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ANALYSIS OF SEVERAL INDOLE DERIVATIVES AS P56"““ TYROSINE
KINASE INHIBITORS BASED ON DOCKING STUDIES
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OZET

Bir seri 3-(siibstitiie-benziliden)- 1,3-dihidroindol-2-on, 3-(siibstitiie-benziliden)- 1,3-dihidroindol-2-
tiyon ve bistiyo 3-(siibstitiie-benziliden)-1,3-dihidroindol tiirevieri p56~* inhibitorleri olarak reseptor
doking c¢alismasit ile arastrildi. Bazi bilesiklerin secici bir inhibitor PPI[I-t-Butil-3-p-tolil-1H-

pirazolo[3,4-d]pirimidin-4-il-amin J'in ~ etkilestigi p56-*"

n enzim aktif yoresine yerlestigi gozlendi.
Bilesiklerin tiimiiniin enzim aktif yoresi ile etkilesimlerinin, en diisiik enerji seviyeleri, hidrojen bagi yapma
kapasiteleri ve aktif yoreye yerlesme kabiliyetlerinin doking ¢alismasi ile degerlendirilmesi sonucunda, 3-
(siibstitiie-benziliden)- 1,3-dihidroindol-2-tiyon tiirevlerinin enzim ile etkilesimlerinin ve biyolojik

aktivitelerinin daha iyi olabilecegi sonucuna varildi.
Anahtar Kelimeler: Reseptir tirozin kinaz; p56-*; N-Siibstitiie indol tiirevleri; doking
ABSTRACT

A series of 3-(substituted-benylidene)-1,3-dihydroindole-2-one, 3-(substituted-benylidene)-1,3-
dihydroindole 2-thione and bisthio 3-(substituted-benylidene)-1,3-dihydroindole derivatives were
investigated as inhibitor of p56"* by performing receptor docking studies. Some compounds were shown to
be docked at the site, where the selective inhibitor PP1 [lI-tert-Butyl-3-p-tolyl-1H-pyrazolo[3, 4-
d]pyrimidine-4-yl-amine] was embedded at the p56**. Evaluation of all compounds for active site
interactions with lowest binding energy level, capability of hydrogen bond formation and superimposibility

on enzyme active site by docking studies, it was concluded that 3-(substituted-benzylidene)-1,3-
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dihydroindol-2-thione derivatives would have good interaction with enzyme active site and have more
biological activity.
6Lck,

Key Words: Receptor tyrosine kinase; p5 N-Substituted indole derivatives, docking

GIRIS

Tirozin kinazlarin, kontrol dis1 biiyiime gosteren neoplastik hiicre olusumuna neden olduklar
saptanmigtir. Bu nedenle, kanser kemoterapisinde kullanilabilecek ilaglarin gelistirilmesinde
potansiyel hedef olarak se¢ilmiglerdir (1, 2). Cesitli reseptor tirozin kinazlar (RTK) VGEF-R2(Flk-
1), FGF-R1, PDGF-Rp, EGF-R ve reseptor olmayan kinazlar olan c-Src tirozin kinazlarin yapilarn
aydinlatilmis ve kanser olusumu iizerine olan etkileri incelenmistir (3-5). Reseptor olmayan
protein tirozin kinaz Src ailesinin 8 iiyesi vardir. Bunlar c-src, c-yes, c-fgr, fyn, Ick, hck, lyn ve blk
olarak adlandirilirlar (6). Lck geninin, 56 kilodalton biiyiikliigiinde olan, T lemfositlerinde ve dogal

6ldiiriici hiicrelerde bulunan sekli p56-*

olarak kodlanmistir. Lck tirozin kinazlar, T lemfosit
glikoproteinleri olan CD4 ve CD8 ile kovalen olmayan bir kompleks olustururlar ve T-hiicre
aktivasyonunda 6nemli rol oynarlar (7). Hiicre aktivasyonu ve iiretiminde rol oynayan p56“*’nmn
drettigi sinyallerin spesifik olarak inhibisyonu, cesitli immiin ve neoplastik hastaliklarin
tedavisinde kullanilabilen yeni grup ilaglarin gelistirilmesi ¢caligmalarini giindeme getirmistir (8, 9).
Protein tirozin kinaz c-Src ailesinin iki iiyesi olan p60°™* ve p56™* enzimlerinin inhibisyonunu
incelemek i¢in PP1[1-#-Butil-3-p-tolil-1H-pirazolo[3,4-d]pirimidin-4-il-amin] ve PP2 [1-#-Butil-3-
p-klorofenil-1H-pirazolo[3,4-d]pirimidin-4-il-amin] olarak adlandirilan iki bilesigin in vitro olarak
Lck ve c-Src’yi ¢ok diisiik konsantrasyonlarda segici olarak inhibe ettikleri bulunmustur (10) (Sekil

1.

