsel bir
tepkime olup oksijen atomu kullanilarak detoksifiye edilecek molektilde reaktif
bir grubun ortaya ¢ikmasina neden olmaktadir. Karacigerde yuksek
derisimlerde bulunan sitokrom P450 sistemi baslica Faz | tepkimeleri
arasinda yer almaktadir. Faz Il tepkimeleri ise konjugasyon tepkimeleri olarak
adlandiriimakta ve genelde Faz | tepkimelerini takiben olugmaktadirlar. Bu
fazda glukuronidasyon, hidroksilasyon, sulfasyon ve glutatyonilasyon iglevleri
ile suda ¢odzinebilen bir grup reaktif gruba eklenmekte ve bu yolla toksik
madde ¢6zunlr hale gelmekte ve bdylece vicuttan atilmaktadir. Glutatyon
transferazlar faz Il tepkimelerinde goérev alan 6nemli bir enzim ailesidir ve

bilesiklere konjugasyon i¢in glutatyonu kullanmaktadirlar (3,4).

2.2.1. Glutatyon

Glutatyon (GSH) ilk defa 1921 yilinda Sir Frederick Hopkins tarafindan
kas kasilmasi calismalari sirasinda kesfedilmistir. Bilesigin kimyasal yapisi
kesfinden ancak 15 yil sonra belirlenebilmigtir. GSH tripeptit yapisinda bir
molekdl olup glutamat, sistein ve glisin amino asitlerinden olugsmaktadir.
Molekulin ortasinda bulunan sistein amino grubu ile glutamatin yan
zincirinde bulunan karboksile, karboksil grubu ile de glisine baghdir. Glutamat
ve sistein arasindaki olagandigi bu bagd, molekulid hicre igerisinde

peptidazlara kargi korumaktadir (sekil 2.1) (3).
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Sekil 2.1. Glutatyonun (y-L-glutamil-L-sisteinil-glisin) kimyasal yapisi.

Tam aerobik canlilarda bulunan GSH degisik canlilarda (bitkilerde
homoglutatyon, mikobakterilerde ve streptomiseste mikotiyol gibi) farkli
formlarda  bulunabilmektedir. Memeli hdcrelerinde  milimolar  (mM)
derisimlerde bulunan, tiyol grubu iceren, protein yapisinda olmayan bir
bilegiktir. Vucudumuzda normalde gunde 10 g kadar uretiimekte olup
vicudun farkli bolgelerinde degisik oranlarda (hepatositlerde 10 mM,
eritrositlerde 2 mM ve bagirsak luminal mukusunda 0.3 mM kadar) GSH
bulunmaktadir (3,5).

GSH karboksil grubundan gelen iki negatif, amino grubundan gelen bir
pozitif yuk sayesinde suda ¢ozunebilir. Molekulin en onde gelen ozelligi
sisteine bagli tiyol (-SH) grubudur. Bu grup molekulu elektrofilik bilesiklerle
etkilesebilecek iyi bir nikleofil haline getirmektedir. Deneysel kosullarda tiyol

grubunun pKa’si 9.2 civarindadir.

Hucre icerisinde GSH, basta savunma ve metabolizma olmak Uzere
pek cok role sahiptir. Glutatyon peroksidazlar ve bazi peroksiredoksinler
araciligr ile peroksidazlarin indirgenmesindeki ana rollerinin yaninda,
glutatyon transferazlar araciligi ile ksenobiyotiklerin  konjugasyon
tepkimelerini saglamaktadir. Bunlarin diginda kalsiyum homeostazinin

dizenlemesi, amino asitlerin taginimi ve sinyal yollarinda da gorevlidir (6,7).
2.3. Glutatyon Transferazlar

2.3.1. Genel Bilgi

Glutatyon transferazlar (GST) 1960’larin baslarinda iki farkli grup
tarafindan sican karaciger hucre lizatlarinda GSH'in bazi ksenobiyotikleri

konjuge edici aktivitesi galismalari sirasinda tanimlanmistir (8,9). ilerleyen



zamanlarda bu enzim igin birden fazla elektrofilik bilesigin substrat olarak
tanimlanmasi ile GST’lerin birden fazla formunun bulunduguna dair ilk
ipuglari elde edilmistir. Bu enzimler, canlilarda toksik bilesikleri elimine etmek
icin  GSH’1I elektrofilik bilesiklere konjuge ederek evrimlesmislerdir.
Baslangigta GSH S-transferaz; GSH S-alkiltransferaz; GSH S-ariltransferaz
vs gibi farkl isimler kullaniimis fakat en sonunda Enzim Komisyonu bu enzimi
glutatyon transferaz (GST; EC 2.5.1.18) olarak adlandirmistir.

GST'lerin adlandiriimasi  Mannervik ve arkadaslari tarafindan
yapilmistir. Siniflar Alfa, Mu, Pi vs gibi yunan harfleri ile belirlenmis, A, M, P
vs gibi Roman bas harfleri ile kisaltiimistir. GST’den 6nce yazilan kiglk harf
orijini ve sonra yazilan arap numaralandirma ise protein altbirimini
g6stermektedir. Ornegin hGST P1-1 homodimerik protein olup iki tane insan
GSTP1 altunitesi icermektedir (10,11).

Memelilerden, bitkilere ve hatta bazi prokaryotlara kadar tum
canlilarda bulunan GST'lerin sitozolik, membran bagli mikrozomal ve
bakteriyel formlari mevcuttur. Bu tez kapsaminda sitozolik (¢6zunur)

formlarindan bahsedilecektir.

Tablo 2.1. insan sitoplazmik glutatyon transferazlarin siniflandiriimasi (12).

Enzim Sinif Gen Kromozom bandi
GST A1-1 Alfa GSTA1 6p12
GST A2-2 Alfa GSTA2 6p12
GST A3-3 Alfa GSTA3 6p12
GST Ad4-4 Alfa GSTA4 6p12
GST A5-5 Alfa GSTA5 6p12
GST M1-1 Mu GSTM1 1p13
GST M2-2 Mu GSTM2 1p13
GST M3-3 Mu GSTM3 1p13
GST M4-4 Mu GSTM4 1p13
GST M5-5 Mu GS M5 1p13
GST P1-1 Pi GSTP1 11913
GST T1-1 Teta GSTT1 22q11.2
GST T2-2 Teta GSTT2 22q11.2
GST Z21-1 Zeta GSTZ1 14q924.3
GST O1-1 Omega GSTO1 10924.3
GST 02-2 Omega GSTO2 10924.3
PGD2/GST S1-1 Sigma PGD2 4q922.3




2.3.2. Sitozolik Glutatyon Transferazlar

2.3.2.1. Siniflandiriimalan

Sitozolik GST’ler bu enzim ailesinin ¢6zunur formlari olup dizi
tanimlamalarina gore izomerik formlara ayrilmaktadir. Memelilerde yedi tane
(alfa, mu, pi, sigma, zeta, omega ve teta) dimerik yapida sitozolik GST
tanimlanmistir (11). Herbir formun da kendi aralarinda altbirimleri
bulunmaktadir (Tablo 2.1). Amino asit dizileri siniflar icerisinde en az % 50,
siniflar arasinda ise % 30’dan daha az benzerlik gostermektedir. Kappa GST,
sitozolik GST’lerin bir baska formu olup, mitokondri sitoplazmasinda
bulunmaktadir. Yapisal olarak sitozolik formlara benzerlik gostermese de

katalitik aktiviteleri bakimindan benzer 6zellikler gostermektedir (13).

Sekil 2.2. Dimerik GST P1-1’in etakrinik asit (EA) ile beraber kristal yapisi.
Mavi renkli bdlgeler EA’'in her iki altbirimde aktif bolgeye baglandigini
gostermektedir (PDB kodu: 2GSS).

2.3.2.2. Yapilari

GST'nin birgok formunun U¢ boyutlu yapisi X-isini kristalografisi ile
aciga cikartilmistir (sekil 2.2). Bu verilere protein veri bankasindan kolayca

ulagilabilmektedir (http://www.rcsb.org/pdb/home/home.do). GST'ler

homodimerik proteinler olup, herbir altbirimi yaklasik olarak 24 ila 29 kDa

molekuler agirliginda ve yaklasik olarak da 210 amino asit uzunlugundadir.


http://www.rcsb.org/pdb/home/home.do

Siniflar arasi dizi benzerligi % 30’un altinda bile olsa, hepsi yapica benzerdir
ve benzer protein katlanmalarina sahiptirler. Enzim, korunumlu dizileri igeren
GSH baglama bolgesi (G-bolgesi) ve farkli substratlari baglayabilen
hidrofobik bodlge (H bdlgesi) olmak Uzere iki bdlge icermektedir (14-16).
Herbir altbirimde de iki domain bulunmaktadir. Yaklasik 80 rezidl uzunluktaki
N-terminal domaininde a/p yapisal birimleri hakimdir. Bu domain tiyoredoksin
baglama bolgesi olarak ta bilinen ve sistein amino asidini baglama 6zelligi
olan BaBappa yapisal motifini igermektedir. Tum GST siniflarinda bu domain
dizileri GSH’1 spesifik olarak baglamak igin korunmuslardir (sekil 2.3). C-
terminal domain ise tamamen a-helikal yapilardan olusmaktadir. Hidrofobik
baglanma bodlgesi (H-bdlgesi) iki domain arasinda olup ¢ogu hidrofobik bilegik
bu bolge ile etkilesmektedir (17,18).

GST’lerin hidrofobik aktif bdlgelerinde bulunan bazi yapisal farkhliklar
substratlara baglanmalarinda farkliliklar yaratmaktadir. Ornegin GST alfa
sinifi aktif bolgesinde bulunan ekstra bir a-heliks (a9) yapisi, aktif bolgeyi
cevreleyen solventten korumaktadir. Mu sinifi B2 ve a2 arasinda esnek uzun
bir donglye sahipken, Pi sinifi aktif bolgesinde kisa bir heliks yapisi olup

substratlarin baglanmasina daha acik bir bolge olusturmaktadir (15,16).

Gunumuzde GST'lerin kristal yapilari sayesinde korunumlu amino asit
dizileri agiga ¢ikartilmigtir. Tyr-7, Pro53, Asp57, lle68, Gly145 ve Asp152 tim
GST’lerde bulunan evrim suresince degisiklige ugramamis dizilerdir. Bunlarin
ilk ikisi GSH baglamada anahtar bir rol oynarken, son Ug¢lnun proteinin i¢
kismina gomulu ve protein katlanmasinda rol alabilecegi ileri surilmektedir.

AspS57°nin fonksiyonu ise hala belirsizdir (19).
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Sekil 2.3. Alfa, Mu, Pi ve Teta GST siniflarinda GSH baglanma bdlgeleri (3).

2.3.2.3. Katalitik mekanizma ve diger fonksiyonlari

Faz Il enzim ailesinin bir Gyesi olan GST’lerin bilinen ana fonksiyonu
ksenobiyotik veya endojen olarak dretilen zararh bilesiklerin vicuttan
detoksifiye edilmesidir. Biyokimyasal olarak ifade edilecek olursa GST'ler
indirgenmig GSH'nin (tiolat formunda) elektrofilik merkezli bilesiklere
nakleofilik atagini kataliz ederler. Katalizde, GSH’nin tiyol grubunun pKa’si
sulu ortamda 9 iken proteine bagladigi zaman 7’nin altina inmektedir (20).
Elektrofilik merkez, karbon atomu disinda, nitrat esterlerde oldugu gibi nitrat,
tiyosiyanatlarda kukurt ve organik hidroperoksitlerde oksijen atomu da olabilir
(19,21). GST’nin en yaygin kullanilan substratlarindan biri olan elektrofilik
merkeze sahip olan CDNB etkisini GSH’a konjuge olarak gostermektedir
(sekil 2.4).

Cl sSG
NO, NO,

+ GSH —

N02 NO2
Sekil 2.4. indirgenmis glutatyonun elektrofilik CDNB’ye konjugasyonu.



GST'lerin U¢ boyutlu yapilar ile elde edinilen bilgiler GST’lerin
evrimsel gelisimleri ve fonksiyonlari hakkinda bilgiler sunmaktadir. Aktif
bolgelerin esnek yapida oldugunun ortaya c¢ikartiimasi ve farkh siniflarda
farkli substratlarla etkilesimlerinin olmasi, GST'lerin fonksiyonlarinda yeni
ufuklar agcmistir. Detoksifikasyon diginda ¢ift bag izomerizasyon tepkimelerini
de katalizledigi bilinmektedir. Ornegin, GST A3-3 steroid seks hormonlarinin
sentezinde bir basamak olan A°-androsten-3,17-dion’un A*-androsten-3,17-
dion’a izomerizasyonunu (22), GST P1-1, 13-sis retinoik asitin all-trans
retinoik asite dontsimuniu (23), GST Z1-1’de tirozin ve fenilalanin amino

asitlerinin katabolizmasindaki son basamagi katalizlemektedirler (24).

GST'lerin katalitik aktivitelerinin disinda non-katalitik aktiviteleri de
vardir. Ligandin olarak fonksiyon gosterebilirler. Hem, bilirubin, steroid ve
safra tuzlari gibi non-substrat bilesiklerin hucrelerarasi tasinimi GST'ler

araciligi ile gergeklestiriimektedir (18,25,26).

2.4. Kanser

Normal hucreler kontrolli bir sekilde dogarlar, bayurler, cogalirlar ve
Olurler. Buna karsilik, kanserli hucreler kontrolsiz bir sekilde ¢ogalma,
apoptozdan kagma ve diger dokulara metaztaz yaparak onlari iggal edebilme
edilimindediler. Kanser gelisiminde hucrelerde meydana gelen bu
degisiklikler DNA’'nin hasari sonucu metabolik slregler ve sinyal letim
yollarinda yer alan bir takim proteinlerin degisikliklerine bagli olarak meydana

gelmektedir.

Kanser olusumu suresince degisiklige ugrayan proteinlerin uyarici ve
baskilayici etkileri bulunmaktadir. Uyarici etkiler onkogenler ve baskilayici
etkiler timor baskilayici genlerdeki degisimler sonucu meydana gelmektedir.
Onkogenler; buyume faktorleri ve reseptorleri, transkripsiyon faktorleri, htcre
dongusu kontrolinde gorevli siklin ve siklin bagimli kinazlari ve bazi
antiapoptotik proteinleri kodlar. Bu genlerde bozukluk oldugunda proteinlerin
ekspresyonlarinda artisa ve kontrolsiiz bir sekilde aktif olmasina neden

olurlar. Tumor baskilayici genler ise hicre buyumesi ve ¢ogalmasi yollarini
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baskilayan proteinleri kodlayarak etkisini gostermektedir. Bu genlerde
bozukluk oldugunda ise tumor baskilayici proteinin sentezlenemez ya da

fonksiyonel olarak bozukluguna sebep olur (27,28).

Kanserin baglamasi ve ilerlemesinde epigenetik degisimlerin de islev
gbrdugu gosterilmistir. Epigenetik degisiklikler, bir genin islevini o geni
kodlayan nukleotit dizisinde degisiklik olmaksizin etkiler. Bu da kromatin
yapisinin degismesiyle olur. Bu mekanizmada DNA metilasyonu ve
histonlarin kovalent modifikasyonlari rol alir. Kanser hucrelerinin DNA’sinda
global bir hipometilasyon ve gen ya da promotora 6zgu hipermetilasyonlar
olur (29).

Hucre c¢ogalmasini duzenleyen mekanizmalardaki dedgisiklikler
cogunlukla bayume faktorlerinin sinyal iletim yollarinda olusmaktadir. Hucre
disindan gelen buylme uyarisi bayume faktorleri araciligiyla reseptor tirozin
kinazlari uyararak fosforilasyon reaksiyonlari ile mitojenlerle aktiflesen protein
kinaz (MAP kinaz) veya fosfatidilinozitol-3-kinaz (PI-3 kinaz) yollarini aktive
eder. MAP kinazlarin hedefi olan proteinler ise DNA’ya baglanabilen
transkripsiyon faktorleridir. Bu proteinlerin aktiflesmesi sonucu transkripsiyon
hizlanir ve hucrede bol miktarda protein sentezlenir. Protein miktarinin
artmasi ile hicre buyudr ve hicre dongusunun baglamasi uyarilir. PI-3 kinaz
enzim yolunun baslica hedef proteini ise protein kinaz B (PKB) olarak
adlandirilan bir serin-treonin kinazdir. PKB’nin aktiflesmesi ile hicrede
apoptoz baskilanarak hucrenin sagkalimi saglanir. Bu sinyal yollarindaki
proteinlerin asiri yapimi ya da yapisal degisiklik sonucu asiri aktif olmalari

kanserlesmeye sebep olur (30).

Apoptozda yer alan proapoptotik ve antiapoptotik mekanizmalarda
gorevli proteinler hedeflenerek yapilan calismalar kanser tedavisinde umut
verici gelismeler olarak gérilmektedir. Ornegin 6lim reseptorleri tarafindan
algilanan sinyaller, rekombinant olarak olusturuimus bazi ligandlar veya
agonistik antikorlar tarafindan taklit edilebilmektedir. Kaspazlar kuguk
molekul agirliktaki ilaglar kullanilarak aktive veya inhibe edilirken, kanser

hdcrelerinin sagkalimi ise antisens oligonukleotitler veya diger stratejiler
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kullanilarak azaltilabilmektedir. Kaspaz aktivitesini ve Ras sinyal yolunu
hedefleyen bilesikler, Bcl-2 kontrol noktasi ve TRAIL ligandina mudahale
eden molekuller, p53/Mdm-2 agonistleri gibi bazi potansiyel ilaglar geligtirme
asamasindadir. Bu molekullerin tek basina ya da kombine olarak terapotik

ajanlarla birlikte kullanimi kanser tedavisi i¢in dnerilmektedir (31,32).

2.4.1. Kanser hiicrelerinde ilag direnci

Sitotoksik ajanlara karsi kanser hucrelerinin direng gelistirmesinde
cesitli mekanizmalar s6z konusudur. Bu mekanizmalari su sekilde siralamak
mumkundur (33):
1. HlUcre yuzeyinde reseptor kaybi veya ilaglari hicre digina pompalayan
tasiyicilarin asiri ekspresyonu sonucu hucre igi ilag duzeyinin azalmasi,
2. Apoptotik ve antiapoptotik genlerin ekspresyon dizeylerindeki degisim,
3. Hlcresel hedeflerdeki degisiklikler,
4. llacin biyoaktivasyonunda azalma,
5. ilagla olusan hasarin iyilesmesinde toleransin gelismesi,
6. Hucresel ilag detoksifikasyonundaki artig, érnegin; hicre i¢ci GSH ve GST
dizeylerinde artis.
GST'nin ilag direnci Gzerindeki roltinu ise iki sekilde agiklamak miumkuindur:
1. Enzimin ve ilag direnci proteinlerinin ekspresyonlarindaki ortak artis,
2. Enzimin sinyal iletimindeki rolu.
Tumor hicresine antikanser ajanin girmesiyle birlikte hdcre iginde GSH
dizeyinde ve GST enziminin ifadesinde artis olmaktadir (34). Enzim, GSH'In
ksenobiyotikler (6rnegin; anti-kanser ilaglar) ile konjugasyonunu kataliz
ederek cesitli pompalar araciligi ile disari atilmasina neden olmaktadir. Artan
GST aktvitesi ile birlikte ilacin hucre icinde uzun slre kalmasi bu nedenle
zorlasmaktadir. Son yillarda yapilan c¢alismalar, timoér hicrelerinde GSH’in
yuksek duzeylere ulagmasinin ve GST'nin asiri ekspresyonunun ¢oklu ilag
direnci (MDR) gelisimiyle paralel gittigi yonundedir. Meme, akciger, kolon,
pankreas kanserlerinde gelisen ilag direncinin, GST P1-1 ekspresyonu ile

dogrudan iliskili oldugunu gdsteren calismalar mevcuttur (35-37).
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2.4.2. GST’nin Sinyal iletimindeki Rolii

Normal sartlar altinda hucreler zamani geldiginde Olmelidirler. Bunu
saglayan fizyolojik islem programli hucre Olumu, yani apoptozdur. Kanserli
hicrelerde bu igslev bozulmaktadir (38). Bu duruma neden olan faktorlerden
biri de GST'nin apoptotik yolda ustlendigi roldir. Apoptotik yolaklarin
islemesinde, yani sinyal iletiminde programli hicre olumunt duzenleyen
proteinler gorev almaktadir. Sinyal iletiminde meydana gelen degisimlerle
hicrenin ¢ogalma ve/veya yasama islevleri kontrol altinda tutulmaktadir.
Bunlar igerisinde yer alan mitojenle aktive edilmis protein kinaz (MAPK)’lar
hicre membranindan c¢ekirdede bilgi aktariminda rol oynamaktadir (39). Bir
cok antikanser ilacin GSH konjugatlarinin oksidatif stres ve ksenobiyotik
varliginda olusmasi, bunlarin hucresel stresin indikatorleri olarak
kullaniimasini akla getirmektedir. Gergekten de GSH-konjugatlarinin GST
izoenzimleri araciligiyla stresle aktive olmus sinyal yolagini duzenledikleri
bulunmustur. Son ¢alismalar alfa, mu ve pi izoenzimlerinin hicre canliiginda
ve 0Olum sinyalinde rol oynayan MAPK yolunda dizenleyici rol oynadigini
g6stermektedir (40). Bu kinaz ailesinin bir Gyesi olan c-jun N-terminal kinaz
(JNK) kemoterapdtiklerin hicreyi uyarmasiyla birlikte aktive olmaktadir. JNK
aktivasyonunu takiben bir transkripsiyon faktort olan aktivator protein-1 (AP-
1)'in komponenti olan c-Jun fosforile olmakta, bu sayede AP-1 indiklenmekte
ve apoptotik genleri hedef almaktadir (41). MAP kinaz yolagini protein-
protein iligkisi yoluyla dizenleyen GST P1-1, apoptoz ve proliferasyonda rol
alan JNK71’in endojen inhibitoru olarak davranmaktadir (sekil 2.5) (42,43).
Stres altinda olmayan hucrelerde olugsan GST P1-1 - JNK heterokompleksi
sayesinde apoptotik sinyal baski altinda tutulmaktadir. Bununla birlikte
oksidatif stres altinda bu kompleksin birbirinden ayrilmasi ve GST P1-1
oligomerizasyonuyla apoptoz induklenmektedir. S6z konusu olan iki proteinin
birbirinden ayrilmasi farkli mekanizmalari da beraberinde getirmekte ve
hiicrenin akibetini degistirmektedir (44). ila¢ tedavisi sirasinda artan GST ile
birlikte JNK Uzerindeki baskinin kalkmasi zorlagsmaktadir. Bu nedenle
antineoplastik ajanlarin sitotoksik etkilerini artirmak ve anti kanser ilaglara

hicresel direnci dizenlemek igin spesifik GST inhibitorleri gelistiriimektedir.
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Bu ilag adaylarini iki grupta toplamak mumkuidndar: 1. Glutatyona yapica
benzer bilesikler (peptido mimetikler); (45,46) 2. In vivo sartlarda GSH
konjugati olusturabilen elektrofilik fonksiyonel gruba sahip inhibitorler (47,48).

