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OZET

DOKTORA TEZi

HEDEFE DAYALI SANAL TARAMA YONTEMLERI iLE YENi ALLOSTERIK
SHP-2 INHIBITOR ADAYLARININ KESFI VE BiYOLOJIK ETKINLIKLERININ
ARASTIRILMASI

Mine ISAOGLU
Damsman: Prof. Dr. Medine GULLUCE

Amac: Bu ¢calismada, potansiyel antikanser ajanlar olarak yeni allosterik SHP-2 inhibitérlerinin
in silico ilag tasarim teknikleriyle modellenmesi ve bunlar arasindan bazi dogal bilesiklerin in
vitro biyolojik etkilerinin literatiirde ilk kez arastiritlmasi amaglanmistir.

Yéntem: Calisma iki temel asamadan olusmaktadir. Tk asamada, 250,000’den fazla kimyasal
yap1 i¢eren Ulusal Kanser Enstitiisii (NCI) kiitiiphanesinden “3 adet dogal peptit”, yapi ve ligant
temelli ila¢ tasarimi tekniklerinin bir arada uygulandigr ¢ok adimli tarama ve filtreleme
yaklagimlar1 kullanilarak yeni potansiyel allosterik inhibitdrler olarak tanimlanmustir. Ikinci
asamada ise In vitro testler kapsaminda bu bilesiklerin SHP-2 inhibisyon aktiviteleri, 24, 48 ve
72. saatlerde MCF-7 meme kanseri hiicreleri tizerindeki selektif sitotoksik-antiproliferatif
etkileri ve genotoksik 6zellikleri belirlenmistir.

Bulgular: Calisma sonucunda, yeni allosterik inhibitér adaylar1 0,021-1,329 uM araligindaki
ICs0 degerleriyle SHP-2’nin enzimatik aktivitesini inhibe etmistir. NSC523374 (L-histidil-L-
histidin; H-His-His-OH) (ICso: 1,83 uM ve SI> 134,3) ve NSC374121 (L-histidil-L-tirozin; H-
His-Tyr-OH) (ICso: 6,13 uM ve SI: 3,7)’in 48. saatte MCF-7 hiicrelerine karsi ¢ok giiglii ve
secici bir sitotoksik-antiproliferatif etkiye sahip oldugu belirlenmistir. Ayrica bu bilesiklerin en
yiiksek uygulama dozunda dahi genotoksik etkilerinin olmadigi ortaya konulmustur.

Sonug¢: Calismada elde edilen bulgular, bu arastirma kapsaminda yeni ve gii¢lii allosterik SHP-
2 inhibitorleri olarak rapor edilen imidazol iceren dogal kaynakli dipeptitlerin, SHP-2 agir1
eksprese eden meme kanserinin tedavisi i¢in umut verici antikanser ila¢ adaylar1 olabilecegini
gostermektedir.

Anahtar Kelimeler: SHP-2 inhibitorleri, allosterik modiilasyon, meme kanseri, yap1 temelli
sanal tarama, ikili gsar modelleri, dogal kaynakl peptitler

Agustos 2022, 261 sayfa



ABSTRACT

DOCTORAL DISSERTATION

DISCOVERY OF NOVEL ALLOSTERIC SHP-2 INHIBITOR CANDIDATES BY
STRUCTURE-BASED VIRTUAL SCREENING METHODS AND INVESTIGATION
OF THEIR BIOLOGICAL ACTIVITIES

Mine ISAOGLU
Supervisor: Prof. Dr. Medine GULLUCE

Purpose: In this study, it was aimed to model novel allosteric SHP-2 inhibitors as potential
anticancer agents by in silico drug design techniques and to investigate in vitro biological
effects of some natural compounds among them for the first time in the literature.

Method: The study consists of two main stages. In the first stage, “3 natural peptides” from the
National Cancer Institute (NCI) library containing more than 250.000 chemical structures were
identified as novel potential allosteric inhibitors using multi-step screening and filtering
approaches in which structure- and ligand-based drug design techniques were applied together.
In the second stage, SHP-2 inhibitory activities, selective cytotoxic-antiproliferative effects on
MCEF-7 breast cancer cells at 24, 48 and 72 hours, and genotoxic properties of these compounds
were determined within the scope of in vitro assays.

Findings: As a result of the study, novel allosteric inhibitor candidates inhibited the enzymatic
activity of SHP-2 with I1Csp values in the range of 0.021-1.329 pM. NSC523374 (L-histidyl-L-
histidine; H-His-His-OH) (ICso: 1.83 uM and SI> 134.3) and NSC374121 (L-histidyl-L-
tyrosine; H-His-Tyr-OH) (ICso: 6.13 uM and SI: 3.7) were determined to have a highly potent
and selective cytotoxic-antiproliferative effect against MCF-7 cells at 48 hours. Additionally,
it has been demonstrated that these compounds do not have genotoxic effects even at the highest
application dose.

Results: The findings of the study indicate that imidazole-containing dipeptides of natural
origin, which are reported as novel and potent allosteric SHP-2 inhibitors within the scope of
this research, may be promising anticancer drug candidates for the treatment of SHP-2-
overexpressing breast cancer.

Keywords: SHP-2 inhibitors, allosteric modulation, breast cancer, structure-based virtual
screening, binary gsar models, peptide natural products

August 2022, 261 pages
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: Dimetilsiilfoksit
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: Estrogen Receptor (Ostrojen Reseptorii)

: ER-Pozitif

: Fetal Bovine Serum (Fetal Sigir Serumu)

: The United States Food and Drug Administration (Amerikan Gida ve

[lag Dairesi)

: Fluorescence Intensity (Floresan Yogunluk)
: Grb2-Associated-Binding Protein 1 (Grb2 ile Iliskili Baglanma Proteini

1)

: Guanine Nucleotide Exchange Factor (Guanin Niikleotid Degisim

Faktorii)

- Gastrointestinal Stromal Timor
: Grid-Based Ligand Docking with Energetics
: Glide/Prime Induced Fit Docking (Glide/Prime Indiiklenmis Fit

Yerlestirme)

: Glide/Standart Precision (Glide/Standart Kesinlik)
: Glide/Extra Precision (Glide/Ekstra Kesinlik)

: Glutamin
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: Global Cancer Incidence, Mortality and Prevalence (Kiiresel Kanser

Insidansi, Mortalite ve Prevalansi)

: Glutamik Asit

> Glisin

: Groningen Machine for Chemical Simulations

: Hidrojen Bag Akseptorii

- Hidrojen Bag Donorii

: Hepatit C Viriisii

: Human Epidermal Growth Factor (Insan Epidermal Biiyiime Faktorii)

: Human Epidermal Growth Factor Receptor 2-Negative (insan

Epidermal Biiytime Faktor Reseptorii 2-Negatif)

: Human Immunodeficiency Virus (Insan immiin Yetmezlik Viriisii)

: Histidin

: Histidin Oksotrofu

: Histidin Prototrofu

: Honestly Significant Difference Test (Diiriistge Anlamli Fark Testi)

: High Throughput Screening (Yiiksek Verimli Aktivite Tarama)

: High Throughput Virtual Screening (Yiiksek Verimli Sanal Tarama)

: The International Agency for Research on Cancer (Uluslararasi Kanser

Arastirmalar1 Ajansi)

: The International Council for Harmonisation (Uluslararast Uyum

Konseyi)

. Intrachromosomal Homologous Recombination (Kromozomlar Arasi

Kirilma)

- Inhibitor of NF-kB (NF-kB Inhibitorii)

. Interlokin-8

. Invasive Lobular Carcinoma (invaziv Lobiiler Karsinom)
- Izolsin

- Insulin Receptor Substrate 1 (insiilin Reseptor Substrat 1)
: Ince Tabaka Kromatografisi

: Janus Kinase (Janus Kinaz)

: Jiivenil Miyelomonositik Losemi

: Kromozom Aberasyonu

- Kii¢iik Hiicreli Dis1 Akciger Kanseri
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LOF
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Lys
MAPK

MC
MC™/MD™
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MCF-7

MD

MEK

Met
MM/PBSA

MN
MRTD

MSS
MTT
NCI
NaCl
NF-xb
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NME
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: Kolorektal Kanser
: Ligand-Based Virtual Screening (Ligant Temelli Sanal Tarama)
: Liquid Chromatograpy Mass Spectroscopy (Sivi Kromatografisi/Kiitle

Spektrometresi)

. Losin

: Losin Prototrofu

: Linear Constraint Solver

: Loss of Function (Islev Kaybr)
: Leopard Sendromu

: Lizin

: Mitogen-Activated Protein Kinase (Mitojenle Aktive Edilen Protein

Kinaz)

: Monte-Carlo

: MetaCore™/MetaDrug™

: Matthews Correlation Coefficient (Matthews Korelasyon Katsayisi)
: Michigan Cancer Foundation-7 (Michigan Kanser Vakfi-7)

: Molekiiler Dinamik

: Mitogen-Activated Protein Kinase Kinase (Mitojenle Etkinlesen

Protein Kinaz Kinaz)

: Metiyonin

: The Molecular Mechanics Poisson-Boltzmann Surface Area

(Molekiiler Mekanik Poisson-Boltzmann Yiizey Alani)

: Mikrontikleus

: Maximum Recommended Therapeutic Dose (Maksimum Onerilen

Terapotik Doz)

- Merkezi Sinir Sistemi

: 3-[4,5-Dimetiltiyazol-2-il]-2,5-difenil tetrazolyum Bromiir
: National Cancer Institute (Ulusal Kanser Enstitiisii)

: Sodyum Kloriir

: Niikleer Faktor-Kappa B

: Next Generation Sequencing (Yeni Nesil Dizileme)

: Nongonococcal Urethritis (Gonokokal Olmayan Uretrit)

: New Molecular Entity (Yeni Molekiiler Girdi)

- Niikleer Manyetik Rezonans

- Invasive Ductal Carcinoma (Invaziv Duktal Karsinom)
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NPT - Isothermal-Isobaric Ensemble (izotermal-Izobarik Topluluk)
NS : Noonan Sendromu
OECD : Organisation for Economic Co-operation and Development (Ekonomik

Isbirligi ve Kalkinma Orgiitii)

OPLS-AA . All Atom Optimized Potential for Liquid Simulations

OPLS3 : Optimized Potential for Liquid Simulations 3

oS : Overall Survival (Genel Sagkalim)

OSHK - Oral Skuamoz Hiicreli Karsinom

PBS : Phosphate Buffered Saline (Fosfat Tamponlu Salin)

PD-1/PD-L1 : Programmed Cell Death 1/Programmed Death-Ligand 1
(Programlanmus Oliim Reseptorii 1/Programlanmig Oliim Ligand 1)

PDAC : Pankreas Duktal Adenokarsinomu

PDB : Protein Data Bank (Protein Veri Bankasi)

Phe : Fenilalanin

PI3K : Phosphatidylinositol 3-Kinase (Fosfatidilinositol 3-Kinaz)

PiD : Pelvic Inflamatory Disease (Pelvik inflamatuvar Hastalik)

PK : Protein Kinaz

PME : Particle Mesh Ewald

PR : Progesteron Reseptori

PR+ : PR-Pozitif

PRL-3 : Phosphatase of Regenerating Liver-3 (Karaciger Yenileyici Fosfataz-3)

Pro : Prolin

P-S : Potasyum Penisilin-Streptomisin Siilfat

PTF : Protein Tirozin Fosfataz

PTK : Protein Tirozin Kinaz

PTM : Posttranslasyonel Modifikasyon

pTyr : Phosphotyrosyl (Fosfotirozil)

QSAR - Quantitative Structure-Activity Relationship (Kantitatif Yapi-Etki
Miskileri)

RMSD : Root-Mean-Square Deviation (Ortalama Karekok Sapmasi)

RMSF : Root-Mean-Square Fluctuation (Kok Ortalama Kare Dalgalanma)

ROS : Reactive Oxygen Species (Reaktif Oksijen Tiirleri)

rpm : Revolutions Per Minute (Dakikadaki Devir Sayisi)

RTK : Reseptor Tirozin Kinaz

SAR : Structure-Activity Relationship (Yapi-Aktivite iliskisi)
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: Solvent Accessible Surface Area (Solvent Erisilebilir Yiizey Alani)
: Structure-Based Virtual Screening (Yap: Temelli Sanal Tarama)
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: Synthetic Complete Agar Plates (Sentetik Tamamlayici1 Agar Plaklari)
: Standart Sapma

- Serin

: Src Homoloji 2

: Skuaméz Hiicreli Karsinom

: SH2 Domaini Iceren PTF-1

: Src Homoloji 2 Domaini igeren Protein Tirozin Fosfataz-2

: Selectivity Index (Segicilik Indeksi)

: Sanal Tarama (Virtual Screening)

: Terminal Duct Lobular Unit (Terminal Duktal Lobiiler Unitesi)

: Transforming Growth Factor-Beta (Transforme Edici Biiyiime Faktorii-

Beta)
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: Transferable Intermolecular Potential 3P

: Tirozin Kinaz

: Tanimoto Prioritization (Tanimoto Onceliklendirme)

: Topological Polar Surface Area (Molekiiler Polar Yiizey Alani)

- Triptofan

: Tirozin
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: Vascular Endothelial Growth Factor (Vaskiiler Endotelyal Biiyiime

Faktorii)

: Viicut Kitle Indeksi
: Visual Molecular Dynamics
: World Health Organization (Diinya Saglik Orgiitii)
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WT : Wild-Type (Yabanil Tip)

YN > Yanlis Negatif

YNB > Yeast Nitrogen Base (Maya Nitrojen Bazi)

YP - Yanlis Pozitif

YPAD : Yeast Extract-Peptone-Adenine-Dextrose (Maya Oziitii-Pepton-
Adenin-Dekstroz)

Simgeler

A : Absorbans

wiv . Agirlik/hacim

Ca : Alfa karbon

-NH veya -NH2 : Amino grubu

A : Angstrom

AG4rom. . Aromatik etkilesimlerin AG’ye katkisi

PK, : Asidik iyonlagma sabitesinin negatif logaritmasi

Ka : Asosiyasyon (birlesme) sabiti

atm . Atmosfer basinct

AG o : Baglanma serbest enerjisine uygulanan rotasyonel penaltilarin katkisi

dk : Dakika

Da : Dalton

°C : Derece santigrat

Kd : Disosiyasyon (ayrigma) sabiti

JAY . Elektrostatik enerji katkisi

fs : Femtosaniye

-PO4* : Fosfat grubu

R : Gaz sabiti (=8,314 JK*mol?)

