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Nitro grubu iceren Bazi Maddelerin Glutatyon Rediiktaz Enzimi Uzerindeki Inhibisyon
EtKisinin Incelenmesi

Investigation of Inhibition Effect of Nitro Group Containing Substances on Glutathione Reductase Enzyme

Afsin Ahmet KAYA?, Murat SENTURK?, Elif CELENK KAYA?

0z

Glutatyon  rediiktaz (Glutatyon: NADP*
oksidorediiktaz, EC 1.8.1.7; GR) diisiik (GSH) veya
yiiksek molekiil agirlikli (GSSG) disiilfit substratlart ile
indirgenmis piridin niikleotidleri (NADPH) arasinda
elekton transferini katalizler. GR inhibitorleri son
zamanlarda anti-sitma ve kansere karsi faaliyetlerinin
kesfedilmesi nedeniyle oldukc¢a popiiler hale gelmistir.

Enzimatik aktivite Ol¢iimii Beutler metodu ve
spektrofotometre kullanilarak 25°C’de yapildi. Olgiim
sistemi 100 mM Tris-HCI tamponunda (pH 8;0), 0,5
mM EDTA, 3,3 mM GSSG ve 0,1 mM NADPH
iceriyordu. Nitrobenzen (1), 3,5-dinitrosalisilik asit (2),
(2,4-dinitrofenil)  ((4-(prop-1-en-2-yl) sikloheks-1-
enil)-metil) sulfan (3), ((7,7-dimetilbisiklo [2.2.1]
heptan-1-il)metil)-(2,4-dinitrofenil)sulfan (4) ve ((2-
kloro-7,7-dimetilbisiklo  [2.2.1] heptan-1-il)metil)-
(2,4-dinitrofenil)sulfan (5) maddelerinin GR enzimi
tizerindeki in vitro inhibisyon etkisi incelendi.

Inhibisyon etkisi gdsteren maddeler igin % aktivite-
[1] grafikleri ¢izilerek ICso degerleri bulunmustur. Bu
maddelerin GR i¢in ICso degerlerinin mikromolar
seviyesinde oldugu gozlemlendi.

Anahtar Kelimeler: Kiikiirt Atomlu Nitrolu Bilesik,
Glutatyon Rediiktaz, Inhibitér.

ABSTRACT

Glutathione reductase (Glutathione: NADP*
oxidoreductase, EC 1.8.1.7; GR) catalyzes electron
transfer between reduced (GSH) or high molecular
weight (GSSG) disulfide substrates and reduced
pyridine nucleotides (NADPH). Discovery of
glutathione reductase (GR) inhibitors has become very
popular recently due to antimalarial and anticancer
activities.

Enzymatic activity was measured by Beutler’s
method with a Spectrophotometer, at 25°C. The assay
system contained 100 mM Tris-HCI buffer pH 8.0,
including 0.5 mM EDTA, 3.3 mM GSSG and 0.1 mM
NADPH. Inhibition effects of Nitrobenzene (1), 3,5-
Dinitrosalicylic acid (2), (2,4-Dinitrophenyl)((4-(prop-
1-en-2-yl)cyclohex-1-enyl)-methyl)sulfane (3), ((7,7-
dimethylbicyclo[2.2.1]heptan-1-yl)methyl)-(2,4-
dinitrophenyl)sulfane  (4), and ((2-Chloro-7,7-
dimethylbicyclo[2.2.1]heptan-1-yl)methyl)-(2,4-
dinitrophenyl)sulfane (5) compounds on GR have been
investigated in vitro.

I1Cs0 values were determined by drawing % activity-
[11 graphs for compounds showing inhibition effects.
IC50 values of GR for these substances were observed
to be at micromolar level.

Keywords: Nitrogen Compounds with Sulfur Atom,
Glutathione Reductase, Inhibitor.
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Serbest radikaller aerobik organizmalarda
solunum  sirasinda  viicuttaki  normal
reaksiyonlarla tiretilir. Biyolojik sistemlerde,
stiperoksit anyon radikalleri, hidrojen peroksit
vb. gibi reaktif oksijen tiirleri (ROT) seklinde
de dretilebilirler. Saglikli bireylerde dogal
antioksidan savunma arasinda denge vardir.
Hem canli organizmalardan hem de ekzojen
kaynaklardan {iretilen sistem ve ROT
dengededir. Antioksidan-oksidan dengenin
bozulmasi, ROT, yasa baglhh dejeneratif
hastaliklar, kanser, diyabet, artrit ve
kardiyovaskiiler hastaliklara yol agan lipitler,
proteinler ve DNA gibi bir hiicrenin
bilesenlerinde  tahrip edici ve  geri
doniisiimsiiz hasara yol agar.}?

