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OZET

Nikotinamit fosforiboziltransferaz (NAMPT), memelilerde nikotinamit adenin diniikleotit
(NAD") sentez yolaginda nikotinamit ile 5-fosforibozil-1-pirofostatin (PRPP) nikotinamit
mononlkleotit (NMN) olusturmak (zere kondenzasyonunu katalizleyen 6nemli bir
enzimdir. NAD®, hiicrenin hayatta kalmasini saglayan kalsiyum dengesi ve mobilizasyonu,
antioksidasyon, gen ekspresyonu, imminolojik fonksiyonlar ve hicre 6limi gibi bircok
hiicresel slirecte gerekli olan bir dizenleyicidir. Poli(ADP-riboz) polimeraz (PARP) ve
Sirtuin (SIRT) ailesi gibi enzimlerin NAD™ substrat olarak kullaniyor olmasinin kesfi ve
NAD" seviyesinin sitokin regiilasyonu, metabolizma ve yaslanma iizerine etkisi olabilecegi
diisiincesi ile yakin zamanda intraseliiler NAD" {izerine olan ilgi artmistir. Buna ek olarak,
cesitli kanser tirlerinde NAMPT enziminin upregiile oldugu bulunmustur. Hem bu nedenle
hem de NAD® sentez yolagindaki 6nemi sebebiyle, NAMPT enzimi kanser tedavisinde
dikkat cekici bir hedef haline gelmistir. Literatlirde cgesitli kimyasal yapilarda etkili ve
selektif NAMPT inhibitorleri bildirilmistir. Bu ¢alismada, literatlirde kayitl, amit, Gre ve
siyanoguanidin tirevi NAMPT inhibitorlerinden yola ¢ikilarak farmakofor modeller elde
edilmistir. Valide edilen farmakofor modeller ile ZINC kitlUphanesine karsi sanal tarama
calismasi gergeklestirilmistir. Filtreleme basamagl sonrasi ise on adet molekil sanal
tarama ciktisi olarak belirlenmis, satin alinmis ve in vitro NAMPT aktivite calismalari
tamamlanmistir. Sonug olarak GF4 (NAMPT 1Cs0=2,26 uM) ve GF8 (NAMPT IC50=7,42 uM)
bilesikleri ile Gre tirevi iki yeni NAMPT inhibitorine ulasiimistir.
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ABSTRACT

Nicotinamide phosphoribosyltransferase (NAMPT) catalyzes the condensation of
nicotinamide with 5-phosphoribosyl-1-prophosphate (PRPP) to yield nicotinamide
mononucleotide (NMN), a rate limiting enzyme in a mammalian salvage pathway of
nicotinamide adenine dinucleotide (NAD®) synthesis. Recently, intracellular NAD has
received substantial attention due to the recent discovery that several enzymes, including
poly(ADP-ribose) polymerase (PARP) and the Sirtuin family, use NAD" as a substrate,
suggesting that intracellular NAD" level may regulate cytokine production, metabolism,
and aging through these enzymes. NAMPT is found to be upregulated in various types of
cancer, and given its importance in the NAD" salvage pathway, NAMPT is considered as an
attractive target for the development of new cancer therapies. Several classes of potent
and selective small-molecule NAMPT inhibitors have been reported in the literature. In
this study, the reported NAMPT inhibitors bearing amide, urea and cyanoguanidine
scaffolds were used to generate pharmacophore models and virtual screening studies
against ZINC database were performed. After filtering step, ten hits were identified,
purchased and evaluated for their in vitro NAMPT inhibitory effects. Finally, compounds
GF4 (NAMPT [C50=2,26 uM) and GF8 (NAMPT IC5p=7,42 uM ) were identified as new urea-
typed inhibitors of NAMPT.
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1. GIRiS

Nikotinamit adenin diniikleotit (NAD') hiicre metabolizmasinda gorev alan énemli bir
redoks kofaktoriidiir ve basta kanser olmak lzere pek cok hastalik durumunda diizenleyici
olarak gorev aldigl bilinmektedir. Bu nedenle NAD" sentezini hedef alan stratejiler,

terapotik agidan 6nem tasimaktadir [1].

NAD®, Poli(ADP-riboz) polimeraz (PARP), mono(ADP-riboz) transferaz (ART) ve sirtuin
(SIRT) gibi enzim aileleri tarafindan substrat olarak kullaniimakta [2] ve NAD*-bagimli
sinyal yolaklari gen ekspresyonu, kalsiyum dengesi, hiicre dénglisii, DNA tamiri, hicre
¢ogalmasi ve imminolojik fonksiyonlar gibi bircok hicresel siirecte 6nemli bir rol

oynamaktadir [1,3].

Kanser hicrelerinde, hizla ¢ogalmanin gergeklesebilmesi icin adenozin trifosfat (ATP)
ihtiyacinin artmasi ve NAD'-bagimli enzimlerin artan aktivitesi sonucu, NAD" hizlica
tiiketilmektedir [4]. Bu nedenle kanser hiicreleri, normal hiicrelere nazaran NAD" varligina
daha duyarlidir ve hizlica cogalmanin saglanabilmesi icin NAD® sentezinin siklikla

tekrarlanmasi gerekmektedir [5].

Biyokimyasal olarak 6karyotik hiicrelerde NAD® sentezi icin; (i) triptofanin prekiirsér
olarak kullanildigi yolak; (ii) nikotinamit (NAM) kaynakl yolak (Sekil 1.1); (iii) nikotinik asit
(NA) kaynakli yolak olmak Uzere (¢ ana yolak [6] bulunmaktadir. Bu yolaklar arasindan
NAM’In prekiirsér olarak kullanildigi yolak, hiicresel NAD”In ana kaynagini
olusturmaktadir [7]. Nikotinamit fosforiboziltransferazin (NAMPT) bu yolakta hiz
limitleyici enzim oldugu dikkate alindiginda, NAMPT inhibisyonunun NAD*
metabolizmasini ve kanser hicresinin asiri ve zamansiz ¢ogalmasini 6nemli 6lclide
etkiledigi gortilmustir [6,7]. Bu nedenle NAMPT, kansere karsi gelistirilen yeni stratejiler

arasinda ilgi cekici bir hedef haline gelmistir.
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Sekil 1.1. NAD”in NAM kaynakli sentez yolagi

Gilnlmuize kadar literatiirde kimyasal yapi olarak cesitlilik gosteren, etkili NAMPT
inhibitér molekdiller bildirilmistir [4,8,9]. Bu molekiller arasindan FK866, CHS828 ve 6n
ilaci GMX1777 insan klinik denemelere girmistir [10-12]. Fakat sebep olduklari
trombositopeni ve cesitli gastrointestinal yan etkiler, bu molekdllerin klinik denemelerde
ilerlemelerine engel olmustur [13,14]. Bu nedenle, yeni kimyasal yapi iskeletine sahip,

etkili NAMPT inhibitorlerine ihtiyac devam etmektedir.

Yiksek lisans tez calismamiz kapsaminda son yillarda kanser ve metabolik hastaliklarinin
tedavisi icin yeni bir hedef haline gelen NAMPT enzimine karsi inhibitor etkili yeni
yapilarin kesfi amaciyla literatlirde kayitlhi amit, Gre ve siyanoguanidin tlirevi NAMPT

inhibitorlerinden yola cikilarak farmakofor-temelli sanal tarama calismasi yapilmistir.



Calismamiz sirasiyla; (i) literatirde NAMPT inhibitor aktivitesi bildirilmis kimyasal yapilarin
derlenip veri tabani olusturulmasi, (ii) (g boyutlu yapisi ¢ézimlenmis insan NAMPT x-ray
kristal yapilarinin degerlendirilmesi, aktif bdlgenin incelenmesi ve enzim yapisinin
uygulanacak molekiler modelleme teknikleri igin uygun hale getirilmesi, (iii) insan NAMPT
x-ray kristal yapilarinda koligand olarak bulunan inhibitorlerin biyoaktif konformasyonlari
kullanilarak farmakofor modellerin elde edilmesi ve bu sekilde hem ligandlara ait yapisal
ozelliklerin hem de reseptor aktif bolgesinden elde edilecek elektrostatik ve sterik
ozelliklerin bir arada kullanilmasi, (iv) elde edilen farmakofor modellerin istatistiksel
parametreler kullanilarak dogrulanmasi, (v) dogrulanmis farmakofor modellerin
kullanilarak ZINC “drug-like” veri tabanina karsi sanal taramasi ¢alismasinin yapilmasi, (vi)
sanal tarama sonunda ulasilan molekdllerin cesitli filtreleme yontemleri (Lipinski’nin 5
kurali, sentezlenebilirlik, reaktivite, molekiler docking vb.) kullanilarak elenmesi ve satin
alinacak hedef molekiillere ulasiimasi, (vii) satin alinan sanal tarama ¢iktisi molekdillerin in

vitro NAMPT inhibitor etkilerinin belirlenmesi basamaklarindan olugsmaktadir.






2. GENEL BILGILER

2.1. Nikotinamit Adenin Diniikleotit (NAD*) Metabolizmasi ve Kanser

NAD*, DNA sentezi icin gerekli bir koenzim olmasinin yani sira, hiicresel redoks
reaksiyonlarinda yer alarak glikoliz, sitrik asit déngulsi, mitokondriyal elektron transportu,
oksidatif fosforilasyon ve serin biyosentezi gibi ¢esitli metabolik yolaklarda énemli bir rol
oynamaktadir. NAD® ayni zamanda pek ¢ok NAD'-bagimli enzim icin substrat gérevi
yapmakta ve Ozellikle PARP, SIRT ve ART gibi sinyal iletiminde rol oynayan enzimlerin
aktiviteleri icin gereklidir [15,16]. Bunun yaninda 200’iin Gstlinde enzim geri donisimli
oksido-reduiktif 6zelliklerinden dolayr NAD(H) ve fosforile hali olan NADP(H)’a gereksinim
duymaktadir. Bu nedenle, NAD" metabolizmasi (Sekil 2.1) yani NAD*/NADH orani, bu
enzimlerin aktivitesi Gzerinden enerji metabolizmasi, DNA tamiri, gen ekspresyonu ve

stres cevabi ile iliskilendirilmektedir [17].
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Sekil 2.1. NAD*-NADH déniisiim reaksiyonu

Glikolize bagimhhgin artmasi ve PARP, SIRT gibi NAD'-bagimli enzimlerin ekspresyon
diizeylerinin veya aktivitelerinin ylkselmesi malign hiicreler igin karakteristik bir durum
oldugundan, normal hiicrelere nazaran NAD" duyarliligi daha fazladir [18]. Bu nedenle
kanser hiicresi, biyiime ve hizl ¢ogalabilme ihtiyacini karsilamak igin NAD" seviyesini

yeniden gerekli dlizeye ulastirmasi gerekmektedir [4].

NAD", memeli hiicrelerinde triptofan amino asidinden yeni yolak ile sentezlenebildigi gibi
NAM’in veya NA'nin veya nikotinamit ribozidin prekirsor olarak kullanildigl Gic kurtarma

yolagindan biri Gzerinden de sentezlenebilmektedir [19].



Triptofandan hareketle gerceklesen yeni sentez yolaginda, distk molekdl agirhkl
molekillerden ¢oklu basamak seklinde gerceklesen bir seri enzimatik reaksiyon sonucu
kinurenin yolagl zerinden NAD® iiretimi gerceklesmektedir. Diyet ile viicuda alinan
triptofanin  %90’1, triptofan dioksijenaz (TDO) ve indolamin-2,3-dioksijenaz (IDO)
tarafindan N-formilkinurenine dénistirilmektedir. Meydana gelen N-formilkinurenin ise
bir seri enzimatik basamak sonucu kinolinik asidi olusturmaktadir [20,21]. Kinolinik asit,
asamali olarak kinolinik asit fosforiboziltransferaz (QAPRT), nikotinik asit/nikotinamit
mononikleotit adeniltransferaz (NMNAT) ve NAD" sentaz (NADS) enzimlerinin katalizi ile

NAD" sentezlenmektedir [5].

