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OZET

Embriyonik gelisim, doku rejenerasyonu, hiicre proliferasyonu ve farklilagmasi, kanser,
norodejeneratif hastaliklar ve kemik metabolizmasi hastaliklart gibi ¢esitli fizyolojik ve
patolojik siireglerde rol oynayan baslica sinyal yollarindan biri kanatsiz/p-katenin (Wnt/p-
katenin) yoludur. Dickkopf ile iliskili protein-1 (DKKZ1), Wnt sinyal yolunun dogal hiicre
dis1 inhibitorlerinden biridir. LRP5/6 reseptorlerine baglanarak Wnt yolagimin
bloklanmasina neden olmaktadir. Bu nedenle DKKI1'in LRP5/6'ya baglanmasini
engelleyebilecek DKKI1 antagonistleri, Wnt sinyal yolunun modiilasyonu icin iyi bir
yaklagim olarak goriilmiistiir. Yeni DKKI1 antagonisti adaylarini arastiran ¢aligmalarin
cogu protein bazli antikorlar1 igermektedir. Ancak kiiglik molekiillerin DKK1 ile LRP5/6
arasindaki etkilesimi inhibe etmek i¢in daha iyi adaylar olabilecegine inanilmaktadir. Bu
nedenle bu tez calismasinda kiiglik molekiillerin DKK1 antagonist adayr olma
potansiyelinin  bilgisayar destekli molekiiler modelleme yontemleri kullanilarak
arastirilmas1 amaglanmistir. Aday ligandlar olarak kimyasal veri tabanlarindaki bilesikler
secilmistir. Bilesiklerin DKK1'in LRP5/6'ya baglandig: yiizeyi ile etkilesim durumu sanal
tarama, molekiiler dinamik simiilasyon caligmalar1 ve baglanma serbest enerjilerinin
hesaplanmasi ile arastirilmistir. Ayrica, baglanma afinitesi en yiiksek ve kararli olan
ligandlar farmakokinetik ozellikleri ve ADME-T profilleri de in-siliko olarak
hesaplanmistir. Sonuglar sirasiyla 13871067, 10265835, 139183638, 657042, 470199,
91490554 ve 445074"n iyi birer DKK1 antagonist aday1 olabilecegini ancak in-vitro ve in-
Vivo galismalar ile arastirilmasi gerektigini gostermektedir.
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ABSTRACT

The wingless/p-catenin (Wnt) pathway is a central signaling cascade involved in many
biological processes, such as bone metabolism. Dickkopf-related protein-1 (DKK1) is one
of the natural extracellular inhibitors of the Wnt pathway. It causes blockage of the Wnt
pathway by binding to LRP5/6 receptors. Therefore, DKK1 antagonists that can inhibit the
binding of DKK1 to LRP5/6 have been considered a promising approach for modulation of
the Whnt signaling pathway. Most studies investigating novel DKK1 antagonist candidates
involve protein-based antibodies. However, small molecules might be better candidates to
inhibit the interaction between DKK1 and LRP5/6. Therefore, this thesis study aimed to
investigate the potential of small molecules as DKK1 antagonist candidates using
computer-aided molecular modeling methods. Compounds in chemical databases were
selected as candidate ligands. The interaction state of the compounds with the surface
where DKK1 binds to LRP5/6 was investigated by virtual screening, molecular dynamics
simulation studies, and calculation of binding free energies. Additionally, the
pharmacokinetic properties and ADME-T profiles of the ligands with the highest binding
affinity and stability were calculated in-silico. The results show that 13871067, 10265835,
139183638, 657042, 470199, 91490554, and 445074 should be investigated by innovative
in-vitro and in-vivo studies.
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SiIMGE VE KISALTMALAR

Bu calismada kullanilmig olan bazi simgeler ve kisaltmalar, agiklamalar1 ile asagida

sunulmustur.

Kisaltmalar Aciklamalar

2B 2 Boyutlu

3B 3 Boyutlu

A Angstrom

accptHB Hidrojen Bag1 Alicisi

Ala Alanin

Asn Asparajin

Asp Aspartik Asit

Cl- Klor iyonu

cm Santimetre

CNS Merkezi sinir sistemindeki olas1 aktivitesinin  tahmini
Cys Sistein

DKK1 Dickkopf-1

donorHB Hidrojen Bag1 Dondrii

ADME-T Emilim, Dagilim, Metabolizma, Atilim ve Toksisite
FOSA Cozgen Erisilebilir Yiizey Alaninin Oram
Fz Tiftiklenmis (Frizzled)

g Gram

GB Genellestirilmis Born

GlIn Glutamin

Glu Glutamik Asit

Gly Gliserin

GPU Grafik Islem Birimi

Gsk3 Glikojen Sentaz Kinaz 3

H Hidrojen

H-bag Hidrojen bag1

HERG Insan Ether-a-go-go ile Ilgili Gen

His Histidin



Kisaltmalar

HSA
HTVS
IC50
lle

K

Leu
LRP5/6

Lys

MD

Met

MM
MM/GBSA
N

Na+

NMR

ns

OH

p53

PDB
PD-L1

Phe

PISA

PK

Pro
QPlogBB
QPlogPo/w
QPPMDCK
RMSD
RMSF

SA

Sa

Aciklamalar

Insan Serum Albumin

Yiiksek Verimli Sanal Tarama
%350 Inhibisyon Konsantrasyonu
[zolosin

Potasyum

Losin

Xiv

Diisiik Yogunluklu Lipoprotein Reseptor ile Iliskilendirilmis

Protein 5/6

Lizin

Molekiiler dinamik
Metiyonin
Molekiiler Mekanik

Molekiiler Mekanik/Genellestirilmis Dogan Yiizey Alani

Azot

Sodyum iyonu

Niikleer Manyetik Rezonans

Nanosaniye

Hidroksil

Protein 53

Protein Veri Bankasin

Programlanmis Hiicre Oliim Ligandi 1
Fenilalanin

Polar Yiizey Alani

farmakokinetik

Prolin

beyin/kan partisyon kat sayisinin tahmini
Oktanol/gaz partisyon katsayisi
Madin-Darby hiicre gecirgenliginin tahmini
Kok Ortalama Kare Sapmasi

Kok Ortalama Kare Dalgalanmasi
Elektrostatik Olmayan Solvasyon Enerjisi
Saat



Kisaltmalar

SASA
Ser
SP
SPC
Thr
Trp
Tyr
Val
vdw
Wnt
XP

AG

Aciklamalar

Yiizey Erisilebilir Cozgen Alani
Serin

Standart hassasiyette

Basit Nokta Yk

Treonin

Triptofan

Tirozin

Valin

van der Waals

Kanatsiz ile iliskilendirilmis entegrasyon bolgesi
Ekstra hassasiyette

beta

Gibbs serbest enerjisi

XV



1. GIRIS

Fizyolojik siirecleri diizenleyen baslica sinyal yollar1 arasinda Wnt sinyal yolu dikkat
¢ekicidir. Bu yol, Wnt ailesinin salgilanan lipitle modifiye edilmis proteinleri tarafindan
aktive edilen hiicreler arasi bir sinyalleme kaskadidir. Sinyalin hiicre yiizeyindeki
reseptorler aracilifiyla (LRP5/6) hiicre igine aktariminin ardindan yolagin aktivasyonu,
mitotik aktivite, hiicre tipi spesifikasyonu veya polarite olusumu gibi ¢esitli hiicresel
yanitlara yol agmaktadir. Wnt sinyali, yetiskin organizmada doku homeostazisi ve
rejenerasyonunun diizenleyicisi olarak kritik bir rol oynamasi nedeniyle kanser, kalp
hastalilar1, nérodejeneratif ve kemik metabolizma bozukluklar1 gibi patolojik kosullar ile

de yakindan iligkilidir [1].

Dickkopf ile iliskili protein-1 (DKK1) Wnt yolaginin dogal hiicre dis1 inhibitorlerinden
biridir ve Wnt sinyal yolu ile iliskili pek ¢ok patolojinin olugmasinda rolii bulunmaktadir.
Bu nedenle son yillarda literatirde DKK1’in inhibisyonu yoluyla Wnt sinyal yolaginin
etkinlestirilmesi iyi bir yaklasim olarak goriilmektedir. DKK1 inhibitorleri arayisi ile ilgili
bircok arastirma yapilmis olmasina ragmen bu aday molekiillerden yalnizca birkaginin
klinik arastirmalar diizeyinde c¢alismalari devam etmektedir. Bu nedenle yeni aday
molekiillerin tanimlanmasina ihtiya¢ vardir. Bununla birlikte kimyasal yapili kiiciik
molekiillerin daha iyi bir inhibitdr olma potansiyeline sahip olabilecegi ve bu alandaki

caligmalarin yetersiz oldugu bilinmektedir [2].

Biyolojik bir hedefe yonelik oncii bilesiklerin tanimlanmasi i¢in kullanilan en yaygin
tekniklerden biri biiylik kimyasal veri tabanlarmin fiziksel olarak taranmasidir. Sanal
tarama adi verilen bu yontem ile bilinen bir yapiya yonelik spesifik 6zelliklere sahip
bilesikler i¢in ¢ok sayida molekiil igeren veri tabanlar1 hesaplamali olarak taranmakta ve
bu aday bilesikler ile hedef yap1 arasindaki olas1 etkilesim atomik seviyede ayrintili olarak

tahmin edilebilmektedir [3-5].

Bu kapsamda biiyiik veri setlerinin taranmasina olanak saglayan bilgisayar destekli hedefe
dayali1 sanal tarama ¢alismalar1 kiigiik molekiiller arasindan DKK1’e yonelik daha etkin ve
hedefe yonelik yeni inhibitor adaylarinin kesfi i¢in uygulanabilir ve etkili bir stratejidir. Bu
tez calismasi ile de bilgisayar destekli hedefe dayali sanal tarama yontemleri kullanilarak

yeni DKK1 antagonist aday1 oncii kiigiik molekiillerin ortaya konulmasi amaglanmustir.



Bu amag¢ dogrultusunda, PubChem veri tabanindan elde edilen bilesiklerden DKK1’in
LRP5/6’ya baglandig1 yiizeyi ile etkilesim durumlarinin kenetlenme, molekiiler dinamik
(MD) simiilasyon ve baglanma serbest enerji hesaplamalan ile filtrelenerek en iyi ve en
kararl1 baglanma afinitesine sahip yapilarin ortaya konulmasi hedeflenmistir. Ayrica, bu
calisma ile en iyi baglanma afinitesi gdsteren DKK1 antagonist adayi, bu oncii yapilarin
farmakokinetik 6zellikleri ve emilim, dagilim, metabolizma, atilim ve toksiste (ADME-T)
profilleri de belirlenerek terapotik amacli bir ajan olabilme potansiyelleri de

degerlendirilmistir.



2. GENEL BILGILER

2.1. Dickkopf-1

Dickkopf-1 (DKK1) sistein agisindan zengin Dickkopf protein ailesinin (Dickkopf-1, -2, -3
ve -4) iyelerinden biridir [6]. DKKI1 ilk kez 1998 yilinda Glinka ve meslektaslarinin
calismasinda tanimlanmig olup, bu calismadaki embriyonik kafa gelisiminin
tetiklenmesindeki rolii nedeniyle Almanca inatg1, biiyiik kafali anlamina gelen ”dickkopf”

ismini almistir [7].

Ekstremitelerin gelisimi, somitogenez, géz olusumu ve kardiyojenez dahil olmak iizere
omurgalt canlilarin gelisiminde 6nemli roller oynayan DKKI1 proteini osteositlerde,
osteoblastlarda, deride, plasentada ve prostat endotelinde yaygin olarak ifade edilmektedir.

Whnt sinyal yolunun diizenlenmesindeki rolii ile taninmaktadir [8, 9].

2.1.1. Dickkopf-1’in yapis1

Dickkopf-1, baglayicilarla ayrilmis N ve C alanlarinda (sirasiyla 92-142 ve 179-266
kalintilar1) korunmus iki sisteince zengin alandan olusan ve iki glikozilasyon bolgesi iceren
266 amino asit uzunlugunda bir proteindir (Sekil 2.1-A) [8]. DKKI1 ayrica Ser30’a bagl iki
O-baglantili glikan ve Asn225°te varsayilan bir N-baglantili glikozilasyon bolgesi
icermektedir (Sekil 2.1-B). DKK1’in C-terminal tarafindaki sisteince zengin alan,
DKK1’in LRP5/6 ile iki onemli baglanma motifi sayesinde LRP5/6’ya baglanmaktan
sorumludur. Birincisi, DKK1’in dongiisiinde yer alan ana baglanma bdlgesi olarak bilinir.
222-231 aras1 kalintilart igerir ve LRP5/6’nin iiglincli ve dordiincii pervane alanlar ile
etkilesim olusturur. Digeri ise, DKK1 Argl9 ve LRP6 Asp8301 arasindaki tuz kopriisiidiir.
Her ikisi de Wnt yolunu inhibe etmek i¢in gerekli ve yeterli bir alan olarak karakterize
edilmektedir [2].

Diger yandan, literatirde DKKI1’in esas olarak iki farklt 3B yap1 konformasyonuna
(dairesel ve kapali formlar) sahip olabilecegi ortaya konulmustur. Bunlardan biri, C ve N
alanlar1 arasinda etkilesimli kalintilar1 olmayan ve N ve L2 alanlar1 arasinda bes giiclii
etkilesim iceren dairesel bir formdur. Bu etkilesimin, N alani ile C alan1 arasinda etkilesim

olmamasindan sorumlu olduguna inanilmaktadir. Digeri ise, 11 ¢ift giiclii etkilesimli



kalinti dahil olmak {izere N ve C alanlar1 arasinda iretilen, cogu etkilesime kapali
konformasyondur. Bu konformasyonda, N ve L2 alanlar1 arasinda gii¢lii bir sekilde
etkilesen ii¢ kalint1 ¢ifti vardir. L2 ve C alanlarinin N’ye baglanmak icin rekabet ettigini
gosterir [10]. Dairesel formun C alami ile LRP6 arasindaki baglanmayi azalttigi

bildirilmigtir [11].

Dairesel konformasyon Kapali konformasyon

Sekil 2.1. DKKI1 proteininin yapist. A. DKK1’in iki yapisi, B. Kalintilarin sematik
gosterimi [12].

2.2. Dickkopf-1 ve Wnt Sinyal Yolu iliskisi

Whnt sinyal yolu, Wnt ailesinin lipitle modifiye edilmis proteinleri tarafindan aktive edilen
hiicreler arasi1 bir sinyallesme kaskadidir. Bu yol bir Wnt ligandinin alicit hiicrenin
yiizeyindeki reseptorler tarafindan taninmas ile aktive olmakta ve embriyonel gelisimden
yetiskin dokularin homeostazina kadar bir¢ok biyolojik siirecin diizenleyicisi olarak kritik

bir rol oynamaktadir [1, 13].

Wnt sinyal yolunu baslatmak icin, Wnt proteinleri hedef hiicrelerin yiizeyindeki Frizzled
(Fz) ve diisik yogunluklu reseptor iligkili 5/6 (LRP 5/6) reseptorleri ile etkilesime
girmektedir. Olusan bu protein kompleks [-kateninin stabilizasyonuna, ¢ekirdege
translokasyonuna ve Wnt hedef genlerinin transkripsiyon faktorleriyle etkilesimine yol
acan asag1 yonde bir sinyal kaskadini olusturmaktadir. Wnt sinyalinin negatif diizenleyicisi

olarak DKK1, LRP5/6 ve Kremen proteinlerine baglanarak LRP5/6’nin endositozuna



neden olur. LRP5/6’nin hiicre yilizeyinden uzaklastirilmasi, sonugta f-katenin proteasomal
bozulmasma yol agan ve Wnt sinyalinin aktivasyonunu engelleyen Wnt-Fz-LRP5/6
reseptor kompleksinin olusumunu engellemektedir (Sekil 2.2). Bu nedenle DKK 1, kanonik

Whnt sinyal yolunda bir antagonist olarak hareket etmektedir [8].
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Sekil 2.2. Kanonik Wnt/B-katenin sinyal yolu [14].

2.3. Wnt/p-Katenin Inhibitorii Olarak Dickkopf-1

Kristal yap1 ¢alismalar1 DKK1’in LRP5/6 tizerindeki ¢oklu Wnt alanlarini iggal ettigini ve
bu durumun muhtemelen reseptore, neredeyse tiim Wnt sinyallerinin baglanmasin
engelledigini gostermektedir. Ayrica, DKK1’in LRP5/6’ya baglanmasi, allosterik olarak
Wnt baglanmasin1 engelleyebilecek bir konformasyonel degisikligi tetikleyebilecegi de
diisiiniilmektedir [5] .

DKKI1 hem hiicresel hem de hiicre dis1 ortamlardaki biyolojik siireclerde rol alan énemli
bir proteindir. Etkinliginin bulundugu hiicre tipi ve sartlara gore degisiklik gosterdigi
ortaya konulmus olmasina karsin Wnt sinyal yolunun diizenlenmesindeki rolii ile temel
gelisimsel siiregler, doku homeostazisi ve g¢esitli patolojik durumlar {izerine etki

edebilecegi bilinmektedir [14]. DKK1’in arastirildigi baslica calisma alanlar1 kanser,



kemik metabolizmasi, norolojik hastaliklar, immiin yanit, adipojenez ve embriyonik

gelisimdir (Sekil 2.3).
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Sekil 2.3. DKKZ1’in ¢esitli biyolojik aktiviteleri. DKK1, tiimor olusumu basta olmak iizere
kemik  olusumunun, anjiyojenezin, iltthaplanmanin ve  bagisiklik
homeostazisinin diizenlenmesine de katilir [10].

2.3.1. Dickkopf-1 ve kanser iliskisi

Farkli tiimor tipleri ve evrelerinde DKK1 karmasik ve ¢ok yonlii etkilere sahiptir. Cizelge
2.1’de de Ozetlendigi gibi literatiirdeki birgok c¢alisma DKK1’i kanser olusumu ve
gelisiminin tesviki ile iliskilendirmektedir [5]. Pankreas duktal adenokarsinoma,
hepatoselliiler ve gastrointestinal kanser tipleri i¢in serum DKKI1 seviyelerinin iyi bir
biyobelirte¢ olabilecegi tartisilmaktadir [16, 17]. DKK1’in tiim6r olusum mekanizmalari
tizerindeki etkileri Sekil 2.4’te 6zetlenmistir. Bu mekanizmalardan biri; B-katenin bagimsiz
Wnt sinyal yolu aracilifiyla immiinsiipressif tiimér mikrogevrelerinin olugumunun
tetiklenmesidir. Bu myeloid kokenli baskilayici hiicrelerin (MDSCs) birikimine neden
olarak saglanmaktadir. Ayrica, CD45" T hiicrelerinin ¢ogalmasini baskilayarak timor
hiicrelerinin immiin sistem yanitindan kaginmasini saglamaktadir. Diger yandan, Wnt
aktivasyonunun baskilanmasi yoluyla kanser hiicrelerinin kok hiicre 6zellikleri kazanmasi

ve Akt sinyalinin aktivasyonu ile de DKK1 kanser hiicrelerinin ¢cogalmasin1 ve ¢ogalma



hizin1 artirabilmektedir. Son olarak DKK1’in alerjen tanima modeli araciligl ile de tiimor

gelisimine katkida bulunabilecegi diistiniilmektedir [10].