UV veya kimyasal stres

mltojenler ’ —\ A sitokinler

GST MEKKS  qpaps[ GST
|

[
[csT] Ra'i [GST |k Asim
ERK p38 GST |

Sekil 2.5. GST P1-1’in sinyal yollarinda etkilegimi (3). c-JUN N-terminal kinaz
(JNK), “extracellular signal-regulated” kinaz (ERK), 38 kDa protein kinaz
(p38), “apoptosis signal-regulating” kinaz-1 (ASK1), “tumor necrosis factor

receptor-associated” faktor (TRAF).

2.4.3. GST inhibitorleri

Antikanser ajanlara karsi gelisen hicre direncini ortadan kaldirmak igin
buglne kadar birgok GST inhibitori gelistirilmistir (sekil 2.6). GSH’a yapica
benzer bilesikler (peptidomimetikler, GSH analoglari) GSH baglanma
bdlgesinin  kompetitif inhibitorleri olarak bilinmektedir. Bu bilesiklerin
kullanilmasindaki amag¢ ya izozim seciciligini ya da ilacin stabilitesini
artirmaktir. Bu amacla sentezlenen bilesiklerden TLK-199 [y-glutamil-S-
(benzil)sisteinil fenil glisil dietil ester] miyeloproliferatif bir ajandir. 5-florourasil
(5-FU) ile indUklenen notropeni sonrasi I0kosit sayisinda artisa neden oldugu
ve notrofil iyilesmesini hizlandirdig1 gosterilmigtir. TLK-199'un HT-29 insan

kolon adenokarsinoma ve SKOV-3 (insan over karsinoma) hucrelerinin
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adriyamisine karsi duyarlihdini artirirken, mitomisin C’ye karsi etkisiz oldugu
tespit edilmistir (49). Diger yandan bilesigin etil esterinin meme kanser
hicrelerinde tiyotepa, sisplatin ve doksorubisine karsi gelisen direncini geri
cevirdigi gozlenmistir (40). Diger bir GSH analogu bilegik TLK-117 [y-
glutamil-S-(benzil)sisteinil-R(-)-fenilglisin]'nin ise alkilleyici ajanlar kadar
melfalan, klorambusil gibi bilesiklerin etkinligini artirdigi rapor edilmektedir
(49). Diger yandan TLK-177’nin bir analogu olan UrPhg’nin segici bir GST
P1-1 inhibitéri oldugu ve adeno karsinoma hucre dizisinde GSTP1-1
oligomerizasyonunu indukleyerek hem JNK hem de c-jun fosforilasyonunu
artirdigr  saptanmigtir. Bu tepkime sayesinde hucreler apoptotik yola
girebilmiglerdir (44). GSH turevleri GST’lerin iyi birer inhibitorleri olmalarina
karsin spesifik eksport pompalari araciligiyla digsari atildiklari igin kanser
hicrelerinde etkilerini gésterememektedirler. Kanser hicrelerinde GSTP1-1
derisimi 0.05x10° Ma kadar ulasmaktadir. Bu diizeydeki bir enzimi inhibe
etmek icin ya egit ya da daha yuksek derigimlerde kullanilacak inhibitor htcre
icinde birikecek, bu da MDR proteini agisindan sorun yaratacaktir. Bu
problemin Ustesinden gelmek icin GST’ye etkin bir sekilde bagdlanabilen, fakat
GSH tlrevi olmayan ve hicre membranini kolaylikla gecgebilen lipofilik
Ozelliklere sahip yeni molekullerin tasarimi yoluna gidilmektedir (47). Enzimin
G-bdlgesinin (fizyolojik substrati glutatyonu baglayan bdlge) yanisira GSH’nin
tirevlerini taniyabilen, dedisik hidrofobik kosubstratlar ile interaksiyona
girebilen H-bolgesi farkli topografi ve substrat spesifisitesine sahiptir. GST
alfa, pi ve mu izozimlerinde mikromolar, hatta nanomolar duzeyde Km
degerleri ile ilimh afinite gosteren bilesiklere ihtiyag vardir (46,50). Bu amagla
farkl benzoksazol, benzotiyazol turevi bilesikler Gretilme yoluna gidiimekte ve

O0zgun, GST spesifik, geri donlisumsuz inhibitérler sentezlenmektedir (51).

Ozglin bilesikler tasarlanirken spesifik pompalar araciligiyla hiicreden
atilim gibi sorunlardan kaginmak gereklidir. Bunun igin uretilecek antikanser
ajanin ABC transporterlerinin substrati olmamasi, ylksek influks hizi ve
lipofilik 6zelliklere sahip olmasi 6nem kazanmaktadir. Bu amagla, GST igin
guclu inhibitor etkileri gbzlenen 7-nitro-2,1,3-benzoksadiazol (NBD) gibi non-

GSH peptidomimetik turevleri (GSH konjugatlari) sentezlenme yoluna
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gidilmigtir. Bu NBD tiyoeterleri GST alfa, pi ve mu izoenzimlerine yuksek
afinite ile baglandiklari bildirilen hidrofobik bilesiklerdir (52). NBD’lerin JNK-
GSTP1-1 kompleksinin ayrilmasiyla apoptozu baslattiklari gosterilmigtir
(52,53). Bunlar igerisinde 6-merkaptohekzanol turevi, NBDHEX'in [6semi,
hepatik karsinoma, kuguk hucreli akciger karsinomalarinda GSTM2-2 ve
GSTP1-1’e karsi guclu inhibitér etki gosterdikleri saptanmistir. Diger yandan
bu bilesigin iki farkli melanoma hcre dizisinde (Me501 ve A375) apoptozu
indUkledigi, in vivo olarak da efektif oldugu ve melanoma modellerinde timaor

buylimesinde % 70 azalmaya yol actigi da rapor edilmistir (54).

GSH konjugatlari icerisinde en iyi bilinen ve kanser tedavisinde en ¢ok
kullanilan bilesiklerden biri olan doksorubisin (GSH-DXR), GSTP1-1’in
nonkompetitif inhibitéridur. Art arda vyapilan c¢alismalar GSH-DXR’nin
GSTP1-1’e baglanmasinin sadece enzimatik aktiviteyi baskilamadigi, ayni
zamanda JNK aktivasyonunda da artisa neden oldugu gosterilmistir (55).
GST inhibitora olarak Uzerinde en ¢ok galisilan molekul ise etakrinik asittir.
GST P1-1’in geri donusumll inhibitdrd olan bu molekul enzimin H bdlgesine
dusuk afinite ile baglanmakta, GSH ile konjuge halde hicreden disari
kolaylikla atilmaktadir. Ancak Faz | c¢alismalarinda dilrez, metabolik
anomaliler, miyelosupresyon gibi g¢esitli sorunlarla karsilagilmasi ve izozim
spesifik olmamasi nedeni ile etkinligi kisith kalmistir (56). Sitotoksisite igin
JNK yolunu kullanarak timor hicresinin apoptoza gitmesini saglayan ilaglar
(dosetaksel gibi antimikrotubdl ilaglar, topoizomeraz | ve Il inhibitorleri,
mitomisin C, adriyamisin ve sisplatin) i¢cin zaman igerisinde olusabilecek ilag
direncini ortadan kaldirmada, GST inhibitorlerini beraberinde tedaviye

sokmak yararli olacaktir.
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3. YONTEMLER
3.1. Benzoksazol ve Benzotiyazol Turevi Bilesiklerin Sentezi

Bilesikler, Ankara Universitesi Eczacilik Fakiiltesi Farmasétik Kimya

Anabilim Dalinda sentezlendi.

3.1.1. 2-[4-(4-Siibstitiefenilasetamido)fenil]-benzotiyazol Tiirevi

Bilesiklerin Sentezleri

Hedeflenen bilegiklere ulasmak Uzere oOncelikle 2-(4-aminofenil)
benzotiyazol bilesidi sentezlendi. Bunun i¢in 1 mmol 4-amino benzoik asit, 1
mmol 2-aminotiyofenol ve 2.4 g polifosforikasit (PPA) icerisinde 200°C’de 4
saat sogutucu altinda karigtirildi. Bu sure sonunda tepkime igerigi buza
dokuldu ve % 10’luk NaOH ¢ozeltisi ile ortam alkali yapildi. Ortamin alkali
olmasi ile ¢ozelti igerisinde olusan ¢gokelek duz slizge¢ kagidindan suzulerek

alindi. Bakiye, etanol-su karisimindan kristallendirildi.

SH
LN PPA S
c NH, A p NH
o A\ N
NH,

Sekil 3.1. 2-(4-Aminofenil) benzotiyazol bilesiginin elde edilis tepkimesi.

Hedeflenen bilegiklere ulagmak tzere uygun karboksilik asit (1 mmol)
tiyonil klortr (0.3 ml) ve benzen (0.5 ml) icerisinde geri ¢eviren sogutucu
altinda 80°C’de 3 saat sure ile manyetik karistiricida karistirildi. Sire
bitiminde ¢6zicu ve tiyonil klortrin fazlasi uzaklastirildi. Bakiye, dietil eter (1
ml) icinde ¢ozuldu. Elde edilen ¢oOzelti, buz banyosunda sogutulan 2-(4-
aminofenil) benzotiyazol (1 mmol), sodyum bikarbonat (2 mmol), eter (1 ml)
ve sudan (1 ml) olusan karisim Uzerine damla damla ilave edildi. Karisim bir
gece buz banyosunda karistirildi ve suzuldi. Bakiye, sirasiyla su, 2N HCI, su

ve eter ile yikandiktan sonra etanolden kristallendirildi.
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R R
CH>COOH CHxcocl
R(j s
+ >—< >*NH
CH,COCI ©:N/ °occ
su/eter/NaHCO3

L Do e

Bilesik R
Bilesik-20 Br
Bilesik-21 F

Sekil 3.2. 2-[4-(4-Slbstitle fenilasetamido) fenil]-benzotiyazol tlrevi

bilesiklerin elde edilis tepkimesi.

3.1.2. 2-(4-Substitliefenil)-5 (veya 6-) nitrobenzoksazol Tirevi

Bilesiklerin Sentezleri

0,01 mol 2-amino-4-(veya 5-) nitrofenol, 0.01 mol uygun karboksilik
asit ve 24 g polifosforikasit (PPA) icerisinde 200°C’de 4 saat geri ceviren dik
sogutucu altinda karistirildi. Bu slire sonunda tepkime icerigi buza dokuldu
ve % 10’luk NaOH c¢ozeltisi ile ortam alkali yapildi. Alkali ¢dzelti etil asetat ile
ayirma hunisinde 3 kez ekstre edildi. Etil asetatli fazlar turnusol kagidina nétr
tepkime verinceye kadar distile su ile yikandi, etil asetath fazlar birlestirilerek
susuz sodyum sulfat ile suyundan kurtarildi. Daha sonra vakumda kuruluga

kadar uguruldu. Bakiye etanol-su karigimindan kristallendirildi.

OH
NH, o
+ R@—COOH _PPA _ O,N }—@R
A N
O,N

Bilesik 5/6.konum R
Bilesik-30 6-NO, -Br
Bilesik-32 5-NO, -F

Sekil 3.3. 2-(4-stbstitliefenil)-5 (veya 6-) nitrobenzoksazol tirevi bilesiklerin

elde edilis tepkimesi.
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3.1.3. 2-(p-Substitiiefenil/benzil)-5-(p-nitrobenzensulfonamido)
benzoksazol Turevi Bilesiklerin Sentezi

0.048 mmol 2-(p-substitiefenil/benzil)-5-aminobenzoksazol turevi
bilesikler 2 ml diklorometan ile ¢ozulerek Uzerine 0.95 mmol piridin ve 0.52
mmol p-nitro benzen sulfonil klorlr ilave edilerek manyetik karistiricida oda
Isisinda 16 saat karistirildi. Tepkime bitiminde ¢okmus haldeki madde
suzuldu ve once bakir sulfatin sudaki doygun ¢ozeltisi ile sonra da sodyum
bikarbonatin sudaki doygun c¢ozeltisi ile yikandi. Son olarak etil asetat: n-

hekzan karigimi ile rekristalizasyon islemi uygulandi.
Piridin/

Ry

O
ISR EE
H,N N
SO2Cl / biklorometan
O
IS
NOZ—@—SOZNH N

Bilesik X R

Bilesik-68 -

Bilesik-70 - F

Bilesik-75 -CHz Cl
Bilesik-77 -CHz Br

Sekil 3.4. 2-(p-Substituefenil/benzil)-5-(p-nitrobenzensulfonamido)

benzoksazol turevi bilesiklerin elde edilis tepkimesi.

3.1.4. 2-(4'-Etilfenil)-5-(2"-hidroksibenzilidenamino) benzoksazol

Bilesiginin Sentezi

Hedeflenen bilesiklere ulagsmak uUzere oncelikle 2-(4-etilfenil)-5-
aminobenzoksazol bilesigini sentezlendi. Bunun i¢cin 0.01 mol 24-
diaminofenol dihidroklortr ve 0.01 mol uygun karboksilik asit, 24 g polifosforik
asit icerisinde 180°C’de 3 saat geri geviren sogutucu altinda manyetik
karigtirici ile kanigtirildi. Tepkime bitiminde, tepkime igerigi buza dokuldu ve
% 10’luk NaOH c¢ozeltisi ile ortam alkali yapildi. Cokelek suzulerek alindi,

notr olana dek distile su ile yikandi, etanolden kristallendirildi.
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OH
PPA 0

.HCl + HooC CoHs ——> >_©,C2H5
NH» NH» NH; N

Sekil 3.5. 2-(p-Etilfenil)-5-aminobenzoksazol bilesiklerinin elde edilis

tepkimesi.

Hedeflenen bilesige ulasmak Uuzere 0.001 mol 2-(p-etilfenil)-5-amino
benzoksazol turevi bilesik yaklasik 30 ml metanol iginde ¢dzinunceye kadar
manyetik karistiricili 1siticida, geri sogutucu altinda 45-50 °C’de 15-20 dakika
kadar karistirildi. Daha sonra karisima 0.004 mol salisilaldehit eklendi.
Tepkime sonunda elde edilen kati Urin suzulerek tepkime ortamindan
alinarak soguk metanol ile yikandi ve elde edilen bilesik soguk metanol ile

yikanarak vakum etlvunde kurumaya birakildi.

CHO 0
o OH C2H5
_ N
> < > CoHs + MeOH CH=N
NH N A ©/OH

2

Sekil 3.6. 2-(4'-Etilfenil)-5-(2"-hidroksibenzilidenamino) benzoksazol
bilesiginin elde edilis tepkimesi.

3.1.5.N-[2-(2-bromo/metilfenil)-benzoksazol-5-il]-2-(p-slibstitie

fenil) asetamid/benzamid Tiirevlerinin Sentezi

0.01 mol 2,4-diaminofenol dihidrokloriar ve 0.01 mol 2-bromobenzoik asit
molekdlleri, 24 g polifosforik asit icerisinde 200°C’de 4 saat karistirildi.
Tepkime bitiminde % 10’luk NaOH c¢ozeltisi ile ortam alkali yapildi. Alkali
¢ozelti 20 ml kloroform ile ayirma hunisinde 3 defa ekstre edildi. Kloroformlu
fazlar turnusol kagidina karsi notr olana dek distile su ile yikandi. Daha sonra
kloroformlu fazlar birlestirilerek susuz sodyum sdulfat ile vakumda kurutuldu.

Bakiye, etanol-su karisiminda kristallendirildi. Kristaller suzilerek alindi.
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Daha sonra 5-amino-2-(2-bromofenil)-benzoksazol/5-amino-2-(2-bromofenil)-
benzoksazol bilesikleri ile tepkimeye girecek olan asitlerin asit klorurlerini
hazirlamak Uzere, kullanilacak asitler (0.015 mol) ve 3 ml tiyonil klorur bilesigi
5 ml benzen igerisinde geri geviren sogutucu altinda, 3 saat 80°C’de
karistinldi. Stre sonunda tiyonil klorGrin fazlasi uzaklastirildi. Bakiye 25 mi
dietil eter icerisinde ¢ozuldu. Elde edilen ¢ozelti, buz banyosunda sogutulan
0.01 mol 5-amino-2-(2-substitlefenil)-benzoksazol, 0.015 mol sodium
bikarbonat, 25 ml dietil eter ve 25 ml distile sudan olusan karigim tzerine
damla damla ilave edildi. Elde edilen karisim ¢ozelti 24 saat buz banyosunda
manyetik karigtirici  Uzerinde karistirildi. Sdre bitiminde tepkime igerigi
suzuldu, bakiye sirasiyla su, 2N hidroklorik asit ¢ozeltisi, su ve eter ile

yikandi. Daha sonra bakiye etanolden kristallendirildi.

Sentezlenen bilesiklerin safliklari ince tabaka kromatografisi (ITK) ile
kontrol edildikten sonra, erime dereceleri saptanmistir. Bilesiklerin yapilari IR,
1H—NMR, Katle ve Elementel Analiz Yontemleri kullanilarak aydinlatiimigtir.
Sentezlenen bilegiklerin IR analizleri, Jasko FT/IR-420 spektrofotometre
cihazinda KBr diski kullanilarak yapilmistir. NMR analizleri, "H-NMR
spektrumlari seklinde, Varian Mercury 400 High Performance Digital FT-NMR
Spektrometre cihazi ile 400 MHz.’de yapilmistir. i¢ standart madde olarak
tetrametilsilan (TMS), ¢6zucl olarak DMSO ve kloroform kullaniimistir. Katle
analizleri, Waters 2695 Alliance Mikromass ZQ marka LC/MS spektrometre
cihazinda, Elektrosprey iyonizasyonu (ESI) ydéntemi uygulanarak
gerceklestiriimistir.  Sentezlenen  bilegiklerin  erime  noktasi  tayini,
Electrothermal 9100 cihazi kullanilarak, kapiller yontem ile belirlenmistir.
Elementel analizler, CHNS-932 (LECO) Elementel Analiz cihazi kullanilarak
yapilmistir. Sentez calismalari sirasinda, tepkimelerdeki gelismeyi izlemek,
elde edilen maddelerin saflik derecelerini saptamak amaciyla, ince tabaka
kromatografisinden yararlaniimistir. Bu amagla SilicaGel 60 GF254 aliminyum
plaklar (Merck) kullaniimistir. Sentez edilen maddelerin uygun ¢ozucu
sisteminde suruklenme iglemi tamamlandiktan sonra plaklar ag¢ik havada
kurutulmustur. Lekelerin belirlenmesi i¢in 254 ve 366 nm dalgaboyundaki UV

1IS191 veren Camag UV Lambasindan faydalaniimistir.
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COOH
X-COOH X-COCI
SOCl,
T
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X-COCl o)
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Bilesik R X

Bilesik-93 Br CH; H
Bilesik-95 Br CH, | CI
Bilesik-96 Br CH, Br
Bilesik-106 Br - Cl
Bilesik-107 Br - Br
Bilesik-111 Br - CoHs
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Bilesik-117 CHs; CH; F
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Sekil 3.7. N-[2-(2-Bromo/metilfenil)-benzoksazol-5-il]-2-(p-substitiefenil)

asetamid/ benzamid turevlerinin elde edilis tepkimesi.

3.2. in vitro GST P1-1 Analizi

3.2.1. Rekombinant hGST P1-1'in Ekspresyonu ve Saflagtiriimasi:

pKXHP1 plazmidi iceren E. coli XL-1 Blue, 50 ml 2TYA besiyerinde
(0.5 g ftripton, 0.25 g maya ekstrakti, 0.5 g NaCl / 50 ml) bir gece
buyutuldikten sonra, 500 ml lik ekspresyon besiyerine (20 g tripton, 15 g
maya ekstrakti, 5 g NaCl, 10 g gliserol ve 50 mg ampisilin /litre) 5 ml’si
aktarilarak 37 °C’de ODsggp 0.35 oluncaya dek birakildi. Ardindan kultar
ortamina 0.2 mM izopropil-B-D-tiyo-galaktozit eklenerek, GST P1-1 eksprese
edildi (15-18 saat). Santriftj (7000 xg 5 dak.) ile elde edilen peletler -80 °C’de
yarim saat tutuldu. Hucreler lizis tamponu (10 mM Tris HCI, 1 mM EDTA, 0.2


http://en.wikipedia.org/wiki/IPTG
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mM ditiyothreitol (DTT) pH 7.0 ve proteaz inhibitér kokteyli, 0.2 mg/mi
lizozim) icerisinde yavasca karistirilarak (4°C’de 30 dak.) yeniden slspanse
hale getirildi. Hucreleri parcalamak igin sonikasyon (3x10 sn) vyapildi.
Cozunur fraksiyonlar santrifuj (25.000 xg 4°C’'de 50 dak.) edilerek sitozole
fenilmetansulfonilflorit (PMSF) (170 uM) eklendi.