Bir flavoprotein olan Glutatyon rediiktaz
(GR), hiicrede 6nemli bir enzimdir ve hiicre
i¢i tiirlerin redoks hallerinin siirdiiriilmesinde,
serbest  radikallerin ~ ve  reaktiflerin
temizlenmesinde kritik bir rol oynar.
Hemoglobinin yapisinda yer alan,
hemoglobinin  proteinsiz  kismina  yani
hemoglobin’in oksijen tasiyici unsuruna hem
denir. Oksijen tiirleri, hiicre i¢i sinyal iletimi
ve yiiksek GSH / GSSG oranini koruyarak gen
diizenlemesinde etkin rol oynamaktadir.?
Normal kosullar altinda, glutatyon esas olarak
indirgenmis formda (GSH) bulunur, bununla
birlikte, hiicrenin oksidatif stresine tepki
olarak  hizli  bir sekilde  GSSG'ye
oksitlenebilir. Buna ragmen, GR, NADPH ile
GSSG'yi GSH'ye indirger ve GSH / GSSG'nin
hiicre i¢i mol oranin1 %99'un tizerinde tutar.
GSH'nin sayisiz hiicresel siirecteki kilit islevi
nedeniyle, GSH seviyeleri ve GSH / GSSG
orani, Alzheimer, AIDS, diyabet,
kardiyovaskiiler hastalik ve kanser gibi
sayisiz insan hastaligi ile iliskilendirilmistir.#
Ayrica GSH hem’in detoksifikasyonunda
kullanilir ve hiicre i¢i GSH miktarindaki artis
klorokin direncinin gelismesinden sorumlu
olmustur.*® Ote yandan, glutatyon rediiktaz
inhibitorlerinin sitma karsit1 ve antikanser
aktivitesine sahip oldugu bulunmustur.®

Grellier ve arkadaglart GR'min giiclii veya
zayilf inhibitorleri olan bir dizi homolog
nitroaromatik  bilesigin  antiplazmodial
aktivitesini ~ gostermistir.”  Baska  bir
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GIRIS

aragtirmada ise geri doniisli olmayan yeni bir
GR inhibitori 2-asetilamino-3-[4-(2-

asetilamino-2-karboksietil stilfanil
tiyokarbonil amino) fenil tiokarbamoil
stilfanil]  propiyonik asidin  (2-AAPA)

secildigini ve GSH seviyesinin azaldigini
GSSG seviyesinin ise arttigin1 gosterdi. Maya
GR enzimi ile 2-AAPA molekiilii i¢in yapilan
bu calisma sonucunda, NADH/NAD® ve
NADPH/NADP" ve antikanser aktivitelerinin
oranlarimi arttirdigi ve bu enzimi inhibe ettigi
gbzlenmistir.®2 Son zamanlarda, 7-nitro-2,1,3-
benzoksadiazol halka tiirevlerine dayanan,
bazi insan kanser hiicre hatlarinda etkili olan
yeni bir nonpeptidomimetik inhibitér sinifi
tammlanmstir.’ Bunlarin arasinda, bilesik 6-
(7-nitro 2,1,3-benzoksadiazol-4-iltiyo)
heksanol (NBDHEX)'in mikromolar veya
submikromolar miktarlarda birka¢ timor
hiicre hattinda apoptozu indiikleyerek inhibe
ettigi  gosterilmistir.>*  Ayrica NBDHEX
diger ilaclarla kombinasyon halinde, 16semi
ve kiiciik hiicreli akciger kanserlerinde P-
glikoprotein ve MRP1 (Multidrug Resistance
Protein 1: Coklu ilag direng proteini 1) ile
iliskili direncin {istesinden gelebilir ve ayrica
osteosarkom ile iliskili sisplatin direncinin
istesinden gelerek bircok kanser tiiriinii
tedavi etmek igin kullanilabilir.***2 Tang ve
arkadaslarinin yaptig1 bir calismaya gore, p-
nitro kafeik asit fenil esteri (p-NO3-
CAPE)’nin anti-kolon kanseri aktivitesini
arttirdig1 ve elde edilen verilere gore p-NO2-
CAPE’nin, Go/G1 fazinda kolon kanseri hiicre
6liimii, apoptoz ve hiicre dongiisli durmasinin
uyarilmasinda  CAPE'den daha  etkili
oldugunu gosterdi. p53 yolundaki (pozitif ve
negatif geri beslenme dongiileri) bagil
proteinlerin  diizenlenmesi  ve  timor
biiylimesinin inhibe edilmesinde etkilidir.
Ayrica, pNO2-CAPE, VEGF (vaskiiler
endotel biiylime faktorii) ekspresyonunu
onemli olgiide azaltigi  belirlenmistir.'®
Giinimiizde, flutamid ve  nilutamid,
yapilarinda nitro grubunu igeren, prostat
karsinomunun tedavisinde yaygin olarak
kullanilir antiandrojenik ilaglardir. Total
androjen blokaji ile sonuglanan, luliberin
agonistleriyle birlikte kullanilirlar. !4
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Calismamizda, yeni GR inhibitorlerinin
kesfedilmesine yonelik olarak, bazi nirto grup
iceren  molekiillerin ~ (1-5)  inhibisyon
degerlerini belirledik. Inhibisyon degerleri
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ICs0 olarak rapor edildi ve sonuglar en az {i¢