AG : Gibbs baglanma serbest enerjisi

g : Gram

AGh_pas. - Hidrojen baglarinin AG’ye katkisi

-OH - Hidroksil grubu

AE ;. : I¢ enerjide net degisim

AGiyonik : Iyonik etkilesimlerin AG’ye katkisi

-COO - Karboksil grubu

-C=0 : Karbonil grubu

T : Kelvin cinsinden sicaklik
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: Kilobaz

: Kilodalton

- Kilokalori

: Konformasyonel entropi katkisi

: Ligant ve protein arasindaki gaz fazi etkilesim enerjisi
. Lipofilik etkilesimlerin AG’ye katkisi

: MCF-7 hiicre hattinin biiyiime inhibisyonu
: Mikrolitre

: Mikrometre

: Mikromolar

: Miligram

. Mililitre

: Milimolar

: MM/PBSA baglanma serbest enerjisi

: Molekdl agirlig

: Nanogram

: Nanometre

: Nanosaniye

: n-Oktanol:su partisyon katsayisi

: Nonpolar desolvasyon enerji terimi

: Nonpolar enerji katkisi

. Pi

: Poisson-Boltzmann ortiik ¢6ziicti modeli

: Polar solvasyon enerji katkisi

: Pozitif yiiklii amin gruplari

: Proliferatif indeks

: Solvasyon serbest enerjisi

: Standart baglanma serbest enerjisi

: Van der Waals enerjisi katkisi

> Yari-maksimum inhibitér konsantrasyonu

- Yercekimi katsayisi
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GIRIS

Kanser, viicutta c¢esitli hiicre sinyalizasyon kaskadlarindaki diizensizliklerin neden
oldugu 200’den fazla neoplastik hastaliktan olusan bir gruptur (Kunnumakkara et al. 2019).
Karmasik bir yapisi olan bu tiir hastaliklar farkli dokularda ve viicudun herhangi bir yerinde
ortaya ¢ikabilmektedir. Bununla birlikte anormal hiicrelerin kontrolsiiz bir sekilde biiyiimesi ve
yayilmasiyla karakterize edilmektedirler (Parsonidis et al. 2019). Yasami tehdit eden ¢ok yonli
ve c¢ok mekanizmali bir hastalik olmasi kanserin tedavisini zorlastirmaktadir. Kanser,
kardiyovaskiiler hastaliklardan sonra ikinci 6nde gelen 6liim nedeni oldugu i¢in tiim diinyada

onemli bir halk saglig1 sorunu olmaya devam etmektedir (Dadashpour and Emami 2018).

Kanser insidansinin diinya genelinde dniimiizdeki 20 y1l i¢erisinde yaklasik olarak %70
oraninda artacagi ongoriilmektedir (Kunnumakkara et al. 2019). Bu artisin niifusun biiyiimesi
ve yaglanmasi, sigara kullanimi, sedanter yasam bigimi, yiiksek viicut kitle indeksi (VKI) dahil
olmak tizere yasam tarzi davranislarindaki bazi degisikliklerin yani sira gelismekte olan
tilkelerde kanser riskini artiran iireme modellerinden kaynaklandigi bildirilmistir (Dogan et al.
2020). Bununla birlikte Kanavos (2006), kansere bagli insidans ve mortalite oranlarinin,

Tiirkiye dahil olmak iizere, en ¢ok gelismekte olan iilkelerde artis gdsterdigini rapor etmistir.

Uluslararas1 Kanser Arastirmalart Ajansi (The International Agency for Research on
Cancer; IARC) birimlerinden Kiiresel Kanser Gozlemevi’nin bir pargast olan Kiiresel Kanser
Insidansi, Mortalite ve Prevalansi (Global Cancer Incidence, Mortality and Prevalence;
GLOBOCAN)’nin raporuna gore, 2020 yilinda diinya ¢apinda 19,3 milyon yeni kanser vakasi
goriilmiis ve kanserden yaklasik 10 milyon kisi hayatini1 kaybetmistir. Bununla birlikte, raporda
daha onceki yillarda en sik teshis edilen kanser tiirliniin akciger kanseri oldugu bildirilirken;
2020 yilinda yaklasik 2,3 milyon (%11,7) yeni kadin meme kanseri vakasi tespit edilmesi
tizerine bu durumun degisiklik gosterdigine dikkat ¢ekilmistir. Boylece kadin meme kanseri
kiiresel kanser insidansinin baglica nedeni haline gelmis ve ayrica 685,000 olim sayist ile

diinyada kansere bagl 6liimler arasinda besinci siray1 (%6,9) almistir (Sung et al. 2021).

Meme kanserinin tedavisi i¢in kullanilan yOntemler arasinda cerrahi, kemoterapi,
radyasyon tedavisi, endokrin tedavi ve biyolojik ajanlarin tek basina veya kombinasyon halinde
kullanildig1 hedefli terapiler bulunmaktadir. Kanserin teshis yontemleri ve yonetiminde son 50
yilda kaydedilen onemli ilerlemelere ragmen, kanser tedavilerinin basarili bir sekilde
uygulanmasinda onkoloji dahil olmak {izere ila¢ endiistrisi ve hasta sagligi icin benzeri

goriilmemis zorluklar yasanmaktadir. Bu zorluklardan bazilar, yeni ilag gelistirme



maliyetlerinin artmasi, Amerikan Gida ve Ilag Dairesi (The United States Food and Drug
Administration; FDA) tarafindan onaylanmis yiiksek etkili antikanser ilaglarin sayisinin
azalmasi ve mevcut ilaglarda 6nemli diizeyde yan etkilerin saptanmasidir (Sun et al. 2017;
Kunnumakkara et al. 2019; Zhang et al. 2020). Ayrica kemoterapiye ve immiinoterapiye
ragmen hastalarda optimal sonucun elde edilememesi, meme kanserinin yo6netiminde
enzimlerin hedefe yonelik tedavilerine acilen ihtiya¢ duyuldugunun bir gostergesidir

(Ghemrawi et al. 2022).

Protein tirozin kinaz (PTK) ve protein tirozin fosfataz (PTF) ailelerinin koordineli
olarak islev gostermesiyle hiicrelerde biiyiime, farklilagsma, metabolizma, gé¢ ve hayatta kalma
gibi ¢ok c¢esitli silireglerde kritik bir rol oynadigi bilinen tirozin fosforilasyon seviyeleri
korunmaktadir. Tirozin fosforilasyonunun deregiilasyonu, basta meme kanseri olmak iizere
bir¢ok kanser tiiriiyle baglantilidir. Bu nedenle tirozin fosforilasyonu tarafindan diizenlenen
sinyalizasyon yolaklarinin terapdtik miidahaleler icin yeni molekiiler hedefler sunabilecegi

diistiniilmektedir (Ghemrawi et al. 2022).

Son yillarda kanser alaninda yapilan arastirmalarin odak noktalarindan biri olan Src
homoloji 2 (SH2) domaini igeren PTF-2 (SHP-2) adl1 enzim hedefi, onkojenik potansiyele sahip
oldugu bildirilen ilk reseptor olmayan (sitoplazmik) PTF’dir ve PTPN11 geni tarafindan
kodlanmaktadir. SHP-2’nin ¢esitli dokularda ve bir¢ok hiicre hattinda yaygin olarak eksprese
edildigi bilinmektedir. Bu enzim fizyolojik olarak transkripsiyonel diizenleme, sitokin
sinyalizasyonu, hiicresel farklilagma, hiicre dongiisiiniin devamlilig1, apoptoz, hiicre adezyonu,
timor hiicrelerinin proliferasyonu ve gogii gibi kritik siireclere aracilik etmektedir. Aym
zamanda ¢ekirdek ve mitokondrideki bazi olaylarda 6nemli bir gorev tistlenmektedir (Liu et al.
2021a). Bugiin SHP-2"nin en bilinen kritik diizenleyici rolii hiicre bitylime ve farklilagsma yolagi
olan mitojenle aktive edilen protein kinaz (mitogen-activated protein kinase; MAPK) ve hiicre
oliim yolag1 olan programlanmis 6liim reseptorii 1/programlanmig 6liim ligandi 1 (programmed
cell death 1/programmed death-ligand 1; PD-1/PD-L1) gibi sinyalizasyon olaylar1 iizerinedir
(Wu et al. 2021).

Insan hastaliklarmin SHP-2 proteiniyle olan iliskisi arastirmacilarin eskiden beri ilgisini
ceken bir konu olmus ve zamanla bu konuda onemli yapisal ve fonksiyonel bilgiler elde
edilmistir. Ornegin; SHP-2’yi kodlayan PTPN11 genindeki aktive edici mutasyonlarin gesitli
genetik bozukluklara neden oldugu ve bir¢ok 16semi tiiriiniin yan1 sira akciger, meme, kolon,
noroblastom, deri ve rahim agz1 kanserleri gibi solid tiimoérlerin olusumuna katki sagladigi
belirlenmistir (Vazhappilly et al. 2019; Kim et al. 2020; Liu et al. 2021b; Tong et al. 2021).
Ayrica son yillarda yapilan birgok ¢alismada SHP-2’nin meme, kii¢iik hiicreli dis1 akciger,



mide, yumurtalik ve oral skuamdéz hiicreli karsinom (OSHK) gibi kanser tiirlerinde asir1
eksprese edildigi rapor edilmistir (Han et al. 2015; Zhang et al. 2015; Gagné-Sansfagon et al.
2016; Hu et al. 2017). Bu ¢alismalarda asir1 SHP-2 ekspresyonu, 6zellikle cogu meme kanseri
hiicre hatt1 ve dokulari i¢in 6n plandadir (Hu et al. 2014).

Meme karsinomlarinda yiiksek SHP-2 diizeyleri lenf nodu metastazlari ve daha yiiksek
timor derecesiyle pozitif korelasyon gostermektedir (Frankson et al. 2017). Ayrica Muenst et
al. (2013) tarafindan yapilan bir ¢alismada, SHP-2 ekspresyonunun luminal A ve luminal B
insan epidermal biiyiime faktor reseptorii 2-negatif (human epidermal growth factor receptor 2-
negative; HER2-) olmak tizere iki farkli meme kanseri molekiiler alt tipinde daha diistik bir
genel sagkalim (overall survival; OS) ile iliskili oldugu bulunmustur. Genel olarak, anormal
SHP-2 ekspresyonu, meme kanserinin baglangicini ve ilerlemesini indiikleyen 6nemli nedensel
faktorlerden biri olarak kabul edilmekte ve bu durumun kanserin ilerlemesi ve prognozu
tizerinde negatif yonde bir etki yaptigi bilinmektedir. Bu olumsuz etkinin SHP-2 enziminin
MAPK yolagini aktive etmesinden kaynaklandig1 diigiiniilmektedir. Boylece SHP-2, meme
kanseri i¢in potansiyel bir ilag hedefi haline gelmekte ve meme kanseri hiicrelerinde SHP-2’nin
biyolojik fonksiyonlarinin inhibe edilmesi yaklasimi ile hiicrelerde Ras/ERK ve
fosfatidilinositol 3-kinaz (phosphatidylinositol 3-kinase; PI3K)/Akt sinyalizasyon yolaklarinin
aktivitelerinin engellenmesi yoluyla kanser hiicrelerinin biiyiimesinin ve invazifliginin

azaltilmasi hedeflenmektedir (Huang et al. 2014; Reddy Bollu et al. 2017).

Bugiine dek gelistirilen kiiciik molekiill SHP-2 inhibitdrleri, farkli etki bolgeleri esas
alinarak, “katalitik” ve “allosterik” bdlge inhibitorleri olarak iki kategoriye ayrilmaktadir.
Literatiirde bildirilen ilk SHP-2 inhibitoérleri enzimin katalitik bolgesini hedef almakla birlikte
PTF bolgesinin yiiksek diizeyde korunmasi nedeniyle segicilikten yoksundur ve oral
biyoyararlanimlar1 zayiftir (Fodor et al. 2018). Bunun aksine allosterik inhibitorler genellikle
katalitik bolge inhibitorlerinden daha secici olmakta, daha iyi ilag benzeri Ozellikler
sergilemekte ve daha az polarliktaki yap1 iskeletlerine sahip olmaktadir (Bruder et al. 2020).
Bu yiizden SHP-2’nin fonksiyonlarin1 modiile etmede katalitik bolgeden ziyade allosterik
bolgelerin hedeflenmesi daha rasyonel bir yaklagimi temsil etmektedir (Chio et al. 2014; Garcia
Fortanet et al. 2016; Marsh-Armstrong et al. 2018; Guo et al. 2021).

Allosterik ceplere baglanabilen kii¢iik molekiiller, PTF enzimleri gibi “farmakolojik
olarak hedeflenemeyen (undruggable)” bir durumda olan biyolojik hedefler dahil olmak iizere,
hastalikla iligkili pek ¢ok proteinin fonksiyonlarmin modiile edilmesinde olas1 yeni stratejilere
yol agmaktadir (Krojer et al. 2020). Bunun giizel bir 6rnegi, 2016 yilinda Novartis AG
firmasinin arastirmacilar tarafindan kesfedilen SHP099 (6-(4-amino-4-metilpiperidin-1-il)-3-



(2,3-diklorofenil)pirazin-2-amin) molekiiliidiir. Olduk¢a giiglii bir allosterik SHP-2 inhibitorii
oldugu bilinen SHP099; iyi derecede segicilik, ¢oziiniirliik ve oral biyoyararlanim 6zelliklerine
sahiptir. Bununla birlikte KYSE-520 6zofageal skuamoz hiicreli kanseri ksenogreft fare
modelinde tiimor biiyiimesini doza bagli olarak ve yan etki goriilmeden inhibe etmektedir. Bu
Ozelliklerinden otiirii SHP099, yeni allosterik bolge inhibitorlerinin kesfine yonelik yapilan

calismalarda arastirmacilara 1g1k tutmaktadir (Chen et al. 2016; Wang et al. 2020a).

Yeni allosterik PTF inhibitorlerinin gelistirilmesine yonelik yapilan ¢aligmalarda ¢ogu
kez dogal kaynakli {irlinlerin ilag olma potansiyelleri arastirilmaktadir (Carr et al. 2014; Zargari
etal. 2017; Qin et al. 2018; Kwon et al. 2021). Tarihsel olarak, dogal iiriinler, 6zellikle kanser
ve bulasic1 hastaliklar i¢in ilag kesfinde ve ayrica kardiyovaskiiler hastaliklar (6rnegin,
statinler) ve multiple skleroz (6rnegin, fingolimod) dahil olmak iizere diger terapotik alanlarda
onemli rollere sahiptir (Atasanov et al. 2021). Dogal iriinler yeni allosterik baglanma
bolgelerinin, kimyasal karakteristiklerin ve yapi iskeletlerinin yani sira proteinlerde kiiclik
molekiillerin indiikledigi allosterik modiilasyonun molekiiler ve yapisal mekanizmalarinin
belirlenmesinde etkin bir rol oynamaktadir. Bu nedenle gelismis farmakolojik 6zeliklere sahip
yeni ve segici ilaglarin gelistirilmesinde ilgi ¢ekici bir strateji sunmaktadirlar (Bruder et al.

2020).