Cizelge 2.1. Kanser ¢alismalar1 ve DKK1 [5]

Kanser tiirleri Etkileri

Meme DKKI1 aktivitesi tiimdr biiyiimesini ve neovaskiilarizasyonu artirmakta ve

bagisiklik yanitindan kagmakta

Kolanjiokarsinoma | DKK1’in baskilanmasi, go¢, invazyon, proliferasyon timor biiyiimesi ile

iligkili genlerin ifadesini azaltmaktadir

Kolorektal DKKI1 kanserle ilgili genlerin ifadesini diizenlemektedir

Ozofagus DKK1'nin agir1 ifadesi, proliferasyonu ve invazyonu artirmaktadir

Karaciger DKKI1 gbgii, invazyonu, timor biiyiimesini, metastazint ve anjiyogenezi
tesvik etmektedir

Kanser kok hiicre benzeri karaciger hiicreleri DKKI1'in ifadesini

artirmaktadir

Melanoma Anti-DKK 1 antikorunun bir genetik 6zdes fare modelinde etkili oldugu
gosterilmigtir

Ovaryan DKK1I’in  susturulmas: tiimor gelisimini azaltmakta, invazyonu

engellenmektedir

Pankreas DKK1 susturulmasi, gogii, invazyonu ve proliferasyonu azaltir, PI3K/Akt

sinyalini aktive eder

Diger yandan, DKK1’in, kanserde siklikla asir1 aktiflesen bir yol olan B-katenin bagimh
Wnt sinyalini inhibe etme kabiliyeti nedeniyle, DKK1’in tiimor baskilayici anti-kanser role
sahip olabilece§i de ortaya konulmustur [18]. Bununla birlikte B-katenin bagimli Wnt
sinyalinin bir inhibitorii olan DKK1’in, aktiflestirilmis Wnt yolaginin bir gdstergesi olan -
kateninli tlimorlerde yiiksek seviyelerde tespit edilmesi sasirtict bulunmaktadir. DKK1’in
timor baskilayici veya promotor olarak islev gérme yeteneginin kanser tirii, timor
icindeki heterojenite, Wnt sinyal iletim modu, DKK1’in B-katenin dis1 diger hiicresel
diizenleyici etkilerinin ve tiimor mikro ortami gibi ¢ok sayida faktdre bagli olabilecegi

diistintilmektedir [5, 19] .
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Sekil 2.4. DKKZ1’in tiimor olusumu ve immiin modiilasyonundaki rolii [10]

2.3.2. Dickkopf-1 ile kalp-damar sistemi arasindaki iliski

Whnt sinyalizasyonundaki inhibitér rolii nedeniyle kanser arastirmalarinda yaygin bir
sekilde ¢alisilmasinin yani sira son yillarda DKK1’in arteriyel duvar patofizyolojileri ve
vaskiiler sistem hastaliklar1 i¢in de ©nemli bir protein oldugu ortaya konulmustur.
DKK1’in aterojenezin erken asamalarindaki inflamasyonun, trombosit aktivasyonunun ve
endotel disfonksiyonun asamalarma katkida bulunabilecegi diisiiniilmektedir. Oyle ki,
artan DKK1 seviyelerinin koroner arter ve karotis plakli hastalarin hem serumlarinda hem
de lezyon bolgelerinde tespit edildigi raporlanmistir. Bununla birlikte, aterosklerotik
plaklarin ¢evresindeki inflamatuvar aktivitenin trombositlerden DKKI1 salinimini
artirabilecegi ve boylelikle Wnt sinyal yolunu inhibe edebilecegi gosterilmistir. Ayrica,
ateroskleroz ve onun risk faktorleri tizerine popiilasyona dayali prospektif bir arastirma
plazma DKK1 seviyesi ile erken aterosklerozun belirteci olan karotis arter intima-media
kalinlig1 (boyun bolgesindeki karotis arterlerinin i¢ tabakasi ile orta tabakasi arasindaki
mesafeyi) arasinda 6nemli bir pozitif iliski oldugunu gostermistir. Diger yandan hayvan
caligsmalarinda da DKK1’in susturulmasinin hayvanlardaki aterosklerotik lezyon gelisimini
azalttig1, asir1 ifadesinin ise plak olusumunu ve endotel hiicrelerdeki apoptoz riskini
artirdig1 ortaya konulmustur. Bu nedenle, DKK1’in, kardiyovaskiiler 6liim, miyokard

enfarktiisii, inme ve akut koroner sendrom ile iliskisi nedeniyle kardiyovaskiiler risklerin



degerlendirilmesi ve prognozunun belirlenmesinde iyi bir biyobelirte¢ olabilecegi
savunulmaktadir. Diger yandan, arterlerde mineral birikimiyle karakterize edilen vaskiiler
kalsifikasyon aterosklerozun ilerlemesindeki 6nemli risk faktorlerinden biridir. Mineral
birikim siireci Wnt sinyal yolu gibi birka¢ sinyal yolu tarafindan diizenlenmekte olup,
yapilan caligmalar ile aort kapak stenozu olan hastalarda serum DKKI1 diizeyleri ile aort
kapak kalsifikasyonu arasinda pozitif bir iliski oldugu tespit edilmistir. Bu iliskinin aktive

trombositler aracilig1 ile ortaya ¢ikabilecegi diisiiniilmektedir [14].

2.3.3. Dickkopf-1 ile norolojik hastaliklar arasindaki iliski

Wnt sinyal yolunun ndronal hayatta kalima katkida bulundugu ve merkezi sinir sistemi
(MSS) homeostazi ile yakindan iligkili oldugu bilinmektedir. Son ¢alismalar artmig DKK1
ifadesinin Alzheimer, Parkinson ve inme gibi noral patofizyolojiler ile de yakindan iliskili
oldugunu gostermektedir. DKK1 normal sartlar altinda saglikli insan beyinlerinde ¢ok
diisiik miktarlarda bulunmaktadir. Ancak AH ve hipokampal sklerozlu temporal epilepsi
hasta beyinlerinde yiiksek oldugu gosterilmistir [20]. Bununla birlikte hasta ve transgenik
Alzheimer hayvan modellerinden alinan doku orneklerinde de artmig DKKI1 seviyeleri
tespit edilmistir. Alzheimer hastaliginda DKK1 ifadesinin f-amiloid peptite maruz kalan
kortikal noronlarda arttig1 ve bunun da tau hiperfosforilasyonunu tetikledigi gosterilmistir
[2, 21]. Bununla birlikte, DKK1’in hem NMDA hem de glutamat aracili nérotoksisiteye
neden olabilecegine dair kanitlar mevcuttur [20]. Ayrica, DKK1’in aktif pre-sinaptik bolge
Sayisinin  ve sinaptik proteinlerin azalmasina neden olabilecegi de gosterilmistir.
Parkinsonda ise DKK1 intrakraniyal ventrikiiller enjeksiyonu B-kateninin azalmasi ve
GSK-3B’nin yiikselmesi yoluyla dopaminerjik noronlarda hiicresel 6limii tetiklemektedir
[2, 21]. Bunun yam sira, DKKI1’in metabolite 1-methyl-4-phenyl-1,2,3,6-
tetrahydropyridine (MPP*) ile Parkinson modeli olusturulan dopaminerjik ndronlarda
Wnt/Fzd sinyalini engelleyerek toksisitesine karsi noral koruma/toleransin zayiflamasina

neden olmustur [22].

2.3.4. Dickkopf-1 ile kemik metabolizma hastaliklar: arasindaki iliski

Kemik metabolizmas1 mevcut kemik dokusunun yeniden sekillendirilmesi, normal kemik
yapisinin korunmasi, yasa ve gelisime bagli olarak iskelet gelisiminin siirdiiriilmesini

igeren bir siirectir [23]. Kemik olusumundan sorumlu olan osteoblastlar ile kemik
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rezorpsiyonundan (kemik yikimini) sorumlu olan osteoklastlarin aktiviteleri tarafindan
yonetilmektedir. Osteoblastlar ve osteoklastlar arasindaki dengenin bozulmasi kemik
yeniden yapilmasinda metabolik bozukluklara neden olmaktadir [24]. Wnt sinyali,
osteoblast farklilasmasini uyararak osteoblastlar ve osteoklastlardaki dengeyi diizenleyerek
iskelet biitiinliigliniin korunmasinda ki 6nemli yollardan biridir [13]. Wnt sinyal yolunun
aktivasyonu, Wnt sinyalinin hedef hiicrelerdeki Fz ve LRP 5/6 reseptorleri ile etkilesimi ile
baslar. Bu protein kompleksi, B-kateninin stabilizasyonuna ve translokasyonuna ve Wnt
hedef genlerinin transkripsiyon faktorleriyle etkilesimine yol agan sinyal kaskatinin
olusumunu desteklemektedir. Sonu¢ olarak, kemik dokusunda bu yol, osteoblastlar

aracilifryla kemik olusumunu uyarmakta ve osteoklastogenezi azaltmaktadir.

Kemik metabolizmasinda lokal salinimli inhibit6r olarak gérev yapan DKK1’in 6zellikle
kemik rezorpsiyonunu kontrol ederek kemik sagligini etkileyebilecegini gosteren
caligmalar mevcuttur [25, 26]. Osteositler tarafindan iiretilen DKK1, Wnt sinyali i¢in bir
antagonisttir. Dogrudan Wnt veya Fz ile etkilesime girmez, ancak hiicre ylizeyinde LRP6
ile kompleksler olusturur [10]. LRP5/6’ya baglanarak LRP5/6’nin endositozuna neden
olur. LRP5/6’nin hiicre yiizeyinden c¢ikarilmasi, Wnt-Fz-LRP5/6 reseptor kompleksinin
olusumunu engeller, bu da sonugta beta-kateninin proteasomal bozulmasina yol agar ve
Whnt sinyalinin aktivasyonunu engellemektedir. Wnt sinyalinin engellenmesi sonucunda
kemik olusumu ve yeniden sekillenme siiregleri baskilanmakta ve kemik
mikromimarisinde bozulma meydana gelmektedir [8, 27]. DKK1, osteoblast
farklilagmasma etki ederek kemik olusumunu engellemektedir [28]. Artan DKKI
ekspresyonunun hem hayvan modellerinde hem de osteoporoz gibi kemik hastaligi olan
kisilerde kemik yogunlugunun azalmasina neden oldugunu gdsteren ¢alismalar mevcuttur
[13]. Bu nedenle DKK1, kemik olusumunu ve yeniden sekillenmesini diizenlemede kritik
bir rol oynar ve negatif diizenlenmesi, kemik metabolizmasin siirdiirmek ve kemik
olusumunu uyarmak icin iyi bir yaklasim olarak kabul edilir [27, 29]. Hem klinik 6ncesi
hem de klinik veriler, DKK1’in bloke edilmesinin kemik onarimini destekledigini ve

kemik kiitlesini ve kuvvet artiglarini tesvik ettigini diistindiirmektedir [2].
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2.4. Dickkopf-1 Antagonistlerinin Potansiyel Kullanmim Alanlar

Tip alaninda DKKI1 ile ilgili yaymlarin 10 yillik analizi DKK1’e kars1 artan bir ilgi
oldugunu acgik bir sekilde ortaya koymaktadir (Sekil 2.5) [12]. Bu boliimde

DKK1 antagonistlerinin terapotik amagl potansiyel kullanim alanlar1 kisaca 6zetlenmistir.
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Sekil 2.5. Son 10 yi1lda yapilan DKK1 ile ilgili yaymlarin dagilimi [12]

2.4.1. Yeni tir statin

Statinler, kolesterol biyosentezindeki hiz sinirlayict adim olan HMG-CoA rediiktazi inhibe
eden ilaglardir. Statin tedavisi, diisiik yogunluklu lipoprotein kolesterol ve trigliserit
seviyelerinin azalmasini, yiiksek yogunluklu lipoprotein kolesterol seviyelerinin ise
artirmasina neden olmaktadir [30]. Atorvastatin iyi bilinen statin grubu bir kolestrol
ilacidir. Atorvastatinin hem tavsanlar hem de primer insan vaskiiler hiicreleri (endotel
hiicreleri ve aort diiz kas hiicreleri) iizerindeki etkisinin arastirildigi bir ¢alismada,
atorvastatinin (8 hafta boyunca 2,5 mg/kg/giin) kontrol tavsanlari ile karsilastirildiginda
DKKI1 diizeylerini diisiirebilecegi tespit edilmistir (%42 oraninda). Hiicre kiiltiirii
caligmalari ile ise, atorvastatinin Cdc42, Rho ve Rac geranilgeranile edilmis proteinlerin
inhibisyonu araciligiyla DKK1 ifade diizeyini hem mRNA hem de protein seviyesinde
diizenleyebilecegi ortaya konmustur. Ayrica caligmada statinlerden etkilenen proteinlerin

%21’inin DKK1 tarafindan da diizenlendigi gosterilmistir. Sonug¢ olarak DKK1’in
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statinlerin hedeflerinden biri olabilecegi ve statinlerinin etkilerinden bazilariin DKKI1
araciligl ile meydana gelebilecegi gosterilmistir [31]. Bu bulgular DKK1 antagonistlerinin
statin etkisi yaratma potansiyeline sahip olabilecegini ve kolesterol diizeyi ile iliskili

patolojiler igin yeni bir tedavi stratejisi sunabilecegini isaret etmektedir [32].

2.4.2. Norodejeneratif hastaliklara yonelik tedaviler

Wnt sinyal yolunun ve DKK1’in yetiskin noral rejenerasyonundaki rolii hakkinda hala
tartismalar olsa da, azalan DKK1 ifadesinin Wnt sinyal yolunu aktive ederek noral
rejenerasyonu tesvik edebilecegini gosteren c¢alismalar da mevcuttur. Boylece aktive Wnt
sinyal yolagi durumu ile néronal oncii hiicrelerde kendi kendini yenileme ve immature
noron iretimi tesvik edilmektedir. DKK1 inhibitorlerinin Wnt sinyal yolaklar1 disinda,
prostaglandin J2 aracili tau hiperfosforilasyonunu engelleyerek Alzheimer igin timit

olabilecegi vurgulanmaktadir [20].

Bir calismada Bolim 1.6°’da bahsedilen ve bir DKKI1 antagonisti olan NCI8642 ve
tiirevlendirilmis formlarinin anti-Alzheimer etkinligi hem deneysel hem de hesaplamali
olarak arastinlmistir. Calismada bilesiklerin bir¢ogunun DKK1 ile LRP5/6 arasindaki
baglanma oranmnin diismesine neden oldugu ortaya konulmustur. Kenetlenme
caligmalarinda ise bu bilesiklerin LRP5/6 yiizeyindeki baglanma bolgesi ile etkilesimi
incelenmis olup, LRP iizerindeki Ser851, Asp874, Trp850, Asp874 ve Tyr875

rezidiilerinin etkilesime aracilik edebilecegi ortaya konulmustur [33].

2.4.3. Kardiyovaskiiler terapi

In-vitro hiicre ve deney hayvanlari ile yapilan galismalar DKK1’in kardiyovaskiiler terapi
icin iyi bir hedef olabilecegini savunmaktadir. ApPOE-/- farelerinde DKKI1’in
susturulmasinin aterogenezis olusumunu azalttigi, buna karsin asir1 ifadesinin hem lezyon
hassasiyetini ve olusumunu artirdiZt hem de endotelyal apoptozu indiikledigi
bilinmektedir. Ayrica, insan gobek kordonu endotel hiicreleri ile gerceklestirilen bir
caligma vektor transdiiksiyonu yoluyla DKK1’i ifade eden hiicrelerde proaterojenik
faktorlerin arttigi (laminer akis stresinin olusmasi ve oksitlenmis LRP), DKKI1’in
susturulmasinin ise bu faktorlere bagl endotel hiicre fonksiyondaki zararli etkileri 6nledigi

ortaya konmustur. Bu ve literatiirdeki diger bu tarz bulgular DKK1 antagonizasyonunun,
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arteriyel hasarin 6nlenmesinde umut verici bir strateji olabilecegini 6ne siirmektedir [31,

34, 35].

2.4.4, Kansere yonelik immiinoterapi

Boliim 1.4.2°de de bahsedildigi gibi ¢esitli kanser tiirlerinde yapilan klinik ve klinik 6ncesi
caligmalar ile ylksek DKKI1 seviyelerinin kanser gelisimini tesvik ettigi ve kanser
mikrogevrelerindeki  bagisiklik  yanitlarinin - modiilasyonuna neden  olabilecegi
gosterilmistir.  Bu durum klinik calismalarda da hastaligin  kotii  prognozu ile

iliskilendirilmektedir.

Dickkopf-1 antagonistleri kanser immiinoterapisi i¢in umut verici bir yaklagim olarak
goriilmektedir. Ogleki bununla ilgili ¢alismalarin sayis1 hem deneysel hem de klinik
aragtirmalarda her gegen giin artmaktadir. PD-L1 (Programlanmis Hiicre Oliim Ligandi 1)
ve DKK1’e yonelik gelistirilen bir as1 ile multiple miyeloma tiirii kanserlerde hem timor
mikrogevresindeki immiin hiicrelerin aktivasyonunun artirilabildigi hem de DKK1 ve PD-
L1’in etkilerine karst timorler ile savasan bagisiklik yanitinin giliglendirilebilecegi
raporlanmistir.  Diger yandan bir anti-DKK1 antikoru DKN-01’in  timor
mikrogevrelerindeki MDSC’lerin azalmasi ve CD45" hiicrelerinin artmasi yoluyla anti-
timor immiin modiilator etki gosterebilecegi ortaya konmustur. Bir caligmada ise Wnt
sinyal yolunu inhibe edebilen bir dongiisel oligopeptit ile tiimor yogunlugunun
azaltilabilecegi gosterilmistir. Sonug olarak, DKK1 immiinoterapi i¢in ideal bir anti-kanser

terapOtik hedef olarak kabul edilmektedir [10].

2.5. Mevcut Dickkopf-1 Antagonistleri

Son yillarda DKK1 inhibitorleri ile ilgili birgok arastirma yapilmis olmasina ragmen bu
aday molekiillerden yalnizca birkaginin klinik arastirmalar diizeyinde caligsmalar1 devam
etmektedir ve bu nedenle yeni molekiillerin tanimlanmasina ihtiya¢ duyulmaktadir. DKK1
inhibitorlerinin devam eden klinik deneylerinin neredeyse tamami monoklonal antikorlar
icermektedir. Diger yandan kii¢iik molekiillerin bu kapsamda ¢ok az 6rnegi bulunmaktadir.
NCI8642 simdiye kadar DKKI1 antagonisti olarak en etkin oldugu diisiiniilen kiigiik
molekiildiir. NCI8642, antra-9, 10-kinon yapisina sahip, epimediyum tiirevli bir bilesiktir
(Sekil 2.5). Hem hesaplamali hem de hiicresel deneylerle DKK1 ile LRP5/6’nin
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etkilesimini basarili bir sekilde engelleyebildigi tespit edilmistir [36, 37] . Ancak
caligmalar istikrarli bir in-vivo etki yaratabilecek terapotik aday olmadigint gostermektedir
[36]. Ozellikle NCI8642°nin DKKI1-LRP6 etkilesimini bloke edebildigi bulgusunun
ardindan, DKK1’in LRP5/6 ile etkilesime girdigi alana baglanabilecek kiiclik molekiillerin
daha fazla aragtirmanin odak noktasi olmas1 gerektigi ve bu alandaki ¢aligmalarin yetersiz

oldugu diistiniilmektedir [2].

Sekil 2.6. NCI8642’nin 2B yapisi.

2.6. Bilgisayar Destekli Yontemler Kullanilarak Hedefe Yonelik Adaylarin

Tanimlanmasi

Bilgisayar destekli yontemler ile hedefe yonelik adaylarin tanimlanmasi, uygun
biyokimyasal Ozelliklere sahip aktif molekiillerin kesfedilmesi, gelistirilmesi ve analiz
edilmesi i¢in kullanilan hesaplamali yaklasimlar iceren bir siirectir [38, 39]. Geleneksel
yontemler ile hedefe yonelik yeni bir adayimn gelistirilmesi uzun zaman gerektiren maliyetli
ve basar1 orani oldukga diisiik olan bir siiregtir. Buna karsin biiyiik veri setlerini anlama ve
isleme kapasiteleri sayesinde bilgisayar destekli molekiiler modelleme yontemleri,
geleneksel yontemlere kiyasla diisiik maliyetli daha hizli sonuglar iiretebilmektedir (Sekil

2.6).
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Sekil 2.7. Hesaplamal1 yaklagimlarinin yeni adaylarin kesfindeki kilit rolii [40]

Bu nedenle hedefe yonelik Oncii adaylarin secilmesi amaciyla bilgisayar destekli

hesaplamali araglarin pre-klinik aragtirmada kullanimi her gegen giin daha da yayginlasan

bir yaklasimdir [38, 39]. Bugiine kadar,

70’ten fazla ticarilestirilmis ilacin kesif

stirecindeki Onciil molekiillerin se¢iminde bu hesaplamali yaklasimlarin rol aldigi

bilinmektedir. Bu molekiillerden bazilar1 Cizelge 2.2’de listelenmistir [38].

Cizelge 2.2. Arastirmalarin bilgisayar destekli molekiiler modelleme yontemi kullanilmis

ticari ilaglar

Inhibitor Ad1 | Protein Hedefi fla¢ Kesfinde Bilgisayar Katkisi Onay yih
Kaptopril Angiotensin donistiiriicii | Yapi-aktivite iligkisi (SAR), Ligand ve 1981
(Capoten) enzim (ACE) yapi bazli tabanli ilag tasarimi 1981
Flurbiprofen Siklooksijenaz-2 Molekiiler kenetlenme 1988
Venetoclaks Bcl-2/(BAX/BAK) BCL-2 i¢in rasyonel tasarim 2016
Rukaparib Poli (ADP-ri li

oli ( riboz) polimeraz Ligand tabanli molekiiler modelleme 2016
(Zepatier) (PARP-1)
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2.6.1. Sanal tarama

Sanal tarama, oncii bilesik tanimlama ¢alismalarinda kullanilan en yaygin yontemlerden
biridir. Bu yontemde belirli bir hedefe baglanma olasilig1 en yiiksek olan bilesiklerin
belirlenebilmesi i¢in kimyasal bilesiklerden olusan biiyiik kiitiiphaneler taranmaktadir [38,

41, 42].