MATERYAL VE METOT

Glutatyon Rediiktaz inhibisyonu

GR  aktivitesi, Beutler = metoduyla
ol¢iilmiistiir.'® Bir enzim birimi, 25 °C, pH
8,0'da deney kosulu altinda dakikada 1 mmol
NADPH'in oksidasyonu olarak
tanimlanmaktadir. Farkli inhibitor
konsantrasyonlar1 kullanildi ve tiim bilesikler,
kullanilan her konsantrasyonda ti¢ paralel
numune halinde test edildi. Kontrol
kiivetlerinin aktivitesi inhibitér yoklugunda
%100 olarak kabul edildi. Her inhibitor igin
bir Aktivite %-[inhibitor] grafigi ¢izildi.

Veri Toplama Araclar1 ve Yontem
Yapilan calismalarda kullanilan

(NADPH), (GSSG), (HCI), (EDTA) protein
tahlil reaktifi ve diger kimyasal maddeler

v

3

Ph(NO2),

—

(NOy),PhSCI
7 6

Sekil 1. 3-5 Numarali Bilesiklerin Sentezi.

. Ham {iriin silika-jel kolondan (100 Q)
EtOAc/hekzan (1/5) ile saflastirildi. Kolondan
sirayla 3 tane triin 3 (%52, 744 mq), 4 (%12,
189 mg) ve 5 (%35, 508 mg) elde edildi.}” Bu

NO» S
NO»
OoN NO>

COOH

1 2 3

Sekil 2. Calismada Kullanilan Maddeler.

Ph(NO,),

bagimsiz  deneyin  ortalamasi  olarak
hesaplandi.
Sigma Chem'den Sigma Chem.

Comp.’den.satin alinmigtir. Nitrobenzen (1),
3,5-Dinitrosalisilik asit (2) ve terpenoid tiirevi
bilesiklerinin (3-5) inhibisyon etkisi in vitro
olarak incelenmistir.

3-5 Numarah Bilesiklerin Sentezi

2,4-Dinitrobenzensiilfenil kloriir (6)’nin
(2.0 g, 8.4 mmol) dikloroetandaki ¢ozeltisi
(200 ml) bir balona (250 ml) konuldu ve buna
B-pinen  (7)’in  (2.32 g, 17 mmol)
dikloroetandaki (20 ml) ¢o6zeltisi 10 dakikada
illave edildi. Reaksiyon karisimi oda
sicakliginda 2 giin karigtirldi.ince tabaka
kromatografisi yardimi ile ¢ikis bilesikleri
tamamen bittigi i¢in reaksiyon sonlandirildi

(Sekil 1). Sonra ¢o6ziicii evaporatorde
uzaklastirildi
(O,N),PhS SPh(NO2):
i ‘\\Cl é
4 5

calismada bazi nitrolu molekiillerin (1-5)
(Sekil 2) GR inhibisyonu hakkinda bilgi
verilmektedir.

SPh(NO,),

<
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BULGULAR VE TARTISMA

Onceki  c¢alismalarda  GR'min  farkli
organizmalardan bircok kez saflagtirildigl ve
cesitli kimyasallarin, pestisitlerin ve ilaglarin
etkileri ~ tlizerindeki  etkisi  arastirildig
bilinmektedir.’®?° Bu calismada GR enzim
aktivitesi Beutler yontemiyle belirlendi.
Ayrica NADPH ve GSSG substrat olarak
kullanildi ve ayni yontem kullanilarak enzim
inhibisyon ¢alismalar yapild.1®

Tablo 1. 1-5 Numarali Bilesiklerin GR Enzimi Igin
ICso Degerleri. (* Degerler U¢ Bagimsiz Denemenin
Ortalamasidir. A Ref. 21).

inhibitor ICso degeri
(uM)*
! 5876 +176,2
2 2394 £ 113
3 1085+ 107
4 593+21,1
5 897 +34,6
N,N-bis(2-kloroetil)-N- 6452
nitrosoiire

