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OZET

Yilksek Lisans Tezi

Proteaz ile Aktive Edilen Reseptor-1 (PARL) tzerinden Etkili Antikanser Bilesiklerin

Molekiiler Modelleme Y Ontemleri ile Tasarimlar:

Andry Nur Hidayat
Ankara Universitesi Biyoteknoloji Enstitiisii
Prof. Dr. Esin Aki-Yal¢in

Proteaz ile aktive edilen reseptor-1 (PAR1), basta Multipl Myelom olmak Uzere ¢esitli kanser
tirlerinde ve metastatik safhada umut verici bir hedef olarak saptanmistir. PAR1’in ¢ogalma
ve farklilasma gibi ¢ok sayida hiicre fenotipine neden olabilecegi bulunmustur. Kanserli
hiicrede PAR1 gen asir1 ekspresyonu ve B-Katenin yiiksek seviyeleri arasinda giiglii bir bag
oldugu one stirtilmiistiir. Cok merkezli retrospektif bir analizde antikoagiilan amaciyla Heparin
kullanan hastalarda Talidomidin anti-miyelom etkisinin arttigi 2015 yilinda M. Beksag ve ark.
tarafindan gosterilmistir. Takiben Heparin’in etki mekanizmasinda rol oynayan trombinin
baglandigi PARI1, Multipl Miyelom hasta hiicrelerinde ve hiicre dizilerinde saptanmis ve
PAR1’e baglanan daha dnceden grubumuz tarafindan sentezlenmis bulunan benzoksazol ve
benzamid tdrevlerinin PARI1’e baglanmalari bu tez konusu olarak incelenmistir. Bu
molekiillerin énce Arkansas Universitesinde E.Tiang Laboratuvarinda daha sonra Ankara
tiniversitesi Tibbi Biyoloji ABD Laboratuvarlarinda Sunguroglu ve ark tarafindan in vitro
anti-miyelom etkileri duyarli ve diren¢ gelistirilmis hiicre serilerinde gosterilmistir. PAR1’e
baglanmalarina karsilik trombositler ve normal kemik iligi hiicreleri iizerinde in vitro
sitotoksisite olusturmadiklar1 da saptanmigtir. Bu molekiiller arasindan ICsy dizeyi en etkili
olan iki molekiil, XT5 ve XT2B daha sonra in silico ortamda DNA baglanma, genotoksisite
ozellikleri acisindan Multipl Miyeloma tedavisinde standart ilaglar olan Talidomid ve Melfelan
ile karsilastirilmis ve sentezlenen molekiillerin standart ilaglardan ¢ok daha etkili baglanma
ozelligi oldugu gorilmiistir. Halen yayimlanmamis 6n analizlerimiz bu daha o6nce hig
arastirilmamis benzozaksol ve benzamid derivesi olan ilaglarin inflamasyon, apoptozis sinyal
ileti yolaklarindaki bir¢ok gen ifadesini de gostermis bulunmaktadir.

Tum bu bilgilerden yararlanarak, etki mekanizmasi aydinlatmak iizere, XT5 ve XT2B
bilesiklerinin, bilinen PARI1 antagonistlerinin, baglanma mekanizmalar1 ila¢ tasarimi ve
gelistirilmesinde kullanilan molekiiler modelleme yontemleri ile incelenmistir. Bu amagla
Autodock Vina bilgisayar programi kullanilarak, bilinen PAR1 atagonistleri ile XT5 ve XT2B
molekdillerinin karsilastirmali doking analizleri gergeklestirilmistir. Doking sonuglari, HYDE
baglanma degerlendirme ve Sinir A1 (NN) puanlama fonksiyonu kullanilarak dogrulanmastir.

2016, 100 Sayfa

Anahtar Kelimeler: antikanser, benzamit, benzoksazol, molekller doking, PAR1

antagonisti



ABSTRACT

MSc Thesis

Design of Anticancer Active Compounds using Molecular Modelling on Protease
Activated Receptor-1 (PAR1)

Andry Nur Hidayat

Ankara University Biotechnology Institute

Prof. Esin Aki-Yal¢in, Ph.D.

Protease activated receptor-1 (PARL1), in various cancers and metastatic stages, especially in
multiple myeloma disease has been identified as a promising target. PAR1 considered could lead to
a numerous cell phenotypes specially proliferation and differentiation. Evidence suggested there is
a strong link between PAR1 gene overexpression and high levels of B-catenin in cancer cells.
Beksac and co-workers (2015) has been reported a multicenter retrospective analysis study that
shown an increasing effect of anti-myeloma, talidomide in patients that also treated by
anticoagulant heparin. The following mechanism of action of heparin that involved thrombin which
bind to PAR1, was determined in multiple myeloma patient cells and cell lines. Also, some novel
benzoxazole and benzamide derivatives that previously synthesized by our group which bind to
PARL1 are investigated in this thesis study. According to an in vitro study, these compounds shown
an anti-myeloma effects in a sensitive and enhanced resistant cell lines prior investigated by E.
Tian’s lab in Arkansas University and then by Sunguroglu and co-workers in biomedical lab in
Ankara University. They also observed that there is not an in vitro cytotoxicity effect of these
compounds against to PAR1 related to platelets and normal bone marrow cells. Related to their
ICso levels, among of these compounds, the most effective ones are XT5 and XT2B compounds
which suggested has a DNA binding activities elucidated from in silico study. Also, the
genotoxicity properties of this two compounds have been compared with known multiple myeloma
standart drugs like thalidomide and melphalan, and this two synthesized compounds were found to
be much more effective in their binding interaction than the standart drugs. Our unpublished
preliminary analysis of this earlier uninvestigated benzoxazole and benzamide derivatives also has
been demonstrated the numerous gene expression related to the drugs inflammation and apoptosis
signalling pathways.

Using all those information, to elucidate its mechanism of action, the binding mechanisms of the
XT5 and XT2B compounds and known PAR1 receptor antagonists were investigated by molecular
modelling method that generally used in the drug design and development study. For this purpose,
we used Autodock Vina program to performed a comparative docking study between known PAR1
antagonists and XT5 and XT2B compounds. In addition, the docking results, has been verified
using HYDE binding assasement and Neural Network (NN) scoring function.

2016, 100 Pages

Keywords: anticancer, benzamide, benzoxazole, molecular docking, PAR1 antagonist



TESEKKUR

Yeni ilaglarin bulunmasinda, yan etkilerinin ve toksik etkilerinin azaltilmasinda, istenen
farmakokinetik ve farmakodinamik 6zelliklerin belirlenmesinde bilgisayar destekli ilag
tasarim ve gelistirilmesi ¢calismalarindan (CADD) yararlanilmaktadir. Organizmanin yapisi
ve ila¢ molekiiliinlin organizmadaki yolculugunun karmasikligi goz oniine alindiginda ve
pek cok hastaligin nedenlerinin tam olarak agiklanamamasi, ayrica emek, zaman, yatirim
maliyetlerinin ¢ok fazla olmasi gibi nedenlerle rasyonel bigimde bilgisayar aracilidi ile ilag
tasarlama zorunlulugu dogmustur. CADD, mevcut ilaglara ve hastaliklara ait birikmis
bilgileri diger sahalardaki disiplinlerarasi verilerle kombine halde kullanarak ilag
gelistirme siirecini hizlandirmaktadir. Boylelikle; yeni terapotik etkili bilesiklerin tasarima,
sentez Oncesi yeni biyoaktif molekullerin etkisinin tahmin edilebilmesi mudmkin

olabilmektedir.

Tiirkiye’ye gelmeden Once bugiinleri rityamda bile gorseydim inanmazdim. Benim elimden
tutup buralara getiren, bilgilerini benden esirgemeyen, kendisinin ve ¢alisma grubunun
sevgi dolu ¢cemberine alan, bilimsel olarak gilinlimiiziin en ileri ¢calismalarinda beni kabul
edip yer veren ve benimde bu tecribeleri yasamama izin veren, kelimelere dokemedigim
diinyalar tatlis1, sevgili, saygili Prof. Dr. Esin Aki hocama sonsuz tesekkiirlerimi sunarim.
Calismalarimin sirasinda bana her zaman destek ve yardimlarini1 gordiigiim hocalarim Prof.
Dr. Ismail Yalgin’a, ve biitin ESIS ila¢ Arastirma-Gelistirme griibii iiyelerine
tesekkiirlerimi sunarim. Ayrica, biyolojik etki ¢aligmalarin1 gergeklestiren Ankara
Universitesi Tip Fakiiltesinden Sayin Prof. Dr. Meral Beksag¢ ve Sayin Prof. Dr. Asuman

Sunguroglu ve ekibine tesekkiir ederim.

Uzakta bile olsam her zaman yanimda yiiregimde hissettigim, beni var eden ve buglnlere
gelmeme sebep olan, en giizel ve kiymetli varliklarim olan Annem (Nuraidah) ve Babam’a
(Tryanto MS) ve canim kardeslerim Arif Rahman Hakim, Fatimah ve Permata
Ramadhani‘ye sonsuz tesekkiir ederim. Ozellikle, son zamanlarda diinyalar tatlis1 destek ve
ilham veren, hep yanimda bulunan sevgili esim Fitriani Rajab’a tesekkiirlerimi borg

bilirim.
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1. GIRIS

Kanser gelismis iilkelerde onde gelen ve gelismekte olan iilkelerde ise ikinci sirada gelen
6lum nedenidir (1). Kanser tedavisinde, cerrahi rezeksiyon iyilestirici olmasina ragmen,
nlks riski cok yiksektir. Kanser tedavisinde cerrahi rezeksiyonun yani sira, yiiksek riskli
hastalar icin temel tedavi yontemi, kemoterap6tik ajani tek basina ya da radyoterapi ile
kombinasyon halinde, gerekli hallerde de kemoterapotik ilaci neoadjuvan olarak
kullanmaktir. Tim bu yOntemlere ragmen, yukaridaki standart tedavi protokollerinin
kullanim1 hala yeteri kadar basarili olamamaktadir. Bu nedenle de, kanser tedavisinde yeni

kullanilabilecek etkin kemoterapdtik maddelere gereksinim bulunmaktadir (2).

Multipl miyeloma kemik iliginde bulunan plazma hiicrelerinde olusan bir kanser turtdur.
Baslangigta birgok kemoterapotik ajana duyarli olsa da, multipl miyelomlu hastalarda
siklikla, birden fazla ilaca direng gelismekte ve hastalik durumu tekrarlanabilmektedir (3).
Gen kopya sayisi varyantlar1 (CNV), ozellikle zarda bulunan reseptor proteinlerini
kodlayan genlerle ilgilidir ve hastaliklarin teshisinde ©6nemli rol oynamaktadir. Bu
caligmalarda elde edilen 6nemli bulgulardan biri genlerin amplifikasyon ve asirt
ekspresyonudur. Proteaz ile Aktive edilen Reseptor-1 (PAR1) genleri trombinin araciligi
ile asir1 eksprese olur ve multipl miyelom hastaliginin patogenezine katkida bulunur. Bu
nedenle, PAR1 multipl miyelom hastaliginda 6nemli bir terapdtik hedef olmustur. Kanser

hicrelerini ve tedavisini belirlemede CNV kullanilmas: ile ilgili patent dahi alinmistir (4).

Ayn1 zamanda, trombin reseptorleri olarak da bilinen Proteaz ile Aktive edilen Reseptorler,
serin proteaz ile N-terminalin ayrilmasini saglayarak, G-proteinin aktive olmasina neden
olurlar. Bu nedenle PAR ayni zamanda G-protinine bagh reseptorler olarak da bilinir.
Reseptorlerinin dort alt tipi (PAR1-4) bulunmaktadir. Pihtilasma faktorii I (F2R) olarak
bilinen PAR1, bu reseptdr ailesinin en karakterize Gyesidir ve endojen serin proteaz
trombin tarafindan aktive edilir (5). Trombin-aracili aktivasyon PAR1 platelet
agregasyonuna neden olur. Son yillarda PAR reseptorleri, 6zellikle PAR1 gerek kanserde,
gerekse de kalp damar, kas-iskelet sistemi, gastrointestinal sistem, solunum ve merkezi
sinir sistem bozukluklarinda yeni terap6tik maddelerin gelistirilmesi i¢in 6nemli bir hedef

haline gelmistir (4).



PARL’i inhibe etmek i¢in yapilan ¢alismalarda, trombini ya da PARL’i dogrudan inhibe
eden antagonist yapilar iizerine arastirmalar yapilmaktadir. Klinik asamaya ulagsmis en ileri

antagonist yapilar1 Varopaksar (SCH 530348) ve Atopaksardir (E-5555).

Vorapaksar (SCH 530348) klinikte kullanilmakta olup, aspirin ve klopidogrel ile birlikte
alindigr zaman beyinde kanama riskini arttirmaktadir (6). Atopaksar (E-5555) PAR1

inhibitorii ve faz 2 asamasinda denemeleri yapilmaktadir (7).

Kanser hastaliklarinda mevcut ilaglarin ¢cogunlukla toksik olmalar1 ve ilag direnci gibi
sorunlarla kars1 karsiya gelmeleri nedeniyle, kanser hastaliklari i¢in yeni ilaglarin kesfi ve
gelistirilmesi 6nem arzetmektedir. Arastirmalar, bazi heterosiklik c¢ekirdek tasiyan
yapilarin oldukg¢a giiclii antienflamatuvar (8), antimikrobiyel (9,10), antifungal (11),
antiviral  (12), antineoplastik (13), antitimoér (14) aktiviteye sahip olduklarini
gostermektedir. Benzoksazol ve analoglari iizerinde de degisik mekanizmalara dayali
antikanser etki calismalar1 siliregelmektedir. Ayrica, benzamid ve fenilasetamit tiirevleri

tizerinde de benzer ¢alismalar mevcuttur.

Baz1 antitiimdr ilaglarin DNA topoizomeraz I ve II'yi inhibe ettiklerinin tespit edilmesi ile
birlikte bu enzimin inhibisyonu {izerine giiniimiizde artan sayida ¢aligmalar bulunmaktadir.
Ankara Universitesi Eczacilik Fakiiltesi Farmasotik Kimya Anabilim Dalinda bir grup
arastirictc DNA-Topoizomeraz enzimine kars1 etkili yeni bazi heterosiklik yapidaki
bilesikleri aragtirma-gelistirme c¢alismalarinmi yiiriitmektedir. 2004 ve 2007 yillarinda Aki-
Yal¢in, E. ve Yal¢in, 1. ve grubu tarafindan gerceklestirilen caligmalarda, sentezlenen
orjinal bazi bilesiklerin DNA topoizomeraz I ve Il enzimlerine karsi1 inhibitor etkinlikleri
incelenmis ve bu bilesiklerden bazilarinin standart olarak kullanilan ilaglardan daha etkili

oldugu saptanmustir.

Pmar ve ark (2004) yaptiklari calismada, 37 adet 2,5,6-tristibstitle benzoksazol,
benzimidazol, benzotiyazol ve oksazolo(4,5-b)piridin tiirevi bilesigin, topoizomeraz II
enzimi  inhibisyonu etkilerini  incelemislerdir. Bu  bilesikler igerisinde  2-
fenoksimetilbenzotiyazol, 2-(2-metoksifenil)-6-nitro benzoksazol, 2-(feniltiyometil)-5-
(metilkarboksilat)benzimidazol ve 6-metil-2-(2-nitrofenil)benzoksazol  bilesiklerinin

referans ilag etopositten daha etkili oldugu saptanmistir (15).

2005 yilinda Yalgin ve ark tarafindan yayimlanmis bir calismada, bazi benzazol ve

benzoksazin tlrevlerinin L5718, insan MDR-1 geni igeren si¢an lemfoma hiicre kiltdrleri
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Uzerinde apoptozun inhibisyonu ve indiiksiyonu arastirilmig ve kayda deger sonuglara
ulagilmigtir. Bu ¢aligmaya gore, 5-(p-nitrobenzamido)-2-benzilbenzoksazol, 6-metil-2-(o-
klorofenil)benzoksazol ve 5-(p-nitrofenoksiasetamido)-2-fenilbenzoksazol bilesikleri sican
lemfoma hiicresinde apoptotik etkiyi artirmak suretiyle etki gostermisir. Ayrica ilk ikKi
bilesik ile Dbirlikte  5-(2-tienilkarboksamido)-2-fenilbenzoksazol  bilesigi  12H-
benzo(a)fenotiyazin bilesiginin apoptotik etkisini artirmaya yardimeci oldugu ortaya

konmustur (16).

2006 yilinda Aki-Sener ve ark tarafindan yapilan baska bir ¢alismada 2-(p-klorofenil)-5-
stibstitliefenilkarboksamido-benzoksazol yapilarinin ilaglara direngli mide kanserinden
tiirevlendirilmis EPG85-257RNOV ve EPG85-257RDB alt turlerine, pankreas kanserinden
tirevlendirilmis EPP85-181RNOV ve EPP85-181RDB alt tiirlerine, gogilis kanserinden
tirevlendirilmis MCF-7/Adr alt tipine, fibrosarkomadan tirevlendirilmis D79/86RNOV alt
tipine ve melanomadan tiirevlendirilmis MeWoETO1 alt tipine kars1 giiglii antineoplastik
etki gosterdikleri saptanmustir. Bu c¢alismada o6zellikle 5-(2-tiyenil)karboksamido-2-
fenilbenzoksazol bilesigi gogiis kanserinden tiirevlendirilmis MDA-MB-231ROV alt tipine
kars1 en yliksek antineoplastik etkiyi gosterdigi bildirilmistir (13).

2009 yilinda ise 5-etilstlfonil-2-(p-nitrofenil)benzoksazol bilesigi ilaglara direngli timor
hiicrelerinde ve bakterilerde siibstitiie disiloksan bilesiklerinin apoptotik etkisini arttiric

etkisi ile patent almustir (17).

Ayirca 2013 yillinda Aliabadi ve ark. tarafindan, 2-(4-florofenil)-N-fenilasetamid
tirevlerinin, 6zellikle PC3 (prostat karsinomu) hiicre panelline kars1 kuvvetli antikanser

etkiye sahip olduklar1 belirtilmistir (18).

Bu yuksek lisans tez g¢alismasinda, danismanim Prof. Dr. Esin Aki-Yal¢in ve grubu
tarafindan sentezleri gerceklestirilmis olan bazi benzazol, benzamit-fenilasetamit
tirevlerinin  PAR1’e kars1 etkileri kemoinformatik ve biyoinformatik verilerden
yararlanilarak ve in silico olarak Bilgisayar Destekli Ilag Tasarrmi (CADD) yontemleri
kullanilarak antikanser etkileri incelenmistir. Ayrica, molekuler modelleme tekniklerinden
molekdler doking kullanilarak daha etkili olabilecek yeni 6nder bilesiklerin rasyonel olarak

tasarlanmasi ve dnermeleri gerceklestirilmistir.



2. KURAMSAL TEMELER
2.1. MULTIPL MiYELOMA GENEL BILGILERI

Multipl miyeloma (MM), plazma hiicrelerinde meydana gelen bir kanser ¢esitidir. Plazma
hlcreleri normal olarak antikorlar1 salgilayan bir 16kosit (beyaz kan) hiicre tiiriidiir. Ayrica,
bu hicreler, organizmanin bagisiklik sisteminde ¢ok 6nemli rol oynamaktadir. Kanser
halindeyken, bircok anormal plazma hiicreleri, kemik iliginde bir araya gelerek
kiimelenmektedir. Bu olusturulan birikim, normal kan hicrleri ve normal antikorlara yer
birakmaz ve tretilmelerini engeller. Multipl miyeloma vakalarinin ¢ogunda anormal
antikor Uretimini s0z konusudur. Bu Uretilen anormal antikor, paraprotein veya M proteini
olarak bilinen ve faydali bir islevi olmayan tek bir antikor tipidir. Miyelomanin teshisi ve
izleminde siklikla bu paraproteinin 6l¢timiinden yararlanilmaktadir. Ayrica, miyeloma
hiicre gruplari, kemigin kat1 kisminin kemik iligindeki diger hiicreler tarafindan ortadan
kaldirilmasina ve osteolitik lezyonlarin veya kemikte yumusak noktalarin olugmasina

neden olur (19).

Kemik iligi viicuttaki biiyiik kemiklerin i¢inde, merkezde bulunan dokudur. Kemik iligi
plazma hiicrelerini barimdirmanin yani sira kan hiicrelerinin (eritrosit, I0kosit ve
trombositler) periyodik olarak yasam boyu iiretildigi merkezdir. Miyeloma’da plazma
hiicrelerinin DNA’s1 hasarlanarak habis veya kanserli hale gelmelerine yol agmaktadir. Bu
anormal plazma hiicreleri miyeloma hiicreleri olarak bilinmektedir. Bir¢ok kanserin aksine,
miyelom bir Kitle veya timor halinde bulunmaz. Bunun yerine, miyelom hiicreleri kemik
iligi i¢inde normal olarak boliinmeye ve ¢ogalmaya devam etmektedir. Miyelom, kemik
iliginin yetiskinlerde normal olarak aktif oldugu bolgeleri, yani omurga, kafatasi, pelvis
(legen kemigi), gogiis kafesi, omuzlar ve kalgalar ¢evresindeki birgok alanda olusur ve bu

yuzden multiple miyelom olarak adlandirilir (20).

Multipl miyelom bulasict bir hastalik degildir fakat arastirmalar belirli risk faktorlerinin
kisilerde hastalik gelisme riskini artirdigini gostermektedir. Bu hastalik ileri yaslarda
goriilmekte ve bir¢ok kiside 65 yasindan sonra teshis edilmektedir (21). Multipl miyelom
riski Afrika kdkenli Amerikalilarda en yiiksek olup Asya kokenli Amerikalilarda en diisiik
seviyededir. ABD yapilan istatistiklere gore, erkeklerde hastaligin goriilme olasiligi daha
fazladir. Anlam1 belirsiz monoklonal gamopati (MGUS) semptomuna sahip olan kisilerde

multipl miyelom gibi belirli kanserlerin gelismesinde ylksek risk gortlmektedir (22).



Multipl miyelom birden fazla semptoma neden olabilmektedir. En sik rastlanan semptom,
miyelom hiicrelerinin kemik iligindeki ilerleyici kiimelenmesi olarak ortaya ¢ikmaktadir.
Ayrica, bu hastalik normal kemik iligi fonksiyonunu bozarak, siklikla aneminin (kan
akiminda eritrositin diisiik diizeyde olmasi) ortaya ¢ikmasina neden olmustur. Bunun yani
sira, monoklonal protein (M protein) denen anormal bir proteinin kan dolasimina
salinmasi, normal immiinoglobulin diizeylerinin azalmasi ve enfeksiyona yatkinlign
artmasi, normal immin sisteminin baskilanmasi, bobrek hastaligi olusturulmasi,
cevreleyen kemikte hasar ve hiperkalsemi (kan akiminda kalsiyum yuksek diizeyde olmasi)

olusmasi gibi semptomlarla sik sik karsilagilmaktadir (23).