Epoksi ile aktive edilmis S-hekzilglutatyon-Sefaroz 6B afinite matriksi
saflastirma icin kullanildi. Enzim lizati, baglanma tamponu (tampon A) ile
dengelenmis matrikse uygulandi ve 40 dakika boyunca buz Gzerinde yavasca
karigtinldi. GST bagh matriks tampon A (10 mM Tris HCI pH 7,8 1 mM
EDTA, 0.2 M NaCl, 0.2 mM DTT) ile yikanarak bagl olmayan proteinler
elimine edildi. Matriks, tampon A ile dengelenmis Sefadeks G-25 kolonuna
(Pharmacia; 4 x 40 cm) yuklendi. Bagh proteinler tampon B (10 mM Tris HCI
pH 7.8, 1 mM EDTA, 0.2 M NaCl, 0.2 mM DTT, 5 mM S-hekzilglutayon) ile
elie edidi. GST aktivitesi iceren fraksiyonlar buz Uzerinde konsantre (M.
10.000; Spectrum, Houston, TX) edildi ve sonra icerisinde NaCl icermeyen
tampon A’ya kargi diyaliz edildi. Elde edilen enzimin safigi SDS-PAGE ile
belirlendi (57,58).

3.2.2. Ozgiin Bilesiklerin Glutatyon S-transferaz P 1-1 Enzimi

Uzerindeki inhibitér Etkilerinin Saptanmasi

Enzim aktivitesi 6lgtimi: Enzim aktivitesi 1-klor-2,4-dinitrobenzen’in (CDNB)
konjuge edici aktivitesi Uzerinden saptandi (59). Deney ortami icerisinde 1
mM EDTA igeren 100 mM sodyum fosfat tamponu (pH 6.5), 1 mM GSH, 1
mM CDNB, ve % 5 etanol igcerecek sekilde hazirlandi ve ortamin sicakligi
30°C olarak belirlendi. Konjugat olusumu 340 nm’de absorbans artigi
lizerinden 1 dakika boyunca izlendi. Spesifik aktivite 9.6 mM' cm
absorbsiyon katsayisi kullanilarak hesaplandi ve pmol min™'/mg protein

olarak ifade edildi.

Inhibisyon analizi: Bilesiklerin GST P1-1 iizerindeki inhibisyon etkisine farkli

derigsimlerde (1-50 yM) standart enzim Algum yontemi kullanilarak bakildi ve
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ICs0 degerleri hesaplandi. 1Csp, saf enzim aktivitesinin % 50’sini inhibe eden
bilesigin derisim degeridir. inhibisyon tipi analizi, inhibitériin farkli
miktarlarinin varliginda ve farkli GSH (0.5-20 mM) ve CDNB (0.1-2.0 mM)
derisimlerinde, “double reciprocal plot“ aracihgiyla saptandi. Kinetik veriler

(ICs0, Km ve Vm) GraphPad 4.0 yazilimi ile belirlendi.
3.3. Hiicre Lizatlarinin Hazirlanmasi

3.3.1. Hiicre Kiiltiiri

Calismamizda MCF-7, MDA MB-231, MDA MB-468 meme kanseri
hicre dizileri ve normal meme epiteli hicre dizisi olan MCF-12A % 10 fotal
dana serumu, % 1 L-glutamin ve % 1 penisilin/streptomisin iceren besiyeri
(htcre tipine gore RPMI-1640, DMEM veya Leibovitz's L15) igerisinde
blytilda. iki boyutlu hiicre kiiltirlerinin tek tabaka (monolayer) olarak % 80

yayginliga (confluency) ulagsmasiyla tripsin-EDTA kullanilarak pasajlandi.
3.3.2. Huicre Lizati

Her bir hicre dizisi uygun besiyeri iceren T-75 plaklar igcerisinde % 80
doygunluga ulasincaya kadar buyutuldukten sonra fosfatla tamponlanmis tuz
¢cozeltisi (phosphate buffered saline; PBS) ile yikandi. Ardindan tripsin-EDTA
ile kaldirilarak 3000 xg, +4°C de 3 dakika santriflij edildi. Elde edilen peletler
500 pl lizis tamponu (1000 ul RIPA tamponu, 100 pl proteaz inhibitor kokteyli
ve 5 ul PMSF) ile ependorf icerisinde pipetle alt Ust edildi. Elde edilen
suspansiyon soguk odada 30 dakika rotator ile yavasca cevrildikten sonra,
13000 xg +4°C’de 15 dakika santrifuj edildi. Elde edilen supernatantlar -
80°C’de saklandi.

3.4. Western Blot Analizi

GST P1-1 ekspresyonlarinin belirlenmesi igin hicre ekstraktlar
kullanildi. Hicre lizatlarindaki protein derisimleri BCA Protein Assay Reagent
(Pierce, ABD) ile belirlendi. Hucreler 100 pyl 1X SDS yukleme tamponunda
(125 mM Tris-HCI, pH 6.8, % 4 SDS, % 0.004 bromfenol mavisi ve % 20
gliserol) hazirlandi ve 10 dakika 70 °C’de inklbe edildi. Herbir kuyuya 100 ug
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protein olacak sekilde protein yuklendi ve % 10’luk SDS-poliakrilamid jel
kullanilarak ornekler 1 saat sureyle 100 voltta yudratuldu. Proteinlerin
membrana aktarilmasinda PVDF membranlar (0.45 mikron) kullanildi.
Membranlar kullanilmadan 6nce etanol ile islatilarak aktive edildi. Proteinler
25 volt 10 dakikada Fast Semi-Dry Blotter (Thermo Scientific, Pierce)
kullanilarak membrana aktarildi. Membran % 5 yagsiz sut tozu iceren PBS-
Tween 20 (PBS-T; % 0.1 vol / vol) ile 1 saat bloke edildi. Membran GST P1-1
icin primer fare antikoru (1:1000; Cell Signalling) ile bir gece ve ertesi gun
anti-fare 1gG (1:2500; Thermo Scientific) ile 1 saat inkiibe edildi. Donguler
arasinda 3 kez 10’ar dakika streyle PBS-T ile yikama yapildi. Protein
bantlarinin  goruntilenmesinde Enhanced Chemilluminescence (ECL)
(Amersham, USA) kullanildi. Herbir kuyuya esit miktarlarda protein yuklemesi

yapildigi B-aktin ile dogrulandi.

3.5. MTT Yontemi

Hucrelerin GST P1-1 inhibitdru olarak belirlenen bir benzoksazol turevi
olan etken bilesik (bilesik-75) ile, dosetaksele olan duyarhihdi, MTT (metil-
tiyazol-tetrazolyum) canlilik testi ile incelendi. Bu amagla, hicreler % 10 fatal
sigir serumu (FBS) ve 2 mM L-Glutamin iceren DMEM ve/veya RPMI 1640
besiyeri icinde (50 ul hacimde) 96 kuyulu plaklara ekilerek, adezyon igin bir
gece % 5 CO; igeren inkUbatorde bekletildi. Daha sonra hucrelerin Uzerine
farkh derisimlerde eklenen ajanlarla (50 pl hacimde) 24 ve 48 saat sureyle
inkiibe edildi. inkiibasyon sonrasi hiicrelere 25 pyl MTT (5 mg/ml) ¢dzeltisi
eklenerek ile 4 saat sureyle bekletildi ve daha sonra kuyulara 80 pl % 45’lik
dimetilformamid (DMF) iginde ¢dzulmis % 23 sodyum dodesilsulfat ¢ozeltisi
(SDS) (pH 4.7) eklenerek plaklar bir gece etlivde birakildi. Ertesi gln
spektrofotometrik olarak 570 nm’de ekstraksiyon tamponuna karsi absorbans
degerleri okundu. Ayni kosullarda ilagsiz olarak inkibe edilen hucreler kontrol
grubu olarak ele alindi. Bu surenin sonunda ajana bagl sitotoksik etki
kantitatif olarak degerlendirildi. Bu sonuglara goére, tumor hicrelerinde GST
P1-1 inhibitor olarak etkinligi saptanan bilesik-75 ve alkilleyici ajan

dosetakselin ayri ve kombine olarak normal meme epiteli ve meme kanseri
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hlcre dizileri Uzerindeki sitotoksik etkileri degerlendirildi ve doz-cevap iligkisi
tanimlandi. Huacre canlihdr yluzde olarak (6rnek absorbans degeri/kontrol
absorbans deger ortalamasix100) herbir ila¢g 6rnegi icin Ucer kez yapildi ve
yuzde degderlerinin ortalamasi ve standart sapmalari hesaplanarak grafik
cizildi. Deneyler herbir ilag derisimi ve ilacin ¢oézuldigu solusyon (mock;

DMSO) icin Uger kez tekrarlandi.

3.6. Hiicre Proliferasyonunun Belirlenmesi

Uygun bir besiyeri igerisinde suspansiyon halinde bulunan hicreler
(6x10°) santrifiij (1800 xg, 5 dk) edildi ve elde edilen pelet serumsuz bir
besiyerinde yeniden suspansiyon haline getirildi. 5 dakika 37°C’de
inkiibasyondan sonra karanlik ortamda deneye devam edildi. Hucreleri
(6x106) boyamak icin 6 pl karboksifloresan suksinimidil ester (CFSE, 5 yM)
eklendi ve iyice vortekslenerek karistirildi. inkiibasyondan (37°C, 15 dk)
sonra besiyerinden 10 ml eklenerek karistirildi. Buz Uzerinde 5 dakika
inkiibasyonun ardindan santriftj (1800 xg, 5 dak) edildi. Pelet besiyeri (~10
ml) ile yeniden suspanse edilerek yikandi. Ardindan tekrar inkibasyon (buz
uzerinde 5 dak) ve santrifij (1800 xg, 5 dak) edildi. Elde edilen pelet, 3 ml
besiyeri ile slispanse edildi. Hiicreler her bir kuyuda 4x10° hiicre olacak
sekilde 6-kuyulu plaklara duplike olarak ekildi. Her bir hicre igin kontrol
grubu, dosetaksel ve bilesik-75 segilen subtoksik dozlarda ekildi ve 48 saat
37°C etuvde inkube edildi. Kontrol gruplar bilesiklerin ¢oézuldigt DMSO
miktarinda besiyeri-DMSO karisimi ilave edilerek olusturuldu. 48 saat
sonunda 1xPBS ile yikanip, tripsin-EDTA ile kaldirilan hucreler 2-3 ml
besiyeri ile suspanse edilerek akim sitometri tlplerine aktarildi ve santriflj
edildi. Peletler 300 ul 1xPBS ile dagitildi ve akim sitometri cihazinda 488 nm
argon lazer ile okuma yapildi. Elde edilen ortalama floresan degerleri
kullanilarak hucrelerin farkl kosullardaki gogalma durumu hakkinda bilgi elde
edildi. Hucre proliferasyonu sonuglari ters oranti ile hesaplandi, (kontrol
ortalamasix100/6rnek ortalamasi) sonuglar yluzde olarak ifade edildi. Her
deneyde oOrnekler ikiser kez calisildi ve birbirinden bagimsiz ug¢ farkh deney

yapilarak ortalamalari alindi.
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3.7. Hucre Dongusii ve Apoptozun Saptanmasi

Meme kanseri hiicre dizileri 1x10° hiicre/ml'de olacak sekilde T-75
plaklara ekildi. Her bir hicre dizisi igin uygun sitotoksik dozlarda dosetaksel,
bilesik-75 ve dosetaksel-bilesik-75 karisimi ayri ayri plaklara uygulandi ve 48
saat boyunca hicreler 37°C etiivde inkiibe edildi. inkiibasyon sonrasi
hicreler tripsinize edildi ve hucreler Gzerine 1 ml PBS eklendi ve takiben
vorteks Uzerinde karistirilarak damla damla 2.5 ml soguk % 99’luk etanol
eklendi ve +4°C’de bir gece bekletildi. Calisma yapilacagi zaman, fikse edilen
hicreler Uzerine 2 ml PBS eklendi ve santriflj edildi. Santrif(j sonrasi
supernatan atildiktan sonra hucreler Uzerine 70 yl RNaz ve 50 ul propidium
iyodur eklendi, karigtirildi ve daha sonra 20 dakika oda isisinda karanlikta
inklibe edidi. Inkiibasyon sonrasi hiicreler 37 um’lik “nylon mesh”den siiziildi
ve akim sitometri cihazinda (EPICS XL MCL, Beckman Coulter, USA) 10.000
hicre sayilarak hucre dongusu, DNA analizi ve apoptotik pik analizi yapildi.
Hucre dongusu icin GO/G1, Sentez ve G2/M fazindaki hucrelerin orani
apoptozis i¢in de subG1 pik orani MCYCLE (Phonex System, USA) programi

kullanilarak analiz edildi.

3.8. Etken Bilesik (Bilesik-75)’in Hiicredeki inhibisyon Analizi

96 kuyulu hucre kultar plaklarina kuyu bagina 20.000 hdcre olacak
sekilde ekim yapildi ve hucreler 24 saat inkube edildi. Ardindan bilesik-75
hicrelere belirlenen ICsy degerlerinde uygulandi ve 48 saat boyunca inkibe
edildi. inkiibasyon periyotlari sonunda (0, 24, 48 saat) etken madde
uygulamasi yapilan ve kontrol olarak hazirlanan kultar plakalarindan
besiyerleri uzaklastirildi ve sonra 2 kez 300 pl PBS ile yikandi. Yikama
sonrasi lizat tamponu ile muamele edilen hiicrelere 2 mM GSH, 2 mM CDNB
iceren 100 mM potasyum fosfat aktivite tamponu (pH 6.5) ilave edilerek
spectramaxM2’de SoftMax Pro 4.8 programinin “Temel Kinetik Protokolu’ne

g6re okuma yapildi.
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3.9. Veri Analizi

Tum veriler en az Uuger kez tekrarlanan deney sonuglarini
gOstermektedir. Enzim kinetigi calismalarinda Michaelis-Menten, Lineweaver
Burk grafiklerinin gizimi ve ICs¢ ve K; degerlerinin sonuglari Graphpad Prism
4.0 yazilimi kullanilarak elde edildi. Kinetik grafiklerindeki herbir nokta ¢
farkh 6lgimuUn ortalamasinin standart hatasini (+ S.E.) gostermektedir.

Hucre canliigi deneylerinde gruplar arasindaki istatiksel farklilik
Student’s t-testine gore Microsoft Office 2007 Excel (12.0.4518.1014)

yazihmi ile degerlendirildi. P<0.05 degerleri anlamli kabul edildi.
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4. BULGULAR

4.1. Bilesiklerin in vitro inhibisyon Analizi

Sentezlenen benzoksazol ve benzotiyazol turevi bilesiklerin listesi ve
GST P1-1 izozimi igin inhibisyon etkilerinin sonuglari Tablo 4.1.de
goOsterilmektedir. Tablo tezin son kisminda kaynaklardan sonra yer
almaktadir. Sentezlenen bilesikler igin 6nce standart kosullarda (100 mM
sodyum fosfat, pH 6.5, 1 mM GSH, 1 mM CDNB igeren ortam) GST P1-1
analizi yapildi. inhibisyon etkisi gbzlenen bilesiklerden ICsy degeri 10 uM
altinda olanlar inhibisyon kinetigi calismalarina alindi. Bu amagla farkli GSH
ve farkli CDNB derigsimlerinde etken bilesigin kinetik parametreleri (Vm, K|
degerleri) ve inhibisyon tipi calismalari gergeklestirildi. Bu doneme kadar
yaptigimiz ¢calismalarimiz sonucunda tablo 4.1 ve sekil 4.1’de gosterilen 75
numaral bilesik (bilesik-75; N-[2-(4-kloro-benzil)-benzooksazol-5-il]-4-nitro-
benzensulfonamit) en uygun inhibitoér bilesik olarak secildi. Sonuglarimiza

gore bilesik-75 GST P1-1 Uzerinde yaklasik 10 uM’lik 1C5so degerine sahiptir

(sekil 4.2).
e g0

Sekil 4.1. Bilesik-75’in  (N-[2-(4-kloro-benzil)-benzooksazol-5-il]-4-nitro-
benzensuilfonamit) kimyasal yapisi.

Bilesik-75’'in GST P1-1'e nasil baglandigini belirlemek icin degisen
GSH ve CDNB derisimlerinde olgumler yapildi. Bilesik-75, GSH substratina
goére, 6.05 uyM K; degeri ile karisik tip inhibisyon, CDNB substratina gore
11.83 pM K| degeri ile unkompetitif inhibisyon gosterdigi bulundu (sekil 4.3 ve
4.4). Karsilagtirmali referans inhibitor olarak kullandigimiz etakrinik asitin
GST P1-1 igin I1Cso degeri 10.37 uM’'dir (sekil 4.5). Etakrinik asitin, GSH
substratina gore 2.2 uM K; degeri ile karisik tip inhibisyon gosterdigi saptandi
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(sekil 4.6). Bilesiklerin kinetik verileri karsilastirmali olarak tablo 4.2'de

gOsterilmektedir.

Bu bilesigin detayli enzim kinetigi analiz ¢calismalari sekil 4.3-4.4’de
gosterilmektedir. Bu deneyler sirasinda GST P1-1 inhibitdoru olarak daha
onceden etkinligi saptanmis ve literatirlerde kabul gérmus bilesik etakrinik
asit de kontrol molekll olarak calisiimistir. Sonuglar sekil 4.5-4.6'da

gosterilmektedir.

100+

Fraksiyonel aktivite

204

10+

0.0 0.2 0.4 0.6 0.8 1.0 1.2
log [bilesik-75] (M)

Sekil 4.2. Farkli derisimlerde bilesik-75 ile hGST P1-1’in inhibisyon profili.
Enzim aktivitesi 1 mM GSH ve 1 mM CDNB substratlari varliginda 340 nm
dalga boyunda 30 °C’de 1 dakika boyunca absorbans degisimi Olgulerek

belirlendi.
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Sekil 4.3. Bilesik-75 ile hGST P1-1'nin glutatyona bagh inhibisyon grafigi.
Enzim aktivitesi degisen derigsimlerde GSH, 1 mM CDNB ve (m) 0 uM, (o) 2.5
MM, (V) 5 uM ve (A) 10 uM bilesik-75 varhiginda oélgulda.
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Sekil 4.4. Bilesik-75 ile hGST P1-1'nin CDNB’ye bagli inhibisyon grafigi.
Enzim aktivitesi 5 mM GSH, farkli derisimlerde CDNB ve (m) 0 uM, (o) 5 uM,
(V)10 uM ve (A) 15 uM bilesik-75 varhginda olgulda.
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Sekil 4.5. Farkh derisimlerde etakrinik asit ile hGST P1-1’in inhibisyon profili.
Enzim aktivitesi 1 mM GSH ve 1 mM CDNB varliginda 340 nm dalga

boyunda 30 °C’de 1 dakika boyunca absorbans degisimi dlgulerek belirlendi.
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Sekil 4.6. Etakrinik asit ile hGST P1-1’nin glutatyona bagl inhibisyon grafigi.
Enzim aktivitesi farkli derisimlerde GSH, 1 mM CDNB ve (m) 0 pM, (o) 5 uM,
(V)10 uM ve (A) 20 uM etakrinik asit varliginda olguldu.
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Tablo 4.2. Bilesiklerin ICsp, K; ve inhibisyon tirt sonuglari.

inhibisyon tiirii

Bilesik KeH M) KB (um) GSH CDNB
Bilesik-75 6.05 11.83 karisik unkomp.
Etakrinik asit 2.2 - karisik -

* - (deney yapilmadi)

4.2. Western Blot Analizi ile GSTP1-1 Ekspresyonunun

Degerlendirilmesi

Laboratuvarimizda bulunan tim meme kanseri hicre dizileri GSTP1-1
ekspresyonunu dederlendirme agisindan ¢alismaya alindi. Hicre lizatlarinda
(MCF-7, BT-474, MDA-MB-231, SKBR-3, HCC-38, ZR-75-1, T47D, MDA-
MB-468 meme kanseri hucre dizileri ve normal meme epiteli hicre dizisi
MCF-12A) GST P1-1 miktarlari degerlendirildi. MDA-MB-231 hucrelerinde
duguk, MCF-12A ve HCC-38 hucrelerinde yuksek miktarda enzim miktari
g6zlendi. Bu hicrelerden MDA-MB-231 ve MCF-12A GST P1-1 pozitif (+),
MDA-MB-468 ve MCF-7 hiucreleri ise GST P1-1 negatif (-) hlicreler olarak

belirlendi ve bu hucrelerle deneylere devam edildi (sekil 4.7).