Sanal tarama c¢alismalarinda yapr ve ligand bazli olmak {izere iki temel yaklasim
bulunmaktadir (Sekil 2.7). Yap1 bazli sanal tarama c¢alismalarinda biyolojik hedefe iliskin
3B yapinin bilinmesi gerekmektedir. Bilinen bu 3B yapidaki ilgili/hedeflenen bolgesinin
ligand molekiilleri ile etkilesimi incelenip, en giiclii ve en stabil baglanma afinitesine sahip
molekiiliin 6ncii bilesik olarak tanimlanmasina olanak saglamaktadir. Diger yandan ligand
bazli sanal tarama calismalar1 ise genelde protein hedefinin 3B yapisi mevcut olmadigi
durumlarda uygulanmaktadir. Bu yontemde de olas1 6ncii bilesikler, bilinen bir dizi aktif
molekiilden tiiretilen yapi-aktivite verilerinin kullanilmasi ile ortaya konulmaktadir. Bu tiir
caligmalarda genel olarak aktif molekiillerin st iiste bindirilmesi ve ortak temel kimyasal

ozelliklerin ¢ikarilmasi prensiplerinden yararlanilmaktadir [43].
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Sekil 2.8. Sanal tarama galismalarindaki basamaklarin akis diyagrami [43].

2.6.2. Yap1 bazh sanal tarama calismalari

Hedef biyomolekiiliin deneysel yontemler (X-1s1m1 Kristalografisi, NMR spektroskopisi ve
kriyo-elektron gibi) veya bilgisayar tabanli modelleme ve biyoinformatik araglar (Phyre2,
I-TASSER, AlphaFold gibi) ile belirlenen 3B yapisal bilgisini esas alan bir yaklasimdir
[43, 45]. Bu 3B yap1 iizerindeki baglanma cebi hedef alinarak ligand ile hedef bolge
arasindaki baglanma afinitesi hesaplanmaktadir. Yap1 bazli sanal tarama ¢aligmalarinda

kullanilan temel basamaklar Sekil 2.8’deki 6zetlenmistir.
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Sekil 2.9. Yapi1 bazli sanal tarama ¢alismalarinda kullanilan temel in-siliko teknikler [44]

Hedef protein vapisinin belirlenmesi

Yapr bazli sanal tarama caligmalarinda ilk adim protein yapisinin belirlenmesidir. Bu
yapilar, 3B protein ve niikleik asit yapilarinin depolandig1 Protein Veri Bankasinda (PDB)
mevcut olabilir ve yiiksek ¢oziniirlikli 3B formlar1 buradan indirilebilir. Yap1 heniiz
coziilmemisse, benzer dizilime sahip diger yapilardan yararlanilarak veya sifirdan tahmin

edilebilir [46].

Protein ve ligandlarin hazirlanmasi

Ug boyutlu yapilarda siklikla eksik hidrojen atomlar;, tamamlanmamis yan zincir ve
halkalar, belirsiz protonizasyon durumlari ve kalintilarin yanhs yere yerlesmesi gibi
sorunlar bulunmaktadir. Bu nedenle kenetlenme hesaplamalarinda 6nce bu sorunlarin
diizeltilebilmesi icin protein ve ligandlara ait 3B yapilarin hazirlanmas1 gerekmektedir

[44].
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Baglanma bdlgesinin belirlenmesi

Kenetlenme tabanli sanal taramada protein iizerindeki baglanma bdolgesinin konumu
tanimlanmalidir. Baglanma boélgesi, bir ligand molekiiliiniin istenen ¢iktiy1 (aktivasyon,
inhibisyon veya modiilasyon) {iretmek i¢in baglandigi proteinin ig¢biikey bolgesi veya
kiiclik bir cebidir. PDB’deki protein yapilarinin ¢ogu, baglanma cebini tanimlayan ve bize
geometrileri ile ilgili fikir veren holo (ligand iceren) yapilardir. Ligand bulundurmayan
(apo), ve bu nedenle baglanma bolgesinin belirlenemedigi yapilar i¢in potansiyel baglanma
bolgelerinin belirlenmesinde kullanilan farkli yaklagimlar mevcuttur. Bu yaklagimlar ve

calisma prensipleri Cizelge 2.3°de kisaca 6zetlenmistir.

Cizelge 2.3. Baglanma bdlgelerinin belirlenmesi

Yontem Tiirii Aciklama Ornek Metotlar

Protein dizilerini kullanarak korunmus Firestar 3DLigandSite
Sablon Tabanl ve baglanma i¢in 6nemli olan kalintilart ’ g '

bulur. Libra
Geometri Girinti ve cepleri, boyut ve derinlik CurPocket, Surfnet, SiteM
Tabanl temelinde arar.

Enerji Tabanl: Protein yuz"eymde‘ energetik olarak FTMap, Q-SiteFinder
uygun olan bolgeleri bulur.
Geleneksel yontemleri birlestirir veya

Hibrit ve Makine makine Ogrenmesi kullanir. Ayrica, ConCavity, =~ MPLs-Pred,

Ogrenmesi allosterik  baglanma  bolgelerini  ve DeepSite, . Kalasanty,
. s o . ._ DeepCSeqSite
protein-protein  etkilesimlerini  analiz
eder.
MAPPOD, Dscore,
[lag Olabilme Baglanma boélgelerinin - modiilasyonu GSiteScorer, Sitemap,
Potansiyeli icingiik molekiil ilaglarla etkilesim DLID, DrugPred,
Olasiligini degerlendirir. PockDrug
Kenetlenme

Molekiiler kenetlenme algoritmalari, ligand molekiiliiniin hedef proteinin baglanma cebi ile
nasil etkilesime girebilecegini anlamak icin kullanilan bir tekniktir. ik defa Emil Fischer
tarafindan ortaya atilan molekiiler kenetlenme kavrami esasen anahtar-kilit modeline
dayanmaktaydi ve bu amagla gelistirilen ilk programlar hem proteini hem de ligandlar1 rijit
cisimler olarak ele almaktaydi. Ancak proteinler biyolojik islevler acisinda énemli olan

esneklige sahiptir ve yan zincirlerin yeniden diizenlenmesi gibi ince degisiklikler,
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baglanma bolgesinin boyutunu ve seklini degistirebilir. Dolayisiyla bu durum kenetlenme
sonuglarinin hesabinda yanilmaya neden olabilir. Giiniimiizde ise protein esnekligini ele
alan 4 farkli yontem bulunmaktadir; yumusak kenetlenme, yan zincir esnekligi, molekiiler

rahatlama ve protein kiimesi kenetlenmesidir [43].

Yumusak kenetlenme, kenetlenme hesaplamalarinda atomlar aras1 Van der Waals (vdW)
etkilesimlerini yumusatarak protein ve ligand arasinda kii¢iik derecelerde Ortiismeye izin
vermektedir. Bu en basit ve hesaplama ag¢isindan verimli bir yontemdir. Ancak, yalnizca

kiigiik degisiklikleri hesaba katabilirler.

Yan zincir esnekligi, protein omurgalari sabit tutulurken, temel torsiyon serbestlik
derecelerini  degistirerek yan zincir konformasyonlarmin &rneklenmesine olanak

tanimaktadir.

Molekiiler rahatlama yontemi hem protein iskeletinde esneklige hem de yan zincirde
konformasyonel degisikliklere izin vermektedir. Genellikle ligand1 baglanma bdlgesine
yerlestirmek igin Once rijit-protein kenetlenme metodunu kullanir, ardindan protein
iskeletini ve yan zincir atomlarini rahatlatarak protein-ligand etkilesimlerinin daha

gercekei bir sekilde modellemesine olanak saglamaktadir.

Protein kiimesi kenetlenmesi yaklagiminda ise ligand, esnek bir reseptorii temsil eden farkl
konformasyonlara sahip bir dizi rijit protein yapist iizerine yerlestirilmektedir. Daha sonra

her konformasyon i¢in elde edilen kenetlenme sonuglar1 yeniden analiz edilmektedir.

Bu kenetlenme yaklagimlarindan biri veya birkag1 birlikte kullanilabilmektedir. Ornegin bu
tez caligmasindaki hesaplamalar i¢in Schrodinger yazilimindaki Glide modiili
kullanmilmigtir. Glide, hedef bdlge i¢cin Ongoriilen ligand baglanma konformasyonlarini
siralamak i¢in bir dizi hiyerarsik filtre ve ti¢ farkli yaklasimi kullanan (SP, XP ve HTV)
hizli bir kenetlenme yontemidir. Esnekligi farkli sekilde ele alan kenetlenme

metodolojilerine sahiptir [46, 50].
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Cizelge 2.4. Kenetlenme Y oOntemlerinin karsilastirilmasi

Ligand Protein

Yontemler esnekligi esneklii Avantajlari Dezavantajlar
HTVS * S1nzlral¥11£(;g$f\(l)er:$:sriflcl)(nel
(Yiiksek Verimli Yok Yok Hizli taranma ..

orneklem

Sanal Tarama)
Puanlama yapamamast

SP

(Standart Hassasiyet) Var Yok Detayl1 ve giivenilir sonuglar Uzun hesaplama siiresi

Daha fazla konformasyonel
Var Yok orneklem
Yiiksek hassasiyet
Daha detayl1 sonug

XP
(eXtra Hassasiyet)

Uzun hesaplama siiresi
Biiyiik iglem giicii

* . . .
yalmzca minimizasyon

Arama algoritmalar1 ve puanlama islevleri, molekiiler yerlestirme programlari i¢in temel
bilesenlerdir. Iyi bir arama algoritmasi olasi tiim baglama modlarin1 kesfetmelidir ve bu
zorlu bir gorev olabilir. Puanlama fonksiyonlar1 ii¢ genis tipte siiflandirilabilir: Kuvvet
alanina dayali, ampirik, bilgiye dayali ve makine 6grenimine dayali. Kuvvet alan1 tabanh
puanlama fonksiyonlari, baglanma poz etkilesimini vdW, elektrostatik ve bag
germe/biikme/burulma enerjileri agisindan parametreler kullanarak degerlendirir. Ampirik
puanlama fonksiyonlari, bilinen afiniteleri kullanarak ligand baglanma enerjisini tahmin
eder. Protein-ligand komplekslerinin deneysel olarak belirlenmis bilgilerine dayanan bilgi

tabanli puanlama fonksiyonlaridir [51].
MM/GBSA

Ligandlarin proteine baglanma serbest enerjisini tahmin etmenin daha saglam bir yolu,
birlesik Molekiiler Mekanik/Genellestirilmis Dogan Yiizey Alam1 (MM/GBSA)
yaklagimint kullanmaktir. MM/GBSA, proteinin, ligandin ve ¢o6zeltideki kompleksin
serbest enerjileri arasindaki farktan baglanmanin serbest enerjisini hesaplayan, kuvvet alani
bazli bir yontemdir. Serbest enerji, gaz fazi molekiiler mekanigi (MM) enerjisi,
elektrostatik solvasyon enerjisi (GB) ve elektrostatik olmayan solvasyon enerjisine (SA)
katkinin bir kombinasyonu kullanilarak hesaplanir. Daha dogru bir tahmin saglar ¢iinki
hem ligand1 hem de proteini esnek olarak ele alabilir ve uyarilmis uyum pozu i¢in gereken
yapisal yeniden diizenlemelere izin vermektedir. MM/GBSA, geleneksel kenetlenme

caligmalarina kiyasla hesaplama agisindan daha pahalidir, bu nedenle genellikle secilen
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ligandlar1 yeniden puanlamak i¢in tamamlanmis bir kenetlenme c¢alismasindan sonra

uygulanmaktadir [43].

Toplam baglanma serbest enerjisi AGpind asagidaki denklem kullanilarak hesaplanabilir.
Burada Ekompleks optimize edilmis kompleksin enerjisidir, Eligand ve Ereseptor ise

sirasiyla optimize edilmis serbest ligand ve reseptoriin enerjisidir (Es. 2.1):

AG(bind) = AH — TAS = AG(solv) + AE(MM) - TAS (2.1

Molekiiler dinamik simiilasyon

Molekiiler dinamik (MD), model sistemlerin zaman i¢indeki bireysel pargacik hareketlerini
incelemek i¢in MM’e dayali, in-siliko bir simiilasyon yontemidir. Atomik hareketleri
simiile etmek ve hesaplama karmasikligini azaltmak i¢in Newton’un hareket denkleminin
¢oziimiinden yararlanmaktadir. MD, atomlar ve molekiiller arasindaki etkilesimleri atomik
seviyede simiile ederek, zamana bagli protein katlanmasi, konformasyonel degisiklikler,
ligand baglanmasi ve ayrilmasi gibi biyomolekiiler siireglere iligkin bilgiler saglamaktadir.
Aday molekiil tanimlama g¢aligmalarinda proteinlerin dinamik yapisal 6zelliklerinin ve
protein-ligand komplekslerinin stabilitesinin anlagilmast agisindan O6nemlidir. Ayrica,
allosterik bolgeler gibi aday molekiillerin hedef bolge disindaki baglanma bdlgelerinin
tanimlanmasina da yardimci olmaktadir. Bu sayede onciil bilesiklerin tanimlanmasi ve
bunlarin optimizasyonu i¢in bilgi saglamaktadir. Bu amag i¢in kullanilabilecek Gromacs,
AMBER, Lampps, NAMD, CHARMM ve Desmond gibi ¢esitli MD yazilim paketleri
mevcuttur. MD simiilasyonuna yonelik bu programlar benzer islevleri paylasir ve grafik
islem birimlerinin (GPU’lar) bilgi islem giiciinden ve hizindan yararlanarak yiiksek

performansli hesaplamalar ortaya koymaktadirlar [32, 34].

Ligand baglanma siirecleri icin MD ve molekiiler kenetlenme caligmalar1 her zaman bir
arada yiiriitiilmektedir. Bilindigi gibi, protein yapisinin esnekligi, hem proteinin biyolojik
fonksiyonunda hem de baglanma cebinin seklinde temel bir faktordiir. Bununla birlikte,
yap1 bazli ¢aligmalarda kullanilan protein yapisi genellikle X-1s1n1 kristal kirmimi veya
kriyo-EM gibi deneysel yontemlerden elde edilen proteinin anlik bir pozudur. Gergekte
proteinin farkli konformasyonlart mevcuttur ve protein dinamikleri baglanma siirecini

derinden etkilemektedir. Bu nedenle kenetlenme calismalar1 ile ortaya konulan protein-
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ligand kompleksindeki konformasyonel degisimler MD simiilasyonlar ile ortaya

konmaktadir [43-46].

Ligand baglanma siirecleri icin MD ve molekiiler kenetlenme caligmalar1 her zaman bir
arada yuritiilmektedir. Bilindigi gibi, protein yapisinin esnekligi hem proteinin biyolojik
fonksiyonunda hem de baglanma cebinin seklinde temel bir faktordiir. Bununla birlikte,
yap1 bazli ¢aligmalarda kullanilan protein yapis1 genellikle X-151n1 kristal kirmimi veya
kriyo-EM gibi deneysel yontemlerden elde edilen proteinin anlik bir pozudur. Gergekte
proteinin farkli konformasyonlar1 mevcuttur ve protein dinamikleri baglanma siirecini
derinden etkilemektedir. Bu nedenle, kenetlenme ¢alismalari ile ortaya konulan protein-
ligand kompleksindeki konformasyonel degisimler, MD simiilasyonlar1 ile ortaya
konmaktadir [46]. Diger yandan, MD simiilasyonlari, tiim atom zaman yoriingelerini
olusturarak, biyolojik olarak yonlendirilen bir analiz gerektiren biiyilk miktarda veri
iretmektedir [52]. Bu verilerin analizinde kullanilan baslica yontemler Cizelge 2.5’de

Ozetlenmistir.

Cizelge 2.5. MD sonrast analizler ve kullanim nedenleri

Deger  Kullanim Nedenleri Hesaplama Y ontemi

RMSD  Protein yapisindaki degisimin gostergesidir Matematiksel formiil”

RMSF  Proteindeki esnek ve hareketli bolgelerin rezidii bazinda  Matematiksel formiil
tespit edilmesi.

Gyrati

on Molekiiler kompaktligi hesaplayarak konformasyonel — Matematiksel formiil
Yarica  esneklik hakkinda bilgi vermektedir.

p1

Baglan A o .. o o .
ma Protehlnn—h‘ga'nd etkilesimlerini ve bu etkilesimlerde rol alan Analiz yontemi
Analizi bag tiirlerinin anlagilmasi

“atomlarinin yer degistirmesindeki ortalama degisikligi dlgerek
2.6.3. Farmakokinetik o6zellikler ve ADME-T profilinin tahmini

Farmakokinetik, aday molekiillerin organizmadaki emilim, dagilim, metabolizma, atilim ve
toksisite (ADME-T) gibi siirecleri kapsayan potansiyel hareketliligini ve degisimini
inceleyen bir bilim dalidir. Aday molekiillerin hedef ile basarili etkilesiminin yani sira,

viicuttaki yolculugu ve etkinliginin anlasilmasinda énemlidir. Oyle ki, etken madde kesif
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ve gelistirme silirecindeki basarisizliklarin yaklasik %60°1, bu bilesiklerin ADME-T
acisindan zayif biyoyararlanima sahip olmasi ve in-vivo terapotik etkiyi azaltan olumsuz
farmakokinetik (PK) o6zellikleri ile iliskilendirilmektedir (Sekil 2.9). Bu nedenle
biyoyararlanim profilinin de klinik amaclarda kullanilmaya elverisli olmast gerekmekte
olup, farmakokinetik 6zelliklerin ve ADME-T profilinin taranmasi kesif ve gelistirme

caligmalari i¢in 6nemli bir kilavuzdur [53].

B Zayif PK/ADME ¥ Hayvansal toksisite
® Muhtelif “ insanlardakiyan etki
m Ticarisonuglar B Verim dusukligu

Sekil 2.10. Aday molekiil kesif ve gelistirme siirecindeki klinik basarisizliklarin nedenleri
[53].

Farmakokinetik 6zelliklerin ve ADME-T profilinin taranmasi, zayif veya uygun olmayan
fizikokimyasal Ozelliklere sahip bilesiklerin erken asamalardan itibaren c¢aligsmalarin
disinda tutulmasina olanak saglayarak, arastirma verimliligin artmasina buna karsin
maliyetinin ise diigmesine olanak saglamaktadir. Bu sayede arzulanan 6zelliklerdeki dncii
bilesiklerin degerlendirilmesini kolaylastirmaktadir. Bu 6zelliklerin arastirilmast i¢in kan
orneklerinin analizi, dokular arasi dagilim ¢aligmalari, emilim, metabolizasyon ve
eliminasyon hizinin belirlenmesi gibi deneysel yontemlere dayanan teknikler
kullanilmaktaydi. Ancak gelisen teknoloji ile birlikte 2000°’li yillarin basindan beri,
kimyasal molekiillerden olusan biiylik veri setlerinin hizlica degerlendirilmesini saglayan

cesitli hesaplama araglar1 da bu siireclere dahil edilmeye baslandi.
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Bu in-siliko yontemler molekiil i¢i ve molekiiller arasi kuvvetler, kati haldeki yapi

stabilitesi, konformasyonel esneklik, hidrofobiklik ve lipofililik, ge¢irgenlik ve ¢oziiniirliik

gibi fizikokimyasal ozelliklerden ¢ikarim yapip, farmakokinetik profili iyi bilinen

bilesiklerle kiyaslayarak biyoyararlanimin1i tahmin etmektedir [53]. Biyoyararlanim

caligmalarinda kullanilan yaygin in-siliko modeller Cizelge 2.6’da amaglari ile birlikte

Ozetlenmistir.

Cizelge 2.6. Biyoyararlanim ¢aligmalarinda kullanilan in-siliko modeller.