Multipl miyelom kan testleri, kemik iligi incelemesi, idrar protein elektroforezi ve siklikla
goriilen kemik tutulmasi igin X-isinlar1 yontemleri kullanilarak teshis edilmektedir (24).
Tedavide her ne kadar klinik revizyon elde edilse de, fakat miyelom timor hicrelerinin
tekrar1 hala uzun siireli sagkalim i¢in engel olusturmaktadir. Kotii prognoz sik sik 6nemli

sitogenetik anomaliler ve niiks asamalarinda artan ilag direnci ile iligkilidir (4).

Coklu multipl miyelom hcreleri ile kemik iligi destek doku hiicreleri arasinda veya
multipl miyelom hcreleri ile hiicre dist matris proteinleri arasinda bulunan dogrudan
etkilesimler icin, hicredeki yizeyindeki reseptorler aracilik etmektedir. Bu yiizey
reseptorleri, integrinler, kaderinler, selektinler, sindekanlar ve hiicre yapismasini saglayan
molekileri imminoglobdlin Gst ailesi gibi multipl miyelom hiicreleri ile etkilesmektedir.
Bu etkilesimlerin her iki tip dogrudan, multipl miyelom hiicrlerinin biiyiimesini, hayatta

kalmasini, gogme kabiliyetini ve ilag direncini artirmaktadir (4).

Multipl miyelom kok hiicreleri, multipl miyelom hucrelerinin gok kugik bir alt kiimesidir.
Bu hiicreler osteoblastik veya endotelyal dokularinda bulunmaktadir ve kendi kendini
yenileyip farklilasabilmektedirler. Miyelom kok hicreleri, CD138- / CD20 + / CD27 +
fenotip ile bulunan B hicrelerinin bir alt grubu olarak bilinmektedir. Bu hiicrelere,
¢ogunlugu terminal olarak farklilasmis miyelom hiicreleri eslik etmektedir. CD138 + /
CD19- miyeloma hiicrelerinin biiyiik bir kismini tiiketerek, CD138- / CD19 + hiicrelerinin
az sayida kalmasina neden olur. Bu hiicreler yiiksek verimlilikle ¢ogalirlar, hem in vitro,
hem de in vivo olarak glcli bir CD138 ifadesi (CD138++) ile yeni bir dol meydana
getirirler. Buna karsi, terminal olarak farklilasmis CD138++ miyelom hicreleri yeniden
bliylime ic¢in higbir klonal potansiyeli bulunmamaktadir. Bununla birlikte, tamamen

farklilagsmis yeni nesil i¢cin miyelom kok hiicrelerinin gelisim yolu hala bilinmemektedir;
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daha ilging olan, in vitro olarak miyelom hiicre olgunlasma mekanizmast da

aciklanamamustir (25).

2.2. PROTEAZ ILE AKTIVE EDILEN RESEPTOR-1 (PAR1)
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Sekil 2.1. PAR1’in yapisinin sematik gosterimi (26)

G-proteinlerine kenetli reseptorler (GPCR) ailesi, sinyal molekillerinin en blyiik ve gesitli
islevsel grubunu olusturmaktadir. Bu reseptorler, biyolojik siireglerin  ¢ogunun
dizenlenmesinde temel rol oynamakta ve kanser gibi hastaliklarda 6nemi blyuktir.
GPCR'lerin, peptid, lipit ve iyonlar olarak bilinen agonistleri ile, gesitli etkilesimleri
bulunmaktadir. Proteazlar, GPCRs proteinin en dikkat c¢ekici agonistleri olarak
bilinmektedir (27).

Proteazlar, tiimor hiicre istilasini ve metastazini kolaylastirirlar (28,29). PAR, GPCR
reseptorleri olarak hiicre fonksiyonlarini kontrol eden sinyal molekiilleri olarak bilinmekte
ve proteaz tarafindan enzimatik proteoliz yolu ile aktive edilmektedir (30,31). Bu
proteolitik bolinmeye, aktif bolgede serin ile serin proteaz enzimi aracilik etmektedir.
Serin proteazlar, 6zellikle pihti olusumu ve yara iyilesmesi igin 6nemlidir. Trombin de en

bilinen serin proteazlardan biridir.

PAR’in, dort alt tipi (PAR1-4) mevcuttur ve bunlar kesif sirasiyla klonlanmis ve

isimlendirilmistir. Bunlarin hepsi ayn1 temel aktivasyon mekanizmasina sahiptir. Soyle ki;



Proteazlar, PAR’mn hiicre dis1 boliimiiniin N-terminal ucunda belirli bir noktadan keser.
Bunun sonucunda, ‘tethered ligand’ veya bagl bir ligant olarak yeni bir fonksiyona sahip
olur ve reseptdre baglanarak aktive eder. Bu nedenle PAR reseptorleri kendi ligantim
tasiyan bir peptid yapili reseptor olarak gorulebilir. Eriskin memelilerde, PAR’mn dort alt
tipinin de, doku hasari, aktif pihtilagsma, proteaz lokal Uretimi ve hicresel tepkilerle
(hemostaz, tromboz, enflamasyon ve doku onarimi gibi) baglantili oldugu gorulmektedir

(32). PAR reseptorleri ayrica belirli kanserlerin ilerlemesinde de katki saglayabilir (33,34).

PAR ailesinde, pihtilasma faktorii IT (F2R) olarak bilinen PAR1 (Sekil 2.1.), endojen serin
proteaz trombin tarafindan aktive edilmektedir. Trombin-aracili aktivasyon PAR1 platelet

agregasyonuna neden olur (35).

PAR1, Xenopus oositlerde insan ve hamster trombinine yanit veren hiicrelerde, RNA ifade
stratejisi kullanilarak iki ayri laboratuvar tarafindan klonlanmustir. Klonlar, 7 hidrofobik
etki alanlart ile 425 kalintili bir protein Uzerinden kodlanmis ve tipik bir GPCR proteini
oldugu tespit edilmistir (36,37).

PAR1 yedi transmembrandan olusan, trombin tarafindan primer olarak kesilen G-
proteinine bagli bir reseptordiir. Reseptoriin yeni N terminali, reseptoriin proteolitik
aktivitesinden sonra meydana gelir ve boylelikle intraseliiler sinyal olaylar1 baslar (38).
PAR’in trombin tarafindan kesilmesi, LDPR*|S*FLLRN aminoasit dizisinden
gergeklestirilmektedir. LDPR tetrapeptidi ayrildiktan sonra, SFLLRN dizisinden
ekstraselliiler bolgeye bagli kalarak reseptorii aktive eder ve sinyal iletim mekanizmasina
yol acar. Mekanizmanin bu sekilde isledigine dair degisik calismalar yayinlanmistir.
Bunlardan birinde, kesilme bdlgesinde site directed mutagenesis ile olusturulan
mutasyonlar sayesinde, trombin kesimi goriilmemis ve sinyal iletiminin olusmadigi
gozlenmistir (37). Diger bir c¢alismada, trombin kesim dizisi yerine, barsaklarda
tripsinojeni tripsine ceviren bir enzim olan enterokinazin kesim dizisi mutasyonu
sonucunda, trombini degil enterokinazi Kestigi saptanmustir (37). Uglincli ¢alismada da
ligantin baglanma alanimi taklit eden sentetik peptidler kullanilarak (SFLLRN) PARI1’in

aktiflestirilmesi gozlenmistir (39).



2.2.1. PAR1 AKTiVASYON MEKANIZMASI

Trombin

>

Sekil 2.2. PARL1 aktivasyon mekanizmasi (37)

Trombinin, proteaz enzimi ile etkilesmesinde, hem N-terminal, hem de C-terminal bolgesi
kullanilmaktadir. Hirudin benzeri baglama alani, C terminal bolgesine denk gelmektedir.
Trombin, reseptoriin Arg 41 ve Ser 42 amino asit kalintilar1 arasinda bulunan peptid bagini
kesmektedir. Bu durumdan dolayi, yeni N-terminali ‘SFLLRN’ amino asit dizileri olmakta
ve bagl bir ligant meydana gelmektedir. Bu ligant, PARI1 ile intramolekuler bir bag
olusturmakta ve bOylece transmembran sinyaline neden olmaktadir. Kisaca, PAR1 kendi
ligantin1 tasiyan bir reseptordiir ve reseptdr bolinmeden sonra aktif hale gecmektedir
(Sekil 2.2.) (40).

Burada SFLLRN peptidi, reseptoriin aktiflestirmesinde bir agonist olarak islev gordr.
Genel olarak PAR agonistlerinin ECsp degeri 3-10 mM araliginda iken dogal olan agonist

SFLLRN peptidinin ECsp degeri daha diisiiktiir ve yaklasik 0,4 mM olarak bulunmustur
(5).

PAR1 kanser tiirlerini de igeren bircok hastalikta umut verici bir hedef olarak
tanimlanmistir. GOgilis kanseri (41), kolon kanseri (42) ve prostat kanseri (43) gibi bircok
kanser vakasinda bu protein tiliriiniin giderek arttig1 belirlenmistir. PAR1 mekanizmasinin
kanser vakalarindaki roliiniin tam olarak anlasilmamasina ragmen deneysel bulgular
PART’in multipl miyelom (MM) durumunda (3) ¢cogalma ve bagkalasma yollariyla bircok
hiicre fenotipini olusturabildigini gostermektedir. PAR1’in ifadesindeki artigin kotii huylu

fenotiple iligkili oldugu tespit edilmis ve gogiis, kolon, bobrek kanserleri, pulmoner timér



ve hepatoselliiler karsinom gibi ¢esitli kanser tiirlerindeki rolii kanitlanmigtir (27).
Yayilmaci ve metastatik tiimorlerde PAR1 ifadesinin arttig1 gézlenmis ve ilging bir sekilde
ifade seviyelerinin kanserin yayilmaci karakterinin derecesiyle dogrudan iliski oldugu

goriilmiistiir (33,44).

PARI1 geninin digerlerine gore daha cok okunmasi ile yiiksek seviyedeki B-katenin
arasindaki giiglii iligki, kanser vakalarinda B-katenin sabitlemesinde bulunan PAR1-
Ga(13)-DVL kutbu iizerinde yapilan ¢alisma yoluyla ortaya konmustur (45,46). B-katenin
proteinin tliresimleri ve daha cok okunmasi agirlikli olarak hepatoselliiler karsinom,
kolorektal Kkarsinom, akciger kanseri, kotii huylu gogiis timorleri ve yumurtalik ve
endometriyal kanserler gibi kanser tiirleriyle iliskilidir (47). Bu ylzden, aksi yondeki
goriiglerin ¢ok az olmasiyla birlikte, PAR1 proteini birgok kanser tlrtinin tedavisinde

onemli bir tedavi hedefi olarak gérulmektedir.
2.2.2. PAR1 ANTAGONISTLERI

Son yillarda PAR’lardan 6zellikle PAR1, gerek kanserde, gerekse de kalp damar, kas-
iskelet sistemi, gastrointestinal sistem, solunum ve merkezi sinir sistem bozukluklarinda

yeni terapotik maddelerin gelistirilmesi igin ¢ekici bir hedef haline gelmistir (4).

PARL1’i inhibe etmek igin yapilan ¢alismalarda trombini ya da PAR1’i dogrudan inhibe
eden antagonist yapilar {izerine arastirmalar yapilmaktadir ve bunlardan bir kismi Klinige
kadar gelmistir. Vorapaksar (SCH 530348) (6) bunlardan biri olup, Atopaksar (E-5555)
Faz Il calismalarindadir (7).

2.2.2.1 Vorapaksar

Sekil 2.3. VVorapaksar (6)



Vorapaksar (ticari ismi Zontivity, kodu SCH 530348), sentetik trisiklik 3-fenilpiridin
yapisina sahip olan bir himbasin molekil analogudur, dogal bir riin olarak ilag gelistirme
ve klinik deneylerde tuz kristalleri yaparak modifiye edilmistir (Sekil 2.3). VVorapaksar oral
olarak aktiftir, ylksek bir afiniteye sahiptir, potansiyel ve secici bir PAR1 antagonistir,
platelet aktivasyonuna neden olan trombini engeller, fakat fibrin olusum esnasinda
herhangi bir etkisi bulunmamaktadir. Bundan dolay1, vorapaksar kan pihtilasmasinda veya
kanama suresinde herhangi bir etkisi bulunmamaktadir. Ayrica, vorapaksar platelet
aktivasyonuna neden olan diger agonistler, ADP veya kolajen gibi veya PAR-4 peptid
agonisti ile etkisi bulunmamaktadir, bu nedenden dolayr PAR1 inhibisyonun ¢ok spesifik
oldugunu bilinmektedir (6).

Vorapaksar, oral olarak alindiktan sonra viicutta hizla emilir (biyoyararlanim > % 90).
PAR1’den ayrilmasi daha uzun siirdigiinden farmakodinamik etkileri de daha uzun
sirmektedir. Dolayis1 ile, vorapaksarin viicuttan atilmasi da ¢ok yavas olur, yarilanma
omri yaklasik 159-311 saattir. VVorapaksar, vicutta CYP3A4 enziminin oksidasyonu yolu
ile yavag olarak metabolize edilir. Bu nedenle vorapaksarla birlikte verilen, CYP3A4
modifiye edebilen, rifampin ve ketokonazol gibi ilaglar, vorapaksarin etki siiresini
degistirirler, ancak vorapaksarla birlikte verilen yemeklerin ilaca herhangi bir ektisi

yoktur. Vorapaksar esas olarak diski yoluyla ve geri kalan1 (<% 5) idrar ile viicuttan atilir

(6).

Vorapaksar belirli dozlarda platelet agregasyonunu indikler, trombin reseptérini aktive
edici peptidi (TRAP) inhibe eder. Ornegin, 20 mg vorapaksar dozu ile, yaklasik 2 saat,
50% den fazla hasta igerisinde >80% platelet agregasyonu inhibe edilmistir. 40mg dozda
uygulandiginda, yaklasgik 70% hasta igerisinde, 1 saat i¢inde, platelet agregasyon
inhibisyonu >80% olmustur ve 2 saat iginde de inhibisyon %96’ a ylikselmistir (6).

Vorapaksar, faz 2 klinik denemeleri sirasinda giivenligi ve etkinligi agisindan iyi sonuglar
goOstermistir. Boylece, faz 3 denemelerine alinmistir. TRA-CER organizasyonu tarafindan,
Klinik denemelerinde ACS hastalarina karst vorapaksar etkinligi ve giivenligi
degerlendirilmistir. Bu deneme sonuglarina gore ¢alismanin asil hedef ile ilgili higbir klinik
yarart olmadig1 bildirilmis, ayrica biiyiikk kanama riskinde artis s6z konusu olmustur,
Ozellikle felcli hastalar i¢in beyin kanamasi riskinde artis gozlenmistir. Bu nedenle bu

calismalar durdurulmustur (48). Fakat, 2014 yilinda Merck tarafindan gelistirilen bu
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molekil FDA tarafindan kan pihtilari olusumunun 6nlenmesi i¢in PAR1 antagonisti olarak

onaylanmis ve piyasada Zontivity ticari adi altinda satilmaya baslanmistir (49).
2.2.2.2. Atopaksar

Atopaksar (Sekil 2.4), oral olarak aktif, potensiyel bir PAR1 antagonistir, vorapaksara gore
aktivasyon siresi daha yavas (3,5 saat) ve yar1 dmrii daha azdir (23 saat). Vorapaksar gibi,
vicutta atopaksar da CYP3A4 tarafindan metabolize edilir ve diski yoluyla viicuttan atilir.
Atopaksar, vorapaksar ile karsilastirildiginda, platelet fonksiyonun iyilesme siiresi daha
hizlidir. Preklinik ¢alismalarinda, atopaksar hayvan modellerinde anti-trombotik etkiler
gostermektedir. Ayrica, atopaksar trombini, PARL aktive edilen peptidleri, inflamasyon

mediatoru olan CD40 ligantlarini, 1L-6 ve P-selektin gibi yapilar1 da inhibe edebilmektedir

(7).

LANCELOT faz 2 klinik ¢aligmalarin1 gergeklestirmistir. Atopaksarin, belirli bir dozu ile,
karaciger ve kalp fonksiyonlarinda anormal artis gozlenmistir. BOylece, atopaksarin klinik

gelistirilmesi durdurulmustur (50,51).

Sekil 2.4. Atopaksar (7)

2.3. BILGISAYAR DESTEKLI iLAC TASARIMI (CADD)

Yeni ilaglarin bulunmasinda, yan etkilerinin ve toksik etkilerinin azaltilmasinda, istenen
farmokokinetik ve farmakodinamik 6zelliklerin belirlenmesinde bilgisayar destekli ilag
tasarim ve gelistirilmesi ¢alismalarindan (CADD) yararlanilmaktadir. Organizmanin yapist
ve ila¢ molekiiliiniin organizmadaki yolculugunun karmagsiklig1 goz oniine alindiginda ve
pek cok hastaligin nedenlerinin tam olarak agiklanamamasi, ayrica emek, zaman, yatirim
maliyetlerinin ¢ok fazla olmasi gibi nedenlerle rasyonel bigimde bilgisayar araciligi ile ilag

tasarlama zorunlulugu dogmustur.
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CADD, mevcut ilaglara ve hastaliklara ait birikmis bilgileri diger sahalardaki
disipilinlerarast  verilerle kombine halde kullanarak ila¢ gelistirme siirecini
hizlandirmaktadir. Boylelikle; yeni terapotik etkili bilesiklerin tasarimi, sentez dncesi yeni
biyo-aktif molekdllerin etkisinin tahmin edilebilmesi mimkin olabilmektedir. Bilgisayar
teknolojisindeki gelismeler yeni bir in silico biyoloji uygulama sinifinin gelisimine 6n ayak
olmustur. Bu ¢aligmalarda en biiyiik hedef bir hastaligi molekiiler seviyede modelleyerek,
belirli bir hasta populasyonunun tedavisine en uygun kimyasal bilesigin bulunmasi, bu
bilesigin tiim baglanma deneylerinin in silico olarak gergeklestirilmesi ve de bilesigin
ADME (emilim, dagilim, metabolizma ve atilimi) Ozelliklerinin kesin olarak tahmin
edilebilmesidir. Ilag kesfi ve gelistirilmesini in silico olarak basarmak ila¢ kesif islemini
inanilmaz derecede hizlandiracak, emek, zaman kaybi1 ve masrafi engelleyecektir. Hastay1
ve hastaligi molekiiler diizeyde, mekanizma bazinda anlayabilen kisisellestirilmis tibba

giden yolu da saglamlastiracaktir.

CADD teknikleri ile biyoteknoloji alaninda kemoinformatik ve biyoinformatik bilgiler
saglanmaktadir. Giiniimiizde ilaglarin etkilestigi organizmadaki molekiiler hedeflerin bir
bolimi  bilinmekle beraber, daha yapilart aydmlatilmamis bir ¢ok molekiiler hedef
bulunmaktadir. Heniiz yapilar1 aydinlatilmamis olan makromolekiillerin yapilarinin
yorumlanmasinda CADD yontemlerinden yararlanilarak  biyoinformatik  bilgiler
olusturulmaktadir. Bu g¢alismalar arasinda, baslica farmakofor analizleri, yiiksek verimli
sanal tarama (HTS), doking siralanabilir. Tez projesi kapsaminda, proteomiks ve
kemoinformatik alanlarinda yapilan c¢alismalar ile biyoteknoloji alanina yeni
biyoinformatik veriler ile katkida bulunulacak ve yeni etkili ila¢ etken maddeleri 6nerilerek

tedavide yeni ilaglarin 6nerilmesi gergeklestirilecektir (52)

Biyoteknoloji kapsaminda proteomiks c¢aligmalart yakin zamanda Onemli bir alam
olusturmustur. Hiicredeki fonksiyonel molekiillerden olan proteinler ilaglarin etki
gostermesinde major hedeflerdir. Proteomiks, protein yapisindaki hedeflerin ve hastalik
siirecindeki biyokimyasal yolaklarin tanimlanmasinda biiyilk umutlar vaat etmektedir.
Proteomiks, cok basamakli ilag gelistirme isleminde giderek Onemi artan bir rol
oynamaktadir. Bu islem hedef tanimlanmasini, validasyonunu, dnder bilesik se¢imini,
kiiciik molekiillerle tarama ve optimizasyonu ve de toksisite testlerini kapsamaktadir.
Bunun Gtesinde, bilgisayarlt proteomiks, kimyasal proteomiks, yapisal proteomiks ve

topolojik proteomiks gibi alt disiplinler, ozellikle bilgisayar destekli ila¢ tasarimina
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belirgin katkilar sunmaktadir. Akilc1 ilag tasariminda, ilk olarak patogenezde hangi

proteinlerin ila¢ hedefi olabileceginin bulunmasi esastir.

Biyoteknoloji kapsaminda biyoinformatik alaninda, ilag kesfi surecinde, 6zellikle yapisal
biyoinformatik alaninda, ¢ok biiyiik katki saglanmaktadir. Bu alan, proteinler, RNA ve
DNA gibi biiyiik makro molekiillerin li¢ boyutlu yapisinin analiz ve bulunmasi ile ilgilidir.
Hiicre icinde, ¢ogunlukla ilag/terapdtik hedefleri protein yapilart  (reseptorii)
bulunmaktadir. Bu nedenle ii¢ boyutlu proteinlerin yapilari, ilag kesfi ve gelistirme

stirecinde ¢ok biiyiik rol oynamaktadir.

Biyoinformatik bilgilerin zenginlesmesi, biyolojik hedeflerin yorumlananbilmesi ile
mumkin olur. Genom ve protein dizilimleri bize hastaliklarin tedavisinde, yan etkileri ve

toksik etkilerinden armdirilmis ilaglarin bulunmasini saglar (53).

Biyoinformatik alani, bilgi edinilmesi, veritabani gelistirimi, entegrasyon ve baglantilarin
saglanmasi, ve analiz olmak iizere dort ana is boliimiinii kapsar. Biyoinformatik ayni
zamanda yeni ila¢ hedefleri tahmin edebilmek icin stratejileri ve algoritmalar1 saglar ve
ayrica mevcut ilag hedeflerin bilgilerinin depolanmasi ve yonetilmesini temin eder. Ayrica,
potansiyel ila¢ hedefleri kesfinden sonra, varsayilan bir hedef ve ilgili hastalik arasinda
giiclii bir iliski kurma ihtiyaci olugsmaktadir. Bir hedef dogrulama olarak bilinen bu siiregte,
biyoinformatik énemli bir rol oynamaktadir. Tlag hedefi dogrulama, klinik test ve onay

asamalarinda, basarisizlik potansiyeli azaltmasinda yardimei olur (54-56).

Gelistirilmis biyoinformatik teknikler ilag kesif siirecini hizlandirabilmektedir. Ila¢ hedef
tanimlama ve dogrulama (doking teknikleri gibi), deney gelistirme ve yiiksek verimli
sanal tarama (HTS) olmak tzere ve tim yeni potansiyel kimyasal maddelerin belirlenmesi

metotlari, biyoinformatik teknikleri kapsamaktadir (56).