N
S

™ o o N

S o‘f Q‘g < Q0 & ¢ <zi’\6

Q X & ) 'éQ A7

GST P1-1

-
B-aktin - e - YN .M' (42 kDa)

Sekil 4.7. Cesitli meme kanser hicre lizatlarinda GST P1-1’in western blot

analizi.
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4.3. Sitotoksisitenin Degerlendirilmesi

Sitotoksisite degerlendirmesi hicre canlihik testi metil-tiyazol-
tetrazolyum (MTT) ile yapildi. Hucre olarak GST P1-1 (+) olan MCF-12A ve
MDA-MB-231 ve GST P1-1 (-) MCF-7 ve MDA-MB-468 hcreleri kullanildi.
Deneyler her bir hiicre hatti icin 24 ve 48 saat dosetaksel, bilesik-75 ve
kombine dosetaksel-bilesik-75 uygulanarak gergeklestirildi. Oncelikle herbir
hicre hattinda dosetaksel ve bilesik-75 igin subtoksik doz belirlendi.
Subtoksik doz, hicrelerin % 60-80 arasinda canli oldugu deger olarak kabul
edildi. Dosetaksel icin bulunan subtoksik doz ve farkh derisimlerde bilesik-75
ile hucreler 24 ve 48 saat muamele edilerek, bilesik-75’'in hucre canlihgi
uzerine etkileri incelendi. Saptanan en dusuk sitotoksik etkili dozlar, hucre

proliferasyonu ve hicre dongusu analizi deneyleri icinde kullanildi.

Dosetaksel sub-toksik dozu; MCF-12A icin 50 uM, MDA-MB-231 icin
50 uM, MDA-MB-468 icin 1.2 nM, MCF-7 icin 5 uM, olarak belirlendi. Benzer
sekilde bilesik-75 sub-toksik dozu; MCF-12A igin 40 uM, MDA-MB-231 igin
20 uM, MDA-MB-468 igin 5 uM, MCF-7 icin 20 uM olarak saptandi.

GST P1-1’i yuksek duzeyde eksprese eden normal meme epiteli hicre
hatti, MCF-12A deneylerinde, dosetaksel icin 50 uM, bilesik-75 igin 40 uM
derisimler sitotoksik doz olarak segildi (sekil 4.8 ve 4.9). MTT kombine ilag
deneyinde 50 uM dosetaksel degeri sabit tutuldu.
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Sekil 4.8. Farkh derigsimlerde dosetaksel ile 24 ve 48 saat muamele edilen
MCF-12A hucrelerinin sitotoksik etki dlizeyleri. Kesikli gri ¢izgi belirlenen sub-
toksik doza isaret etmektedir.
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Sekil 4.9. Farkh derisimlerde bilesik-75 ile 24 ve 48 saat muamele edilen
MCF-12A hucrelerinin sitotoksik etki dizeyleri. Kesikli gri ¢izgi belirlenen sub-
toksik doza isaret etmektedir.

Kombine ila¢ kullaniminda 48’inci saatte 40 uM ve Uzerinde bilesik-75
kullanimi MCF-12A hdcreleri Uzerinde additif etki yapmaktadir. Hucre
canlihdr 24 saat 40 uM’da % 70’e, 80 uM’da % 30 seviyelerine inmektedir.
48’inci saatte ise bu oran 40 yM’'da % 35, 80 yM’'da ise % 20 seviyelerine
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dismektedir (sekil 4.10). Bu sonuclara istatiksel olarak bakildiginda anlaml
bir etki (P<0.05) oldugu bulunmustur (sekil 4.11).

—&— 24 saat —®— 48 saat — /~ - 24 saat DMSO — O~ - 48 saat DMSO
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Sekil 4.10. Subtoksik dozda dosetaksel (50 uM) ile farkl derisimlerde bilegik-
75’in beraber olarak MCF-12A hiicrelerinde canlilik tzerine etkisi. Hlcreler

kombine olarak bilesikler ile 24 ve 48 saat inkube edildi.
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Sekil 4.11. Sabit derisimlerde dosetaksel (50 uM), bilesik-75 (40 pM) ve
kombine dosetaksel (50 pM) - bilesik-75'in (40 pM) MCF-12A hdacreleri
uzerinde 48 saat inkubasyonu sonucu hucre canlihdi Uzerindeki etkileri.

Bilesiklerin ¢6zuldigu solusyon olan DMSO kontrol olarak olarak kullanildi
(**P<0.05, *P>0.05).
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MDA-MB-231 igin sitotoksik doz dosetaksel igin 50 uM (sekil 4.12),
bilesik-75 igin ise 20 uM (sekil 4.13) olarak secildi. Kombine ila¢ kullaniminda
24 ve 48’inci saatte herhangi bir additif etki gozlenmedi (sekil 4.14). Bu

sonuglara istatiksel olarak bakildiginda anlamli bir etki (P<0.05) saptanmadi
(sekil 4.15).
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Sekil 4.12. Farkh derisimlerde dosetaksel ile 24 ve 48 saat muamele edilen
MDA-MB-231 hucrelerinin sitotoksik etki duzeyleri. Kesikli gri gizgi belirlenen
sub-toksik doza isaret etmektedir.
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Sekil 4.13. Farkh derisimlerde bilesik-75 ile 24 ve 48 saat muamele edilen
MDA-MB-231 hucrelerinin sitotoksik etki duzeyleri. Kesikli gri ¢izgi belirlenen
sub-toksik doza isaret etmektedir.
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Sekil 4.14. Subtoksik dozda dosetaksel (50 uM) ile farkl derisimlerde bilegik-

75’in beraber olarak MDA-MB-231 hiucrelerinde canlilik Uzerine etkisi.

Hucreler kombine olarak bilesikler ile 24 ve 48 saat inkube edildi.
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Sekil 4.15. Sabit derisimlerde dosetaksel (50 puM), bilesik-75 (40 pM) ve
kombine dosetaksel (50 uM) ve bilesik-75’in (40 yM) MDA-MB-231 hcreleri
uzerinde 48 saat inkUbasyonu sonucu hucre canhligi Uzerindeki etkileri.
Bilesiklerin ¢6zuldugu DMSO kontrol olarak olarak kullanildi (**P<0.05,

*P>0.05).

GST P1-1 (-) olan MCF-7 hucrelerinde dosetaksel icin 5 uM, bilesik-75
icin 20 uM subtoksik dozlari segildi (sekil 4.16 ve 4.17). Kombine ilag
kullaniminda bilesik-75 belirgin bir additif etki gostermemektedir. 24 saat

MTT deneylerine goére hiacre canlihdi

yanlizca 80 upM bilesik-75'in
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kullaniminda % 30 seviyelerine gerilemektedir. 48 saatteki sonuglara gore ise
10 yM’dan itibaren bilesik-75 aditif bir etki gostermektedir (sekil 4.18). Bu
sonugclara istatiksel olarak bakildiginda anlamli bir etki (P<0.05) oldugu

bulunmustur (sekil 4.19).
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Sekil 4.16. Farkh derisimlerde dosetaksel ile 24 ve 48 saat muamele edilen
MCF-7 hucrelerinin sitotoksik etki duzeyleri. Kesikli gri ¢izgi belirlenen sub-

toksik doza isaret etmektedir.
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Sekil 4.17. Farkh derigsimlerde bilesik-75 ile 24 ve 48 saat muamele edilen
MCF-7 hucrelerinin sitotoksik etki duzeyleri. Kesikli gri cizgi belirlenen sub-

toksik doza isaret etmektedir.
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Sekil 4.18. Subtoksik dozda dosetaksel (5 pM) ile farkl derigsimlerde bilesik-
75’'in beraber olarak MCF-7 hucrelerinde canlilik Uzerine etkisi. Hucreler

kombine olarak bilesikler ile 24 ve 48 saat inkube edildi.
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Sekil 4.19. Sabit derisimlerde dosetaksel (5 uM), bilesik-75 (20 uM) ve
kombine dosetaksel (5 uM) ve bilesik-75’in (20 uM) MCF-7 hicreleri Gzerinde
48 saat inkubasyonu sonucu hucre canliigi Gzerindeki etkileri. Bilegiklerin
¢ozuldugu DMSO kontrol olarak olarak kullanildi (**P<0.05, *P>0.05).

GST P1-1 (-) olan MDA-MB-468 hlcrelerinde dosetaksel i¢in 1.2 nM,
bilesik-75 icin 5 yM derigsimler etkili subtoksik dozlar olarak segcildi (sekil 4.20
ve 4.21). Kombine ilag deney sonuglarina gore ise bilesik-75, 24’Uncu saatte

bir etki gostermezken 48’inci saatlerde hucre canhligi % 40 seviyelerine
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geriledigi gozlenmektedir (sekil 4.22). Bu 48’inci saat sonuglara istatiksel

olarak bakildiginda anlamli bir etki (P<0.05) oldugu bulunmustur (sekil 4.23).
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Sekil 4.20. Farkli derisimlerde dosetaksel ile 24 ve 48 saat muamele edilen

MDA-MB-468 hucrelerinin sitotoksik etki duzeyleri. Kesikli gri ¢izgi belirlenen
sub-toksik doza igaret etmektedir.
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Sekil 4.21. Farkh derigsimlerde bilesik-75 ile 24 ve 48 saat muamele edilen
MDA-MB-468 hucrelerinin sitotoksik etki duzeyleri. Kesikli gri ¢izgi belirlenen

sub-toksik doza isaret etmektedir.
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Sekil 4.22. Subtoksik dozda dosetaksel (1.2 nM) ile farkli derisimlerde
bilesik-75’in beraber olarak MDA-MB-468 hucrelerinde canlilik tGzerine etkisi.

Hucreler kombine olarak bilesikler ile 24 ve 48 saat inkube edildi.
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Sekil 4.23. Sabit derisimlerde dosetaksel (5 uM), bilesik-75 (20 uM) ve
kombine dosetaksel (5 uM) ve bilesik-75’in (20 uM) MDA-MB-468 hucreleri

uzerinde 48 saat inkUbasyonu sonucu hucre canhligi Uzerindeki etkileri.

Bilesiklerin ¢6zulduigt DMSO kontrol olarak olarak kullanildi (**P<0.05,

*P>0.05).
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4.4. Hiicre Proliferasyonunun Degerlendirilmesi

Canlihigin belirgin sekilde etkilenmedigini gézledigimiz ilgili sub-toksik
dozlar hucre proliferasyonu analizleri i¢in uygulandi. Hucreler CFSE boyasi
ile isaretlenerek ilgili ajanlarla 48 saat sure ile inkube edildi ve
karboksifloresan suksinimidil ester (CFSE) floresan 1sima degerleri belirlendi.
ilgili teknik hiicrelerin ¢ogalmasina bagli olarak floresan siddetinin

azalmasinin akim sitometri ile hiicre bazinda 6lgumune dayanmaktadir (sekil
4.24).
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i1 e Bilesik 75
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o &
T, T grom
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J|
10° 10*
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2 #
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o— Eg_ o] ©g §§_ o
°8 8] 53] e
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Ml Iy o LR o
L "
Firoa
Proliferasyon Proliferasyon

Sekil 4.24. Farkh hicre hatlarinda dosetaksel, bilesik-75, ve

kombinasyonunun hicre proliferasyonuna etkisinin akim sitometri yontemi ile
gOsterilmesi.
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Subtoksik dozlarda dosetaksel ve bilesik-75 GST P1-1 (+) MCF-12A
ve MDA-MB-231 hicre hatlarinda hicre proliferasyonunu azaltirken, bilesik-
75 ve dosetakselin beraber kullaniminin hicre proliferasyonunu artirici veya

azaltici herhangi bir etki gostermedigi saptanmistir (sekil 4.25 ve 4.26).
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Sekil 4.25. MCF-12A hucrelerinin dosetaksel (50 uM), bilesik-75 (40 uM) ve
kombine dosetaksel-bilesik-75 ile 48 saat inkUbasyonunun hucre

proliferasyonuna etkileri.
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Sekil 4.26. MDA-MB-231 hucrelerinin dosetaksel (50 uM), bilesik-75 (20 uM),
ve kombine dosetaksel-bilesik-75 ile 48 saat inkUbasyonunun hucre
proliferasyonuna etkileri.
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Dosetaksel ve bilesik-75 ayri ayri MCF-7 hicre hattinda hicre
proliferasyonunu azaltirken, bilesik-75’in dosetaksel ile beraber kullaniminin
hicre proliferasyonunu etkilemedigi (sekil 4.27), MDA-MB-468 hucrelerinde
ise ayri ayri ve beraber kullaniimalarinin proliferasyonu etkilemedigi goruldu
(sekil 4.28).
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Sekil 4.27. MCF-7 hucrelerinin dosetaksel (5 uM) bilesik-75 (20 uM) ve
kombine dosetaksel-bilegik-75 ile 48 saat inkUbasyonunun hucre

proliferasyonuna etkileri.
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Sekil 4.28. MDA-MB-468 hicrelerinin dosetaksel (1.2 nM), bilesik-75 (5 uM)
ve kombine dosetaksel-bilesik-75 ile 48 saat inkibasyonunun hucre

proliferasyonuna etkileri.
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4.5. Hicre Dongusu ve Apoptozun Degerlendirilmesi

4.5.1. Hiicre Donglisu Analizi

Hucre dongusu deneylerinde, meme kanser hicre dizileri olan MDA-
MB-231, MCF-7, MDA-MB-468 ve normal meme epitel hucre dizisi MCF-12A
hacreleri kullanildi. Bu hucreler, dosetaksel, bilesik-75 ve dosetaksel+bilegik-

75'in MTT deneyi sonucunda belirlenen subtoksik derigimlerinde 48 saat

sureyle inktbe edildi ve hicre dongusu Uzerine olan etkileri incelendi.

MCF-12A hicrelerinin 50 pM dosetaksel, 40 pM bilesik-75 ve
dosetaksel+bilesik-75 ile inkiibasyonu sonucunda, G1 fazinda artis oldugu ve
hicre dongusunde de duraklama oldugu bulundu. Sekil 4.29°da MCF-12A

hicrelerinin dosetaksel, bilesik-75 ve dosetaksel+bilesik-75 ile inkibasyonu

sonucundaki hicre dongusu dagilimi gdsterilmektedir. Sekil 4.30’da MCF-

12A hucrelerindeki akim sitometrik analiz sonucu elde edilen hucre dongusu

dagilimini gosterilmektedir.
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Sekil 4.29. MCF-12A hucrelerinde dosetaksel (50 uM), bilesik-75 (40 uM) ve

kombine olarak dosetaksel-bilesik-75

dongusune etkisi.

ile 48 saat inkubasyonun hucre
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Sekil 4.30. Kontrol (A), 50 uM dosetaksel (B), 40 uM bilesik-75 (C) ve 50 uM
dosetaksel + 40 uM bilesik-75 (D) ile inkibe edilen MCF-12A hucrelerinin

hidcre dongusu analizi.

MDA-MB-231 hdacrelerinin 50 pM dosetaksel ile inkUbasyonu
sonucunda, G1 fazinda artis oldugu ve hicre doénglusund bu asamada
durdurdugu izlendi. 20 yM bilesik-75 ile hlcrelerin inkibasyonu sonucunda
ise hucre dongusu Uzerine herhangi bir etkisi bulunamadi. Buna karsilik 50
MM dosetaksel ve 20 pM bilesik-75 ile hucrelerin birlikte inktibasyonu
sonucunda G1 fazinda artis ve hiucre dongusunde de duraklama oldugu
bulundu.

Sekil 4.31de  MDA-MB-231 hdcrelerinin  dosetaksel, bilesik-75 ve
dosetaksel+bilesik-75 ile inkibasyonu sonucundaki hlicre dongusu dagilimi
gosterilmektedir. Sekil 4.32°’de MDA-MB-231 hucrelerindeki akim sitometrik

analiz sonucu elde edilen hicre dongusu dagilimi gérulmektedir.

GST P1-1 (+) olan MCF-12A ve MDA-MB-231 hticrelerinde dosetaksel
hicre dongusunun sentez fazinda azalmaya neden olurken, bilesik-75 ve
kombine dozlar sadece MCF-12A’da ayni etkiyi gostermektedir, bilesik-75'in
MDA-MB-231 Uzerinde herhangi bir etkisi gézlenmemektedir (sekil 4.29 ve
4.31).
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Sekil 4.31. MDA-MB-231 hcrelerinin dosetaksel (50 uM), bilesik-75 (20 uM)
ve kombine dosetaksel-bilesik-75 ile 48 saat hucre dongusune etkisi.

[A} RO = 1 {B:I =L —
F | =T 4
g | Pl G1 | = = i 61
= i/ : . i /
g= B 5 |
% it Sentez G2/M ;E s -i
i\ l I T . 14':11 SR G2/m
e T il l /
-'. h ; :.' .-.-Ll;l-l ¥
g e DNAicerigi
1O — m— FlaT. =
(<) : (D) =
i 61 . ,
13N ’]. i 1
@ i ] it G1
2, il > uad 7/
3 g 3 |
& oo }l @ f-i
L= 1 |'
:g 1 ] =g =1 9]
T i Sentez = il
an 'JI ‘I. G2/m ! ] Sentez SR/EA
3 an i
" {i
f i 1 11 =
g DNAicerigi DNAigerigi

Sekil 4.32. Kontrol (A), dosetaksel 50 uM (B), 20 uM bilesik-75 (C) ve 50 yM
dosetaksel + 20 uM bilesik-75 (D) ile inkibe edilen MDA-MB-231 hucrelerinin

hicre dongusu analizi.
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MCF-7 hicrelerinin yanhz basina 5 yM dosetaksel veya 20 uM bilesik-
75 ile inkibasyonu sonucunda, G1 fazinda artis oldugu ve hicre
dongusunun bu agsamada durdurdugu izlendi. Ayrica, dosetaksel ve bilegik-
75 ile hucrelerin birlikte inkibasyonu sonucunda G1 fazinda artis ve hucre
doéngusunde de duraklama oldugu bulundu. Sekil 4.33’da MCF-7 hucrelerinin
dosetaksel, bilesik-75 ve dosetaksel+bilesik-75 ile inkUbasonu sonucundaki
hicre dongusu dagilimi gosterilmektedir. Sekil 4.34’de MCF-7 hucrelerindeki
akim sitometrik analiz sonucu elde edilen hicre dongust dagilimi

gOrulmektedir.
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Sekil 4.33. MCF-7 hucrelerinin dosetaksel (5 pM) bilegik-75 (20 uM) ve
kombine dosetaksel-bilesik-75 ile 48 saat hiicre dongusune etkisi.
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Sekil 4.34. Kontrol (A), 5 yM dosetaksel (B), 20 uM bilesik-75 (C) ve 5 yM
dosetaksel + 20 uM bilesik-75 (D) ile inktube edilen MCF-7 hucrelerinde hucre

dongusu analizi.

MDA-MB-468 hucrelerinin 1.2 nM dosetaksel, 5 uM bilesik-75 ve
dosetaksel+bilesik-75 ile inkUbasyonu sonucunda, hucre dongusu Uzerinde
belirgin bir degisiklik izlenmedi. Kontrolle karsilastirildiginda G1, S, G2/M
Sekil 4.35de  MDA-MB-468
hacrelerinin dosetaksel, bilesik-75 ve dosetaksel+bilesik-75 ile inkibasonu

fazlarinin higbirinde degisiklik gdzlenmedi.

sonucundaki hidcre dongusu dagihmi gosterilmektedir. Sekil 4.36’da MDA-
MB-468 hiucrelerindeki akim sitometrik analiz sonucu elde edilen hicre

dongusu dagihmi gorulmektedir.

GST P1-1 (-) MCF-7 hucrelerinde dosetaksel ve bilesik-75 hucre
dongusunde duraklamaya neden olurken, kombine olarak dosetaksel ve
bilesik-75 kullanimi sentez basamaginda hafif bir artisa neden olmaktadir
(sekil 4.33). Buna karsin bilesikler tekli ve kombine olarak MDA-MB-468
hicreleri Uzerinde sentez basamaginda herhangi bir etki gostermemektedir
(sekil 4.35).
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Sekil 4.35. MDA-MB-468 hicrelerinin dosetaksel (1.2 nM), bilesik-75 (5 uM)

ve kombine ilaglarla hicre dongusune etkisi.
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Sekil 4.36. Kontrol (A), 1.2 nM dosetaksel (B), 5 uM bilesik-75 (C) ve 1.2 nM
dosetaksel + 5 uM bilesik-75 (D) ile inkibe edilen MDA-MB-468 hicrelerinde

hicre dongusu analizi.
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Sonug olarak, GST P1-1 (+) MCF-12A, MDA-MB-231 ve GST P1-1 (-)
MCF-7 hucrelerinde dosetaksel hiicre doéngusinde duraklamaya neden
olurken, ayni oranda etki ile kombine olarak dosetaksel ve bilesik-75
kullaniminin hucre dongusunu G1 fazinda duraklattigi, sentez fazindaki
hicre sayisini azalttigi goruldu. Bilesik-75 ise bu hicreler igerisinden sadece
MDA-MB-231'de herhangi bir etki gostermedi. Buna karsilik, bilegiklerin tekli
ve kombine olarak MDA-MB-468 hucreleri Uzerinde hucre dongusunun higbir

basamaginda herhangi bir etki gostermedigi saptandi (tum histogramlar).

4.5.2. Apoptoz Analizi

Apoptoz deneylerinde de, meme kanser hucre dizileri olan MDA-MB-
231, MCF-7, MDA-MB-468 ve normal meme epitel hicre dizisi olan MCF-
12A  hicreleri  kullanildi.  Bu hucreler; dosetaksel, bilesik-75 ve
dosetaksel+bilesik-75’'in  MTT deneyi sonucunda belirlenen subtoksik
derigsimlerinde 48 saat inkibe edildi ve akim sitometri yontemiyle sub G1

pikinin varligina gore apoptotik hucrelerin orani belirlendi.