Dogal tirtinler ve bunlarin tiirevleri, uzun siiredir terapotik ajanlar ve kimyasal bilesikler
icin yapisal bir gesitlilik kaynagi olarak kabul edilmektedir. Bunlar tam sentetik ilaglarla
kiyaslandiginda daha fazla sayida oksijen ve daha az sayida azot atomuna, daha fazla sayida
kiral merkeze ve daha gesitli halka sistemlerine sahip olma egilimleri dolayisiyla biyolojik
hedeflerine kars1 daha secicidirler (Basmadjian et al. 2014). Ayrica bu bilesiklerin ¢ok ¢esitli
kimyasal yapilara sahip olmasi, bunlarin biyolojik islev modiilatorii olma 6zelliklerinin daha da
yogun bir sekilde arastirilmasina yol agmustir (Hiebl et al. 2018; Jin et al. 2019; Koparde et al.
2019; Singh et al. 2021). Bugiine dek meme kanserine yonelik gergeklestirilen in vitro ve in
vivo deneylerde dogal tirlinlerin nispeten diistik yan etki profiline sahip olduklarinin bildirilmesi
tizerine bu molekiillerin meme kanseri yonetiminde geleneksel tedavi yaklasimlarinin
olagandis1 yan etkilerini en aza indirebilecek alternatif bir yaklasimi temsil ettigi kabul

edilmektedir (Mitra and Dash 2018; Zhao et al. 2020; Dai et al. 2021).

Yapilan arastirmalar son 20 yilda FDA onayh ilaglarin yaklasik iicte birinin dogal
tirlinler ve bunlarin tiirevleri oldugunu carpict bir sekilde ortaya koymustur (Thomford et al.
2018). Bu dogal molekiillerin kaynagina iliskin Patridge et al. (2016) tarafindan yapilan bir
degerlendirmede %44’{iniin memelilerden, %25’inin bitkilerden, %16’sinin bakterilerden ve

%12’sinin mantarlardan elde edildigi bilgisine ulasilmaktadir. Ayrica mikrobiyal tiirevlerin



1950 yilindan 6nce onaylanan tiim Yeni Molekiiler Girdi (New Molecular Entity; NME)’lerin
%3,9’unu kapsamasi ve 2000 yilindan bu yana onaylanan tiim NME’ler arasinda %38,9’luk bir
paya sahip olmasi dolayisiyla bu molekiillerin ilag olma potansiyellerinin arastirildigi

calismalar dikkate degerdir.

Bazi meme kanseri hiicreleri (6rnegin; MCF-7 ve MDA-MB-435) {izerinde antikanser
etkinlige sahip oldugu bilinen molekiiller arasinda peptitler bulunmaktadir. Boylece
aragtirmacilar, peptit yapilarim SHP-2 ile iliskili meme kanserinin tedavisinde endike
olabilecek yeni allosterik SHP-2 inhibitorlerinin kesfi amaciyla antikanser aktivite yoniinden
taramaya baslamislardir (Kostrzewa et al. 2018). Ayrica farmasétik endiistrisinde de peptitlerin
tedavi amagl kullanimlarinin en fazla arastirildig1 alanlardan biri onkolojidir (Lau and Dunn
2018). Klinik c¢alismalardan elde edilen veriler 2000’den fazla peptit molekiiliiniin bu
calismalar kapsaminda degerlendirildigini ve bunlarin igerisinden yaklasik %18’inin kanser

icin endike oldugunu gostermektedir (Haggag et al. 2018).

Peptit yapil1 bilesikler genellikle 2-50 amino asit kalintisindan (yaklasik olarak 102-10°
Da) olugsmakta ve potansiyel terapotik etkinlikleri nedeniyle mevcut protein ve antikor yapilt
ilaglara kiyasla pek ¢ok avantaj sunmaktadir (Marqus et al. 2017; Jakubczyk et al. 2020). Peptit
molekiilleri, kiiclik boyutlu olmalar1 ve proteinler veya rekombinant antikorlardan daha az
immiinojenik 6zellik gostermelerinden otiirii ilag arastirmalarinda siklikla tercih edilmektedir.
Ayrica rekombinant teknoloji yerine sentetik bir teknolojiyle iiretilebilmeleri, peptitlerin Kitle
birim basina daha fazla aktiviteyle daha diisiik maliyetli olacak sekilde {iretimine imkan
tanimaktadir. Bununla birlikte peptitlerin etkinliklerinin, hedef afinitelerinin ve 6zgiilliiklerinin
yani sira olusturduklari metabolitlerin giivenli ve toksik etkilerinin de nispeten az olmasi bu
molekiilleri sentetik orijinli kiigiik molekiillere gore avantajli kilmaktadir (Haggag et al. 2018).
Bu sayede peptitler, kanser tedavisi i¢in iyi ila¢ adaylari olarak giiniimiizde giderek daha fazla
kabul gormektedir (Wang et al. 2017).

Yeni allosterik SHP-2 inhibitorlerinin kesfi ve gelistirilmesi lizerine gergeklestirilen
caligmalarda klinik uygulamalarda test edilecek olan molekiillerin sayis1 6nemli o6l¢iide
artirilmistir. Buna paralel olarak daha iyi aktivite gosteren ve yan etki profili nispeten daha
giivenli olan yeni antikanser ajanlari elde etme imkani da artmistir (Liu et al. 2021a). Sitotoksik
ve antitimor ajanlar genellikle selektif olmamalar1 ve kanser hiicrelerinin yaninda saglikli
olanlar1 da oldirmeleriyle bilinmektedirler. Dolayisiyla kanser tedavisine 0Ozgii aktif
bilesiklerin belirlenmesinde ilag molekiillerinin taranmasi ve bu molekiillerin etki

mekanizmalarinin iyi anlasilmasi gerekmektedir. Bagka bir deyisle, tiimor hiicrelerini sagliklt



hiicreler tizerinde minimum yan etki potansiyeliyle daha etkili ve segici olarak hedefleyebilen

yeni molekiillerin tanimlanmas1 kanser tedavileri i¢in esastir (Kocyigit et al. 2016).

Bilgisayar destekli ilag tasarimi (BDIT) istenilen farmakolojik/toksikolojik dzelliklere
sahip Ozgiin ila¢ molekiillerinin tasarlanmasi ve gelistirilmesi, oncii bilesik elde etme
stireclerinin hizlandirilmasi ve preklinik asamada test edilen ila¢ adaylarinin klinik asamaya
kadar ilerlemesini saglayan hesaplamali tekniklerin biitiinii olarak tanimlanmaktadir (Kumar
and Jha 2017). BDIT yaklasimlar1 hesaplamali kimya ve bilgisayar teknolojisindeki giincel
ilerlemelerin takip edilmesiyle ortaya ¢ikmis olup bu yaklasimlar ge¢misten giiniimiize ilag
kesif ve gelistirme calismalarinda 6nemli bir rol oynamistir (Eren ve Yalgin 2020). Bu
yaklagimlarin kullanilmasiyla genis capli bir molekiil kiitliphanesinde bulunan biyoaktif
molekiillerin ¢esitli fizikokimyasal, farmasotik ve farmakokinetik 6zelliklerinin iyilestirilmesi

amaclanmaktadir (Cerqueira et al. 2015).

BDIT teknikleri ilag kesif ve gelistirme siireglerinin verimliligini artirmak amaciyla da
ilag endiistrisinde yaygin olarak kullanilmaktadir. Bu alanda g¢alisan arastirmacilar terapdtik
etkili maddelerin gelistirilmesi lizerine yaptiklari ¢alismalarda, 6zellikle biiyiik ¢aptaki molekiil
kiitiiphanelerinin ila¢ hedeflerine karsi sanal olarak taranmasi yaklagimini se¢gmektedirler.
Sanal tarama (virtual screening; ST) ¢calismalarindaki amag, belirli bir proteini hedefleyebilen,
arzu edilen 6zelliklere (6rnegin; hit, ilag benzeri veya oncii benzeri bir molekiil) sahip bir dizi
bilesigin segilerek istenmeyen 6zelliklere (6rnegin; inaktif, reaktif ve toksik bir molekiil) sahip
bilesiklerin ayiklanmasidir (Cerqueira et al. 2015). ST metodolojileri, yiiksek verimli aktivite
tarama (high throughput screening; HTS) yontemlerine gére nispeten ucuzdur ve erken asama
ilag kesfinin maliyetlerini biiylik oranda diisiirmektedir. Ayrica mevcut ST algoritmalari,
bugiine dek diisiik ila orta mikromolar diizeyde etkinlige sahip 6ncii molekiillerin belirlenmesi
ve farmasotik olarak ilgili komplekslerin gercek baglanma modlarinin bulunmasi gibi birgok

basar1 6ykiisiine imza atmistir (Varela-Rial et al. 2021).

Prensip olarak ST yonteminde, kimyasal kiitiiphanelerinde bulunan ¢ok sayida bilesik
(6rnegin; 10° ila 107 bilesik), bir hesaplama araci tarafindan bir sonraki asamada deneysel
olarak test edilecek daha az sayida bilesige (6rnegin; 10 ila 10° bilesik) indirgenmektedir.
Literatiirde yer alan dnceki ¢alismalarda in vitro yaklasimlardan elde edilen hit molekiil bulma
oranlarinin %0,01 ila %0,14 arasinda degiskenlik gosterdigi, buna karsilik ST i¢in hit molekiil
elde etme oranlarmin ise %1-40 arasinda oldugu bildirilmistir. Bu sayede ST asamasini
basariyla gegen bilesiklerin daha diisiik bir maliyetle, daha yiiksek oranda biyolojik olarak aktif

olduklar1 sonucuna varilmistir (Zhu et al. 2013; Neves et al. 2016).



ST’nin genel tammminda yap1 temelli sanal tarama (structure-based virtual screening;
SBVS) ve ligant temelli sanal tarama (ligand-based virtual screening; LBVS) yontemleri olarak
iki ana sinifa ayrilan birgok farkli metodoloji yer almaktadir. SBVS yontemleri hedefin ii¢
boyutlu (three-dimensional; 3D) yapisinin varligini gerektirmektedir. Bu yontemler molekiil
kiitiiphanesindeki her bir ligantin hedefin aktif bolgesine baglanma 6zelliklerinin molekiiler
kenetlenme (docking) yontemiyle teorik olarak incelenmesi, her ligant icin Ongoriilen
baglanmalarin belirlenmesi ve her ligantin hedefin aktif bdlgesine 6l¢iilii bir sekilde uyum
gosterip gostermediginin tespit edilmesi asamalarindan olugmaktadir. Ardindan bu bilgiler
hedef proteine giiglii bir sekilde baglanan ligantlari, baglanmayan ligantlardan ayirmak i¢in
kullanilmaktadir. ST de yap1 temelli yaklasimlar 6zellikle hedef proteinlerin 3D yapilarinin
giderek daha fazla belirlenip kullanilabilir hale gelmesiyle, daha giivenilir ve daha dogru
sonuclarin elde edilebilmesi agisindan ligant temelli yaklagimlara gore oldukga biiylik bir

oneme sahiptir (Cerqueira et al. 2015).

flag 6ncii molekiillerinin kesfi icin uygulanan SBVS yontemleri igerisinde molekiiler
docking, en ¢ok tercih edilen yontemlerden biridir. Docking hesaplamalarinda genellikle arama
algoritmas1 ve skorlama fonksiyonu olarak iki farkl tiir algoritma kullanilmaktadir. Arama
algoritmasiyla ligantlar1 reseptoriin baglanma cebine sigdirabilmek igin ¢esitli olas1 pozlar
iretilebilmekte iken skorlama isleviyle ligantlarin arama algoritmasi tarafindan olusturulan
farkli pozlar1 ve konumlar1 baglanma olayinin tahmin edilen serbest enerjisine dayali olarak
belirli bir skor degerine gore siralanabilmektedir (Neves et al. 2016). Molekiiler docking
yontemleri Ozellikle genis capli kimyasal kiitliphanelerinin hizli bir sekilde taranmasini

saglayabilemelerinden dolay1 popiilerdir (Varela-Rial et al. 2021).

Hizli yontemler kapsaminda bulunan docking metotlarinin yani sira protein-ligant
baglanma olaylarinin daha gergekei bir bigimde ve daha ayrintili olarak simiilasyonuna imkan
tantyan molekiiler dinamiklere dayanan yontemler de bulunmaktadir. Molekiiler dinamik (MD)
tekniginde Newton’un hareket denklemleri ve farkli atomlar arasindaki etkilesimleri
tanimlayan bir kuvvet araciligiyla bir sistemin belirli bir zaman dilimi igerisindeki dinamikleri
simiile edilebilmektedir (Varela-Rial et al. 2021). MD simiilasyonlar1 son yillarda deneysel
olarak bertaraf edilmesi zor olan karmasik biyolojik problemlerin kesfinde en sik kullanilan
teknolojilerden biri haline gelmistir. Genellikle MD simiilasyon metotlartyla bir protein-ligant
kompleksinin enerjik olarak izin verilen konformasyonel durumuna ulasilmaya ¢alisiimaktadir.
Boylece tiim simiilasyon siiresince ligantin farkli konformasyonlarinin protein ilizerindeki
etkileri izlenebilmekte ve bu sayede arastirmacilar ilgili protein-ligant baglanmasi hakkinda son

derece giivenilir bilgiler elde edebilmektedir (Wang et al. 2020a). Ek olarak, protein-ligant



arasindaki etkilesimlerin degerlendirilmesinde Gibbs baglanma serbest enerjisi (AG)
degerlerinin hesaplanmasi yaklasimi da 6nemli bir yer tutmaktadir. Bu amagla Molekiiler
Mekanik Poisson-Boltzmann Yiizey Alan1 (The Molecular Mechanics Poisson-Boltzmann
Surface Area; MM/PBSA) yontemi kullanilmakta ve bu yontem sayesinde protein-ligant
etkilesimlerinin AG degerleri hizl1 bir sekilde belirlenebilmektedir. Genel olarak MM/PBSA
yaklasimindan elde edilen AG degerleriyle deneysel sonuglar tutarlilik gostermektedir. Boylece
MD simiilasyonu ve MM/PBSA yontemlerinin bir arada kullanildig1 hesaplamali metodolojiler
sayesinde giinlimiizde protein-ligant komplekslerinin AG degerleri yiiksek verimli bir sekilde
tayin edilebilmektedir (Liu and Zhang 2009; Ren et al. 2019; Timugin 2021).