Genel olarak, ilag kesfi siirecinde yararlanilan biyoinformatik teknikler asagidaki Sekil

2.5.°te verilmistir.
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Sekil 2.5. ilag¢ kesfinde kemoinformatik ve biyoinformatik arasindaki iliskiler (57)

2.4, MOLEKULER MODELLEME YONTEMLERI

Molekiiller modelleme dahil olmak iizere arastirmaya dayali ilag kesfi siireci giderek
modern tibbi kimya ve biyoteknoloji yontemleri daha fazla ihtiya¢ duyulmaktadir.
Molekiiler modelleme, molekiillerin davraniglarini modellemek veya benzetmek igin
kullanilan tiim teorik yontemleri ve hesaplamali teknikleri kapsamaktadir. Molekiler
modelleme tekniklerinin ortak ozelligi molekiiler sistemlerin atomik diizeyde

aciklamasidir. Bu yontem, 6zellikle ilag tasarim i¢in 6nemli bir rol oynamaktadir (58).

Molekiiler modelleme, ilag tasarimi siirecinde tibbi kimyagerler icin degerli ve
vazgecilmez bir ara¢ haline gelmistir. Bu yontemler, molekiillerin ii¢c boyutlu yapilarin
olusturulmasim1i ve temsilini ayrica fiziksel ve kimyasal oOzelliklerinin agiklamasini
aydinlanabilmektedir. Teorik kimya yontemlerine ve denyesel verilerine dayali bilgisayarli
tekniklerden biri bu yaklagimlar, molekiiler ve biyolojik sistemin 6zelliklerinin

belirlenmesi i¢in bir takim yontemleri igcermektedir (58).
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Molekiiler modelleme yontemleri yapi-aktivite iligkilerin (SAR) calismalari i¢in sik sik
kullanilmaktadir (59). Ayn1 zamanda, hem ilacin farmakodinamik bilgileri (6rnegin: etki
gucu, afinite, etkinlilik, selektivite) hem de farmakokinetik o6zelliklerinin (ADMET
parametreler: emilim, dagilim, metabolizma, bosaltim ve toksisite) her ikisi de, bu
yontemlerin uygulanmasi ile arastirtlmistir (60). Molekiiller modelleme gelismeleri, X-
isinlart  kristalografisi ve niikleer manyetik rezonans (NMR) bilinen biomolekiiler
spektroskopi yontemleri ile el ele ilerlemistir. Boylece, molekiiler ve yapisal biyoloji
alaninda carpici bir ilerleme saglanmaktadir. Bu teknikler sayesinde 100.000°den fazla ii¢
boyutlu protein yapilarinin ¢ozlinlirliigiinii ¢oziilmiistiir, dylece makromolekiiler olan ilag
hedefleri hakkinda 6nemli bir yapisal bilgileri elde edilmistir (61). Bu bilgileri depolamak,
diizenlemek ve kesfetmek icin kullanilan cabalar1 sayesinde saglam ve gelismis bir
hesaplama yontemleri artan bir talep yaratmaktadir. Bu agidan bakildiginda, dogru bir
sekilde entegrasyon olan in silico ve deneysel yontemleri, ilag kesfi siirecinde onemli bir
faktor olan molekiiler arasi tanimalarin karmasik yonlerini daha gilincel bir anlayis

saglanmaktadir (62).

flag kesfi siirecinde ozellikle in silico ila¢ tasarimi kullanilan molekiiler modelleme
yontemleri epeyce yaygin hale gelmistir. Rasyonel olarak kullanilan bu yontem daha kolay
ve oldukg¢a ucuz bir masraf ile ila¢ tasarimini saglayabilmektedir. Son yillardaki bilgisayar
yazilm ve algoritma gelismeler bu teknikler i¢in daha da pratik hale gelmistir. In silico Ilag
tasarimi rasyonel tabanli yaklasimlar iki yonteme ayrilmaktadir, yani hedefe-dayali ilag
tasarim (Structure Based Drug Design - SBDD) ve ligant yapisina-dayali ilag tasarim
(Ligand Based Drug Design - LBDD) (63) (Sekil 2.6). Hedefe-dayali ilag tasarim (SBDD)
yontemleri (yani, biyolojik hedefleri elde edilen ii¢ boyutlu yapisal bilgileri kullanarak ilag
tasarimi) modern tibbi kimya alaninda 6nemli bir bilesendir. Molekiler (doking)
yerlestirme, hedefe-dayali sanal tarama (SBVS) ve molekiiler dinamik (MD) en sik
kullanilan SBDD stratejileri arasinda yer almaktadir. Bu teknikler genis bir uygulama
alaninda kullanilmaktadir, 6zellikle molekiiler tanimlama analizi i¢in, baglanma enerjileri,
molekiiler aras1 etkilesmeler ve yapisal degisikler gibi Onemli analizleri temin
etmektedirler (64). Tlac tasariminda, biyoaktif kiigiik molekiillii kiitiiphanelerinin kullanimi
farkli bir yaklasim olarak karsimiza ¢ikmaktadir. Bu kltuphanelerde benzersiz kimyasal
cesitlilik ve belirli bir hedef ile etkileyen ligantlar bulunmaktadir. Bu tr bilgiler ligant
yapisina dayali ilag tasarim (LBDD) yontemlerinde kullanilmaktadir (65). Ligant yapisina

dayal1 sanal tarama (LBVS), benzerlik arama, QSAR modelleme ve farmakofor olusturma
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teknikleri, en ¢ok kullanilan LBDD yontemlerden bazilaridir (66). SBBD ve LBBD
yaklasimlar1, hem sanayi, hem de akademik alaninda ilag kesif slirecinde degerli bir arag
olarak uygulanmaktadir (67). Bu yaklasimlarin entegrasyonu sayesinde bir¢ok yapisal,

kimyasal ve biyolojik verilerin incelemesi basarili bir sekilde ger¢eklesmektedir. (68,69).
In silico Rasyonel ilag Tasariminda :
Molekiiler Modelleme Yaklagimlari :

Hedefe Dayali ilag Tasarimi Ligant Yapisina Dayali ilag Tasarimi
(Structure Based Drug Design — SBDD) (Ligand Based Drug Design — LBDD)
Doking Hedefe Dayali Molekiiler Farmakofor Ligant Yapisina QSAR

Sanal Tarama Dinamik Olusturma Dayali Sanal
('Structure Ba.sed Simulasyon Tarama
v:nualsZc\;:)enmg o (Ligar.1d Based
Virtual
Screening -
”\ LBVS)
N~ ——

Onder Bilesik
Olusturma ve
Optimizasyon

Sekil 2.6. /n silico rasyonel ilag tasarim ydntemleri (63)

llag olarak piyasaya ¢ikmadan once, Ozellikle yirminci asirdan itibaren arastirmacilar
tarafindan binlerce yeni Onder bilesik ortaya cikarilmaktadir. Bu caligmalar sirasinda,
kimyasal bilesiklerin yapilar1 ve hedeflenen biyolojik etkileri ile arasindaki baglantilari
tanimlamak i¢in biiyilk emek sarf edilmektedir. Bu yeni yontemler, yeni potensiyel etken
maddelerin gelistirilmesinde, ulasilmasinda ve hangi etki mekanizmasi s6z konusu

oldugunu belirlemede gunden giine daha da 6nemli bir rol oynamaktadirlar (70).

Guntmuizde molekuler modelleme teknikleri hem SBDD hem de LBDD yontemleri
kullanilarak gelistirilmis ilag molekiilleri bulunmaktadir. AIDS tedavisinde kullanilan
Darunavir (Prezista®) (71), NOrokinin-1 reseptor antagonisti olarak kemoterapi sonrasinda
rastlanan bulanti ve kusmanimn tedavisinde kullanilan Aprepitant (Emend®) (72),
hipertansiyon tedavisinde bilinen Angiotensin II reseptdr inhibitorii olarak kullanilan
Losartan (Cosaar®) (73) ve diger gelistiren ilag Eprosartan (Teveten®) (74); bu
molekdllere 6rnek olarak gosterilebilir.
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Sekil 2.7. Molekiiler modelleme yontemleri kullanilarak gelistirilmis ila¢ molekiilleri

5-HT reseptorleri nanomolar antagonisti Sorafenib(Nexavar®), hedefe dayal: ilag tasarimi
yontemiyle kesfedilmis bir ilag molekiiliidiir (75). B-Raf enzim inhibitorii olan ve geg
donem melanoma tedavisinde kullanilan Vemurafenib (Zelboraf®), ligant yapisina
(fragman) dayali ilag tasarimi yaklasimi ile kesfedilmis ilk ilag molekiiliidir (76) (Sekil
2.7.).
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2.4.1 HEDEFE DAYALI iLAC TASARIMI (SBDD)

*  Molekiiler doking (sabit ve esnek)
*  Molekiiler dinamik

k Yeni ligand sentezi ve tasarim

Molekiiler tasarim
4

Deneysel degerlendirme

Ligand-reseptdr kompleksi

Sekil 2.8. Hedefe dayali ilag tasarim (SBDD) yontemleri (96)

Kicuk molekilli olan ligantlarin makromolekiiller ile tanimlanmasi ve etkilesimi
prensiplerinin anlasilmasi ilag arastirma ve gelistirmesi ¢alismalarinda (Ar-Ge) blylk
onem tagimaktadir (77). SBDD yapisal verilerin sistematik olarak kullanim1 anlamina gelir
(6rnegin: makromolekiiler hedefleri veya reseptorler), genellikle deneysel veya
hesaplamali homoloji modelleme ile elde edilmistir (78). Amaci, reseptore yiiksek bir
baglanma afinitesi elde etmek igin belirli elektrostatik ve stereokimyasal 6zelliklere sahip
ligantlarn ortaya ¢ikarmakdir. Ug¢ boyutlu makromolekiiler yapilarm mevcudiyeti, cep,
kavite ve yan-cepler varligi dahil olmak iizere baglanma bdlgelerinin topolojisinin
incelenmesiyle mumkiin olmaktadir. Yiik dagilimi gibi elektrostatik 6zellikleri de, ayrica
dikkatle incelenebilmektedir. Mevcut SBDD yontemleri, hedef reseptorunun etkili bir
modulasyonu igin gerekli 6zellikleri iceren ligantlarin tasarlanmasia da saglanmaktadir.
Yiksek afiniteli ligantlar ile dogrulanmis bir ilag hedefiyle selektif modulasyonu belirli
hicresel sureglere midahale edilerek, istenilen famakolojik ve terapotik etkilere yol
acmaktadir (79).

SBDD yo6ntemleri asamali bilgi edinme seklinde olusan bir dongudur (Sekil 2.8.). Bilinen

bir hedef yapisindan baslanarak, in silico ¢alismalarla, potansiyel ligantlarin belirlenmesi

icin gergeklestirilmektedir. Bu molekiiler modelleme islemini umut verici bilesiklerin

sentezi izlemektedir (80). Daha sonra, bu potansiyel ligantlarin, afinite ve etkinligi gibi

biyolojik  ozelliklerinin  degerlendirme  igin, ¢esitli ~ deneysel  platformlar
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gerceklestirilmektedir.  Aktif bilesiklerin  tamimlanmas1  kaydiyla, ligant-reseptor
kompleksinin ii¢ boyutlu yapist ¢oziilebilir. Mevcut yapt molekiiler tanima siirecini

destekleyen gesitli molekiiller 6zelliklerin tespit edilmesini saglamaktadir (81).

Olusturulan ligant-resptér kompleksi tespit edildikten sonra, biyolojik etkinlik verileri
yapisal bilgilere iligkilendirmeye ¢alisilmaktadir (82). Bu sekilde, SBDD metodu
melekuler modifikasyonu yaparak yeni ligantlarin afinitesini gelistirmek igin yeni

adimlarla bastan baslamaktadir.

2.4.1.1. Molekdiler Doking Yontemi

Sekil 2.9. Molekuler doking surecinin 0zeti (96). (A) Ligant, (B) Reseptor, (C) Ligant
reseptoriin igine yerlestirilir, (D) En tercih edilen doking pozu baglanma profilini analiz
edilmektedir

Molekiiler doking, baglanma bolgesinde kiigiik molekilu olan liganlarin uygun bir sekilde
hedefe yerlestirmesini dogru olarak tahmin edilebildigi i¢in, SBDD yaklasimlarinda en sik
kullanilan yontemlerinden biridir (Sekil 2.9.) (83). 1980 yillarinda ilk algoritmalarin
gelistirilmesini ardindan, molekiiler doking yontemleri onemli bir arastirma alani olmustur.
Ozellikle in silico ilag tasariminda en faydali yontemlerden biridir ve bilgisayar tabanl ilag
tasarim1 programiin birincil parcasini olusturmaktadir (84) Ilag kesfi siirecinde yapilan
doking c¢aligsmalarinda, ligant-reseptor arasinda olusan kompleksin baglanma enerjisinin
kantitatif olarak hesaplanabilmesinde dolayr bu tiir ¢alismalar1 gittikge artan bir deger

kazanmaktadir.
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Molekiiler modelleme alaninda molekiler doking islemi, iki molekiil stabil bir kompleks
sekline donlismek suretiyle birbirine baglandiginda bir molekiiliin  dncelikli
konformasyonunu bulan eden bir metottur (85). Tercih edilen konformasyona ait veriler,
skorlama fonksiyonlar1 kullanilarak iki molekiil arasindaki baglanma afinitesinin
belirlenmesi amaciyla kullanilabilir. Biyolojik olarak uygun olan protein, niikleik asit,
karbonhidrat ve lipit gibi molekullerin baglanmasi sinyal transdiiksiyonunda merkezi bir
rol oynamaktadir. Ayrica, etkilesen iki partnerin rolatif konformasyonu Uretilen sinyalin
tipini etkileyebilmektedir. Bu nedenle doking islemi, iiretilen sinyalin tipini ve giiciinii

tahmin etmek icin de kullanilabilmektedir.

Doking islemi siklikla, kiiciik molekiillerin afinite ve aktivitelerini hesaplamak amaciyla
ila¢ etken maddesi adaylar1 gibi kii¢iik molekiillerin protein yapili hedeflerine baglanmalari
sirasindaki konformasyonunu bulmak amaciyla kullanilir ( 86). Bundan dolayi, doking

islemi rasyonel ilag tasariminda énemli bir rol oynamaktadir.

Enzim inhibitor Enzir;m + inhibité';

Sekil 2.10. Denge sartlar1 altinda enzim ve inhibitéri baglanmasi
Molekiiler doking calismalari, ilaglarin rasyonel olarak tasariminda Onemli bir yerde
bulunmaktadir. Ayrica bu tiir ¢aligmalardan yararlanilarak, Ornegin sitokrom P450
izoformlar1 kullanilarak, ila¢ metabolizmasi {izerine de ¢esitli analizler yapilabilmektedir.
Bir enzim ve inhibitor i¢in molekiiler doking, denge sartlar1 altinda kompleksin yapisinin

dogru tahmin etmeyi hedeflenmektedir (Sekil 2.10.).

Molekiiler doking senaryolar1 genellikle asagidaki kategorilerden birine girmektedir: ilk
olarak, kor doking (blind docking) olarak adlandirilan doking yonteminde proteinin veya
reseptorin aktif yoresini bilinmemektedir. Bu tir doking yontemi 6zellikle protein-protein
etkilesimlerini incelemek i¢in 6nemli bir yaklagimdir. Ikincisi, proteinin baglanma ydresini
X-151 kristalografi ve NMR c¢alismalarindan bilinmektedir, bu yonteme ‘dogrudan doking
yontemi’ (direct docking) denilmektedir. Bu durumda, ilginin odak noktasi elde edilen
ligantlarn  konformasyonudur. Bilinen baglanma yoresinde, bir kofaktér, bazi su

molekdleri veya Kkatalitik metal iyonlar1 igeriyorsa doking hesaplama islemine dahil
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edilmesi unutulmamalidir. Ugiinciisii, biigiine kadar doking yaklagimlarinin ¢ogunda ihmal
edilen faktorler, totomerik veya iyonize durumlar, onun yani sira ligant aktif yoresinin pH,
pKa veya sicaklik gibi mikro ortamima etki eden diger faktorlerin hesaba katilmasiyla
olusturulan sanal tarama yontemi ile doking caligmalarinin gergeklestirilebilmesidir.
Ayrica, bazi durumlarda proteinlerin hareket halindeyken bulunan konformasyonel
degisiklikleri de dikkate alinmalidir. Son olarak, bilinen protein ile inhibitér arasindaki

kovalent baglar mevcutsa gelismis doking yontemleri tercih edilmelidir (87) (Cizelge 2.1).

Cizelge 2.1. Molekiiler doking kategorileri

Bilinmeyen 3D Yapilar1  Homoloji Modelleme  Bilinen 3D Yapilari (NMR, X-ray)

e Kor Doking Yontemi (Blind Docking) e Dogrudan Doking Y 6ntemi

(Aktif yoresi bilinmemektedir) (Aktif yoresi bilinmektedir)

e Ligantlar baglanma kavitesine doking e Kofaktorler, su molekulleri, metal
yontemi iyonlari, kovalent-bagl ligant

e Protein-protein doking yontemi, bulunur

e Ligant-Protein (model) doking (GPCR)
yontemi

pH, pKa iyonizasyon, tautomerik formlar, solvasyon, protein katlanmasi ve uyarilmig
uyum sorunlari

Genel olarak, molekiler doking calismalarinda en iyi baglanma konformasyonu
belinirlerken iki 6nemli adim takip edilmektedir: (i) Cesitli potansiyel baglanma modlarini
temsil eden blyik bir konformasyonel alanda arama gergeklestirmesi ve (ii) tahmin edilen
her baglanma konformasyonuyla iligkili baglanma enerjisinin isabetli olarak tahmin
edilmesidir (88). Molekiiler doking programlar1 dongiisel siliregte bu goérevleri
gerceklestirir ve sonuglanan ligant konformasyonlar1 belirli bir puanlama fonksiyonlar
veya skorlama yontemleri ile degerlendirilmektedir. Bu islemler, sistemin ardisik olarak
minimum enerji ¢oéziimiine ulasincaya kadar devam etmektedir (89,90). Bir protein
yuzeyinde bir ligantin olasi baglanma seklinin sayisi neredeyse sonsuzdur. Bu yiizden
arama algoritmasi hizli ve etkili olmak zorundadir. Puanlama fonksiyonu dogru baglanma
konformasyonunu  yeterince  ayirt  edebilmesi  ligant-protein  etkilesimlerinin
termodinamigini yakalamasi gerekmektedir. Bugiinlerde 30’ten fazla farkli doking
programi kullanilabilir durumdadir. Doking programlari, protein veya ligantin esnekligini

ele almalarina, 6rnekleme algoritmalarina ve skorlama fonksiyonlaria gore farklilanirlar.
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2.4.1.1.1. Konformasyonel Arama Yodntemleri

Konformasyonel arama algoritmasi, aktif yorede bulunan molekiillerin pozlama islemini
gerceklestirmektedir (86). Bu islem basli basina zor bir siiregtir. Ciinkii ¢ok kii¢iik organik
molekiiller bile, ¢cok fazla sayida konformasyonel serbestlik derecesi i¢erebilmektedir. Bu
serbestlik derecelerinin drneklenmesi islemi, reseptor yapisiyla en iyi sekilde eslesen
konformasyonu tanimlamak i¢in yeterli bir dogruluk derecesiyle gergeklestirilmeli ve tek
bir doking isleminde binlerce bilesigin degerlendirilmesine imkan verecek kadar hizh
olmalidir. Arama metodlarindan bazilar1 liganti temel alarak hesaplamalar yaparken
(Treatment of Ligand Flexibility) bazilar1 da hedef molekiilii temel alarak hesaplamalar
yapilmaktadir (Treatmenf of Protein Flexibility). Fakat genel olarak liganti temel alan

arama algoritmalar1 daha fazla kullanilmaktadir.

Konformasyonel arama asamasinda, ligantlarin yapisal parametreleri, 6rnegin burulma
(dihedral), translasyon, oryantasyon ve Ozgiirlik donme derecesi gibi, asamali olarak
degistirilmektedir (Sekil 2.11A). Konformasyonel arama algoritmalar1 sistematik
(inkremental aramasi), veya stokastik yontemleri (Monte Carlo yontemi, genetik

algoritmalar), uygulayarak bu gorevi gerceklestirmektedir (90,91).

Sistematik arama yontemleri yapisal parametreleri hafif varyasyonlarla tesvik edip,
ligantlarin yapilarint adim adim degistirilmektedir. Bu yontemlerde algoritmalar, yapisal
alanin enerji haritas1 kullanilarak incelenmis ve ¢ok sayida arama ve degerlendirme
yapildiktan sonra biiyiik olasilikla baglanma moduna karsilik gelen minimum enerji
¢6zUmin{ elde etmektedir (Sekil 2.11B). Bu yontem, yapisal alanin kesfetmesi igin etkili
olmasma ragmen, global minimumdan ziyade yerel minimuma yakinsama
olusturabilmektedir. Bu dezavantaj, enerji haritasindaki farkli noktalarindan (yani, farkli

bir konformasyonundan) baslayarak ayni anda arama yaparak asilabilmektedir.

Stokastik yontemlerde ise, konformasyonel arama gergeklestirirken ligantlarin yapisal
parametrelerini rastgele olarak degistirilmektedir. Bunun i¢in, kullanilan algoritma ile bir
takim molekiil konformasyonlari olusturulup, enerji haritas1 genis bir sekilde
doldurulmaktadir (Sekil 2.11C). Bu strateji, nihai ¢6ziimii yerel enerji minimuma
yakalanmasint Onlenmektedir ve global minimuma bulma olasiligim1 da artirmaktadir.
Belirli bir algoritma kullanilarak enerji haritasina genis bir kapsama tesvik olsa da, bu

prosediir ile ilgili hesaplama maliyeti de 6nemli bir sinirlama olusturmaktadir (92,93).
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Sistematik ve stokastik yontemler, 6zel yaklasimlari ile kendi sorunlart ¢6zmek icin yaygin

olarak kullanilan molekiiler doking programlarina dahil edilmektedir (94).

¢, acr(®)

¢ aci:(°)

Sekil 2.11. Konformasyonel arama yontemleri (96)

2.4.1.1.1.1. Sistematik Arama Yontemleri

Sistematik arama algoritmalar1 bir molekiilin i¢inde biitiin serbestlik derecelerini
kesfetmeye caligmaktadir, ama sonucta bu islem kombinasyon patlamasina sebebiyet
vermektedir (94). Bu nedenle, ligantlar genellikle asamali olarak aktif yorelerine
yerlestirilmektedir. Asamal1 veya artimli arama farkli sekillerde yapilabilir. Mesela aktif
yoresinde cesitli molekiiler fragmentlerin yerlestirilmesi vasitasiyla ve molekiilleri
kovalent baglayarak (de novo ligant tasarim stratejisinde en popiler yontemdir)
gerceklestirilebilecegi gibi yerlestirilmis ligantlarin kati (¢ekirdek fragment) ve esnek (yan
zincir) pargalara boliinerek yapilmasi seklinde de gerceklestirilebilir. Sonraki asamada kati
cekirdekler tanimlandiktan sonra aktif yore igine yerlestirilmektedir. Ardindan esnek
bolgeler artan (inkremental) bir sekilde eklenir. Ornegin bilinen doking programi DOCK
4.0, sterik tamamlayici olarak ¢ekirdek fragmentini pozlar ve esnek yan zincirler sistematik

olarak her bagi farkli pozlarda denemektedir (94).