MDA-MB-231 hcrelerinin tek basina 50 uM dosetaksel ile 48 saatlik
inklbasyonu sonucunda %19.7 oraninda apoptozisi gésteren sub G1 piki
bulundu. Hucrelerin, 50 uM dosetaksel+ 20 uM bilesik-75 ile birlikte 48 saatlik
inkiibasyonu sonucunda da % 20 oraninda sub G1 piki bulundu (sekil 4.37
(A) ve (B)). Kontrolde ve tek basina bilesik-75 ile muamele edilen hicrelerde
apoptotik pik gézlenmedi. MCF-7 hucrelerinin, 5 yM dosetaksel + 20 uM
bilesik-75 ile 48 saatlik inkibasyonu sonucunda % 21.35 oraninda apoptozisi
goOsteren sub G1 piki bulundu. Diger kosullarda apoptoz tespit edilemedi.
MDA-MB-468 ve normal meme epitel hlcre dizisi olan MCF-12A
hicrelerinde, apoptozisi gosteren sub G1 piki tespit edilemedi (sekil 4.37.C).
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Sekil 4.37. Meme kanser hucrelerinde apoptoz analizi. MDA-MB-231
hacrelerinin (A) 50 uM dosetaksel (B) 50 uM dosetaksel + 20 uM bilesik-75
ve MCF-7 hucrelerinin (C) 5 uM dosetaksel + 20 uM bilesik-75 ile 48 saat

inkiibasyonu sonucu gozlenen sub G1 apoptotik pik analizi.

4.6. Hiicrelerde GST Aktivitesinin Degerlendirilmesi

Calismamizda, 96-kuyulu plaklara ekilen htcrelerin lizatlarinda GST
aktivitesi Olculebilirligi incelenmigtir. Sekil 4.38 A ve B‘de goruldugu gibi
20.000-100.000 hucre/kuyu kosullarinda lizat GST aktivitesi duzgun bir
sekilde artarken 200.000 hicre/kuyu kosullarinda hiz yavaslamakta, 300.000
ve 360.000 hucre/kuyu kosullarinda ise lizatlardaki GST aktivitesi neredeyse

maksimum hiza ulagsmaktadir.

Hucre sayisi ile lizat - GST aktivitesi arasindaki logaritmik ve polinomik
fonksiyon regresyonlari da (sirasiyla, R* 0.979 ve R%* 0.999) yine kuyu
basina hucre sayisinin 200.000 den sonra doygunluga ulasmaya bagsladigini
gostermektedir (sekil 4.38. C,D).

Bu galismada neticesinde, bdlinme periyodu (doubling time) 20 saat

civarinda olan hicre hatlarinda kisa sureli inhibisyon galismalari igin, yani 24
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veya 48 saatlik inkibasyonlarda, 96-kuyulu plaklarda hucre ekiminin, kuyu
basina 20.000-50.000 arasindaki sayilarda yapilabilecegi gosterilmistir.
200.000 ve daha fazla sayida hiicre ekiminde lizat- GST aktivitesindeki
dogrusal korelasyonun azalmasi, 96-kuyulu plaklarin kapasitesinin asildiginin
bir gostergesidir. Bu verilere gore, bundan sonra gergeklestirdigimiz butin
inhibisyon deneylerimizde 96-kuyulu plaklarda hucre ekimleri 20.000
hicre/kuyu olacak sekilde gergeklestirildi.
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Sekil 4.38. Hicre ekimi yapilan 96-kuyulu plakada, hlcre sayisindaki artisa
bagl olarak lizatlarda GST aktivitesinin degerlendiriimesi. A) GST aktivitesi,
AA340nm/dk B) GST aktivitesi, mU/dk C) Hicre sayisina bagh lizat GST
aktivitesinin logaritmik fonksiyonu; D) Huicre sayisina bagh lizat GST

aktivitesinin polinomik fonksiyonu.
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96-kuyulu plaklarda, kuyu basina 20.000 ile 100.000 arasindaki sayida
hicre ekimleri ve lizat GST aktivitesi arasinda tam dogrusal pozitif bir

korelasyonun oldugu belirlenmistir (sekil 4.39. R? : 0.999).
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Sekil 4.39. Hicre sayisina bagl lizat GST aktivitesinin dogrusal

korelasyonlari.

Bilesik-75 daha ©nce belirlenmis olan, ICsp dozunda MCF-12A
hacrelerine uygulanmig, 0., 24. ve 48. saatlerde, deney grubuna karsilik
hazirlanan bilesik uygulamasi yapilmamis kontrol grubuyla birlikte hicre lizat
ornekleri elde edilmistir. Bu orneklerden total protein miktarlari ve GST
spesifik aktivite degerleri belirlenmistir. Sekil 4.40A ve C’de goruldugu gibi
kontrol grubu hicre lizatlarinin protein miktarlari diuzgin bir sekilde artarak
24 saat inkusyonda yaklasik % 671'lik, 48 saat inklbasyon sonunda ise

yaklagik % 120’lik bir artis gostermigtir. Bilesik-75 uygulanan hucre
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gruplarinda ise, lizat protein miktarlari 24 saat inkibasyonda yaklasik %
18’lik, 48 saat inklbasyon sonunda ise yaklasik % 24’lik bir artis
gOstermigtir. Bilesik uygulanan gruplarin kendi kontrol gruplarina gore rolatif
protein degerleri, yani % deney grubu protein/kontrol grubu protein degerleri
0., 24. ve 48. saatlerde sirasiyla, yaklasik % 98, % 72, % 55 seklindedir.
Sekil 4.40B ve C’de goruldugu gibi, 0., 24. ve 48. saatlerde kontrol grubunun
lizat - GST spesifik aktivitesi belirgin bir degigiklik gostermezken, bilegik-75
uygulanan grupta 24. ve 48. saatlerde oldukga belirgin bir spesifik aktivite
azalisi mevcuttur. Oyle ki, 0., 24. ve 48. saatlerdeki her bir zaman diliminde,
bilesik-75 uygulanan grubun, kendi kontrol grubuna goére rolatif spesifik
aktiviteleri, sirasiyla, % 100, % 80, % 60’dir.
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Sekil 4.40. Hicre lizatlarinda total protein ve GST spesifik aktivite
degisimleri. A) Total protein degisimleri; B) GST spesifik aktivite degisimleri;
C) Hucre lizatlarindaki total protein ve GST spesifik aktivite degisimleri birlikte

gosterimi
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5. TARTISMA

Glutatyon transferazlar endojen ve eksojen kaynakli ksenobiyotik
bilesiklerin detoksifikasyonunu saglayan faz Il enzim ailesinin bir Gyesidir.
GSH transferaz aktivitesi gosteren bu enzimler sitozolik, mitokondriyel ve
mikrozomal olmak Uzere U¢ gruptan olusmaktadir. Sitozolik GST’ler igin
aminoasit dizi benzerlikleri, substrat 6zgullukleri, immunolojik reaktivitelerine
bagli olarak ginumuze kadar memelilerde 7 sinif (alfa, mu, omega, pi, sigma,
teta, zeta) tanimlanmigtir (11). Son vyillarda cesitli GST izoenzimleri ile
yapilan c¢alismalar bu enzim grubunun yeni bir rolini ortaya koymustur.
Ozellikle alfa, mi ve pi izoenzimlerinin sinyal iletiminde rol oynadigi, hiicre
proliferasyonu, farklilagsmasi ve hicre 6lumunu kontrol etmede 6nemli sinyal
proteinleri ile interaksiyona girdikleri gosterilmistir (60-62). GST izoenzimleri
icerisinde Ozellikle GST P1-1’in birgcok kanser hicresinde yuksek oranda
eksprese oldugunun saptanmasi ve tumor hucrelerinde antikanser ilaglara
karg! direng gelisimi ile iligkilendirilmesi, arastirmalarin bu yone kaymasina
neden olmustur (63). Bu amagla GST P1-1 inhibisyonu gosteren ve huicre
zarinda yer alan ilag tasiyicilari ile interaksiyona girmeyen hidrofobik

karakterli yeni pro-apoptotik ajanlarin tasarlanmasi 6nem kazanmistir.

GST P1-1, apoptotik dongu kontrolinde roli olan c-jun N-terminal
kinaz (JNK) ve diger bazi protein kinazlarin baskilayicisi olarak da
tanimlanmaktadir (60,64). Buglne kadar yapilan ¢alismalardan elde edilen
kanitlar GST P1-1 inhibitorlerinin terapétik ajan olarak kullaniimalarinin
yararli olacagi yonundedir. GUnumuze kadar bu amagla Uretilen olasi
inhibitor molekullerle ilgili birgok ¢alisma mevcuttur (44,65). Bu ¢alismada da
benzoksazol, benzimidazol ve benzotiyazol tlrevi bilesikler sentezlenmis ve
GST P1-1’e vyodnelik potansiyel inhibitor etkileri arastiriimistir. Bu tar
bilesiklerin secilme nedenlerinden biri daha 6nceki galismalarda benzotiyol
turevi bilesiklerin farmakolojik mekanizmasinin agiklanmasi, ancak meme
kanseri hucrelerine Kkarsi etkilerinin tespit edilmemis olmasidir (66).
Sozkonusu bilesiklerin topoizomeraz inhibitéri ve antimikrobiyal etkiye sahip
molekuller olduklarini goOsteren calismalar da mevcuttur (67,68). Ayni

zamanda literatirde bazi antimikrobiyal madde olarak kullanilan bilegiklerin
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dUsuk de olsa GST ler Uzerinde inhibisyon gdsterdigini belirten ¢alismalar da
bulunmaktadir (69).

Bu calisma kapsaminda benzotiyazol, nitrofenil, benzimidazol,
benzoksazol halkasi i¢ceren, yan gruplarinda degiskenlik gdsteren benzer
yapilarda 124 tane bilesik sentezlendi. Bu bilesiklerin GST P1-1 Gzerindeki
inhibitor etkilerine bakildi (Tablo 4.1). Bu bilesikler igerisinden bazilari disuk
ya da sifir inhibisyon gostermeleri, substrat ile nonenzimatik etkilesime
girmeleri, 6lcim ortaminda turbidite olusturmalari ve nitro grubu iceren bazi
bilesikler de 6lgcim ortaminda sari renk olusturmalari gibi nedenlerden dolayi
elendi. Enzim kinetigi caligmalarinda en iyi inhibisyon gosteren molekultn bir
benzoksazol turevi olan bilesik-75 (N-[2-(4-kloro-benzil)-benzooksazol-5-il]-4-
nitro-benzensulfonamit) olarak adlandirdigimiz, molekil oldugu tespit edildi.
Enzim kinetigi sonuclarina gore bilesik-75’'in hGST P1-1 igin yaklasik 10 uM
civarinda ICsy degerine sahip oldugu saptandi. Literatirdeki GST P1-1
inhibitorlerinden hematin 5 pM, tribatiltin bromdr 6 yM ve S-hekzilglutatyon
20 uM ICsp degerine sahiptir (69). O nedenle, ICso dederi olduk¢a dusuk
oldugundan ileri ¢caligmalar icin bilesik-75 uygun bir inhibitor olarak segildi.
Molekulin enzimi ne sekilde inhibe ettigini belirlemek igin substratlarina gore
inhibisyon tipi belirlendi. Bilesik-75, GSH’a gore 6.05 pM K; degeri ile karisik
tip inhibisyon, CDNB'ye goére 11.83 puM K; degeri ile de unkompetitif
inhibisyon gostermektedir. Diger bir ifade ile bu bilesik inhibisyon etkisini
enzimin GSH baglanma bdlgeleri disinda bir bdlgeye baglanarak
gerceklestirmektedir. Bu bulgu kendi tasarimimiz olan bilesik-75’in GST P1-1
icin spesifik bir inhibitdr oldugunu da ispatlamaktadir. Bu bulgular GST P1-1
icin bilinen en iyi inhibitérlerden biri olan ve karsilastirmali referans molekulu
olarak kullandigimiz etakrinik asite yakin sonuglardir. Etakrinik asit 10.37 uM
ICs0 degerine sahiptir ve 2.2 uM’lik K; degeri ile GSH'ye gore karisik tip
inhibisyon gosterdigi saptanmistir. Etakrinik asit iyi bir inhibitor olmasina
ragmen literatlrde kinetik ¢alismalariyla ilgili, 6zellikle inhibisyon tipi, 1Cso ve
Ki degerleri gibi verilerde ¢ok farkli sonuglar yer almaktadir (70,71), ancak
toksisiteleri ve diuretik etkilerinden dolayi klinikte kullanimlari son derece
sinirhdir  (72). Bu yuzden GST P1-1i kuvvetli inhibe eden, hucre
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membranlarindan kolayca gecgebilecek hidrofobik karakterli bilesiklerin
kesfine ihtiya¢c duyulmaktadir. Bu projede GST inhibisyonu yoninden daha
aktif olmasi ihtimali ile GSH ile konjuge olmayan, lipofilik 6zellikleri nedeniyle
de hucre membranini kolaylikla gegebilen bilegiklerin calisiimasi uygun
bulunmustur. Bu nedenle daha o6nce heterosiklik ¢ekirdek tasiyan yapilari
sayesinde kemoterapotik aktiviteye sahip olan benzoksazol, benzimidazol,

benzotiyazol turevi bilegikler sentezlenmistir.

Kanser tedavisinde ¢oklu ilag direncininin ortadan kaldirilabilmesi igin,
geligtirilen ilaglarin tek veya ikili (kombine) olarak kanser hicreleri Gzerinde
etkileri incelenmektedir (73,74). Bu c¢alismada meme kanser hicreleri
uzerinde etkili oldugu kanitlanmig dosetaksel ve GST P1-1 inhibitoru olarak
ajanimiz bilesik-75'in hucreler Uzerinde etkileri arastirnmigtir. Dosetaksel,
taksan sinifi bilesiklerin bir tirevi olup meme kanseri tedavisi i¢in kullanilan
etkili antikanser ilaglardan bir tanesidir. Etkisini, hucre igerisinde tubulinlerin
mikrotubullere toplanmasini artirmak ve depolimerizasyonu inhibe ederek
serbest tubulinlerin olugsmasini engellemek suretiyle mikrotubulleri stabilize
ederek gostermektedir (75,76). Literatlirde benzer sekilde dosetakselin yalniz
veya bagka bilesiklerle beraber olarak uygulandigi pek c¢ok calisma yer
almaktadir (77,78).

Kanser hucrelerinde GST pi, alfa ve mu izozimlerinin ekspresyonlari
antikanser ilaglara karsi direng gelisimi ile iliskilendiriimektedir (79,80).
Ozellikle GST P1-1 meme kanserleri ile ilgili yapilan pekcok calismada en
fazla ekspresyonu olan izozim olarak bulunmustur (81,82). Calismamizda
meme kanser hucre dizileri olarak MCF-7, BT-474, MDA-MB-231, SKBR-3,
HCC-38, ZR-75-1, T47D, MDA-MB-468 ve normal meme epiteli MCF-12A
kullanildi.  Bu hucreler icerdikleri GST P1-1 miktarlari acisindan
incelendiginde MDA-MB-231 hucrelerinde dusuk, MCF-12A ve HCC-38
hicrelerinde yuksek miktarda protein bantlari gozlendi. Armstrong ve
arkadaslarinin verileriyle tutarli olan sonuglarimiz neticesinde (81) daha
sonraki calismalar icin MCF-12A ve MDA-MB-231 hcreleri GST P1-1
ekspresyonu gosteren (GST P1-1 (+)), MDA-MB-468 ve MCF-7 hucreleri de
GST P1-1 ekspresyonu gostermeyen (GST P1-1 (-)) hdcreler olarak
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arastirma kapsamina alindi. 1980’lerin sonlarinda primer meme kanser
hicreleri ile yapilan g¢alismalar sonucunda GST P1-1 ile Ostrojen reseptor
proteini (ER) seviyesinin ters iligkili oldugu ileri surulmustur (83,84). Ancak
literatirde ER ile GST P1-1 arasinda hem protein seviyesinde hem de mRNA
seviyesinde herhangi bir iligkinin bulunmadigina dair veriler de bulunmaktadir
(82). Klinik calismalarda da hormonal seviyede bu iki protein arasinda bir
iligki bulunmadigina dair veriler vardir (82,85). Bizim ¢alismamizda kullanilan
hicreler icerisinden MCF-7, ZR-75-1, BT-474 ve T47D hucreleri ER
ekspresyonu gostermekte, digerlerinde ise ekspresyon bulunmamaktadir.
Calismamizda ER ekspresyonu gdstermeyen hucreler igerisinden yanlizca
MCF-12A ve HCC-38'de yuksek GST P1-1 ekspresyonu, MDA-MB-231’de
ise normal seviyelerde ekspresyon gozlenmigtir, fakat diger hulcrelerde
herhangi bir ekspresyon bulunmamaktadir. Sonuglarimiza goére protein
seviyesinde ER ekspresyonu ile GST P1-1 ekspresyonu arasinda bir
korelasyon bulunmamistir. Baska bir ilging nokta ise tumorijenik olmayan
transforme meme epiteli hucreleri olan MCF-12A’da, diger hucrelere oranla
daha fazla GST P1-1 ekspresyonu olmasidir. Literatirde MCF-12A
hicrelerinde GST P1-1 ekspresyonu ile ilgili herhangi bir veri
bulunmamaktadir, ancak genel olarak kanser hucrelerinde 6zellikle GST P1-
1’in normal hicrelere oranla yuksek eksprese oldugu rapor edilmektedir (86).
Bizim calismalarimiz sonucunda ER ekspresyonu gostermedigi halde MCF-
12A hicrelerinde ylksek GST P1-1 ekspresyonu gozlenmistir. MCF-12A
hacreleri transforme hucrelerdir yani hucreler ortam kosullarina uygun hale
gelebilmek igin yapisal formunda degisiklige giderek surekli gogalmaktadirlar
ve bu sekilde bir bakima yari kanser hiicresi karakteri kazanmig olduklari
dusundlebilir (87). Belki bu sekilde cevresel sartlardan dolayi hicresel
proteinlerinde  Ozellikle detoksifikasyondan sorumlu GST ailesinin

ekspresyonlarinda da degisim s6z konusu olabilir.

GST izoenzimlerine spesifik inhibitérlerin, antineoplastik ajanlarin
sitotoksik potansiyelleri Uzerindeki etkilerini arastirmak igin, yuksek duzeyde
belirli bir GST izoenzimi eksprese eden hucre hatlarinin geligtirilerek

kullaniimasi gerekmektedir. Bu sekilde doksorubisine duyarl hicrelere GST
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P1-1 ve GST A formlarini kodlayan cDNA’larin transfeksiyonu
gerceklestirildiginde, bu hucrelerde doksorubisine karsi direncin gelistigi
gozlenmektedir (88,89). Direngli olarak izole edilen Adr*"MCF-7 (Adriamisine
direncli MCF-7) hucrelerinin, bilinen atasal MCF-7/wt hucrelerine gore 30-65
kat daha direngli oldugu bulunmustur. GST P1-1 ekspresyonunun antisens
teknoloji ile azaltiimasi veya farmakolojik olarak gelistirilen inhibitérlerle GST
aktivitesinin baskilanmasi ile doksorubisine duyarlihgin arttigi saptanmistir
(90,91).

Meme kanseri tedavisi igin dosetaksel, tek veya doksorubisin gibi
bilesikler ile kombine olarak wuzun slredir kullaniimaktadir (78,92).
Calismamizda MTT hucre canhligi deneyi ile dosetaksel ve bilesik-75’in
subtoksik dozlari saptandi. Dosetaksel, MCF-12A ve MDA-MB-231 icin 50
MM, MCF-7 igin 5 yM ve MDA-MB-468 igin 1.2 nM, bilesik-75 ise MCF-12A
icin 40 uM, MDA-MB-231 ve MCF-7 igin 20 uM, MDA-MB-468 igin 5 uM
derisimleri subtoksik etkili dozlar olarak segildi. Tek olarak dosetaksel veya
bilesik-75 ile 48 saat inklibe edilmis tUm hucrelerde belirlenen subtoksik
dozlarin Uzerine cikildiginda hucrelerde canliik azaldigi gézlendi. Hucre
canlihgr sonuglarina gore subtoksik dozda dosetaksel ve artan derigimlerde
bilesik-75’in beraber olarak uygulandigi MCF-12A ve MCF-7 hucrelerinde
aditif etki, MDA-MB-231 hucrelerinde antagonistik etki gozlenirken MDA-MB-
468 hiicrelerinde ise herhangi bir etki saptanmadi. ilging olarak MDA-MB-468
hicrelerinde ise dosetaksel igin bulunan subtoksik derisim olan 1.2 nM’'da
hacre canlihgi yaklasik % 60 iken, 10 nM’'da % 40 seviyelerine dustugu ve
deney 120 uM vyani 10° kat kadar vyilksek derisimlere cikilarak
tekrarlandiginda da canhligin yine ayni seviyede sabit kaldigi goézlendi
(sunulmamis veri). MCF-7 ve MDA-MB-468 hicrelerinin dosetaksele duyarli
olmalarinin nedeni dosetakselin normalde ER negatif kanser hastalarinda
tedavi amaglh kullaniimalaridir (93,94). Yapilan bir g¢alismada MDA-MB-
468’de kinesin KIFC3 asiri ekspresyonu ile tlibulin seviyesi artiriimis ve bu
sekilde hucrelerin dosetaksele olan duyarliiginin arttigi gosterilmistir (95).
GST P1-1 ekspresyonu gostermeyen ER(+) MCF-7 hucrelerinde bilesik-75'in

mikromolar seviyelerde hucre c¢ogalmasini inhibe edici etki gostermesi
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bilesik-75’in  bir antagonist ER ligandi gibi davranabilecegi olasiligini
disundurmektedir. ER ligandi olan 6&stradiolin GST inhibisyonuna neden
oldugu bilinmektedir (96). Hidrofobik bir yapisi olan bilesik-75'in de ER’ye
baglanmasi ve antiostrojen etkiye sebep olmasi beklenebilir. Daha sonraki
calismalarda bilesik-75’in antidstrojen etkisinin olup olmadiginin arastirilmasi,

bilesigin molekuiler hedeflerinin daha iyi tanimlanmasi agisindan énemlidir.