Indol halkasi igeren bilesiklerin farkli aktivitelere ve 6zellikle de antikanser aktiviteye sahip olduklar:
bulunmus ve farkli mekanizmalarla aciklanan antikanser aktivitenin bazi tiimorler agisindan, tirozin kinaz
enziminin inhibisyonuyla ortaya ¢iktig1 ortaya konulmustur. Son on yilda, baz1 3-(siibstitiie-benziliden)-1,3-
dihidroindol-2-on tiirevleri tiimér biiylimesi, metastaz ve anjiyojenezise sebep olan gesitli RTK’lara karst
potent ve selektif inhibitor olarak rapor edilmislerdir. Bunlar arasinda, SUS416 ve SU6668’in (Sekil 1)
VEGF-R (Flk-1/KDR, Flt-1)’1n spesifik inhibitorii olduklari in vitro ¢aligmalarla kanitlanmistir (11, 12).
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Sekil 1. Lck ve c-Src inhibitorii PP1, PP2 ve VEGF-R (Flk-1/KDR ve Flt-1) inhibitorii
SU 5416, SU 6668

Indol bilesiklerinin tirozin kinaz enzim inhibisyonu igin 6nemli bir grup bilesikler
olduklarimin bildirilmesinden sonra, biz de bu bilesiklere benzer yapida tirozin kinaz inhibitorii
etkisine sahip olabilecek bir seri 3-(siibstitiie-benziliden)-1,3-dihidroindol-2-on, 3-(siibstitiie-
benziliden)-1,3-dihidroindol-2-tiyon ~ ve  bistiyo 3-(siibstitiie-benziliden)-1,3-dihidroindol
bilesiklerini tasarladik. Bu bilesiklerin kimyasal yapilar1 Sekil 2°de yer almaktadir. Bilesiklerden 3-
(slibstitiie-benziliden)-1,3-dihidro indol-2-on ve 3-(siibstitlie-benziliden)-1,3-dihidroindol-2-tiyon

tiirevlerinin p60¢™"

enzimi lizerine olan inhibisyon etkileri molekiiler doking (enzim aktif yoresinin
bosluguna inhibitér bilesiklerin yerlestirilmesi) ve biyolojik aktivite sonuglari daha Onceki
caligmalarda bildirilmistir (13). Bilesiklerin bazilarmin orta diizeyde (ICs5=20-70 uM) enzimi
inhibe ettikleri ve doking ¢aligmalarindan elde edilen sonuglarin da bunu destekledigi agiklanmgtir.
Umit verici bu sonuglar bizi ayni aileden olan bir diger enzim p56“* iizerine bilesiklerin etkilerini
doking calismalart ile incelemeye yonlendirmistir. Bu ¢alismada bilesiklerin p56“* enzimi {izerine
olan inhibitor etkileri, aktif yore ve aktif yore amino asitleri olan His 203 ve Leu 202 ile olan
etkilesimleri hedef alinarak molekiiler doking c¢alismalar1 ile degerlendirilmistir. Bilesiklerin

6Lck

doking ¢aligmalari, selektif pS6~“" inhibitorii olan PP1 ile karsilastirmali olarak yapilmustir.
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Sekil 2. Doking calismast ile p56“* tirozin kinaz enzim inhibitérii olarak degerlendirilen,
3-(siibstitiie-benziliden)-1,3-dihidroindol-2-on, 3-(siibstitiie-benziliden)-1,3-dihidro
indol-2-tiyon ve bistiyo 3-(siibstitiie-benziliden)-1,3-dihidroindol tiirevleri

MATERYAL VE YONTEM

Molekiiler Doking

DOCK 4.0 programi, kiigiik yapidaki inhibitér molekiillerin aktif yoreye ya da hedeflenen

ylizey alana uygun bir sekilde yerlesimlerini tayin etmek igin spesifik olarak gelistirilen bir
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programdir (14, 15). DOCK 4.0 programu ile herbir inhibitoriin enerji siralamasi igin, 6n hesaph
temas skor kafesi (inhibitdr atomlar ve yiizey hedef atomlar arasindaki mesafeye bagli) ve itme
alanli skor kafesi (Van der Waals ve elektrostatik komponentlerin yarattigi molekiiler mekanik
etkilesme enerjilerine bagli) olusturulur. Bu sekilde kafes olusturarak bilesik atomlarinin amino asit
atomlart ile tek tek etkilesimi kesin olarak yapilabilir. Bilesikler kafese yerlestirildikten sonra,
kafesin herbir hiicresindeki tim ydrelerde kendi etrafindaki doniis hareketi ile birlikte donerler.
Bilesikler bu donme hareketini, enzim yoresindeki herbir cebin tiim yiizeylerini dolasarak
tamamlarlar. Ceplerin yiizeylerinin tanimlanmasi1 DOCK 4.0 programindaki sphengen yardimi ile
yapilmaktadir. En yiiksek sayida yiizey alani olan cep, en genis anlamda isgal edilebilen yiizey ve
dolayisi ile de enzimin aktif yoresi olarak tanimlanir. DOCK 4.0 programi en diisiik 25 enerji
seviyesini hesaplayarak vermektedir. Kafeslerdeki tiim doniislerden elde edilen degerler hesaba
katilsaydi, yaklagik 500 milyon enerji sonucu elde edilirdi. Bu nedenle Kuntz (16), bilesiklerin
enzim ile etkilesimlerini en diisiik enerji seviyelerinde en etkin sekilde olusturacaklarini kabul
ederek, en diisiik enerji seviyesindeki 25 degeri, bilesiklerin enzim etkilesimlerini degerlendirmek