2.4.1.1.1.2. Stokastik Arama Yontemleri

Rastgele arama algoritmasi (genellikle stokastik metot olarak ifade edilir) rastgele olarak

ya ligant1 ya da ligant popiilasyonunu degistirilmektedir. Yeni elde edilmis bir ligant daha
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once tanimlanmis olabilirlik fonksiyonunun temeli ilizerine gelistirilmektedir. Monte Carlo
ve Genetik Algoritma iki popiiler rastgele yontem yaklagimidir. Bu yontemler, AutoDock
ve GOLD gibi bilinen molekiiler doking programlarinda bagarili bir sekilde

kullanilmaktadir.
2.4.1.1.1.2.1. Monte Carlo Algoritmasi

Monte Carlo algoritmasi, aktif bolgede liganta ait tesadifi konformasyon, translasyon,
rotasyondan olusan bir konfigiirasyon olusturmaktadir (86). Ardindan olusturulan bu ilk
konfiglrasyonu skorlar ve yeni bir konfigiirasyon olusturulup onun da skorlama islemini
gergeklestirir. Bu skorlama islemlerinden sonra son olusturulan konfigiirasyon daha iyi bir
skora sahipse, algoritma bu konfigurasyonu secer. Eger son olusturulan konfigiirasyon
daha disiik bir skora sahipse, Boltzman Temelli Olasilik Fonksiyonunu uygular. Eger
konfiglrasyon testi gecerse, gecerli kabul edilmektedir. Ancak testi gecemezse
reddedilmektedir. Algoritma tarafindan gergeklestirilen bu kabul etme reddetme islemine
Metropolis Kriteri denilmektedir. Sonra ise algoritma bu adimlari istenilen konfigiirasyon

sayisina ulagincaya kadar tekrarlanmaktadir.

2.4.1.1.1.2.2. Genetik Algoritmasi (Genetic Algorithm)

Genetik algoritma, dogal genetik ve biyolojik evrim siirecini temel almaktadir (95).
Molekiiler doking alaninda, bir ligant ve proteine ait yapilan belirli diizenlemeler, ligant ve
proteine ait translasyon, oryantasyon ve konformasyon degerlerini tanimlayan bir dizi
deger olarak ifade edilebilir. Diizenlemesi yapilan bu degerler ligantin durum degiskenleri,
State Variables, olarak tanimlanabilir ve genetik algoritmada her durum degiskeni bir gene
karsilik gelmektedir. Ligantin durumu genotipe, ligantin atomik koordinatlar1 ise fenotipe
karsilik gelmektedir. Molekiiler dokingte, fitness terimi, proteinle etkilesen ligantin toplam
etkilesim enerjisini ifade etmektedir ve bu terim enerji fonksiyonu kullanilarak
degerlendirilmektedir. Bir crossover (gapraz) prosesi kullanilarak rastgele iki birey
eslestirilmektedir. Capraz prosesi sayesinde yeni bireyler hem anneden hem de babadan
gelen genleri almis olurlar. Ek olarak bazi yavrular, genlerin tesadiifi bir sekilde
degistirildigi rastgele bir mutasyona maruz birakilmaktadirlar. Bu islem sonucunda olusan
yavrulardan cevresine daha iyi uyum saglayanlar cogaltip daha zayif olanlar ise
6lmektedirler.
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Genetik algoritma, dogada canlilar arasinda var olan biyolojik yarigma ve popiilasyon
dinamiklerini temel alan bilgisayarli problem ¢6zme yaklagimlarindan birisidir (86). Bu
yaklasimda molekiile ait olan model parametreleri bir kromozom iizerine kodlanir ve
stokastik olarak degistirilmektedir. Verilen bir probleme, mimkin c¢oézimler sunan
kromozomlar bir fitness fonksiyonu tarafindan degerlendirilirler ve en iyi orta dereceli
¢Oziimle uyusan kromozomlar crossover ve mutasyona maruz birakilmaktadirlar. Bu
sayede bir sonraki nesil olusturulmus olur. Doking uygulamalarinda, genetik algoritmanin

urettigi ¢oztimler, miimkiin olan ligant konformasyonlarindan olusan bir gruptur.

24.1.1.1.2.3. Lamarckian Genetik Algoritmas1 (LGA - Lamarckian Genetic
Algorithm)

Bu arama algoritmasi, Genetik Algoritma (Genetic Algorithm), ve Lokal Arama
Metodunun (Local Search Method) kombine edilmesiyle olusturulmus hibrid bir
algoritmadir (95). Bu algoritmada, ligant bir kromozom olarak temsil edilmektedir.
Kromozom ise ligantin lokasyonunu (ii¢ koordinat), oryantasyonunu (dort kuaternions) ve
konformasyonunu (her bir torsiyon i¢in bir deger) tanimlayan asil degerli bir diziden
olugmaktadir. Simiilasyon, tesadiifi bireylerden olusan popiilasyonun olusturulmasi ile
baglamaktadir. Ardindan bunu, belirli sayida tekrar eden tiretim dongiisii izlemektedir. Her
bir Gretim dongusu ise, haritalama ve fitness degerlendirilmesi, dogal secilim (seleksiyon),
crossover, mutasyon ve elitist seciliminden olusmaktadir. Gergeklestirilen her iiretim
dongiisiinii ise lokal tarama islemi izlemektedir. Ardindan, bu islemler ile olusan ¢6ziimler,

enerji tabanl bir skorlama fonksiyonu kullanilarak skorlanmaktadir.

Her yontemlerin 6zelliklerini ne olursa olsun, makul bir zaman miktarinda herhangi bir
konformasyonel arama algoritmasi enerji haritasini genis bir yelpazede kesfetmek miimkiin
olmalidir. Ideal olarak, molekiiler doking hesaplanmasi birka¢ dakika i¢inde sonucuna
varilmalidir. Cizelge 2.2.’de konformasyonel arama yontemlerine gore kategorize edilen

yaygin olarak kullanilan molekiiler doking alogaritmas1 bulunmaktadir.
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Cizelge 2.2. Konformasyonel arama algoritmasi 6rnekleri (96)

Sistematik Arama Ydntemi Rastgele Arama Yodntemi
eHiTS AutoDock
FRED AutoDock Vina
Surflex-Dock Gold
DOCK PRO_LEADS
GLIDE EADock
EUDOC ICM
FlexX LigandFit
Hammerhead Molegro Virtual Docker
Flog CDocker
SLIDE GlamDock
ADAM PLANTS
MolDock
MOE_Dock

2.4.1.1.2. Skorlama Fonksiyonu (Scoring Function)

Molekiler doking programi, tahmin edilen ligant-reseptor komplekslerinin baglanma
enerjilerini degerlendirmek i¢in skorlama fonksiyonu kullanmaktadir. Enerji degisikligi,
ligant-reseptor yapilarmin olusumu nedeniyle, genelde baglanma sabiti (Kd) ve Gibss
serbest enerjisi (AGL) birimi ile kullanarak degerlendirilmektedir (97). Intermolekiiller
etkilesimleri, ¢6ziinme (Solvasyon) ve entropik etkileri de dahil olmak Uzere, ligant-
reseptori arasinda bulunan baglanma enerjisinin saptanmasi, onemli fizikokimyasal
parametreler ile degerlendirerek gergeklestirmektedir (98). Bu nedenle, ne kadar fazla
sayida fiziksel-kimyasal parametreler degerlendirilebilirse o kadar yiiksek bir dogrululuk
skorlama fonksiyonuna sahip olabilmektedir. Ancak, fonksiyondaki degisken sayisi ile
orantili olarak hesaplama maliyetini artirip, doking algoritmas1 verimliligini

azaltabilmektedir.

Algoritmalar tarafindan olusturulan aday ligant konformasyonlarinin degerlendirilmesi ve
siralanmas1 ¢ok onemli ve kritik bir asamadir. Baglanan konformasyonlar dogru tahmin
edilmis olsalar dahi, dogru olan ligant konformasyonu tanimlanamaz ve dogru poz yanlis
olandan ayrilamaz ise hesaplamalar en son asamada basarisiz olacaktir. Bu nedenle,

giivenilir skorlama fonksiyonlarinin dizayni ve planlamasi esas 6neme sahiptir.

Ozellikle biiyiik sayida ligant kiimeleri ile calisirken, ideal olarak, verimli skorlama
fonksiyonlart dogruluk ve hiz arasinda bir denge sunmalidir. Ligant ve reseptor
etkilesiminin kantitatif modellemesi ve baglanma affinitesinin hesaplanabilmesi icin

Serbest Enerji Simulasyon Teknikleri (Free Energy Simulation Techniques) gelistirilmistir
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( 86). Ancak bu masrafli hesaplamalar, cok sayida ligant-reseptdr kompleksinin
degerlendirilmesi igin kullanisli degildir ve her zaman dogru sonu¢ vermemektedir.
Molekiiler doking programlar tarafindan uygulanan skorlama fonksiyonlari, modellenen
komplekslerin  degerlendirilmesi sirasinda ¢esitli sadelestirmeler ve varsayimlar
yapmaktadir ve entropik etki (entropic effects) gibi molekiiler tanimlanma igsleminde yer
alan baz1 fiziksel olaylar1 hesaba katmamaktadir. Temel olarak, skorlama fonksiyonlari,
Kuvvet Alan1 Dayali Skorlama Fonksiyonu (Force Field Based Scoring Functions),
Deneysel Skorlama Fonksiyonu (Emprical Scoring Functions), Bilgi Tabanli Skorlama

Fonksiyonu (Knowledge Based Scoring Functions) olarak ii¢ ana sinifa ayrilabilir (99).

Kuvvet alan1 dayali skorlama fonksiyonu, baglanan (bag gerilmesi, a¢1 biikiilme ve
dihedral varyasyonu) ve baglanmayan (elektrostatik ve Van der Walls etkilesimleri)
kosullarin katkilarmin toplanmasiyla baglanma enerjisin hesaplanabilir. Bu tlr skorlama
fonksiyonu, fonksiyonun her siireli klasik mekanigin denklemleri ile kullanarak ab-initio
yontemi uygulanmaktadir (100). Kuvvet alanina dayali yontemlerin en énemli dezavantaji,
entropik katkilarin yanlis tahmin edilebilmesidir. Bu eksiklik, entropik fenomenini
aciklamak i¢in makul bir fiziksel modelle sik sik kargilagilmadigi ig¢in olmustur. Ayrica,
hesaplamalarda ¢Ozicl agikca dahil edilmedigi igin desolvasyon enerjilerinin tahmini de
eksik kalmistir (86).

Aktivite tahmininde kuvvet alani, genellikle molekiler mekanikteki reseptor-ligant
etkilesim enerjisi ve i¢ ligant enerjisinin (6rnegin baglanmada olusturulan sterik gerginlik
gibi) toplami ile Olctliir. Kuvvet alani, biiylik ol¢iide skorlamayr kolaylastiran, i¢ protein
enerjisi hesabini ihmal eden, tek bir protein konformasyonunu hesaba katar. Cesitli kuvvet
alami aktivite tahminleri farkli kuvvet alaninda parametre setlerine dayanmaktadir. Ornegin
G-Score, Tripos kuvvet alanimi ve Autodock, AMBER alanini kullananrak aktivite

tahminleri yapar (94).

Ligant ve reseptor arasindaki etkilesimler ¢ok siklikla van der waals ve elektrostatik enerji
kurallarinin  kullanimina gore tanimlanir. Elektrostatik terimi yiik-ylik etkilesiminin
katkisin1 azaltan dielektrik fonksiyon bagimli bir mesafe ve kolombik formiilasyonu ile
aciklanmaktadir. Internal ligant enerjisinin fonksiyonel formu tipik olarak protein-ligant
etkilesim enerjisine ¢ok benzerdir ve ayrica van der waals ve elektrostatigin katkilarim

icerir.
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Ampirik veya deneysel tabanli skorlama fonksiyonlar1 bir baska tiir degerlendirme
yontemidir. Fonksiyonlarin her bir kosulu, ligant-reseptor arasinda olusan kompleksin bir
fiziksel olay1 olarak tarif edilmektedir. Bu durum, hem hidrojen baglanmalarini, iyonik ve
apolar etkilesimleri, hem de desolvasyon ve entropik etkileri kapsamaktadir (101). Bu
yontemin gelistirilmesinde ilk adim olarak, ¢oklu lineer regresyon analizi ger¢eklestirmek
icin bilinen baglanma afiniteleri olan bir dizi protein-ligant kompleksleri, ¢alisma seti
olarak kullanilmaktadir. Ardindan, istatistiksel model tarafindan iiretilen agirlik sabitleri,
denklemlerin kosullarini ayarlanmasi i¢in katsayr olarak kullanilmaktadir. Ampirik
fonksiyonlarmin dezavantaji, modeli gelistirmek i¢in kullanilan verilerin dogrulugunun
cok bagimli olmasidir (102). Fakat, kullanilan enerji kosullari basit oldugu i¢in, kuvvet
alan1 dayali skorlama yontemlerinden, bu deneysel tabanli skorlama fonksiyonu daha hizli
caligmaktadir. Surflex ve FlexX gibi bilinen doking programlari, bu tiir skorlama

fonksiyonunu yaygin olarak kullanmaktadir (103,104).

Deneysel aktivite tahmininde, baglanma enerjileri ve konformasyon gibi ¢ok parametreli
fonksiyonlarin toplanarak, yeniden iiretilmesi Bohm tarafindan 6nerilmistir (105). Ampirik
aktivite tahmininin tasarimi, baglanma enerjilerinin tek tek ilintisiz terimlerin toplami
olarak yaklasik ifade edilebilece8i fikrine dayanmaktadir. Aktivitenin tahmini ¢esitli
terimlerin katsayilari, baglanma enerjileri ve X-isilanr1 yapisal bilgiler kullanilarak
olusturulan regresyon analizinden elde edilir. Fonksiyonel formlar, kuvvet alan1 molekiiler
mekanik kosullarinin benzeri olmasina ragmen genel olarak kuvvet alani aktivite tahmini
metodundan daha basittir. Ampirik fonksiyonlarin iyi yonii, genellikle degerlendirmek i¢in
basit fakat kuvvet alan1 fonksiyonlarina benzer yaklasimlara dayanmasidir. Bu yontemlerin
dezavantaji ise regresyon analizi ve uyumda molekiiler veri setleri {izerine bagimliligidir.
Bu skorlama genellikle cesitli kosullarda farkli dengeleyici faktorleri olusturur. Sonug
olarak farkli sekilde olusturulmus aktivite tahmini metotlarindan kolaylikla yeni bir

skorlama sistemi olusturulamaz.

Ligant-reseptor baglanma enerjisini degerlendirmek igin kullanilan iigiincii bir yaklgim,
bilgi tabanli skorlama fonksiyonu bilinmektedir. Bu ydntem, olusan ligant-reseptor
kompleksinden elde edilen ikili enerji potansiyellerini kullanarak genel bir fonksiyonunu
tahmin edilmesidir. Bu potansiyeller, iki farkli atomun yapisal veri kiimesi icinde belirli bir
mesafede bulunan sikligin1 dikkate alarak insa edilmektedir. Veri kiimesindeki gozlenen

etkilesimlerin ~ farkli  tipleri olusma sikliklarina gére  smiflandirilmistir  ve
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agirliklandirilmistir. Son puan, bireysel etkilesimlerinin toplami1 olarak verilmektedir. Bilgi
tabanli skorlama fonksiyonu, baglanma afinitelerinin tekrar iiretilmesine (deneysel
skorlama yontemi) veya ab initio hesaplanmasina (kuvvet alani skorlama yo6ntemi)

dayanmadig i¢in, dogruluk ve hiz arasinda uygun bir denge sunmaktadir (86).

Bilgi tabanli aktivite tahmini metodu baglanma enerjilerinden ziyade deneysel yapilarin
yeniden iiretimi lizerine tasarlanmistir. Birgok atom tipinin etkilesimi, molekiil ortamina
bagli olarak tanimlanmistir. Ampirik yontemlerle ortak olarak, bilgi tabanli aktivite
tahmini metodu, belirgin sekilde modellenmesi zor olan baglanma enerjilerini yakalamaya
calisir. Bu tiir fonksiyonlarin popiiler uygulamalar1 Potential of mean force (PMF) ve
DrugScore ikili potansiyellere ¢oziicli erisilebilirligini de hesaplar (94). SmoG protein-
ligant etkilesimlerini degerlendirmek igin atom giftlerinin potansiyellerinden faydalanan bu

sinifa ait bir diger aktivite tahmin metodudur (106).

Cizelge 2.3. Yaygin olarak uygulanan puanlama fonksiyonlar1 6rnekleri (96)

Kuvvet Alan1 Dayali Deneysel Dayali Bilgiye Dayali
DOCK AutoDock SmoG
AutoDock GlideScore DrugScore
GoldScore ChemScore PMF_Score
ICM X_Score MotifScore
LigandFit F_Score RF_Score
Molegro Virtual Docker Fresno PESD_SVM
SYBYL_G-Score SCORE PoseScore
SYBYL_D-Score LUDI
MedusaScore SFCscore
HYDE
LigSCORE
PLP

Her skorlama fonksiyonunun avantajlari ve dezavantajlari vardir. Bu nedenle, farkli
skorlama yoOntemlerinin eszamanli kullanimiyla konsensilis skorlama elde edilmeye
calisilmaktadir (107). Bu her bir yontemlerinin avantajlarini birlestirebilmesi ve eksiklerini
giderebilmesinden dolayr ¢ok faydali olabilir. Konsensiis skorlama fonksiyonlarinin
ornekleri sunlar gibidir; Multiscore, X-score, Gfscore, SCS, SeleX-CS ve CONSENSUS-
DOCK (108) ve Cizlege 2.3.’de en sik kullanilan molekiiler doking programlarinda

uygulanan gesitli skorlama fonksiyonlari mevcuttur.

Mevcut aktivite tahmini metotlariin kusurlar1 goz oniine alindiginda, son zamanlarda bu

alanda konsensiis skorlama semalarinin olusturulmasi egilimi ortaya ¢ikmustir (94,107).
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Konsensiis skorlama, farkli skor bilgilerini derleyip hatalar1 dengelemek suretiyle tek bir
skor olusturur ve dogru ligantlarin belirleme olasiligint artirir. Konsensiis skorlamaya
ornek olarak GOLD, DOCK, ChemScore, PMF ve Flexx, aktivite tahminlerini birlestiren
X-CSCORE uygulamalar1 verilebilir (109). Ancak, Konsensiis skorlamanin potansiyel
degeri smirli olabilir, ¢iinkii farkli aktivite tahmini metotlar1 anlamli bir korelasyona

sahipse hesaplamalar1 dengelemek yerine, daha yanlis sonuglar ortaya ¢ikarabilir.

Cogu doking programi basarili bir sekilde hedeflerin baglanma yoresinde ligant
konformasyonlarin1 tahmin edebilmektedir. Ayrica tahmin edilen ligant-reseptor
kompleksi, bire bir kristalogarfik veriler ile teyit edilebilmektedir. Fakat cogu programda,
ligant-reseptor arasindaki mutlak etkilesim enerjilerini tatmin edici bir hesaplama yeterince
yapilamamaktadir. Desolvasyon ve entropik etkileri gibi sorunlar, su anki doking

algoritmalarinin agilmasini gerektirmektedir (110,111).

Trott ve arkadaglari tarafindan gelistirilen Autodock Vina giiniimiiziin en modern ve en
popiiler doking uygulamalarindan biridir. Autodock Vina arama metodu (Search method)
olarak genetik algoritmalar, pargacik optimizasyonu, “simulated annealing” gibi stokastik
genel optimizasyon yaklagimlar1 ve ¢esitli lokal optimizasyon yaklasimlarindan
olusturulmus tekrarlamali yerel arama kapsamli optimizasyon “Iterated Local Search
global optimizer” algoritmasi kullanir (112). Autodock Vina’da ampirik ve bilgi tabanli
yaklagimin kombinasyonundan olusturulmus aktivite tahmini metodu kullanilmaktadir. Bu

yaklasimda genel olarak formiilasyon;
“AGbaglama = AGgauss + AGitme + AGhbag + AGhidrofobik AGtorsiyon” seklindedir (112)-

Afinite nicel olarak baglanma serbest enerjisi ile Olclilebilmektedir. Baglanma serbest
enerjisi Ol¢limiinde yukaridaki yaklasim gibi birgok yaklasim gelistirilmis ve
gelistirilmektedir. Neredeyse tiim bu yaklasimlar, hidrofobik etki, hidrojen bagi ve
konformasyonel entropik etkilesimlerden kaynaklanan katkilarin toplamini alarak AG’yi
dogrudan tahmin etmeye calisirlar. Genellikle ilk iki katki istikarli degerlere sahipken
konformasyonel entropik etkilesimlerden kaynaklanan serbest enerji degisimleri
degiskenlik gosterebilmektedir. AG yiiksek degerlerde sapma gosterebilmektedir (113).
Autodock Vina programi 2010 yilinda literatiirde yer aldigindan beri 225’den fazla
yayinda kullanilmistir ve kullanimi hizla artmaktadir. Autodock Vina programinin tercih

edilmesinin nedenleri diger molekiiler doking programlarina gore kolay kullanimi, hizli
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olmas1 ve yiiksek dogrulukta oryantasyon ve skorlama yetenegine sahip olmasidir. Ayrica
ucretsiz olarak temin edilebilmektedir. Doking uygulamalarinda islemi gergeklestiren
programin disinda ligant ve reseptOriin isleme hazirlanmasi ve sanal gosterimi igin

yardimci biyoinformatik araglara ihtiyag vardir (114).