Hucre canliigi deneylerinin sonuglart GST P1-1 (+) MCF-12A ve
MDA-MB-231 hucrelerinin GST P1-1 (-) hicrelere oranla dosetaksel ve
bilesik-75’e daha dayanikh oldugunu gdstermistir. Bu dayanikhlik htcrelerin
GST P1-1 ekspresyon seviyelerinin yiksek olmasi ve buna bagl olarak da

ila¢ direngli olmalarina bagh olabilir.

Hucre proliferasyonu deneyleri 40.000 hicre kullanilarak ve subtoksik
dozlardaki bilesiklerle 48 saatlik inklibasyon sonucunda akim sitometri
cihazinda hucre sayilarak yapildi. Sonuclara gore tek olarak dosetaksel ve
bilesik-75 kullaniminin MCF-12A, MDA-MB-231 ve MCF-7 hlcre hatlarinda
hicre proliferasyonunu azalttigi, birlikte kullanimlarinin  ise hucre
proliferasyonunu etkilemedigi saptandi. ilging olarak bilesiklerin higbirinin
MDA-MB-468 hicrelerinin proliferasyonu Uzerine ne tek, ne de kombine

olarak etkisi gozlenmedi.

Dosetaksel mikrotubdlleri stabilize edici bir ajan olup meme ve prostat
kanserlerinde kullanimi kabul gérmus bir ajandir (97). Etkisini daha ¢ok hlicre
canlihgi, hucre dongusunde duraklama ve hucre olumu gibi ana hucresel
olaylari etkileyerek gostermektedir (98). Hucre dongusu sonuglarina gore,
MCF-12A, ve MCF-7 hicrelerinde dosetaksel ve bilesik-75 hucre
doéngusinde duraklamaya neden olurken, ayni etkiyi kombine olarak
dosetaksel ve bilesik-75 inkUbasyonu sonucunda da gostermesi bu
hicrelerin dosetaksel ve bilesik-75’e karsi sensitif olduklarini ve hucre
bdyUmesi Uzerinde inhibisyon yaptiklarini da dustindirmektedir. Literaturde,
ayni hicre dizilerinde yapilan c¢alismalarda sitotoksik etkisi olan farkh
bilegiklerin mikrotubul depolimerizasyonunu etkileyerek htcre dongusunun

G1 veya G2/M'de duraklamasina neden oldugu gosterilmigtir (99). Buna
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karsilik MDA-MB-231’de dosetaksel hucre dongusunde duraklamaya neden
olurken, bilesik-75 herhangi bir etki gostermemektedir. MDA-MB-468
hicrelerinde de hucre dongusu Uzerinde bilesiklerin  herhangi bir etki
gOstermedigi saptanmistir. Bu sonuglar da, bilesik-75’in MDA-MB-231 ve
MDA-MB-468 hucrelerinde, dosetakselin ise yalnizca MDA-MB-468

hlcrelerinde hucre dongusunde duraklamaya sebep olmadigini gosterdi.

Birgok meme kanseri hucresi kanser ilaglarinin apoptotik etkisine
direng gostermektedir. Yalniz dosetaksel gibi taksan tdrevi bilesikler
apoptotik etkiye neden olan nadir ajanlardan birisidir (100,101). Bu apoptotik
etkiler daha ¢ok hucreler igerisinde bcl-2, p21, p53 gibi genlerdeki degisimler
ile farklihk gostermektedir (102-104). Bizim galigmamizdaki sonuglara gore
bilesiklerin hlcreler Uzerinde apoptotik etkilerine bakildiginda dosetaksel ve
bilesik-75’e duyarlh olan MDA-MB-231 hucrelerinde tek basina 50 uM
dosetaksel ile 48 saatlik inkibasyonu sonucunda % 19.7 oraninda apoptoz,
50 uM dosetaksel + 20 uyM bilesik-75 uygulamasinda % 20 oraninda apoptoz
g6zlenmesi  bilesik-75'in  apoptoz  gelisimine  katki  saglamadigini
gostermektedir. MCF-7 hdcrelerinin, 5 yM dosetaksel + 20 uM bilesik-75 ile
48 saatlik inkibasyonu sonucunda % 21.35 oraninda apoptozu gdsteren sub
G1 piki gozlenirken, bu hicrede diger kosullarda ve MDA-MB-468
hicrelerinde apoptoz tesbit edilmemigstir. Dosetaksel ve bilesik-75’e duyarl
olan MCF-12A hucrelerinde apoptotik etkinin tespit edilememesi olusan
hicre  6limintin  farkli  mekanizmalarla meydana  gelebilecegini
goOstermektedir. Yapilan bir galismada dosetakselin MCF-7 ve MDA-MB-231
hicrelerinde apoptozdan farkli olarak kromozomlarin ayrismasi ve anormal
mitoz olusumu ile karakterize edilen mitotik yikim ile hlcreleri dldGrdugu
rapor edilmistir (105). Bizim sonuglarimizda yalnizca MCF-7 hucrelerinde
bilesik-75 ve dosetakselin beraber kullaniminin hucreleri apoptozise

goturduklerini gostermektedir.

Kanser hucrelerinin programli hiicre élumune girmelerine engel olan
nedenlerden biride JNK’'nin bloke edilmesinde roli oldugu duislinilen GST
P1-1 izozimidir. JNK’lar cevresel stres, proinflamatuar sitokinler, UV gibi

faktorlere bagh olarak c-JUN'un fosforilasyonu ile aktif hale gelmekte ve
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hicreleri apoptoza géturmektedir (106,107). Literatirde GST P1-1 ile JNK
arasindaki protein-protein etkilesimini gosteren calismalar bulunmaktadir
(65,108). Calismamizda GST P1-1 eksprese eden tum hucrelerde c-jun
ekspresyonu tespit edilememis, bu nedenle GST-JNK etkilesimini gosteren
immunopresipitasyon deneyleri yapilamamistir. Arastiricilarin - ¢gogu  bu
disunceden yola ¢ikarak GST P1-1 inhibitorleri Gretme ¢abasina girmisler ve
bu yolla JNK Gzerindeki baskiyl ortadan kaldirarak hicreleri 6zellikle kanser

hdcrelerini apoptoza sokmaya ¢alismiglardir (52).

In vitro enzimatik kinetik deneylerinde GST P1-1 igin etkili bir inhibitor
olarak tanimlanmis olan bilesik-75’in, hicredeki GST aktivitesine etkisini
belirlemek igin, western blot calismalarinda GST P1-1 proteinini eksprese
ettigi tespit edilen MCF-12A hucreleri kullaniimigtir. Hucrelere 40 uyM bilesik-
75 uygulamasi neticesinde, kontrol gruplariyla kargilastirildiginda, lizat total
proteinleri % 28 ve % 45 daha dusik bulunmustur. Hucre lizat total-protein
degerleri gogalan hicre miktarlariyla dogru orantili olmalidir ve bu nedenle
protein degerleri sonuglarina gore bilesik-75 MCF-12A  hucrelerinin
cogalmasini dnemli élciide inhibe etmistir. ilging bir sekilde, 48. saatteki 40
MM bilesik-75 uygulamasinda gerceklesen, kontrole gobre bu protein
artisindaki azalma, tamamen farkli kantitatif yontemlere gore ancak ayni
kosullar altinda yapilan MTT o&lgumlerindeki proliferasyon gerilemesiyle
yaklasik ayni oranda gerceklesmistir. Buradan, protein dizeylerinin bilesik-
75’'in MCF-12A hucrelerinde proliferasyonu baskilamasi sonucu ortaya ¢iktigi
sonucuna da varilabilmektedir. 40 yM bilesik-75 uygulamasi, MCF-12A lizat-
GST spesifik aktivitesinin kontrollerine gore 24 ve 48. saatlerde, sirasiyla %
20 ve % 40 oraninda azalmasina neden olmustur. Hicre lizati- enzim spesifik
aktivitesindeki bu degisimin gozlenebilmesi igin lipofilik 6zellige sahip bilesik-
75’in, hucre igerisine girebilmesi, belirli derigsime kadar birikmesi ve bu
enzimle etkilesmis olmasi gerekmektedir. Elde edilen sonuglar genel olarak
bunu desteklemektedir. Neticede, bilesik-75 ile 48 saat inkibe edilen
hiicrelerde total protein miktarinda, kontrole gére % 45’lik, enzim spesifik
aktivitesinde ise kontrole gore % 40’lik bir azalma saptanmistir. Yapilan

calismalara gore hucre lizatlarindaki GST aktivitesi ile protein degerleri
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arasindaki degisimin korelasyon igerisinde olmasi meydana gelen etkinin

GST Uuzerinden olabilecegini gostermektedir.

Anti-kanser ajanlara karsi ilag direnci gelisiminde, ilaglara karsi
duyarlik ile total sitoplazmik GST aktivitesi arasinda ters korelasyonun
oldugunu gésteren pek cok calisma mevcuttur. insan meme kanseri hiicre
hatlarinin, [Adr®"MCF-7, Hs578T, MDA-MB-231, T47D, MCF-7/wt (MCF-7
wild type) ve MDA-MB-468] alkilleyici bir ajan olan hepsulfama (1,7-
heptanediol distlfamat) karsi duyarlilik analizlerinde, klonojenik deneylerde
% 90 inhibisyon goérulmektedir. Bu duyarhlik ile total sitoplazmik GST
aktivitesinin 6zellikle GST P1-1 izoenzimi ile iliskili oldugu gdsterilmistir (109).
Zhu ve arkadaglarinin yaptigi bagka bir ¢calismada ise antihepatik bir ajan
olan bisiklolin (4,4-dimethoxy-5,6,5',6'-dimethylene-dioxy-2-hydroxymethyl-
2'-carbonyl biphenyl), vinkristin ve c¢apraz olarak taksole direngli insan
somatik epidermal karsinom hiicresi Vin"KB ve adriyamisin direncli insan
meme karsinom hiicresi Adr"MCF-7 hiicrelerindeki ilag direncini biyik
oranda geri gevirdigini, Adr*"MCF-7 hiicrelerindeki ilag birikiminin arttirdigi ve
her iki hicre tipinde de hicre lizat GST spesifik aktivitesini azalttigi

gOsterilmistir (110).

Bilesik-75 hucre proliferasyonu inhibisyonunu, GST aktivitesi
inhibisyonundan bagimsiz veya iligkili bir sekilde gerceklestirmis olabilir.
Bilesik-75'in MCF-12A hlcre hatti proliferasyonundaki inhibisyon etkisini
hangi oranda GST inhibisyonu Uzerinden gercgeklestirdigi mevcut sonuclara
gore belli degildir. Canli hicre miktarinin azalmasi proliferasyon blokajindan
¢ok hucre sagkaliminin azalmasina baglanabilir. Ancak, bu azalis sadece
GST P1-1 inhibisyonu ile ilgili olmayabilir, zira GST P1-1 (-) olan hucreler de
(+)ler gibi kombine dosetaksel ve bilesik-75 dozlarinda efektif sekilde
Olmuglerdir. GST P1-1 (+)lerde hucre o6lumu daha belirgindir. Tum bu
sonugclara gore literature yeni bir bilesik katilmistir. Bu bilesik GST P1-1 igin
spesifik bir ajandir ve potansiyel antitimdr ajan olarak calismalara dahil
edilebilir. Bilesik-75'in hucre igerisinde birikimi, inhibisyonun molekuler
mekanizmalari ve olasi ikincil hedeflerle etkilesimlerinin belirlenmesi ileri

calismalari gerektirmektedir.
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ila¢ gelistirme oldukca zaman alici ve zorlu bir siiregtir. Hiicre igi hedef
molekul belirlenmeden ilag gelistirme programina baglanmamalidir ve
odaklanilacak hedefin mekanizmasinin iyi bilinmesi ©énemlidir. ilaglarin
hedefleri reseptorler ve tasiyici proteinler gibi belirli proteinler olabilir.
Genelde preklinik denemeleri yapilan 10.000 bilesikten yanlizca biri klinik
denemelere ulagabilmektedir. Bu amagla yapilan en etken maddenin
bulunmasi calismalarinda ¢esitli biyokimyasal teknikler ve bilgisayar
programlarindan faydalaniimaktadir. Bu asamada ilgilenilen protein saf
olarak elde edilip bilesikler varliginda proteinin aktivitesi ol¢ultr. Etken
maddenin klinik deneyleri yapilmadan o6nce mutlaka in vitro ve hayvan
deneyleriyle toksik etkilerinin belirlenmesi, doza ve zamana bagh etkilerinin
incelenmesi gerekir. Preklinik degerlendirme ile uygun bulunan maddeler
saglikh ve hasta bireyler Uzerinde denenmek Uzere Klinik ¢alismalara verilir.
Su ana kadar bu tez kapsaminda yaptigimiz ¢alismalar yukarida anlatilan
preklinik sureclerin ilk kismini kapsamaktadir. Yapilan calismalari daha
ileriye goturebilemek icin deney hayvanlar Uzerinde etkilerin incelenmesi
gerekmektedir. Bu tez calismasinin, ilag gelistirme projesi olarak Anabilim

Dalimizda yapilan ilk tez olmasi bakimindan ayri bir 5nemi bulunmaktadir.
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6. SONUG ve ONERILER

1. Bilesik-75 (N-[2-(4-kloro-benzil)-benzooksazol-5-il]-4-nitro-
benzensuilfonamit) hGST P1-1'e karsi kuvvetli inhibisyon gosteren bir
bilesiktir. Bilesigin enzimin aktif bdlgeleri disindaki amino asitler ile de
etkilesim gosterdigi ve GST ler igin iyi bir inhibitdr olarak tanimlanan etakrinik
asit kadar etkili sonuglar verdigi saptandi. Bilesik-75’in etkilerinin
kargilastirmali olarak bilgisayarda docking yazilimlari ile desteklenmesi elde

edinilen sonuclari daha kuvvetli kilabilir.

2. Calismada toplam 124 tane benzoksazol, benzimidazol ve
benzotiyazol tlrevi bilesik sentezlenmis ve potansiyel inhibitor etkileri
arastinimistir. inhibisyon taramalari oldukga zaman alici bir deney islemidir.
Bu yuzden u¢ boyutlu bilgisayar programlari (Chimera, Autodock vs.)
kullanilarak ve protein data bankasindan caligilacak enzimin yapisi elde
edilerek sanal olarak inhibisyon gosterebilecek molekullerin etkilerine
bakilabilir. Bu sekilde zamandan ve deneysel malzemeden tasarruf

saglanabilir.

3. Benzoksazol halkasi tasiyan bilesik-75’in hGST P1-1 Uzerinde
kuvvetli inhibisyon gdstermesi ve hidrofobik karakterli olmasi kanser hicreleri

deneyleri icin uygun bir bilegik oldugunu gostermistir.

4. Hicreler GST P1-1 ekspresyonlari agisindan incelendiginde MDA-
MB-231 hucrelerinde dusik, MCF-12A ve HCC-38 hicrelerinde yuksek
miktarda GST P1-1 ekspresyonu oldugu saptanmistir.

5. incelenen tim meme kanser hiicrelerinde protein seviyesinde ER
ekspresyonu ile GST P1-1 ekspresyonu arasinda bir korelasyon
bulunamamistir. Yanlhzca meme kanseri hilcresi olmayan MCF-12A’da
gozlenen yuksek GST P1-1 ekspresyonu ER ekspresyon eksikligine

baglanabilir.
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6. GST (+) MCF-12A, MDA-MB-231 ve GST (-) MCF-7 ve MDA-MB-
468 hucre hatlarinda dosetaksel ve bilesik-75'in dusuk dozlarda sitotoksik
etki gosterdigi, ilaglarin kombine uygulamalarinda ise yalnizca MCF-12A ve
MCF-7 GUzerinde aditif etki goOsterdikleri bulunmustur. Sitotoksisite
mekanizmasi incelendiginde hicrelerin, kombine uygulamalarda MCF-7
hicrelerinde apoptotik yolla, MCF-12A hucrelerinde ise daha farkli yollarla
olume gittikleri gorulmustar. Ancak hicre dongusu ve apoptoz Uzerine etkiler
sadece akim sitometri yontemi ile incelenmistir. Farkh ydntemlerin
uygulanmasi etki mekanizmasinin daha iyi bir sekilde aydinlatiimasini

saglayabilir.

7. Bilesik-75 ile muamele edilmis MCF-12A hucrelerinden elde edilen
hicre lizatlarindaki protein seviyesinin azalmasinin hicre proliferasyonunun
baskilanmasi sonucu ortaya ¢iktigi dusunulmastur. Lizatlardaki GST spesifik
aktivitesinin ayni oranda azalmasi meydana gelen etkinin GST bagimh olup

olmadigini kesin olarak géstermemektedir.



EKLER

Tablo 4.1. insan GST P1-1 (izerindeki inhibisyon etkileri bakilmig

benzoksazol, benzimidazol ve benzotiyazol halkasi igeren bilesikler.

Kod Molekiil GST P1-1 inhibisyonu
1 S
/>— NHCCHZ a Nonenzimatik
MA 392 tepkime var
N-(4-benzotiyazol-2-ilmetil-fenil)-2-(4-kloro-fenil)-asetamit
2 o
/>7 NHCCH2 F Nonenzimatik
MA 376.4 tepkime var
N-(4-benzotiyazol-2-ilmetil-fenil)-2-(4-flor-fenil)-asetamit
4 . .
/>— NHCCHZ Nonenzimatik
MA 403.4 tepkime var
N-(4-benzotiyazol-2-iimetil-fenil)-2-(4-nitro-fenil)-asetamit
5 . 0 -
I Nonenzimatik
/>—CH2 NHCCHy OCHj3
MA 388.4 K tepkime var
N-(4-benzotiyazol-2-ilmetil-fenil)-2-(4-metoksi-fenil)-asetamit
6 S
C[ />7CH24®7NHC4®7 Nonenzimatik
MA 378 N tepkime var
N-(4-benzotiyazol-2-ilmetil-fenil)-4-klor-benzamit
7 . _
Nonenzimatik
CH, NHC
MA 362.4 N/> tepkime var
N-(4-benzotiyazol-2-ilmetil-fenil)-4-flor-benzamit
8 . ﬁ Nonenzimatik
CHy NHC Br
MA 423.3 N/> tepkime var
N-(4-benzotiyazol-2-ilmetil-fenil)-4-brom-benzamit
9 0 L
s I Nonenzimatik
CHy NHC NO; .
MA 389.4 N/> < > < > tepkime var
N—(4—benzotiyazo|—2—i|metil—feniI)—4—nitr0—benzamit
10 S L
/> oH NHC OCH Nonenzimatik
MA 416 N Nonor, tepkime var

N-(4-benzotiyazol-2-ilmetil-fenil)-4-sek-bltoksi-benzamit
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1 s o
/>7CH2 NHC CHCH Nonenzimatik
MA 372 N tepkime var
N-(4-benzotiyazol-2-iimetil-fenil)-4-etil-benzamit
12 C[ pam @O Nonenzimatik
MA 389 tepkime var
N-(4-benzotiyazol-2-iimetil-fenil)-2-(4-nitro-fenil)-asetamit
13 o
NHCCHZCHZ oCH, Nonenzimatik
MA 388 tepkime var
N-(4-benzotiyazol-2-il-fenil)-3-(4-metoksi-fenil)-propiyonamit
14 20 UM > % 56 inh.
CoHs
MA 358 (tarbidite var)
N-(4-benzotiyazol-2-il-fenil)-4-etil-benzamit
15
NHCCH2 ocH, inhibisyon yok
MA 374
N-(4-benzotiyazol-2-il-fenil)-2-(4-metoksi-fenil)-asetamit
16
NHCCHZ o inhibisyon yok
MA 358
N-(4-benzotiyazol-2-il-fenil)-2-p-tolil-asetamit
17
NHC inhibisyon yok
MA 364.85
N-(4-benzotiyazol-2-il-fenil)-4-klor-benzamit
18 ﬁ
NHC F inhibisyon yok
MA 348.39
N-(4-benzotiyazol-2-il-fenil)-4-flor-benzamit
19 s ﬁ
NHC NO, inhibis on yok
MA 375.40 C[N/> < > < > yonY
N-(4-benzotiyazol-2-il-fenil)-4-nitro-benzamit
20
““CC”Z 20 pM = % 60 inh.
MA 423.33
N-(4-benzotiyazol-2-il-fenil)-2-(4-brom-fenil)-asetamit
21
“”°°”2 20 pM > % 58 inh.
MA 362.42

N-(4-benzotiyazol-2-il-fenil)-2-(4-flor-fenil)-asetamit
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22 :
/> oo inhibisyon yok
MA 241 N
2-fenoksimetil-benzatiyazol
23 \©\ Yogun sari
CH,CONH renkli cozelti; sonug
MA 286
alinamadi
N-(2-hidroksi-5-nitro-fenil)-2-p-tolil-asetamit
24 \Q\ Yogun sari
CH,CONH renkli cozelti; sonug
MA 290.25
alinamadi
2-(4-flor-fenil)-N-(2-hidroksi-5-nitro-fenil)-asetamit
25 Yogun sari
\©\ renkli ¢ézelti; sonug
MA 276.22 CONH
alinamadi
4-flor-N-(2-hidroksi-4-nitro-fenil)-benzamit
26 \©\ Yogun sari
CONH renkli ¢ézelti; sonug
MA 276
alinamadi
4-flor-N-(2-hidroksi-5-nitro-fenil)-benzamit
27 e HO, Yogun sari
renkli ¢ézelti; sonug
MA 286 CH,CONH NO,
alinamadi
N-(2-hidroksi-4-nitro-fenil)-2-p-tolil-asetamit
28 Yogun sari
renkli ¢ézelti; sonug
MA 290.25 CH,CONH
alinamadi
2-(4-flor-fenil)-N-(2-hidroksi-4-nitro-fenil)-asetamit
29 0
>——Ch, F inhibisyon yok
MA 272 N/ < > yony