Amac Yontem in-siliko Modeller
Emilim F izikokimyasal Yontemler MlogP, cLogP ve ¢6ziiniirliik modelleri
Insan Bagirsak Emilimi MDCK ve Caco-2 gecirgenlik modelleri
Insan % Oral Emilimi Nicel ¢oklu dogrusal regresyon modelleri
BBB Penetrasyonu BBB penetrasyon modelleri
. Insan serum albiimin baglanma tahmin
< Protein Baglanmasi .
Dagihim modeli
Effliiks "P-glik_op_rotein (Pgp) substratt igin
mekanistik modeller
Ilag-fla¢ Etkilesimi CYP inhibisyonu empirik modelleri
Empirik modeller: karaciger mikrozomal
. T1/2'nin  metaboliti icin  tahmini
Metabolizma Metabolik Kararlilik (COMPACT, META) ve
CYP icin regiyoselektif modeller: 2D6,
3A4, 2U1
“Kantitatif Yapi Farmakokinetik Iligkiler”
Eliminasyon Bobrek Atilimi tabanli bilesiklerin temizlenme oranlarinin
tahmini
. Genotoksisite DEREK, TOPKAT
Toksisite

Temel Sitotoksisite

TOPKAT, COMPACT, DEREK

Transdermal tasima hizi Jm QPlogKp, QPlogS, ACD/Percepta
MW < 500,
Lipinskinin 5 QPlogPo/w < 5, .
kurali donorHB < 5, ChemBioDraw, ACD/Percepta

accptHB < 10.

ilac olabilme
potansiyeli

Jorgensenin 3
kurah

QPlogS > -5.7,
QP PCaco > 22 nm/s,
Ana metabolitler <7

ChemBioDraw, ACD/Percepta
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3. GEREC VE YONTEM

Bu tez ¢alismasi in-siliko hesaplamali yaklagimlarin kullanilmasi tizerine planlanmis olup,
Gazi Universitesi Bilgi Islem Daire Baskanlig: tarafindan lisans1 saglanan Schrddinger

programi ve agik kaynak araclar kullanilarak gergeklestirilmistir.
3.1. Ligandlarin Hazirlanmasi

Ligand hazirlama, aday Dbilesiklerin bilgisayar destekli molekiiler modelleme
caligmalarinda kullanilabilmesi i¢in daha optimize hale getirilmesini saglamaktadir. Aday
bilesiklerin hedef bolge ile etkilesimlerinin dogru sekilde modellenebilmesi i¢in gerekli bir
adimdir. Bu nedenle, sanal tarama ¢aligmalar1 ile DKK1 inhibitér aday1 olma potansiyeli
degerlendirilen PubChem bilesiklerinin en uygun konformasyonu ve stereokimyasal yapisi
Schrodinger yazilimda OPLS3e kuvvet alani ve yiikleri kullanilarak belirlenmistir [54, 55].
Olas1 tiim protonizasyon, tautomer ve iyonizasyon durumlar1 Epik ile hesaplanmistir (7,2
pH) [56]. Optimize formlarin se¢iminde tautomerizasyon ozelligi ve iyonizasyon ceza

puanlari esas alinmistir. Elde edilen 3B yapilar sanal tarama basamaklarinda incelenmistir.
3.2. DKK1 Protein Yapisinin Hazirlanmasi

Inhibitér adaylarinda oldugu gibi protein yapilarinin da optimize edilerek, hesaplamali
analizlerin gergeklestirilmesi gerekmektedir. Bu amag igin DKK1 proteininin RCSB veri
tabanindaki 3S2K PDB kodlu kristal yapist indirilmistir. 3B kristal yapidaki eksik atomlar
ve baglar Schrédinger yaziliminin Protein Preparation modiili kullanilarak tamamlanmistir
[57]. Yapinin optimizasyonu ve minimizasyonu 7,2 pH degerindeki OPLS3e kuvvet alam

parametreleri ile gergeklestirilmistir [58-59].
3.3. DKK1 Proteini i¢in Grid Olusturulmasi

Bilgisayar destekli molekiiler modelleme c¢alismalarinda hedef proteinler iizerindeki
potansiyel baglanma bolgelerin belirlenmesi gerekmektedir. Bu ¢alismada DKK1 proteinin
LRP5/6 reseptorii ile etkilesime giren ylizeyi hedef alinmistir (Sekil 3.1). Secilen bu bolge
icin gerekli grid hesaplamalar1 Glide modiiliindeki varsayilan parametreleri kullanilmigtir
[59-60].
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Sekil 3.1. DKK1 ile LRP5/6 reseptorii arasindaki etkilesimin haritasi. Yesil ile g¢evrili
rezidiiler DKK1’e, mor ve kirmizi ile ¢evrili rezidiiler ise LRP5/6’ya aittir.

3.4. Molekiiler Kenetlenme Hesaplamalari ve Analizi

Aday bilesiklerin proteinde hedeflenen bdlge ile kenetlenme durumlart (pozisyonlar: ve
puanlari) Schrodinger yazilimdaki Glide modiilii kullanilarak gerceklestirilmistir.
Hesaplamalar i¢in sirasiyla HTVS, SP ve XP hassasiyetlerinin varsayilan parametreleri ile
calistlmistir. Kenetlenme hesaplamalar1 sonrasi tiim pozlar minimizasyon islemine tabi
tutulmustur. Program tarafindan baglanma afinitesi, i¢ gerginlik enerjisi, Coulomb ve vdW
etkilesimleri gibi parametreler esas almarak her bir ligand-protein kompleksi igin

kenetlenme puani hesaplanmistir [61].

3.5. Baglanma Serbest Enerjilerinin Hesaplanmasi

Kenetlenme ¢alismalar1 sonrasi aday molekiil ile hedeflenen bolge arasindaki baglanma
giicliniin ve termodinamik stabilitesinin degerlendirilmesi, etkilesimin giicii ve etkinliginin
ortaya konulmasi adina 6nemli bir adimdir. Bu nedenle, kenetlenme ¢alismasi sonucunda
elde edilen pozlarin baglanma serbest enerjileri Prime modiiliindeki Molecular

Mechanics/Generalized Born Surface Area (MM/GBSA) yontemi kullanilarak
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hesaplanmistir. En iyi MM/GBSA degerine sahip 25 bilesik-protein kompleksi molekiiler
dinamik simiilasyon (MD) ¢alismalar1 i¢in segilmistir [62-64].

3.6. Molekiiler Dinamik Simiilasyon ve Analizi

Kenetlenme ¢alismalar1 proteinlerin ve ligandlarin anlik pozunu/sabit konformasyonunu
kullanarak olast baglanma konformasyonlarini tahminini saglamaktadir. Bu nedenle
sistemlerin esnek ve dinamik yapisinin anlagilmasinda yetersiz kalmaktadir. Belirli bir
birim zaman igerisindeki molekiiler sistemlerin davranigini simiile eden MD ¢alismalari ise
simiilasyon siiresi boyunca sistemlerdeki yapisal esneklikleri ve konformasyonel
degisimlerin takip edilmesini miimkiin kilmaktadir. Bu nedenle biyolojik sistemlerin daha
kapsaml1 bir sekilde anlasilmasi i¢in kendine 6zgili avantajlara sahip bu iki yontem genelde

birlikte kullanilmaktadir .

Oncelikle MM/GBSA degeri esas alinarak secilen kompleksler icin Schrddinger
yazilimindaki Desmond programi kullanilarak simiilasyon sistemleri hazirlanmistir.
Oktahedral kutu icerisine yerlestirilen sistemde en az 10 A’lik tampon ¢ozelti bdlgesi
olusturularak SPC su modeli kullanilmustir. Sistem nétralizasyonu igin kutuya Na* veya CI-

iyonlar1 eklenmistir [65, 66].

Desmond programindaki varsayilan parametreler kullanilarak enerji minimizasyonu ve
isitma iglemleri gergeklestirilmistir (OPLS3e kuvvet alani) [67, 68]. Kimyasal bag
uzunluklariin korunmasi ve H atom hareketliliginin kisitlanmasi icin SHAKE (Solvation,
Hydrogen, and Kinetic Energy) algoritmasindan yararlanilmistir [69]. Sistem sicakligi
Nose-Hoover termostatt kullanilarak 310 K’da dengelenmis olup [70], basinct ise
Berendsen barostat termostati kullanilarak 1 barda sabitlenmistir. Hesaplamalar hem
atomik diizeydeki bag olusumlarinin gézlemlenebilecegi hem de ¢ok hesaplama yiikiine
neden olmayan 2,0 ps’lik zaman araliklarinda gergeklestirilmistir [71]. Aday bilesikler ile
hedeflenen bolge arasindaki etkilesim siirekliligi MD hesaplamalarindan elde edilen
trajektor dosyalarinin analizi ile ortaya konulmustur. Bu analizler de RMSD ve RMSF

degerleri ile birlikte molekiiler etkilesim tiirii ve siiresi incelenmistir.
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3.7. MD Sonrasi Analizler

3.7.1. RMSD

RMSD trajektér dosyasindaki tiim g¢ergeveler i¢in atomlarin ilk ¢ergevedeki konumlari
referans alinarak yer degistirmesindeki ortalama degisiklik hesaplanmistir. Bu hesaplama

icin (3.1.)’deki formiilden yararlanilmistir.

RMSD = [LST., (r0(60) = Tiltrep)? (3.1)

RMSD hesabinin formiilii: x, ¢ergeveyi; N, atom se¢imindeki atom sayisini temsil eder; t,
zaman, tref ise, referans zamanidir (ilk ¢ergeve); ve r’, segilen atomlarin x gergevesindeki

konumunu tanimlamaktadir.
3.7.2. RMSF

Protein zinciri boyunca olusan yapidaki lokal degisiklikler ise RMSF ile belirlenmistir. Bu

hesaplama i¢in (3.2.)’deki formiilden yararlanilmistir.

RMSF = [AST, < (ru(0) = 1itres))? > (32)

RMSF hesabmin formiilii: T, trajektorii stiresi; t;ref ise, referans zaman; ri amino asidin
konumunu temsil eder; 1’ ise referans lizerinde siliperpozisyon yapildiktan sonra amino
asidin atomlarinin konumunu temsil etmektedir; < > isaretleri, amino asidin atomlarinin

secimi iizerinde kare mesafenin ortalamasinin alindigim belirtmektedir.
3.7.3. Protein-Ligand etkilesimleri

MD simiilasyon siiresi boyunca proteinin ligand ile etkilesimleri analiz edilerek, bu
etkilesimlerin siirekliligi ve tiirleri belirlenmistir. Etkilesimler hidrojen baglari, hidrofobik,

iyonik etkilesimler ve su kopriiler olmak iizere dort grupta incelenmistir.
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Hidrojen Baglar1 (H-baglar1), ligand baglanmasinda 6nemli bir rol oynamaktadir. Protein
ile ligand arasindaki hidrojen baglari, omurga alici; omurga verici; yan zincir alici; yan
zincir verici olmak tizere dort alt tipe ayrilabilir. Mevcut geometrik kriterlere gore protein-
ligand H-bag uzaklig1: verici ve alict atomlar arasindaki 2.5 A (D—Hee*A); verici-
hidrojen-alici atomlar1 arasindaki agit >120° (D—Hee*A); ve alici-hidrojen-bagli atom
atomlar1 arasindaki ag1 > 90° (Hee*sA—X)’dir. Hidrofobik temaslar: n-katyon; n-m; ve diger
(belirli olmayan etkilesimler) olmak tizere ii¢ alt tipe ayrilmaktadir. Genellikle bu tiir
etkilesimler, bir hidrofobik amino asidin ve ligandin aromatik veya alifatik grubunun bir
araya gelmesi ile olusur, ancak bu kategoriye n-Katyon etkilesimlerini de dahil edilmistir.
Hidrofobik etkilesimlerin mevcut geometrik kriterleri sunlardir: n-Katyon — 4.5 A iginde
aromatik ve yiiklii gruplar; m-t — yiizeyden yiizeye veya kenara yigilmis iki aromatik
grup; diger — 3.6 A icinde bir ligandin aromatik veya alifatik karbonlarma bagli olmayan

bir belirsiz hidrofobik yan zincir igermesi gerekmektedir.

Iyonik etkilesimler (polar etkilesimler): birbirine zit yiik tastyan iki atom arasindaki 3.7 A
icinde olan etkilesimlerdir ve bir hidrojen bagini i¢cermez. Ayrica bu kapsamda Protein-
Metal-Ligand etkilesimlerini de izlenmis olup, bu da bir metal iyonunun proteinin ve
ligandim agir atomlarma (karbon hari¢) 3.4 A iginde koordine oldugu durumlar olarak
tanimlanmistir. Tiim iyonik etkilesimler, bir protein omurgasi veya yan zincirler

araciligiyla iletilen olmak tizere iki alt tipe ayrilmaktadir.

Su Kopriileri: su molekiiliiniin aracilik ettigi hidrojen bagl protein-ligand etkilesimleridir.
Buradaki hidrojen baginin geometrisi, standart H-bag tanimindan biraz daha esnektir.
Mevcut geometrik kriterlere gore bir protein-su veya su-ligand H-bag uzakligi: verici ve
alic1 atomlar arasindaki 2.8 A (D—Hes+A); verici-hidrojen-alic1 atomlar1 arasindaki verici
agis1 > 110° (D—Hee+A); ve alici-hidrojen-bagl atom atomlar1 arasindaki alict agis1 > 90°
(HeeeA—X)’dur.

3.8. MD Sonrasi Baglanma Serbest Enerjilerinin Hesaplanmasi

Molekiiler dinamik simiilasyon sonrasi baglanma giicii ve termodinamik stabilitenin
degerlendirilmesi amaciyla trajektor dosyalarindan serbest enerji hesaplamalar1 yapilmigtir.
Secilen protein-ligand komplekslerinin serbest baglanma enerjileri, MD sonrasi olusturulan

trajektor dosyalarinda  Schrdédinger yaziliminin Prime modiiliindeki Molecular
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Mechanics/Generalized Born Surface Area (MM/GBSA) yontemi kullanilarak
hesaplanmistir. Prime, etkilesimleri simiile etmek i¢in VSGB 2.0 ¢6ziim modeli ve

OPLS3e kuvvet alan1 kullanilmistir [62-64].

3.9. Aday Bilesiklerin Farmakokinetik Ozelliklerinin Belirlenmesi

Aday bilesiklerin ortaya konulmasini amaglayan ¢alismalardaki en biiyiik sorunlardan biri
boliim 2.6.3’de de belirtildigi gibi bilesigin biyoyararlanim profilidir. Bu nedenle
kenetlenme, MD simiilasyon ve enerji hesaplarinin ardindan, en yiiksek baglanma afinitesi
gosteren bilesiklerin farmakokinetik 6zellikleri ve biyoyararlanim profillerinin tahmini de
ortaya konulmustur. Bu amag i¢in Schrodinger 2023-1 yaziliminin Qikprop modiilii

kullanilarak degerlendirilmistir [72].
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4. BULGULAR

4.1. Kenetlenme ve MM/GBSA Analizleri

Molekiiler kenetlenme caligmalari, aday molekiil ile proteinin anlik pozundaki hedef bdlge
arasindaki baglanma mekanizmalarinin atomik diizeyde anlagilabilmesini, MM/GBSA ise
kenetlenme  durumundaki  baglanma  serbest enerjilerinin  hesaplanabilmesini
saglanmaktadir. Bu sebepten kimyasal veri tabami bilesikleri ile DKK1’in LRP5/6’ya
baglanan bolgesi arasindaki etkilesim durumlari HTVS, SP ve XP kenetlenme
hesaplamalar1 vee MM/GBSA analizi ile tahmin edilmistir. Bu bdliimde MM/GBSA
sonuglari referans alinarak yalnizca yiiksek baglanma afinitesine sahip oldugu tespit edilen
bilesiklerin kenetlenme skor ve durumlari raporlanmistir. Diger bilesiklere ait sonuglar ise

Sekil 4.1°deki kenetlenme skorlarinin dagilim grafigi ve EK 1°deki tablo ile verilmistir.
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Sekil 4.1. Kenetlenme skorlarinin dagilimi

Cizelge 4.1’de de goriilebilecegi tizere, en yiiksek baglanma afinitesine sahip bilesik
102082490°dir (-53.36 kcal/mol). Fakat diger bilesikler de giizel MMGBSA dGagind
skorlarma sahiptir. Referans molekiil olarak secilen NCI8642’nin kenetleme skoru ve

baglanma enerjisinin ise sirastyla -4.950ve -30.87oldugu belirlenmistir.
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Cizelge 4.1. Kenetlenme hesaplamalar1 sonucu DKKI1 ile yiiksek etkilesim gosteren
bilesiklere ait skorlar

# Kimyasal Kenetlenme | Glide GSkoru | XP GSkoru | MMGBSA dGgind
ID Skoru (kcal/mol)
1 102082490 -6.726 -6.726 -6.726 -53.36
2 24741647 -6.540 -6.540 -6.540 -52.80
3 129868322 -6.575 -6.576 -6.576 -51.95
4 15333756 -6.470 -6.470 -6.470 -51.42
5 657042 -8.105 -8.129 -8.129 -49.49
6 11708277 -7.844 -7.844 -7.844 -49.30
7 101742079 -6.749 -6.749 -6.749 -49.27
8 11277569 -7.146 -7.146 -7.146 -48.89
9 10265835 -7.448 -7.449 -7.449 -48.33
10 | 10017376 -6.772 -6.772 -6.772 -47.87
11 | 139183638 -7.482 -7.503 -7.503 -46.58
12 | 91490554 -7.318 -1.774 -1.774 -46.37
13 | 54578370 -6.481 -6.481 -6.481 -46.18
14 | 2748048 -6.798 -6.798 -6.798 -45.45
15 | 11435629 -8.233 -8.233 -8.233 -45.07
16 | 85692821 -8.235 -8.314 -8.314 -44.19
17 | 139055031 -7.416 -7.417 -7.417 -43.95
18 | 139089580 -6.546 -6.546 -6.546 -43.60
19 | 10375526 -6.383 -6.383 -6.383 -43.44
20 | 102472709 -8.190 -8.190 -8.190 -42.88
21 | 139121395 -6.486 -6.597 -6.597 -42.17
22 | 56851256 -6.769 -6.769 -6.769 -41.64
23 | 470199 -7.275 -7.802 -7.802 -41.24
24 | 139092170 -6.753 -6.753 -6.753 -41.10
25 | 139077984 -6.926 -6.926 -6.926 -40.78
26 | 139083129 -7.599 -7.599 -7.599 -40.73
27 | 102335278 -7.599 -7.599 -7.599 -40.73
28 | 129716195 -6.920 -6.920 -6.920 -40.24
29 | 163040 -6.397 -6.397 -6.397 -38.89
30 | NCI18642 -4.950 -4.962 -4.962 -30.87

En iyi baglanma afinitesi gosteren 5 bilesigin ve NCI8642’nin kenetlenme etkilesim
haritalart Sekil 4.2°deki gibidir. 102082490 ile DKK1 arasindaki etkilesimlerin ¢ogu
proteindeki polar ve hidrofobik rezidiiler ile kurulmustur. Bunlar ligandin OH gruplar ile
kurulan H-baglar1 ve fenil halkasi ile kurulan 7-m etkilesimleridir. Kenetlenmeden sorumlu

olan rezidiiler ise Thr221, His223, Arg236, Cys237 ve Tyr238’dir.
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24741647 ile DKKI1 arasindaki kenetlenme durumuna da polar ve hidrofobik rezidiiler ile
kurulan H-baglart ve =n-m etkilesimleri eslik etmektedir. H-baglarinin kurulmasinda
ligandaki OH ve NH gruplarinin gorev aldigi, n-rt etkilesimlerinin ise piirin halkas1 ile
kuruldugu tespit edilmistir. Kenetlenmede rol alan rezidiiler Thr221, His223 ve
Cys237°dir.

129868322 ile DKK1’in etkilesim haritas1 incelendiginde kenetlenmenin H-baglar1 ile OH
grubu ve m-m’nin ise fenil halkasi ile kurulan etkilesimlere dayandigi goriilmektedir.

Kenetlenmedeki 6nemli rezidiiler Thr221, His223, GIn235, Arg236 ve Cys237°dir.

15333756 ile DKK1’in kenetlenme pozunda etkilesime yalnizca polar ve hidrofobik
rezidiiler ile yapilan H-baglar1 aracilik etmektedir. 15333756 nin pirimidin halkasindaki
N’lerin Ser244 ve Cys245 ile, furan halkasindaki OH gruplarini ise Thr221 ve Cys237 ile
bag yaptigi tespit edilmistir.

657042 ile DKK1’in kenetlenmesinde ise pirimidin halkasi ile kurulan n-7 etkilesimlerine
ve tetrahidropiran halkasinin OH grubu ile yapilan H-baglar1 tespit edilmistir.
Kenetlenmedeki ©nemli rezidiilerin Thr221, Arg236, Tyr238 ve Cys239 oldugu

belirlenmistir.

Referans molekiil olarak secilen NCI8642°nin DKKI ile kenetlenme pozunda ise rezidiiler
ile yalnizca H-bag1 yaptig1 tespit edilmistir. His223, Cys239 ve Cys245’in kenetlenmedeki

ana rezidiler oldugu ortaya konmustur.
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Sekil 4.2. Ligandlarin DKK1 ile etkilesim haritasi. A: 102082490 ile DKK1 B: 24741647
ile DKK1 C: 129868322 ile DKK1 D: 15333756 ile DKK1 E: 657042 ile DKK1
F: NCI8642 ile DKK1. Ala: Alanin, Arg: Arjinin, Cys: Sistein, GIn: Glutamin,

His: Histidin, Leu: Losin, Lys: Lizin, Ser: Serin, Thr: Treonin, Tyr: Tirozin’i
sembolize etmektedir.
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Sekil 4.2. (devam) Ligandlarin DKK1 ile etkilesim haritas1 A: 102082490 ile DKK1 B:
24741647 ile DKK1 C: 129868322 ile DKK1 D: 15333756 ile DKK1 E: 657042
ile DKK1 F: NCI8642 ile DKK1. Ala: Alanin, Arg: Arjinin, Cys: Sistein, Gln:
Glutamin, His: Histidin, Leu: Losin, Lys: Lizin, Ser: Serin, Thr: Treonin, Tyr:
Tirozin’i sembolize etmektedir.