Hicresel NAD" seviyesini artirmak icin kullanilan diger bir yolak, NA bagimli Preiss-Handler
yolagidir. Diyet ile alinan NA, nikotinik asit fosforiboziltransferaz (NAPRT) aracihg ile
nikotinik asit mononikleotide (NAMN) ve daha sonra NMNAT sayesinde adenillenerek
nikotinik asit adenin dinlkleotide (NAAD) donismektedir. Olusan NAAD’den NADS

araciliglyla NAD* meydana gelmektedir [21].

Nikotinamit riboziten hareketle NAD" sentezlenen kurtarma yolagi; (i) nikotinamit ribozit
kinaz (NRK) enziminin ATP kullanarak nikotinamit riboziti fosforillemesi ve nikotinamit
mononikleotidi (NMN) olusturmasi, (ii) purin nikleozit fosforilaz (PNP) enziminin
nikotinamit ribozit yapisindaki glikozidik bagi kirmasiyla NAM’In serbest hale ge¢mesi,
serbest hale gecen NAM’In NAMPT ile NMN’ye donlismesi seklinde iki farkli basamak
Uzerinden ylriyebilmektedir [22,23]. Her iki basamak, NMNAT tarafindan katalizlenen
dintkleotit olusumu sonucu NMN’nin NAD"a dénisturildiigi son basamakta
birlesmektedir [21]. Memelilerde (¢ izoformu olan NMNAT [24], cekirdekte, golgi
kompleksinde, sitoplazmada ve sinirli bir oranda mitokondride bulunmaktadir. NMNAT1-
3, NMN’nin okside veya rediikte formlarinin (NMNH) her ikisini de NAD" veya NADH

sentezi icin kullanmaktadir [25].

Bazi kanser hiicreleri, triptofan-NAD" déniisiimiinden sorumlu olan enzimlerinden en az
biri eksik oldugunda yeni yolaktan faydalanarak NAD® sentezleyemezler [26,27]. Bunun
yaninda, bazi kanser hicrelerinde NAPRT ekspresyonunun eksikligi nedeniyle Preiss-

Handler yolagi da siklikla inaktif haldedir [27-29]. NAPRT ekspresyonu olan kanser



hiicreleri ise sistemik NA seviyeleri NAD" iiretimi icin yetersiz oldugundan NA-bagiml
sentez yolagini etkin bir sekilde kullanamamaktadir [30]. Bu nedenle bu tip kanser
hiicreleri, NAD" seviyelerini gerekli diizeyde tutabilmek icin NAMPT enziminin hiz

limitleyici enzim oldugu sentez yolagina bagimhdirlar [27,29,31].

2.2. Nikotinamit Fosforiboziltransferaz (NAMPT)

insan NAMPT enzimi, yaklasik 55 kDa molekiler agirhgina sahip, 491 amino asit iceren
dimerik tip Il fosforiboziltransferaz sinifina mensup bir enzimdir [32,33]. Memelilerde
NAM’In deaminasyon lizerinden NA’ya donmesi yerine, dogrudan NMN’ye ¢evrilmesini
saglayan NAMPT In NAD" biyosentetik enzimi oldugu bilgisi ilk olarak 1957 yilinda Preiss
ve Handler tarafindan bildirilmistir [34]. Bakteri ve omurgalilar arasinda higbir
organizmada belli bir NAMPT homologuna rastlanmamistir [35]. Bakteriyel NAMPT'i
kodlayan NadV geni, ilk olarak 2001 yilinda Haemophilus ducreyi’den izole edilmis ve gen
Urlintndn pre-B-hiicresel koloni dontisiiminiin artmasi Gzerinde bliyime faktorli benzeri
etkiye sahip olan insan pre-B-hiicre koloni artirici faktore (human pre-B-cell colony-
enhancing factor, PBEF) anlaml bir benzerlik tasidigi bulunmustur [36]. PBEF'nin memeli
NAD" biyosentezinde NAMPT benzeri bir fonksiyonu oldugu da gdsterilmistir [37]. Daha
sonra pek cok calisma grubu NAMPT/PBEF’nin sitokin benzeri islevlerini bildirmistir. Bu
yeni islevler arasinda en tartismali olani, NAMPT'In insitlinmimetik etkilerinden dolayi
visseral yag dokusu kaynakl bir hormon olan visfatin olarak tanimlanmasidir. Bunun
uzerine, NAMPT/PBEF/visfatin ile obezite ve tip 2 diyabet gibi metabolik hastaliklarla
iliskisini inceleyen pek c¢cok calisma yapilsa da elde edilen sonuglar birbiriyle tutarli
olmadigindan bu proteine 6zgli daha hassas bir yontem gelistirilip tekrar incelenmesi
gerektigi  bildirilmistir. Ayrica, NAMPT/PBEF/visfatin isimlendirilmesinde karisikhk
yasanmamas! adina, bu protein ve gen icin resmi ismin NAMPT olmasina HUGO Gen
Nomenklatir Komitesi (HGNC) ve Fare Genomik Nomenklatir Komitesi (MGNC)

tarafindan karar verilmistir [38].

NAMPT, memelilerde intraseltler (iNAMPT) ve ekstraseliiler (eNAMPT) olmak lizere iki
farkli formda bulunmaktadir. Sitoplazmada, cekirdekte ve kesin olmamakla beraber

mitokondride bulunan iNAMPT formu, NAM’dan baslayan NAD" biyosentez yolaginin esas



enzimi olarak tanimlanirken, plazmada bulunan eNAMPT formu ise PBEF ve visfatin veya
ekstraseliiler NAD" biyosentetik enzimi olarak tanimlanmaktadir. INAMPT, gesitli immiin
ve metabolik hastaliklarin patogenezinde rol oynamakta, 6zellikle kolorektal, meme ve
mide kanserlerinde upregiile veya overeksprese oldugu bilinmektedir [39]. Sitokin benzeri
etki gosteren eNAMPT da immdin sistemin diizenlenmesinde gérev almakta ve sirkiile
eden miktarinin romatoid artirit gibi enflamasyon durumlarinda arttig1 gorilmektedir [40].
Ayrica adiposit, hepatosit, miyosit, néron gibi hiicreler disinda kanser hicrelerinden de
salindigi bilinen eNAMPT formunun, oOzellikle hepatoseliiler kanserde rol oynadigi

distnilmektedir [41].

Tip Il fosforiboziltransferaz enzim sinifina ait Thermoplasma acidophilum kaynakh NAPRT
ve Mycobacterium tuberculosis kaynakli QAPRT enzimleri yapisal olarak insan NAMPT
enzimine benzemektedir [42,43]. Fare ve insan NAMPT enzimleri ise %90 oraninda
benzerlik gostermektedir [33]. NAMPT homologlari st iste cakistirildiginda, aktif bolgeyi

olusturan amino asit kalintilarinin biyik 6l¢iide korundugu gortlmektedir [33].

insan NAMPT enziminin l¢ boyutlu yapisi ilk kez 2006 yilinda Khan ve arkadaslari
tarafindan x-ray kristallografisi ile ¢oziimlenmis, NMN (PDB kodu: 2GVG) ve NAMPT
inhibitori FK866 (PDB kodu: 2GVIJ) bagli komplekslerinin x-ray kristal yapilari bildirilmistir
[44] (Sekil 2.2).




Sekil 2.2. insan NAMPT x-ray kristal yapilari: (A) PDB kodu: 2GVG, (B) PDB kodu: 2GVJ (A
zinciri turuncu ile, B zinciri yesil ile, NMN ve FK866 mavi ile gosterilmistir).

Homodimer yapidaki NAMPT enziminin yaklasik 4200 A yiizey alanina sahip ve A, B ve C
olmak Uzere Ug¢ bolgeye bolinen her bir monomeri, 22 B-iplikgik ve 15 a-sarmal
icermektedir (Sekil 2.3). A bolgesi, 7 B-iplikcikli antiparalel diizlem ile 5 a-sarmalindan
olusmaktadir. B bolgesi, 7 B-iplikcikli bir cekirdek icermektedir. Sarmal a-6, A ve B
bolgeleri arasindaki baglantiyr kurmaktadir. C bolgesi ise, 3 B-iplikcikli antiparalel dizlem

iceren bolgedir [33].

C+erminal

Sekil 2.3. insan NAMPT monomeri ve bélgeleri

NAMPT enziminin dimerik ara ylziinde iki aktif bolge bulunmaktadir (Sekil 2.2) ve bu
dimerizasyon katalitik aktivite icin gerekmektedir. Ara yilz, her bir alt Unitenin on
segmentinden olusmaktadir. Esit oranda dagilim gosteren 89 adet polar ve hidrofobik
ozellikteki amino asitin bulundugu [33,45] dimerik ara yiizde, 15x6 A boyutunda uzun ve
dar bir tlinel yer almaktadir. Ara ylz boyunca huni seklindeki bir agikhga uzanan bu
tinelin girisinde, NAM baglanma bdlgesi bulunmaktadir [8]. inhibitér molekiiller tiinele
baglanarak NAM substratinin aktif bolgeye baglanmasini engellemektedir. Dimer ara

ylizde bulunan tinelin sekli nedeniyle her molekiil bu tiinele girememektedir [44] (Sekil
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2.4). NAMPT aktif bolgesinde, inhibitér molekillerin baglanmasini saglayan polar ve
hidrofobik 6zellikte amino asitler bulunmaktadir. Aktif bélgenin bir ucunda bulunan NAM
baglanma bdlgesinde NAM yapisindaki piridin halkasi ile t-it etkilesimleri gdsteren Tyr18’
ve Phel93 amino asitleri bulunmaktadir. Aktif bolgenin orta kisimlarinda hidrojen bagi
yapabilecek Arg311, Ser241, Ser275, Asp219 ve Val242 amino asitleri, aktif bélgenin diger
ucunda ise alkil yan zincirleri ile hidrofobik etkilesimler gosterebilecek Ala379, lle351,
11e309, Pro273 aminoasitleri ve hidrojen bagi yapabilecek Val350, Tyr188 amino asitleri
yer almaktadir [44].

A B Aa2ad B 5"/'275

4 “ /// lle351

7 e — /
By L
[ Asp219 \

Ser241
Arg392’
Val242

Phe193

Sekil 2.4. insan NAMPT aktif bolgesi; (A) NMN-aktif bolge etkilesimleri, (B) FK866-aktif
bolge etkilesimleri, (C) NMN (mor) ve FK866’nin (mavi) aktif bolgedeki
konumlarinin Ust Uste cakistiriimis hali

NAMPT, riboz grubunun geri donisiimli olarak PRPP’den NAM’a transferini katalizleyerek
NMN olusturmaktadir. Aktif bélgede bulunan His247 amino asitinin ATP-fosforilasyonu
NAMPT enziminin katalitik aktivasyonuna yol agmakta ve bdylece NAM vyani substrat

afinitesi 160000 kat, enzim aktivitesi ise 1100 kat artmaktadir [46]. His247 fosforilasyonu
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ile meydana gelen NAMPT aktivasyonu, enzim-PRPP kompleksinin daha kararli olmasina

ve NAM baglanmasinin daha verimli olmasina olanak saglamaktadir [47] (Sekil 2.5).
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Sekil 2.5. NAM’dan NAMPT katalizli NMN olusumu

NAMPT katalitik aktivitesinin ATP-bagiml olmamasina ragmen ATP hidrolizi ile NMN
sentezini birlestirebilme 6zelligine sahiptir. NAMPT, ATP hidrolizi sirasinda daha verimli
calismaktadir. Bu sayede NMN olusumundaki istenmeyen termodinamik dengenin
Ustesinden gelinmekte, ATP yokluguna gore 35 kati fazla konsantrasyonlarda NMN

olusumunu saglayan bir enzimatik sistem meydana gelmektedir [47].