O,N

2-(4-flor-benzil)-5-nitro-benzoksazol
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30 O,N o
Br 20 uM = % 55 inh.
MA 319.11 \©[N/> < > W= 7%
2-(4-brom-fenil)-6-nitro-benzoksazol
31
CH,CHj 20 uM > % 25 inh.
MA 268
2-(4-etil-fenil)-6-nitro-benzoksazol
32 0
/>—pr 20 UM > % 35 inh.
MA 258.21
o,N N
2-(4-flor-fenil)-5-nitro-benzoksazol
33 OaN
inhibisyon yok
MA 272 \C[ /> < > yony
2-(4-flor-benzil)-5-nitro-benzoksazol
34 OoN o
inhibisyon yok
6-nitro-2-fenil-benzoksazol
35 N
, inhibisyon yok
MA 224 N/> o OO yony
2-fenoksimetil-1H-benzoimidazol
H
N
36 .
/Oi /> CHZOO inhibisyon yok
MA 258 c N
5-klor-2-fenoksimetil- 1H-benzoimidazol
o)
37 o] / C(CHa)3 .
Il N Inhibisyon yok
MA 343.44 Csz—ﬁ
o]
2-(4-ter-butil-fenil)-5-etansuilfonil-benzoksazol
o)
38
O| VR Br inhibisyon yok
MA 380.26 N yony

czH5—is

o]
2-(4-brom-benzil)-5-etanstilfonil-benzoksazol
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CoHs——

39 >
(0] / . .
MA 335.81 . ! inhibisyon yok
I
2-(2-klor-benzil)-5-etansiilfonil-benzoksazol
0,
40 o) />—CH20H2~© )
VA 315.39 csz—ﬂ K inhibisyon yok
I
5-etansilfonil-2-fenetil-benzoksazol
41 o
MA 340,32 o L! inhibisyon yok
I
5-etansiilfonil-2-(2-flor-fenil)-benzoksazol
o)
42 o
| / inhibisyon yok
MA 366 CoHs——S N
I
2-(2-brom-fenil)-5-etansiilfonil-benzoksazol
0,
43 ﬁ/C[ ) .
Inhibisyon yok
MA 315 CoHs—S N
Ll HsC CH3
2-(2,3-dimetil-fenil)-5-etanstlfonil-benzoksazol
44
O .
MA 321 Inhibisyon yok
CZHS—S
I
2-(2-klor-fenil)-5-etansulfonil-benzoksazol
Br
o) NI
Inhibisyon yok
MA 400 | 7 yony
I

2-(5-brom-2-klor-fenil)-5-etansulfonil-benzoksazol
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46
CoHs L
|| Inhibisyon yok
MA 378.5 HaCN NCHZCNH
N-[2-(4-etil-fenil)-benzoksazol-5-il]-2-(4-metil-piperazin- 1-il)-asetamit
47
|| : ( > inhibisyon yok
MA 368.41 HaCN NCHQCNH
N-[2-(4-flor-fenil)-benzoksazol-5-il]-2-(4-metil-piperazin-1-il)-asetamit
48
inhibisyon yok
MA 355 NCHQCNH
N-[2-(4-flor-fenil)-benzoksazol-5-il]-2-morfolin-4-il-asetamit
49
|| inhibisyon yok
MA 354.38 HN NCHZCNH
N—[2—(4—f|or—fen|I)—benzoksazol—5—|I]—2—p|pera2|n—1—|I—asetam|t
50
CH, T
|| Inhibisyon yok
MA 406 HaC N NCHZCNH
N-[2-(4-ter-but||-fenll)-benzoksazol-5-|I]-2-(4-met||-p|peraznn-‘I-|I)-asetam|t
51 °>
o) CH. F .
/Nl / ’ Inhibisyon yok
MA 369 g NCH,CNH N
N-[2-(4-flor-benzil)-benzoksazol-5-il]-2-morfolin-4-il-asetamit
52 °:
o] CH, CHj A
/Nl / Inhibisyon yok
MA 365 g NCH,CNH N
N-[2-(4-metil-benzil)-benzoksazol-5-il]-2-morfolin-4-il-asetamit
53 O>
o CH, Cl . 0.
/N Vi Inhibisyon yok
MA 334.03 | g NCH,CNH N

N-[2-(4-klor-benzil)-benzoksazol-5-il]-2-morfolin-4-il-asetamit
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54

MA 429.07

NCH,CNH

AT
\_/

N-[2-(4-brom-benzil)-benzoksazol-5-il]-2-morfolin-4-il-asetamit

inhibisyon yok

55

MA 383.14

QNCHIINHJC[%”‘% )

N-[2-(4-klor-benzil)-benzoksazol-5-il]-2-piperidin-1-il-asetamit

inhibisyon yok

56

MA 367.17

QNCWJ@[% )

N-[2-(4-flor-benzil)-benzoksazol-5-il]-2-piperidin-1-il-asetamit

inhibisyon yok

57

MA 427.09

O,
o >—CH2 Br
C I )@[N/ < >
NCH,CNH

N-[2-(4-brom-benzil)-benzoksazol-5-il]-2-piperidin-1-il-asetamit

inhibisyon yok

58

MA 440

@ /—\NCHZZNH/CE N/>7CH2 : -

N-[2-(4-metil-benzil)-benzoksazol-5-il]-2-(4-fenil-piperazin-1-il)-asetamit

inhibisyon yok

59

MA 426

QNQCHQENHJ@[:%%@

N-(2-benzil-benzoksazol-5-il)-2-(4-fenil-piperazin-1-il)-asetamit

inhibisyon yok

60

MA 460.17

N-[2-(4-klor-benzil)-benzoksazol-5-il]-2-(4-fenil-piperazin-1-il)-asetamit

inhibisyon yok

61

MA 444.2

\__/

N-[2-(4-flor-benzil)-benzoksazol-5-il]-2-(4-fenil-piperazin-1-il)-asetamit

inhibisyon yok

62

MA 504.12

AT O

N-[2-(4-brom-benzil)-benzoksazol-5-il]-2-(4-fenil-piperazin-1-il)-asetamit

inhibisyon yok
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e | oL
/ {% Inhibisyon yok
MA 505 @— NCHZCNH y y
N-[2-(4-brom-benzil)-benzoksazol-5-il]-2-(4-fenil-piperazin-1-il)-asetamit
64 °>7
ﬁ Jo o ¢ inhibisyon yok
MA 398.15 HaCN NCH,CNH N
N-[2-(4-klor-benzil)-benzoksazol-5-il]-2-(4-metil-piperazin-1-il)-asetamit
65 :
ﬁ /> o " inhibisyon yok
MA 382.18 HaCN NCH,CNH N
N-[2-(4-flor-benzil)-benzoksazol-5-il]-2-(4-metil-piperazin-1-il)-asetamit
66 B
/T ﬁ /> o ” inhibisyon yok
MA 442.01 | Haen NCH,CNH N
N-[2-(4-brom-benzil)-benzoksazol-5-il]-2-(4-metil-piperazin-1-il)-asetamit
67 A
o] CH .
I /> ’ inhibisyon yok
MA 364 HsCN NCH,CNH N
N-[2-(benzyl-benzoksazol-5-il)-2-(4-metil-piperazin-1-il)-asetamit
68 *
Vi ICso > 20 uM
MA 395.39 O,N SO,NH N
4-Nitro-N-(2-fenil-benzoksazol-5-il)-benzensiilfonamit
69 inkiibasyon ortaminda
> < > bulaniklik sorunu var,
MA 429.83 SO,NH
calisma yapilamadi
N-[2-(4-klor-fenil)-benzoksazol-5-il]-4-nitro-benzensiilfonamit
70 2
F
/ ICso > 20 pM
MA 413 0N SO,NH N
N-[2-(4-flor-fenil)-benzoksazol-5-il]-4-nitro-benzensilfonamit
71 inkiibasyon ortaminda
bulaniklik sorunu var,
MA 474.29 SO,NH

N-[2-(4-brom-fenil)-benzoksazol-5-il]-4-nitro-benzensiilfonamit

¢alisma yapilamadi
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; -0
CzHs
ICs0 > 20 uM
MA 393.46 OMH s
4-amino-N-[2-(4-etil-fenil)-benzoksazol-5-il]-benzensiilfonamit
73
CoHs
MA 423 —< >—so NH 'Cs0>20 1M
2-(4-etil-fenil)-benzoksazol-5-il]-4-nitro-benzensulfonamit
74 9
/ o ICso > 20 UM
MA 409.42 ozw@sosz N *
4-nitro-N-(2-p-tolil-benzoksazol-5-il]-benzensulfonamit
) -
VAR ¢ ICs0 ~10 uM
MA 443.86 oQNOSW N so ~1UH
N-[2-(4-klor-benzil)-benzoksazol-5-il]-4-nitro-benzensiilfonamit
76 °
/>—CH2 Lo
MA 409 - i : o K Inhibisyon yok
N-(2-benzil-benzoksazol-5-il)-4-nitro-benzensilfonamit
77
/: |Cso <20 HM
MA 488.31 SONH
N-[2-(4-brom-benzil)-benzoksazol-5-il]-4-nitro-benzensulfonamit
78 0
/>7CH24©70' Inhibisyon yok
MA 335 CIH,CCHN N
2-klor-N-[2-(4-klor-benzil)-benzoksazol-5-il]-asetamit
79 0
%%4@7& Inhibisyon yok
MA 377.98 N i
N-[2-(4-brom-benzil)-benzoksazol-5-il]-2-klor-asetamit
80
MA 318,06 />7 O inhibisyon yok

CIH,CCHN

2-klor-N-[2-(4-flor-benzil)-benzoksazol-5-il]-asetamit
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81 N
CHZ0 inhibisyon yok
MA 269.26 /©[ /> O yony
O,N N
5-nitro-2-fenoksimetil-1H-benzoimidazol
H3CO
82
inhibisyon yok
MA 270.24
2-(2-metoksi-fenil)-6-nitro-benzoksazol
83
inhibisyon yok
MA 254.25
6-metil-2-(2-nitro-fenil)-benzoksazol
, QHD
inhibisyon yok
MA 332.33 4@7'@1% yony
4-flor-N-(2-fenil-benzoksazol-5-il)-benzamit
o)
>_< >_F
85 @il\l/
=" inhibisyon yok
MA 332.23 OH
2-{[2-(4-flor-fenil)-benzoksazol-5-ilimin]-metil}-fenol
0,
S~
86 —N N
inhibisyon yok
MA 395.13 yony
Br
(4-brom-benziliden)-[2-(4-flor-fenil)-benzoksazol-5-il]-amin
0
J =0+
87 — §
inhibisyon yok
MA 433.18 yony

Br

5-brom-2-{[2-(4-ter-butil-fenil)-benzoksazol-5-ilimin]-metil}-fenol




79

-0
88 —
on inhibisyon yok
MA 411.58 ;E( yony
5-brom-2-{[2-(4-klor-fenil)-benzoksazol-5-ilimin]-metil}-fenol
OSSO
89 —n
on inhibisyon yok
MA 350.68
2-{[2-(4-klor-fenil)-benzoksazol-5-ilimin]-metil}-5-flor-fenol
a0 @EH )
inhibisyon yok
MA 348.68
2-{[2-(4-klor-fenil)-benzoksazol-5-ilimin]-metil}-fenol
91
inhibisyon yok
MA 405.15 ;5 yony
(4-brom-benziliden)-[2-(4-etil-fenil)-benzoksazol-5-il]-amin
92 C[ : i : \
inhibisyon yok
MA 342.25

2-(4-etil-fenil)-benzoksazol-5-ilimino]-metil}-fenol




GST P11,
Kodu R X R1
IC50 (UM)
inkiibasyon ortaminda
93
Br CH; H bulaniklik sorunu var,
MA 407
calisma yapilamadi
inkiibasyon ortaminda
94
Br | CH; NO2 | pulanikiik sorunu var,
MA 452
calisma yapilamadi
inkiibasyon ortaminda
95
Br | CH; Cl bulaniklik sorunu var,
MA 441
¢alisma yapilamadi
inkiibasyon ortaminda
96
Br CH; Br bulaniklik sorunu var,
MA 486
calisma yapilamadi
inkiibasyon ortaminda
97 bulaniklik sorunu var,
Br | CH, F
MA 425 calisma yapilamadi
inkiibasyon ortaminda
98 bulaniklik sorunu var,
Br | CH, CH;3
MA 421 ¢alisma yapilamadi —
inkiibasyon ortaminda
99
Br CH; OC:Hs | pulaniklik sorunu var,
MA 451
calisma yapilamadi




inkiibasyon ortaminda

100
Br | CH; H bulanikhk sorunu var,
MA 423
calisma yapilamadi
inkiibasyon ortaminda
101
Br | CH; Cl bulaniklik sorunu var,
MA 457
calisma yapilamadi
inkiibasyon ortaminda
102
Br | CH, F bulaniklik sorunu var,
MA 441
galisma yapilamadi
inkiibasyon ortaminda
103
Br | CH, H bulaniklik sorunu var,
MA 439
calisma yapilamadi
inkiibasyon ortaminda
104
Br - H bulaniklik sorunu var,
MA 393
caligma yapilamadi
inkiibasyon ortaminda
105
Br - NOz | pulanikiik sorunu var,
MA 438
galisma yapilamadi
106
Br - Cl ICs0 < 20 uM
MA 427
107
Br _ Br |C50 <20 HM
MA 472
108
Br - F |Cso > 20 UM
MA 411
109
Br - OCHj ICs0 > 20 UM
MA 423
110
Br - CH3 |C5o > 20 HM
MA 407
111
Br - C,Hs ICs0 > 20 uM

MA 421

81



112
Br - C(CHj3); ICs0 > 20 uM
MA 449
113
CHj; CH, H ICs9 > 20 UM
MA 342
114
CH3 CH, NO, |Cso > 20 UM
MA 387
115 ICs0 > 20 uM
CH; | CH, Cl
MA 376
116
CH; | CH, Br ICs0 > 20 uM
MA 421
117
CHj; CH, F ICs9 > 20 UM
MA 360
118
CHj; CH, CHj; ICs0 > 20 UM
MA 356
119
CH3 CH2 OCH3 |C5o > 20 UM
MA 372
120
CH3 CH2 OC2H5 |C50 > 20 IJM
MA 386
121
CH3 CH2 H |C50 > 20 |JM
MA 358
122
CH; | CH, Cl ICs0 > 20 uM
MA 392
123
CHj; CH, F ICs9 > 20 UM
MA 376
124
CH3 CH2 H |C5o > 20 UM

MA 374

82



10.

11.

83

KAYNAKLAR

Copeland, R.A. (2000). Enzymes : a practical introduction to structure,

mechanism, and data analysis (2nd bs.). New York ; London: Wiley.

Brocchieri, L.,Karlin, S. (2005) Protein length in eukaryotic and
prokaryotic proteomes. Nucleic Acids Res, 33 (10), 3390-3400.

Josephy, P.D.,Mannervik, B. (2006). Molecular toxicology (2nd bs.).
New York ; Oxford: Oxford University Press.

Liska, D., Lyon, M.Jones, D.S. (2006) Detoxification and
biotransformational imbalances. Explore (NY), 2 (2), 122-140.

Chasseaud, L.F. (1979) The role of glutathione and glutathione S-
transferases in the metabolism of chemical carcinogens and other

electrophilic agents. Adv Cancer Res, 29, 175-274.

Dickinson, D.A.,Forman, H.J. (2002) Glutathione in defense and
signaling: lessons from a small thiol. Annals of the New York Academy
of Sciences, 973, 488-504.

Estrela, J.M., Ortega, A.,Obrador, E. (2006) Glutathione in cancer
biology and therapy. Critical reviews in clinical laboratory sciences, 43
(2), 143-181.

Booth, J., Boyland, E.,Sims, P. (1961) An enzyme from rat liver
catalysing conjugations with glutathione. Biochem J, 79 (3), 516-524.
Combes, B.,Stakelum, G.S. (1961) A liver enzyme that conjugates
sulfobromophthalein sodium with glutathione. J Clin Invest, 40, 981-
988.

Mannervik, B., Awasthi, Y.C., Board, P.G., Hayes, J.D., Di llio, C.,
Ketterer, B. ve digerleri. (1992) Nomenclature for human glutathione
transferases. Biochem J, 282 ( Pt 1), 305-306.

Mannervik, B., Board, P.G., Hayes, J.D., Listowsky, |.,Pearson, W.R.
(2005) Nomenclature for mammalian soluble glutathione transferases.
Methods Enzymol, 401, 1-8.



12.

13.

14.

15.

16.

17.

18.

19.

20.

84

Mannervik, B., Board, P.G., Hayes, J.D., Listowsky, |.,Pearson, W.R.
(2005) Nomenclature for mammalian soluble glutathione transferases.

Methods in enzymology, 401, 1-8.

Ladner, J.E., Parsons, J.F., Rife, C.L., Gillland, G.L.,Armstrong, R.N.
(2004) Parallel evolutionary pathways for glutathione transferases:
structure and mechanism of the mitochondrial class kappa enzyme
rGSTK1-1. Biochemistry, 43 (2), 352-361.

Raghunathan, S., Chandross, R.J., Kretsinger, R.H., Allison, T.J.,
Penington, C.J.,Rule, G.S. (1994) Crystal structure of human class mu
glutathione transferase GSTM2-2. Effects of lattice packing on
conformational heterogeneity. J Mol Biol, 238 (5), 815-832.

Reinemer, P., Dirr, HW., Ladenstein, R., Schaffer, J., Gallay,
O.,Huber, R. (1991) The three-dimensional structure of class pi
glutathione S-transferase in complex with glutathione sulfonate at 2.3
A resolution. EMBO J, 10 (8), 1997-2005.

Sinning, I., Kleywegt, G.J., Cowan, S.W., Reinemer, P., Dirr, HW.,
Huber, R. ve digerleri. (1993) Structure determination and refinement
of human alpha class glutathione transferase A1-1, and a comparison
with the Mu and Pi class enzymes. J Mol Biol, 232 (1), 192-212.

Armstrong, R.N. (1997) Structure, catalytic mechanism, and evolution
of the glutathione transferases. Chemical research in toxicology, 10
(1), 2-18.

Oakley, A. (2011) Glutathione transferases: a structural perspective.

Drug metabolism reviews, 43 (2), 138-151.

Wilce, M.C.,Parker, M\W. (1994) Structure and function of glutathione
S-transferases. Biochim Biophys Acta, 1205 (1), 1-18.

Armstrong, R.N. (1991) Glutathione S-transferases: reaction
mechanism, structure, and function. Chem Res Toxicol, 4 (2), 131-
140.



21.

22.

23.

24.

25.

26

27.

28.

85

Hayes, J.D., Judah, D.J., McLellan, L.l., Kerr, L.A., Peacock,
S.D.,Neal, G.E. (1991) Ethoxyquin-induced resistance to aflatoxin B1
in the rat is associated with the expression of a novel alpha-class
glutathione S-transferase subunit, Yc2, which possesses high catalytic
activity for aflatoxin B1-8,9-epoxide. Biochem J, 279 ( Pt 2), 385-398.

Johansson, A.S.,Mannervik, B. (2001) Human glutathione transferase
A3-3, a highly efficient catalyst of double-bond isomerization in the
biosynthetic pathway of steroid hormones. J Biol Chem, 276 (35),
33061-33065.

Chen, H.,Juchau, M.R. (1998) Recombinant human glutathione S-
transferases catalyse enzymic isomerization of 13-cis-retinoic acid to
all-trans-retinoic acid in vitro. Biochem J, 336 ( Pt 1), 223-226.

Blackburn, A.C., Woollatt, E., Sutherland, G.R.,Board, P.G. (1998)
Characterization and chromosome location of the gene GSTZ1
encoding the human Zeta class glutathione transferase and
maleylacetoacetate isomerase. Cytogenet Cell Genet, 83 (1-2), 109-
114.

Litwack, G., Ketterer, B.,Arias, I.M. (1971) Ligandin: a hepatic protein
which binds steroids, bilirubin, carcinogens and a number of

exogenous organic anions. Nature, 234 (5330), 466-467.

Mannervik, B. (1985) The isoenzymes of glutathione transferase.
Advances in enzymology and related areas of molecular biology, 57,
357-417.

Lai, D., Visser-Grieve, S.,Yang, X. (2012) Tumour suppressor genes
in chemotherapeutic drug response. Bioscience reports, 32 (4), 361-
374.

Orlando, D.A., Lin, C.Y., Bernard, A., Wang, J.Y., Socolar, J.E,,
Iversen, E.S. ve digerleri. (2008) Global control of -cell-cycle
transcription by coupled CDK and network oscillators. Nature, 453
(7197), 944-947.



29.

30.

31.

32.

33.

34.

35.

36.

37.

38.

86

Herman, J.G.,Baylin, S.B. (2003) Gene silencing in cancer in
association with promoter hypermethylation. The New England journal
of medicine, 349 (21), 2042-2054.

Gschwind, A., Fischer, O.M.,Ullrich, A. (2004) The discovery of
receptor tyrosine kinases: targets for cancer therapy. Nature reviews.
Cancer, 4 (5), 361-370.

Lu, T., Shao, N.Ji, C. (2012) Targeting microRNAs to modulate

TRAIL-induced apoptosis of cancer cells. Cancer gene therapy.

Renehan, A.G., Booth, C.,Potten, C.S. (2001) What is apoptosis, and
why is it important? BMJ, 322 (7301), 1536-1538.

Young, A.M., Allen, C.E.,Audus, K.L. (2003) Efflux transporters of the
human placenta. Advanced drug delivery reviews, 55 (1), 125-132.

Sau, A., Pellizzari Tregno, F., Valentino, F., Federici, G.,Caccuri, A.M.
(2010) Glutathione transferases and development of new principles to
overcome drug resistance. Archives of biochemistry and biophysics,
500 (2), 116-122.