4.2. MD Simiilasyon ve MM/GBSA Analizleri

MD simiilasyon hesaplamalari hem atomik hem de molekiiller etkilesimdeki degisimlerin
simiilasyon siiresi boyunca anlik olarak incelenmesini saglamaktadir. Bu nedenle bu tez
caligmasinda Cizelge 4.1°de de verilen en iyi MM/GBSA sonucuna sahip protein-ligand
kompleksleri igin MD simiilasyon hesaplamalar1 gerceklestirilmistir. Bu komplekslerin
kenetlenme pozu MD simiilasyon calismalari i¢in baslangi¢c pozu olarak kabul edilmistir.
MD simiilasyon ¢aligmalar1 sonrasi, 100 ns’lik simiilasyon siiresi boyunca bu bilesiklerden
7 tanesinin DKK1’in LRP5/6’ya baglanan bdlgesi ile etkilesimini siirdiirmeye devam ettigi
tespit edilmistir. MD sonras1 analizler i¢in yalmizca bu 7 bilesiklere ait sonuglar
degerlendirmeye almmistir. 100 ns’lik MD simiilasyonu boyunca protein-ligand
kompleksindeki  konformasyonel degisimler Co atomlarinin  RMSD  degerleri
hesaplanmistir. Simiilasyon siiresi boyunca en ¢ok dalgalanan protein segmentlerinin
belirlenerek, bunlarin ligand ile etkilesimleri ve ikincil yapi elemanlartyla iligkisini
gorsellestirilmesinde RMSF degerlerinden yararlanilmistir. Kimyasal bilesikler ile ilgili

bolge arasindaki etkilesim haritas1 ve bu etkilesimde rol oynayan bag tiirleri ise
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Schrodinger yazilimindaki "Protein-Ligand Interactions" kullanilarak gorsellestirilmistir.
Son olarak, 7 protein-ligand kompleksi igin de trajektor dosyalari iizerinden MM/GBSA

analizi gergeklestirilerek sistemlerin serbest enerjileri hesaplanmistir.
4.2.1. RMSD ve RMSF

Bu calismada antagonist adaylar1 ile etkilesime giren DKKI1 proteinindeki yapisal
degisimler, proteinin Ca atomlarina ait RMSD degerlerinin analizi ile degerlendirilmistir.
Diger yandan protein zinciri boyunca meydana gelen yerel degisiklikler ise RMSF ile ifade

edilmistir.

13871067 ile DKK1 kompleksinin RMSD sonuglari incelendiginde (Sekil 4.3-A), sistemin
simiilasyon siiresi boyunca kabul edilebilir araliklarda oldugu ve 5. sn’den sonra dengeye
girdigi goriilmektedir. 100 ns’lik bu sistemin ortalama RMSD degeri 2.37 A olarak
belirlenmistir. 3.5 A ise simiilasyon siiresi boyunca saptanan en yiiksek RMSD degeridir.
Sonuglar 13871067’in proteinin yapt veya stabilitesinde degisiklige neden olmadigini
gostermektedir. Diger yandan grafikteki mavi ¢izgiler 13871067°nin proteine gore
RMSD’sini temsil etmektedir ve ligandin protein ve baglanma bolgesine gore ne kadar
stabil oldugunu ifade etmektedir. 13871067°ye ait RMSD degeri incelendiginde,
simiilasyon siiresi boyunca 13871067 nin kararli bir sekilde baglanma bolgesinde kaldig:
goriilmektedir. Sekil 4.3-B’deki RMSF grafigi incelendiginde en ¢ok dalgalanmanin 70.
rezidiide oldugu tespit edilmistir (= 4A).
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Sekil 4.3. 13871067 ile DKK1 kompleksinin RMSD ve RMSF degerlerinin grafigi.A: Ca
atomlarina gore hesaplanan RMSD degerleri B: DKKI1’in enzimin agir
atomlarma gore hesaplana RMSF degerleri. Mavi noktalar ligandin, turuncu
noktalar ise proteinin RMSD degerlerini gostermektedir. Yesil cizgiler ise
DKK1’deki etkilesime giren rezidiileri ifade etmektedir.
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139183638 ve DKK1 kompleksine ait 100ns’lik MD simiilasyonunda proteine ait RMSD
degerinin 0.72 A ile 3.04 A arasinda degistigi tespit edilmistir. Simiilasyonun ortalama
RMSD degeri 2.14 A olarak hesaplanmistir. Simiilasyon siiresi baslangicindan itibaren
ligand RMSD’si ile protein RMSD’si arasinda biiyiik bir fark oldugu ve bu nedenle
ligandin proteine uyumlu bir sekilde baglanamadig: tespit edilmistir. Ancak, 70. ns’den
sonra RMSD’ler arasindaki farkin azaldigi goriilmektedir (Sekil 4.4-A). Bu sistemin
dengeye ulasmasi i¢in biraz daha vakte ihtiyag duydugunu gosteriyor olabilir. Bu nedenle
simiilasyon sliresinin uzatilarak verilerin degerlendirilmesi daha dogru bir yaklasim
olacaktir. Sekil 4.4-B’deki RMSF grafigi incelendiginde en cok dalgalanmanin 70.
rezidiide oldugu tespit edilmistir (= 4A).
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Sekil 4.4. 139183638 ile DKK1 kompleksinin RMSD ve RMSF degerlerinin grafigi. A:Ca
atomlarma gore hesaplanan RMSD degerleri B: DKK1’in enzimin agir
atomlarma gore hesaplana RMSF degerleri. Mavi noktalar ligandin, turuncu
noktalar ise proteinin RMSD degerlerini gostermektedir. Yesil ¢izgiler ise
DKK1’deki etkilesime giren rezidiileri ifade etmektedir.

657042 ve DKK1’in 100 ns’lik MD simiilasyon siiresi boyunca RMSD degerlerinin 2-3.92
A arasinda oldugu saptanmustir. Ortalama RMSA 2.79 A olarak hesaplanmustir. Proteinde
yap1 ve stabilite agisindan bir degisiklik tespit edilmemistir. 657042°nin ligand RMSD’si
incelendiginde sonuglar molekiiliin baglanma bolgesine kararli ve stabil bir sekilde bagl
kalabildigini gostermektedir (Sekil 4.5-A). RMSF verileri diger rezidiiler ile
kiyaslandiginda baslica iki bolgenin daha esnek ve hareketli olabilecegini gostermektedir
(Sekil 4.5-B). Bunlardan ilki, 45-50. rezidiiler arasindaki bolgedir. Alfa-heliks yapisinin
hakim oldugu bu bolgedeki ortalama RMSD degeri ~4 A’dir. Diger bolge ise 70.
rezidiidur. Sekil de de goriildiigii iizere iki bolgede RMSD degerleri yaklasik 4A°dur.
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Sekil 4.5. 657042 ile DKK1 kompleksinin RMSD ve RMSF degerlerinin grafigi. A: Ca
atomlarina gore hesaplanan RMSD degerleri B: DKK1’in enzimin agir
atomlarma gore hesaplana RMSF degerleri. Mavi noktalar ligandin, turuncu
noktalar ise proteinin RMSD degerlerini gostermektedir. Yesil cizgiler ise
DKK1’deki etkilesime giren rezidiileri ifade etmektedir.

470199 ve DKK1’in MD simiilasyonu boyunca RMSD degerinin 0.80 ile 3.25 A aralifinda
oldugu, ortalama RMSD’nin 2.33 A oldugu tespit edilmistir (Sekil 4.6-A). 100 ns’li
simiilasyondan elde edilen bu veriler kabul edilen aralikta olup, simiilasyon siiresi boyunca
protein yapisinda anlamli bir degisiklik olmadigini gostermektedir. Ligand RMSD ise
470199’in simiilasyonun baslarin proteindeki baglanma cebine yerlesmeye calistigini,
30ns’den sonra ise yerleserek, bu bolgede kararli bir sekilde kaldigimi gostermektedir.
Sekil 4.6-B’de verilen RMSF analizi, kompleksteki en ¢ok dalgalanmanin 70. rezidiide
oldugunu isaret etmektedir. (= 4.2A).
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Sekil 4.6. 470199 ile DKK1 kompleksinin RMSD ve RMSF degerlerinin grafigi. A: Ca
atomlarina gore hesaplanan RMSD degerleri B: DKK1’in enzimin agir
atomlarma gore hesaplana RMSF degerleri. Mavi noktalar ligandin, turuncu
noktalar ise proteinin RMSD degerlerini gostermektedir. Yesil cizgiler ise
DKK1’deki etkilesime giren rezidiileri ifade etmektedir.

91490554 ile DKK1 kompleksinin 100ns’lik MD simiilasyonunda elde edilen RMSD
degerleri 0.73 - 3.48 A araligindadir. Simiilasyonun ortalama RMSD’si 2.25 A’dur (Sekil
4.7-A). Ligandin protein ile yer yer etkilesime girebildigi ancak sistemin dengeye
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giremedigi goriilmektedir. Ozellikle 30ns’den sonra hedeflenen baglanma bélgesi ile giiclii
etkilesim kurmakta zorlandigi fark edilmistir. Sonuglarin daha dogru bir sekilde
yorumlanabilmesi i¢in simiilasyon siiresinin uzatilarak yeniden incelenmesi gerekmektedir.
Rezidiilere ait RMSF degerleri kabul edilen aralikta olup, 70. rezidiide yaklasik 4.4 A’luk
dalgalanma tespit edilmistir (Sekil 4.7-B).
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Sekil 4.7. 91490554 ile DKK1 kompleksinin RMSD ve RMSF degerlerinin grafigi. A: Ca
atomlarma gore hesaplanan RMSD degerleri B: DKKI1’in enzimin agir
atomlarma gore hesaplana RMSF degerleri. Mavi noktalar ligandin, turuncu
noktalar ise proteinin RMSD degerlerini gostermektedir. Yesil ¢izgiler ise
DKK1’deki etkilesime giren rezidiileri ifade etmektedir.

445074 ve DKK1’in 100 ns’lik MD simiilasyonunda RMSD degerlerinin 0.778 - 4.573 A
araliginda oldugu tespit edilmistir. Bu protein ligand kompleksi i¢in ortalama RMSD
degerini 3.38 A olarak hesaplanmistir Sekil 4.8-A’da da goriildiigii {izere sistem dengeye
ulastiktan sonraki RMSD degerleri 3’iin iizerindedir. Bu durum, simiilasyon siiresince
proteinde yapisal farkliliklarin  veya konformasyonel degisikliklerin  oldugunu
gostermektedir. Ayni sekildeki ligand RMSD degerleri incelendiginde 445074’°e ait
RMSD’nin  degistigi; yapmin baslangic konumu ile kiyaslandiginda farklilik
gosterebilecegi tespit edilmistir. RMSF grafigi incelendiginde proteindeki yiiksek
RMSD’ye 40.-50. rezidiiler arasinda kalan bolge ile 70. rezidiiniin katki sagladig fark
edilmektedir (Sekil 4.8-B).
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Sekil 4.8. 445074 ile DKK1 kompleksinin RMSD ve RMSF degerlerinin grafigi. A: Ca
atomlarina gore hesaplanan RMSD degerleri B: DKK1’in enzimin agir
atomlarma gore hesaplana RMSF degerleri. Mavi noktalar ligandin, turuncu
noktalar ise proteinin RMSD degerlerini gostermektedir. Yesil ¢izgiler ise
DKK1’deki etkilesime giren rezidiileri ifade etmektedir.

10265835 ile DKKI1 kompleksinin RMSD sonuglari da Sekil 4.9-A’da verilmistir.
Simiilasyon siiresi boyunca RMSD degerinin 1.2 A ile 3 A arasinda degistigi ve sistemin
40. ns sonrasinda dengeye girdigi goriilmektedir. 10265835-DKK1 kompleksinin 100
ns’lik simiilasyonu boyunca ortalama RMSD degeri 2.00 A olarak hesaplanmustir.
10265835’in DKK1’in yap1 ve stabilitesinde anlamli bir degisiklige neden olmadig:
saptanmistir. Ligand RMSD’si de simiilasyon siiresi boyunca stabil ve kabul edilebilir
araliklardadir. Sekil 4.9-B’deki RMSF verileri dongii bolgesine karsilik gelen 70.

rezidiiniin esnek ve hareketlilige el verisli bir bolge oldugunu gostermektedir (= 4A).
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Sekil 4.9. 10265835 ile DKK1 kompleksinin RMSD ve RMSF degerlerinin grafigi.A: Ca
atomlarina gore hesaplanan RMSD degerleri B: DKK1’in enzimin agir
atomlarma gore hesaplana RMSF degerleri. Mavi noktalar ligandin, turuncu
noktalar ise proteinin RMSD degerlerini gostermektedir. Yesil cizgiler ise
DKK1’deki etkilesime giren rezidiileri ifade etmektedir.

NCI8642 ile DKKI1 kompleksinin RMSD sonuglart da Sekil 4.10-A’da verilmistir.
Simiilasyon siiresi boyunca RMSD degerinin 1.2 A ile 3 A arasinda degistigi ve sistemin
40. ns sonrasinda dengeye girdigi goriilmektedir. NCI8642-DKK1 kompleksinin 100 ns’lik
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simiilasyonu boyunca ortalama RMSD degeri 2.00 A olarak hesaplanmistir. 10265835’in
DKK1’in yap1 ve stabilitesinde anlamli bir degisiklige neden olmadigi saptanmistir.
Ligand RMSD’si de simiilasyon siiresi boyunca stabil ve kabul edilebilir araliklardadir.
Sekil 4.10-B’deki RMSF verileri dongii bolgesine karsilik gelen 70. rezidiiniin esnek ve
hareketlilige el verisli bir bdlge oldugunu gostermektedir (= 4A).
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Sekil 4.10. NCI8642 ile DKK1 kompleksinin RMSD ve RMSF degerlerinin grafigi.A: Ca
atomlarma gore hesaplanan RMSD degerleri B: DKKI1’in enzimin agir
atomlarma gore hesaplana RMSF degerleri. Mavi noktalar ligandin, turuncu
noktalar ise proteinin RMSD degerlerini gostermektedir. Yesil ¢izgiler ise
DKK1’deki etkilesime giren rezidiileri ifade etmektedir.

4.2.2. Protein-Ligand etkilesimi

Bu bolimde MD simiilasyon siiresi boyunca siiren/kurulan etkilesimler, tiirleri ve bu
etkilesimlere aracilik eden rezidiiler analiz edilmistir. Elde edilen sonuglar simiilasyonun
her adimindaki toplam etkilesim miktar1 ve bunlarin dagiliminin gosterildigi diyagramlar

ve etkilesim haritalar ile 6zetlenmistir.

Sekil 4.11’de de goriildiigii iizere, 13871067 ile DKKI1 arasindaki etkilesim 100 ns
boyunca stirmekte olup, etkilesimde rol oynayan baslica rezidiiler Val219, Thr221, His223,
Arg226, Arg236, Cys239 ve Cys245°dir. Sekil 4.12°deki etkilesim oran grafigi
incelendiginde, 13871067 ile DKK1 arasindaki etkilesimde agirlikli olarak H-baglarinin ve
su kopriilerinin rol aldig1 goriilmektedir. 2B etkilesim haritasinda 6zetlendigi gibi, Arg236,
Val219 ve Thr221 13871067 nin furan halkasi ile, Cys239 ve Cys245 ise imidazol halkasi
ile etkilesime girmektedir. Arg236 ve Thr221 nin simiilasyon siiresinin yarisindan fazlasi
boyunca stiren etkilesimi furan halkasindaki sirastyla OH ucu ve oksijen atomu ile kurdugu
H-bagina dayanmaktadir. Val219 ise simiilasyon siiresinin %36’sinda furan halkasi ile su

kopriisti kurmustur. Diger yandan imidazol halkasindaki etkilesimlerde Cys239 ile kurulan
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H-bagimin (simiilasyon siiresinin %86’s1 boyunca) ve Cys245 ile kurulan su kdpriisiiniin

(simiilasyon siiresinin %38’s1 boyunca) rol aldig1 tespit edilmistir (Sekil 4.12).
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Sekil 4.11. 13871067 ile DKK1 arasindaki etkilesimin zamansal degisimi. A) 100 ns
boyunca kurulan toplam etkilesim miktarindaki degisim B) Etkilesime dahil
olan rezidiilerin zamana gore degisimi. Etkilesimdeki bag sayisinin yogunlugu
sag taraftaki renk skalasinda belirtilmistir.
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Sekil 4.12. 13871067 ile DKKI1 arasindaki etkilesimler. A) Tiim simiilasyon boyunca
rezidiiler ile kurulan etkilesim tiirlerinin oram1 B) %30’dan kuvvetli
etkilesimlerin baglanma stabilitesinin 2B etkilesim grafigi tizerinde gosterimi

10265835 ile DKK1’in 100 ns’lik etkilesimine Thr221, GIn235, Arg236, Cys237, Cys239
ve Cys245 rezidileri aracilik etmektedir (Sekil 4.13). Kurulan etkilesimlerinin ¢ogu H-
bagindan olugmaktadir (Sekil 14.14). Simiilasyondaki en kuvvetli etkilesimin Cys239 ile
10265835’in piirin halkasindaki N atomu arasindaki H-bagidir. Bu bag simiilasyon
siiresinin %84’ boyunca siirdiigii tespit edilmistir. Diger rezidiilerin ise furan halkasi ile
etkilesime girdigi saptanmistir. Bu rezidiilerden Arg236’nin furan halkasinin R
pozisyonundaki OH grubu ile simiilasyon siiresinin %65’1 boyunca Thr221 ve Cys237’nin
ise sirastyla simiilasyon siiresinin %74°l ve %63’li boyunca S pozisyonundaki OH grubu
ile H-bag kurdugu tespit edilmistir. Bu durumda Thr221’nin amino grubu H-bag donérii
olarak hareket ederek, Cys237 ise H-bag akseptorii olarak ayni rezidii ile etkilesime

girmislerdir.
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Sekil 4.13. 10265835 ile DKKI1 arasindaki

etkilesimin zamansal degisimi. A) 100 ns
boyunca kurulan toplam etkilesim miktarindaki degisim B) Etkilesime dahil
olan rezidiilerin zamana gore degisimi. Etkilesimdeki bag sayisinin yogunlugu
sag taraftaki renk skalasinda belirtilmistir.
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Sekil 4.14. 10265835 ile DKK1 arasindaki etkilesimler.A) Tiim simiilasyon boyunca

rezidiiler ile kurulan etkilesim tiirlerinin oranm1 B) %30’dan kuvvetli
etkilesimlerin baglanma stabilitesinin 2B etkilesim grafigi lizerinde gosterimi

139183638 ile DKK1’in etkilesimine Thr221, His223, His229, Arg236, Tyr238 ve Cys239

rezidiileri ile kurulan baglar aracilik etmektedir (Sekil 4.15). Sekil 4.16’da da gorildigi
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iizere etkilesimlerin biiyilk ¢ogunlugunu H-baglart ve su kopriileri olusturmaktadir.
Etkilesimlerin ¢ogu i¢in liganddaki fenolik halkanin merkezi bir role sahip oldugu
goriilmektedir. Etkilesimin 2B haritas1 incelendiginde Tyr238’in ligandin fenol halkasi ile
aromatik halkalara sahip molekiiller arasindaki bir etkilesim tiirii olan pi-pi istiflenme
(stacking) etkilesimi kurabildigi gozlemlenmistir. Bu etkilesimin simiilasyon siiresinin
%46°s1 boyunca devam ettigi tespit edilmistir. Arg236 ise fenol halkasinin OH grubu ile

giiclii bir H-bag1 kurmaktadir (simiilasyon siiresinin %82’°si boyunca).
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Sekil 4.15. 139183638 ile DKK1 arasindaki etkilesimin zamansal degisimi. A) 100 ns
boyunca kurulan toplam etkilesim miktarindaki degisim B) Etkilesime dahil
olan rezidiilerin zamana gore degisimi. Etkilesimdeki bag sayisinin yogunlugu
sag taraftaki renk skalasinda belirtilmistir.
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1.04 A) Protein-Ligand etkilesim histogrami B) Ligand-Protein etkilesimi
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Sekil 4.16. 139183638 ile DKK1 arasindaki etkilesimler. A) Tiim simiilasyon boyunca
rezidiler ile kurulan etkilesim tiirlerinin orant B) %30’dan kuvvetli
etkilesimlerin baglanma stabilitesinin 2B etkilesim grafigi tizerinde gosterimi