Autodock Vina doking yazilimlar i¢in ayni enstitii tarafindan AutoDock Tools (ADT)
programi gelistirilmistir (112,115). Program doking islemi i¢in kullanilacak reseptor ve
ligantin isleme uygun hale getirilmesinde kullanilir. PDB (protein data bank dosya formati)
formatinda protein data banktan (http://pdb.org ) elde edilen reseptdr verisi i¢inde solvent
ve genellikle ligant bilgileri de yer alabilir. Doking islemi 6ncesi bu solvent ve ligantlarin
ve polar olmayan hidrojen atomlarinin uzaklagtirilip reseptoriin saflastirilmas: daha sonra
gasteiger yuki ile yuklenip PDBQT (Autodock Vina igin 0zellestirilmis dosya formati)
formatinda kaydedilip doking islemine hazir hale getirilmesi gerekmektedir (115). ADT
aracinin ara yuzi kullamighdir fakat daha hizli, kullanigh ve ayn1 zamanda PyMOL grafik
programi (116) ile uyumlu, bir Autodock/Vina eklenti (117) gibi doking araglari
gelistirilmistir. Autodock/Vina PyMOL eklentisi, ADT aracinin yaptiklarini uygulama
sthirbaz1 seklinde basamaklandirip kolay ve hizli bir sekilde doking islemini yapmamizi
saglar. Eksik yanlar1 arasinda sanal gosterim araglarinin yetersiz olmasi az sayida dosya
tiirline destek veriyor olusu gosterilebilir. BIOVIA Discovery Studio (118) sanal gosterim

ve ligant ¢izim olmak iizere doking hazirlanmasi i¢in kullanilan en popiiler araglardan

biridir.
2.4.1.2. Hedefe Dayali Sanal Taramasi (Structure Based Virtual Screening)

Sanal taramasi, kimyasal veritabanlarindan alinan umut verici bilesiklerin se¢ilmesi bir in
siliko yontemlerin uygulanmasidir (119). Bu yaklasimlar, deneysel biyolojik
degerlendirme yontemleri gibi, 0rnegin, Yiksek Verimli Taramasi (HTS) gibi gorev
almaktadir (120). ilag kesfi siirecinde, hesaplamali ve biyolojik tarama igin kullanilan
biiyiik ve kimyasal cesitligi sahip olan bilesiklerin kiitliphanesinin kullanmasini en yaygin
yontemlerinden biridir (121). Bu nendenle, sanal tarama yontemleri giderek hizli ve uygun
maliyeti sahip olan bu yontemleri, ¢esitli bilesiklerin koleksiyonlarina degerlendirmek igin
daha faydali goriilmektedir. Temel olarak, sanal tarama yontemleri iki sinifa ayrilmaktadir
: (1) hedefe dayali sanal taramas1 (SBVS) ve (ii) ligant yapilarina dayali sanal taramasi

(LBVS) (Sekil 2.12.) (122).
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Sekil 2.12. Hedefe dayali (SBVS) ve ligant yapilarna dayali (LBVS) sanal tarama
yaklagimlar (96)

Hedefe dayali sanal tarama yontemlerinde, daha onceden veritabanlarindan secilen
bilesikler hedef baglanma yeri i¢ine kilitlenmistir (123). Baglanma modu tahmininde ile
birlikte, bu yontemi araciligiyla yerlestirilen molekiiller bir siralama saglanmaktadir. Bu
yapilan siralama onder molekiiller segmek icin tek kriter olarak kullanilabilmektedir veya
diger degerlendirme yontemleri ile kombine edilebilir. Daha sonra, segilen bilesikler,
deneysel arastirma altindaki molekiiler hedef {izerindeki biyolojik aktivitesini belirlemek

icin degerlendirilir (124).

Genel olarak, SBVS yontemi asagdaki adimdan olusur : (i) molekiiler hedefi hazirlanmasi;
(i1) bilesik veritabani se¢imi; (iii) molekiiler doking hesaplanmasi; ve (iv) doking sonrasi
analizi. Hedef ve bilinen ligantlart ile ilgili mevcut bilgilerin titiz incelenmesi yanisira,
secilen molekiiler doking algoritmalar1 avantajlar1 ve dezavantajlar1 dikkatli analize

edilmesini en uygun stratejileri ortaya koymaya gereklidir (125).

Genel itibariyla belirli bir reseptoriin ¢esitli yapilarint mevcuttur. Eger hedeflerin yapilarini
apo ve holo formlarda mevcut ise, her ikiside SBVS stratejisinde dikkatle alinmalidir.
Ligantlarla etkilesiminden ortaya ¢ikan konformasyonel degisiklikleri ve yapisal
¢Oziiniirliikleri, en uygun yapilarinin se¢iminde dikkat gerektiren 6nemli ayrintilardir
(126,127). Sonraki, segilen yapilari diizgiin bir molekiiler doking ¢alismalar1 hazirlanmasi
icin ¢esitli prosediirler gecirmektedir. Kisaca, hazirlik i¢in diizenli olarak su sekilde olusur:

hidrojen atomlar1 eklenmesi, su molekiilleri ortadan kaldirmasi (sadece etki gostermeyenler
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icin), dogru protonasyonunun ve baglanma bolgesi kalintilarinin totomerizasyonu

durumlar1 belirtlenmesi, ve en son kismu yiikleri hesaplanmasidir (128).

Diger onemli bir adim da kiiciik molekiilli olan bilesik koleksiyonunu hazirlanmasi
ilgilidir. Biiylik veritabanlaridaki igeren c¢ok sayida kimyasal tedarikgileri ve c¢esitli
kimyasal verileri yaygin olarak SBVS yontemlerinde kullanilmaktadir (129). Genellikle,
bu bilesik koleksiyonlar1 daha Onceden belirlenen kimyasal filtrelere gore bilesik alt
kiimelerini aramak ve se¢mek ic¢in etkilesimli arayiizleri olarak faaliyet gdstermektedir.
Normalde, bilesiklerin veritabani, SMILES, SMARTS ve InChl gibi ¢izgi isaretlemeler
kullanarak depolanir ve daha sonra {i¢ boyutlu molekiiler yapilari dontistiiriilmektedir.
Orijinal dosya doniistiirme icin stereokimya, kismi yiikleri ve iyonizasyon durumlari dogru
bir sekilde atama gerektirmektedir (130) Cizelge 2.4’te sanal taramasinda kullanilan

bilinen sanal veritabanlarinin bazi1 6rnekler verilmistir.

Cizelge 2.4. Sanal tarama yontemlerinde kullanilan veritabanlari (96)

Veritabanlar
Zinc
PubChem
ChemSpider
ChEMBL
NuBBE DB
ChemBank
eMolecules
DrugBank
Binding DB

Bir sonraki adimda, hazirlanan veritaban1 hedef baglanma bélgesine kilitlenmektedir.
Konformasyonel arama algoritmast her molekiiliin enerji haritasini incelenmektedir ve
yuksek skorlu olan bilesikler, potansiyel ligantlar olarak segilmektedir (128). Sanal
taramasinda bilesiklerinin yiizbinlerce (veya milyonlarca) kullandigi i¢in post-doking
analizi genellikle yapilmaktadir. Bu analizi, oncelikili bilesiklere karar vermek icin

gerceklestirmistir.
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Cizelge 2.5. SBVS yontemlerindeki grafiksel ve doking sonucu gorsellestirme yazilimlari
(96)

Yazilimlar
UCSF Chimera
VMD
PyMOL
BALL
RasMol
Jmol
JSmol

Bu amag¢ ic¢in tahmin edilen ligant-reseptor komplekslerin gorsellestirilmesi ¢ok yararli
olmustur (131). SBVS sonuglarini gorsellestirilmesi igin kullanilan molekiiler modelleme

programlarin listesini Cizelge 2.5.'te verilmektedir.

2.4.1.3. Molekiler Dinamik

Molekiiler doking’te hedef baglanma bdlgesinin esnekligi dikkate alinmasi gereken ama
siklikla gbzden kacan onemli bir 6zelliktir. Enzimler ve reseptorler molekiiler tanimlanma
islemi boyunca konformasyonel degisikliklere ugramiglardir (132). Bazi durumlarda ligant
kiguk bir hareketle meydana getirdigi konformasyon ile baglanma bdlgesine uyar. Bazen
de, bazi proteinler sekonder ve tersiyer yapi elementlerini iceren belirgin konformasyonel
degisikler ile baglanirlar. Esneklik sorunu MD gibi tekniklerin kullanilmasiyla
halledilebilir (133).

Genellikle ligant, reseptoriin minimum enerjili birka¢ uygun konformasyonunda stabilize
olur (134). Boyle durumlarda MD similasyonlar1 bu ligant indiiklii yapilara uygun
alternatif konformasyonlar iiretir. Ayrica 6zel molekiiler hedefler i¢in uygun kristallografik
yap1 yokken, MD doking i¢in uygun yapilar tiretmek i¢in uygulanabilir ( 135). Dolayisiyla,
mevecut kristallografik veriye dayali MD simiilasyonlar1 tarafindan potansiyel
konformasyonel durumlar érneklendirilir ve molekiler doking i¢in uygun konformasyonlar
secilebilir (133). MD ek okarak, molekiler doking tarafindan tavsiye edilen ligant-reseptor
kompleksinin stabilitesini kontrol etmekte de kullanilmaktadir (136). MD ile olusturulan
ligant konformasyonunda belirli bir RMSD degerinden daha fazla sapma oldugunda,

tahmin edilen ligant-reseptor kompleksleri anstabil olarak degerlendirilebilir (137).

Molekiiler dinamik, incelenen sistemde her atomun konumunu ve hizini1 belirlemek i¢in,
Newton’un hareket esitliklerini klasik mekanikte agiklandigi gibi uygular. Sonug olarak,

ligant-reseptor kompleksinin yoriinge ve zamana bagl gelisimi gozlenebilir (138).
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Baslangicta, gergek sistemin basing ve sicakligini yeniden iiretmek amaciyla atomlara
spesifik  bir  konfigirasyon verilir. Her partikil Uzerine etkili kuvvetlerin
hesaplanmasindan, her atomun zamana bagli hiz1 ve pozisyonunu belirlemek miimkiindiir.

Belirli bir zaman aralif1 i¢in bu ydriingeler entegre olana kadar hesaplamalar tekrarlanir
(133).

Sistem (zerine etkili kuvvetler, molekiiler etkilesim potansiyelince belirlenir ki bu
kuvvetler genellikle kuantum kimyasal veya deneysel verilerle parametrize edilir. Bu
parametreler kiimesi (kuvvet alani) genel fonksiyona her bir etkilesimin etkisini belirler
(135). Cesitli mevecut kuvvet alanlar1 arasinda molekiiler dinamik simiilasyonlarda ¢ok
kullanilmasiyla AMBER (139), CHARMM (140), GROMOS (141) one ¢ikar. MD
kullanigli olusuna ragmen bazi smirlamalar1 vardir. Bunlar arasinda, biiylik sistem
simiilasyonlar1 i¢in talep edilen yiiksek masraflar vardir ki genelde incelenen ligant-
reseptor kompleksleri, binlerce atom icermektedir. Reseptore ait bazi konformasyonel
degisiklikler, molekiiler tanima sirasinda mevcut hesaplama kapasitesini asan zamanlarda
olur (134). Bu smirlamalara ragmen, MD o&zellikle molekiiler doking gibi bir bagka
molekiiler modelleme yontemiyle birlite kullanildiginda SBDD’ye 06nemli katkilar

saglayabilir.
2.4.2. LIGANT YAPIYA DAYALI iLAC TASARIMI (LBDD)

2.4.2.1. Ligant Yapiya Dayal Sanal Tarama (Ligand Based Virtual Screening - LBVS)

Ligant dayali sanal tarama (LBVS) yontemleri, aktif oldugu bilinen bilesiklerden elde
edilen molekiiler tanimlayicilarin kesfi ile dayanmaktadir (142,143). Genel olarak, bir
takim bilesigin serisi karsilikli 6zellikleri daha dnce tanimlanir ve sonra molekiiler fitreler
olarak uygulanmaktadir. Bu veritaban1 filtreleme yontemleri ayrica deneysel
degerlendirme i¢in bilesenleri segmesini ve kimyasal alan1 azaltmak i¢in ilerleyen tarama

adimlarinda arastirlmasini kullanilmaktadir.

Baz1 serbest¢e kullanabilen yazilim paketleri, veritabani filtreleme igin kullanilan
molekiiler tanimlayicilart dogru bir sekilde tahmin edilmektedir. Bu programlar, biyolojik
aktivitesi ile ilgili, ¢ozundrlik, protonasyon durumu ve molekiler hacim gibi énemli
Ozellikleri tahmin etmek i¢in faydali bulunmaktadir (144). Cizelge 2.6’da, ilgili molekdler

ozelliklerini tahmin etmek i¢in kullanilan bazi kemoinformatik araglar1 6rnek vermistir.
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LBVS yontemi bagka bir yaklasimi, formakofor modeli olusturmak icin bilinen
ligantlardan elde edilen yapisal 6zelliklerinin kullanmasidir (145). Bu ligant yapiya dayali
3D farmakofor modelleri, biyolojik aktivite i¢in uygun oldugu diisiiniilen yapisal
ozellikleri bir derleme olusturulmaktadir. 3D farmakofor modeli olusturmak i¢in asagidaki
tipik adimlar1 igermektedir: (i) bilesik serisinin konformasyonel alani kesfetmesi; (ii)
karsilikli ~ 6zelliklerini  belirlenmesi; (iii) belirlenen 06zelliklere gdre molekiilleri
hizalanmasi; ve (iv) farmakofor modeli iiretilmesi. Ele alinmasi gereken bir konu
farmakofor modeli olusturulmasi ile ilgili, daha ¢ok molekiiler hizalama araci gelistirme
yonunde s6z konusudur (146). Cizelge 2.7.’de farmakofor olusturmak igin ¢esitli ticretli ve
ucretsiz (akademik) programlar bulunmaktadir.

Cizelge 2.6. Yaygin olarak kullanilan molekiiler tanimlayicilarin tahmin programlari (96)

Programlar
Molinspiration
OSIRIS Property Explorer
Molsoft
MoKa

Cizelge 2.7. Farmakofor olusturmak i¢in kullanilan programlar (96)

Ucretli Programlar Ucretsiz Programlar
Hiphop PharmaGist
HypoGen ALADDIN
HypoRefine RAPID
GASP DANTE
DiscoTech APOLLO
GALAHAD CLEW
LigandScout MPHIL
MOE GAMMA
PHASE SCAMPI
XED Apex-3D
LigBuilder

2.4.2.2. U¢ Boyutlu Kantitatif Yapi-Etki Iliskileri Analizleri (3D-QSAR)

24.2.2.1. Karsilastirmali Molekiiler Alan Analizleri Yoéntemi (Comparative
Molecular Field Analysis) (COMFA)

CoMFA yontemi, 1988 yilinda ortaya c¢ikisindan bu yana 3D-QSAR c¢alismalar1 igerisinde
en kuvvetli araglardan birisi olmustur. CoMFA yontemi temelde, gozlenen biyolojik

Ozelliklerin, bir set ligant molekiluni gevreleyen non-kovalan alanlarin uygun sterik
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(Lennard-Jones) ve elektrostatik (Coulomb) oOrneklemesiyle anlasilabilecegi ve korele

edilebilecegi varsayimina dayanmaktadir (147).

Benzer etki mekanizmasina sahip biyolojik etki gdsteren bir seri molekiile uygulanmakta
olan CoMFA yontemi, 1988 yilinda Cramer ve ark. tarafindan gelistirilmistir. CoMFA nin
avantajlari, molekiillerin biyolojik etkilerini tahmin edebilmesi ve de sterik/elektrostatik
ozelliklerle biyolojik etkiler arasindaki iliskileri kontiir haritalar1 halinde temsil
edebilmesidir. CoOMFA kontlr haritalariin kalitatif bilgileri sadece ligant-reseptor
etkilesimleri hakkinda degil, ayn1 zamanda reseptdor topolojisi hakkinda da 6nemli
ozellikleri ortaya koymaktadir. COMFA ’nin kapsaminin genisletildigi Gelismis CoMFA’da
H-bagi ve indikatér alanlar da kullanilarak kompleks QSAR analizleri kolayca
yapilabilmektedir. CoMFA’dan farkli olarak CoMSIA, korelasyon i¢in daha iyi sonuglar
iretmektedir. CoMFA ve CoMSIA metotlari, yapilan calismalarda toksisite
mekanizmalarina da aciklik getirmektedir. CoMFA Lennard-Jones ve Coulomb
potansiyellerine gore sterik ve elektrostatik ozellikleri hesaplarken, CoMSIA yontemi
ligant baglanmasindan sorumlu major katkilart ele almak igin bes farkli 6zelligi (sterik,
elektrostatik, hidrofobik, ve hidrojen bagi donorii veya akseptori) goz Onlnde
bulundurmaktadir. CoMFA’dan farkli olarak, CoMSIA’da, CoMFA’nin orijinal
versiyonunda kullanilan Lennard-Jones ve Coulomb potansiyellerinin fonksiyonel
formlarindan kaynaklanan hatalar s6z konusu degildir. COMSIA kontiir haritalarina yorum
getirmek, varyansin farkli alan tiplerine boliimlendirilmesine izin verildigi i¢in daha

kolaydir (148).

CoMFA yo6ntemi, lic boyutlu QSAR calismalarinda yaygin kullanima sahip bir metottur.
Substituent parametrelerine dayali olan geleneksel Hansch analizinden farkli olarak,
CoMFA, bir seri molekiiliin biyolojik aktivitesini molekiil etrafinda genis bir 3-D hacim
tanimlayarak sterik ve elektrostatik alanlariyla iliskilendirmektedir. CoMFA siitunlar
(deskriptorleri), her bir molekiil i¢in uygun bir prob kullanilarak (genellikle yiikii +1 olan
bir sp3 karbon atomu) ayri ayr1 her bir 1zgara noktasinda hesaplanan sterik (Lennard-Jones)

ve elektrostatik (Coulomb) potansiyellerden olugmaktadir.

CoMFA, sadece standart sterik ve elektrostatik molekiiler alanlara dayali oldugu igin,
reseptor-ligant etkilesimlerini modellemek i¢in tiim baglanma kuvvetlerini uygun olarak
temsil edemeyebilmektedir. CoMFA, ligant-reseptor etkilesmelerinin sadece entalpik

bilesenini temsil etmektedir. Ek bir alan olarak sunulan yeni molekdler lipofilisite
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potansiyelinin (MLP), CoMFA’nin tahmin giiclinii belirgin bir sekilde artirdig
saptanmistir. MLP, sterik ve elektrostatik alanlarla yeterli olarak tanimlanamayan hidrojen

bag1 ve hidrofobik etkilesimleri kodlamaktadir ve ayrica bir entropi bileseni icermektedir
(149).

Boeckler ve ark., Dopamin D3 reseptor agonist serisinin uzantisi olan 3-stibstitiie-7-
aminotetrahidroindolizinler iizerinde yaptiklar1 ¢aligmalarda CoMFA ve CoMSIA
analizlerinde yeni gelistirilen ve ¢akistirma se¢imini kontrol eden bir program uygulamasi
(IRAS) kullanmislardir. CoMFA/CoMSIA katki haritalarindan faydalanarak D3
reseptoriiniin  daha Onceden olusturulmus homoloji modelini inaktif durumdan aktif
duruma doniistirmiislerdir. Bu ¢alismanin neticesinde, tamamen ligant yapisina dayali
metotlar olarak CoMFA ve CoMSIA’nin yapiya dayali homoloji modellemesiyle olan
kombinasyonunun QSAR verilerinin yorumlanabilirligini ve aktive edilmis GPCR

baglanma yoresi modellerinin olusumuna olan katkisini arttirdigi sonucuna varilmistir

(150).

Genel olarak, CoMFA uygulamalarinda, modellerin istatistiksel tahmin yetenegi ve
arastirilan ilag-ligant etkilesiminin fizikokimyasal agidan yorumlanabilirligi 6nemli iki
husustur. Yapilan ¢alismada sans korelasyonlarinin olasiligini minimuma indirmek i¢in 3D
korelasyonlari etkileyecek olan CoOMFA parametreleri de incelenmistir. Standart CoMFA
sterik ve elektrostatik alanlariyla paralel olarak, altta yatan en iyi aktivite iliskilerini
bulabilmek amaciyla hidrofobik alanlar da incelemeye alinmistir. En iyi korelasyonlar,
hidrofobisitenin arastirilan ¢oklu ilag direngliligini doniistiiriicii aktivitedeki roliinti
gosteren bu alanlarla bulunmustur. Modellerle gelen grafiksel sonuclarin analizi, yaygin
olarak tanimlanan kritik alanlara (polisiklik halka sistemi ve N-siibstitiie kisim) paralel
olarak hidrofobisitenin molekiiler profilinin bu ilaglarin aktiviteleri i¢in yapisal agidan
spesifik belirleyiciligini ortaya c¢ikartmistir. CoMFA modellerinde lipofilik alanlarin
kullanildig1 arastirmalarin sayis1 az olmakla beraber, hidrofobisitenin simdiye kadar
gercekten tam olarak anlasilamadigi disiiniildiiglinden ¢ogu durumda bu alanlarin
yorumlanmas1 nispeten zor olmaktadir. Ilag-membran etkilesimlerinin ¢oklu ilag
direncliliginin geri donilisiimiiniinde aracilik ettikleri varsayildigi bu 6zel durumda

hidrofobisitenin temel bir rol oynadig: diistiniilmektedir (151).
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2.4.2.2.2. Karsilasirmah Molekiiler Benzerlik Indisleri Analizleri Yontemi
(Comparative Molecular Similarity Indices Analysis) (CoOMSIA)

Gerhard Klebe ve arastirma grubu tarafindan 1994 yilinda gelistirilmis olan CoMSIA
yontemi, ortak bir hizaya (alignment) getirilmis olan ilag molekiillerinin benzerlik
indislerine dayali olarak 6zellik alanlarmin hesaplarinin hesaplanmasi i¢in alternatif bir
yaklasimdir. Farkli fizikokimyasal 6zelliklerin alanlar1 Gaussian-tipi uzaklik bagliligina
gore kullandigindan atomik pozisyonlarda sorun yasanmamaktadir. Bu nedenle, cutoff
limitlerinin keyfi tanimlamalariyla ve alanin farkli egimlerinden kaynaklanan eksikliklerle
de Kkarsilasilmamaktadir. Alanlar CoMFA formalizmine benzer bir PLS analizi ile

degerlendirilmektedir.

Klebe ve grubunun ¢aligmasinda, kortikosteroid baglayan globuline baglanan ve termolizin
inhibitord olan iki steroid veri seti, geleneksel CoMFA yodntemi (Lennard-Jones ve
Coulomb potansiyel alanlar1) ile ve de Karsilastirmali Molekiiler Benzerlik indisleri
Analizi (CoMFA) yontemi ile analiz edilmistir. Karsilastirmali istatistiksel 6nem modelleri
elde edilmis ve farkli modeller i¢in alan katki haritalar1 iiretilmistir. COMFA alanlarindaki
kesisimler nedeniyle ve de molekiiler yiizeye yakin potansiyellerin dikligi nedeniyle,
CoMFA haritalar1 parcali ve ayrik baglanmistir. Bu durum, yorum yapilmasini
zorlastirmaktadir. CoMSIA yaklasimiyla elde edilen haritalarin yorumlanmasi ise daha
kolaydir. CoMFA haritalar1, bolgeleri, varsayilan bir ¢evre ile etkilesimlerin beklendigi
molekiillerden ayr1 olarak gosterirken, CoMSIA haritalar1 aktivite ig¢in Onemli bir
fizikokimyasal Ozellik gerektiren ligant iskeletlerinin bulundugu alandaki bolgeleri igaret
etmektedir. Yapilan calismada 6zellikle yeni bilesiklerin tasarimi s6z konusu oldugunda
onemli olan oOzelliklerin izlenmesinde CoMSIA yonteminin yol gostericiliginin daha

yiiksek oldugu saptanmigtir (152).