LBVS yontemi, biyolojik hedefin bilinmedigi veya 3D yapisinin mevcut olmadigi
durumlarda tercih edilen bir yaklagimdir. Bu yaklagimda deneysel degerlendirme igin yeni hit
molekdillerin tanimlanmasinda, yapisal kurallar1 belirlemek amaciyla belirli bir hedefe karsi
biyolojik aktiviteye sahip bir referans bilesik kiimesinin 6n bilgileri kullanilmaktadir. Kantitatif
yapi-etki iliskileri (quantitative structure-activity relationship; QSAR) yontemi giincel olarak
en ¢ok kullanilan LBVS yontemlerinden biridir. QSAR analizleri, yiiksek tarama hizlarina
ulasilabilmesi ve hit molekiil bulma oranlarinin nispeten iyi olmasi nedeniyle ST ¢alismalarinda
giderek daha fazla tercih edilmektedir. QSAR modelleri bilinen aktiviteye sahip bir dizi bilesik
tizerinde gelistirildikten sonra, siirekli modeller ile biyolojik aktivitenin sayisal tahmini veya
ikili modeller ile aktif ve aktif olmayan bilesikler arasinda bir ayrim yapabilmek i¢in deneysel
olarak test edilmemis kimyasal bilesiklere uygulanmaktadir. QSAR analizi sayesinde kimyasal
bilesikler icin molekiiler parmak izleri veya tanimlayicilar hesaplanmakta ve ardindan elde

edilen bulgular deneysel verilerle iliskilendirilmektedir (Neves et al. 2016).

Literatiirde gittik¢e artan sayida kanit, yap1 temelli hesaplamali yontemler ve deneysel
caligmalarin kombine edilmesiyle allosterik modiilatorlerin kesfinin miimkiin oldugunu
gostermistir (Garcia Fortanet et al. 2016; Fodor et al. 2018; Lu et al. 2019a; Parsonidis et al.
2019). Bugiine dek PTF enzimlerini veya SH2 domainlerini inhibe etmek amaciyla gelistirilen
kiiciik molekiil inhibitorlerinin ¢ok az1 klinik test asamasina kadar ilerleyebilmistir (Cerulli et
al. 2019). Bununla birlikte sadece 8 adet allosterik SHP-2 inhibitorii 6zelligindeki molekiil,
kanser tedavisinde kullanilmak {izere klinik test asamasina gegmeyi basarmistir (Wang et al.
2021a; Song et al. 2022). Bu durum, SHP-2 ile iliskili kanser terapilerinde kullanilmak iizere
giinlimiizde daha fazla yeni allosterik SHP-2 inhibitorii 6zelligindeki molekiiliin rasyonel
olarak tasarlanmasina ihtiya¢ duyuldugunu gostermektedir. Ancak bu molekiillerin

gelistirilerek  antikanser  ilaglara  doniistiiriilmesine  iligkin ~ klinik  ¢aligmalarin



gerceklestirilmesinden 6nce temel ilag arastirmalarinin yapilmasi gerekmektedir (Tong et al.

2021; Zhou et al. 2021).

Bu tez ¢alismasinda yap1 ve ligant temelli tekniklerin sirali kombinasyonunu igeren bir
dizi in silico analiz sonucunda yeni allosterik SHP-2 inhibitér adaylar1 olarak belirlenen
molekiillerin SHP-2 inhibisyon aktiviteleri, MCF-7 insan meme kanseri hiicre hattina karsi
secici sitotoksik-antiproliferatif etkileri ve genotoksik ozelliklerinin in vitro yontemlerle
arastirilmasi amaglanmistir. Bu amag dogrultusunda Ulusal Kanser Enstitiisii (National Cancer
Institute; NCI) veritabaninda bulunan 265,242 adet kimyasal yapi, SHP-2 enzimine karsi
molekiiler docking tabanli SBVS teknikleri kullanilarak Schrodinger Molekiiler Modelleme
Program1 Glide (Grid-based Ligand Docking with Energetics) modiiliiyle taranmistir. Bu
asamada ilgili ligant kiitiiphanesi en yiiksek docking skorlart ve SHP-2’nin allosterik
bolgesinde gbzlemlenen protein-ligant etkilesimleri temel alinarak filtrelenmistir. Bir sonraki
asamada ise segilen hit ligantlarin ilag olma 6zellikleri, olasi kanser terapétik aktiviteleri ve
baz1 toksikolojik parametreleri ikili QSAR modellerine dayali olarak analiz yapan
MetaCore ™/MetaDrug™ (MC™/MD™) araciyla hesaplanmistir. Bunu takiben ulagilan 6 adet
hit bilesik i¢in SHP-2’nin allosterik bdlgesinde gozlemlenen protein-ligant etkilesimleri MD
simiilasyon teknigi kullanilarak GROMACS (Groningen Machine for Chemical Simulations)
yazilim paketiyle daha ayrintili olarak analiz edilmis ve olusan protein-ligant komplekslerinin
AG degerleri MM/PBSA yontemi kullanilarak g mmpbsa araciyla tayin edilmistir. Boylece
dipeptit yapisindaki 3 adet dogal molekiil “6zgiin allosterik SHP-2 inhibitor adaylar1” olarak
tamimlanmustir. In vitro biyolojik etkinlik degerlendirme ¢alismalar1 kapsaminda, ilk asamada,
segilen yeni inhibitér adaylarmin SHP-2 inhibisyon aktiviteleri floresan Ol¢iimii esasina
dayanan bir yontem kullanilarak belirlenmistir. Ikinci asamada, bu bilesiklerin MCF-7 hiicre
hatt1 tizerindeki secici sitotoksik-antiproliferatif etkinlikleri, kontrol hiicre modeli olarak
MCF10A insan saglikli meme epitel hiicre hattinin kullanilmasiyla, 24, 48 ve 72 saatlik
inkiibasyonlar sonrasinda 3-[4,5-dimetiltiyazol-2-il]-2,5-difenil tetrazolyum bromiir (MTT)
yontemiyle analiz edilmistir. Molekiillerin genotoksik 6zellikleri ise, ti¢iincli asamada, maya
delesyon (DEL) testi kullanilarak incelenmistir. Yapmis oldugumuz bu caligsma, ileride SHP-
2’yi yiiksek diizeyde eksprese eden meme kanseri hastalarinin tedavisinde endike olabilecek ve
giivenle kullanilabilecek yeni, giiclii ve dogal kaynakli allosterik SHP-2 inhibitérlerinin
belirlenmesi ve bu molekiillerin antikanser ila¢ aday1 olma potansiyellerine dair ilk verilerin

literatiire kazandirilmasi bakimindan dnem arz etmektedir.



KURAMSAL TEMELLER

Kanser
Tanim ve epidemiyolojisi

Kanser prevalansi hizla yaslanan niifus ve 6zellikle son yarim yiizyilda, genel niifusta
riskli saglik davraniglarinin ve ¢evrede/tiiketici iiriinlerinde kanserojen maddelerin varliginin
artmasiyla birlikte glinlimiizde belirgin bir sekilde artis gostermistir. Ancak bu hastaligin tarih
oncesi ¢aglardan beri insanlig1 etkiledigi bilinmektedir. Memelilerde kanserin bilinen en eski
giivenilir kaniti, fosillesmis dinozorlarda ve tarih oncesi ¢aglardan kalma insan kemiklerinde
bulunan tiimér kitleleridir. insan kanserini tanimladig1 kabul edilen en eski yazili kayitlar ise
19. yiizyilda kesfedilen eski Misir el yazmalarinda, 6zellikle cerrahi, farmakolojik ve biiyii
yapilan tedavileri tanimlayan Edwin Smith ve George Ebers papiriislerinde ortaya ¢ikmigtir

(Faguet 2015).

Kanser terimi, Hipokrat tarafindan ilk kez M.O. 460-377 yillar1 arasinda “sifa bulmayan
yeni yapilanmalarin tanimlanmasi”nda kullanilmistir. Bu yapilanmalarin viicut yiizeyinde
biiylimeleri ve genellikle tilserlesmeleri, kirmizi renkte ve sicak olmalari, agrili seyretmeleri ve
nispeten yavas bir bitytime profili sergilemeleri nedeniyle Hipokrat bu lezyonlara “karsinos” ya
da “karsinoma” admi vermistir. Galen ise bu yapilanmalar1 yengece benzettiginden Otlirii
bunlar1 M.S. 2. yiizyilda “kanser” olarak adlandirmistir. “Seratan” ise Tiirk tip tarihinde kansere
verilen addir. Bu terim “findik veya kiiclik yumru biiytikliiglinde, agrili ve etrafi damarlarla
oriilii bir olusum” olarak Tarsuslu Osman Hayri Efendi’nin “Kenziisihhatiil Ebdaniye” (1928)

adli eserinde tanimlanmistir (Atic1 2007).

Kanser ya da diger adiyla neoplazi, anormal hiicrelerin kontrolsiiz bir sekilde boliinerek
viicut dokusunu tahrip ettigi bir hastaliktir. Neoplazi, Yunanca’da “yeni biiyiime” anlamina
gelmektedir (Cetin 2014). Kanserde hiicreler kontrolsiiz ve dokular otonom olarak biiyiimekte,
farklilasma yetenekleri kaybolmakta ve metastaz yoluyla orijinal tiimorden ayrilip diger
organlara yayilmaktadir. Timorler dokularin anormal kiitleleridir ve tiimoriin biiylimesi
koordineli degildir. Ciinkii degisimi tetikleyen uyaranin kesilmesinden sonra bile biiyiime olay1
devam etmekte ve bir tiimor viicudun herhangi bir yerinde biiyliyebilmektedir (Sidat et al.
2018).

Timorler benign (iyi huylu; kanser olmayan) ve malign (kotii huylu; kanserli olan)

olmak tizere iki ¢esittir. Benign tiimorler nispeten yavas biiyiirler, genelde viicutta olustuklar
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dokuda kalirlar ve kan veya lenf damarlariyla viicudun diger kisimlarina yayilmazlar. Ancak
kotii huylu tiimorlere déniisme potansiyelleri mevcuttur. Iyi huylu tiimérler organizmada
kolayca kesfedilebilirler ve cerrahi olarak ¢ikarilmalari nispeten kolaydir. Ote yandan malign
tiimorlerin biiyltimeleri baslangicta yavastir ve bu agsamada belirti vermezler. Bu tip tiimorlerde
hiicrelerin kontrolsiiz bir bigimde cogalma, viicudun ¢esitli bolgelerine yayilma ve komsu
dokulari istila etme potansiyelinin yani sira ikincil timdr olusturma kabiliyeti mevcuttur (Sidat
et al. 2018). Malign tiimore sahip hastalar, kanser teshisi almalarindan sonraki 5 yil iginde
%1,1’den (prostat kanseri i¢in) %92,3’e (pankreas kanseri icin) kadar degisen oranda

mortaliteye sahiptirler (Liu et al. 2017).

Giliniimiizde kanser, hem Tirkiye’de hem de diinyada en onemli halk sagligi
sorunlarindan ve 6liim nedenlerinden biridir. 2012 yilinda tiim diinyada 8,2 milyon kansere
bagl 6liim meydana gelmistir. Diinya Saglhk Orgiitii (World Health Organization; WHO)
tarafindan Oniimiizdeki yirmi y1l i¢inde yeni kanser vakalarinin yaklasik olarak %70 oraninda
artacag1 ongoriilmektedir. 2018 yilinin baginda kansere bagli 6liim oranlarinin Asya’da %57,3,
Avrupa’da %20,3 ve Amerika’da ise %14,4 oldugu tahmin edilmektedir. Ayn1 yil i¢erisinde
185 tilkede 36 adet farkli kanser tiiriinii kapsayacak bigimde toplam 18,078,957 adet yeni kanser
vakasi bildirilmis ve kanserden kaynakli oliimlerin sayis1 9,555,027 olarak tespit edilmistir

(Bray et al. 2018).

Tiirkiye’de de kanserle iligkili olarak benzer bir durumun siiregeldigi bilinmektedir.
Ulkemizde kanserden éliimlerin baslica nedenleri arasinda erkeklerde prostat, solunum sistemi
ve mesane kanserleri yer almakta iken bayanlarda ise serviks-rahim-yumurtalik, meme ve kolon
kanserleri 6n plana ¢ikmaktadir. Bununla birlikte 2009-2018 yillart arasinda 6zellikle meme
kanserlerinin sebep oldugu ¢ok sayida 6liim (34,869 kisi) rapor edilmistir (Keser Sahin et al.
2020).

Gelismis iilkelerde kanserin erken tam1 ve tedavisinde kullanilan tekniklerin
ilerlemesiyle birlikte kanser morbiditesi ve mortalitesi azalmaya baslamistir ancak gelismekte
olan iilkelerde bu oranlar hala artis gostermeye devam etmektedir. On yillarca siiren
aragtirmalara ragmen giliniimiizde kansere bagli 6lim oranlart ve kanser rekiirrensi halen
yiiksektir. Bu yiizden kanserin kiiratif tedavisinde etkin rol oynayabilecek yeni ajanlarin
gelistirilmesi ve topluma sunulmasi oldukga biiyiik 6nem arz etmektedir (Jean-Quartier et al.

2018; Dogan et al. 2020).
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Kanser olusumuna etki eden faktorler

Kanser risk faktorlerinin takibi hem veriye dayali analitik yaklagimlarin hem de
karsinogenez igin teoriye dayali modellerin gelistirilmesinde 6nem arz etmektedir. Bunlardan
ilki 1950’li yillarda sigara kullanimi ve akciger kanseri tizerine ¢igir agan epidemiyolojik
calismalarla baslatilmistir. Sonuncusu ise 20. yiizyilin baglarinda hayvanlar ve ardindan
insanlarda karsinojenitenin modellenmesiyle baslatilmis olup bu ¢alismalardan iki yeni zit
model elde edilmistir. Buna gore kanser risk faktorleri biyolojik yapilari, degistirilebilirlikleri
ve literatiirdeki kullanimlar1 esas alinarak ti¢ farkli kategoriye ayrilmistir (Tablo 1) (Wu et al.

2018).

Tablo 1. Degisik Tiirde Kanserler i¢in U¢ Grup Risk Faktorii Ornekleri (Wu et al. 2018)

Intrinsik Risk Faktorleri Intrinsik Olmayan Risk Faktorleri
(Degistirilemeyen) Endojen Risk Faktorleri Ekzojen Risk Faktorleri
J )
(Kismen degistirilebilen) (Degistirilebilen)
o DNA replikasyonunda o Biyolojik yaslanma o Radyasyon
meydana gelen rastgele hatalar Genetik duyarlilik R Kimyasal
r DNA tamir karsinojenler
mekanizmalari . Timor virtisleri
. Hormonlar . Sigara, egzersiz
. Biiyiime faktorleri eksikligi ve besin
fufl dengesizligi gibi kotii yasam
* ntlamasyon tarzlar

Kanser risk faktorleri genel olarak birbirini diglayan iki bilesene ayrilmaktadir. Bunlar
“intrinsik” ve “intrinsik olmayan” seklinde gruplandirilmaktadir. Intrinsik risk faktorleri DNA
replikasyonundan kaynaklanan rastgele hatalar1 ifade etmektedir. Intrinsik olmayan risk
faktorleri ise bireye Ozgii olarak, endojen (i¢ kaynakli) ve ekzojen (dis kaynakli) risk
faktorlerinden olugmaktadir. Ayrica kanserin karmasik bir etyopatogenez gosterdigi ve g¢esitli
faktorlerin birbirleriyle etkileserek (6rnegin; gen-gen veya gen-cevre etkilesimleri) timor

gelisiminde rol oynayabilecegi akilda tutulmalidir (Wu et al. 2018).