Sekil 4.17°de de goriildiigi lizere, 657042 ile DKK1’in etkilesimin de Thr221, Arg236,
Cys237 ve Tyr238 rezidiileri rol almaktadir. Ana etkilesim tiirleri agirlikli olarak H-baglari
ve hidrofobik etkilemigimlerdir. Ligand yapisindaki imidozol halkasi hem Tyr238 ile
yapilan pi-pi istiflenme (stacking) etkilesiminde, hem de Arg236 ile kurulan H-baglarinda
gorev almaktadir (Sekil 4.18). Halka ile Tyr238 arasindaki etkilesimin simiilasyon
stiresinin %49’u boyunca, imidozoliin N atomu ile Arg236 arasindaki bagin ise simiilasyon
siiresinin %731 boyunca slrdiigii tespit edilmistir. Ayrica, ligandin furan halkasinin R
pozisyonundaki OH grubunun da Cys237 ve Thr221 ile gii¢lii H-baglar1 yaparak etkilesime
katkida bulundugu gézlemlenmistir (sirastyla simiilasyon siiresinin %80 ve %65’i boyunca

stirmektedir).
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Sekil 4.17. 657042 ile DKKI1 arasindaki etkilesimin zamansal degisimi. A) 100 ns
boyunca kurulan toplam etkilesim miktarindaki degisim B) Etkilesime dahil
olan rezidiilerin zamana goére degisimi. Etkilesimdeki bag sayisinin
yogunlugu sag taraftaki renk skalasinda belirtilmistir.
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Sekil 4.18. 657042 ile DKK1 arasindaki etkilesimler. A) Tiim simiilasyon boyunca
rezidiiler ile kurulan etkilesim tiirlerinin oranm1 B) %30’dan kuvvetli
etkilesimlerin baglanma stabilitesinin 2B etkilesim grafigi lizerinde gdsterimi

470199 ile DKK1 arasindaki 100 ns’lik MD simiilasyon sonuglar1 etkilesime aracilik eden
onemli rezidiilerin Lys222, His223, Lys226 ve Cys239 oldugunu ve etkilesimlerin esasen
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H-baglart ve su kopriilerine dayandigini gostermektedir. Bunun yani sira Lys222 ve
Lys226 ile yapilan etkilesimlerde yaklasik %2’lik iyonik bag olustugu da gézlemlenmistir.
(Sekil 4.19. ve Sekil 4.20). Sekil 4.20-B’deki 2B etkilsim haritasinda da goriildii iizere
ligandin triazinon halkasinin Cys239 ve His223 ile etkilesimi protein-ligand kompleksinin

olusmasinda 6nemli rol oynamaktadir.
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Sekil 4.19. 470199 ile DKK1 arasindaki etkilesimin zamansal degisimi. A) 100 ns
boyunca kurulan toplam etkilesim miktarindaki degisim B) Etkilesime dahil
olan rezidiilerin zamana gore degisimi. Etkilesimdeki bag sayisinin yogunlugu
sag taraftaki renk skalasinda belirtilmistir.
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124 A) Protein-Ligand etkilesim histogrami B) Ligand-Protein etkilesimi
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Sekil 4.20. 470199 ile DKKI1 arasindaki etkilesimler. A) Tiim simiilasyon boyunca
rezidiiler ile kurulan etkilesim tiirlerinin orant B) %30’dan kuvvetli
etkilesimlerin baglanma stabilitesinin 2B etkilesim grafigi lizerinde gdsterimi

91490554 ve DKKI1 arasindaki etkilesimde Thr221,Lys222, His223, Cys239, Ser244 ve
Cys245’in etkilesimden sorumlu rezidiiler oldugu belirlenmistir (Sekil 4.21). Etkilesim
oran grafigi incelendiginde, rezidiilerle olan etkilesimlerin biiyiik bir kisminin H-baglar1 ve
su kopriileri tarafindan olusturuldugu goriilmektedir. Ayn1 zamanda, Lys222, Lys226 ve
Tyr238 gibi 7 rezidii ile etkilesimde iyonik baglarin da olustugu gézlemlenmistir (Sekil
4.22). Etkilesim haritas1 incelendiginde His223’iin ligandin furan halkasinin OH grubu ile
simiilasyon stiresinin %33’li boyunca H-bag1 kurdugu goriilmektedir. Cys245 ve Ser244
ise sirasiyla triazinon halkasindaki O ve N atomlar ile yaptigi H-baglari ile etkilesime

katki saglamaktadir (simiilasyon siiresinin %40’ indan fazladir).
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Sekil 4.21. 91490554 ile DKK1 arasindaki etkilesimin zamansal degisimi.A) 100 ns
boyunca kurulan toplam etkilesim miktarindaki degisim B) Etkilesime dahil
olan rezidiilerin zamana gore degisimi. Etkilesimdeki bag sayisinin yogunlugu
sag taraftaki renk skalasinda belirtilmistir.

A) Protein-Ligand etkilesim histogrami B) Ligand-Protein etkilesimi
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Sekil 4.22. 91490554 ile DKK1 arasindaki etkilesimler.A) Tiim simiilasyon boyunca
rezidiiler ile kurulan etkilesim tiirlerinin oram1 B) %30’dan kuvvetli
etkilesimlerin baglanma stabilitesinin 2B etkilesim grafigi lizerinde gdsterimi

445074 ile DKK1’in 100ns boyunca siiren ve agirlikli olarak H-bag olusumuna dayanan
etkilesimde rol alan baslica rezidiilerin Cys201, His229, Arg236 ve Tyr238 oldugu tespit
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edilmigtir (Sekil 4.23). Bunun yam sira ozellikle His229 ve Tyr238 ile simiilasyon
siiresinin yarisindan fazlasinda etkilesime onemli katkilar saglayan hidrofobik etkilesimler
kurulmustur (Sekil 4.24-A). 2B etkilesim haritas1 incelendiginde pozitif yiiklii His amino
asidi ile ligandin metal katyonlara sahip amino grubu arasinda simiilasyonun %39’u
boyunca siiren pi-katyon etkilesimleri olustugu goriilmektedir. Diger yandan ligand iki
farkli noktasi ile de etkilesim i¢in 6nemli H-baglar1 kurmaktadir. Bu H-baglarindan ilkinin
amino grubu ile Cys201 arasinda simiilasyon siiresinin %66’s1 boyunca, digerinin ise OH
grubu ile Arg236 arasinda simiilasyon siiresinin %32’si boyunca kuruldugu tespit

edilmistir (Sekil 4.24-B).
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Sekil 4.23. 445074 ile DKKI1 arasindaki etkilesimin zamansal degisimi. A) 100 ns
boyunca kurulan toplam etkilesim miktarindaki degisim B) Etkilesime dahil
olan rezidiilerin zamana gore degisimi. Etkilesimdeki bag sayisinin yogunlugu
sag taraftaki renk skalasinda belirtilmistir.
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A) Protein-Ligand etkilesim histogrami B) Ligand-Protein etkilesimi
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Sekil 4.24. 445074 ile DKKI1 arasindaki etkilesimler. A) Tiim simiilasyon boyunca
rezidiiler ile kurulan etkilesim tiirlerinin oran1 B) %30’dan kuvvetli
etkilesimlerin baglanma stabilitesinin 2B etkilesim grafigi lizerinde gdsterimi

Sekil 4.25’de de goriildiigii lizere NCI8642 ile DKK1’in MD simiilasyonun 100 ns
boyunca siirdiigii ve etkilesimde agirlikli olarak Lys221, His223, His229, Cys237, Tyr238,
Cys239 ve Cys245 rezidiilerin rol aldigr tespit edilmistir. Sekil 4.26-B’de etkilesim oran
grafiginde simiilasyon siiresi boyunca kurulan etkilesimlerin H-bagi oldugu gortilmektedir
(%30’dan kuvvetli H-bag sayisi 3). Etkilesim haritasinin analizi hidrofobik yiikli
rezidiilerin etkilesimde 6nemli rol oynadig1 gostermistir. Cys245 ile ligandin terminal O
atomlar1 arasinda simiilasyonun %41 ve 36’s1 boyunca siiren etkilesimler tespit edilmistir.
Diger H-bag1 ise Cys237 ile ile ligandin amino grubu arasinda kurulmustur ve simiilasyon

stiresinin %63’si boyunca stirmiistiir (Sekil 4.26-B).
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Sekil 4.25. NCI8642 ile DKKI1 arasindaki etkilesimin zamansal degisimi. A) 100 ns
boyunca kurulan toplam etkilesim miktarindaki degisim B) Etkilesime dahil
olan rezidiilerin zamana gore degisimi. Etkilesimdeki bag sayisinin yogunlugu
sag taraftaki renk skalasinda belirtilmistir.
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Sekil 4.26. NCI8642 ile DKKI1 arasindaki etkilesimler.A) Tiim simiilasyon boyunca
rezidiiler ile kurulan etkilesim tiirlerinin oranm1 B) %30’dan kuvvetli
etkilesimlerin baglanma stabilitesinin 2B etkilesim grafigi lizerinde gosterimi
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4.2.3. MD sonras1t MM/GBSA analizi

MD sonrasi etkilesimleri devam ettigi tespit edilen 7 protein-ligand kompleksinin ortalama
MM/GBSA baglanma serbest enerjileri hesaplanmistir. Cizelge 4.2°’de de goriilebilecegi
tizere tiim protein-ligand kompleksleri negatif skorlu baglanma serbest enerjisine sahiptir.
Bu durum etkilesimlerin termodinamik olarak miimkiin ve stabil oldugunu gostermektedir.
En diisiik baglanma enerji skoruna sahip olmasi nedeniyle 13871067 DKKI1’e en stabil

baglanma afinitesine sahip ligand adayidir.

Cizelge 4.2. 100 ns’lik MD sonrasi etkilesimleri devam ettigi tespit edilen protein-ligand
komplekslerine ait ortalama MM/GBSA skorlar1

Kimyasal ID MM/GBSA Enerji Skoru (kcal/mol)
13871067 -51.842
10265835 -49.69
139183638 -48.473
657042 -42.397
470199 -37.435
91490554 -35.665
445074 -31.076
NCI18642 -53.312

4.3. Farmakokinetik ve ADME-T Profili

Bu tez ¢aligmasinda en iyi baglanma afinitesine sahip oldugu tespit edilen 7 bilesigi
farmakokinetik 0Ozellikleri ve biyoyararlanim potansiyellerinin de ortaya konulmasi
amaglanmistir. Ligandlarin baslica fizikokimyasal ozellikleri ve ADME-T profillerine

iliskin sonuglar ise Cizelge 4.3’de 6zetlenmistir.

Rotor degeri yapidaki donebilen baglarin sayis1 gostermektedir. Ligandin esnekligi ve olasi
konformasyon degistirebilme potansiyelinin anlasilabilmesi agisindan énemli bir degerdir.
DKK1 antagonist adayr olan 7 bilesik bu acidan degerlendirildiginde, 445074’iin
yapisindaki 6 donebilen bagi ile en ¢ok konformasyonel degisiklik gdsterebilecek molekiil
oldugu tespit edilmistir. Onu yapisindaki 5 donebilir bag ile 657042 ve 10265835 takip

etmektedir.

SASA (Surface Accessible Solvent Area), FOSA (Fraction of Solvent Accessible Surface

Area), ve PISA (Polar Surface Area) bir bilesigin farmakokinetik ve farmakodinamik
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ozelliklerini anlamak i¢in kullanilan baslica parametrelerden biridir. Antagonist
adaylarinin bilesigin ¢oziiniirliigiinii gosteren SASA degerleri incelendiginden hepsinin
kabul edilebilir referans araliginda oldugu goriilmektedir. Ancak artan SASA degeri ile
birlikte molekiiler ¢oziiniirliiglin  de artmast nedeniyle 657042 digerleri ile

karsilastirildiginda daha iyi ¢oziiniirliik profili gosterebilecek bir bilesiktir.

Yalnizca solvent ile etkilesime agik olan alani oransal olarak ifade eden FOSA degerleri
solvent ile etkilesen ve etkilesmeyen kisimlari arasindaki farki belirlenmesi agisindan
onemlidir. Aday bilesiklerin FOSA degerleri hepsinin kabul edilen referans araliginda ve
nispeten orta biiylikliikkte bilesikler oldugunu gostermektedir. 445074 FOSA degeri en
yiiksek oldugu tespit edilen antagonist adayidir.

Sirasiyla sulu bir ¢ozeltideki ¢oziinen maddenin su molekiillerine verecegi tahmini
hidrojen bag1 sayis1 ve su molekiillerinden ¢oziinen madde tarafindan kabul edilebilecek
tahmini hidrojen baglarmin sayis1 temsil eden donorHB ve accptHB skorlar1 da
hesaplanmistir. (Bu degerler, bir dizi konfigiirasyon iizerinde alinan ortalamalar olmasi
nedeniyle genellikle tam say1 olmayabilir). 7 bilesiginde de donorHB ve accptHB skorlari
kabul edilebilir araliklardadir. Yapisal olarak en ¢cok H-bagi verebilecek ligandlar 445074,
657042 ve 10265835 (donorHB skoru 5)’dir. 657042 ise 10 accptHB skoru ile en ¢ok H-
bag kabul etmeye agik molekiildiir.

Oktanol/gaz partisyon katsayis1 (QPlogPo/w), bilesigin oktanol ve su arasindaki partisyon
(ayrim/dagilim) durumunu tahmin eden logaritmik bir parametredir. LogP degerinin
yiiksek olmas1 molekiiliin hidrofobik 6zelliklere sahip oldugunu, lipofilik ¢oziiniirliigiiniin
yiikksek oldugunu ve biyolojik membran ve zarlardan kolay bir sekilde gegebilecegini
gostermektedir. LogP diislik ise bu durum bilesigin hidrofilik ve su da daha 1yi ¢oziinen bir
bilesik oldugunu isaret etmektedir. Bu iki fizikokimyasal 6zellik ¢oziicii se¢ciminde ve
ADME profillerinin tahmininde kullanilmasi1 nedeniyle aday bilesik aragtirmalari igin
onemlidir. Cizelge 4.3’de de goriilebilecedi iizere aday antagonistlerden 445074 disindaki
tim bilesikler referans degeri icerisindedir. 470199, 657042, 10265835 ve 91490554 gibi
negatif degere sahip bilesikler hidrofilik o6zellik gostermektedir. Diger yandan
13871067°nin yag ve su arasinda notr bir dagilima sahip oldugu tespit edilmistir.

139183638 ise antagonist adaylar icerisindeki tek lipofilik yapili bilesiktir.
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QPlogS degeri ise bilesigin suda ¢oziniirliigiinin gostermektedir. QPlogS sonuglar
445074 disindaki tim bilesiklerin diisiik oranda suda ¢Oziiniirliigii sergileyebilecegini
tespit edilmistir.

QPPCaco parametresi nm cinsinden tahmini goriiniir Caco-2 hiicre gegirgenligini ifade
etmektedir ve molekiiliin bagirsak-kan bariyer gegirgenligini tahmin edilmektedir. Bu
kapsama QPPCaco degerinin 25’den kiiciik olmasi bilesiklerin zayif, 500’den biiyiik
almasi ise ¢ok iyi bir emilim profiline sahip oldugunu gostermektedir. Bu kapsamda DKK1
icin antagonist aday1 bilesiklerin ¢ok iyi bir emilim profiline sahip olmadig1 goriilmektedir.
139183638 digerleri ile karsilagtirildiginda en iyi emilim profiline sahip olabilecek
bilesiktir (353.930 nm/sn).

QPlogKhsa, bilesiklerin kan plazmasinda bulunan ve bircok molekiiliin tasinmasinda rol
oynayan insan serum albiiminine (HSA) baglanma durumunun tahmin etmektedir.-1.5 ile
1.5 arasinda degisen referans aralig1 goz oniine alindiginda aday ligandlar kabul edilebilir
sinir igerisindedir. Bu da ligandlarin plazma proteinlerine baglanarak ilgili doku ve
hiicrelere tasinabilecegini, dolayisiyla dolasimda serbest dolasan formlarinin az miktarda

tespit edilebilecegi anlamina gelmektedir.

QPlogBB (beyin/kan partisyon kat sayisinin tahmini), QPPMDCK (Madin-Darby kopek
bobrek hiicrelerinin gecirgenliginin tahmini) ve CNS (merkezi sinir sistemindeki olast
aktivitesinin tahmini), bilesiklerin kan beyin bariyerini asarak merkezi sinir sisteminde
etkinligine iliskin ongoriiler saglayan parametrelerdir. DKK1 antagonist aday: bilesikleri
bu acgilardan degerlendirildiginde, 13871067°de disindaki diger adaylarin koti MDCK
gecirgenligine ve beyin/kan partisyon katsayisina sahiptir. Bu da bu bilesiklerin kan beyin
bariyer gecirgenliginin zayif oldugu gostermektedir. CNS ise yalmzca 445074 ve
13871067 nin noral sistemde etki gosterebilme potansiyeline sahip oldugunu, ancak

etkinliklerinin zayif olabilecegini isaret etmektedir.

Aday bilesiklerin insan oral emilim oraninin %42-78 arasinda degisebilecegi tahmin
edilmektedir. insan oral emilim % en yliksek olan bilesik ise, lipofilik yapiya ve en iyi

QPPCaco degerine sahip olan 139183638’dir ( %78).



59

Jm, transdermal tagima hizinin bir dl¢iisiidiir. Maddenin cilt yoluyla emilim hizin1 saatteki
cm? basina diisen mikrogram cinsinden tahmin etmektedir. Sonuclar 139183638’in iyi bir
dermal emilime sahip oldugu (343 pg cm™ sa?), buna karsin diger bilesiklerin dermal

emilim profilinin zayif kaldigin1 géstermektedir.

Aday molekiil kesif ve gelistirme arastirmalarindaki basarisizligin en biiylik nedeni
bilesiklerin yliksek toksisite profiline sahip olmasidir. Yapi-aktivite iliskileri sayesinde
baz1 fizikokimyasal ozellikler toksisite ile iliskilendirilmektedir. Bu fizikokimyasal
ozelliklerden biri reaktif fonksiyonel gruplar varhigidir. Literatiirde yapisinda 2’den fazla
reaktif fonksiyonel grup bulunduran bilesiklerin toksisite gosterebilecegine dair kanitlar
mevcuttur [73]. Aday molekiillerden yalnizca 91490554’tin yapisinda 1 reaktif o6zel
fonksiyonel grup igerdigi, bununda katekol oldugu tespit edilmistir. Toksisite ile yakindan
iliski olan bir diger parametre de HERG K" kanal blokerlarinin toksik olmasi nedeniyle
HERG potasyum kanallarin1 bloke edebilecek tahmini IC50 (inhibisyon konsantrasyonu
50%) degeridir. Tablodaki QPlogHER bunu ifade etmekte olup, 657042, 10265835 ve
139183638 bilesikleri HERG agisindan toksik olmadigini goriilmektedir. Buna karsin diger
bilesikler HERG potasyum kanallar1 i¢in inhibitdr olma potansiyeline sahiptir.
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Cizelge 4.3. DKK1 antagonist aday1 bilesiklerin farmakokinetik 6zellikleri ve ADME-T

profili
Farmakokinetik Ozellikler
donorH QPlogPo/
Kimyasal ID  #rotor  mol_MA #rtvFG SASA FOSA B accptHB w QPlogS
Referans 300.0 -
Degerler 0-15 - 0-2 1000.0 0.0-750.0 00-60 20-200 -20-65| -65-05
445074 6 163.173 0 349.734 154.753 5.000 8.300 -2.112 401
470199 3 245.253 0 408.723 132.999 3.000 7.400 -512 -1.675
657042 5 280.280 0 530.345 111.400 5.000 10.000 -771 -2.424
10265835 5 283.301 0 488.104 98.847 5.000 9.300 -892 -2.185
13871067 3 262.255 0 435.457 124.373 3.000 8.100 0 -2.273
91490554 3 247.183 1 386.920 96.724 3.000 8.600 -904 -1.365
139183638 4 276.291 0 510.290 127.664 3.000 6.850 1.002 -2.769
NCI18642 3 272.217 0 472.008 0 3.500 7.250 -126 -2.344
ADME-T Profili
QPPCaco  QPlogKhs  CNS QPlogBB = QPPMDCK insan % Jm  QPlogHE Bes Ue
a nm/sec Oral RG Kural = Kurah
Kimyasal ID Emilim 1
-2 25% zayif
Referans <25 zayif, (inaktif), <25 zayif, >80%
Degerler >500 yiiksek +2 (aktif) -3.0-1.2 >500 yiiksek yiiksek

445074 34.978 -852 -1 -870 14.596 42.212 103 -3.227 0 0
470199 130.962 -682 -2 -1.085 83.714 61.842 97 -2.983 0 0
657042 74.290 -803 -2 -1.861 29.783 55.919 35 -5.069 0 0
10265835 54.776 -786 -2 -1.769 33.166 52.841 18 -4.257 0 1
13871067 255.512 -698 -1 -691 502.705 70.033 83 -3.191 0 0
91490554 62.388 -769 -2 -1.238 39.624 53.778 39 -2.431 0 0
139183638 353.930 -395 -2 -1.034 160.984 78.432 343 -4.799 0 0
NCI18642 5.483 -747 -2 -2.101 2.264 39.432 2 -2.776 0 1
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5. TARTISMA

Whnt sinyal yolu, kemik metabolizmasi gibi bir¢ok biyolojik siirecte yer alan merkezi bir
sinyallesme kaskadidir. DKK1, Wnt sinyal yolunun dogal hiicre dis1 inhibitdrlerinden
biridir. LRP5/6 reseptorlerine baglanarak Wnt sinyal yolunun engellenmesine neden
olmaktadir. DKK1 ile LRP5/6 arasindaki bu etkilesimin kanser, kalp ve damar
rahatsizliklari, nérodejeneratif ve kemik metabolizma bozukluklar1 gibi pek ¢ok farkl
patolojik duruma neden olabilecegini gosteren kanitlar mevcuttur [10, 13, 14]. Bu nedenle
DKK1’in LRP5/6’ya baglanmasin1 engelleyebilecek DKK1 antagonistleri, Wnt sinyal
yolunun modiilasyonu i¢in iyi bir yaklasim olarak goriilmektedir [8, 27, 34]. Klinik ve
klinik 6ncesi caligmalar ile yeni DKK1 antagonist arayiglari devam etmekte olup, bunlarin
neredeyse tamami antikor bazli adaylardir. NCI8642 etkin oldugu diisiiniilen DKK1
antagonistidir. Ancak stabil bir in-vitro etki gosterememesi nedeniyle iyi bir terapotik aday
olarak goriilmemektedir [36, 37]. NCI8642’in basarisizliginin ardindan, DKK1-LRP6
etkilesimini bloke edebilecek kiiciik yapili molekiillerin daha fazla arastirilmasi gerektigi,

bu konudaki mevcut ¢aligmalarin yetersiz oldugu ortaya konmustur [2].