i¢in kabul edilebilecek en uygun degerler oldugunu bildirmistir.

DOCK 4.0’iin vermis oldugu doking enerji sonuglari, Esitlik 1.’de goriilen formiilden
yararlanilarak elde edilmistir. Esitlikten de anlasilacag: ilizere s6z konusu olan enerji, enzim ve

inhibitor bilesikler arasindaki elektrostatik ve Van der Waals etkilesim enerjilerinin toplamidir.

lig rec A . B . q.q

j_ i i1
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i=1 j=1 Vl.j I”ij vy
Esitlik 1.

rij; 1ve j atomlar1 arasindaki mesafe

qi, qj; 1 ve j atomlar1 arasindaki potent enerji yiikii

Aij, Bij; Van der Waals geri tepme ve etkilenme parametreleri
D; dielektrik sabitesi

332; elektrostatik enerjiyi kkal/mol’e doniistiiren faktor

i; inhibitor atomlar1

J, enzim atomlar1
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DOCK 4.0’ilin parametre dosyast olan dock.in igerisinde, enzim kat1 (rijid) konformasyon
olarak nitelendirilirken, ligandlarin esnek oldugu hesaba katilmaktadir. Bu nedenle doking enerji
sonuglari, olmas1 gerektigi kadar etrafli olmadigi halde, ligandlar i¢in baslica fonksiyon belirleyici

sonuglar olarak degerlendirilebilir.

Tablo 1-3’de yer alan RMSD (standart sapmanin kare kokii) degeri, DOCK 4.0 ile
hesaplanan bir degerdir (17). Mesafelerine bagli olarak iki molekiiliin yapisal karsilagtirmasini ve
iist liste ¢akistirilabilme yetenegini ifade etmektedir. Geometrik bir merkez yaratilarak, bilesiklerin
yap1 gegislerinin ve doniislerinin hesaplanmasi ile elde edilen bir degerdir. Atomlarin kartezyen
koordinatlarimin bilesiklerin yapisimi tanmimladigini varsaydigimizda ve nx3 koordinat matriksi (n,
molekiildeki atomlarin sayisidir) ile bunu ifade ettigimizde; yap1 gegisleri, koordinat matriksdeki
herbir dizine gecgis vektorlerinin ilavesi ile hesaplanabilir. Yapilarmm doniisii ise, rotasyon
matriksleri ile koordinat matrikslerinin ¢arpimi ile elde edilir. X ve Y, geometrik merkezlerdeki

gegisleri ayn1 olan iki farkli yapinin koordinat matrikslerini ifade etmektedir.

Doking sonuglarinin degerlendirilmesi, 4 farkli parametre gdz oniine alinarak yapilmaktadir

(18, 19):

1- En diisiik enerji seviyesinde aktif yoreye baglanan bilesiklerin enzim inhibisyonu i¢in

daha secici ve biyolojik olarak aktif bilesikler olacagi diislintilmektedir.

2- Enzim aktif yoresine seciligi olan ve enzimi inhibe ettigi bilinen aktif bir bilesik ile, test

edilen bilesiklerin {ist iiste cakistirilabilme kabiliyeti degerlendirilmektedir.

Bilesiklerin bu ydrede iist iiste ¢akisma kabiliyetleri ne kadar iyi ise bilesikler o kadar
secici ve aktif olabilir (RMSD degerleri bu degerlendirmenin bir gostergesi olarak

hesaplanmaktadir).

3- Bilesikler miimkiin olabilen en diisiik enerji seviyelerinde ne kadar fazla sayida H bagi
yapabiliyorsa ve bu bagi miimkiin olan en diisiik (3 A’den az) mesafede gergeklestirebiliyorsa o

kadar secici ve aktif bilesikler olabilecekleri kabul edilmektedir.
4- Hidrofobik etkilesimlerin roliiniin degerlendirilmesi ile yapilmaktadir.