Yetiskin bir bireyde kanser gelisimi, hiicre biiylimesini kontrol eden birgok gendeki
coklu mutasyonlarin yani sira timor hiicrelerinin ve kanserin nihai biiylimesini kolaylastiran ya
da hizlandiran tiimor mikrogevresindeki metabolik degisikliklerin bir sonucudur. Cogu yasla
birlikte carpict bir bigimde artan insan kanserlerinin insidanst incelenerek bu hipotezin
dogrulugu kanitlanmistir. Ornegin, kalin bagirsak kanseri insidansmnin 30 ila 80 yaslari arasinda
yaklasik 1000 kat artig1 bilinmektedir. Bunu acgiklayabilmek i¢in hayvanlarda ¢ok erken
karsinogenez caligsmalar1 baslatilmis olup bdylece bu gdzlemin biyolojisini anlamaya dair

onemli i¢ggoriiler elde edilmistir. Calismalarin sonuglar bir karsinojenin (genellikle DNA’da
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bir degisiklik meydana getirerek kansere neden olan bir ajan) uygulanmasi ve kanserin gergek
tespiti arasinda uzun bir gecikme siiresi oldugunu ortaya koymaktadir. Bu ¢alismalar ayni
zamanda genellikle DNA’y1 mutasyona ugratan “baslatici (initiator)” ve mutasyon olaymdan
sonra etkinlik gosteren “destekleyici (promotor)” ajanlarin is birligiyle hiicre biiyiimesi

stirecinin baglatildig1 ilkesini de dogurmustur (Golemis et al. 2018).

Bu tiir gézlemler 1950’11 yillarda “kanserin tek bir hiicre i¢indeki bir dizi olayin nihai
sonucu oldugu” onerisine yol agmistir. Matematiksel modellemede ise kolon kanseri gibi
yetigkinlerde goriilen bir¢ok insan kanserinin gelisiminde 6 adet olaya ihtiya¢ duyulabilecegi
ileri stiriilmiistiir. Gliniimiizde hayvan modellerinde ve insanlarda gerceklestirilen onlarca yillik
arastirmalarin sonuglart “cok asamali karsinogenez” modelini desteklemektedir. Hiicre
biliylimesi siireci hiicrelerin biiyiimesini saglayan “onkogenler” veya anormal biiylimesini
geciktiren “timor baskilayici genler” gibi spesifik genlerde meydana gelen degisiklikleri
takiben uyarilmakta ve baslatilmaktadir. Hiicre popiilasyonu genisledik¢e tek bir hiicrede bir
dizi ek olaymn ortaya ¢ikma ihtimali, bu hiicrenin kontrol noktalarindan, apoptozdan ve
bagisiklik hiicrelerinden kagmmasiyla birlikte i¢inde geliserek metastaz yapabilecegi bir
mikrocevreyi yeniden sekillendirme yetene8i kazanmasina dek artis goOstermektedir.
Onkogenlerde veya tiimor baskilayici genlerdeki degisiklikler, DNA dizilerini etkileyen
degisiklikler veya bu genlerin ekspresyonunu kontrol eden epigenetik degisikliklerdir (Golemis

et al. 2018).

Insan kanserlerinin ¢ogunda kanser olusumuyla sonuglanan tiim degisiklikleri mutlak
olarak belirleyebilmek i¢in ka¢ tane bagimsiz olaymn gerekli oldugunu pratik olarak ortaya
koymak pek miimkiin degildir. Bununla birlikte hem mutasyon kaynakl1 degisikliklerin hem de
kanserin ilerlemesine dahil olan siireglerin intrinsik veya ekstrinsik olaylardan
kaynaklanabilecegi agiktir. Ornegin; DNA replikasyonundaki hatalarin ve ardindan onarimdaki
hatalarin mutasyonlara neden olmasi intrinsik bir mekanizmadir. Ayrica mutajenik 6zellik
tasiyan karsinojenler mutasyona neden olarak ekstrinsik mekanizmalar iizerinden etkinliklerini
gosterebilmektedir. Obezite gibi Onlenebilir ekstrinsik faktorlere yanit olarak intrinsik yolla
tiretilen reaktif oksijen tiirleri (reactive oxygen species; ROS) gibi bazi potansiyel mutajenlerin
viicutta zararli oranlarda tiretilmesiyle ortaya ¢ikan mutasyonlar ise daha karmasik bir olusum
slirecini ihtiva etmektedir. Eger ortamda herhangi bir mutasyon kaynagi mevcutsa hiicrenin
biyokimyasindaki intrinsik ve ekstrinsik degisiklikler, mutasyon siireci baslatilmis olan
hiicrelerin ve kanser hiicrelerinin biiylimesini c¢esitli metabolik mekanizmalar iizerinden

hizlandirabilmektedir. Giiniimiizde yaygin olarak kabul edilen “¢ok asamali karsinogenez”
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hipotezine ek olarak, yaslanma siirecinde meydana gelen sistemik degisikliklerin de kanseri

tesvik etmesinin muhtemel oldugu diisiiniilmektedir (Golemis et al. 2018).

Meme Kanseri
Tanimmi

Meme kanseri, meme dokusundan kdken alan hiicrelerin diizensiz olarak biiylimesi ve
cogalmasi anlamina gelmektedir. Saglikli eriskin kadinlarda meme dokusu glandiiler ve stromal
(destekleyici) elemanlardan olusmaktadir. Glandiiler dokularda siit iireten bezler (lobiiller) ve
siit kanallar1 bulunmakta iken stromal dokular ise degisik oranlarda adipoz ve fibroz bag dokusu
icermektedir (Kosova ve Art 2008). Memede ayrica hiicresel sivilarin ve artiklarin

uzaklagmasini saglayan lenfatik doku mevcuttur (Sharma et al. 2010).

Timoérler memenin farkli bolgelerinde gelisebilmektedir ve ¢ogu tiimdér memedeki
benign degisikliklerden kaynaklanmaktadir. Bununla birlikte malign meme tiimoérlerinin
yaklagik %951 karsinomdur ve bu durum meme kanserindeki malign tiimorlerin, siit kanallart

ve lobiillerin epitel yiizeyinden olustugu anlamina gelmektedir (Guinebretiere et al. 2005).

Meme kanseri meme bezi dokusundaki herhangi bir hiicrede meydana gelebilmekle
birlikte benzersiz histopatolojik alt tiplere sahiptir. Bu durum, alt tiplerin morfolojik
ozelliklerinin ¢ok ¢esitli, immiinohistokimyasal profillerinin farkli ve spesifik bir klinik seyir
ve sonuca sahip olmasindan ileri gelmektedir (Do Nascimento and Otoni 2020). Cogu meme
kanseri siit kanallarin1 kaplayan hiicrelerde ortaya ¢ikmaktadir (duktal kanserler). Buna ek
olarak, bazi meme tiimorleri de lobiilleri kaplayan hiicrelerde baslamaktadir (lobiiler kanserler).
Memenin diger dokularinda meydana gelen tiimoral olusumlar ise nispeten az goriilme sikligina

sahiptirler (Sharma et al. 2010).

Meme karsinomlar1 terminal duktal lobiiler iinitesinin (terminal duct lobular unit;
TDLU) aymi segmentinden koken almakta ve genellikle duktal karsinoma in situ (ductal
carcinoma in situ; DCIS) ve invaziv duktal karsinom (invasive ductal carcinoma; NOS) olarak
iki ana gruba ayrilmaktadir. DCIS, siit kanallar1 ve lobiillerle sinirl epitel hiicrelerinin invaziv
(infiltratif) olmayan ve potansiyel olarak malign bir intraduktal proliferasyonudur. Burada
“invaziv karsinom” kavrami kanal duvarindan stromaya niifuz eden meme dokusunda bulunan
neoplastik hiicrelerin malign anormal proliferasyonunu ifade etmektedir. Bununla birlikte diger
bir meme kanseri ¢esidi olan NOS, en yaygin goriilen invaziv meme kanseri seklidir ve yeni
teshis edilen meme kanseri vakalarinin yaklasik %50 ila %80’ini olusturmaktadir. Vakalarin
geri kalani ise invaziv lobiiler karsinom (invasive lobular carcinoma; ILC) kapsamina dahil
edilmektedir (Makki 2015; Do Nascimento and Otoni 2020).
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Giliniimlizde invaziv meme karsinomunun alt tipleri ve histolojik varyantlar1 iyi
bilinmekte ve giincel histopatolojik uygulamalarda hiicresel karakteristikler, hiicre sayisi, salgi
tipi ve yeri, immiinohistokimyasal profil ve tiimoriin meme dokusundaki kesin konumundan
ziyade, esas olarak “tiimoriin alt tipleri” ve ‘“duktal ya da lobiiler olup olmadig:”

belirlenmektedir (Makki 2015; Do Nascimento and Otoni 2020).

Epidemiyolojisi

Meme kanseri diinya ¢apinda en sik rastlanan malign tiimorlerden biridir ve kadinlarda
kansere bagli 6liimlerin ikinci en yaygin nedenidir (Falah et al. 2017). 2018’de 2,1 milyon
kadina yeni meme kanseri teshisi konuldugu ve bu hastaliktan muzdarip olan 626,679 kadinin
oldiigi tahmin edilmektedir. Kiiresel meme kanseri insidansi 1980’de 641,000 vakadan
baslayarak ve 2010 yilinda 1,6 milyondan daha yiiksek bir degere ¢ikarak yil bazinda %3,1°lik

bir oranla artmaktadir ki bu egilimin devam etmesi muhtemeldir (Harbeck et al. 2019).

Birgok diisiik ve orta gelirli ilkede meme kanseri insidansi nispeten diisiik olmasina
ragmen bireylerin klinige bagvuruda gecikmesi, hastaligin gec¢ tanilanmasi ve tedavi
olanaklarimin sinirli olmasi gibi etkenlerden Otiirii mortalitesi genellikle daha yiiksek
olmaktadir. Ayrica gelismekte olan iilkelerde meme kanseri teshisi konan hastalar, gelismis
tilkelerdeki meme kanseri hastalarindan yaklasik 10 yas daha genctir. Bununla birlikte tiimoriin
biyolojisi de etnik kokene gore degisim gostermekte ve bu durum 6liim oranlarindaki farklilig
etkilemektedir (Harbeck et al. 2019). Meme kanseri tiirlerinin yaklasik olarak %85°1, ailesinde
meme kanseri Oykiisii olmayan kadinlarda goriilmektedir. Bunlar, kalitsal mutasyonlardan
ziyade, genel olarak yaslanma siirecinin bir sonucu olarak meydana gelen genetik mutasyonlar

nedeniyle olusmaktadir (Pham 2015).

Tiirkiye’de meme kanseri insidanst 1994-2015 yillar1 arasinda yaklagik olarak iki kat
bir artis gostermistir. Bununla birlikte 2020 yil1 icerisinde toplam 24,175 adet kadina meme
kanseri teshisi konuldugu rapor edilmistir (Ozmen et al. 2019; Ates and Bilgin 2021).
GLOBOCAN’1n 2020 verilerine bakildiginda ise tilkemizde erkeklerin meme kanseri agisindan
risk grubunda olmadiklar1 goriilmekte ve kadinlar arasinda en sik rastlanan kanser ¢esidinin
“meme kanseri” oldugu bilgisine ulasilmaktadir (Sekil 1). Ayrica meme kanseri, cinsiyet ayrimi
olmaksizin, akciger kanserinden sonra 6liime en ¢ok neden olan kanser tiirii olarak 2. sirada yer

almaktadir (Sekil 2).

Meme kanseri arastirmalarinda kullanilan hiicre hatlar

Kanser aragtirmalarinda kullanilan in vitro ve in vivo hayvan modelleri karsinojenlerin

tanimlanmasi, yeni kanser tedavilerinin gelistirilmesi ve antikanser ilaglarin taranmasina olanak
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saglamaktadir. Herhangi bir in vitro tiim6r modelinin en 6nemli bilesenlerinden biri bir kanser
hiicresi kaynagidir. Kanser hiicre hatlarinin biiylimesi kolaydir ve bu tip hiicre topluluklari,
deneysel sonuglarin dogrudan karsilastirilmasina izin vermekle birlikte tiimor hiicre
biyolojisinin proliferasyon, apoptoz ve metastaz gibi molekiiler mekanizmalarinin

incelenmesinde de yaygin olarak kullanilmaktadir (Katt et al. 2016; Cilesiz 2018).

2020 yih Tiirkiye kanser istatistikleri
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Sekil 1. Erkeklerde ve kadinlarda en sik rastlanan ilk 10 kanser tiirlinlin yasa gore
standartlagtirilmis (Diinya) insidans oranlart (her 100,000 kisi bagina yillik yeni kanser vaka
say1s1) (GLOBOCAN 2020; Ozdogan 2021)
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Sekil 2. Erkeklerde ve kadinlarda en sik rastlanan ilk 10 kanser tiirlinlin yasa gore
standartlastirilmis (Diinya) mortalite oranlar1 (her 100,000 kisi basina yillik kansere baglh
yasam kayb1 sayis1) (GLOBOCAN 2020; Ozdogan 2021).

In vivo modellerle canli bir sistemdeki metastatik siirecin karmasiklig1 simiile
edilebilmektedir ancak bu sirada uygulama basamaklarinin tek tek gorsellestirilmesi ve nicel
mekanik verilerin ¢ikartiimasi oldukga zordur. Ote yandan in vitro modellerde yalnizca simirlt

bir timor mikrogevresi yakalandigindan dolay1 fizyolojik alaka diizeyi azalmis olup bu durum
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¢ogu deneysel degiskenin kontroliine ve nicel analizine izin vermektedir (Katt et al. 2016). Yine
de 6ngortilebilir bir gelecekte, gelistirilen yeni bir tedavinin toksisite risklerinin mutlaka hayvan
deneyleriyle test edilmesi gerekecektir. Ciinkii su anda organizmanin genel toksisitesini
degerlendirmenin tek yolu budur. Uygun in vitro hiicre hatti testlerinde basarili oldugu
kanitlanan ilag rejimleri bir sonraki asamada sinirli sayida hayvan modelinde test edilmelidir
(Wilding and Bodmer 2014).

Genel olarak hiicre hatlarinin primer tiimdrlerden daha fazla genomik degisiklige sahip
olma egiliminde olduklar1 bilinmektedir. Bu durum g6z Oniine alindiginda, belirli bir
laboratuvar arastirmasi i¢in en uygun hiicre hattini/hatlarin1 se¢gmek birtakim teknik zorluklar
icermektedir. Bu yilizden tiimdr 6rneklerine benzer profillere sahip hiicre hatlarini segmek daha
uygundur. Ornegin; protein fosforilasyonu gibi sinyalizasyon yolaklarindaki degisiklikleri,
belirli yolaklardaki mutasyonlart veya bilinen onkojenik yolaklardaki genel degisiklik
diizeylerini incelemek icin tiimdre en ¢ok benzeyen bir hiicre hatti ya da hiicre grubu

secilmelidir (Sinha et al. 2015).