Diger yandan bilgi ve enformasyon teknolojilerindeki gelisim ile, bilgisayar destekli
molekiiler modelleme yontemlerinin aday molekiil kesif ve gelistirme g¢alismalarindaki
rolii de artmistir. Bu yoOntemler biiyliik veri setlerindeki bilesiklerin olasi etki ve
etkilesimlerinin kolayca tahmin edilmesine olanak saglamaktadir. Bu yontemler hem
atomik ve molekiiler diizeyde etkilesimlerin incelenmesine hem de bunun normal deneysel
kosullar ile gozlemlenmesi imkansiz zaman araliklarinda degerlendirilebilmesine olanak

saglamaktadir.

Bu tez caligmasinda bilgisayar destekli hedefe yonelik sanal tarama yontemleri kullanilarak
yeni DKK1 antagonisti kiiciik molekiillerin ortaya konulmasi amaclanmistir. Oncelikle
68.710 bilesikten olusan kiigiik molekiil kiitiphanemizdeki ligandlarin potansiyelinin
degerlendirildigi sanal tarama caligmalari sonrasi 68 tanesinin DKK1’in LRP5/6’ya
baglandigi yiizey ile etkilesime girebildigi tespit edilmistir. Olasi ¢oziicti etkileri,
elektriksel ve vdW etkilesimleri gibi parametreleri hesaplamaya dahil ederek, baglanma
enerjisinin daha detayli bir degerlendirmesine imkan sagladigi i¢in en iyi baglanma
afinitesine sahip bilesiklerin belirlenmesinde kenetlenme sonrast MM/GBSA skorlari esas

alinmistir. En iyi MM/GBSA skoruna sahip 29 tanesi i¢in MD simiilasyon hesaplamalari
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gerceklestirilmigtir. 100 ns’lik MD simiilasyon sonucunda ligandlardan yalnizca 7
tanesinin etkilesimi siirdiirdigii tespit edilmistir. Bu protein-ligand komplekslerinin
MM/GBSA enerjileri ve ligandlarin farmakokinetik profilleri ve ADME-T o6zellikleri
ortaya konmustur. Ayrica elde edilen sonuglarin karsilastirilabilmesi amaciyla literatiir de
DKKI1-LRP6 etkilesimini bloke edebildigi raporlanan NCI8642, referans molekiil olarak
secilmistir ve sanal tarama, MD simiilasyon ve enerji hesaplamalar1 NCI8642 icin de

gergeklestirilmistir.

Kenetlenme sonuglart siklik halkaya sahip ligandlarin DKK1 tizerindeki LRP5/6 baglanma
bolgesine daha yiiksek kenetlenme skoru ile baglanabildigini gostermektedir. Kenetlenme
etkilesim haritalart incelendiginde H-baglarmin yani sira =n-m istiflenme (stacking)
etkilesimlerinin protein ve ligandlar arasindaki molekiiler etkilesimlerde 6nemli role sahip

oldugu goriilmektedir.

13871067, 10265835, 139183638, 657042, 470199, 470199 ve 445074 tin MD simiilasyon
sonras1 yiiksek ve kararli baglanma afinitesine sahip oldugu tespit edilmistir. Bu protein-
ligand komplekslerine ait ortalama RMSD degerleri 2 ile 3.38 A arasindadir. Protein-
ligand kompleksindeki yapisal degisiklikleri gosteren bu degerler kabul edilebilir araliklar
olup, 7 ligandin da DKK1’e kararli bir sekilde baglanabilecegini gostermektedir. RMSD
degerlerinin zamana gore degisimi incelendiginde ise bazi komplekslerde sistemin dengeye
ulagmasi icin daha fazla zamana ihtiyact oldugu goriilmektedir. Ozellikle 91490554 ve
139183638 kimyasal ID’li sistemlerin saglikli bir sekilde degerlendirilebilmesi icin MD
simiilasyon siirelerinin uzatilarak, sonuglarin yeniden degerlendirilmesi daha iyi bir
yaklagim olacaktir. 445074 kimyasal ID’li bilesige ait MD simiilasyon analizler hem
proteinin hem de ligandin RMSD degerinin digerlerinden yiiksek oldugunu gostermistir.
Bu durumun ligandin diisiik molekiiler agirliga ve yapiya sahip olmas ile iligkili oldugu
diistiniilmektedir. DKK1 iizerindeki hedef bolge ile 1yi bir sekilde etkilesime girebilecek
fonksiyonel gruplarin ligand yapisina dahil edilmesi, hem iki molekiiliin kararliligin1 hem

de etkilesim oranini artirabilecek 1yi bir yaklasim olacaktir.

RMSF sonuglari ise 40-60. rezidiilerin etkilesimden sorumlu anahtar rezidiiler oldugunu
ortaya koymaktadir. Diger yandan tiim simiilasyonlarda 70. rezidiideki dalgalanmanin
ortalamanin iizerinde oldugunu ve buranin esnek boélge oldugu goriilmektedir. Ayrica,

kimyasal ID’si 470199, 13871067, 91490554 ve 139183638 olan bilesiklerin 40 ile 50.
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rezidiiler arasindaki etkilesiminin bu bolgedeki dalgalanmayi azaltarak proteinin daha

stabil bir duruma gelmesini saglanmistir.

DKKT1 ile ligandlar arasindaki 6zgiil etkilesim mekanizmalarinin analizi hidrojen ve iyonik
baglar, su koprileri, m- m katyon ve m - = istifleme gibi ¢esitli etkilesim tiirlerinin
baglanmaya aracilik ettigini ortaya koymaktadir. Ancak H-bag tiirliniin diger etkilesimlere
kiyasla baskin etkilesim tiirii oldugu goriilmektedir. DKK1 ile LRP5/6 arasindaki
etkilesimin H-baglarina dayandig1 diisiiniildiigiinde, H-bag temelli ligand etkilesimleri
DKK1’in LRP5/6’ya baglanan yiizeyinin kapatilmasinda daha etkin ve kararli adaylar

olabilir.

Her ligand molekiilii igin farkli rezidiiler ile yapilan etkilesimler 6nemli olsa da, ¢calismada
Thr221, Arg236, Cys239 ve Cys245 rezidiilerinin tiim etkilesimlerde rol alan anahtar
rezidiiller oldugu goriilmektedir. Diger yandan ligandlardaki siklik yapilar 6zellikle de
fenolik, furan ve triazinon gibi halkalar etkilesimlerin olusmasinda kritik rol oynamaktadir.
Spyros ve arkadaglarinin LRP5/6’y1 hedefledigi calismasinda siklik halkalara sahip
fenoksazin yapisinin DKK1-LRP5/6 etkilesimi engelleyebilecegi raporlanmigtir. Bununla
birlikte, NC18642 ligandinin da halkali yapiya sahip olmasi ve hesaplamali ¢aligmalarda
giicli baglanma afinitesi gostermesi, calisma bolgemizi ve sonuglarimizi destekler

niteliktedir [33].

Diger yandan bilesiklerin farmakokinetik ve ADME-T o6zellikleri, lipofilik yapilt
139183638 disindaki bilesiklerin zayif bagirsak-kan bariyer gegirgenligine sahip oldugunu
gostermektedir. Diger yandan bu bilesiklerin dermal emiliminin de zayif oldugu tespit
edilmigstir. Bu bilesiklerin alternatif ila¢ yollar1 (intravendz, intramiiskiiler veya lokal
uygulama) veya lipozom teknolojileri ile kaplanarak kullanilmasi ile biyoyararlanimindaki
kayiplar1 engellenebilir. QPlogKhsa, 7 DKK1 antagonist adayinin da plazma proteinleri
yoluyla doku ve hiicrelere taginabilecegini gostermektedir. Bilesiklerin kan-beyin bariyeri
gecirgenligi ve CNS aktivitesinin zayif olmasi noral sistemde etkin ve iyi adaylar
olmayabilecegini isaret etmektedir. Diger yandan bu durum bu bilesiklere bagli direkt

noral toksisitenin diisiik olacag1 anlamina da gelmektedir.

Toksisite aday molekiil kesif ve gelistirme siirecindeki en problemli basamaklardan biridir.

Bu kapsamda bilesiklerin yapisindaki reaktif fonksiyonel gruplara bagli ciddi bir toksisite
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riski 6n goriilmemistir. Diger yandan, 657042, 10265835 ve 139183638 kimyasal ID’li
yapilar disindaki bilesiklerin HERG K+ kanali i¢in toksik etkiye sahip olabilecegi tespit

edilmistir.

Bilesiklerin ilag kesif gelistirme ¢alismalar1 i¢in iyi bir hesaplamali referans olan 3 ve 5
kuralina da uydugu ve iyi birer ilag-benzeri yapiya sahip oldugu gézlenmistir. Bu bulgular

terapOtik amaclar i¢in kullanimlarinin umut verici olabilecegini destekler niteliktedir.

Sonug olarak, DKK1 antagonist adayr 7 bilesigin de termodinamik olarak miimkiin ve
stabil bir sekilde DDK-1’in LRP5/6’ya baglanan ylizeyi ile etkilesime girebilecegini ve bu
bilesiklerin zayif emilim ve noral etki profilleri disinda iyi birer ilag aday1 olabilecegi
saptanmistir. Bu ligandlarin DKK1 ile etkilesimine dair yaymlanmis bir ¢aligma olmamasi
nedeniyle bulgularimiz literatiirde ilk olma niteligindedir. Literatiirde bu bilesiklerden
sadece ikisinin biyolojik aktiviteler lizerindeki etkisine dair ¢alismalar oldugu tespit
edilmigtir. Kimyasal ID’si 13871067 olan bilesik ile ilgili calismalarda 16semi hiicrelerinin
biiyiimesini engelleyerek anti-HBV (Hepatit B Viriisii) aktiviteye sahip oldugu [74] ve
kanserde Onemli role sahip olan memeli timor timidilat sentaz enzimi ile etkilesime
girerek inhibe edebilecegi gosterilmistir [75]. DKK1’in kanserdeki rolii de gbz Oniine
alindiginda, 13871067’nin kanser metabolizmasinda rol alan birden fazla hedefi

etkileyerek anti-kanser aktivite gdstermesinin olasi oldugu distinilmektedir.

Diger bilesik ise 470199’dur ve Herpes simpleks viriisii tip 1 timidin kinaza (HSV-1 TK)
yonelik substrat olma potansiyelinin arastirildigi bir calisma bulunmaktadir. Calisma
sonucunda 470199°nin HSV-1 TK igin iyi substrat olmadig1 veya ¢ok zayif bir afiniteye
sahip oldugu raporlanmistir [76]. Bir baska calisma da 445074’in farkli kaynaklardan
alman glukozidaz (alfa ve beta) ve fruktofuranosidaz enzimlerini inhibe edebilecegi

gosterilmistir [77].
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6. SONUC VE ONERILER

Wnt sinyal yolu biyolojik siireclerdeki dengenin korunmasinda rol oynayan onemli
yolaklardan biridir. Wnt sinyal yolunun aktivasyonu, bir¢ok sistemde doku homeostazisi
ve rejenerasyona katkida bulunmaktadir. Buna karsin Wnt yolundaki degisikliklerin
kanser, kalp hastaliklari, ndrodejeneratif ve kemik metabolizma bozukluklar1 gibi patolojik
stireglere yol acabildigi de bilinmektedir. Bu nedenle Wnt sinyal yolaginin etkinlestirilmesi
bu hastaliklardan korunmada iyi bir terapotik yaklasim olarak goriilmektedir. Wnt sinyal
yolunun dogal hiicre dis1 inhibitorlerinden biri olan DKK1’in de bu hastalik patolojilerinde
onemli roller oynayan bir protein oldugu bilinmektedir. Son yillarda literatiirde DKK1’in
inhibisyonu yoluyla Wnt sinyal yolunun -etkinlestirilmesi iyi bir yaklasim olarak
goriilmektedir. DKK1’e yonelik antagonist arayisi ile ilgili bircok arastirma yapilmis
olmasina ragmen bu aday molekiillerden yalnizca birka¢inin klinik aragtirmalar diizeyinde
caligmalar1 devam etmektedir. Bu nedenle yeni aday molekiillerin tanimlanmasina ihtiyag
vardir. Bununla birlikte kimyasal yapili kiiciik molekiillerin daha iyi bir inhibitdér olma

potansiyeline sahip olabilecegi ve bu alandaki ¢alismalarin yetersiz oldugu bilinmektedir.

Bu tez caligmasi ile de bilgisayar destekli hedefe yonelik sanal tarama yontemleri
kullanilarak yeni DKKI1 antagonist Oncii adayr kiiciik molekiillerin tanimlanmasi

amaclanmaktadir.
Calismamiz neticesinde;

o Gergeklestirdigimiz hesaplamali calismalar ile DKK1’in LRP 5/6’ya baglanmasinda
gorev alan bolge ile yiiksek afiniteli ve kararli bir sekilde etkilesime girebilecek 7 oncii

bilesik tanimlanmistir.

e Bilesikler arasindan DKK1’e en yiiksek afinite ve kararlilikla baglanabilecek adayin
13871067 oldugu tespit edilmistir.

e Hedeflenen etki oncii bilesiklerin kimyasal yapilarindaki gruplarin daha etkin etkilesim
profiline sahip yeni fonksiyonel gruplar ile degistirilmesi veya eklenmesi ile artirilabilir.

Boylece literatiire yeni bilesikler de kazandirilmis olunabilir.
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139183638 disindaki diger bilesiklerin zayif emilim profiline sahip oldugu fark edilmis
olmasi nedeniyle alternatif uygulama yontemleri ile kullanilmasinin gerekebilecegi

Ongorilmistiir.

Siklik halkaya sahip bilesiklerin DKK1 ile LRP 5/6 arasindaki -etkilesimin

engellenmesinde iyi adaylar olabilecegi gosterilmistir.

13871067 nin  anti-kanser etkinligine iliskin literatiirler ve DKKZL1’in kanser
metabolizmasindaki roli, 13871067’in kanser Oncii bilesigi olarak aragtirilmasi

gerektigini diisiindiirmiistiir.

Sonug olarak DKK1 icin antagonist olma potansiyeline sahip bu bilesiklerin etkinliklerinin

in-vitro ve in-vivo ¢alismalar ile arastirilmasi1 gerekmektedir.



10.

11.

12.

13.

67

KAYNAKLAR

Rim, E. Y., Clevers, H., and Nusse, R. (2022). The Wnt pathway: From signaling
mechanisms to synthetic modulators. Annual Review of Biochemistry, 91, 571—
598.

Jiang, H., Zhang, Z., Yu, Y., Chu, H. Y., Yu, S., Yao, S., Zhang, G., and Zhang, B.
T. (2022). Drug discovery of DKK1 inhibitors. Frontiers in Pharmacology, 13,
847387.

Deane, C., and Mokaya, M. (2021, 15 December). A virtual drug-screening
approach to conquer huge chemical libraries. Nature, 601(7893), 322-323.

Maia, E. H. B., Assis, L. C., De Oliveira, T. A., Da Silva, A. M., and Taranto, A. G.
(2020). Structure-based virtual screening: From classical to artificial intelligence.
Frontiers in Chemistry, 8, 343.

Kagey, M. H., and He, X. (2017). Rationale for targeting the Wnt signalling
modulator Dickkopf-1 for oncology. British Journal of Pharmacology, 174(24),
4637-4650.

Jaschke, N., Hofbauer, L. C., G"obel, A., and Rachner, T. D. (2020). Evolving
functions of Dickkopf-1 in cancer and immunity. Cancer Letters, 482, 1-7.

Glinka, A., Wu, W., Delius, H., Monaghan, A. P., Blumenstock, C., and Niehrs, C.
(1998). Dickkopf-1 is a member of a new family of secreted proteins and functions
in head induction. Nature, 391(6665), 357-362.

Khalili, S., Rasaee, M. J., and Bamdad, T. (2017). 3D structure of Dkk1 indicates
its involvement in both canonical and non-canonical Wnt pathways. Molecular
Biology, 51, 155-166.

Tao, S. S., Cao, F,, Sam, N. B,, Li, H. M., Feng, Y. T., Ni, J., Wang, P., Li, X. M.,
and Pan, H. F. (2022). Dickkopf-1 as a promising therapeutic target for
autoimmune diseases. Clinical Immunology, 109156.

Chu, H. Y., Chen, Z., Wang, L., Zhang, Z. K., Tan, X., Liu, S. S., Zhang, B. T., Lu,
A., Yu, Y., and Zhang, G. (2021). Dickkop-1: A promising target for cancer
immunotherapy. Frontiers in Immunology, 12, 658097.

Brott, B. K., and Sokol, S. Y. (2002). Regulation of Wnt/Irp signaling by distinct
domains of dickkopf proteins. Molecular and Cellular Biology, 22(17), 6100—
6110.

Samiei, M., Janji'c, K., Cvikl, B., Moritz, A., and Agis, H. (2019). The role of
sclerostin and dickkopf-1 in oral tissues—a review from the perspective of the dental
disciplines. F1000Research, 8.

Vlashi, R., Zhang, X., Wu, M., and Chen, G. (2022). Wnt signaling: Essential roles
in osteoblast differentiation, bone metabolism and therapeutic implications for bone
and skeletal disorders. Genes and Diseases.



68

14.

15.

16.

17.

18.

19.

20.

21.

22.

23.

24,

Baetta, R., and Banfi, C. (2019). Dkk (dickkopf) proteins: emerging new players in
atherosclerosis. Arteriosclerosis, Thrombosis, and Vascular Biology, 39(7), 1330—
1342,

Kikuchi, A., Matsumoto, S., and Sada, R. (2022). Dickkopf signaling, beyond wnt-
mediated biology. Seminars in Cell and Developmental Biology, 125, 55-65.

Liang, B., Zhong, L., He, Q., Wang, S., Pan, Z., Wang, T., and Zhao, Y. (2015).
Serum dickkopf-1 as a biomarker in screening gastrointestinal cancers: a systematic
review and meta-analysis. OncoTargets and Therapy, 8, 3115-3122.

Igbinigie, E., Guo, F., Jiang, S. W., Kelley, C., and Li, J. (2019). Dkk1 involvement
and its potential as a biomarker in pancreatic ductal adenocarcinoma. Clinica
Chimica Acta, 488, 226-234.

Zhuang, X., Zhang, H., Li, X., Li, X., Cong, M., Peng, F., Yu, J., Zhang, X., Yang,
Q., and Hu, G. (2017). Differential effects on lung and bone metastasis of breast
cancer by wnt signalling inhibitor DKK1. Nature Cell Biology, 19(10), 1274—
1285*,

Zhu, G., Song, J., Chen, W., Yuan, D., Wang, W., Chen, X., Liu, H., Su, H., and
Zhu, J. (2021). Expression and role of dickkopf-1 (dkk1) in tumors: from the cells
to the patients. Cancer Management and Research, 659-675.