Protein bilgi bankalarindan tirozin kinaz enzimlerindeki hidrofobik ceplerin nerelerde oldugu
yer almaktadir. Bilesiklerin hidrofobik bdlgeye geometrik yakiligi hidrofobik etkilesim giiglerini
ifade etmektedir. DOCK 4.0 programi yardimi ile hidrofobik bolgeyle etkilesime girebilecek
fonksiyonel gruplarin bilesiklere takilmasi sonucu daha iyi hidrofobik etkilesimlerin olusturulmasi

ve yeni etkin bilesiklerin tasarlanmasi miimkiin olmaktadir.
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Doking Yontemi

Enzim ve inhibitorlerin hazirlanmasi ve doking uygulamalari i¢in SGI Indigo (R4400)
bilgisayar istasyonundan yararlanilmistir. Insight Il programi (MSI) bilesikleri ii¢ boyutlu ¢izmek
icin kullanilmistir. H atomlarini yerlestirmek icin bilesikler Sybyl (Tripos) mol2 dosyalarina
doniistiirilmiigtiir. Deneysel kismi atom yiikleri Insight II programindaki CVFF (Kimyasal
Varyasyon Itme Alani) kullanilarak hesaplanmistir. Enzimler p56"* Protein Bilgi Bankasindan
(PDB, URL: http://www.biochem. ucl.ac.uk/bsm/pdbsum) alinarak, Insight II programinda
inhibitorlerin de yerlestirilecegi ii¢ boyutlu ortama yerlestirilmistir (P56"*"m ii¢ boyutlu yapis1 X-
ray analizi ile elde edilerek protein bilgi bankasina konulmustur). Tirozin kinaz p56“* enziminin
aktif yoresini His 203 ve Leu 202 amino asitlerinin temsil ettigi diistiniilmiistiir. Selektif bir p56-*
enzim inhibitdrii oldugu bilinen PP1, ayn1 programla ¢izilmis ve aktif yoreye yerlestirilmistir. PDB
enzim bankasindan alman tirozin kinaz p56"* enziminin iki boyutlu yapisi Sekil 3’de
gosterilmistir.

- TW—LL-%—%H
W OFKNLERKDAER QLLARCGHNT GEFLIRES ETAGEFSLEVRE F QMQIEVIKATE
171 130 135 o 145 1500 185 10 1es 1To 175 LD
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Pesidoe inteloetiohs:- = with ligand

Sekil 3. Protein Data Bankasindan alman PTK p56"“"nin iki boyutlu yapisi.
DOCK 4.0’1n uygulanisi agagidaki siraya gore gerceklestirilmistir:

1. PDB bilgi bankasindan enzimin yapist alindi, hidrojen atomlar1 eklendi ve yiikleri

belirlendi.

2. Enzim aktif yoresine baglanacag1 diisliniilen bilesikler (ligandlar) Insight II programi

yardimu ile {i¢ boyutlu olarak ¢izildi, hidrojen atomlari eklendi ve yiikleri belirlendi.
3. DOCK 4.0/sphengen ile aktif yoreyi temsil eden ceplerin yiizeyleri belirlendi.

4. DOCK 4.0/grid.in ile bilesiklerin hareket enerjilerini belirlemek i¢in olusturulan
kafesler yaratildi.

5. DOCK 4.0/dock.in ile bilesiklerin enzim ile etkilesimi igin kriter olan parametreler

(Van der Waals etkilesim, elektrostatik, intra ve intermolekdiler) yaratildi.
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6. DOCK 4.0, tim pametrelerin degerlendirilmesiyle elde edilen en diisiik 25 enerji
seviye sonuglarini, RMSD degerlerini, intra ve intermolekiiler bilesen degerlerini, Van
der Waals ve elektrostatik etkilesim degerlerini listeler halinde siraladi.

7. Insight II programi yardimi ile aktif yore ve ¢evresinde olugsan H baglari tim enerji
seviyeleri i¢in saptandi ve yerlerine yerlestirildi.

8. Bilesiklerin grafikleri snapshot programi yardimu ile alindi.

En diigiik enerji seviyesinde en fazla H bagi yapan bilesigin enzim aktif yoresine olan
inhibisyon etkisi ve segiciligi degerlendirilmis; bu bilesigin diger bilesiklerden daha sikica enzime

baglandig1 ve enzimi daha giiclii inhibe ettigi kabul edilmistir.

SONUC VE TARTISMA

DOCK 4.0 programi, p56"* tirozin kinaz enzim inhibitérii olarak tasarlanan indol
tiirevlerinin baglanma kapasitelerini incelemek i¢in kullanilmigtir. 3-(Siibstitiie-benziliden)-1,3-
dihidroindol-2-on, 3-(siibstitiie-benziliden)-1,3-dihidroindol-2-tiyon ve bistiyo 3-(siibstitiie-
benziliden)-1,3-dihidroindol tiirevlerinin doking ¢alismalar1 sonucu elde edilen sonuglar
degerlendirilmis ve Tablo 1-3’de gosterilmistir. Atomlardan sorumlu hidrojen baglarin

gerceklestirecek atomlara iistlii rakamlar verilmistir (Sekil 4-6).