CoMSIA yontemi, COMFA yonteminde kullanilan sterik (S) ve elektrostatik (E) alanlara
ek olarak hidrofobik (H) ve hidrojen bagi donorii (D) ve akseptorii (A) tanimlayicilarini da
net bir sekilde gosterir. Xu ve ark., yaptiklari bir ¢alismada, CoMFA ve CoMSIA
metotlarmm  tahmin giiglerini 20 molekiillik bir test setinden faydalanarak
karsilagtirmiglardir. CoMFA ve CoMSIA metotlarinin her ikisinin de iyi tahmin
yetenekleri oldugu sonucuna varirken, PLS istatistiklerinin CoMSIA nin daha iyi bir metot

olduguna isaret ettigini de belirtmislerdir (153).
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2.4.2.3. Farmakofor Analizi

flag tasarrminda sik karsilasilan, terapotik olarak s6z konusu reseptdriin ii¢ boyutlu yapisi
bilinmedigi durumlarda, molekiiler modelleme c¢alismalariyla, ligatlarin yapilar iyice
karakterize edilir ve bazen biyolojik etkide rol oynayan konformasyonlari kesin bir
bi¢cimde ortaya ¢ikartilmaktadir. Reseptoriin yapisi daha sonra bu tiir ligantlardan ortaya
cikartilabilmekte veya ‘haritalanabilmektedir’; bdylelikle mevcut yapi-etki iliskilerini
rasyonelize etmek ve yeni ilag adaylarini tasarlamak icin kullanabilmektedir. Ligantlarin
biyolojik aktiviteleri icin gerekli olan temel fonksiyonel gruplarin bagli yonlendirimleri
farmakoforu tanimlamaktadir. Diger bir ifadeyle farmakofor, belli bir biyolojik aktivite
icin gerekli olan yapisal elemanlarin uzaysal diizenlemesidir. Farmakofor ilk defa 1909
yilinda Paul Erlich tarafindan “bir ilacin biyolojik aktivitesinden sorumlu temel 6zellikleri
tagtyan molekiiler cer¢eve” olarak tanimlanmistir. [UPAC ise famakoforu “bir farmakofor,
spesifik bir biyolojik hedef ile onu tetiklemek {izere optimal supramolekiiler etkilesimin
gerceklesmesi igin gerekli olan sterik ve elektronik yapilarin toplamidir” olarak

tanimlamaktadir.

Modern bilisimsel kimyada farmakofor, ayn1 biyolojik etkiye sahip bir veya daha fazla
molekiiliin temel 6zellikleri belirlemede kullanilir. Bir¢cok kimyasal bilesigin veritaban
birbirinden benzer uzaklikta konumlanmis ayni 6zellikleri paylasan daha fazla molekiil
aramak icin kullanilabilir. Ayn1 protein hedefi i¢in ayn1 farmakoforu paylasan farkl ilaglar
benzer baglanma modeline sahip olabilirler. Farkli ilaglar ayn1 hedef i¢in farkli baglanma
modeline sahiplerse bu aktif yorenin i¢inde farkli konumlara baglanmalarindan ya da aktif
yorenin ayni konumunda farkli 6zellik setiyle etkilesime girmelerinden kaynaklanabilir.
Tipik bir farmakofor modeli hidrofobik, aromatik, hidrojen bag akseptorii (HBA), hidrojen
bag dondrii (HBD) gibi temel 0Ozellikleri igerir. Ozellikler 3D boslukta, reseptorii
tamamlayan kimyasal 6zellikleri temsil eder ve biyolojik olarak aktif ligantlar1 belirlemek

icin benzer 6zelliklere sahip degisik kimyasal gruplar ile cakismasi gerekmektedir (154).

Olusturulan model baglanma veya inhibisyonu hakkinda bilgi verebilir, daha ¢ok sayida
aktif bilesigin olusturulmasi i¢in bir temel olusturabilir ve aym1 farmakoforu iceren
molekiillerin tanimlanmasina yardimci olabilir. Bir farmakofor, yapisal olarak farklh

ligantlarin ortak bir reseptore baglanmasina agiklama getirmektedir (58).
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2.5. BENZOKSAZOL BILESIKLERININ BUGUNE KADAR BULUNMUS
ANTIKANSER ETKi MEKANIZMALARI

Mevcut ilaglarin cogunlukla, toksisiteleri ve ilag direnci gibi sorunlari kars1 karsiya geldigi
i¢in, kanser hastaliklar1 i¢in yeni ilag kesfi ve gelistirilmesi acilen gereklidir. Aragtirmalar,
heterosiklik c¢ekirdek tagiyan yapilarin oldukca giiclii antibakteriyal, antifungal, antiviral,
antitumor aktiveteye sahip olan benzoksazol ve analoglari ve bunlarin tiirevlerinin,
antikanser sahip olacagina dair da beklenmektedir. Ayrica diger kesfedilen antibakteri,
benzamid ve fenilasetamit tiirevleri olan da, antikanser etkisini da diisliniilmektedir. Bu

nedenle, son yillarda bu tiirevler iizerindeki ¢aligmalar giderek artmaktadir.

Benzoksazol (a) halka sistemi, niikleik asidlerin yapisinda yer alan piirin bazlarindan
adenin (b) ve guanin'in (c) halka esdegerleridir (Sekil 2.13.). Kemoterap6tik aktivitenin
etki mekanizmalarindan biri de, nukleik asid sentezinin inhibisyonudur. Bu sekilde etki
gosteren bilesikler DNA ile kompleks olusturarak deoksiguanozin kalintilarina baglanirlar.
DNA-ilag kompleksleri DNA'ya bagimli RNA polimerazi inhibe ederek, MRNA
olusumunu bloke ederler (155). Benzoksazol halka sistemi ve onun analoglari ve tlrevleri
halka sistemleri ntkleik asidlerin yapisinda yer alan heterosiklik bazlarin yapisal benzerleri

olduklar1 igin, kemoterapotik aktivitelerini bu yolla gosterebilecekleri diistiniilmektedir.
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Sekil 2.13. Benzoksazol (a), Adenin (b) ve Guanin (c) genel formulleri

Bazi antitiimdr ilaglarin DNA topoizomeraz I ve II’yi inhibe ettiklerinin tespit edilmesi ile
birlikte bu enzimin inhibisyonu {izerine giiniimiizde artan sayida ¢aligmalar bulunmaktadir.
Ankara Universitesi Eczacilik Fakiiltesi Farmasétik Kimya Anabilim Dalinda Prof. Dr.
Esin AKI-YALCIN ve Prof. Dr. ismail YALCIN ve grubu DNA-Topoizomeraz enzimine
karst etkili yeni bazi heterosiklik yapidaki bilesikleri aragtirma-gelistirme g¢alismalarini
yurutmektedir. 2006-2014 yillarinda gergeklestirdikleri bazi ¢alismalar oldukca dikkat
cekici bulunmustur. Bu calismalarda, grup tarafindan sentezleri gergeklestirilmis orjinal
bazi bilesiklerin DNA topoizomeraz I ve II enzimlerine karsi inhibitor etkinlikleri
incelenmis ve sentezlenen bilesiklerden bazilarinin standart olarak kullanilan ilaglardan

daha etkili oldugu saptanmistir (13,156-159).
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Pmar ve ark. (2004) yaptiklar1 c¢alismada, 37 adet 2,5,6-trislibstitlie benzoksazol,
benzimidazol, benzotiyazol ve oksazolo(4,5-b)piridin tiirevi bilesigin, topoizomeraz II
enzimi  inhibisyonu  etkilerini  incelemislerdir. Bu  bilesikler igerisinde  2-
fenoksimetilbenzotiyazol, 2-(2-metoksifenil)-6-nitro benzoksazol, 2-(feniltiyometil)-5-
(metilkarboksilat)benzimidazol ve 6-metil-2-(2-nitrofenil)benzoksazol  bilesiklerinin
referans ilag etopositten daha etkili oldugu saptanmustir (15).

2005 Yilinda Yalgin ve ark tarafindan yayimlanmis bir ¢alismada, bazi benzoksazol ve
benzoksazin turevlerinin L5718, insan mdr-1 geni igeren si¢an lemfoma hiicre kiiltiirleri
lizerinde apoptosizin inhibisyonu ve indiiksiyonu arastirilmistir. Kayda deger sonuglara
ulagilmigtir. Bu ¢aligmaya gore, 5-(p-nitrobenzamido)-2-benzilbenzoksazol, 6-metil-2-(o-
klorofenil)benzoksazol ve 5-(p-nitrofenoksiasetamido)-2-fenilbenzoksazol bilesikleri sican
lemfoma hiicresinde apoptotik etkiyi artirmak suretiyle etki gostermisir. Ayrica ilk iki
bilesik ile birlikte 5-(2-tiyenilkarboksamido)-2-fenilbenzoksazol bilesigi  12H-
benzo(a)fenotiyazin bilesiginin apoptotik etkisini artirmaya yardimei oldugu ortaya

konmustur (16).

2006 Yilinda yapilan bagka bir ¢alismada 2-(p-klorofenil)-5-stibstitiie fenilkarboksamido-
benzoksazol yapilarimin ilaglara direngli mide kanserinden tiirevlendirilmis EPGS85-
257RNOV and EPG85-257RDB alt tiirlerine, pankreas kanserinden tiirevlerndirilmis
EPP85-181RNOV and EPP85-181RDB alt tiirlerine, gogiis kanserinden tiirevlendirilmis
MCF-7/Adr alt tipine, fibrosakomadan tiirevlendirilmis D79/86RNOV alt tipine, ve
melanomadan tirevlendirilmis MeWoETOI1 alt tipine karsi giiclii antineoplastik etkili
bulunmusglardir. Bu calismada 6zellikle 5-(2-tiyenil)karboksamdio-2-(fenil)benzoksazol
bilesigi gogiis kanserinden tiirevlendirilmis MDA-MB-231ROV alt tipine kars1 en yliksek
antineoplastik etki gosterdigi bildirilmistir (13).

Diger aktiveteye sahip olan bilsiklerin, 2007 yillinda yine Ankara Universitesi Eczacilik
Fakiiltesi Farmasotik Kimya Anabilim Dalinda bir grup arastirici, yeni bir dizi N-(2-
hidroksi-4-(veya 5)-nitro/aminofenil) benzamid ve fenilasetamit olusturulan antimikrobiyal
ajanlar kesfedilmistir. Bu bilesiklerin antikanser etkiye sahip olmalar1 da beklenmektedir
(10).
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2009 yilinda ise 5-etilsulfonil-2-(p-nitrofenil)benzoksazol bilesigi ilaglara direngli timor
hiicrelerinde ve bakterilerde siibstitiie disiloksan bilesiklerinin apoptotik aktivitesini

arttiricr etki ile patent alinmustir (17).

Ayirca 2013 wyillinda Aliabadi ve ark. 2-(4-florofenil)-N-fenilasetamid tlrevlerinin
Ozellikle PC3 (prostat karsinomu) hucre paneline karsi kuvvetli antikanser ajanlar
olduklarini belirtmislerdir (18).

2014 yillinda El-hady ve Abubshait tarafindan, bazi imidazolin ve benzoksazol tiirevleri,
insan gogiis timor hiicreleri (MCF-7) ve insan hepatoseluler kanser hicreleri (HePG2)
tizerine antikanser etkileri arastirilmis ve kayda deger sonuglara ulagilmistir. Sentezlenen
benzoksazol turevleri insan hepatoseliler kanser hicrelerine karsi bilinen ilaglardan

Vinblastin karsilastirdiginda etkili bulunmustur (160).

2015 yillinda Ankara Universitesi Tip Fakiiltesi Hematoloji Anabilim Dalinda Prof. Dr.
Meral Beksa¢ ve grubu tarafindan, 4 gesit insan miyelom hiicre hatlarinda 11 molekdliin
(benzoksazol ve benzamid-fenilasetamit tirevleri) 6n tarama testleri yapilmis ve
sonucunda XT2B ve XTS5 (Sekil 2.14.) kodlu bilesiklerin, in vitro ortamda, hicre
¢ogalmasini inhibe etmek i¢in umut verici bilesikler oldugun bulunmustur. Bu bilesiklerin,

PARL1 inhibitori olarak antikanser etkiye sahip olacaklari yorumlanmistir (161).

Bu yiksek lisans tez c¢alismasinda, PAR1 igin etkili bilinen molekiillerden antitromboz
vorapaksar ve atopaksar, multipl myelom icin bilinen ilaglar, artesunate ve sekil 2.14’de
formulleri verilen Prof. Dr. Esin AKI-YALCIN ve grubu tarafindan sentezlenmis ve
antikanser etkileri gézlenmis molekdllerden hareketle, PARL ile etkilesme mekanizmalari

molekdler doking yontemi kullanilarak aydinlatilmistir.
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(XT2B) benzamid (XT5)

Sekil 2.14. XT2B ve XTS5 bilesiklerinin formiilii
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3. GEREKCE VE AMAC

Kanser gelismis iilkelerde 6nde gelen ve gelismekte olan iilkelerde ise ikinci sirada gelen
6lum nedenidir (1). Standart tedavi protokollerinin kullanimi1 hala yeteri kadar basarili
olamamaktadir. Kanser hastaliklarinda mevcut ilaglarin ¢ogunlukla toksik olmalar1 ve ilag
direnci gibi sorunlarla karsi karsiya gelmeleri nedeniyle, kanser hastaliklari igin yeni
ilaglarin kesfi ve gelistirilmesi 6nem arzetmektedir. Bu nedenle de, kanser tedavisinde yeni
kullanilabilecek etkin kemoterapotik maddelere gereksinim bulunmaktadir (2). Multipl
miyeloma kemik iliginde bulunan plazma hiicrelerinde olusan bir kanser tirddar.
Baslangigta bircok kemoterapdtik ajana duyarli olsa da, multipl miyelomlu hastalarda
siklikla, birden fazla ilaca diren¢ gelismekte ve hastalik durumu tekrarlanabilmektedir (3).
Son yillarda, PAR1, basta Multipl Myelom olmak tiizere ¢esitli kanser tiirlerinde ve metastatik
safhada umut verici bir hedef olarak saptanmustir. PAR reseptorleri, 6zellikle PARL gerek
kanserde, gerekse de kalp damar, kas-iskelet sistemi, gastrointestinal sistem, solunum ve
merkezi sinir sistem bozukluklarinda yeni terapotik maddelerin gelistirilmesi i¢in 6nemli
bir hedef haline gelmistir (4). PARL’i inhibe etmek i¢in yapilan ¢aligmalarda, trombini ya
da PARY’i dogrudan inhibe eden antagonist yapilar iizerine arastirmalar yapilmaktadir.
Klinik asamaya ulagsmis en ileri antagonist yapilari Varopaksar (SCH 530348) ve
Atopaksardir (E-5555). Vorapaksar (SCH 530348) klinikte kullanilmakta olup, aspirin ve
klopidogrel ile birlikte alindig1 zaman beyinde kanama riskini arttirmaktadir (6). Atopaksar
(E-5555) PARI inhibitorii ve faz 2 asamasinda denemeleri yapilmakta iken belirli bir dozu
ile, karaciger ve kalp fonksiyonlarinda anormal artis gézlenmesi klinik gelistirilmesini

durdurmustur (50,51).

Ote yandan, arastirmalar, bazi heterosiklik cekirdek tasiyan yapilarm oldukga glcli
antienflamatuvar (8), antimikrobiyel (9,10), antifungal (11), antiviral (12), antineoplastik
(13), antitiimor (14) aktiviteye sahip olduklarin1 gostermektedir. Benzoksazol ve analoglari
tizerinde de degisik mekanizmalara dayali antikanser etki calismalar1 siiregelmektedir.
Ayrica, benzamid ve fenilasetamit tiirevleri iizerinde de benzer g¢alismalar mevcuttur.
Ankara Universitesi Eczacilik Fakiiltesi Farmasotik Kimya Anabilim Dalinda bir grup
arastirict DNA-Topoizomeraz enzimini inhibe etmek yolu ile, antikanser etki gosteren yeni
bazi heterosiklik yapidaki bilesiklerin arastirma-gelistirme g¢alismalarini yiiriitmektedir.
2004 ve 2007 yillarinda Aki-Yalgin, E. ve Yalgin, 1. ve grubu tarafindan gerceklestirilen

calismalarda, sentezlenen orjinal bazi bilesiklerin DNA topoizomeraz I ve Il enzimlerine
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kars1 inhibitor etkinlikleri incelenmis ve bu bilesiklerden bazilarinin standart olarak
kullanilan ilaglardan daha etkili oldugu saptanmistir. Ayn1 grup tarafindan 2004°de yapilan
bir ¢alismada, 37 adet 2,5,6-tristbstitiie benzoksazol, benzimidazol, benzotiyazol ve
oksazolo(4,5-b)piridin tiirevi bilesigin, topoizomeraz II enzimi inhibisyonu etkileri
incelenmistir. Bu bilesikler igerisinde 2-fenoksimetilbenzotiyazol, 2-(2-metoksifenil)-6-
nitro benzoksazol, 2-(feniltiyometil)-5-(metilkarboksilat)benzimidazol ve 6-metil-2-(2-
nitrofenil)benzoksazol bilesiklerinin referans ilag etopositten daha etkili bulunmustur (15).
2005 yilinda ise grup, yayimlamis olduklar1 bir ¢aligmada, bazi benzazol ve benzoksazin
tdrevlerinin L5718, insan MDR-1 geni igeren sican lemfoma hiicre kiiltiirleri lizerinde
apoptozun inhibisyonu ve indiiksiyonu arastirilmis ve kayda deger sonuglara ulagmislardir.
Bu c¢alismaya  gore,  5-(p-nitrobenzamido)-2-benzilbenzoksazol, = 6-metil-2-(o-
klorofenil)benzoksazol ve 5-(p-nitrofenoksiasetamido)-2-fenilbenzoksazol bilesikleri sigan
lemfoma hiicresinde apoptotik etkiyi artirmak suretiyle etki gostermisir. Ayrica ilk iki
bilesik ile birlikte  5-(2-tienilkarboksamido)-2-fenilbenzoksazol  bilesigi  12H-
benzo(a)fenotiyazin bilesiginin apoptotik etkisini artirmaya yardimeci oldugu ortaya

konulmustur (16).

2006 yilinda Aki-Yal¢in ve ark tarafindan yapilan baska bir ¢alismada 2-(p-klorofenil)-5-
stibstituefenilkarboksamido-benzoksazol yapilarinin ilaglara direngli mide kanserinden
tirevlendirilmis EPG85-257RNOV ve EPG85-257RDB alt tirlerine, pankreas kanserinden
tirevlendirilmis EPP85-181RNOV ve EPP85-181RDB alt tiirlerine, gogiis kanserinden
tirevlendirilmis MCF-7/Adr alt tipine, fibrosarkomadan tiirevlendirilmis D79/86RNOV alt
tipine ve melanomadan tlirevlendirilmis MeWoETOL alt tipine kars1 giiglii antineoplastik
etki gosterdikleri saptanmistir. Bu c¢alismada o6zellikle 5-(2-tiyenil)karboksamido-2-
fenilbenzoksazol bilesigi gogiis kanserinden tiirevlendirilmis MDA-MB-231ROV alt tipine
karst en yiiksek antineoplastik etkiyi gosterdigi bildirilmistir (13). 2009 yilinda ise 5-
etilstilfonil-2-(p-nitrofenil)benzoksazol bilesigi ilaglara direngli tiimor hiicrelerinde ve
bakterilerde siibstitlie disiloksan bilesiklerinin apoptotik etkisini arttirict etkisi ile patent
almmistir (17). Ayirca 2013 yillinda Aliabadi ve ark. tarafindan, 2-(4-florofenil)-N-
fenilasetamid tiirevlerinin, 6zellikle PC3 (prostat karsinomu) hiicre paneline kars1 kuvvetli

antikanser etkiye sahip olduklar1 belirtilmistir (18).

Yeni ilaglarin bulunmasinda, yan etkilerinin ve toksik etkilerinin azaltilmasinda, istenen

farmokokinetik ve farmakodinamik 6zelliklerin belirlenmesinde bilgisayar destekli ilag
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tasarim ve gelistirilmesi ¢aligmalarindan (CADD) yararlanilmaktadir. Organizmanin yapisi
ve ila¢ molekiiliiniin organizmadaki yolculugunun karmasikligr géz oniine alindiginda ve
pek cok hastaligin nedenlerinin tam olarak agiklanamamasi, ayrica emek, zaman, yatirim
maliyetlerinin ¢ok fazla olmasi gibi nedenlerle rasyonel bigimde bilgisayar aracilig ile ilag
tasarlama zorunlulugu dogmustur. CADD teknikleri ile biyoteknoloji alaninda
kemoinformatik ve biyoinformatik bilgiler saglanmaktadir. Giiniimiizde ilaclarin etkilestigi
organizmadaki molekiiler hedeflerin bir boliimii bilinmekle beraber, daha yapilar
aydinlatilmamis bir ¢ok molekiiler hedef bulunmaktadir. Heniiz yapilar1 aydinlatilmamis
olan makromolekiillerin  yapilarinin  yorumlanmasinda CADD  yontemlerinden
yararlanilarak biyoinformatik bilgiler olusturulmaktadir. Bu ¢aligmalar arasinda, baslica
farmakofor analizleri, yliksek verimli sanal tarama (HTS), doking siralanabilir. Tez projesi
kapsaminda, proteomiks ve kemoinformatik alanlarinda yapilan calismalar ile
biyoteknoloji alanina yeni biyoinformatik veriler ile katkida bulunulacak ve yeni etkili ilag
etken maddeleri Onerilerek tedavide yeni ilaglarin Onerilmesi gergeklestirilecektir (52).
CADD, mevcut ilaglara ve hastaliklara ait birikmis bilgileri diger sahalardaki
disipilinlerarast  verilerle kombine halde kullanarak ila¢ gelistirme siirecini
hizlandirmaktadir. CADD teknikleri ile biyoteknoloji alaninda kemoinformatik ve
biyoinformatik bilgiler saglanmaktadir. Giinlimiizde ilaglarin etkilestigi organizmadaki
molekiiler hedeflerin bir boliimii bilinmekle beraber, daha yapilar1 aydinlatilmamis bir cok
molekiiler hedef bulunmaktadir. Heniiz yapilar1 aydinlatilmamis olan makromolekiillerin
yapilarinin yorumlanmasinda CADD yontemlerinden yararlanilarak biyoinformatik bilgiler
olusturulmaktadir. Bu g¢alismalar arasinda, baslica farmakofor analizleri, yiuksek verimli
tarama (HTS), doking siralanabilir. Tez projesi kapsaminda, proteomiks ve
kemoinformatik alanlarinda yapilan c¢alismalar ile biyoteknoloji alanina yeni
biyoinformatik veriler ile katkida bulunulacak ve yeni etkili ila¢ etken maddeleri 6nerilerek

tedavide yeni ilaglarin 6nerilmesi gergeklestirilecektir (52)

Biyoteknoloji kapsaminda proteomiks caligmalar1 yakin zamanda Onemli bir alani
olusturmustur. Hiicredeki fonksiyonel molekiillerden olan proteinler ilaglarin etki
gostermesinde major hedeflerdir. Proteomiks, protein yapisindaki hedeflerin ve hastalik
siirecindeki biyokimyasal yolaklarin tanimlanmasinda biiyilk umutlar vaat etmektedir.
Proteomiks, c¢ok basamakli ila¢ gelistirme isleminde giderek Onemi artan bir rol
oynamaktadir. Bu islem hedef tanimlanmasini, validasyonunu, dnder bilesik se¢imini,

kicik molekillerle tarama ve optimizasyonu ve de toksisite testlerini kapsamaktadir.
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Bunun otesinde, bilgisayarli proteomiks, kimyasal proteomiks, yapisal proteomiks ve
topolojik proteomiks gibi alt disiplinler, 6zellikle bilgisayar destekli ilag tasarimina
belirgin katkilar sunmaktadir. Akilci ila¢ tasariminda, ilk olarak patogenezde hangi

proteinlerin ilag hedefi olabileceginin bulunmasi esastir.