2.3. NAMPT inhibitorleri

NAMPT enzimi, basta hiicre yasami {izerinde énemli bir rol oynayan NAD" sentezi ile
enerji saglama olmak lzere pek ¢ok biyolojik fonksiyona sahiptir. Hicresel patofizyolojik
sireclerdeki 6nemi, tiimor olusumu ve gelisimi ile de yakindan iliskilendirilmistir [48].
Kolorektal, ovaryum, meme, mide, prostat, tiroit, endometriyum karsinomlari, miyelom,
melanom, gliom ve astrositom gibi cesitli insan malign tlimorlerinin yani sira blyik B-
hiicreli lenfoma, folikiiler B-hiicreli lenfoma, Hodgkin lenfoma ve periferal T-hiicreli
lenfoma gibi malign lenfomalarda da NAMPT ekspresyonunun asiri oldugu gozlenmistir

[41]. NAMPT inhibisyonunun timor blyldmesini azalttigi ve apoptozu indikledigi
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gorulmustir. Bu nedenle, NAMPT etkili ve yeni antikanser ajanlarin gelistirilmesi icin Gmit

vaad eden bir hedef haline gelmistir [49].

NAMPT inhibitorleriile ilgili ilk calismalar 1972 yilinda baslamistir ve bir seri piridin bazinin
ve NAM analogunun fare karaciger NAMPT'1 Uzerinde inhibe edici etkisi oldugu
belirlenmistir. Fakat bu c¢alismalar, saf enzim olmamasi, mekanizmanin tam olarak

aydinlatilmamis olmasi gibi nedenlerden dolayi sinirh diizeyde kalmistir [50].

2002 yilinda ilk NAMPT inhibitdorii FK866 (Sekil 2.6) kesfedilmistir (ICso<10 nM). ilk
¢alismalarda FK866’in enzim Uzerinde nonkompetitif inhibisyon yaptigi disintlmus, fakat
2006 yilinda kompetitif bir inhibitdr oldugu bildirilmistir [44]. Ayni ¢alisma sonunda insan
ve fare kaynakh NAMPT enziminin apo formunun, NMN baglh ve FK866 bagh
komplekslerinin yapilari x-ray kristallografisi ile ¢o6zlimlenmistir [44]. FK866-NAMPT
afinitesinin NAM ve NMN afinitesinden daha fazla oldugu bildirilmistir [45].

Sekil 2.6. FK866 kimyasal yapisi

Ayni zamanda FK866'nin NAMPT inhibisyonu ile insan HepG2 karaciger karsinoma
hiicrelerinde apoptozu indikledigi gozlenmistir [10]. 2009 ve 2010 vyilinda vyapilan
calismalarda ise FK866'nin primer I6semi hiicrelerinde ve lenfoma hiicrelerinde hiicre
olimlerine neden oldugu, renal karsinoma hiicrelerinde antimetastatik ve antitimor

ozelliklerinin oldugu bildirilmigtir [51,52].

2008 yilinda antihipertansif olarak gelistirilen piridil siyanoguanidin yapisindaki CHS828’in
(Sekil 2.7) daha sonra NAMPT inhibitor etkisi oldugu da bildirilmis [31], intravendz

uygulama yapilabilmesi amaciyla 6n ilaci GMX1777 (Sekil 3.2) gelistirilmistir [12].
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Sekil 2.7. CHS828 (A) ve GMX1777 (B) kimyasal yapilari

FK866, kutantz T-hicreli lenfoma, melanoma ve B-kronik lenfositik 16semi gibi kanser
tirlerine karsi, CHS828 ise metastazik melanoma icin faz-I/Il klinik denelemelere
bulunmus fakat kanser hiicrelerinde NAMPT ve/veya NAD" sentezini giiclii bir sekilde
inhibe ederek hicre 6limuini indikleseler de doz sinirlayici toksisite nedeniyle kanser
hastalarinda strekli bir etki olusturamamislardir. Trombositopeni ve gastrointestinal

toksisite en yaygin yan etkileri olarak belirlenmistir [13,14].

2008 yilinda Galli ve arkadaslari tarafindan yapilan bir ¢alismada, FK866 yapi analoglari
gelistirmek amaciyla FK866 molekiiliindeki amit grubu yerine biyoizosteri triazol grubunun
getirilmesiyle bir seri molekil tasarlanmis ve FK866’ya en yakin etki gdsteren molekilin

TRON-8 (Sekil 2.8) oldugu bildirilmistir [53].

O
\ 7 N
@\@

Sekil 2.8. TRON-8 kimyasal yapisi
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2009 yilinda Kang ve arkadaslari, FK866 yapisindaki piridin halkasina riboz grubunu
ekleyerek 1S001 (Sekil 2.9) molekilinl elde etmis fakat riboz halkasinin molekiile ait

¢Ozunurlik ve enzim etkilesimi 6zelliklerini gelistirmedigini bildirmislerdir [54].
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Sekil 2.9. 1S001 kimyasal yapisi

2010 yilinda triazol iceren bir seri yeni FK866 analoglari sentezlenmis ve bunlardan
bazilarinin gesitli kanser hiicrelerinde sitotoksik etkisi oldugu ve NAD" seviyesinde azalma
meydana getirdigi gosterilmistir [55]. Daha sonraki yillarda sentezlenen bu molekillerden
GPP78’in (Sekil 2.10) suda ¢ozunirliginin az olmasi ve in vitro stabilitesinin dlisiik olmasi
nedeniyle molekil lGzerinde ¢esitli degisiklikler yapilmistir. Triazol halkasi yerine gesitli
heteroaromatik halkalar; amit grubu yerine ise hidrolize daha dayanikli eter, ters amit,
stlfonamit gibi gruplar kullanilarak sitotoksik aktiviteleri 6l¢tlmustir. Triazol halkasinin
cesitli baska halkalar ile degistirilmesinin aktiviteyi azalttigi gorilmustir. Yeni GPP78
analoglari arasinda eter grubu iceren molekilin (Sekil 3.5) hem etkili bir NAMPT
inhibitori (ICsp=3.8 nM) oldugu hem de metabolik olarak stabilitesinin yliksek oldugu

bildirilmistir [56].
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Sekil 2.10. GPP78 (A) ve eter analogu (B) kimyasal yapisi

2010 yilinda yapilan baska bir calismada, daha once sitotoksik etkisi oldugu bilinen
CB30865 kodlu molekilin (Sekil 2.11) NAMPT enzimini nanomolar diizeyde inhibe ettigi

gosterilmistir [57].
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Sekil 2.11. CB30865 kimyasal yapisi

2011 yilinda You ve arkadaslari, FK866 yapisindaki piridin halkasi yerine aktif bolgede
riboz grubu gibi etkilesim gosterebilen basit heteroaromatik halka kombinasyonlari
denemislerdir [45,54,58]. En aktif FK866 analogu olan Bilesik 1 (ICso=1.4 uM) (Sekil 2.12)
[6semi hiicrelerine karsi FK866’dan (IC50>20 uM) daha iyi bir sitotoksik etki gostermis,
bunun nedeninin de pirol halkasinin azot atomunun aktif bolgede Asp219 ile gosterdigi ek

etkilesimler oldugu 6ne surilmustir [58].
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Sekil 2.12. Bilesik 1 kimyasal yapisi

2013 yilinda Christensen ve arkadaslari, FK866 ve CHS828 molekiillerinin NAMPT ile
etkilesimde 6nemli oldugu dislinllen ortak kimyasal yapilarindan yola ¢ikarak yeni
NAMPT inhibitorleri tasarlamislar, sentezlenen bilesikleri kullanarak bir yapi-aktivite
¢alismasi yapmislardir. Yapi-aktivite calismalari igin CHS828 molekiiliindeki aromatik halka
yerine hidroksamik asit esterleri; piridil bas grubu yerine fenil ve piridil tirevleri; hidrojen
bagi yapabilecek fonksiyonel grup yerine siyanoguanidin, skuarik asit ve Ure; ara zincirde
ise karbon zincirinin optimizasyonu ve zincir sonuna Ure veya skuarik asit eklenmesi gibi

cesitli modifikasyonlarla bir seri molekiil sentezlenmistir (Sekil 2.13) [18].
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Sekil 2.13. FK866 ve CHS828 molekiillerinin etkiden sorumlu ortak yapilari

Bu calismada elde edilen yeni molekiil Bilesik 2 (Sekil 2.14), cesitli kanser hiicrelerinde in
vivo ve in vitro ortamda FK866 ve CHS828 molekiillerinden daha iyi antiproliferatif etki

gostererek nanomolar seviyede NAMPT inhibisyonu gergeklestirdigi bildirilmistir [18].
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Sekil 2.14. Bilesik 2 kimyasal yapisi

2013 yilinda Zheng ve arkadaslari tarafindan yapilan bir calismada, FK866 yapisindaki
piperidin halkasinin NAM baglanma bdlgesi ile ¢cakismasi nedeniyle bu bélgenin kompetitif
inhibisyon icin bir hedef olabilecegi, bununla beraber ATP baglanma bdlgesi ile de NAM ve
PRPP baglanma bdlgelerinin ¢akistigi bildirilmistir. CS-Map yazilimi kullanarak cakisan
bolgeleri de iceren alti adet farmakofor bolge (A: piridin, B: hidrojen bagi akseptord, C:
hidrojen bagi donori, D: herhangi bir halka, E: herhangi bir polar atom, F: herhangi bir
polar atom) tanimlanmistir (Sekil 2.15) [59]. A, B ve C farmakofor gruplarinin dahil oldugu
Uc¢ farkli farmakofor model (ABCD, EABC ve FABC) ile sanal tarama calismasi
gerceklestirilmis, ABCD farmakofor modeli ile ulasilan molekiillere ait NAMPT inhibitor

aktivitelerinin en iyi oldugu bildirilmistir.
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Sekil 2.15. CS-Map yazilimi kullanilarak elde edilen farmakofor bolgeler [59]

ABCD farmakofor modeli ile ulasilan sanal tarama ciktilarindan Bilesik 3’Gn (Sekil 3.11)
NAMPT inhibisyonunu nanomolar diizeyde (NAMPT IC5o=7 nM) gerceklestirdigi bildirilmis
ve Bilesik 3 lider bilesik olarak secilmistir. Bu bilesigin NAMPT etkilesimlerinin daha iyi
anlasilabilmesi ve vyapi-aktivite calismalari ile yeni molekillere ulasiimasi amaciyla
NAMPT:Bilesik 3 kompleksinin x-ray kristali elde edilmistir (PDB kodu: 4JR5). Elde edilen
kompleksten yola c¢ikilarak NAMPT inhibitorleri icin tG¢ ana gruptan olusan genel bir yapi
belirlenmis (Sekil 2.16) ve bu gruplar lzerinde yapilan modifikasyonlarla yeni NAMPT

inhibitorlerine ulasmak amacglanmistir [59].

0]
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Sekil 2.16. Bilesik 3 kimyasal yapisi ve Ui¢ ana etkilesim bolgesi

Sol bolgede bulunan piridil grubu fenil halkasi ile yer degistirildiginde aktivitede dusls
gozlenmis, fakat azot atomu aromatik halkanin disinda oldugunda aktivitede dusls
olmamistir. Piridin halkasinin elektronca fakir olmasi nedeniyle yerine konulan fenil
halkasinin farkli konumlarina flor eklenmis fakat aktivitede dilisiis meydana gelmistir.
Piridin halkasi Gzerinde yapilan degisiklikler sonucu niikleofilik azot atomunun sol bolgede

aktivite icin 6nemli oldugu anlasiimis ve PRPP ile etkilesim icin gerekli oldugu
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distnilmistir. NAMPT:Bilesik 3 kompleksinin yapisina gore Bilesik 3’lGn baglayic
bolgesinde bulunan tiyolre grubunun kikiirt atomu Ser275 amino asidi ile hidrojen bagi
yapmadigl icin daha uygun bir baglanma geometrisi olusturacagl distnilen Ure ile
degistirilmis ve aktivitede artis gézlenmistir. Daha sonra Ure fonksiyonel grubunun piridin
halkasina uzakhgl degistirilmis ve optimal uzakligin bir karbon sayisi kadar oldugu
anlasiimistir. Sag bolgede bulunan fenil halkasinin dar bir bélgede bulunmasi nedeniyle
meta ve orto konumlarda bulunan substitlientlerin sterik olarak aktif bolgeye yerlesmeyi
engelledigi dustntlmuistir. Sulfon grubu ise eter, keton ve amit gruplar ile yer
degistirildiginde aktivitenin azaldig gozlenmistir. Terminal bolgede bulunan piperidin
grubu gesitli gruplar ile degistirilmis ve sonug olarak ¢ozlinlrlik, aktivite ve mikrozomal
stabilite agisindan ulasilan en uygun molekilin Bilesik 4 (NAMPT [Cs50=0.007 uM) (Sekil
2.17) oldugu bildirilmistir [59].