Tablo I'deki veriler, GR ile 1-5
bilesiklerinin inhibisyonu ile ilgili sonuglarin,
N, N-bis (2-kloroetil) -N-nitrosoiire (GR
inhibitori  ve  antikanser  ilaci) ile
Karsilastirildigim gostermektedir. 2

Yapilan ¢alismalarda spesifik bir GR
inhibitoriic  olan  N,N-bis(2-kloroetil)-N-
nitrosotire gii¢lii bir inhibitordiir (645 uM). 1-
3 numarali maddeler i¢in ICsp degerleri 1085-
5876 uM araliginda c¢ikmistir. Bu madde
grubu i¢in sonuglar N,N-bis (2-kloroetil) -N-
nitrosotire ile karsilastirildiginda orta seviyeli
GR inhibitorleri olduklar1 sdylenebilir. 4 ve 5
numarali bilesiklerle N,N-bis(2-kloroetil)-N-
nitrosotire inhibisyon sonuglari
kiyaslandiginda giiclii inhibitorler oldugu
goriilmektedir.

Nitréz  bilesigin ~ (N-p-Nitrobenzoil-L-
glutamik asit) GR enzimi ile Ongoriilen
baglanma sablonu, daha once insiliko
(docking) yontemi kullanilarak

belirlenmistir.’? Bu calismada, 4 numarali
madde i¢in benzer bir baglama modeli
oldugunu 6neriyoruz (Sekil 3).

Ser 161  Gly 290

Sekil 3. A: Glutatyon Rediiktaz ve N-p-Nitrobenzoil-L-Glutamik Asit Baglama Modeli.?? B: 4 Numaral Bilesik Ve

Glutatyon Rediiktazin Tahmini Baglanma Modeli.

Bu c¢aligmada, GR enzimi ile ilaglar veya
diger inhibitor simiflarina kiyasla farkli bir
sekilde etkilesime giren yeni bir verimli GR
inhibitorii  smifi  bildirilmistir. Bu  yeni
inhibitor sinifi, Seefeldt, ve arkadaslarinin

yaptigi calisma ile kiyaslandiginda enzim
aktif bolge icindeki glutatyon baglanma
bolgesi arasinda bulunan diger tim GR
inhibitorlerinden farkli sekilde baglandigi
diistiniilmektedir. Diger aktif siniflara kiyasla
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GR aktif bolgesindeki amino asit kalintilart ve
su molekiilleri ile farkli sekilde etkilesmistir,
yaptigimiz bu calismadaki sonuglar klinik
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olarak kullanilan inhibitérlere kiyasla daha iyi
bir inhibisyon profiline sahip bilesikler
tasarlamaya yardime1 oldugu goézlenmistir.

SONUC VE ONERILER

Son yillarda farkli bircok grup tarafindan
yapilan c¢alismalarda, nitro grubu igeren
molekiillerin bir¢ok kanser tiiriine karsi etkili
oldugu  belirlenmistir.®®  Turella  ve
arkadaslari tarafindan yapilan bir ¢alismada 6-
(7-nitro 2,1,3-benzoksadiazol-4-iltiyo)
heksanol (NBDHEX)'in birka¢ tiimor hiicre
hattinda apoptozu indiikleyerek inhibe ettigini
gdstermistir.?® Tang ve arkadaslarinin yaptig
bir calismada ise, kafeik asit fenil esteri
(CAPE)’nin para nitro tirevinin, kolon
kanseri hiicre oliimii, apoptoz ve hiicre
dongiisii durmasinin uyarilmasinda CAPE'den
daha etkili oldugunu gdstermistir. Ascione ve
arkadaslarinin  yaptigi bir c¢alismada ise
leukemia tedavisinde nitrolu bilesiklerin diger
denenen molekiillerden daha etkili oldugu
belirlenmistir.?* GR, yiiksek GSH/GSSG

oranint koruyarak tiyol redoks durumu
homeostazinda  kritik bir rol oynar.?®
Fizyolojik olarak elzem olmasina ragmen,
insan hiicresel GSH havuzu ayrica tiimor
olusumunu ve antikanser ilaglara kars1 direnci
artirabilir.?® Bu yiizden, GR'nin blokaji, esitli
onkolojik hastaliklart tedavi etmek igin
aterapik bir yoOntem olarak ortaya c¢ikar.
Bulgularimiz, 3-5 numarali bilesiklerin GR'yi
inhibe ederek kotii huylu kanser hiicrelerinin
tedavisinde etkin ilag hammaddesi olarak
kullanilabilecegini  gostermektedir. ~ Bu
sonuclar oOzellikle 3-5 numarali maddelerin
kanser tedavisinde kullanilabilme potansiyeli
oldugunu gostermektedir, ancak daha kesin
sonuglar i¢in in  vivo velveya Klinik
calismalarla dogrulanmalidir.
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