Biyoteknoloji kapsaminda biyoinformatik alaninda, ilag kesfi siirecinde, 6zellikle yapisal
biyoinformatik alaninda, ¢ok biiyiik katki saglanmaktadir. Bu alan, proteinler, RNA ve
DNA gibi biiyiik makro molekiillerin {i¢ boyutlu yapisinin analiz ve bulunmasz ile ilgilidir.
Hiicre icinde, c¢ogunlukla ilag/terapdtik hedefleri protein yapilari (reseptorii)
bulunmaktadir. Bu nedenle iic boyutlu proteinlerin yapilari, ilag kesfi ve gelistirme

stirecinde ¢ok biiyiik rol oynamaktadir.

Biyoinformatik bilgilerin zenginlesmesi, biyolojik hedeflerin yorumlanabilmesi ile
mumkin olur. Genom ve protein dizilimleri bize hastaliklarin tedavisinde, yan etkileri ve

toksik etkilerinden arindirilmis ilaglarin bulunmasini saglar (53).

Bu tez ¢alismasi, kemoinformatik ve biyoinformatik verilerden yararlanilarak ve in silico
olarak Bilgisayar Destekli ila¢ Tasarimi (CADD) yontemleri kullanilarak PAR1’e karst
antikanser etki mekanizmasinin detayli analizi lizerine odaklanmistir. Calismanin basglica
amacit Prof. Dr. Esin AKI-YALCIN ve grubu tarafindan daha once sentezlenmis,
benzoksazol ve benzamid tiirevi bilesiklerden, degisik mekanizmalar ile antikanser etki

gosterdikleri saptanmis XTS5 ve XT2B’in, PAR1 e kars1 inhibitor etkilerini agiklamaktir.

Bu calisma kapsaminda, molekiiler modelleme tekniklerinden molekiiler doking yontemi
ve bazi puanlama fonksiyonu (NNScore ve HYDE) kullanilarak PAR1 ile daha detayl1 ve
rasyonel olarak XTS5 ve XT2B molekiillerinin etkilesim mekanizmasi aydinlatilmistir.
Bdylece, Multipl Miyeloma ve genel kapsamda kanser tedavisinde daha etkin yeni
antikanser ilaglarin gelistirilmesine katkida bulunulacak ve mortalite oraninin azaltilmasina

yardimci olacak yeni 6nder bilesiklerin molekiiler yapilar belirlenecektir.
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4. MATERYAL VE YONTEM
4.1. 3D PROTEIN VE LIGANT YAPILARININ ELDE EDILMESI

Yiiksek lisans tezi kapsaminda, PARI protein iizerinde yapilan doking caligsmasi igin 6n
calisma olarak, insan PAR1 proteini ile referans ligant/inhibitér olarak vorapaksar
kullanilmistir. Protein yapisi olarak Protein Veri Bankasi (PDB)’ndan 2,2 A ¢oziiniirliigii
3VW?7 kodlu kristal yap1 elde edilmistir (5). Sadece transmembrana denk gelen boélge
incelenmistir. Baz1 su molekiilleri ve ko-kristalize ligant olan vorapaksar ¢ikarildiktan

sonra doking analizleri i¢in bu kristal yap1 reseptor olarak hazirlanmastir.

Yapilan analizlerde kullanilan benzoksazol tiirevleri (XT2B) ve benzamit tirevlerini (XT5)
kapsayan 3 boyutlu ligant yapilari, arastirma grubumuzdan elde edilmistir. Ayrica,
karsilastirmali molekiiler doking calismalar1 i¢in ise Zinc (162) veritabanindan alinan

vorapaksar (6), atopaksar (7) ve artesunat (163) yapilar1 kullanilmistir (Cizelge 4.1.).

4.2. LIGANTLARIN FiZIKO-KIMYASAL OZELLIKLERININ SAPTANMASI

Ligantlarin yapilar1 elde edildikten sonra, ilag benzerlik etkilerini ve ligantlara ait fiziko-
kimyasal ozellikleri test etmek amaciyla, BIOVIA Discovery Studio 3.5’te bulunan
Lipinski’nin 5 kuralin1 (164) ve Veber’in kurallarii (165) kapsayan Molekiiler Ozellikleri

Hesaplama yontemi kullanilarak hesaplanmuistir.

Lipinski’nin 5 kuralimi ve Veber’in kurallari1 kapsayan test edilen fiziko-kimyasal
parametreleri, molekiiler agirligt (MW), lipofilisite (AlogP), hidrojen akseptorii sayisi
(HA), hidrojen vericinin sayist (HD), donebilen baglarin sayis1 (ROTB) olmak iizere, halka
yapilarin sayisi, aromatik halkalarin sayisi1 ve molekiiler polar yiizey alani (PSA) gibi

parametreleri icermektedir. Biitiin doking yapilacak ligantlara bu kurallar uygulanmustir.

4.3. 3D PROTEIN VE LIGANT YAPILARINI HAZIRLANMASI

Molekiiler doking c¢aligmalar1 yapilmadan 6nce PAR1 proteini ve ligantlar doking
kosullarina gére hazirlanmistir. PAR1 proteininin kristal yapis1 Biovia Discovery Studio
3.5 hazirlik yontemi kullanilarak hazirlanmistir (118). Protein, kullanilan yapilara kayip
hidrojen atomlarini1 ekleyerek ve bazi gruplarin baglarin sira atamalarini, yiik durumlarini
ve konumlarini diizelterek hazirlanmaktadir. Bu uygulama komsu gruplarla girilen yiik-yik

etkilesimlerini gelistirebilmek i¢in gergeklestirilmistir. Protein hazirlama stresinin son
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asamasinda ise, ABNR (adopted-basis Newton-Raphason) yontemi ile CHARMM
(Chemistry at Harvard Molecular Mechanics) kuvvet alanimin kullanilarak minimize

edilmistir.

Cizelge 4.1. PAR1 ¢ kars1 yapilan molekiiler doking ligantlarin yapisi

No Ligantlar 2D Yapilar

3

1 XT2B /\@\%G

2-(4-Florofenil)metil-5-nitrobenzoksazol

@/
2 XT5 C:Hs‘©—< 2\0
¢}

N-(2-Hidroksi-4-nitrofenil)-4-etilbenzamit

3 Vorapaksar

4 Atopaksar C/ i /f S
Csz\D == cHy

H,C  CH,

5 Artesunat

Molekiiler doking yapilacak tiim ligantlar, 3D yapilar1 Zinc veritabanindan elde edildikten
sonra, Biovia Discovery Studio 3.5 programi kullanilarak, hidrojen atomlar1 eklenip

ABNR metodu ile minimize edilmistir ve molekiiler dinamik yontemlerinden Heat and
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Cool (700K-200K) ile molekiillerin diisiik enerjili uygun konformasyonlari elde edilmis ve
doking islemi igin hazir hale getirilmistir (118).

4.4. MOLEKULER DOKING UYGULANMASI VE ANALIiZLERIi

Reseptor ve belirli ligantlar arasindaki etkilesim olasiligini ayirt edebilmek amaciyla
molekiiler doking yontemi uygulanmistir. Bu tez ¢alismalar1 kapsaminda, biitiin molekiiler
doking hesaplamalari, Autodock Vina programi kullanarak gerceklestirilmistir. Bu
hesaplamalar1 kolaylastirmak i¢in Autodock/Vina PyMOL eklentisi kullanilmistir. Bu
yardimc1 program, ayrica molekiiler doking siirecinin gergeklestirilebilmesi icin baglayici
alanlarin tanimlanmasi, reseptér ve ligant hazirlanmasi, grid dosyalarinin olusturulmast,
doking programinin kurulmasi ve doking isleminine ait baglayic1 davranisi PyMOL gorsel
ortami igerisinde dogrudan gosterebilmektedir. Bu program sayesinde sistematik olarak ve

hizl1 bir sekilde molekiiler doking ¢alismalarini gerceklestirebilmektedir.

Zhang ve ark., tarafindan 2012 yilinda yapilan ¢alismada gosterilen PAR1 igindeki
vorapaksar baglanma yoresi Sekil 4.1.°de verilmistir (5). Bu calismada gosterilen
baglanma yoresi ile doking sonucu vorapaksar baglandig1 yore karsilastirildiginda uygun

bir sonug elde edildigi goriilmektedir.

Kristalografi verilerine gére PAR1 proteini ve vorapaksar ile arasinda bulunan etkili olan
TYR337, ALA349, LEU340, HIS255, LEU258, HIS336 gibi aminoasit reziduleri ve bazi

su molekdlleri Gizerine, doking baglanma yoresi olarak ele alinmistir (Sekil 4.2.).

Molekiiler doking yaklagimi kullanilarak yapilan calismalarda asagdaki adimlar takip
edilmistir: (i) PAR1 ve vorapaksar ile molekuler doking ¢alismasi, (ii) bilinen ligantlar ve
test edilecek bilesiklerin (XT2B ve XTS5 bilesikleri) PAR1 ile molekuler doking ¢alismalari
(iii) NN (Neural Network) skorlama fonksiyonu (166) ve HYDE programi (167)
kullanilarak serbest enerji hasaplamalari. TUm etkilesim sonuglar1 BIOVIA Discovery

Studio gorsel programi kullanilarak goriintiilenmistir (118).
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Sekil 4.1. Insan PAR1 proteini ile vorapaksar baglanma etkilesimleri (5). a, b, Hiicre-dis1
ylzeyinden goriinen (a) ve transmembran sarmal demeti tarafindan goriinen ligant
baglanma yoresi (b). ECL2 (Extracelullar Loop 2) bélgesi a ve b seklinde turuncu renk
olarak gosterilir. Bilinen ligant vorapaksar yesil renk olarak gosterilir. Su molekulleri
kirmizi kiireler olarak gosterilir. Hidrojen baglari nokath ¢izgiler olarak goriintiilenmistir.
¢, ECL2 bolgesindeki, 2 amino asit rezidu, LEU262 ve LEU263 (noktali yiizeyler olarak
gosterilir), ve bu kalint1 kars1 paketi olan diger reziduler HiS255, PHE271 ve TRY337 gibi
(Corey—Pauling—Koltun (CPK) temsili olarak gosterilir), insan PARL icin vorapaksar
seciciligine katkida bulunabilir. Ayrica, TMS (transmembran 5) bolgesindeki bulunan
PHE274 ve PHE278 reziduler (noktal1 yiizeyler olarak gosterilir) dolayli olarak vorapaksar
baglanmasini etkileyebilmektedir

boyut_x = 18.00;
boyut_y = 10.50;
boyut_z = 13.88;
merkez_x =-7.33;
merkez_y = -8.90;
merkez_z = 57.98;

Autodock Vina
kullanilarak
doking
hesaplamasinda

kullanilan
baglayici cep
(grid kutusu)

Sekil 4.2. Molekiiler doking ¢alismalarinda olusturlan baglanma yoresi
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5. ARASTIRMA BULGULARI
5.1. LIGANTLARIN FiZIiKO-KiMYASAL OZELLIKLERININ SAPTANMASI

Biovia Discovery Studio 3.5 Molekiiler Ozellikleri Hesaplama Yéntemi kullanilarak
yapilan Lipinski’nin 5 kuralina ve Veber’in kurallarina gore ilag benzerlik etkileri ve
ligantlara ait fiziko-kimyasal 0Ozelliklerin saptanmasinin sonucu, Cizelge 5.1.°de

verilmisgtir.

Cizelge 5.1. Ligantlarin ait fiziko-kimyasal 6zellikleri

. Halka Aromatik Molekuler
No Ligantlar  ALogP MW HA HD ROTB Halka 2
Sayist PSA (A%
Saytsi

1 Vorapaksar 4,273 494598 5 2 6 5 1 76,66

2 Atopaksar 4,308 528,635 7 1 10 4 2 86,06

3 Artesunat 0,371 383,413 8 0 5 4 0 103,35

4 XT2B 3,311 273239 3 1 3 3 3 70,40

5 XT5 3,105 287,291 4 3 4 2 2 93,69

Not : MW = molekiiler agirligi, HA = hidrojen akseptorii sayisi, HD = hidrojen vericinin sayisi, ROTB =
donebilen baglarin sayisi, PSA = polar yiizey alani.

5.2. MOLEKULER DOKING HESAPLANMASI

Autodock Vina programi ile kullanilarak yapilan yeniden doking c¢alismasi sonucunda
bulunan en uygun konformasyon PAR1 X-ray kristalografisiyle karsilastirilmistir. Protein
ile ligant arasindaki Hidrojen baglari: TYR337, LEU258, ALA349 ve su molekdilleri
HOH3004 olmustur. Diger baglanma etkilesim ise su molekiilleri HOH3004 ile LEU340
ve HIS336 arasinda olmustur (Sekil 5.1.); ve en uygun konformasyonla X 1sinlar
kristalografisi arasindaki farklihig1 ifade eden RMSD degeri: 0,790 A ve doking skoru -
13,3 kkal/mol bulunarak literatiire uygun bir sonug elde edilmistir. Bu sekilde valide edilen
Autodock Vina yontemi kullanilarak diger ligantlarin molekiiler doking islemi uygun bir

sistemde saptanmustir.

PAR1 proteini ile Autodock Vina programi kullanilarak yapilan molekiiler doking

calismasi sonuglar1 Cizelge 4.2.”de verilmistir. Tiim bilesiklerin PAR1 proteini ile yapilmis
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olan doking calismalarina ait fotograflar ve 2D diyagramlar sirasiyla Sekil 5.2. - Sekil 5.6

arasinda verilmistir.

Kristal
Vorapaksar

Sekil 5.1. PAR1 igin yapilan yinelenen molekiiler doking sonucu. Doking skoru = —13,3
kkal/mol, RMSD = 0,790 A.

Cizelge 5.2. Autodock Vina programi kullanilarak PAR1 igin doking sonuglari

Doking Skoru Amino asit etkilesimleri
No Ligantlar _
Eping (Kkal/mol) (van der Waals temas mesafesi <4 A)
TYR337, LEU258, ALA349, (HOH3004-
1 \orapaksar -13,3
LEU340, HIS336)
2 Atopaksar -8,0 TYR337
HIS336, (HOH3004 — LEU340),
3 Artesunat -9,6
(HOH3069 -THR261, LEU262, TYR337)
TYR337, (HOH3069 — HIS336, THR261,
4 XT5 -9,9 LEU262, TYR337), (HOH3018 — ASP256,
TYR95, TYR350)
5 XT2B 9.1 TYR337, HOH3069
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LEU
A:237
TYR .
A:350 ;
LEU “ A271
A258 HpH HOH
A3018 A:3069
Etkilesimler
HOH His
: A:3030 ;
Elektrostatik A:255
VAL
A:257  ASP
van der Waals A256

Kovalent bag

Su molekuli

Metal .

Hidrofobisite

3,00
2,00
1.00
0,00
-1,00

2,00 . '
300

Sekil 5.2. VVorapaksar ile PAR1 arasinda etkilesimler
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HIS

TYR A:255
A:187
FEUN GivR
TYR A:333 pi353
A:183 i HOH
LEU ]
LEU A:332 .
A:262
GLY TYR
: LEU I
A:233 PHE W £ A:350
A:271 o
VAL = A:349
A:234
i~
LEU S
L ED ) H A:344
Etkilesimler
Elektrostatik
van der Waals PRO AL:I:E!|!5J3 HOH I:MS HOH
A:236 A:3069 A:336 [ 2 ]
Kovalent bag
Su molekiili
Metal .
Hidrofobisite
3,00
2,00
1,00
0,00
-1.00 'S
22100 . &
-3,00

Sekil 5.3. Atopaksar ile PAR1 arasinda etkilesimler
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LEU
LEU ;
A:758 A:340

ASP
A:256
TYR
A:350
ALA
VAL A:349 HOH
A:257 A:3004
HIS <
A:336 = o

-~_ 7
HIS® ~d
A2ss

LEU
A:262

SER

\\] A:344
Etkilesimler

HOH TYR
. A:3069 A:353
Elektrostatik
vander Waals
TYR
Kovalent bag A:337 LEU
N A:333
Su molekili

Metal .

——

Hidrofobisite
3,00
2,00
1,00
0,00
-1,00

200 l
13,00

Sekil 5.4. Artesunat ile PAR1 arasinda etkilesimler
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LEU

A:333
VAL
HIS A:257
A:255
ASP
. . A:256
Etkilesimler
LEU
Elektrostatik o A:258
A:337 |
van der Waals AH;:IEB A:2030
TYR ' TYR
Kovalent bagi Ang3 A:183 A:353
Su molekili HOH
LEU |
A262 A:3018
Metal

Hidrofobisite

3,00
2,00
1,00
0,00

100 0 F----C

-2.00 .
2300

Sekil 5.5. XT2B ile PAR1 arasinda etkilesimler
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LEU

. LEU
A:258 g
LEU
Aﬁéﬁg HOH TYR A:263
A:3069 A337 HIs
L3 7 A:255

TYR o
A:350 /
AN
»
SER HOH
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Elektrostatik

van der Waals

Kovalent bagi

Su molekiilii

Metal .

Hidrofobisite

3,00
2,00
1,00
0,00
-1,00
-2,00
-3,00

N

Sekil 5.6. XT5 ile PARI1 arasinda etkilesimler
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5.3. NN (NEURAL NETWORK) SKORLAMA FONKSIYONU HESAPLANMASI

PAR1 proteini ile Autodock Vina programi kullanilarak yapilan molekiiler doking
calismas1 sonuglart ardindan yineden NN skorlama fonksiyonu kullanilarak tahmin edilen

ayrigsma sabiti (Ky) ve yeni doking skoru Cizelge 4.3.’te verilmistir.

Cizelge 5.3. NN Score tarafindan saglanan Ky tahmini (ayrisma sabiti) ve yeniden doking
skorlama degerleri

No Ligantlar Model NNScore STD  Tahmin edilen K4
1 Vorapaksar MODEL 1 9,877 2,046 132,86 pM
2  Atopaksar MODEL 2 6,219 2,678 603,31 nM
3 Artesunat MODEL 2 6,976 1,517 105,58 nM
4 XT5 MODEL 7 7,590 2,767 25,70 nM
5 XT2B MODEL 7 7,779 3,618 16,63 nM

Not : STD = standart sapmasi, K4= ayrigma sabiti.

5.4. SERBEST ENERJILERIN HESAPLANMASI

PAR1 proteini ile Autodock Vina programi kullanilarak yapilan molekiiler doking
calismasi sonuglar takibinde etkilesim afinitesini belirlemek amaciyla HYDE programi
kullanilarak tahmin edilen serbest enerjisi, ligant verimliligi ve inhibisyon konsantrasyonu

Cizelge 5.4.’te verilmistir.

Cizelge 5.4. HYDE programi kullanarak serbest enerji tahmini

No Ligantlar Serbest Enerji AG Ligand Efficiency qult?rlr?r?in
(kJ/mol) (LE) (konsantrasyon)
1 Vorapaksar -46 0,30 nM
2 Atopaksar -44 0,28 nM
3 Artesunat 11 0,00 mM
4 XT5 -18 0,21 UM
5 XT2B -18 0,21 UM
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6. TARTISMA VE SONUC
6.1. TARTISMA

Proteaz aktive eden reseptor 1 (PARI1), hiicrelerin bazi proteazlara karsi tepki vermesine
yol acan G-Protein-cifti reseptorleri (GPCR) ile iliskili ¢esitli kanser tiirlerini de kapsayan
birgok hastalikta umut verici bir hedef olarak varsayilmistir (41-43). PARL, kanserleri de
iceren g¢esitli patofizyolojik siireglerde Onemli bir rol oynamaktadir ve PARI

antagonistleri, yeni anti-tiimor maddelerin iiretilebilmesi i¢in oldukea elverisli olabilirler.

Daha o6nce grubumuz tarafindan yapilan arastirmalara gore farkli bir yapi1 kullanilarak
sentezlenen bazi yeni bilesenlerin aktivitesi iizerine gergeklestirilmistir (161). Teshis
(n:46)(NDMM) vya da yinelemede (n:45)(RRMM ) CD38+138+ plazma hucreleri elde
edilen hastalarda, akis sinometrisi tarafindan ifade edilen PAR1’in incelenmesi igin in vitro

gerceklestirilen calisma sonuclari, yapilan kontrollerle karsilastirilmistir.

Ifade diizeylerinin normal kemik iligi plazma hiicrelerinden daha yiiksek oldugu
goriilmustir. PAR1 ifadesi ISS, LDH, FISH kemik iligi plazma hiicre orani ya da tedaviye
yanit verme orani ile iligkili bulunmamistir. On bir anti-PAR1 molekilinin laboratuvar
ortaminda test edilmesi sonucu MTT iki kiimesinin (XTS5 ve XT2B) en diisiik ICs
yogunluguna sahip oldugu tespit edilmistir (Ek-1). ICso degerlerinin HMCL’ler {izerinde
benzer araliklarda olduklart ve PARI ifadesinin seviyesiyle iliskili olmadiklari

belirlenmistir.

PARI, myeloma hastalarinda teshis ve yineleme asamalarinda farkli diizeylerdeki plazma
hiicreleri tarafindan ifade edilmektedir. Bu yeni baglayici PAR1 molekiilleri laboratuvar
ortaminda hem birincil hem de Bortezomib refrakter hiicre dizileri tzerinde anti-myelom
sitotoksik etkilere sahiptir. Bortezomib igeren tedavilerde direnci artiran heparanaz
aktivitenin desteklendigi goriildiigiinden bu molekiiller, saflastirici heparanaz etkisini
engelleyerek aktivitelerini yerine getirebilirler. Sonug olarak MTT kiimeleri olan XT2B ve

XT5’in PARI1 igerisinde 6nemli bir engelleyici aktivite gergeklestirdikleri bulunmustur.

Yiiksek ¢oziintirliikte kristal yapiya sahip insan PAR1 proteini (PDB: 3VW?7) (5) lizerinde
bilinen ligantlara karsi, karsilagtirmali doking c¢alismalar1 gergeklestirdik ve yeni

bilesenlerin test edilmesi i¢in Vina araglar1 kullandik (112). Dahasi, elde edilen sonuglar
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Neural Network (NN) skorlama islevi (166) ve HYDE baglayici degerlendirme skorlama
islevi (167) kullanilarak dogrulanmistir.