En diisiik enerji seviyesinde en fazla H bagi yapan ve en kiigilk RMSD’e sahip maddenin,
genel olarak enzim inhibisyonu igin iyi bir aday oldugu diisliniilmiistiir. RMSD, ideal bir bilesigin
enzim aktif yoresine ne kadar uzaklikta yerlestigini ve ayrica iki bilesigin iist iiste cakigabilme
kabiliyetinin ne kadar olabildigini gdstermektedir. Biitiin bilesiklerin benzer negatif doking (-11 ~ -
28 kkal/mol) enerji seviyeleri, aktif yoreye baglanabilmek igin yeterince diisiik degerlerdir. Tiim
bilesiklerin RMSD deger araligi 34-43 arasinda bulunmustur. Bu degerler de bilesiklerin iist {iste
cakisma ve aktif yoreye yerlesme kabiliyeti acisindan normal kabul edilebilecek degerlerdir (15,

16).
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Sekil 4. Hidrojen bag1 yapimindan sorumlu olan atomlar: {istlii gosterilen rakamlar amino

asitlerle hidrojen bag1 yapan atomlar ifade etmektedir.

239



240

" O
) Q

21

24

Siireyya OLGEN

/
(L

S
N2 F
O
J

1

S
N2
H
HN3
I
/N
3
N2
H

*oCH,8

OCH3

29
3 I
HZN—(llH—C—OH
CH,
CH—CHjg
CH;,
Leu 202
o)
4
3 |
H,N—CH—C—OH
5
CH,
1N \
\\—NH 2
His 203

Sekil 5. Hidrojen bag1 yapimindan sorumlu olan atomlar: iistlii gosterilen rakamlar amino asitlerle hidrojen

bagi yapan atomlar1 ifade etmektedir.
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Sekil 6. Hidrojen bagi yapimindan sorumlu olan atomlar: iistlii gosterilen rakamlar

amino asitlerle hidrojen bagi yapan atomlar: ifade etmektedir.

3-(Siibstitiie-benziliden)-1,3-dihidroindol-2-on tiirevlerinin p56™* enzimi ile etkilesimi

sonucu elde edilen sonuglar Tablo 1’de yer almaktadir. Bilesiklerin higbirinin enzim aktif yore
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amino asitleri olan Leu 202 ve His 203 ile H bag1 yapmadig1 gozlenmistir. Bilesiklerden 3 ve 9,
Glu 155; 10, Pro 126; 11, Leu 132; 13, Glu 125 ile H bag1 yapmistir. Bu amino asitler aktif yore
amino asitlerine komsu olan diger amino asitlerdir. Fakat gerek etkilesme enerjilerinin (-11 ~ -18
kkal/mol), gerekse RMSD (34 ~ 42) degerlerinin, giiclii aktivite gdsteren bilesiklerde gozlenilen
kadar diisiik diizeylerde olmamasi, enzim aktif yoresine baglanma agisindan, normal etkilesme
gosteren bilesikler olduklarini ortaya koymaktadir. Fakat hidrofobik etkilesimlerin de bilesiklerin
enzim ile olan etkilesiminde onemli bir faktdr oldugu g6z Oniinde bulundurulursa, 3-(siibstitiie-
benziliden)-1,3-dihidroindol-2-on tiirevlerinde enzim ile etkilesim ve dolayisiyla biyolojik aktivite

iizerine hidrofobik etkilesimlerin daha fazla rol oynamasinin miimkiin olabilecegi diisiiniilmektedir.

Tablo 1. P56"* enzim aktif yoresi ile etkilesen 3-(siibstitiie-benziliden)-1,3-dihidroindol-2-on tiirevlerinin

doking sonuglari

Bilesik No Enerji’ p56-* ile olusan H bag1 RMSD (standart
(kkal/mol) (mesafe A) sapmanin kare kokii)
3 14. -16.66 | 14.N-2 with O-3 of Glu 155 (2.47) | 34.79
9 21. -11.35 i 21.N-2 with O-4 of Glu 155 (2.33) i 35.02
10 06. -18.46 i 06.N-2 with O-2 of Pro 126 (2.35) i 43.07
11 09. -14.45 ;05.0-4 with O-4 of Leu 132 (2.94) : 34.86
13 04. -18.51 | 04.N-2 with O-2 of Glu 125 (2.22) : 42.70

" Kolonda solda yer alan numaralar enzim ile etkilesimi H bag1 yaparak gdsteren molekiiliin sahip oldugu
enerjinin kaginci seviyede oldugunu gostermektedir.