Sekil 2.17. Bilesik 4 kimyasal yapisi

NAMPT:Bilesik 3 kompleksine ait x-ray kristal yapisi incelendiginde, Bilesik 3’Un tasidig
tiyoure grubunun Asp219 ve Ser241 ile su-aracili hidrojen bagi yaptigi gorilmektedir. Bu
amino asitlerle dogrudan hidrojen bagi olusturmak ve boéylece daha siki bir baglanma
saglamak amaciyla tiyolire, azaindol halkasina baglh amit grubu ile degistirilmistir. Fenil
halkasi ile amit grubu arasina metilen grubu eklenerek Bilesik 5 (NAMPT ICs50=9 nM) (Sekil
2.18) elde edilmis, NAMPT ile olusturdugu kompleksin x-ray kristali yayinlanmistir (PDB
kodu: 4KFN) [60].
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Sekil 2.18. Bilesik 5 kimyasal yapisi

Ure tiirevi NAMPT inhibitérlerinin suda c¢oziinirliiklerinin az olmasi nedeniyle i¢/dis
hidrojen bag ozelliklerini degistirmek amaciyla 2,3-dihidro-1H-pirolo[3,4-c]piridin
yapisinda Ure tirevi molekiller elde edilmistir. Bu molekiller arasinda Bilesik 6 ile
(NAMPT IC50=0.010 uM) (Sekil 2.19) ¢oziinirliik sorununun ¢ozuldigi bildirilmistir [61].

}\_NFQ «

O
S
I

O

Sekil 2.19. Bilesik 6 kimyasal yapisi

Yapi-aktivite ¢alismalari ile azaindol halkasi yerine farkl 5(6)-heterosiklik halkalar igeren
cesitli molekullere ulasiimis, bu molekdller arasinda imidazolopiridin halkasi iceren sulfon
tirevi Bilesik 7’nin (NAMPT IC50=0.005 puM) ( Sekil 2.20 ) gesitli insan timor hiicrelerine

karsi in vivo ve in vitro ortamda sitotoksik etki gosterdigi bildirilmistir [60].
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Sekil 2.20. Bilesik 7 kimyasal yapisi

NAM-NAD"® déniisimiiniin inhibe edilmesinin retinal dokuya zarar verebilecegi yapilan
calismalarda gosterilmistir [62]. Bu nedenle Zheng ve arkadaslari, retinal penetrasyonu
azaltmak icin daha az bazik O6zellikte indazol tlirevi molekiller elde etmisler, bu
molekillerden yola cikilarak yapilan yapi-aktivite ¢alismalari icin 1H-pirazolo[3,4-b]piridin
turevi cesitli silfonamit ve biaril siilfon yapisinda molekdiller gelistirmislerdir. Biaril stilfon

yapisindaki GNE-618 bilesiginin (Sekil 2.21) nanomolar seviyede hem biyokimyasal ve
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hiicresel olarak NAMPT inhibisyonu (NAMPT ICs50=0.0061 uM) yaptigi hem de retinal

toksisitenin imidazopiridin tiirevlerine gore daha az oldugu bildirilmistir [63].

Sekil 2.21. GNE-618 kimyasal yapisi

Daha once kesfedilen etkili NAMPT inhibitorlerine gbre yapisal olarak farkli molekdllerin
kesfi amaciyla Dragovich ve arkadaslari, bir seri 3-aminopiridin tlrevi molekll elde
etmisler, bu molekillerden Bilesik 8 (NAMPT IC50=19 nM) ve Bilesik 9’un (NAMPT ICso=15
nM) (Sekil 2.22) gligliie NAMPT inhibitori oldugunu bildirmislerdir [64].
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Sekil 2.22. Bilesik 8 (A) ve Bilesik 9 (B) kimyasal yapilari

2014 yilhinda yapilan bir ¢alismada, NAMPT:FK866 kompleksi ile elde edilen farmakofor
model kullanilarak yapilan sanal tarama ¢alismasi sonucu etkili bir NAMPT inhibit6ri olan

AS1604498 bilesigine (NAMPT ICso=44 nM) (Sekil 2.23) ulasiimistir [65].

I 74 |
— H FN
O N\/\/N\)
o
Sekil 2.23. AS1604498 kimyasal yapisi

Gianetti ve arkadaslari tarafindan farkli yapida NAMPT inhibitorleri gelistirmek amaciyla
fragman-temelli tarama yontemi kullanilarak ¢esitli fragmanlarin x-ray kristal yapilari elde

edilmis ve aktif bolgedeki etkilesimleri incelenmistir. Bu taramalar sonucunda o6nci
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fragman olarak trans-2-(piridin-3-il)siklopropan karboksilik asit secilmis ve Bilesik 10

(NAMPT IC50=5.1 nM) (Sekil 2.24) gelistirilmistir [66].

Sekil 2.24. Bilesik 10 kimyasal yapisi

Zheng ve arkadaslari tarafindan daha 6nce bildirilen amit iceren biaril stlfon tlrevi aktif
bir molekuliin [63] amit grubu yerine CHS828 yapisindaki siyanoguanidin grubu getirilmis,
elde edilen molekiliin sag bolgesinde yer alan terminal fenil grubu gesitli halkalarla
degistirilerek gerceklestirilen yapi-aktivite calismasi sonucu Bilesik 11 (NAMPT [Cs0=2.5
nM) (Sekil 2.25) gibi etkili NAMPT inhibitorlerine ulasildigi bildirilmistir [67].
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Sekil 2.25. Bilesik 11 kimyasal yapisi

Zu ve arkadaslari tarafindan gerceklestirilen sanal tarama ¢alismasi sonucu benzotiyofen

trevi Bilesik 12’ye (NAMPT 1C50=0.15 uM) (Sekil 2.26) ulasilmistir [9].
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Sekil 2.26. Bilesik 12 kimyasal yapisi

Bu calismanin ardindan 2015 yilinda Chen ve arkadaslari, benzotiyofen halkasi iceren yeni
NAMPT inhibitorleri sentezlemisler, benzotiyofen vyerine sibstitlie-tiyofen halkasi
yerlestirildiginde de NAMPT inhibisyonunun devam ettigini gostermislerdir. Tiyofen tiirevi

molekillerden Bilesik 13 (NAMPT IC50=0.17 uM) (Sekil 2.27), etkili bir NAMPT inhibitori
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olarak bulunmus, ayni zamanda HepG2 kanser hicrelerine karsi in vitro ortamda

sitotoksik aktivite gosterdigi (ICs0=3.9 uM ) bildirilmistir [2].
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Sekil 2.27. Bilesik 13 kimyasal yapisi

2015 yilinda Wang ve arkadaslari, NAMPT enzimini hedef alarak yiksek g¢iktili tarama
(high throughput screening, HTS) sistemi ile yaptiklari bir ¢alisma sonucu F671-0003
bilesigine (Sekil 2.28) NAMPT inhibitori (NAMPT 1C5o=85 nM) olarak ulasmislar, HepG2
kanser hicrelerine karsi in vitro ortamda sitotoksik aktivite gosterdigi de bildirmislerdir

[68].
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Sekil 2.28. F671-0003 kimyasal yapisi

2016 yilinda Clark ve arkadaslari, yapi- ve ligand-temelli sanal tarama yontemi kullanarak
yeni NAMPT inhibitorleri kesfetmislerdir. Yapi-temelli sanal tarama yontemi sonucu 630
molekl secilmistir. Ligand-temelli sanal tarama icin ise yapisal olarak farkhh NAMPT
inhibitorleri MPI-0479626 (Sekil 2.29) ve FK866 kullaniimis ve 417 molekiile ulasiimistir.
Cesitli filtreleme basamaklarindan sonra ulasilan 5 adet bilesik (Sekil 2.30) NAMPT
inhibitord olarak (NAMPT IC50=100 nM-1 uM) bildirilmistir [57,69].
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Sekil 2.29. MPI-0479626 kimyasal yapisi
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Sekil 2.30. Sanal tarama sonucu kesfedilen NAMPT inhibitorleri

NAMPT aktif bolgesinin cogunlukla hidrofobik 6zellikte oldugu ve NAMPT inhibitorlerinin
sag bolgesinde bulunan kuyruk kisminin hidrofobik etkilesimlerde 6nemli rolii oldugu
bilinmektedir [32]. Bai ve arkadaslarinin gerceklestirdigi yapi-temelli ila¢ kesfi calismalari
sonucu, FK866 yapisindaki 3-(piridin-3-il)akrilamit kalintisini koruyarak, baglayici uzunlugu
ve kuyruk kisminin esnekligini degistirerek cesitli molekillere ulasiimistir. Bu molekiller
arasindan Bilesik 14’n glicli NAMPT inhibitori 6zelligi (NAMPT 1C50=25.3 nM) (Sekil 2.31)
gosterdigi bildirilmis, elde edilen aktiviteye hidrofobik etkilesimler gosteren azot atomuna
bagli olan izopropil grubunun ve optimal baglayici uzunlugunun sebep oldugu belirtilmistir

[70].
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Sekil 2.31. Bilesik 14 kimyasal yapisi

Wilsbacher ve arkadaslari tarafindan 2017 yilinda yapilan bir calismada, timor hiicrelerine

karsi sitotoksik etki icin yarismali inhibitorlerin NAMPT ile dogrudan fosforibozil katim
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ardnd olusturmasina gerek olmadigi bildirilmistir. Calisma, fosforilasyon igin gerekli
oldugu duisinilen aromatik azot atomu icermeyen izoindol tiirevi A-1293201 (Sekil 2.32)

kullanilarak gergeklestirilmistir [71].
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Sekil 2.32. A-1293201 kimyasal yapisi

Ayni ¢alisma grubu tarafindan izoindol Ure tirevi bir seri molekil Uzerinde yapi-etki
calismalan yapilmis, klinik calismalarda yer alan FK866 ve GMX1778 molekillerinde
yasanan oral biyoyararlanim sorununu ¢dézmek amaglanmistir. Calismada Bilesik 15 gikis
noktasi olarak segilerek, daha iyi oral biyoyararlanima sahip NAMPT inhibitorleri Bilesik 15
ve Bilesik 16’ya ulagildigi bildirilmistir (Sekil 2.33) [80].

Sekil 2.33. Bilesik 15 (A) ve Bilesik 16 (B) kimyasal yapilari

2017 yilinda Zhao ve arkadaslari tarafindan yapilan ¢calismada, farmakofor model-temelli
sanal tarama sonucu ulasilan NAMPT inhibitorlerinin hematolojik ve retinal toksisite
gosterdigi bulunmus, hematolojik toksisite ortama eklenen nikotinik asit ile elimine
edilirken retinal toksisite azaltilamamistir. Retina bariyerine gecisin ve bunun sonucunda
olusan retinopatinin 6nlenmesi amaciyla ile permeabilitenin azaltilmasi ve polaritenin
arttirilmasi disinilmustir. Bu hipoteze dayanilarak kesfedilen selektif, etkili ve oral aktif

LSN3154567 molekilid (NAMPT 1C50=3.1 nM) (Sekil 2.34) in vivo ve in vitro ¢alismalarda
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kanser hiicreleri lzerine yliksek antiproliferatif ozellik gosterirken retinal hicrelerde

toksisitenin olusmadig bildirilmistir [49].