6.1.1. LIGANTLARIN FiZiKO-KIMYASAL OZELLIKLERININ SAPTANMASI

Doking hesaplamasi yapilmadan once, ilag etkisinin ve en ¢ok kullanilan kriterlerden biri
olan Lipinski’nin 5 kuralinin (Lipinski’s rule of five) test edilebilmesi icin ligantlara ait
fiziko-kimyasal dzellikler test edilmistir ( 164). Ilag etkisi analizinde kullanilan diger bir
kriter ise biyoelverislilik i¢in 6nem arz eden Veber kurallaridir ( 165). BIOVIA Discovery
Studio 3.5 Molekiiler Ozellik Hesaplamas1 Yontemi kullanilarak hesaplanan PAR1 doking
calismasi igerisinde kullanilan ligantlarin fiziko-kimyasal o&zellikleri Cizelge 4.1.°de
gosterilmektedir. S6z konusu ligantlardan lipofilisite (AlogP), molekiiler agirlik (MW),
hidrojen akseptorii sayis1 (PSA) gibi 6nemli 6zellikler belirlendikten sonra kural ihlallerini
(Lipinski’nin orijinal ¢alismasina goére) 1’e indirerek, Lipinski’nin 5 kurali ve Veber’in
kural parametrelerine dayanarak ligantlart filtrelenmistir (164). Sonug¢ olarak, tim
ligantlarin Lipinski ve Veber’in kurallarini sagladigi goriildii. Filtreleri gegen ligantlarin
biyoelverislilik oranlarmin daha yiliksek oldugu belirlendi ve tiim bu bilesenlerin insan

viicudunda ilag etkisi yaratabilecegi goriildii.
6.1.2. AUTODOCK VINA iLE MOLEKULER DOKING HESAPLANMASI

Yeni test edilen bilesikler, benzoksazol ve benzamit tiirelerinin (XT2B ve XTS5 bilesikleri)
baglayic1 afiniteleri PAR1 iizerinde incelendi ve elde edilen sonuglar bilinen PARI1
antagonistleri olan vorapaksar ve atopaksar ile ve yeni arastirilan multipl miyelom (MM)

Uzerinde antikanser etkilere sahip sitma ilaci olan artesunat (168) ile karsilastirildi.

Molekiiler doking, bagsiz yapilardan, MD simiilasyonlarindan elde edilen yapilardan ya da
homoloji modelinden baslayarak, makro molekiillerin ya da bir makro molekdl (reseptor)
ve kiglk bir molekdlun (ligant) kovalent olmayan baglarinin tahmin edilmesine caligan
hesaba dayal1 bir prosediirdiir. Burada hedef, bag olusumlarinin ve baglanma afinitesinin
bulunmasidir. Bu ¢alismada kullanilan molekiiler doking teknigi, Autodock Vina
kullanarak PAR1 karsitt ligantlarin  baglanma durumlarmin analiz  edilmesini
amaglanmaktadir. Kullanilan molekiiler doking programi yaygin olarak kullanilan, en ¢ok
atifta bulunulan ve bilgisayar ortamindaki (in siliko) molekiiler doking c¢aligmalarinda en
1yl sonuglar1 veren programdir (112). Molekiiler doking akis1 olarak, kristalize edilmis

PARL ve liganti, vorapaksar arasinda yinelenen doking islemi ile baslamistir. Yinelenen
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molekiiler doking ¢alismasinin sonucunda RMSD skoru 0,790 A ve molekiler doking
skoru 13,3 kkal/mol olarak elde edilmis ve vorapaksara bagli PAR1 kristal yapilariyla
onemli bir benzerlik tespit edilmistir (Sekil 5.1.). Molekiiler doking calismasinin
yinelenmesi olduk¢a onemlidir, ¢iinkii baglanma sapmasi ya da RMSD degerinin kristale
daha yakin olmas1 (< 2,0 A) ya da kristale yakin amino asitlerle baglanma etkilesimlerin
tespit edilmesi, molekiiler doking sisteminin diger molekiil ve ligantlar i¢in kullanima hazir
oldugu anlamma gelmektedir. Sekil 5.1.’de belirtildigi gibi, daireler ve oval sekiller hem
kristal yap1 hem de yapilan Autodock Vina molekiiler doking islemi sonucunda aymn
baglanma etkilesimi gdsteren benzer amino asitleri isaret etmektedir. Yuvarlaklar
baglanmamis etkilesimleri gosterirken amino asitler ilizerindeki oval isaretler reseptorle
kurulan hidrojen etkilesimlerini ifade etmektedir. Vorapaksar igerisindeki hidrojen baglari
ve hem kristal yapida hem de Autodock Vina islemi sonucunda elde edilen etkilesimler
TYR337, LEU258, ALA349 aminoasit rezidlleri ve su molekuli HOH3004 ile
goriilmektedir. Diger hidrojen baglart ise, su molekiili HOH3004 ile LEU340 ve
HIS336’dan elde edilmistir (Cizelge 5.2.). Yenilenen molekiiler doking c¢alismasinda
Autodock Vina tarafindan hesaplanan baglayici afinite degerinin -13.3kkal/mol oldugu

belirlenmistir.

Vorapaksar ve PAR1 arasinda gergeklestirilen ve iyi sonuglar veren molekiiler doking
caligmasina dayanarak doking sistem bilgisini, gerceklestirilen molekiiler doking
hesaplarmin diger ligantlara uygulanmasinda kullandik. Tam ligantlar i¢in PAR1 karsuti,
Autodock Vina kullanilarak gerceklestirilen molekiiler doking c¢alismasinin sonuglar
Cizelge 5.2.’de gosterilmektedir. Elde edilen sonuglara gore vorapaksar en yiksek
molekdler doking skoruna sahipken atopaksar diger ligantlar arasinda en diisiik degeri

gostermektedir.

Ankara Universitesi Eczacilik Fakiiltesi Farmasétik Kimya Anabilim Dali’nda tarafindan
sentezlenmis olan benzoksazol (XT2B) ve benzamit (XT5) turevleri olan bilesikleri,
PAR1’e karst Autodock Vina molekiiler doking programi ile kullanilarak bilinen
antagonistleri ile karsilastirdiginda etkili bulunmugstur. Yapilan molekiiler doking
sonucunda XT2B baglanma afinitesini -9,1 kkal/mol ve XT5 -9,9 kkal/mol saptanmistir.
Autodock Vina programindan sonuglanan baglanma pozuna gore PARI1 ve ligantlar
arasindaki etkilesimleri, c¢esitli kovalent olmayan baglanmalar1 tespit edilmektedir.

PAR1’de bulunan TYR337 amino asit rezidust, hemen hemen butin test edilen ligantlar
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hidrojen bagi olusmustur. Bu gozlenen rezidii bir hidrojen bag wverici rezidiidiir.
Vorapaksar ve PAR1 arasinda yeniden yapilan molekiiler doking sonucu gozlenen
etkilesimleri kristal yapilarina gore benzerlik bulunmaktadir. Bu etkilesimleri TYR337
olmak Uzere, LEU258 ve ALA349 rezidiileri gibi ti¢ hidrojen bagi bulunmaktadir. Ayn1
zamanda bir su molekiili ile de etkilesim olusturmustur (HOH3004-LEU340, HIS336).
Atopaksar ise, TYR337 hidrojen bag verici olan ile bir hidrojen bagi etkilesimi vardir. Bu
arada, artesunat ile PAR1’ de bulunan rezidiiler bir hidrojen bagi (HIS336) olup iki tane su
molekili  ((HOH3004-LEU340) ve (HOH3069-THR261, LEU262, TYR337))
etkilesimleri bulunmaktadir. Test edilen yeni bilesikler, XT2B ve XTS5, PAR1’e karsi
bulunan etkilesimleri ise ayrica énemli rezidiiler ile hidrojen baglari olugmustur. XTS5
molekiilii, TYR337 hidrojen bag verici rezidii ile bir etkilesim olusmustur ve iki tane su
molekili ((HOH3069-HIS336, THR261, LEU262, TYR337) ve (HOH3018-ASP256,
TYRI9S, TYR350)) ile hidrojen baglar1 bulunmaktdir, XT2B molekiilii ise sadece TYR337
rezidiisi ve HOH3069 ile bir hidrojen bagi etkilesimi olusmustur. Bu sonuglari, PAR1 etki
mekanizmalar1 konusunda TYR337 rezidiisti 6nemli bir rezidii oldugunu gostermektedir ve

yapi-aktivite iligkileri calismalarinda bir hedef olarak calisilabilmektedir (Sekil 5.1.).

Zhang ve ark., PAR1’de bulunan trans-membran 6 (TM6) bolgesinin C-terminal ucunda
yer alan TYR337 rezidusi, vorapaksar’da bulunan piridin halkas1 ile gii¢lii bir hidrojen
bagi olusturdugu bildirilmistir (5). Diger etkili amino asit rezidiileriyle birlikte, non-
kovalent TRY337 rezidusu etkilesimi, PARL’in stabilitesine ve baglanma cebinin genel
yapisina  katkida bulunarak, dolayli olarak ligant baglanma segiciligini de
etkileyebilmektedir. TYR337 rezidist yerine, PHE337 ile mutasyon olusturuldugunda,
hiicre dis1 ifadesinde azalma meydana gelir ve PAR 1’in agonist peptid ile aktivasyonu da
azalir. Ligant ile baglanmada hidrojen baglarinin, en az ii¢ farkli iglevi vardir, bunlar (i)
baglanma ortagi ile ligant konformasyonel degisikliklere katkisi vardir, (ii) agonist,
antagonist, substrat ve/veya inhibitor arasinda ayrim yapmak i¢in bir tanima islevi vardir
ve 6nemli olan (iii) kendi reseptoriine karsi baglanma afinitelerine ligant katkis1 mevcuttur.
Bu nedenle, hidrojen baglari, reseptore karst bazi bilesiklerin etkilesim kabiliyetlerini
korumak i¢in ¢ok onemlidir ve olusan etkilesim sonunda daha fazla molekiler eylemi

baslatabilir.

Molekdiler doking tahmini icin gegerli puanlama fonksiyonlar1 ii¢ genel kategoriye

ayrilmaktadur. Ilk kategori, molekiiler kuvvet alanina dayali bir yaklasimdir ve elektrostatik
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ile van der Waals kuvvetlerinin tahminine dayali baglanma enerjisinin 0ngorilmesidir.
Autodock programi, bu tiir puanlama fonksiyonunu kullanmaktadir. ikinci kategori,
ampirik puanlama fonksiyonu olarak bilinmektedir, tiim hidrojen bagi ve hidrofobik
temaslarin agirlikli toplamini hesaplayarak baglanma enerjileri tahmin edilmesidir. Uglincii
kategori ise, bilgi tabanli puanlama fonskiyonudur. Bu tir puanlama fonksiyonu, kristal

yapi veritabanlarinin istatistiksel analizlere dayanmaktadir (89).
6.1.3. MOLEKULER DOKING ANALIZLERI: NNSCORE PUANLANMASI

Molekiiler doking hesaplanmasi Sonucunda daha fazla dogru sonucu elde etmek igin,
O6nemli bir parametre olan, en iyi doking pozuna karar vermek amaciyla baglanma serbest
enerjisinin tahminine gereksinim vardir. Bu amagla, sinir agina dayali NNScore, Autodock
Vina programinda ile bir hesaplama modeli olarak kullanilmaktadir (166). Ayrica, HYDE
puanlama fonksiyonu, protein-ligant komplekslerinde hidrojen bagi ve dehidrasyon enerji
bilgilerine dayali olan skorlama fonksiyonu (167) kullanilarak, serbest enerji tahmini de
gerceklestirilmektedir.

Mevcut PAR1 doking sonuglari, hizli ve dogruluga sahip olan sinir ag1 algoritmasina
dayali NNScore programi kullanilarak yeniden puanlanmistir (Cizelge 5.3.). Burada
saglanan NNScore baglanma puani, hesaplanma sirasinda olusturulan 20 agdan modelin
ortalama puani arasinda en iyi mertebeden iliskilendirilmistir. Yeniden puanlama
fonksiyonu ile birlikte, NNScore ayrica ayrigma sabiti (Kq) ni de tahmin eder. Bu ayrigsma
sabiti, iyi ve kotii baglayicilari, birbirinden ayirt etmek i¢in dnemlidir. Eger protein-ligant
komplekslerin ayrisma sabitin degerini 25 uM’dan az (Kq < 25 uM) ise iyi bir baglayici
demektir, tam tersine, eger protein-ligant komplekslerin ayrigma sabitin degerini 25
uM’dan fazlaysa (Kq > 25 puM) koti bir baglayict demektir. Bilinen PAR1 proteinin
antagonisti, vorapaksar, yiiksek bir NNScore puanina sahiptir (Model 1), bdylece
hesaplanan ayrigma sabiti iyi sayilir ve konsantrasyonu pM derecesine kadar ulasir
(vorapaksar = 9,877+2,046; Ky = 132,86 pM). Ancak, sasirtict bir sonu¢ PAR1’in diger
antagonisti, atopaksar ile gortilmiistiir. Onun NNscore puani en diisiik olarak bulunmustur
(atopaksar = 6,219+2,678; Ky = 603,31 nM). XT5 ve XT2B ile kayda deger bir sonuca
ulagilmigtir. Bunlar, iyi NNScore puani ve ayrisma sabiti nM konsantrasyonuna sahiptir
(XT5 = 7,590+2,767; K4 = 25,70 nM, XT2B = 7,779£3,618; Ky = 16,63 nM). Artesunat
icin, Autodock vina sonuglar1 iyi olmasina ragmen, NNScore puani XT5 ve XT2B

bilesiklerinden daha diisiik, ayrisma sabiti konsantrasyonu ise yiiksek ¢ikmaistir (artesunat =
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6,976+1,517; Kd = 105,58 nM). Biitin test edilen ligantlarin ayrigma sabiti (Kq) 25
uM’dan daha az konsantrasyonda saptanmis ve bu sonuglara gore PAR1’e kars1 hepsi iyi
bir bagliyic1 olarak degerlendirilmistir. NNScore puan1 ve tahmin edilen Ky sonuglarina
gore, yeni sentezlenen bilesikler XT5 ve XT2B, vorapaksara kadar PAR1’e karsi iyi bir
baglayict giicli sahiptirler, atopaksardan bile daha iyidir. Boylece, yeni bir umut verici

antagonist olarak degerlendirilebilir.

6.1.4. MOLEKULER DOKING  ANALIZLERI: SERBEST ENERJI
HESAPLANMASI

Hedef tabanli ila¢ tasariminda, baglanma serbest enerji tahmini 6nemli bir faktordiir. Bu
tez caligmalar1 kapsaminda, protein-ligant komplekslerinde hidrojen bagi ve dehidrasyon
enerjilerinin tutarh bilgilerine dayali olan HYDE skorlama fonksiyonu kullanilarak Gibbs
serbest enerjisi (AG), ligant verimliligi ve inhibitor konsantrasyonu bulunmustur. Temel
ilke olarak, HYDE puanlama fonksiyonu baglanma afinitesini optimize etmek i¢in belirli
parametrelerle, yerel hidrofobiklik, ¢oziicii erisebilir alani ve temas yiizeyi alani gibi
cozunme enerjileri hesaplanmistir. Bu nedenle, bu yaklasim belirli protein-ligant
komplekslerin baglanma afinitesine karsi, atomik diizeyde olumlu ve olumsuz enerji
katkis1 hesaplamak i¢in kullanilabilir. Hidrasyon ve desolvasyon 0Ozellikleri kiiciik

molekiillerin oktanol / su katsayilar1 kullanilarak hesaplanmistir.

Molekiler doking sonucunda PAR1’e i¢in tim ligantlarin en iyi tahmin edilen pozundan
HYDE skorlama fonksiyonu kullanarak serbest enerjileri, ligant verimliligi ve inhibisyon
konsantrasyonu hesaplanmistir (Cizelge 5.4.). Bilinen PAR1 antagonistleri, vorapaksar ve
atopaksar, serbest enerjileri degerini diger ligantlarla karsilastirildiginda en yiiksek skora
sahiptirler (-46 kJ/mol ve -44 kJ/mol). Ayni zamanda bunlarin ligant verimlilikleri
yiiksektir ve nM araliginda gii¢lii bir inhibisyon konsantrasyonuna sahiptirler. Artesunatin
serbest enerjisi ise pozitif ¢ikmistir (11 kJ/mol) ve aynit zamanda ligant verimliligi ve
inhibisyon konsantrasyonu da diisiik olmustur. Yeni sentezlenen bilesikler, XT5 ve XT2B
ile de, anlamli bir sonuca ulasilmistir, ikisi de negatif serbest enerjiye sahiptirler (XTS5 ve
XT2B = -18 kJ/mol). Ayrica bu bilesiklerin, verimli birer ligant oldugu ve uM diizeyde

inhibisyon konsantrasyonuna sahip oldugu diistiniilmektedir.

Ligant verimliligi ol¢iimii genellikle kiigiik bilesiklerin (ila¢ molekiilii gibi) molekiiler

Ozelliklerini (boyut ve lipofilisite 6zelligi) 6lgmek icin kullanilmaktadir. Bu 6zellikleri,
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baz1 reseptor veya protein hedefine karsi baglanma afinitesi elde etmek i¢in 6nemli bir
faktordur. Matematiksel olarak, ligant verimliligi, bilesik i¢inde Gibbs serbest enerjisi
(AG)’nin agir atomlarin sayisina orani olarak tanimlanabilir

LE = (AG)/N

Burada, AG = -RTInK; ve N, agir atomlart veya hidrojen olmayan atomlarin sayisi
demektir. Ligant verimliligi degeri ile serbest enerji degeri orantili olarak bilinmektedir.
Cizelge 5.4.teki bulunan sonuglara gore biitiin yiksek serbest enerjisi olan ligantlar,
bilinen PAR1’in antagonistleri, vorapaksar ve atopaksar olmak {lizere, test edilen yeni
bilesikler (XT2B ve XT5) gibi ayn1 zamanda iyi bir ligant verimliligi degerine ( LE > 0) de
sahiptirler. PAR1 baglanma yoresinde bulunan bir¢ok olumsuz etkilesim, cezalar nedeniyle
artesunat icin serbest enerji pozitif degerde ¢ikmustir ve ligant verimliligi de diisiik

olmustur, bu nedenle artesunat PAR1 antagonisti olarak uyumlu degildir.

Bu yiiksek lisans tez ¢alismalar1 kapsaminda 6zet olarak, PAR1’e baglanan XT2B ve XT5
bilesikleri, bulunan hidrojen bag: etkilesimlerinde TRY337 aminoasit rezidiisiiniin 6nemli
oldugunu saptanmistir. Ayrica, bu yeni bilesiklerin NNScore ve HYDE hesaplanma
sonuglart da kayda deger goriilmiistiir ve bdylece PARI1’e yiiksek baglanma afinitesi
olmasi diisiiniilmektedir. Bu yapilan molekiiler doking sonuglari, yeni sentezlenen XT5 ve
XT2B molekullerinin PAR1 antagonisti olarak etki mekanizmasi hakkinda bir fikir ortaya

koymaktadir.

6.2. SONUC

PAR1, invaziv ve metastatik kanserlerin ilerleyisini durdurmak icin yeni ve dikkat gekici
bir terapotik hedeftir. Bu tezde gergeklestirilen bilgisayar destekli molekiiler modelleme
calismalar1 sonucunda PARI ile etkilesme gosteren ve antagonist olarak davranan yeni
bilesikler belirlenerek, etki mekanizmalar1 aydinlatimistir. XTS5 ve XT2B bilesikleri, in
vitro ortamda PAR1’e karsi diisiik ICsp konsantrasyonlarinda iyi etkili olarak
bulunmuslardir. Ayrica, PAR1 antagonistlerinin baglandig: kritik amino asit olan TYR337
rezidisl  Gzerinden reseptére baglanmalari PARI antagonisti olabileceklerini
gostermektedir. Bu bilesikler, PAR1 antagonizmasimnin etki mekanizmasinin
aydinlatilmasinda 6nemli bir role sahip olmakla birlikte, kansere karsi PAR1 iizerinden

etkili bilesiklerin gelistirilmesinde 6ncii olarak kullanilabileceklerdir.
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8. EKLER

EK-1

Birincil ve Bortezomib Refrakter HMCL’deki (Insan Miyelom Hiicre Hatlari)
Bilesiklerin MTT Tarama Sonugclar: (72 saat, ICsy degerleri pM arahg) ( 161)

HMCL XT5 XT2B Diger Bilesikler
U266BR 9.15+0.78 18.86 + 0.65 41.47 - 224
U266 9.77 £ 0.47 34.3+0.59 45.21 - 218
JIN3BR 7.64 £0.19 24.87 £0.42 38.29 — 5145
JIN3 7.38 £0.15 14.27 £ 0.56 23.87 - 138
HI929R 8.12 +0.17 33.89+1.61 -

OPM2 6.5+0.16 25.75 + 350.05 -
OPM2R 7.89 +0.17 30.18 +1.35 -
KMS28PE 10.71 £ 0.61 41.42 +8.18 -
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Protease=activated recepior | (PARID) haz been established ax a promising target in mamy
deeasex, inchiding varous cancers. Strong evidence also sugpesis fis mle in metastass. B
is proved expermmentally that PAR] can induce numerous cell phenotypes, e, proliferation
and differentiation. A strong link between PAR] gene overexpression amd high kevels of
Becatemin was suggesied by o study of the PARI—Gail 13-D%L axis m Becadenin stabilizme
tion in cancers. An in vito study was cmed out to amlyze PARLD expression by flow
cytomeiry on CIN3E+138+ plasma cells obisined from patients either at diagnosis (o i)
(newly dmgnosed multiple myeloma (NDMMY) or at relapse (m: 45) (relapsedinefmaciony
multiple myeloma (EREMM)} and compared with the controls. Char preveously synthesized
bencoxarole (XTIR) and benramide (XT5) derivatives were tested with in vitro 3aid, 5«
dimeethylthizznleZeyl 2, S=diphenyltetmeoliom bromide (MTT) assays, which revealed sige
nificanmt inhsbsiory activity on PAR]. We provide docking shadses uxing Auviodock Vina of
these mewly tested compounds o compare with the known PARD inhibitors in order to
examing the binding mechamisms. In addition, the docking results are validated using
HYDE bindmg assexsment and a neural network (NN} sconng function.

Kevawords: anticancer; bercamade; bensoxazole; molecular docking; FAR] antagonsst

1. Imirodoction

Protease-activated recepiors (PARs) are pam of the large seven-transmembrane-spanning G
protein-coupled receptor (GPCR) family, shown o couple to Gae, Gg of Gizaa within the
sanse cell type [1] OF the 16 G protein genes found in the mammalian genome, the subfamily
member Gy, i3 of the most inferest to cancer biologists. Gy, and ifs sister family member,
(i3, are the only O proteins that have the capability o transform fibroblasis on the overex-
preased condition i their wild-type (WT) form. Recent studies have demonstrated that Gy. is
markedly up-regulated in adenocarcinoma of the breast and have wdentified the Gy, protein as
an imponant indicator of breast and prosiate cancer invasion. The G : profein subunit also
plavs a role in disrupting the cadherin—catenin interaction and down-regulation of the exira-
cellular cell-cell adhesive function of cadhering [2].
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Introduction and Aim

Heparanase activity has been shown to be associated with agagressive behavioror
Bortezomib resistance and can lead to increased levels of proteases as well as
shedding of heparan sulfate proteoglycan syndecan-1(CD138) from myeloma cells.
Heparinis aninhibitor ofthrombin and heparanase enzyme activity, but cannot be used
at high concentrations as an anfi-tumaor drug because ofits anti-coagulant activity. We
have recently published in vivo anti-myeloma effects of low molecularweight heparin
(Beksacetal Acta Haematol 2015). Protease activated Receptor (FAR1)is a thrombin
receptor. Gene and antigen expression has been detected on myeloma patient
samples and cell lines (HMCL) by University of Arkansas (UAMC) group (Tian etal ASH
2011). Expression was found to be highest among patients with 5g amplification where
the PAR1 geneis located. HMCLs HO29, U266, JJN3 were positive but OPM2 lacked
FPAR1.
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