3-(Siibstitiie-benziliden)-1,3-dihidroindol-2-tiyon tiirevlerinin p56"*ile etkilesiminin doking
degerlendirme sonuglar1 Tablo 2°de yer almaktadir. Bu bilesiklerin tamaminin aktif yére amino
asitleri olan Leu 202 ve His 203 ile hidrojen baglarini 2. konumdaki S atomu iizerinden yaptiklar
gbzlenmistir. Bilesik 15, 16, 18-20, 23, 24, 26 disindaki bilesikler, bu etkilesimi en diisiik enerji
seviyelerinde gerceklestirmistir. Bununla beraber, en diisiik enerji seviyelerinin -13 ~ -19 kkal/mol
arasinda, RMSD degerlerinin ise 35 ~ 39 olmas1 ve aktif yore amino asitleri ile olan hidrojen
baglarinin ~ 3 A gibi uzun mesafede olusmasi, bilesiklerin enzim aktif yére amino asitlerine
baglanma kapasitelerinin ¢ok da dstiin olmadigini, fakat etkilesimlerinin diger bilesiklerle

karsilastirildiginda kabul edilebilir yeterlilikte oldugunu gdstermistir.
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Tablo 2. P56"* enzim aktif yoresi ile etkilesen 3-(siibstitiie-benziliden)-1,3-dihidroindol-2-tiyon tiirevlerinin

doking sonuglari

Bilesik No Enerji’ p56™* ile olusan H bag: RMSD (standart
(kkal/mol) (mesafe A) sapmanin kare kokii)

14 01. -17.68 1 01.S-1 with N-3 of Leu202 (3.57) | 35.93
. S-1 with N-3 of His 203 (3.51) |

15 05. -15.56 ; 05.S-1 with N-3 of Leu 202 (3.43) i 36.70
| S-1 with N-3 of His 203 (3.58) |

16 02. -18.31 i01.S-1 with N-3 of Leu202 (3.54) | 36.27
| S-1 withN-3 of His 203 (3.63) |

17 01. -18.77 ;01.S-1 with N-3 of Leu 202 (3.51) i 35.92
| S-1 with N-3 of His 203 (3.56) |

18 03. -19.19 i 03.S-1 with N-3 of Leu202 (3.52) | 36.43
. S-1 withN-3 of His 203 (3.59) |

19 03. -17.47 03.S-1 with N-3 of Leu 202 (3.62) 36.45
| S-1 with N-3 of His 203 (3.54) |

20 03. -17.70 i 03.S-1 with N-3 of Leu 202 (3.57) | 36.37
\  S-1 withN-3 of His 203 (3.55) |

21 01. -17.92 ! 01.S-1 with N-3 of Leu 202 (3.51) ! 36.47
| S-1 with N-3 of His 203 (3.62) |

22 01. -17.51 i 01.S-1 with N-3 of Leu 202 (3.40) | 36.16
\S-1 withN-3 of His 203 (3.48) |

23 17. -13.76 ! 01.S-1 with N-3 of Leu 202 (3.55) ! 39.68
| S-1 with N-3 of His 203 (3.59) !

24 06. -18.26 1 06.S-1 with N-3 of Leu 202 (3.34) | 36.19
\ S-1 withN-3 of His 203 (3.52) |

25 01. -17.98 !01.S-1 with N-3 of Leu 202 (3.45) ! 36.39
i S-1 with N-3 of His 203 (3.57) |

26 03. -19.56 i 03.S-1 with N-3 of His 203 (3.59) | 36.82
. N-3 with 0-2 of Pro 200 (2.12) |

" Kolonda solda yer alan numaralar enzim ile etkilesimi H bag yaparak gosteren molekiiliin sahip oldugu
enerjinin kacinci seviyede oldugunu gostermektedir.

3-(Siibstitiie-benziliden)-1,3-dihidroindol-2-tiyon bilesiklerinin tiimiiniin, aktif ydre amino
asitleri Leu 202 ve His 203 ile etkilesimi grafiksel olarak Sekil 7°de gdsterilmistir. Sekilde enzimin
sadece aktif yoresi biiyiitiilmiistiir. Inhibitor bilesiklerin tamami cubuk seklinde ve yesil renkte,
aktif yore amino asitleri Leu 202 ve His 203 ise ¢ubuk seklinde ve kirmizi renkte gosterilmistir.
Bilesiklerden 26 nin aktif yore komsusunda yer alan diger bir amino asit Pro 200 ile 2.12 A’liik
mesafede hidrojen bagi olusturdugu gozlenmistir. Hidrojen bagi yapma agisindan tiim bilesikleri
karsilastirdigimizda 3-(siibstitiie-benziliden)-1,3-dihidroindol-2-tiyon bilesiklerinin tiimiiniin aktif

yore amino asitleri ile H bag1 yaptigi, 3-(siibstitiie-benziliden)-1,3-dihidroindol-2-on bilesiklerinin
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hi¢ yapmadig1 ve bistiyo 3-(siibstitiie-benziliden)-1,3-dihidroindol bilesiklerinin sadece birkaginin
H bagt yaptigi gozlenmistir. Bu nedenle 3-(siibstitiie-benziliden)-1,3-dihidroindol-2-tiyon
bilesiklerinin enzimle etkilesmeye diger bilesiklerden daha gii¢lii bir sekilde girdigi ve aktif

bilesikler olabilecekleri sonucuna varilmstir.