Coles, B.,Ketterer, B. (1990) The role of glutathione and glutathione
transferases in chemical carcinogenesis. Critical reviews in

biochemistry and molecular biology, 25 (1), 47-70.

Fournier, D., Bride, J.M., Poirie, M., Berge, J.B.,Plapp, F.W., Jr. (1992)
Insect glutathione S-transferases. Biochemical characteristics of the
major forms from houseflies susceptible and resistant to insecticides.
The Journal of biological chemistry, 267 (3), 1840-1845.

Piccolomini, R., Di llio, C., Aceto, A., Allocati, N., Faraone, A., Cellini,
L. ve digerleri. (1989) Glutathione transferase in bacteria: subunit
composition and antigenic characterization. Journal of general
microbiology, 135 (11), 3119-3125.

Tchernev, G. (2009) Apoptotic Pathways, Cell Cycle Regulation and
Cancer Progression: Review. Turkiye Klinikleri Tip Bilimleri Dergisi, 29
(4), 952-958.



39.

40.

41.

42.

43.

44,

45.

46.

47.

87

Laborde, E. (2010) Glutathione transferases as mediators of signaling
pathways involved in cell proliferation and cell death. Cell death and
differentiation, 17 (9), 1373-1380.

Burg, D., Riepsaame, J., Pont, C., Mulder, G.,van de Water, B. (2006)
Peptide-bond modified glutathione conjugate analogs modulate GSTpi
function in GSH-conjugation, drug sensitivity and JNK signaling.
Biochem Pharmacol, 71 (3), 268-277.

Karin, M.,Gallagher, E. (2005) From JNK to pay dirt: jun kinases, their
biochemistry, physiology and clinical importance. IUBMB life, 57 (4-5),
283-295.

Adler, V., Yin, Z., Fuchs, S.Y., Benezra, M., Rosario, L., Tew, K.D. ve
digerleri. (1999) Regulation of JNK signaling by GSTp. The EMBO
journal, 18 (5), 1321-1334.

Tew, K.D.,Townsend, D.M. (2011) Regulatory functions of glutathione
S-transferase P1-1 unrelated to detoxification. Drug metabolism
reviews, 43 (2), 179-193.

Burg, D.,Mulder, G.J. (2002) Glutathione conjugates and their
synthetic derivatives as inhibitors of glutathione-dependent enzymes
involved in cancer and drug resistance. Drug Metab Rev, 34 (4), 821-
863.

Cui, H., Shen, J., Lu, D., Zhang, T., Zhang, W., Sun, D. ve digerleri.
(2008) 4-Aryl-1,3,2-oxathiazolylium-5-olate: a novel GST inhibitor to
release JNK and activate c-Jun for cancer therapy. Cancer Chemother
Pharmacol, 62 (3), 509-515.

Flatgaard, J.E., Bauer, K.E.,Kauvar, L.M. (1993) Isozyme specificity of
novel glutathione-S-transferase inhibitors. Cancer Chemother
Pharmacol, 33 (1), 63-70.

Ricci, G., De Maria, F., Antonini, G., Turella, P., Bullo, A., Stella, L. ve
digerleri. (2005) 7-Nitro-2,1,3-benzoxadiazole derivatives, a new class

of suicide inhibitors for glutathione S-transferases. Mechanism of



48.

49.

50.

51.

52.

53.

54.

88

action of potential anticancer drugs. J Biol Chem, 280 (28), 26397-
26405.

Turella, P., Cerella, C., Filomeni, G., Bullo, A., De Maria, F., Ghibelli,
L. ve digerleri. (2005) Proapoptotic activity of new glutathione S-
transferase inhibitors. Cancer Res, 65 (9), 3751-3761.

Morgan, A.S., Ciaccio, P.J., Tew, K.D.,Kauvar, L.M. (1996) Isozyme-
specific glutathione S-transferase inhibitors potentiate drug sensitivity
in cultured human tumor cell lines. Cancer Chemother Pharmacol, 37
(4), 363-370.

Burg, D., Filippov, D.V., Hermanns, R., van der Marel, G.A., van
Boom, J.H.,Mulder, G.J. (2002) Peptidomimetic glutathione analogues
as novel gammaGT stable GST inhibitors. Bioorg Med Chem, 10 (1),
195-205.

Caccuri, A.M., Ascenzi, P., Antonini, G., Parker, M.W., Oakley, A.J.,
Chiessi, E. ve digerleri. (1996) Structural flexibility modulates the
activity of human glutathione transferase P1-1. Influence of a poor co-
substrate on dynamics and kinetics of human glutathione transferase.
J Biol Chem, 271 (27), 16193-16198.

Pellizzari Tregno, F., Sau, A., Pezzola, S., Geroni, C., Lapenta, C.,
Spada, M. ve digerleri. (2009) In vitro and in vivo efficacy of 6-(7-nitro-
2,1,3-benzoxadiazol-4-ylthio)hexanol (NBDHEX) on human
melanoma. Eur J Cancer, 45 (14), 2606-2617.

Tew, K.D. (2007) Redox in redux: Emergent roles for glutathione S-
transferase P (GSTP) in regulation of cell signaling and S-
glutathionylation. Biochem Pharmacol, 73 (9), 1257-1269.

Federici, L., Lo Sterzo, C., Pezzola, S., Di Matteo, A., Scaloni, F.,
Federici, G. ve digerleri. (2009) Structural basis for the binding of the
anticancer compound 6-(7-nitro-2,1,3-benzoxadiazol-4-ylthio)hexanol

to human glutathione s-transferases. Cancer Res, 69 (20), 8025-8034.



55.

56.

o7.

58.

59.

60.

61.

62.

63.

89

Asakura, T., Sasagawa, A., Takeuchi, H., Shibata, S., Marushima, H.,
Mamori, S. ve digerleri. (2007) Conformational change in the active
center region of GST P1-1, due to binding of a synthetic conjugate of
DXR with GSH, enhanced JNK-mediated apoptosis. Apoptosis, 12 (7),
1269-1280.

Tew, K.D., Dutta, S.,Schultz, M. (1997) Inhibitors of glutathione S-
transferases as therapeutic agents. Adv Drug Deliv Rev, 26 (2-3), 91-
104.

Kolm, R.H., Stenberg, G., Widersten, M.,Mannervik, B. (1995) High-
level bacterial expression of human glutathione transferase P1-1
encoded by semisynthetic DNA. Protein Expr Purif, 6 (3), 265-271.

Mannervik, B.,Guthenberg, C. (1981) Glutathione transferase (human
placenta). Methods Enzymol, 77, 231-235.

Habig, W.H., Pabst, M.J.,Jakoby, W.B. (1974) Glutathione S-
transferases. The first enzymatic step in mercapturic acid formation. J
Biol Chem, 249 (22), 7130-7139.

Adler, V., Yin, Z., Fuchs, S.Y., Benezra, M., Rosario, L., Tew, K.D. ve
digerleri. (1999) Regulation of JNK signaling by GSTp. EMBO J, 18
(5), 1321-1334.

Dulhunty, A., Gage, P., Curtis, S., Chelvanayagam, G.,Board, P.
(2001) The glutathione transferase structural family includes a nuclear
chloride channel and a ryanodine receptor calcium release channel
modulator. J Biol Chem, 276 (5), 3319-3323.

Raffalli-Mathieu, F., Persson, D.,Mannervik, B. (2007) Differences
between bovine and human steroid double-bond isomerase activities
of Alpha-class glutathione transferases selectively expressed in

steroidogenic tissues. Biochim Biophys Acta, 1770 (1), 130-136.

Tew, K.D. (1994) Glutathione-associated enzymes in anticancer drug
resistance. Cancer Res, 54 (16), 4313-4320.



64.

65.

66.

67.

68.

69.

70.

71.

90

Wang, T., Arifoglu, P., Ronai, Z.,Tew, K.D. (2001) Glutathione S-
transferase P1-1 (GSTP1-1) inhibits c-Jun N-terminal kinase (JNK1)
signaling through interaction with the C terminus. J Biol Chem, 276
(24), 20999-21003.

Tew, K.D.,Townsend, D.M. (2011) Regulatory functions of glutathione
S-transferase P1-1 unrelated to detoxification. Drug Metab Rev, 43
(2), 179-193.

Shi, D.F., Bradshaw, T.D., Wrigley, S., McCall, C.J., Lelieveld, P.,
Fichtner, I. ve digerleri. (1996) Antitumor benzothiazoles. 3. Synthesis
of 2-(4-aminophenyl)benzothiazoles and evaluation of their activities
against breast cancer cell lines in vitro and in vivo. J Med Chem, 39
(17), 3375-3384.

Ertan, T., Yildiz, I., Tekiner-Gulbas, B., Bolelli, K., Temiz-Arpaci, O.,
Ozkan, S. ve digerleri. (2009) Synthesis, biological evaluation and 2D-
QSAR analysis of benzoxazoles as antimicrobial agents. Eur J Med
Chem, 44 (2), 501-510.

Oksuzoglu, E., Tekiner-Gulbas, B., Alper, S., Temiz-Arpaci, O., Ertan,
T., Yildiz, I. ve digerleri. (2008) Some benzoxazoles and
benzimidazoles as DNA topoisomerase | and Il inhibitors. J Enzyme
Inhib Med Chem, 23 (1), 37-42.

Mannervik, B.,Danielson, U.H. (1988) Glutathione transferases--
structure and catalytic activity. CRC Crit Rev Biochem, 23 (3), 283-
337.

Phillips, M.F.,Mantle, T.J. (1991) The initial-rate kinetics of mouse
glutathione S-transferase YfYf. Evidence for an allosteric site for
ethacrynic acid. Biochem J, 275 ( Pt 3), 703-709.

Ploemen, J.H., van Ommen, B.,van Bladeren, P.J. (1990) Inhibition of
rat and human glutathione S-transferase isoenzymes by ethacrynic
acid and its glutathione conjugate. Biochem Pharmacol, 40 (7), 1631-
1635.



72.

73.

74.

75.

76.

77.

78.

79.

80.

91

Tew, K.D., Bomber, A.M.,Hoffman, S.J. (1988) Ethacrynic acid and
piriprost as enhancers of cytotoxicity in drug resistant and sensitive
cell lines. Cancer Res, 48 (13), 3622-3625.

Carrassa, L., Chila, R., Lupi, M., Ricci, F., Celenza, C., Mazzoletti, M.
ve digerleri. (2012) Combined inhibition of Chk1 and Wee1: in vitro
synergistic effect translates to tumor growth inhibition in vivo. Cell
cycle, 11 (13), 2507-2517.

Davies, K.D., Cable, P.L., Garrus, J.E., Sullivan, F.X., von Carlowitz,
I., Huerou, Y.L. ve digerleri. (2011) Chk1 inhibition and Wee1 inhibition
combine synergistically to impede cellular proliferation. Cancer Biol
Ther, 12 (9), 788-796.

Kumar, N. (1981) Taxol-induced polymerization of purified tubulin.
Mechanism of action. J Biol Chem, 256 (20), 10435-10441.

Ringel, I.,Horwitz, S.B. (1991) Studies with RP 56976 (taxotere): a
semisynthetic analogue of taxol. J Natl Cancer Inst, 83 (4), 288-291.

Lortholary, A., Maillard, P., Delva, R., Boisdron-Celle, M., Perard, D.,
Vernillet, L. ve digerleri. (2000) Docetaxel in combination with 5-
fluorouracil in patients with metastatic breast cancer previously treated
with anthracycline-based chemotherapy: a phase I, dose-finding study.
Eur J Cancer, 36 (14), 1773-1780.

Trebunova, M., Laputkova, G., Slaba, E., Lacjakova, K.,Verebova, A.
(2012) Effects of docetaxel, doxorubicin and cyclophosphamide on
human breast cancer cell line MCF-7. Anticancer Res, 32 (7), 2849-
2854.

Hayes, J.D.,Pulford, D.J. (1995) The glutathione S-transferase
supergene family: regulation of GST and the contribution of the

isoenzymes to cancer chemoprotection and drug resistance. Crit Rev
Biochem Mol Biol, 30 (6), 445-600.

Hayeshi, R., Chinyanga, F., Chengedza, S.,Mukanganyama, S. (2006)

Inhibition of human glutathione transferases by multidrug resistance



81.

82.

83.

84.

85.

86.

87.

88.

92

chemomodulators in vitro. J Enzyme Inhib Med Chem, 21 (5), 581-
587.

Armstrong, D.K., Gordon, G.B., Hilton, J., Streeper, R.T., Colvin,
O.M.,Davidson, N.E. (1992) Hepsulfam sensitivity in human breast
cancer cell lines: the role of glutathione and glutathione S-transferase
in resistance. Cancer Res, 52 (6), 1416-1421.

Shea, T.C., Claflin, G., Comstock, K.E., Sanderson, B.J., Burstein,
N.A., Keenan, E.J. ve digerleri. (1990) Glutathione transferase activity
and isoenzyme composition in primary human breast cancers. Cancer
Res, 50 (21), 6848-6853.

Howie, A.F., Miller, W.R., Hawkins, R.A., Hutchinson, A.R.,Beckett,
G.J. (1989) Expression of glutathione S-transferase B1, B2, Mu and Pi
in breast cancers and their relationship to oestrogen receptor status.
Br J Cancer, 60 (6), 834-837.

Moscow, J.A., Townsend, A.J., Goldsmith, M.E., Whang-Peng, J.,
Vickers, P.J., Poisson, R. ve digerleri. (1988) Isolation of the human
anionic glutathione S-transferase cDNA and the relation of its gene
expression to estrogen-receptor content in primary breast cancer.
Proc Natl Acad Sci U S A, 85 (17), 6518-6522.

Franco, R.L., Schenka, N.G., Schenka, A.A., Rezende, L.F.,Gurgel,
M.S. (2012) Glutathione S-transferase Pi expression in invasive breast

cancer and its relation with the clinical outcome. J BUON, 17 (2), 259-
264.

Holmes, J., Wareing, C., Jacobs, A., Hayes, J.D., Padua, R.A.,Wolf,
C.R. (1990) Glutathione-s-transferase pi expression in leukaemia: a
comparative analysis with mdr-1 data. Br J Cancer, 62 (2), 209-212.
Freshney, R.I. (1987). Culture of animal cells : a manual of basic
technique (2nd bs.). New York: A.R. Liss.

Black, S.M., Beggs, J.D., Hayes, J.D., Bartoszek, A., Muramatsu, M.,

Sakai, M. ve digerleri. (1990) Expression of human glutathione S-



89.

90.

91.

92.

93.

94.

93

transferases in Saccharomyces cerevisiae confers resistance to the
anticancer drugs adriamycin and chlorambucil. The Biochemical
journal, 268 (2), 309-315.

Nakagawa, K., Saijo, N., Tsuchida, S., Sakai, M., Tsunokawa, Y.,
Yokota, J. ve digerleri. (1990) Glutathione-S-transferase pi as a
determinant of drug resistance in transfectant cell lines. The Journal of
biological chemistry, 265 (8), 4296-4301.

Nagourney, R.A., Messenger, J.C., Kern, D.H.,Weisenthal, L.M.
(1990) Enhancement of anthracycline and alkylator cytotoxicity by
ethacrynic acid in primary cultures of human tissues. Cancer

chemotherapy and pharmacology, 26 (5), 318-322.

Nakanishi, Y., Matsuki, H., Takayama, K., Yatsunami, J., Kawasaki,
M., Abe, M. ve digerleri. (1997) Glutathione derivatives enhance
adriamycin cytotoxicity in a human lung adenocarcinoma cell line.
Anticancer research, 17 (3C), 2129-2134.

Nabholtz, J.M., North, S., Smylie, M., Mackey, J., Au, H.J., Au, R. ve
digerleri. (2000) Docetaxel (Taxotere) in combination with
anthracyclines in the treatment of breast cancer. Semin Oncol, 27 (2
Suppl 3), 11-18.

Henderson, [.C., Berry, D.A., Demetri, G.D., Cirrincione, C.T.,
Goldstein, L.J., Martino, S. ve digerleri. (2003) Improved outcomes
from adding sequential Paclitaxel but not from escalating Doxorubicin
dose in an adjuvant chemotherapy regimen for patients with node-
positive primary breast cancer. Journal of clinical oncology : official

journal of the American Society of Clinical Oncology, 21 (6), 976-983.

McGrogan, B.T., Gilmartin, B., Carney, D.N.,McCann, A. (2008)
Taxanes, microtubules and chemoresistant breast cancer. Biochimica
et biophysica acta, 1785 (2), 96-132.



95.

96.

97.

98.

99.

100.

101.

102.

103.

94

De, S., Cipriano, R., Jackson, M.W.Stark, G.R. (2009)
Overexpression of kinesins mediates docetaxel resistance in breast
cancer cells. Cancer research, 69 (20), 8035-8042.

Mathew, N., Kalyanasundaram, M.,Balaraman, K. (2006) Glutathione
S-transferase (GST) inhibitors. Expert Opinion on Therapeutic
Patents, 16 (4), 431-444.

Crown, J.,O'Leary, M. (2000) The taxanes: an update. Lancet, 355
(9210), 1176-1178.

Clarke, S.J.,Rivory, L.P. (1999) Clinical pharmacokinetics of
docetaxel. Clin Pharmacokinet, 36 (2), 99-114.

Blajeski, A.L., Phan, V.A., Kottke, T.J.,Kaufmann, S.H. (2002) G(1)
and G(2) cell-cycle arrest following microtubule depolymerization in
human breast cancer cells. Journal of Clinical Investigation, 110 (1),
91-99.

Saunders, D.E., Lawrence, W.D., Christensen, C., Wappler, N.L.,
Ruan, H.,Deppe, G. (1997) Paclitaxel-induced apoptosis in MCF-7
breast-cancer cells. Int J Cancer, 70 (2), 214-220.

Wang, L.G., Liu, X.M., Kreis, W.,Budman, D.R. (1999) The effect of
antimicrotubule agents on signal transduction pathways of apoptosis:
a review. Cancer Chemother Pharmacol, 44 (5), 355-361.

Lock, R.B.,Stribinskiene, L. (1996) Dual modes of death induced by
etoposide in human epithelial tumor cells allow Bcl-2 to inhibit
apoptosis without affecting clonogenic survival. Cancer Res, 56 (17),
4006-4012.

Rein, D.T., Schondorf, T., Breidenbach, M., Janat, M.M., Weikelt, A.,
Gohring, U.J. ve digerleri. (2000) Lack of correlation between P53
expression, BCL-2 expression, apoptosis and ex vivo chemosensitivity
in advanced human breast cancer. Anticancer Res, 20 (6D), 5069-
5072.



104.

105.

106.

107.

108.

109.

110.

95

Wouters, B.G., Giaccia, A.J., Denko, N.C.,Brown, J.M. (1997) Loss of
p21Waf1/Cip1 sensitizes tumors to radiation by an apoptosis-
independent mechanism. Cancer Res, 57 (21), 4703-4706.

Morse, D.L., Gray, H., Payne, C.M.,Gillies, R.J. (2005) Docetaxel
induces cell death through mitotic catastrophe in human breast cancer
cells. Mol Cancer Ther, 4 (10), 1495-1504.

Gupta, S., Campbell, D., Derijard, B.,Davis, R.J. (1995) Transcription
factor ATF2 regulation by the JNK signal transduction pathway.
Science, 267 (5196), 389-393.

Ip, Y.T.,Davis, R.J. (1998) Signal transduction by the c-Jun N-terminal
kinase (JNK)--from inflammation to development. Curr Opin Cell Biol,
10 (2), 205-219.

Thevenin, A.F., Zony, C.L., Bahnson, B.J.,Colman, R.F. (2011) GST pi
modulates JNK activity through a direct interaction with JNK substrate,
ATF2. Protein Sci, 20 (5), 834-848.

Armstrong, D.K., Gordon, G.B., Hilton, J., Streeper, R.T., Colvin,
O.M.,Davidson, N.E. (1992) Hepsulfam sensitivity in human breast
cancer cell lines: the role of glutathione and glutathione S-transferase

in resistance. Cancer research, 52 (6), 1416-1421.

Zhu, B., Liu, G.T., Zhao, Y.M., Wu, R.S.Strada, S.J. (2006)
Chemosensitizing multiple drug resistance of human carcinoma by
Bicyclol involves attenuated p-glycoprotein, GST-P and Bcl-2. Cancer
biology & therapy, 5 (5), 536-543.



	2a. İç kapak
	2b. Onay sayfası copy
	2c.Tesekkür
	2d. Özet ve abstract
	2e. İçindekiler
	3. Tez yaman düzeltme 121120-ED
	Kod
	1

	2
	4
	MA 403.4
	5
	MA 388.4
	6 
	7



	MA 362.4
	8

	MA 423.3
	9

	MA 389.4
	14


	20
	21
	23 
	24
	MA 290.25
	25

	MA 276.22
	26
	27
	28

	MA 290.25

	32
	42
	43
	44
	46 

	49
	50
	MA 334.03
	MA 429.07
	MA 367.17

	57
	MA 460.17
	MA 444.2
	MA 504.12
	MA 398.15
	MA 382.18
	MA 442.01
	69

	MA 429.83

	72
	MA 443.86

	77
	MA 488.31
	79
	80
	Kodu
	93
	MA 407
	94

	MA 452
	95

	MA 441
	MA 486
	MA 425
	MA 421
	MA 451
	MA 423
	MA 457
	MA 441
	MA 439
	MA 393
	105

	MA 438
	106

	MA 427
	MA 411
	MA 423
	MA 407
	MA 421
	MA 449
	MA 342
	MA 387
	MA 376
	MA 421
	MA 360
	MA 356
	MA 372
	MA 386
	MA 358
	MA 392
	MA 376
	MA 374