O
(e}
N™ \V/H\N o
M\
N O

Sekil 2.34. LSN3154567 kimyasal yapisi

Neggers ve arkadaslari tarafindan 2018 yilinda yayinlanan bir calismada, temel genlerin
CRISPR-Cas-temelli mutagenez taramasi sonucu KPT-9274 molekilinidn (Sekil 2.35)
ivilestirilmis farmakokinetik 6zelliklere sahip yeni bir NAMPT inhibitori sinifinin temsilcisi
oldugu bildirilmis, NAMPT:KPT-9274 kompleksinin x-ray kristal yapisi (PDB kodu: 5NSD)
aydinlatilmistir [73]. Ayrica pek c¢ok calisma ile in vitro olarak ve preklinik modellerde
antikanser etkisi kanitlanmis ve faz | klinik denemelere alinmistir (clinicaltrials.gov:

NCT02702492).

Sekil 2.35. KPT-9274 kimyasal yapisi

Palacios ve arkadaslari, NAMPT x-ray kristal yapilari ve kendi molekil kitGphanelerini
kullanarak molekiiler docking calismalari ile yaptiklari fenotipik tarama sonucu NAMPT
inhibitori olan Bilesik 17'ye (A2780 CTG testi ile NAMPT ICso=7 nM) (Sekil 3.31)
ulasmislardir. Bu molekil Gizerinden gerceklesen yapi-temelli ila¢ tasarimi calismalari ile iyi
derecede hiicresel NAMPT inhibitor etkisi yarattigi 6ne sirilen iki motife ulastiklarini

bildirmislerdir; (S,S)-siklopropil karboksamit ve (S)-1-N-feniletilamit. Bu hipoteze gore elde
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ettikleri Bilesik 18 (A2780 CTG testi ile NAMPT IC50=5 nM) ve Bilesik 19 (A2780 CTG testi
ile NAMPT ICs0=1 nM) (Sekil 2.36), NAMPT inhibitoru olarak bildirilmistir [74].
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Sekil 2.36. Bilesik 17 (A), Bilesik 18 (B) ve Bilesik 19 (C) kimyasal yapilari
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3. YONTEM

3.1. Farmakofor Modelleme

Farmakofor modelleme galismalari, Schrodinger Kigiik Molekil ilag Kesfi programi (Small-
Molecule Drug Discovery Suite 2018-1, Schrodinger, LLC, New York, NY, 2018) kullanilarak

yapilmistir.

3.1.1. Veri seti olusturma ve molekiillerin hizalanmasi

Farmakofor model olusturmak amaciyla daha 6nce insan NAMPT enzimi Uzerinde
inhibitor etkileri bildirilmis siyanoguanidin, lire ve amit tirevi toplamda 27 adet NAMPT
inhibitori  literatlirden derlenmis [2,59-61,63,64,67,69,70,75-77] ve veri seti
olusturulmustur. Molekiller, Schrédinger programinin Maestro ara ylzinde cizilmis ve
LigPrep (Schrodinger Release 2018-1: LigPrep, Schrodinger, LLC, New York, NY, 2018)

moddli ile varsayilan degerler kullanilarak i¢ boyutlu yapilar hazirlanmigtir.

Farmakofor model olusturma sirecinden 6nce, molekillerin  hizalanmasi
gerceklestirilmistir. insan NAMPT x-ray kristal yapilarina bagh olarak bulunan
siyanoguanidin tirevi (PDB kodu: 4LTS) [67], Ure tlirevi (PDB kodu: 4JNM) [75] ve amit
turevi (PDB kodu: 4M6P) [63] koligandlara ait biyoaktif konformasyonlar sabit tutularak,
hizalamalarda referans olarak kullaniimis, islem sonunda hizalanmis lg¢ ayri molekiil seti
elde edilmistir: i) Siyanoguanidin tirevi koliganda hizalanmis veri seti, ii) Ure tirevi
koliganda hizalanmis veri seti ve iii) Amit tlrevi koliganda hizalanmis veri seti.
Molekdllerin hizalanmasi, Scrédinger programinin Flexible Ligand Alignment modilu ile

ortak yapi iskeletleri temel alinarak gergeklestirilmistir.
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3.1.2. Farmakofor model olusturma

Olusturulan tiim farmakofor modeller icin belirlenmesi istenilen farmakofor ozellikler,
hidrojen bagi akseptori (A), hidrojen bagi donéri (D), hidrofobik grup (H), negatif yikli

grup (N), pozitif yiikli grup (P) ve aromatik halka (R) olarak tanimlanmistir.

Ortak farmakofor yéntemi

Elde edilen hizali molekil setleri kullanilarak Schrédinger programinin Phase modiliinde
yer alan “Developing Pharmacophore Model” protokolii ile (i¢ adet farmakofor model
elde edilmistir. Modelleri olusturmak icin kullanilan veri seti molekiillerinin 1Cso olarak
bildirilen in vitro NAMPT inhibisyon degerleri plCso (-log(ICso)) degerlerine cevrilmis,
molekduller aktif (19 molekil) ve inaktif set (9 molekil) olarak gruplandiriimistir (plCso
degeri > 5,5: aktif; plCso degeri < 5,5: inaktif). Ortak farmakofor hipotezleri olusturulmus,
puanlanmis, aktif ve inaktif molekillerin katkisi temel alinarak siralanmistir. Bu siralamada

en iyi sonuglari veren hipotezler, farmakofor model olarak belirlenmistir.

E-farmakofor yontemi
Schrédinger programinin Phase modiliinde yer alan ve ligand atomlarinin aktif bolge ile
etkilesim enerjilerini temel alan E-Farmakofor yontemi [78] kullanilarak ¢ NAMPT:

inhibitér kompleksi icin farmakofor modeller elde edilmistir.

3.1.2. Farmakofor model dogrulama

Segilen farmakofor modeller, performanslarinin degerlendirilmesi i¢in dogrulama islemine
tabi tutulmuslardir. Decoy finder programi [79] ile ZINC “drug-like” bilesik kitlphanesi
Uzerinden 1240 adet insan NAMPT enzimine kargi aktivitesi olmayan molekil elde
edilmistir. Bunun yaninda, veri setine eklenmeyen fakat literatiirde insan NAMPT inhibitor
aktivitesi bildirilen 50 adet inhibitor secilmistir. Bu iki molekiil seti birlestirilerek toplamda
1290 adet (50 aktif, 1240 inaktif) molekilden olusan dogrulama seti elde edilmis ve
farmakofor modeller kullanilarak tarama yapilmistir. Tarama sonuclari, farmakofor
modellerin verimini ve yeterliligini ortaya koyan dogruluk, hassasiyet, EF ve GH gibi

gostergeler hesaplanmis, ROC analizleri gerceklestirilmistir. ROC analizleri sonunda RIE,
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ROC, BEDROC ve AUAC gibi parametreler hesaplanmis, farmakofor modellerin
performanslari bu parametreler (izerinden degerlendirilmistir. Ayrica sanal tarama
basamaginda kullanilmak (izere ROC grafiklerinde, her model igin “model yorulma

noktas!” belirlenmistir.

3.2. Sanal Tarama

Sanal tarama basamagi, dogrulanmis farmakofor modeller ile yaklasik 13 milyon
molekilden olusan ZINC “drug-like” sanal kitliphanesi kullanilarak hizli esnek arama
yontemi Uzerinden gergeklestirilmis, dogrulanmis farmakofor modelin tasidigi ozellikleri
karsilayan molekiller tarama ¢iktisi olarak belirlenmis ve farmakofor uyum puanina gore
siralanmistir. Elde edilen sanal tarama ¢iktisi molekiiller, filtreleme basamagina gegcirilmis,
ilk filtre olarak ROC analizlerinde [80] her farmakofor model icin belirlenen “model
yorulma noktasi” uygulanmistir. Dogrulanmis modellere ait performanslarin bozulma
gosterdigi ylizdeye gore sanal tarama ciktisi molekullerin ilgili ylGzdelik dilimleri
degerlendirmeye alinmistir. Daha sonra Lipinski'nin bes kurali, ADMET, sentezlenebilme,
reaktivite ve gorsel inceleme gibi filtrelerle ikinci bir inceleme gerceklestirilmis ve tim

filtrelerden gecgen sanal tarama ciktilari molekiler docking basamagina iletilmistir.

3.3. Molekiiler Docking

3.3.1. Protein hazirlama ve aktif bolge tanimlama

insan NAMPT x-ray kristal yapilari (PDB kodlari: 4LTS, 4JNM, 4M6P), RCSB Protein Data
Bank veri tabanindan indirilmis, Schrédinger programinin Protein Preparation Wizard
modult kullanilarak hazirlanmistir. Hazirlik asamasinda aktif bolgedeki kristal su
molekulleri (HOH709, HOH715, HOH722, HOH731, HOH737, HOH743, HOH769, HOH826,
HOH873, HOH894, HOH988, HOH1005, HOH1006, HOH1013, HOH1014) hari¢ tim su
molekilleri silinmis, hidrojen atomlari eklenmis, eksik veya yanlis atom tipleri
diizeltilmistir. OPLS-2005 kuvvet alani uygulanarak RMSD degeri en fazla 0,3 A olacak

sekilde enerji minimizasyonu yapilmistir. Enzim x-ray kristal yapisina bagli inhibitor
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molekil secilerek, inhibitoriin cevresinde aktif bolgeyi koordinatlariyla tanimlayan 20
A’luk bir kutu (grid), “receptor grid generation” paneli ile olusturulmustur. Bu asamada
kuvvet alani olarak yine OPLS-2005 kullanilmis, Van der waals 6lceklendirme faktorid 1,00
ve yuk parcali kesme noktasi 0,25 olarak tanimlanmistir. Elde edilen reseptor grid

dosyalari molekiler docking calismasinda kullaniimak tzere kaydedilmistir.

3.3.2. Sanal tarama is akigi (virtual screening workflow) protokolii

Molekiler docking ¢alismalari, Schrodinger programinin Glide modiiliine ait sanal tarama
is akisi protokoliine [81] gore gerceklestirilmistir. Protokol cok basamakli bir is akisindan
olusmaktadir: (i) Glide yuksek c¢iktili sanal tarama (HTVS), ii) standart duyarlilik (SP) ile
docking, iii) ekstra duyarliik (XP) ile docking ve iv) MM-GBSA ile islem sonrasi
degerlendirme. Filtreleme basamagindan basariyla gecen sanal tarama ciktisi molekdller,
ilgili insan NAMPT kristal yapisina sanal tarama is akisi protokoli ile yerlestirilmis, elde
edilen baglanti modlari XP Gscore ile puanlandiriimistir. Protokoliin ilk basamaginda
(HTVS) elde edilen en iyi konformasyonlarin 5 tanesi ikinci basamaga gecebilmistir. SP
puanlama fonksiyonu ile gerceklesen basamaktan ise en iyi 3 konformasyonun XP
basamagina gecmesine izin verilmistir. SP puanlama fonksiyonu ile gerceklesen
basamaktan gecebilen baglanti modlari MM-GBSA hesaplamasi ile o molekil icin final
baglanti modunu olusturmus, XP Gscore Uzerinden siralanmistir. XP Gscore puani -5
kkal/mol degerinden yiiksek olan baglanti modlarina sahip molekiller elenmistir. Kalan
molekdller ise aktif bdlgeyi olusturan amino asitlerle beklenen etkilesimleri saglayip
saglamadigina ve ayni zamanda ilgili farmakofor modele de uyumu saglamasina gore
tekrar incelenmis, sonug olarak 31 adet molekiile ulagilmistir. Bu molekillerden 10 adeti

aday molekiil olarak secilmis ve satin alinmistir.
3.4. in Vitro NAMPT inhibisyon Testi
Sanal tarama ciktisi bilesiklerin in vitro NAMPT inhibitor etkilerinin belirlenmesinde BPS