Sekil 7. 3-(Siibstitiie-benziliden)-1,3-dihidroindol-2-tiyon tiirevlerinin en diisiik enerji seviyesinde
p56“* enzimi ile etkilesimi sonucu elde edilen ve iist iiste gakistirilan karsilastirmal grafikleri

[indol tiirevleri (yesil), aktif yore amino asitleri (kirmizi)]

Tablo 3’de yer alan bistiyo 3-(siibstitiie-benziliden)-1,3-dihidro-indol bilesiklerinin doking
sonuglari, bilesiklerden sadece 31, 34, 35, 37 ve 38’in aktif yore amino asitleri Leu 202 ve His 203
ile etkilestigini gdstermistir. Diger tiirevlerin enzim aktif yoresine komsu ¢ok ¢esitli amino asitlerle
etkilestigi gozlenmistir. Enzim aktif yore amino asitleri olan Leu 202 ve His 203 ile etkilesim,
bilesiklerin enzim ile etkilesimlerini degerlendirmek agisindan 6nemli oldugundan, bu tabloda
diger amino asitlerle olusan H baglarina yer verilmemistir. Enzim ile etkilesim enerji degerleri (-12
~ -28 kkal/mol) diger grup bilesiklerden daha diisiik bulunmustur. Bistiyo 3-(siibstitiie-benziliden)-

1,3-dihidroindol bilesiklerinin hacimsel olarak ¢ok biiyiik olduklari ve S atomlarinin bag yapma
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yeteneklerinin bloke olmasi nedeniyle enzimle etkilesmede zayif kaldiklari disiiniilmektedir.
RMSD degerlerinin 35 ~ 37 arasinda olmasi, bu bilesiklerin aktif yoreye yerlesimlerinin diger grup
bilesikler ile ayn1 degerlerde oldugunu gdstermistir. 2 ~ 3 A uzunlugunda olusan H baglari ile
diger bilesiklere benzer sekilde enzim aktif yore amino asitlerine baglandiklar: bulunmustur. Fakat
enzim ile H bagi yaparak etkilesim acisindan, 3-(siibstitiie-benziliden)-1,3-dihidroindol-2-on
bilesiklerinden daha iyi durumda olmalarina ragmen 3-(siibstitiie-benziliden)-1,3-dihidroindol-2-

tiyon bilesiklerine gore zayif kaldiklar1 sonucuna varilmaistir.

Tablo 3. P56"* enzim aktif yoresi ile etkilesen bistiyo 3-(siibstitiie-benziliden)-1,3-dihidroindol

tiirevlerinin doking sonuglar1

Bilesik No Enerji’ p56-* ile olusan H bag1 RMSD (standart
(kkal/mol) (mesafe A) sapmanin kare kokii)
31 18. -26.15 i 18.0-3 with O-5 of Glu 204 (2.47) : 36.24

| S-6 with N-3 of His 203 (3.67)

S-6 with N-3 Leu 202 (3.60)

34 15. -28.73 i 15.S-4 with N-3 of Leu 202 (3.67) l 35.79
! 0-6 with N-1 of His 203 (2.49) !

35 22. -12.53 ! 22.S-4 with N-3 of Leu 202 (3.69) ! 36.89
| S-4 with N-3 His 203 (3.62) i

37 16. -23.79 i 16.S-6 with N-3 of His 203 (3.64) i 37.96
i S-6 with N-3 of Leu 202 3.59) i

38 22. -19.49 !|22.S-3 with N-3 of His 203 (3.62) ! 36.74

S-3 with N-3 Leu 202 (3.58)
“Kolonda solda yer alan numaralar enzim ile etkilesimi H bag1 yaparak gosteren molekiiliin sahip

oldugu enerjinin kaginci seviyede oldugunu gostermektedir.