Kanser sferoidleri, timor yanitimi ve tiimoriin kemoterapotiklere, kombinasyon
terapilerine (Ornegin; kemoterapdtikler ve kiiclik molekiil inhibitorleri), hedefe yonelik
kemoterapiye ve ilag dagitim sistemlerine duyarliligini degerlendirmede yaygin olarak
kullanilmaktadir. Sferoidler hayvan testlerinin azaltilmasinda ilag adaylariin negatif se¢imi ve
yeni ila¢ gelistirmede pozitif se¢cim i¢in siklikla kullanilan yiiksek verimli araglardir. Antikanser
ila¢ tarama siireci tipik olarak sferoid olusumunu, hiicrelerin ilagla inkiibasyonunu, sferoid
biitiinliigii ve biiylime kinetiklerinin 6lgiilmesini ve ayrica hiicre sagkalimimin belirlenmesini
icermektedir. Koloni olusturma testi tek bir hiicrenin bir koloniye doniisme yetenegini 6lgmeye
yaramakta ve giinimiizde klonojenik sagkalimi degerlendirmek amaciyla kullanilmaktadir

(Katt et al. 2016).

MCF10A insan saghkli meme epitel hiicre hatti

MCF10A hiicre hatt1 (Sekil 3), benign fibrokistik hastaligi olan bir hastadan elde edilen,
kendiliginden oliimsiizlestirilmis ve malign olmayan bir meme epitel hiicre dizisidir (Bessette
et al. 2015). MCF10A, p16 lokusu kaybi dahil olmak iizere, kiiltiire uyarlanmis meme epitel
hiicrelerinin tipik genetik modifikasyonlariyla stabilize edilen ve diploide yakin bir karyotipe
sahip olan hiicrelerin bir toplulugudur. Bu hiicreler normal p53°ii eksprese etmekte, yumusak
agarda koloni olusturamamakta ve bagisiklig1 baskilanmis olan farelerde ¢cogalamamaktadir
(Imbalzano et al. 2009). Ayrica Ostrojen reseptorlerini (estrogen receptor; ER) eksprese

etmemektedir. [n vitro calismalarda en yaygmn kullanilan saghkli meme hiicresi modeli
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MCFI10A insan meme epitel hiicre hattidir (Qu et al. 2015). MCF10A’nin klinikopatolojik

ozellikleri Tablo 2’de detayl olarak verilmistir.

Diisiik dansit Yiiksek d

Sekil 3. MCF10A hiicre hattinin mikroskoptaki goriiniimii (Kaynak: Amerikan Tipi Kiiltiir
Koleksiyonu (American Type Culture Collection; ATCC), internet sayfas1 www.atcc.org)

Tablo 2. MCF10A ve MCF-7 Hiicre Hatlarinin Molekiiler Bilgileri, Kiiltiir Kosullar1 ve Koken
Aldiklart Tiimérlerin Klinik Ozellikleri (Kao et al. 2009; Gu et al. 2016; Dai et al. 2017)

MCF10A MCF-7
ER Durumu Negatif Pozitif
Progesteron Reseptorii (PR) Negatif Pozitif
Durumu
HER2 Durumu Negatif Negatif
BRCA1 Mutasyonu Yok Yok
Alt Tipi Bazal B Luminal A
Bazal Medyumu DMEM/Ham F12 RPMI, DMEM
Timor Tipi Fibrokistik hastalik Invaziv duktal karsinoma
Kaynagi Rediiksiyon mamoplasti Plevral efiizyon

MCF-7 insan meme kanseri hiicre hatti

MCF-7 hiicre hatt1 (Sekil 4), giiniimiizde insan meme kanseriyle ilgili yapilan
aragtirmalarda siklikla kullanilan meme kanseri hiicrelerinden meydana gelmektedir (Comsa et
al. 2015; Lee et al. 2015a). Bu hiicreler ilk defa Soule et al. (1973) tarafindan metastatik
hastalig1 olan 69 yasindaki bir kadinin plevral efiizyonundan izole edilmistir. MCF-7 ismi
1973 te kurulan Michigan Cancer Foundation-7 (Michigan Kanser Vak{fi-7) nin bag harflerinin
kisaltilmasiyla olusturulmustur (Holliday and Speirs 2011).

MCF-7 hiicre hattinin, antikanser ilaglar da dahil olmak fizere, diinya capinda
gerceklestirilen meme kanseri arastirmalart i¢in uygun bir model hiicre dizisi oldugu
kanitlanmistir. Reseptor durumu ER-pozitif (ER+) ve PR-pozitif (PR+)’tir, ayrica luminal A
molekiiler alt tipine sahiptir (Tablo 2). Normalde diisiik metastatik potansiyele sahip oldugu
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diisiiniilmektedir. Bununla birlikte zayif derecede agresif ve invaziv olmayan bir hiicre hattidir

(Comsa et al. 2015).

©ATCC IR
Yiiksek dansite

Olgek=100 pm

Olgek=100 pm

Diisiik dansite

Sekil 4. MCF-7 hiicre hattinin mikroskoptaki goriinimii (Kaynak: ATCC, internet sayfasi
www.atcc.org)

Kanserle Iliskili Onemli Hiicresel Diizenleyici Mekanizmalar: Fosforilasyon ve
Defosforilasyon

Posttranslasyonel modifikasyonlar (PTM’ler), translasyon isleminden sonra bir
proteinin bir veya daha fazla amino asit kalintisina kovalent olarak bazi kimyasal gruplarin
eklenmesi siirecidir. Boylece ilgili proteinin fizikokimyasal ozellikleri, geometrik
konformasyonu, hiicre alt1 lokasyonu ve diger proteinlerle etkilesimi degistirilebilmektedir.
Bugiin 300’den fazla PTM tiirii bilinmektedir, ancak bunlar arasindan fosforilasyon,
asetilasyon, tibikitinasyon, N-glikozilasyon, nitrifikasyon ve propiyonilasyon dahil olmak iizere
sadece birkag1 incelenmistir (Sekil 5) (Liu et al. 2021c).
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kanalmin diizenlenmesinde rol oynar.

Lipidasyon, bir proteine bir lipid o l"‘-ua
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Sekil 5. Bir memeli hiicresi i¢indeki PTM’ler (Dunphy et al. 2021)

Normal bir hiicrede PTM mekanizmalar1 hiicresel dinlenme veya ¢ogalma siireclerinde
hiicrelerin durumunu kontrol etmek amaciyla bir anahtar olarak kullanilmaktadir. Ancak
PTM’lerin hiicrelerin anormal bir sekilde ¢ogalmasi ve tiimér olusumuna yol agabilecek
hiicresel hayatta kalma ve hiicre dongiisii mekanizmalarina da dahil olduklar1 bilinmektedir
(Chen et al. 2020a).

Protein fosforilasyonu, yaygin goriilen ve en 6énemli PTM’lerden biridir. Bu reversibl
mekanizma protein kinaz (PK) enzimleri vasitasiyla meydana gelmekte ve cesitli amino
asitlerin polar radikal grubuna bir adet fosfat (-POs*) grubunun eklenmesinden olusmaktadir
(Sekil 6). Bu islemler esnasinda proteinlerin hidrofobik apolar gruplari, hidrofilik polar gruplara
transforme olmaktadir. Boylece protein yapisi diger molekiillerle etkilesime girdiginde ilgili
proteinin konformasyonu degisebilmektedir. Proteinlerde fosforilasyon olaylarinin {igte
birinden fazlasimin O-fosforilasyon olarak serin, treonin ve tirozin kalintilari {izerinde
gerceklestigi bilinmektedir (Barford 1995). Ayrica fosforillenmis bir amino asit, diger
proteinlerle etkilesime giren molekiilleri baglayabildiginden otiirii protein komplekslerini

birlestirip ayirma kabiliyetine de sahiptir (Ardito et al. 2017).
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Sekil 6. Kinazlar ve fosfatazlarla katalizlenen fosforilasyon ve defosforilasyon reaksiyonlari
(Bialy and Waldmann 2005)

Fosforilasyonun hiicresel fonksiyonlar diizenlemede dnemli bir adim oldugu ve insan
proteomunun yaklasik %30 unun hiicre boliinmesi, protein degradasyonu, sinyal iletimi, gen
ekspresyonunun diizenlenmesi ve protein etkilesimleri gibi kritik hiicresel siireclerde fosforile
edildigi bilinmektedir. Bununla birlikte protein fosforilasyon bdlgesinde meydana gelen
mutasyonlar malign bir tiimoriin olusmasi ve gelismesine yol agabilmektedir. Giinlimiizde
MAPK, PI3K/AKkt, tirozin kinaz (TK), katedrin-katenin kompleksi, niikleer faktor-kappa B
(NF-kB) ve IkB (inhibitor of NF-kB; NF-«kB inhibitorii) proteinleri, siklin bagimli kinaz
(cyclin-dependent kinase; CDK) ve transforme edici biiyiime faktorii beta (transforming growth
factor-beta, TGF-B) sinyalizasyonu gibi bir¢ok fosforilasyon yolagmnin kanser gelisiminde

onemli rol oynadigi kanitlanmstir (Liu et al. 2021c).

Fosforilasyon sinyalini artiran herhangi bir hata hiicre biiylimesini uyararak hiicresel
transformasyon siirecini baglatabilmektedir. Hiicrelerde fosforilasyon sinyalinin dengesini
korumak ve biiyiimeyi durdurmak amaciyla fosfotirozil (phosphotyrosyl; pTyr) proteininden -
POs* grubunun cikartilmas1 gerekmektedir (defosforilasyon olay1). Aksi takdirde
fosfoproteinden ayrilmamis olan -PO4> gruplarina baglanabilen “fosfat baglayici proteinler”,

onkojenik yolaklarin aktivasyonuna neden olabilmektedir (Sekil 7) (Lee et al. 2008).
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Sekil 7. Fosfosinyalizasyon ag1 (Ardito et al. 2017)

Fosforilasyon-defosforilasyon kaskadindaki bir diizensizligin kanser, diyabet ve
otoimmiin bozukluklar gibi ¢esitli hastaliklarin gelisimi ve ilerlemesinde rol oynadigi
bilinmektedir (Zhang 2001; Lee et al. 2015b). Ayrica anormal fosfataz aktivitesiyle iliskili
hastaliklar da 1yi karakterize edilmistir. Diger taraftan PTF’ler i¢in kinaz muadillerine gore daha
az sayida kimyasal molekiiliin varlig1 ve gelistirilecek olan ilaglarda fosfataz enzimlerinin
yapisal benzerlikleri nedeniyle son derece ciddi yan etki riskinin bulunmasi gibi durumlar
PTF’lerin biiyiik 6lgide undruggable oldugu diisiincesine katki saglamaktadir (Wang et al.
2019).

Kanser Gelisiminde PTF Enzim Ailesinin Rolii

PTF (EC 3.1.3.48) enzimleri, katalitik bolgelerindeki amino asit dizilerine gére sinif I,
I1, III ve IV olarak dort farkli gruba siniflandirilabilen ve 107 liyeden olusan biiyiik bir protein
ailesidir (Pardella et al. 2020; Shen et al. 2020). PTF’ler fosforillenmis tirozin kalintis1 tagiyan
proteinlerden -POs* gruplarinin uzaklastirilmas1 ve bdylece aktive olmus reseptdr tirozin
kinazlarin (RTK) aktivitelerinin sonlandirilmasindan sorumludur (Dogan ve Gii¢ 2004; Zhao
et al. 2018). Ayrica, PTK’lara benzer sekilde, hiicrelerde kontrolsiiz ¢ogalma, farklilagsma,
anjiyogenez ve metastaz olaylariyla iligkili anormal hiicresel siireglerde rol oynayan cesitli
sinyalizasyon yolaklarinin agilip kapanmasinda molekiiler anahtarlar olarak hareket

etmektedirler (Sekil 8) (Stebbing et al. 2014).
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Sekil 8. Kanserde PTF’ler tarafindan diizenlenen sinyalizasyon yolaklarina genel bir sematik
bakis (Stebbing et al. 2014)

PTF’ler sinyal iletim yolaklarinin hem negatif hem de pozitif diizenleyicisidirler.
Boylece PTK’larin onkojenik roliinii aktive veya inhibe etmektedirler. Fonksiyonlarini
PTK’lar1 dogrudan defosforilleyerek ya da dolayli olarak onlarin akis asagi (downstream)
hedeflerine miidahalede bulunarak gostermektedirler. Bu noktada, PTF enzimlerinin timor
ilerlemesindeki ikili roliiniin daha iyi anlasilmasiyla farkli timor siniflarint hedef alan yeni

terapotik stratejilerin gelistirilmesi miimkiin olmaktadir (Pardella et al. 2020).

PTF aracili sinyalizasyon yolaklarinda meydana gelen bozulmalarin kanser, otoimmiin
ve metabolik hastaliklar, norolojik ve kardiyovaskiiler rahatsizliklar dahil olmak {izere ¢ok
sayida hastaligin patogenezine katkida bulundugu bilinmektedir (Hendriks et al. 2012;
Hendriks and Pulido 2013; Bollu et al. 2017; Hale et al. 2017; Kim et al. 2018). Ayrica simdiye
dek yapilan caligmalarda, cok sayida fosfataz enziminin de farkli kanser tiirlerinin gelisimi ve
ilerlemesinde rol oynadigi gosterilmistir. Ornegin, cesitli fosfatazlari kodlayan PTEN,
PTPN1/9/10/12/13, CDC25A/B, DUSP3/4/5/23, PPP2R2A, PPM1D ve EYA2 genlerinde
meydana gelen farkli tiirden degisikliklerin meme kanseri olusumuna yol actig1 bilinmektedir

(Stebbing et al. 2014).

PTF enzimlerinin fonksiyonlarinin bozulmasma yol agan baglica sebepler, genom
calismalar1 esnasinda ilgili proteinleri kodlayan genlerde yapilan degisiklikler ve bunun bir
sonucu olarak proteinin amino asit diziliminde meydana gelen degisimler (tek bir amino asit
polimorfizmi dahi olabilmektedir), ¢esitli nedenlerden kaynaklanan asir1 protein ekspresyonu
veya proteinlerin ekspresyon yeteneklerini kaybetmeleridir. Ornegin; bazi kanser ve yaygin
malignite tiirlerinde PTEN (fosfataz ve tensin homolog geni) geninin kaybina bagli olarak SHP-

1 (SH2 domaini iceren PTF-1) enzim ekspresyonu azalmakta ve karsinogenez meydana
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gelmektedir. Tiimor baskilayict olarak islev goren birkag PTF enziminin yoklugu veya siklikla
mutasyona ugramasi ise kolon kanserinin gelisimine katkida bulunmaktadir. Ayrica karaciger
yenileyici fosfataz-3 (phosphatase of regenerating liver-3; PRL-3) enziminin asir1 ekspresyonu

sonucunda metastatik kolon kanserlerinin meydana geldigi bilinmektedir (Barr 2010).