Bioscience NAMPT Inhibitor Screening Assay Kiti (Katalog No: 71276) [82] Uretici firmanin

belirledigi protokole uyularak kullanilmistir. Referans bilesik olarak NAMPT inhibitori
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FK866 secilmistir. Sanal tarama bilesikleri ve FK866, 300, 100, 30 ve 10 uM olmak {izere
dort konsantrasyonda taranmistir. Substratlardan olusan ana karisim 12,5 pl NAMPT test
tamponu + 2,5 pl ATP + 2,5 pl nikotinamit + 2,5 pl PRPP + 2,5 ul %30’luk etanol + 12,5 pl
su olacak sekilde hazirlanmistir. 96-kuyucuklu plakaya ana karisimdan 30 pl/kuyucuk
konmustur. Koér ve pozitif kontrol kuyucuklari disindaki kuyucuklara 10 pl/kuyucuk
miktarinda sanal tarama bilesiklerinin DMSO-su karisimindaki ¢ozeltileri eklenmistir. Final
konsantrasyonda DMSO miktari, en fazla %1 olacak sekilde belirlenmistir. Kér ve pozitif
kontrol kuyucuklarina 10 pl/kuyucuk olacak sekilde sanal tarama ciktisi bilesiklerin
¢0Ozliclisii olan DMSO-su karisimi eklenmistir. En son olarak da NAMPT diliisyon tamponu
ile seyreltilen 30 ng/ul konsantrasyonundaki insan rekombinant NAMPT enzimi (Katalog
No: 91004) kor disindaki tiim kuyucuklara 10 pl miktarinda konmustur. Karisim, 2 saat
siireyle 30 °C’de inkiibe edilmis, siire sonunda floresan isima eksitasyon 340 nm, emisyon
460 nm dalga boylarinda SpectraMax i3 (Molecular Devices) marka cihazda okunmustur.
Elde edilen degerler, kor kuyucuklarindan okunan floresans degerlerine gére normalize
edilmis ve enzim %inhibisyon degerleri asagida verilen esitlige (Es. 3.1) gore
hesaplanmistir. Her bir deney iki defa tekrarlanmistir. ICso degerleri GraphPad Prism
programi (v7.04, demo, GraphPad Software Inc., San Diego, CA) ile nonlinear regresyon

(inhibitor vs responce) yontemi izerinden hesaplanmistir.

Enzim aktivitesiy;jesix — KOr

% inhibisyon =1 — ( x100) (3.1)

Enzim aktivitesiyoniror — KOT
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4. BULGULAR

4.1. Molekiiler Modelleme Bulgulari

Molekdillerin NAMPT enzimine karsi gosterdikleri inhibitor etkiden sorumlu ana gruplari
ve bu gruplarin konumlarini belirleyen farmakofor modellerin olusturulmasi igin
literatlirde insan NAMPT enzimi izerinde inhibitor etkileri bildirilmis amit, siyanoguanidin
ve Ure tirevi toplamda 28 molekdl [2,59-61,63,64,67,69,70,75-77] (V1-27) plCso
degerlerine gore aktif (19 molekil) ve inaktif (9 molekil) olarak gruplandirilarak
kullaniimistir. Farmakofor hipotezi olusturma basamaginin 6éncesinde, ortak yapilarin st
Uste gelmesini saglamak amaciyla yapilan molekil hizalamasi icin referans konformasyon
olarak insan NAMPT x-ray yapisindaki ¢ koligand inhibitorin (A-ref, S-ref, U-ref) biyoaktif

konformasyonlari segilmistir (Cizelge 1).

Cizelge 4.1. NAMPT inhibitorlerinden olusan veri seti

0
A-Ref

N N
PDB 4 7,27
( N H@ 0 L 2,16 - -
kodu: N™ N 5 (aktif)
4M6P) © \©

AN

S-Ref NTS N

| |
(PDB Z N)\N 8,36
. H H o) _ - 1,81 -
kodu: / (aktif)
S OCF,4
4LTS) & \©/
O\\S\\
o)

g

U-Ref

PDB 8,52

I: du: Jok ktif ) ) 3,00
odu: NN N (aktif)

4JNM) L H H

HoN
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Cizelge 4.1. (Devam) NAMPT inhibitorlerinden olusan veri seti

Farmakofor uyum puani

Kod Molekdl pICso
Model 1 Model 2 Model 3
_N
ous
Ay
H H 0 8,76
Vi S// . 2,03 1,80 2,56
O// | SN (aktif)
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| |
H o H 0
g 9,22
V2 PN . 1,99 1,76 2,31
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_ F
F
_N
SR
_ N)\N
H H fol 8,44
v3 & , 2,08 1,85 2,67
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o
N
l Z
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NN N 8,69
' P ' - - ;
V4 P N N/\/\/\/O kf
i T, o
cl

(@] v
o) 7,88
V5 M /©/ 3,00 1,67 2,96
'\i\ N™ °N (aktif)

S\
V6 JOJ\ /©/ © 75 2,90 1,68
XX N N q ’ ’ -
N N (aktif)

—=Z

s S 4,95
V7 J\ (@) naktif 2,88 2,05 -
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Cizelge 4.1. (Devam) NAMPT inhibitorlerinden olusan veri seti

Kod

V8

V9

V10

V11

V12

Vi3

Via

V15

V1eé

Molekul

N
SO
SN o
| J H
N
Qu_NH
o 2
M °
N NN
| H H
=
X
| H H
N~ N\n/N\/\O
o)
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(inaktif)
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(inaktif)
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(aktif)
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Farmakofor uyum puani

Model 1
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2,24
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Model 2

2,12

2,37

3,00

2,20

2,09

1,96

1,98

Model 3

2,95

2,50

2,64

35
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Cizelge 4.1. (Devam) NAMPT inhibitorlerinden olusan veri seti

Kod
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Cizelge 4.1. (Devam) NAMPT inhibitorlerinden olusan veri seti

Farmakofor uyum puani

Kod Molekil pICso
Model 1 Model 2 Model 3
™9
2NN N\
H N 4,00
V27 \ ) i - ;
(inaktif)

0
(e}

Her bir biyoaktif konformasyona veri setini olusturan 28 molekil, Schrodinger programi
Flexible Ligand Alignment modulu ile hizalanmistir. Hizali 28 molekilden olusan (g farkli
molekil seti (Sekil 4.1) ortak farmakofor yontemi ile farmakofor hipotezlerin elde

edilmesinde kullanilmistir.

Sekil 4.1. V1-27 molekdllerinin (A) A-ref molekilline, (B) S-ref molekiliine, (C) U-ref
molekuline hizalanmis gosterimi
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Ug grup altinda toplanan hipotezler, Cizelge 2’de verilen puanlara gére degerlendirilmis ve
her gruptan en iyi puanlara sahip olan hipotez, final farmakofor model (Model 1-3) olarak
secilmigtir. Model 1, amit tirevi koligandin; Model 2, siyanoguanidin tlrevi koligandin;
Model 3 ise Ure tiirevi koligandin kullanildig hizalama ile elde edilen farmakofor modelleri

gostermektedir.

Cizelge 4.2. Farmakofor model belirlemede kullanilan puan tirleri

idame puani (survival score) 4,38 4,20 4,75
Bolge puani (site score) 0,57 0,42 0,98
Vektor puani (vector score) 0,94 0,90 0,99
Hacim puani (volume score) 0,68 0,58 0,66
inaktif puani (inactive score) 2,09 2,13 2,32

Ortak farmakofor yontemi ile elde edilen modellere ek olarak, ligand atomlarinin aktif
bolge ile etkilesim enerjilerini temel alan E-Farmakofor yontemi [78] araciligiyla da
farmakofor modeller (Model 4-6) Uretilmistir. Bu modeller icin U¢ ayri insan
NAMPT:inhibitér kompleksi (PDB kodlari: 4M6P, 4LTS, 4JNM) kullanilmistir. E-farmakofor
yontemi, farmakofor modellere baglanma bdlgesinin sinirlarini  belirleyen 6zellikte
hacimler (excluded volume, eV) eklemektedir. Ortak farmakofor yontemi ile elde edilen
modellere de, referans koligandi temel alinarak eslestigi e-farmakofor modellerindeki
aktif bolge sinirlayici hacimler transfer edilmistir. Sonug olarak, li¢ adeti ortak farmakofor
yontemi ile, lic adeti e-farmakofor yontemi ile olmak lzere toplamda alti adet farmakofor

model (Model1-6) elde edilmistir.

Elde edilen farmakofor modellerin sanal tarama basamagindan once dogrulanmasi
gerekmektedir. Bu amacla, literatiirde insan NAMPT inhibitor aktivitesi bildirilen ve veri
setine dahil edilmeyen 50 adet NAMPT inhibitéri (Cizelge 3) ve Decoy Finder programi
[79] ile olusturulan 1240 adet NAMPT inhibitor aktivite gdstermeyen tuzak (decoy)
molekilleri ile dogrulama seti olusturulmus, Schrédinger programinin ConfGen modiili
[83] ile konformasyon dosyasi yaratilmistir. Daha sonra bu dogrulama setinden elde

edilen 7359 adet konformer, farmakofor modellere karsi taranmistir [84]. Tarama
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sonucunda 1290 molekil, farmakofor uyum puanina gore siralanmis, Ust siralarda aktif

molekdllerin yer alip almadigi degerlendirilmistir.

Cizelge 4.3. Farmakofor model dogrulama igin kullanilan aktif bilesikler
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Cizelge 4.3. (Devam) Farmakofor model dogrulama igin kullanilan aktif bilesikler
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Cizelge 4.3. (Devam) Farmakofor model dogrulama igin kullanilan aktif bilesikler
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Farmakofor modeller Uzerinde aktif molekil seciciligini artirmak icin, farmakofor
ozelliklerine ait toleranslarin degistirilmesi, sinirlayici hacimlerin (eV) eklenmesi, aromatik
halka 6zelliklerine hidrofobik 6zelliklerin de eklenmesi gibi modifikasyonlar yapilmistir.
Farmakofor model dogrulama basamagi sonucu elde edilen sonuglar Cizelge 4’te, ulasilan

final farmakofor modellerin 6zellikleri ise Cizelge 5 ve Sekil 4.2’de verilmistir.