Sekil 8’de p56™* enziminin tim yapist ile birlikte her ii¢ gruptaki bilesiklerin enzim ile
etkilesim grafikleri ayr1 ayr yer almaktadir. Tasarladigimiz enzim inhibitorii bilesiklerin en diigiik
enerji seviyelerinde enzim aktif ydresi ile etkilesimi, PP1 ile karsilastirmali olarak bu grafiklerde
yer almaktadir. 3-(siibstitiie-benziliden)-1,3-dihidroindol-2-on (grafik, a) ve 3-(siibstitiie-
benziliden)-1,3-dihidroindol-2-tiyon (grafik, b) bilesiklerinin hemen hemen tamamina yakini en
diisiik enerji seviyelerinde PP1’m baglandigi aktif yoreye baglanmislardir. Bistiyo 3-(siibstitiie-
benziliden)-1,3-dihidroindol (grafik, c) tiirevlerinin yariya yakini ise PP1’m baglandigi yoreden

daha uzakta bir yerde enzim ile etkilesime girmislerdir.

Bilesiklerin aktivitelerinin en diisiik enerji seviyelerinde gozlenecegi varsayimini gozoniine

aldigimizda, bilesiklerden 3-(siibstitiie-benziliden)-1,3-dihidroindol-2-tiyon tiirevlerinin enzimin
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aktif yoresine daha yakinlik gosterdikleri ve daha etkin bilesikler olabileceklerini sdyleyebiliriz.
Ayrica 3-(siibstitiie-benziliden)-1,3-dihidroindol-2-on bilesiklerinin de bu bilesiklere benzer sekilde
enzim aktif yoresine daha yakin olmalar1 ve daha fazla sayida bilesigin {ist {iste ¢akisarak PP1’a
yakilik gostermesi, aktif yore amino asitleri ile hidrojen bagi yapmamalarina karsin, yine de
biyolojik etkin bilesikler olabilecekleri ihtimalini ortaya koymaktadir. Sekil 7°de de goriildiigii gibi
bistiyo 3-(siibstitiie-benziliden)-1,3-dihidroindol tiirevlerinin boyutsal olarak ¢ok biiyiik olmalari
nedeniyle, en diisiik enerji seviyelerinde aktif yoreye yakinliklarinin ve st {iste cakisma

kabiliyetlerinin azaldig1 s6ylenebilir.

Sekil 8. Doking ¢alismasi ile p56™* tirozin kinaz enzim inhibitorii olarak degerlendirilen ve 3-
(slibstitiie-benziliden)-1,3-dihidroindol-2-on (a), 3-(siibstitiie-benziliden)-1,3-dihidroindol-2-tiyon
(b) ve bistiyo 3-(siibstitiie-benziliden)-1,3-dihidroindol tiirevleri (c)

(a) PP1 (mavi, ¢ubuk ve top modeli), indol-on tiirevleri (yesil, cubuk modeli)

(b) PP1 (mavi, ¢ubuk ve top modeli), indol-tiyon tiirevleri (kirmiz1 ve sari, gubuk modeli)
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(c) PP1 (kirmizi, cubuk ve top modeli), bistiyo indol tiirevleri (mavi ve sar1)

Ug grup bilesik arasinda en diisiik seviyede enzim aktif yoresi ile etkilesim, H bag1 olusturma ve
aktif yorede {ist iiste cakigtirilabilme yetenekleri acisindan genel bir degerlendirme yaptigimizda, 3-
(slibstitiie-benziliden)-1,3-dihidroindol-2-tiyon bilesiklerinin enzim ile etkilesimde daha istiin
olduklar1 ve dolayisiyla daha aktif bilesikler olabilecekleri sonucuna varabiliriz.

Tirozin kinaz p56-*

m inhibisyon i¢in ¢alisilan bilesiklerden izotiazolonlarin (9) enzim inhibisyon
mekanizmas1 incelenmis ve p56“* enziminin SH grubunun izotiazolon halkasinin N-S bagina
niikleofilik atak yaparak inaktif hale doniistiigii bulunmustur (Sekil 9).

7 s 7 s

—
—

Sekil 9. izotiazolon tiirevi bilesiklerin p56"** enzimini inhibe edici mekanizmalari

3-(Siibstitiie-benziliden)-1,3-dihidroindol-2-tiyon  tiirevlerinin, izotiazolon tiirevi
bilesiklerinin p56™* enzimini inhibe etme mekanizmalarma benzer sekilde, S atomu iizerinden
baglanma ile enzimi inaktive ederek farmakolojik aktivitelerini gosterecekleri diistiniilmektedir.
Sekil 10°da bu inhibisyonun olast mekanizmasi yer almaktadir. LCK enziminde yer alan amino
asitlerin SH gruplari, indolin halkasmin 2. konumundaki S atomlari ile bag olustururlar. Sonug
olarak, indolin halkasinin indole doéniigiimii ve S-S bagi olusumu ile enzimin inaktif hale

doniisecegi diisiiniilebilir.

inaktif

Sekil 10. 3-(Siibstitiie-benziliden)-1,3-dihidroindol-2-tiyon bilesiklerinin p56-*

enzimini olasi inhibe edici mekanizmalari
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