Ren, C., Gu, X,, Li, H., Lei, S., Wang, Z., Wang, J., Yin, P., Zhang, C., Wang, F.,
and Liu, C. (2019). The role of dkkl in Alzheimer’s disease: A potential
intervention point of brain damage prevention?. Pharmacological Research, 144,
331-335.

Sharma, A., Gundamaraju, R., Pant, K., Mani, S., Singh, S. K., Maccioni, R. B.,
Datta, T., Singh, S. K., Gupta, G., Prasher, P., Dua, K., Dey, A., Sharma, C.,
Mughal, Y. H., Ruokolainen, J., Kesari, K. K., and Ojha. (2022). Molecular
mechanisms of developmental pathways in neurological disorders: A
pharmacological and therapeutic review. Open Biology, 12(3), 210289.

L'Episcopo, F., Tirolo, C., Testa, N., Caniglia, S., Morale, M. C., Cossetti, C.,
D'Adamo, P., Zardini, E., Andreoni, L., lhekwaba, A. E. C., and di Porzio, U..
(2011). Reactive astrocytes and Wnt/B-catenin signaling link nigrostriatal injury to
repair in 1-methyl-4-phenyl-1, 2, 3, 6-tetrahydropyridine model of Parkinson’s
disease. Neurobiology of Disease, 41(2), 508-527.

Sepinci Dincel, A., Jorgensen, N. R., and IOF-IFCC Joint Committee on Bone
Metabolism (C-BM). (2023). New emerging biomarkers for bone disease:
sclerostin and dickkopf-1 (Dkk1). Calcified Tissue International, 112(2), 243-257.

Kim, J.-M., Lin, C., Stavre, Z., Greenblatt, M. B., and Shim, J. (2020). Osteoblast-
osteoclast communication and bone homeostasis. Cells, 9(9), 2073.



25.

26.

217.

28.

29.

30.

31.

32.

33.

34.

35.

69

Gifre, L., Vidal, J., Carrasco, J. L., Filella, X., Ruiz-Gaspa, S., Muxi, A., Portell, E.,
Monegal, A., Guafabens, N., and Peris, P. (2015). Effect of recent spinal cord
injury on Whnt signaling antagonists (sclerostin and Dkk-1) and their relationship
with bone loss: A 12-month prospective study. Journal of Bone and Mineral
Research, 30(6), 1014-1021.

Spatz, J. M., Wein, M. N., Gooi, J. H., Qu, Y., Garr, J. L., Liu, S., Barry, K. J.,
Uda, Y., Lai, F., Dedic, C., Babij, P., Nishimori, S., Kronenberg, H. M., Chung, U.
., Divieti Pajevic, P., and Rosen, C. J. (2015). The Wnt inhibitor sclerostin is up-
regulated by mechanical unloading in osteocytes in vitro. Journal of Biological
Chemistry, 290(27), 16744-16758.

Liu, J., Xiao, Q., Xiao, J., Niu, C., Li, Y., Zhang, X., Zhou, Z., Shu, G., and Yin, G.
(2022). Wnt/p-catenin signalling: Function, biological mechanisms, and therapeutic
opportunities. Signal Transduction and Targeted Therapy, 7(1), 3.

Houschyar, K. S., Tapking, C., Borrelli, M. R., Popp, D., Duscher, D., Maan, Z. N.,
Chelliah, M. P., Li, J., Harati, K., Wallner, C., Rahmanian-Schwarz, A., Volk, S.
W., and Siemers, F. (2019). Wnt pathway in bone repair and regeneration—What do
we know so far. Frontiers in Cell and Developmental Biology, 6, 170.

Kim, J. H.,, Liu, X., Wang, J., Chen, X., Zhang, H., Kim, S. H., Cui, J., Li, R,
Zhang, W., Kong, Y., Zhang, J., Shui, W., Lamplot, J., Rogers, M. R., Zhao, C.,
Wang, N., Rajan, P., Tomal, J., Statz, J., Wu, N., Luu, H. H., Haydon, R. C., and
He, T. C. (2013). Wnt signaling in bone formation and its therapeutic potential for
bone diseases. Therapeutic Advances in Musculoskeletal Disease, 5(1), 13-31.

Hirota, T., Fujita, Y., and leiri, 1. (2020). An updated review of pharmacokinetic
drug interactions and pharmacogenetics of statins. Expert Opinion on Drug
Metabolism and Toxicology, 16(9), 809-822.

Pontremoli, M., Brioschi, M., Baetta, R., Ghilardi, S., and Banfi, C. (2018).
Identification of Dkk-1 as a novel mediator of statin effects in human endothelial
cells. Scientific Reports, 8(1), 16671.

Niedzielski, M., Broncel, M., Gorzelak-Pabis, P., and Wozniak, E. (2020). New
possible pharmacological targets for statins and ezetimibe. Biomedicine and
Pharmacotherapy, 129, 110388.

Mpousis, S., Thysiadis, S., Avramidis, N., Katsamakas, S., Efthimiopoulos, S., and
Sarli, V. (2016). Synthesis and evaluation of gallocyanine dyes as potential agents
for the treatment of Alzheimer’s disease and related neurodegenerative tauopathies.
European Journal of Medicinal Chemistry, 108, 28-38.

Li, M., Liu, X,, Zhang, Y., Di, M., Wang, H., Wang, L., Chen, Y., Liu, X., Cao, X.,
Zeng, R., Zhang, Y., and Zhang, M. (2016). Upregulation of dickkopfl by
oscillatory shear stress accelerates atherogenesis. Journal of Molecular Medicine,
94, 431-441.

Di, M., Wang, L., Li, M., Zhang, Y., Liu, X., Zeng, R., Wang, H., Chen, Y., Chen,
W., Zhang, Y., and Zhang, M. (2017). Dickkopfl destabilizes atherosclerotic



70

36.

37.

38.

39.

40.

41.

42.

43.

44,

45.

46.

47.

plaques and promotes plaque formation by inducing apoptosis of endothelial cells
through activation of ER stress. Cell Death and Disease, 8(7), e2917.

lozzi, S., Remelli, R., Lelli, B., Diamanti, D., Pileri, S., Bracci, L., Roncarati, R.,
Caricasole, A., and Bernocco, S. (2012). Functional characterization of a small-
molecule inhibitor of the DKkk1-LRP6 interaction. International Scholarly
Research Notices, 2012, 2012.

Wu, D., Zhang, Y., Liu, P., Li, X., Zhang, J., Shan, J., and Engelhardt, D. (2014).
Compositions and methods for bone formation and remodeling. US Patent
8,637,506. Washington, DC: U.S. Patent and Trademark Office.

Sabe, V. T., Ntombela, T., Jhamba, L. A., Maguire, G. E. M., Govender, T.,
Naicker, T., and Kruger, H. G. (2021). Current trends in computer-aided drug
design and a highlight of drugs discovered via computational techniques: A review.
European Journal of Medicinal Chemistry, 224, 113705.

Bisht, N., and Singh, B. K. (2018). Role of computer-aided drug design in drug
development and drug discovery. International Journal of Pharmaceutical
Sciences and Research, 9(4), 1405-1415.

Rocha-Roa, C., Molina, D., and Cardona, N. (2018). A perspective on
thiazolidinone scaffold development as a new therapeutic strategy for
toxoplasmaosis. Frontiers in Cellular and Infection Microbiology, 8, 360.

Katsila, T., Spyroulias, G. A., Patrinos, G. P., and Matsoukas, M. T. (2016).
Computational approaches in target identification and drug discovery.
Computational and Structural Biotechnology Journal, 14, 177-184.

Giordano, D., Biancaniello, C., Argenio, M. A., and Facchiano, A. (2022). Drug
design by pharmacophore and virtual screening approach. Pharmaceuticals, 15(5),
646.

Chang, Y., Hawkins, B. A., Du, J. J., Groundwater, P. W., Hibbs, D. E., and Lai, F.
(2023). A guide to in silico drug design. Pharmaceutics, 15(1), 49.

Sliwoski, G. R., Meiler, J., and Lowe, E. W. (2014). Computational methods in
drug discovery. Prediction of protein structure and ensembles from limited
experimental data. Computational Methods in Drug Discovery, 66(1), 334-395.

David, A., Islam, S., Tankhilevich, E., and Sternberg, M. J. E. (2022). The
AlphaFold database of protein structures: A biologist’s guide. Journal of
Molecular Biology, 434(2), 167336.

Shaker, B., Ahmad, S., Lee, J., Jung, C., and Na, D. (2021). In silico methods and
tools for drug discovery. Computers in Biology and Medicine, 137, 104851.

Halgren, T. A. (2009). Identifying and characterizing binding sites and assessing
druggability. Journal of Chemical Information and Modeling, 49(2), 377-389.



48.

49,

50.

51.

52.

53.

54,

55.
56.

S7.

58.

59.

60.

71

Wass, M. N., Kelley, L. A., and Sternberg, M. J. E. (2010). 3dligandsite: Predicting
ligand-binding sites using similar structures. Nucleic Acids Research, 38(suppl 2),
W469-W473.

Kalidas, Y., and Chandra, N. (2008). Pocketdepth: A new depth-based algorithm
for identification of ligand binding sites in proteins. Journal of Structural Biology,
161(1), 31-42.

Friesner, R. A., Banks, J. L., Murphy, R. B., Halgren, T. A., Klicic, J. J., Mainz, D.
T., Repasky, M. P., Knoll, E. H., Shelley, M., Perry, J. K., Shaw, D. E., Francis, P.,
and Shenkin, P. S. (2004). Glide: A new approach for rapid, accurate docking and
scoring. 1. Method and assessment of docking accuracy. Journal of Medicinal
Chemistry, 47(7), 1739-1749.

Jain, A. N. (2006). Scoring functions for protein-ligand docking. Current Protein
and Peptide Science, 7(5), 407-420.

Justino, G. C., Nascimento, C. P., and Justino, M. C. (2021). Molecular dynamics
simulations and analysis for bioinformatics undergraduate students. Biochemistry
and Molecular Biology Education, 49(4), 570-582.

Daoud, N. E.-H., Borah, P., Deb, P. K., Venugopala, K. N., Hourani, W., Alzweiri,
M., Bardaweel, S. K., and Tiwari, V. (2021). ADMEt profiling in drug discovery
and development: Perspectives of in silico, in vitro and integrated approaches.
Current Drug Metabolism, 22(7), 503-522.

Harder, E., Damm, W., Maple, J., Wu, C., Reboul, M., Xiang, J. Y., Wang, L.,
Lupyan, D., Dahlgren, M. K., Knight, J. L., Kaus, J. W., Cerutti, D. S., Krilov, G.,
Jorgensen, W. L., Abel, R., and Friesner, R. A. (2016). OPLS3: A force field
providing broad coverage of drug-like small molecules and proteins. Journal of
Chemical Theory and Computation, 12(1), 281-296.

Schrodinger, LLC. (2023). Schrodinger Release 2023-4: LigPrep. 2023.

Greenwood, J. R., Calkins, D., Sullivan, A. P., and Shelley, J. C. (2010). Towards
the comprehensive, rapid, and accurate prediction of the favorable tautomeric states
of drug-like molecules in aqueous solution. Journal of Computer-Aided Molecular
Design, 24(6-7), 591-604.

Schrodinger, LLC. (2023). Schrédinger Release 2023-4: Protein Preparation
Wizard, Epik. 2023.

Sastry, G. M., Adzhigirey, M., Day, T., Annabhimoju, R., and Sherman, W. (2013).
Protein and ligand preparation: Parameters, protocols, and influence on virtual
screening enrichments. Journal of Computer-Aided Molecular Design, 27, 221-
234.

Jacobson, M. P., Friesner, R. A., Xiang, Z., and Honig, B. (2002). On the role of
the crystal environment in determining protein side-chain conformations. Journal
of Molecular Biology, 320(3), 597-608.

Schrodinger, LLC. (2023). Schrodinger Release 2023-4: Glide. 2023.



72

61.

62.

63.

64.

65.

66.

67.

68.

69.

70.

71.

72.

73.

Friesner, R. A., Banks, J. L., Murphy, R. B., Halgren, T. A., Klicic, J. J., Mainz, D.
T., and Shenkin, P. S. (2004). Glide: A new approach for rapid, accurate docking
and scoring. 1. Method and assessment of docking accuracy. Journal of Medicinal
Chemistry, 47(7), 1739-1749.

Lyne, P. D., Lamb, M. L., and Saeh, J. C. (2006). Accurate prediction of the
relative potencies of members of a series of kinase inhibitors using molecular
docking and MM-GBSA scoring. Journal of Medicinal Chemistry, 49(16), 4805—
4808.

Greenidge, P. A., Kramer, C., Mozziconacci, J. C., and Wolf, R. M. (2012).
MM/GBSA binding energy prediction on the PDBbind data set: Successes, failures,
and directions for further improvement. Journal of Chemical Information and
Modeling, 53(1), 201-209.

Schrodinger, LLC. (2023). Schrodinger Release 2023-4: Prime. 2023.

Berendsen, H. J. C., Postma, J. P. M., Van Gunsteren, W. F., and Hermans, J.
(1981). Interaction models for water in relation to protein hydration. In A. Pullman
(Eds.), Intermolecular Forces: Proceedings of the Fourteenth Jerusalem
Symposium on Quantum Chemistry and Biochemistry Held in Jerusalem, Israel.
Springer Netherlands, pp. 331-342.

Takemura, K., and Kitao, A. (2012). Water model tuning for improved
reproduction of rotational diffusion and NMR spectral density. The Journal of
Physical Chemistry B, 116(22), 6279-6287.

Schrodinger. (2023). Schrodinger Release 2023-4: Desmond Molecular Dynamics
System. 2023.

Bowers, K. J., Chow, E., Xu, H., Dror, R. O., Eastwood, M. P., Gregersen, B. A., &
Shaw, D. E. (2006, November). Scalable algorithms for molecular dynamics
simulations on commodity clusters. Paper presented at the ACM/IEEE Conference
on Supercomputing (SC06), Tampa, Florida.

Kréutler, V., Van Gunsteren, W. F., and Hiinenberger, P. H. (2001). A fast SHAKE
algorithm to solve distance constraint equations for small molecules in molecular
dynamics simulations. Journal of Computational Chemistry, 22(5), 501-508.

Berendsen, H. J. C., Postma, J. V., Van Gunsteren, W. F., DiNola, A. R. H. J., and
Haak, J. R. (1984). Molecular dynamics with coupling to an external bath. The
Journal of Chemical Physics, 81(8), 3684-3690.

Evans, D. J., and Holian, B. L. (1985). The Nose—Hoover thermostat. The Journal
of Chemical Physics, 83(8), 4069-4074.

Schrodinger, LLC. (2023). Schrodinger Release 2023-4: QikProp. 2023.

Hevener, K. E. (2018). Computational toxicology methods in chemical library
design and high-throughput screening hit validation. In A. Betekhtin and A. Pinski
(Eds.), Computational Toxicology: Methods and Protocols. Springer Netherlands,
pp. 275-285.



74.

75.

76.

77.

73

Hawata, M. A., El-Sayed, W. A., and Abdel-Rahman, A. A.-H. (2018). Synthesis
and anti-HBV activity of novel substituted pyrimidine glycosides and their acyclic
analogues. Russian Journal of General Chemistry, 88, 1734-1744.

Dzik, J. M., Kulikowski, T., Zielinski, Z., Ciesla, J., Rode, W., and Shugar, D.
(1987). Interaction of 5-fluoro-4-thio-2-deoxyuridine 5-phosphate with mammalian
tumour thymidylate synthase: Role of the pyrimidine N(3)-H dissociation.
Biochemical and Biophysical Research Communications, 149(3), 1200-1207.

Inguaggiato, G., Hughes, D., De Clercq, E., Balzarini, J., and Simons, C. (1999).
Novel 6 azapyrimidine-2-deoxy-4-thionucleosides: Synthesis, biological evaluation
and conformational analysis. Antiviral Chemistry and Chemotherapy, 10(5), 241-
249.

Legler, G., Korth, A., Berger, A., Ekhart, C., Gradnig, G., and Stiitz, A. E. (1993).
2, 5-dideoxy-2, 5-imino-d-mannitol and-d-glucitol: Two-step bio-organic syntheses
from  5-azido-5-deoxy-d-glucofuranose  and-I-idofuranose;  evaluation  as
glucosidase inhibitors and application in affinity purification and characterisation
of invertase from yeast. Carbohydrate Research, 250(1), 67—77.



74



EKLER

75



EK-1. Kenetlenme ve MM/GBSA Analiz Sonuglari

76

Kimyasal ID Kenetlenme Skor Glide GSkor XP GSkor MMGBSA dGging (kcal/mol)
85692821 -8.246 -8.325 -8.325 -44.16
85692821 -8.235 -8.314 -8.314 -44.19
11435629 -8.233 -8.233 -8.233 -45.07
11435629 -8.233 -8.233 -8.233 -45.07
102472709 -8.190 -8.190 -8.190 -42.88
657042 -8.105 -8.129 -8.129 -49.49
657042 -8.094 -8.118 -8.118 -46.75
11708277 -7.844 -7.844 -7.844 -49.30
445074 -7.710 -7.732 -7.732 -29.42
445074 -7.710 -7.732 -7.732 -29.36
102335278 -7.599 -7.599 -7.599 -40.73
139083129 -7.599 -7.599 -7.599 -40.73
139083129 -7.599 -7.599 -7.599 -40.73
102335278 -7.599 -7.599 -7.599 -40.73
12309654 -7.496 -7.496 -7.496 -30.97
139183638 -7.482 -7.503 -7.503 -46.58
10265835 -7.448 -7.449 -7.449 -48.33
139055031 -7.416 -7.417 -7.417 -43.95
91490554 -7.318 -7.774 -7.774 -46.37
91490554 -7.318 -7.774 -7.774 -46.36
91490554 -7.318 -7.774 -7.774 -46.36
470199 -7.275 -7.802 -7.802 -41.24
470199 -7.275 -7.802 -7.802 -41.24
470199 -7.275 -7.802 -7.802 -41.24
470199 -7.275 -7.802 -7.802 -41.24
5317407 -7.219 -7.219 -7.219 -32.96
2724552 -7.219 -7.219 -7.219 -32.96
11277569 -7.146 -7.146 -7.146 -48.89
11332753 -7.055 -7.055 -7.055 -38.35
11332753 -7.055 -7.055 -7.055 -38.35
139077984 -6.926 -6.926 -6.926 -40.78
27281625 -6.925 -6.995 -6.995 -34.33
129716195 -6.920 -6.920 -6.920 -40.24
16104903 -6.913 -6.913 -6.913 -36.32
16104903 -6.913 -6.913 -6.913 -36.32
13871067 -6.850 -6.857 -6.857 -29.08
132559777 -6.805 -6.805 -6.805 -30.87
2748048 -6.798 -6.798 -6.798 -45.45
10017376 -6.772 -6.772 -6.772 -47.87
56851256 -6.769 -6.769 -6.769 -41.64
139092170 -6.753 -6.753 -6.753 -41.10
101742079 -6.749 -6.749 -6.749 -49.27
101742079 -6.749 -6.749 -6.749 -49.27
15386579 -6.748 -6.748 -6.748 -29.45
12989416 -6.730 -7.077 -7.077 -20.98
12989416 -6.730 -7.077 -7.077 -20.98
102082490 -6.726 -6.726 -6.726 -53.36
12302977 -6.673 -6.673 -6.673 -32.09
11769286 -6.635 -6.635 -6.635 -34.93
22858013 -6.622 -6.622 -6.622 -33.55
5170124 -6.590 -6.590 -6.590 -19.13
129868322 -6.575 -6.576 -6.576 -51.95
139089580 -6.546 -6.546 -6.546 -43.60
27281625 -6.543 -6.613 -6.613 -32.84
24741647 -6.540 -6.540 -6.540 -52.80
54578370 -6.538 -6.538 -6.538 -42.75
139121395 -6.486 -6.597 -6.597 -42.17
54578370 -6.481 -6.481 -6.481 -46.18
15333756 -6.470 -6.470 -6.470 -51.42
27281625 -6.411 -6.481 -6.481 -31.53
163040 -6.397 -6.397 -6.397 -38.89
163040 -6.397 -6.397 -6.397 -38.89
163040 -6.397 -6.397 -6.397 -38.89
163040 -6.397 -6.397 -6.397 -38.89
10375526 -6.383 -6.383 -6.383 -43.44
10375526 -6.383 -6.383 -6.383 -43.44
25587282 -6.373 -6.584 -6.584 -31.15
25587282 -6.373 -6.584 -6.584 -31.15
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