Cizelge 4.4. Farmakofor model performansini belirleyen parametreler

D 1290 1290 1290 1290 1290 1290
A 50 50 50 50 50 50
H 23 27 35 17 58 49
TP 20 21 28 15 22 24
FN 30 29 22 35 28 26
FP 3 6 7 2 36 25
TN 1237 1234 1233 1238 1204 1215
%Aktif verim 87 78 80 88 38 49
%Aktif oran 40 42 56 30 44 48
Se 0,40 0,42 0,56 0,30 0,44 0,48
Sp 0,99 0,99 0,99 0,99 0,97 0,98
Dogruluk 0,97 0,97 0,98 0,97 0,95 0,96
Kesinlik 0,87 0,78 0,80 0,88 0,38 0,49
GH 0,75 0,69 0,74 0,74 0,38 0,48
ROC 0,40 0,42 0,56 0,30 0,44 0,48
BEDROC 0,48 0,50 0,63 0,38 0,51 0,55
(a=20)

BEDROC

(a =160) 0,85 0,87 0,92 0,81 0,87 0,91
RIE 6,75 7,01 8,92 5,30 7,11 7,79
AUAC 0,69 0,70 0,77 0,64 0,70 0,73
EF (manuel) 22,61 20,22 20,80 22,94 9,86 12,73
EF (% 1) 22 24 26 22 26 26

*D: Veri tabanindaki toplam molekdil sayisi; A: Veri tabanindaki toplam aktif molekdil sayisi; H: Veri
tabaninin taranmasi sonucu ulasilan ¢ikti molekiil sayisi; TP (true positive): Aktif ¢ikti molekdllerin
sayisi; FN (false negative): Veri tabanindaki cikti olarak verilmeyen aktif molekil sayisi; FP (false
positive): Veri tabanindaki ¢ikti olarak goérilen inaktif molekil sayisi; TN (true negative): Veri
tabanindaki gikti olarak verilmeyen inaktif molekul sayisi; %Aktif verim: [(TP/H)x100]; %Aktif oran:
[(TP/A)x100]; Se (Sensitivity): [TP/(TP+FN)]; Sp (Specifity): [TN/(TN+FP)]; Dogruluk: [(TP+TN)/D];
Kesinlik: [TP/(TP+FP)]; GH (goodness of hit score): [(TP/4HA)(3A+H)(1-((H-TP)/(D-A)))]; ROC:
Receiver Operating Characteristic; BEDROC: Boltzmann-gelistiriimis ROC ayrimi; RIE: Robust Initial
Enhancement; AUAC: Kimelenmis egri altinda kalan alan; EF (Enrichment factor): [(TP/H)/(A/D)].
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Cizelge 4.5. Elde edilen farmakofor modeller

Farmakofor model Bilesenleri Referans molekiil ile gosterimi*
Model 1 AAADRRR

Model 2 AADDRR

Model 3 AAADRR

Model 4 DRRR

Model 5 ADRRR

Model 6 ADRRR

*Hidrojen bagi akseptori (A) kirmizi, hidrojen bagl donéri (D) mavi, aromatik halka (R) turuncu
renk ile gosterilmistir.
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’\ = |
yle (sari) birlikte insan NAMPT aktif

\ -y /
Sekil 4.2. Far

makofor modellerinin eV bilesenleri
bolgesindeki (PDB kodu: 4M6P) konumlari (A: Model 1; B: Model 2; C: Model 3;
D: Model 4; E: Model 5; F: Model 6)

Farmakofor model dogrulamasi basamagl sonucu hesaplanan parametreler
incelendiginde, Model 4-6’'nin iyi performans sergileyemedigi, tarama sonucu aktif
molekullerin agirhkli olarak bulunamadig gozlenmistir. Bu nedenle sanal tarama

basamagina, hesaplanan parametreleri kabul edilir diizeyde bulunan Model 1-3 gegmistir.
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Sanal tarama basamagi, veri tabani olarak yaklasik 13 milyon molekdil iceren ZINC “drug-
like” sanal kitliphanesi [85] kullanilarak Schrédinger programinin Phase modiiliine ait

“Ligand Database Screening” paneli Gizerinden gerceklestirilmistir [84].

Model 1 icin tarama sonunda farmakofor modele uyum gosteren 141271 adet molekiil
elde edilmistir. Modelin ROC grafigi (Sekil 4.3) incelendiginde dogrulama seti ile yapilan
taramada sonuglarinin ilk %4’lik kismini gergek aktif molekillerin olusturdugu, daha
sonraki oranlarda daha rastgele segimlerin oldugu gorilmiustir. Bu nedenle model 1 ile
ulasilan 141271 adet gikti molekulln ilk %3’lik kismi segilmistir. Bu sekilde ilk filtreleme
ile molekul sayisi 4238’e dusurilmustiir. Model 2 igin tarama sonucunda 423481 adet
molekdle ulasiimis, ROC egrisinden (Sekil 4.3) elde edilen “model yorulma noktasi” [86] ile
molekil sayisi 8469’a indirilmistir. Model 3 igin ise sanal tarama giktisi olarak 338220 adet
molekul elde edilmis, ROC egrisine gore %4 olarak belirlenen sinir, molekil sayisinin

fazlaligl nedeniyle %2’ye disirilmis ve toplamda 6764 adet molekil segilmistir.

Receiver Operating Characteristic (ROC) Receiver Operating Characteristic (ROC)
1.0 1.0
0.8 0.8
9 9
] E
= 06 = 06
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3 3
a a
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Sekil 4.3. Model 1-3 igin gizilen ROC grafikleri
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Bir sonraki filtreleme basamaginda molekiillere, Lipinski’nin bes kurali (molekil agirhg <
500 Da, LogP < 5, hidrojen bag donori sayisi £ 5, hidrojen bag akseptori sayisi < 10,
donebilen bag sayisi < 10, polar yiizey alani < 150 A%) [87] uygulanmistir. Ayrica kiralite
(kiral atom sayisi < 1), ADMET, reaktif atom tasima, sentezlenebilirlik gibi kriterler de
degerlendirilmis, uygun olmayan molekiller elenmistir. Uygulanan filtreler sonucunda
Model 1 icin 4044 molekil, Model 2 i¢in 4497 molekil, Model 3 igin ise 5734 molekiil elde
edilmis, aktif bolge tanimlama dosyalari hazirlanmis insan NAMPT x-ray kristal yapilari

kullanilarak molekiler docking calismalari gergeklestirilmistir.

Molekiler docking calismalari Schrodinger programinin Glide modiliinde yer alan “virtual
screening workflow” protokoli [81] ile gerceklestirilmistir. Model 1 ile ulasilan sanal
tarama ciktisi molekiller icin PDB kodu: 4MP6 olan, Model 2 icin PDB kodu: 4LTS olan,
Model 3 icin ise PDB kodu: 4INM olan insan NAMPT x-ray yapisi kullanilmistir. Molekiiller
enzim aktif bolgesine yerlestirildikten sonra XP Gscore puanlari ile degerlendirilmis, puani
> -5 kkal/mol olan molekiiller elenmistir. Degerlendirmeye alinan molekdllere ait baglanti
modlari, aktif bdlge amino asitleri ve su molekilleri ile gerceklesmesi beklenen
etkilesimler acisindan incelenmistir. Ayrica beklenen etkilesimleri saglayan baglanti
modlarinin, farmakofor modele uyumu da aranmistir. Sonu¢ olarak degerlendirilen
kriterlere uygun 31 molekiile (Model 1 ile 21 molekil, Model 2 ile 3 molekil, Model 3 ile 7
molekdl) ulasiimis, kimyasal yapi cesitliligi goz 6niine alinarak 10 molekil (GF1-10) final

sanal tarama ciktisi olarak (Cizelge 6) belirlenerek satin alinmistir.

4.2. Biyolojik Bulgular

Sanal tarama ciktisi olarak satin alinan GF1-10 bilesiklerinin 300, 100, 30 ve 10 uM
konsantrasyonlardaki in vitro NAMPT aktivitesi, fluorimetrik NAMPT enzim kiti kullanilarak
belirlenmistir. Deneyde referans madde olarak NAMPT inhibitérii FK866 (NAMPT IC50=14
nM) kullanilmistir. Sonuglar incelendiginde, GF2, GF3, GF5, GF6 ve GF9 bilesikleri ile
NAMPT enziminin etkilestigi kuyucuklar icin Olglilen fluorimetrik isimanin, kontrol
kuyucuklarindan daha fazla oldugu goézlenmistir. Bu durumun molekillerin flurometrik
ozelliginden kaynaklanip kaynaklanmadigini arastirmak amaciyla ayni konsantrasyonlarda

ve ayni dalga boylarinda bilesiklerin yaptigi isima élctlmistir. Olgiim sonunda GF2, GF3,
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GF5, GF6 ve GF9 bilesiklerinin fluorojenik molekiller oldugu gérilmustir. Bu nedenle bu
bilesikleri icin NAMPT-inhibitor etkilesim mekanizmasini aydinlatmaya yoénelik ileri
¢alismalar yapilmadan NAMPT lzerinde inhibitér veya aktivator etkiye sahiptir ibaresi
kullanilamamistir. GF1, GF4, GF7, GF8 ve GF10 bilesikleri i¢cin hesaplanan NAMPT

%inhibisyon degerleri Cizelge 7'de sunulmustur.

Cizelge 4.6. Satin alinan final sanal tarama ¢iktisi molekdller

GF1 ZINC36391579  -7,00 Model 1
1,66
o2 ZINC32747605  -6,76 Model 1
1,42
GF3 ZINC58210520 6,69 Model 1
1,41
N
’ i Model 3
o J\©\ R ZINC48020409  -8,66 ode
NN T 1,74
H H « ‘
o
° ) Model 2
o N ZINC32743681  -6,83 odel
i :
(6]
—Q
\ :
ore ° /\N\ i ZINC21559194  -7,80 M;O;eZIS
S N )
H F
N._ O
A I j o]
o7 [ I )K/Q ZINC32930787  -6,44 Model 1
X H 1,38
H E )
O
/\O)KQ I B Model 3
' » ZINC483542 )
GF8 Ay N 48354269  -8,00 g

S
GF9 o y ZINC13022964  -7,59 Model 3
1,66
N

Model 1

GF10 N (0} 0 ZINC40089377 -6,84
H |/ 1,51
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Cizelge 4.7. Final sanal tarama giktisi molekdllerin in vitro NAMPT inhibisyon degerleri*

% inhibisyon degerleri + standart sapma

GF1 48,26 £ 0,55 31,11+0,23 28,06 £1,57 15,29 £ 0,05
GF4 100+ 0,36 100+ 0,80 100+ 0,62 100+ 0,25
GF7 42,39 +0,26 30,17 +1,38 25,16 £1,32 8,75+0,67
GF8 66,70 £ 0,20 62,20 £ 0,66 59,45+0,41 58,52 +0,12
GF10 32,91+1,42 9,02 +0,88 6,24 £ 0,08 iy.
FK866 100 £ 0,09 100+1,21 100+ 0,84 100+ 0,21

* n=2 olarak test edilmistir, , i.y.: inhibisyon yok.

GF4 ve GF8 bilesikleri icin taranan konsantrasyonlarda NAMPT %inhibisyon degerleri
yuksek bulundugu icin bu bilesiklerin daha disik konsantrasyonlarda etkisi ayrica
incelenmistir. GF4 bilesigi icin 1 ve 0,1 uM konsantrasyonlara inilirken, GF8 bilesigi icin 3
ve 1 uM konsantrasyonlar kullaniimistir. Elde edilen sonuglara goére bu bilesikler icin

NAMPT ICso degerleri hesaplanmistir (Cizelge 8).

Cizelge 4.8. GF4 ve GF8 bilesiklerinin NAMPT ICso degerleri*

% inhibisyon degerleri + standart sapma

3 M 1uM 0,1 uM 1Cso (HM)

GF4 t.e. 14,32 + 2,59 i.y. 2,26+ 1,82

GF8 i.y. i.y. t.e. 7,42 + 2,82

* |Cso degerleri ortalama deger + standart hata olarak verilmistir, n=2 olarak test edilmistir, t.e.:
test edilmedi, i.y.: inhibisyon yok.
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5. TARTISMA

Yeni NAMPT inhibitor bilesiklere ulasmak amaciyla farmakofor-temelli sanal tarama
¢alismasi yapilan bu ¢alismada, ligand- ve yapi-temelli ilag tasarimi yaklagimlar bir arada
kullanilmistir. Literatlirden derlenen NAMPT inhibitorlerinden yola ¢ikarak olusturulan
farmakofor model ligand-temelli yaklasimi karsilarken, molekil hizalama basamaginda
NAMPT x-ray koligandina ait biyoaktif konformasyonun kullanilmasi aktif bolge
Ozelliklerini  sundugundan vyapi-temelli yaklasimin da dahil olmasini saglamistir.
Farmakofor model olusturmak icin kullanilan E-farmakofor yontemi de enzim-inhibitor

etkilesimine dayandigi icin yine bu iki yaklagimin birlestiriimesine olanak vermistir.