PTF enzimleri hiicresel lokalizasyonlari, spesifiklikleri ve fonksiyonlar1 temel alinarak
tic farkli sekilde smiflandirilmaktadir. Bunlar arasinda oOzellikle fonksiyonlarina gore
simiflandirma yaklasimi antikanser ilag gelistirme ¢alismalarinin en 6nemli odak noktalarindan
biridir. Bu siniflandirma tiiriinde PTF enzimleri “tiimo6r baskilayici” ve “onkojenik” olarak iki
farkli gruba ayrilmaktadir. Kanserde tiimor baskilayict PTF enzimlerinde goriilen fonksiyon
kaybi genellikle gen delesyonu, mutasyonu ve promotor bdlgelerin metilasyonu gibi epigenetik
modifikasyonlardan ~ kaynaklanmaktadir.  Bu  olay  sinyalizasyon  yolaklarinin
hiperaktivasyonuna yol agmakta ve tiimor olusumunu tesvik etmektedir. Ayrica kanserde
timoriin olusmasi, biiylimesi ve metastazini takiben, viicutta PTF enzimlerinin ekspresyon
seviyelerinin artig1 ve boylece hastalarda sagkalim oranlarinin azaldigi bilinmektedir. Bu
bilgilerden hareketle, “tliimor baskilayic1 fosfatazlarin yeniden aktivasyonu” veya “onkojenik
fosfatazlarin inhibisyonu” yoluyla fosfataz ailesinin {iyelerinin kanser tedavisinde
hedeflenebilecegi sonucuna varilmaktadir. Ornegin; literatiirde onkojenik ozelliklere sahip
oldugu kabul edilen baz1 PTF enzimlerinin meme kanserinde asir1 eksprese edildigi ve bu
hastalikla savasmada yeni stratejiler gelistirme firsat1 sagladigi bildirilmistir (Wang et al. 2006;
Hu et al. 2014; Spring et al. 2015; Pardella et al. 2020; Shen et al. 2020). Bugiine kadar insan
genomunda bulunan 100’den fazla fosfataz enziminden sadece birkaginin (6rnegin; PTPN11 ve
PTP1B) kanser tedavisinde hedeflenebilir olup olmadigi arastirilmistir ve bu biyolojik
hedeflerin ¢ogu i¢in klinik c¢aligmalarin gerceklestirilmesinden ©Once Onemli temel

aragtirmalarin yapilmasi gerekmektedir (Hoekstra et al. 2016; Bollu et al. 2017).

Gilinlimiizde onkojenik PTF’lerin tiimoriin ilerlemesini destekledigine yonelik kanitlar
artmasina ragmen simdiye dek elde edilen inhibitorlerin sayist hala son derece sinirlidir. Bunun
bir nedeni, PTF’lerin undruggable olmas1 ve farmakolojik inhibit6rlerinin tasarimlarinin uzun
bir siiredir gecikmesidir. Diger bir nedeni ise PTF enzimlerine ait aktif bolgelerin dogal
karakteristikleri nedeniyle hiicre icinde aktivite gosterebilecek spesifik inhibitdrlerin
gelistirilmesinde yasanan zorluklardir. Yiiksek oranda pozitif yiike sahip PTF aktif bolgesini
hedefleyebilmek i¢in negatif yiliklii molekiillerin tanimlanmas1 gerekmektedir ancak boyle
molekiiller de hiicre geg¢irgenligi ve biyoyararlanim agisindan yetersiz olacaktir. Alternatif

olarak, yeni allosterik inhibitorlerin tanimlanmasi, hiicre gecirgenligi nispeten yiiksek olan ve
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daha seg¢ici bilesiklerin gelistirilmesine izin vermekle birlikte yiiklii ve korunmus PTF aktif

bolgesinin hedeflenmesinde de 6n plana ¢ikan bir yaklasimdir (Pardella et al. 2020).

SH2 Domaini ve SHP-2 Enziminin Yapisi ile Mekanizmasi

SH2 domaini, Src onkoproteininin yan1 sira diger bircok proteinin yapisinda mevcut
oldugu bilinen ve bu proteinlerin sitoplazmada bulunan sinyalizasyon molekiilleriyle olan
etkilesimlerinin diizenlenmesinde gorev alan yaklasik 100 amino asitlik korunmus sekans
bolgesine sahip bir protein bolgesidir. Mitojenik ve/veya hematopoietik sinyalizasyon
yolaklarinda gorev alan molekiillerdeki fosfotirozin kalintilarina baglanarak, ¢coklu bilesenlerin

bir araya gelmesini saglayan adaptor protein islevi gérmektedir (Sekil 9) (Li and Dixon 2000).

Hematopoietik

reseptdrler [ ]
P P - . - ’l.r
Biiyiime faktorii reseptorleri \

Fokal ~ O o

§ ) g b e
Sitoskeletal matriks )

Cekirdek

Sekil 9. PTF enzimlerinin hiicre i¢i lokalizasyonu ve regiilasyonunun sematik bir gosterimi (Li
and Dixon 2000)

Hiicre iginde bulunan PTF enzimleri benzeri olmayan protein-protein etkilesimleri
gerceklestirerek cesitli hiicre i¢i konumlara baglanabilmektedir. Sekil 9’dan da goriildigi
tizere, SHP-1 ve SHP-2 enzimleri sirasiyla hematopoietik ve biiylime faktorii reseptorlerine

SH2 domainleri araciligiyla kabul edilmektedir (Li and Dixon 2000).

SHP-2, biiyiime faktorleri tarafindan hiicrelerin sinyal iletimine pozitif yonde katki
saglayan ve hiicre sagkalimi, cogalmasi, gogii gibi olaylarda rol oynayan reseptor olmayan bir
PTF enzimidir. Insanlarda 12q24.1 bolgesinde lokalize olan PTPN11 geni tarafindan
kodlanmakta ve onkojenik bir fonksiyona sahip oldugu bilinmektedir (Ostman 2006; Zhang et
al. 2010; Martinez-Quintana and Rodriguez-Gonzalez 2011; Bollu et al. 2017). Yapisal olarak
birbirini izleyen iki adet SH2 domaini (sirasiyla N-SH2 ve C-SH2 olmak iizere), bir adet PTF
domaini ve ayrica tirozil fosforilasyon bolgelerine sahip bir adet C- terminal kuyrugu

icermektedir (Sekil 10) (Lim et al. 2016; Frankson et al. 2017). Fosforillenmis tirozin-542
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(Tyr542) kalintisi, SHP-2’nin kararli hal inhibisyonunu hafifletmek amaciyla N-SH2
domainiyle intramolekiiler etkilesime girerken; fosforile edilmis Tyr580 ise C-SH2 domainiyle

etkilesime girerek fosfataz aktivitesini uyarmaktadir (Wang et al. 2021a).

Tyr542 Tyr580

N — N-SH2 C-SH2 PTF = C

6 102 112 216 247 521

Sekil 10. SHP-2 enzimine ait N-SH2, C-SH2 ve PTF domainlerinin agik konformasyondaki
yerlesimi (Wang et al. 2021a)

Bazal durumda SHP-2 proteininin N-SH2 domaini, PTF domainine baglanarak substrat
erisimini bloke etmekte ve boylece PTF aktivitesini baskilamaktadir. SH2 domainleri uygun bir
pTyr peptidine baglandiginda otoinhibitor etkilesimler ortadan kalkmakta, N-SH2 domaininin
konformasyonu degismekte (a¢ik duruma gelir) ve enzim katalitik yonden fosfataz fonksiyonu
gosteren aktif bir enzim haline doniismektedir (Sekil 11) (Chan and Feng 2006; Hellmuth et al.
2008; LaRochelle et al. 2016; Xie et al. 2017).

Y

N— nsH2 — csuz
Y-
()

Kapali — Inaktif C Atk = Aktif

Sekil 11. SHP-2"nin kapali (inaktif) ve agik (aktif) bigimlerinin sematik gosterimi (Wang et al.
2021a)

@ THSD ) THSN |

Kanserde SHP-2 Enziminin Hedeflenmesi

PTF enzimleri birgok dokuda yaygin olarak eksprese edilmektedir. Ayrica mitojenik
aktivasyon, metabolik kontrol, transkripsiyon regiilasyonu ve hiicre gogii gibi ¢esitli hiicresel
sinyalizasyon olaylarinda diizenleyici bir rol oynamaktadir. SHP-2 enzimi, onkojenik 6zelligi
literatiirde ilk olarak bildirilen PTF enzimidir ve c¢oklu hiicre tiplerinin hayatta kalmasi,
cogalmasi ve farklilagsmasi i¢in gereklidir (Dong et al. 2021). Diger fosfataz enzimlerinden
farkli olarak, Ras/Raf/MEK/ERK (MAPK kaskadi), janus kinaz (janus kinase; JAK),
JAK/STAT, B ve T lenfosit zayiflatic1 (B- and T-lymphocyte Attenuator; BTLA), PI3K/Akt ve
PD-1 gibi kanonik sinyalizasyon yolaklarinin aktivasyonunu siirdiirebilen sinyal gii¢lendirici

bir bilesendir (Putlyaeva et al. 2020; Shen et al. 2020; Wang et al. 2020a; Song et al. 2021a).
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Giliniimiizde SHP-2’nin RTK/Ras/ERK sinyalizasyonunun diizenlenmesine Onemli
katkilar sagladigi bilinmektedir. Ancak bu enzimin Ras/ERK sinyalizasyon yolaginin
aktivasyonunu nasil tam olarak destekledigi halen tartigilmaktadir. Fonksiyonel ¢aligmalardan
elde edilen bulgular SHP-2’nin aktiflestirilmis PTK’lar veya sitokin reseptorleri araciligiyla
Ras aktivasyonunu gelistirdigini gostermektedir. SHP-2 enzimi, fosfataza bagimli ve bagimsiz
¢oklu mekanizmalar yoluyla Ras/ERK sinyalinin siirekli aktivasyonu i¢in gereklidir. Sekil
12°den de goriildiigii iizere, bu mekanizmalardan ilki, RasGAP aliminin inhibisyonunun yani
sira sprouty proteininin fosforilasyonu ve inaktivasyonu dahil olmak iizere Ras aktivasyonunun
negatif diizenleyicilerinin tersine ¢evrilmesidir. ikincisi, SHP-2 nin dogrudan bir hedefi olan
Tyr32 kalintisinda Ras’in fosforilasyonunun Ras-Raf etkilesimini artirmasi ve bdylece akis
asag1 sinyalizasyonu gelistirmesidir. Ugiinciisii ise SHP-2’nin Src diizenleyici proteinleri
defosforile etmesi ve sirayla Ras/ERK sinyalizasyonunu destekleyen Src aktivasyonuna yol
agmasidir. Elde edilen daha yeni kanitlar, SHP-2 nin guanin niikleotid degisim faktorii (guanine
nucleotide exchange factor; GEF) ile Ras aktivasyonunu tesvik etmek amaciyla SHP-
2/Grb2/Sos/Grb2 ile iliskili baglanma proteini 1 (Grb2-associated-binding protein 1; Gabl)
iceren fonksiyonel bir sinyalizasyon kompleksini olusturan ana Grb2 baglanma boélgesinin
(fosforile edilmis Tyr542) saglanmasinda bir iskele adaptorii olarak gorev aldigini destekler
niteliktedir. Ayrica aragtirmacilar tarafindan SHP-2’nin Grb2 ile iliskisinin ERK’in tam olarak
aktivasyonu i¢in yeterli olmadigi ve bazi biliylime faktorlerine yanit olarak ERK’in siirekli

sinyalizasyonunda Tyr580 kalintisinin da fosforile olmas1 gerektigi hipotezi 6ne siirlilmiistiir
(Shen et al. 2020; Wang et al. 2021a).

SHP-2 kanser hiicrelerindeki onkojenik T lenfositlerinde PD-1 ve sitotoksik T-lenfosit-
iliskili protein-4 (cytotoxic T lymphocyte-associated antigen-4; CTLA-4)’iin sitoplazmik
kuyruklarina alinmaktadir ve TCRE zincirlerini, ZAP710’u ve yardimci uyarici reseptdr CD28’1
defosforile ederek T hiicrelerinin aktivasyonunu baskilamaktadir. Tim bu molekiiler
mekanizmalarin 6tesinde SHP-2’nin tiimdér mikrogevresindeki roliiniin giiniimiizde biiyiik
Olctlide bilinmesine ragmen, antitiimor immiinitesindeki rolii halen kesfedilmeyi beklemektedir.
Ancak tlimor mikrogevresinin karmasikligt ve SHP-2’nin kanser hiicrelerinin sinyalizasyon
agidaki onemli rolii gz Oniine alindiginda, bu enzimin terapdtik potansiyelini daha iyi
anlamak i¢in hem tiimor hem de bagisiklik hiicrelerinde SHP-2’nin aktivitesini inhibe etmenin

etkisini iyi incelemek gerekmektedir (Wang et al. 2021b).
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Sekil 12. Birkag farkli sinyalizasyon yolaginin aktivasyonunda SHP-2’nin roli (Shen et al.
2020)

Sekil 12’den gorildiigli tizere, SHP-2, negatif diizenleyiciler olan p120 RasGAP,
paxillin ve sprouty proteinlerini defosforilleyerek ve Gabl, insiilin reseptor substrat 1 (insulin
receptor substrate 1; IRS1) gibi iskele proteinlerine baglanarak Ras/Raf/MAPK yolagini
diizenlemektedir. Benzer sekilde, JAK2/STATS yolaklarinin diizenlenmesinde ve ayrica p85
ile etkilesim yoluyla a-katenin ve Gabl’i defosforile ederek PI3K/Akt sinyalinin
modiilasyonunda gorev almaktadir (Shen et al. 2020).

Giliniimiizde SHP-2’nin asir1 ekspresyonunun farkli tiirdeki kanserlerin gelisimini
destekledigi iyi bilinmektedir (Ma et al. 2020). SHP-2 hiicre biiyiimesi, farklilasmasi, hayatta
kalmasi ve apoptozun diizenlenmesinde 6nemli bir sinyal doniistiiriicii gérevi gérmektedir.
Yapilan biyolojik analizler SHP-2 nin normal gelisim ve hematopoiezde de gerekli oldugunu
ortaya koymaktadir. PTPN11 geninde meydana gelen mutasyonlar, bu genin ekspresyonunun
artmasi veya azalmasi gibi deregiilasyon durumlari Noonan sendromu (NS), Leopard sendromu
(LS), 16semiler ve solid tiimorler dahil olmak iizere ¢esitli insan hastaliklarinin olusumuna yol
acmaktadir (Tablo 3). Meme, mide ve prostat kanserlerinde SHP-2 mutasyonlarinin nadiren
meydana geldigi bilinmektedir. Bununla birlikte bir onkoprotein olarak SHP-2, asir1 ekspresyon
gibi diger yollarla kanser sinyalizasyon mekanizmalarinin diizenlenmesine katkida

bulunmaktadir (Shen et al. 2020).