Bu tez ¢alismasinin molekiler modelleme béliminde gl ortak farmakofor yontemi, gl
e-farmakofor yontemi kullanilarak toplamda alti farmakofor model (Model 1-6) elde
edilmistir. Farmakofor model dogrulama basamagi sonunda elde edilen parametreler
degerlendirildiginde, alti model icerisinden Model 1, tarama sonucu 20 adet aktif
molekilt tanimis, 30 adet molekillt aktif olmasina ragmen inaktif olarak, 3 inaktif
molekili de aktif olarak tanimlamistir. Model 2, Model 1 ile benzerlik gosterirken Model
3, 28 aktif molekilli tanimis ve aktif olmasina ragmen inaktif olarak buldugu molekil
sayisi 22, inaktif olmasi gerekirken aktif olarak tanidigi molekil sayisi 7 olarak
bulunmustur. Model 4-6 icin elde edilen sonuglarda ise aktif-inaktif molekdl ayiriminin
yani %aktif veriminin Model 1-3 sonuglarina goére duisuk oldugu goézlenmistir. GH
degerlerine gore Model 1-4 kullanilabilir modeller olarak disunilirken, Model 5 ve 6
performans agisindan iyi sonuglar vermemistir. Bu nedenle sanal tarama asamasinda bu
modellerin kullanilamayacagina karar verilmistir. ROC ve BEDROC degerleri incelendiginde
ise Model 4’lin yetersiz kaldigl gorilmustir. Hesaplanan bu parametrelerin 1’e yakin
olmasi farmakofor model performansinin iyi oldugunu gosterdiginden Model 4 de sanal

taramada kullanilacak modeller disinda kalmistir.
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Dogrulama agsamasinda yapilan veri seti taramasinda yeterli performans gosteren Model
1-3, yaklasik 13 milyon bilesikten olusan ZINC “drug-like” sanal kitlphanesinin tarandigi
sanal tarama basamagina gecmistir. Sanal tarama calismasinin is akis semasi Sekil 5.1'de

Ozetlenmistir.

& ( g
Model 2 Model 3
141271 molekdil 423481 molekiil 338220 molekiil
%3’liik kisim 4238 molekil %3’luk kisim 8469 molekiil %2’lik kisim 6764 molekiil
Filtreler 4044 molekil Filtreler 4497 molekil Filtreler 5734 molekil
@l y . 93~ / 6’9
.'%f,:v‘ _'\ Molekiiler docking 2 3 S" » Molekiiler docking 25 @ Molekiiler docking
LSS PRGNS 5
e THTVS ST VS m.ﬁ S
& 2-5P s 2-SP & i 2-SP
VY 3.XP 2 N 5 xp @SS 3.XP
@ 4-MM-GBSA 5 4MM-GBSA @77\ #MM-GBSA
PDB: 4M6P PDB: 4LTS | /" PDB: 4JNM
|
\VV
21 molekiil 3 molekul 7 molekul
XP Gscore < -5 kkal/mol XP Gscore < -5 kkal/mol XP Gscore < -5 kkal/mol

Sekil 5.1. Uygulanan sanal tarama proseddriine ait is akis semalari

Sanal tarama prosediri sonunda ulasilan 31 molekil, kimyasal cesitliligi saglayacak
sekilde 10 molekiile indirilmistir. Sanal tarama ciktisi olarak belirlenen bu 10 molekil
(GF1-10) satin alinmis, in vitro NAMPT inhibitor etkileri fluorimetrik yontemle NAMPT
enzim kiti kullanilarak belirlenmistir. Ancak GF2, GF3, GF5, GF6 ve GF9 bilesiklerinin
fluorojenik 6zellikte molekiller olmasi nedeniyle bu bilesiklerin NAMPT inhibitor etkileri
hakkinda yorum vyapilamamistir. Bu bilesikleri igin aktivite c¢alismasinin kolorimetrik
Olcime dayanan enzim kiti ile tekrarlanmasi gerektigine karar verilmistir. Fluorojenik
Ozellikleri olan bilesikler disindaki GF1, GF4, GF7, GF8 ve GF10 bilesiklerinin NAMPT
%inhibisyon degerleri incelendiginde, iki NAMPT inhibitoriine ulasildigi gorilmektedir.
GF4 ve GF8 (Sekil 5.2) bilesikleri, insan NAMPT enzimini sirasiyla 2,26 uM ve 7,42 uM ICsq

degerleriyle inhibe etmektedir.
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Sekil 5.2. GF4 (A) ve GF8 (B) kimyasal yapilari

GF4 bilesiginin insan NAMPT aktif bdlgesini olusturan amino asitlerle etkilesimleri
incelendiginde, piridin halkasinin Phel93 ile, fenil halkasinin ise His191 ile m-m
etkisimlerde bulundugu gériilmistiir. Ure yapisina ait karbonil oksijeni Ser275 ile hidrojen
bagl meydana getirmistir. Tim insan NAMPT x-ray kristallerinde korundugu gortlen aktif
bolge su molekilleri ile de etkilesimler gorilmus, Gre grubunun azot atomlarina bagl
hidrojen atomlari Val242 ile HOH737 aracilikli hidrojen bagi olusturmustur. Fenil halkasina
bagl ester grubunun karbonil oksijeni HOH731 araciligi ile His191 ile hidrojen bagi
meydana getirmistir. Bu etkilesimlere ilaveten piridin halkasinin azot atomunun HOH988

ile, fenil halkasina bagh ester oksijeninin ise HOH873 ile hidrojen bagi olusturdugu

gozlenmistir.
Ser275
/
HOH873
HOH988 ‘o .
& y \f“ Vg Jo7 N
Arg196 7 (~ /1 r Valzdz
/
L HOH737
Phe193 ! o
HOH731

A His191

Sekil 5.3. GF4 bilesiginin insan NAMPT aktif bolgesindeki (PDB kodu: 4JNM) baglanti modu

GF8  bilesiginin insan NAMPT aktif bodlgesindeki enzim-inhibitér etkilesimler
incelendiginde, GF4 ile benzer bir baglanti moduna sahip oldugu gézlenmistir. GF4 bilesigi

icin gozlenen piridin halkasi-Phe193 ve fenil halkasi-His191 arasindaki m-mt etkisimleri, Gre
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grubuna ait karbonil oksijeni ile Ser275 arasindaki hidrojen bagi, Gre grubuna ait azot
hidrojenlerinin Val242 ile HOH737 aracilikli yaptigl hidrojen baglari ve ester grubunun
karbonil oksijeni ile His191 arasindaki HOH731 aracilikh hidrojen bagi, GF8 bilesigi icin de
gozlenmistir. Yine GF4 bilesigi gibi HOH873 ve HOH988 aktif bdlge su molekilleriyle
hidrojen baglari meydana getiren GF8, GF4 yapisindan farkh olarak tasidigi imidazol

halkasi Arg196 ile m-katyon etkilesimine girmistir.

Ser275

HOH873

HOH988

s

SN RN , .
SRV
p /" otz :

W /
k [ Phel193 y,
| <tz “Honra
\\/K\ His191

—

Sekil 5.4. GF8 bilesiginin insan NAMPT aktif bolgesindeki (PDB kodu: 4JNM) baglanti modu

GF4 ve GF8 bilesiklerinin aktif bolge amino asitleriyle meydana getirdikleri etkilesimlerin
FK866 gibi bilinen NAMPT inhibitorlerinin etkilesimleriyle ayni oldugu goézlenmistir. Ayrica
bilesikler, bu konformasyonda farmakofor model uyumunu da saglamistir. GF8 bilesiginin
Model 3 bileseni hidrojen bagi akseptor 6zelligini (A2) GF4 bilesigine gore tam olarak
karsilamamasi, iki bilesik arasindaki aktivite farkinin sebebi olarak dislintlmustir (Sekil

5.5).




53

Sekil 5.5. GF4 (mor) ve GF8 (yesil) bilesiklerinin insan NAMPT aktif bolgesindeki baglanma
modlari ile Model 3 arasindaki uyum

GF1 bilesigi icin belirlenen NAMPT inhibisyon etkisi, GF4 ve GF8 bilesiklerinden daha
disik bulunmustur. Model 1 ciktisi olarak ulasilan bu bilesigin insan NAMPT aktif
bolgesindeki yerlesimi ve ayni zamanda Model 1 ile olan uyumu incelendiginde, belirlenen
%inhibisyon degerini destekleyici bulgulara ulasilmistir. Ure tiirevi bilesiklerin, Ser275 ve
Val242 ile meydana getirdigi hidrojen baglarini olusturamayan GF1, piridin-Phe193 ve
fenil-His191 arasinda m-mt etkisimleri ve amit karbonili ile His191 arasinda HOH731
aracilikli hidrojen bagi meydana getirmistir. Fakat bu etkilesimleri sagladigi konformasyon,
Model 1 bilesenlerinden hidrojen bagi akseptori ozelliklerini karsilamamaktadir (Sekil
5.6). Sanal tarama ciktisi olarak molekiillerin seciminde bu durum goézlenmesine ragmen
kontrol grubu niteliginde secilen bu bilesik, calismanin kurgusunu destekler nitelikte

sonug vermistir.

=

Sekil 5.6. GF1 bilesiginin insan NAMPT aktif bolgesindeki baglanma modu ile Model 1
arasindaki uyum
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6. SONUC VE ONERILER

Bilindigi gibi molekiiler modelleme teknikleri ilag tasariminda énemli bir yere sahip olmus,
oncl bilesik elde etmek amaciyla bagvurulan ana yollardan biri haline gelmistir. Bunun
yaninda molekdillerin aktivite profillerinin gelistirmesinde de siklikla kullanilan bir yontem
olmus, kaptopril, dorzolamit, sakuinavir, zanamivir, oseltamivir, aliskiren gibi pek cok
ilacin kesfi ve gelistiriimesinde molekiler modelleme tekniklerinin bliyik katkisi olmustur

[88].

Ligand-temelli veya yapi-temelli olarak uygulanan farmakofor modelleme, hedef protein
ile ideal bir etkilesim icin gerekli elektronik ve sterik 6zellikleri tanimlamaktadir. Ligand-
temeli molekiler modelleme teknikleri hizlidir ve bdylelikle ¢ok blylk bilesik veri
tabanlarinin hizli bir sekilde taranmasinda faydalidirlar. Diger taraftan da yapi-temelli
yaklasimlar ile daha cok cesitlilige sahip aktif molekillere ulasilabilmekte, fakat ligand-
temelli yaklagimlara gore daha fazla zaman almaktadir. Tez ¢alismamiz kapsaminda
planlanan ve uygulanan ligand- ve yapi-temelli yaklasimlarin bir arada kullanilmasi ile her
iki avantaja birden sahip olunmustur [89,90]. ila¢ kesfi siirecinde kiiciik molekdil
kGtGphanelerinin sanal taramasi, ylksek ¢iktili taramaya (high throughput screening, HTS)
karsi etkili bir secenek olmustur. Molekil veri tabanlari sanal olarak taranip ilgili
farmakofor modele uyan yapilar bulunabilmektedir. Farmakofor model, sanal tarama ve
molekiler docking calismalariyla birlestirilerek yeni ve spesifik etkili molekil ¢iktilarina

ulasmak mimkinddr [89—-91].

Sonug olarak, antikanser ilag gelistiriimesinde Gmit veren bir hedef olarak goérilen ve giin
gectikce ilgi odagl haline gelen NAMPT enzimine karsi inhibitor etkili yeni molekdller
kesfetmek amaciyla, NAMPT inhibitor aktivitesi bildirilen molekiillerden ve enzim aktif
bolgesinin yapisal Ozelliklerinden yola cikilarak farmakofor modeller elde edilmis ve
farmakofor-temelli sanal tarama prosediirii uygulanmistir. Ulasilan sanal tarama ciktisi
molekillerin in vitro NAMPT inhibitor etkinlikleri degerlendiriimis ve iki yeni NAMPT
inhibitorine ulasiimistir. GF4 (NAMPT 1C50=2,26 pM) ve GF8 (NAMPT 1C50=7,42 uM)

bilesikleri ileri calismalar icin 6ncli molekiller olarak belirlenmis, inhibitor etkiyi
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iyilestirmek amaciyla molekiler modelleme yontemlerinin de destegiyle yapisal

modifikasyonlara gidilerek daha etkili inhibitorlere ulasiimasi hedeflenmistir.
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