Tablo 3. SHP-2 Enziminin insan Hastaliklariyla Olan iliskisi (Chakladar et al. 2020; Guo and
Xu 2020)

SHP-2 Fenotipi Hastalik Tanis1

Fonksiyon kazanci mutasyonu NS, jiivenil miyelomonositik 16semi (JMML)

Fonksiyon kayb1 mutasyonu LS

Yiiksek seviyede ekspresyon Meme, mide, prostat, kiiclik hiicreli akciger, tiroid,

yumurtalik, Kkolon-rektum ve agiz kanseri, pankreatik
duktal adenokarsinom, glioblastoma ve melanoma

Diisiik seviyede ekspresyon Karaciger kanseri
Upregiile olmus aktivite Lupus
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Meme kanseri, bugiine kadar, hem klinik hem de molekiiler diizeyde iyi ¢alisilmis olan
kanser tiirlerinden biridir. Ancak yapilan ¢alismalarda PTPN11/SHP-2 ekspresyon seviyeleri
ve meme kanserinin herhangi bir intrinsik molekiiler alt tipi arasinda bir korelasyon
bulunamamistir. SHP-2’nin asir1 ekspresyonunun ise luminal A (ER+ ve distlik proliferatif
indeks (Ki-67)) ve luminal B/HER2- (ER+ ve yiiksek Ki-67) hastalarinda genel olarak koti
prognoz ve diisiik sagkalim oranlariyla iliskili oldugu belirlenmistir (Chakladar et al. 2020;
Yuan et al. 2020a).

Calismamizda mevcut bilimsel verilerin 1s18inda, bircok meme kanseri hiicre hatt1 ve
dokularinda SHP-2 proteininin asir1 eksprese edildigi ve bu durumun hiicrelerde fenotipik bir
transformasyonu indiikledigi sonucuna ulasilmistir (Zhou et al. 2008; Li et al. 2014; Zhang et
al. 2015; Guo and Xu 2020). Nitekim Shen et al. (2020), SHP-2’nin inhibisyonuyla kanser
hiicrelerinin biiylimesinin engellenerek hayatta kalma oranlarinin azaltabilecegi ve malign
hiicrelerin saglikli meme epiteli fenotipine farklilagsmasinin tesvik edebilecegini bildirmislerdir.
Bununla birlikte ayni ¢alismada, SHP-2’nin meme kanserinde bir onkoprotein olarak islev
gordiigi ve MAPK yolagimi aktive ederek kanserin baslangicini, ilerlemesini ve metastazini
destekledigi rapor edilmistir. Boylece tarafimizdan SHP-2’nin aktivitesinin inhibe edilmesinin
meme kanserinin tedavisinde etkili bir strateji oldugu bulgulanmistir. Ek olarak Hu et al. (2014)
tarafindan gergeklestirilen bir ¢alismada, SHP-2’nin, ERK, JNK/SAPK, p38/RK ve
BMKI1/ERKS sinyalizasyon yolaklar1 vasitastyla MAPK hiicresel sinyal iletimini engelleme
potansiyelinin oldugu tespit edilmistir. Bu bilgiler dogrultusunda, mevcut ¢alisma kapsaminda
allosterik SHP-2 inhibitorii 6zellikleri ilk kez rapor edilen bilesiklerin, literatiirde SHP-2
yoniinden asirt eksprese oldugu bilinen MCF-7 hiicre hatti iizerine antikanser aktivite

gosterebilecegi hipotezi de desteklenmistir.

SHP-2’nin Inhibisyonuna Yoénelik Antikanser Ila¢ Gelistirme Cabalar1

Son yillarda potansiyel bir kanser terapotik hedefi olan SHP-2’nin kii¢iik molekiillii
inhibitorlerini kesfetmek oldukca ilgi ¢ekici bir yaklagim haline gelmistir. Bu noktada 6zellikle,
SHP-2’nin allosterik bdlgelerini iggal eden inhibitdrlerin arastirilmasima odaklanilmaktadir

(Dong et al. 2021; Tang et al. 2022; Ye et al. 2022).

Gegmiste klinik uygulamalarda kullanilmak {izere birgok PTK inhibit6rii niteligindeki
ilacin basariyla gelistirilmis olmasina ragmen, PTF inhibitorlerinin gelistirilmesinde bu
ilaclarin zayif farmasotik ozellikler gostermesi ve biyolojik fonksiyonlarinin nispeten az
anlasilmasindan 6tiirii ayn1 basari saglanamamustir (Reddy et al. 2017; Xie etal. 2017). PTF’leri
hedef alan kii¢iik molekiil inhibitorlerinin gelistirilmesi bu enzimlerin katalitik bolgelerinin

yiiksek oranda korunmus olmasi1 ve pozitif yiiklii yapilarindan dolay1 oldukg¢a zordur. Ayrica
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literatiirde SHP-2 inhibitorii olarak bildirilen bazi molekiillerin (6rnegin; NSC-87877, SPI-112,
NAT6-297775, PHPS1, 11-B08 ve Cryptotanshinone) secicilik bakimindan diger PTF
inhibitorlerine gore tatmin edici bir istiinliik saglamadig: bildirilmistir (Xie et al. 2017). Bu
nedenle ileride 6zellikle kanser gibi hastaliklarin tedavisinde kullanilabilecek daha etkili yeni

PTF inhibitorlerinin tanimlanmasi ilag gelistirme c¢alismalarinda onemli bir hedef haline

gelmektedir (Reddy et al. 2017; Xie et al. 2017; Shen et al. 2020).

Son 20 yilda ¢ok sayida SHP-2 inhibitorii tanimlanmis olup bunlardan sadece birkaginin
molekiil yapis1 Sekil 13’te verilmistir (Song et al. 2021a). SHP099 bilesigi, 2015 yilinda ilk
allosterik SHP-2 inhibitorii olarak gelistirilmis ve ilerleyen yillarda kanserde SHP-2’nin
biyolojik fonksiyonlari iizerine daha fazla mekanik arastirmanin yapilmasini tesvik etmistir.
PTF’leri hedef alan katalitik bolge inhibitdrlerinin diislik seciciligi ve hedef dis1 etkileri goz
oniine alindiginda, SHP099’un yabanil tip SHP-2 (wild-type SHP-2; SHP-2"T)’yi otoinhibe
olmus (kapal1) bir konformasyonda stabilize ederek SHP-2’nin aktivitesini giiglii ve segici bir
sekilde inhibe etmesi katalitik inhibitorlere 6nemli bir Gistiinliik saglamistir (Sekil 14) (Wang et
al. 2020a). Ayrica SHP099, in vitro ortamda ve fare timor ksenogreft modellerinde kanser
hiicrelerinin biiyiimesini inhibe ederek SHP-2 enziminin diizensizliginden kaynaklanan kanser
tiirlerinin tedavisinde oral kullanima uygun gecerli bir yeni terapdtik secenek oldugunu

kanitlamigtir (Chen et al. 2016; Garcia Fortanet et al. 2016).

Yapilan ¢alismalarla SHP099 molekiiliiniin epidermal biiyiime faktorii reseptori
(epidermal growth factor receptor; EGFR), FLT-3 ve KIT gibi onkojenik siiriicii RTK’larla
aktive edilen SHP-2 enziminin inhibisyonu yoluyla insan tiimériinden tiireyen hiicre hatlar
tizerinde antiproliferatif aktiviteye sahip oldugu gosterilmistir (Chen et al. 2016; Tani et al.
2020). Bununla birlikte bagisiklik sistemi baskilanmis KYSE-520 fare ksenogreftleri
kullanilarak insan 6zofagus skuamdz hiicreli karsinomuna yonelik gerceklestirilen in vivo
deneylerde SHP099’un 100 mg/kg dozda giinliik olarak oral yoldan uygulanmasinin farelerde
mevcut timor hacmini %97 oraninda azaltti§1 ve tiimoriin biiyiimesini %61 oraninda inhibe
ederek 6nemli diizeyde antikanser aktivite gosterdigi saptanmistir (Salamoun and Wipf 2016;
Shen et al. 2020). Wang et al. (2021b) tarafindan yapilan bir ¢galismada SHP-2’nin SHP099 ile
inhibisyonunun RTK/KRAS giidiimlii kanserlerde umut verici bir terapdtik potansiyele sahip
oldugu bildirilmistir. Ayrica SHP099’un klinikteki hastalara mitojenle etkinlesen protein kinaz
kinaz (mitogen-activated protein kinase kinase; MEK), anaplastik lenfoma kinaz (ALK)
inhibitorleri veya PD-1 antikoru gibi diger antikanser ilaglarla birlikte kombinasyon halinde
verilmesinin tiimor bilylimesinin kontroliinde monoterapiden daha etkili sonuglar verdigi

kanitlanmistir. Gliniimiizde allosterik SHP-2 inhibitorii 6zelligi tasiyan yalnizca 8 adet molekiil
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(JAB-3068, JAB-3312, TNO155, RMC-4630, RLY-1971, BBP-398, ERAS-601 ve SH3809),
yetiskinlerde ileri ya da metastatik solid tiimdrlerin tedavisi i¢in tek basina veya bagka bir ilagla
kombinasyon halinde faz 1/2 klinik ¢aligmalarina kadar ilerleyebilmistir (Tablo 4) (Liu et al.
2020a; Song et al. 2021a; Wang et al. 2021a; Song et al. 2022).

(a) Allosterik bolge - 1 (C-SH, ve PTF domainleri arasi) inhibitorleri

NH,

Cl Cl

NH,

SHP099 Bilesik 23 RMC-4550
SHP-2 IC5, = 0,07 uM SHP-2 ICg, = 0,7 uM SHP-2 ICg, = 1,55 nM

(b) Allosterik bolge - 2 (N-SH, ve PTF domainleri aras) inhibitorii

J OH ’77? cl
@/{N)\N
P
SHP-244

SHP-2 IC,, = 60 uM

(¢) Katalitik bolge inhibitorleri

NSC-87877 PHPS1 NAT6-297775
SHP-2 IC., = 0,3 uM SHP-2 ICy, = 0,7 uM SHP-2 ICg, = 2,5 uM

Sekil 13. SHP-2’nin katalitik ve allosterik bolgelerini hedefleyen bazi inhibitorlerin molekiil
yapilar1 ve 1Cso inhibitor konsantrasyonu degerleri (Song et al. 2021a)

Sekil 14. Allosterik inhibitor SHP099’un domainler arasindaki bir ara yiizeye es zamanli olarak
baglanmas1 ve SHP-2"Tyi (Protein Veri Bankasi (Protein Data Bank; PDB) kodu: 5EHR)

inaktif bir konformasyonda kilitlemesi (K&hn 2020)
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Tablo 4. Kanser Tedavisi i¢in Klinikte Giincel Olarak Gelistirilmekte Olan SHP-2 Inhibitorii
Bazli Terapotikler (Liu et al. 2020a; NCT04843033; Wang et al. 2021a)

SHP-2 Kombinasyon Partneri Faz Endikasyonlar
Inhibitérii
TNO155 Tek ajan; Nazartinib 1 Geligsmis EGFR mutanti veya KRAS G12
[EGFR] mutantt KHDAK?, 6zofagus SHK®,
BBSHK?¢, melanom
Spartalizumab [PD-1]; 1b KHDAK, BBSHK, ézofagus SHK, GISTY,
Ribociclib [CDK4/6] KRK®
MRTX849 1/2 KRAS G12C mutasyonu tagiyan ileri
[KRAS G12C] derecedeki solid tiimorler
JDQ443 [KRAS G12C]; 1/2 KRAS G12C mutasyonu tastyan ileri
Spartalizumab [PD-1] + derecedeki solid tiimorler
JDQ443 [KRAS G12C]
Dabrafenib [BRAF 1 Gelismis veya metastatik BRAF V600
V600E] + LTT462 KRK
[ERK1/2]
RMC-4630 Tek ajan 1 Ileri derecedeki niikseden veya tedaviye
direngli solid tiimorler
Cobimetinib [MEK]; 1b/2 Niikseden/refrakter solid timorler, geligsmis
Osimertinib [EGFR] veya metastatik EGFR mutantit KHDAK
Sotorasib [KRAS G12C] 1 KRAS G12C mutasyonu tastyan ileri

derecedeki solid tiimorler

Pembrolizumab [PD-1] 1 KRAS mutasyonlar1 ve amplifikasyonlari,
BRAF smif Il mutasyonlari veya NF1
LOF" mutasyonlari olan ileri derecedeki ya
da metastatik solid tlimorler

JAB-3068 Tek ajan 1/2a KHDAK, KRK, PDAC?Y, 6zofagus SHK,
BBSHK ve meme kanseri dahil ileri
derecedeki solid tiimorler

Tek ajan 1 KHDAK, KRK, PDAC, 6zofagus SHK,
BBSHK ve meme kanseri dahil ileri
derecedeki solid tiimorler

JAB-3312 Tek ajan 1 KHDAK, KRK, PDAC, 6zofagus SHK,
BBSHK, meme kanseri ve diger solid
tiimorler
RLY-1971 Tek ajan 1 Tleri derecedeki veya metastatik solid
tiimorler
BBP-398 Tek ajan 1/1b lleri derecedeki KRAS G12C veya EGFR

mutantt KHDAK, diger MAPK yolagi
degisiklikleri olan solid tiimdrler

ERAS-601 Tek ajan; bir MEK 1/1b Spesifik molekiiler degisikliklere sahip ileri
inhibitorii derecedeki veya metastatik solid tiimorler
SH3809 Tek ajan 1 fleri derecedeki solid tiimorler

AKHDAK: Kiigiik hiicreli dis1 akciger kanseri, "SSHK: Skuaméz hiicreli karsinom, ‘BBSHK: Bas-boyun skuaméz
hiicre karsinomu, 9GIST: Gastrointestinal stromal tiimor, eKRK: Kolorektal kanser, FLOF: Loss of function (islev
kaybi1), 9PDAC: Pankreas duktal adenokarsinomu.
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Genel olarak klinikte SHP-2 inhibitorlerinin antitiimor etkinligini sinirlayan preklinik
ve klinik mekanizmalarin biyokimyasal ve genomik olarak arastirilmasi, gelecekte yeni
kombinasyon stratejilerinin ve yeni nesil SHP-2 allosterik inhibitérlerinin gelistirilmesinde
onemli katkilar saglayacaktir (Wang et al. 2021a). SHP-2’nin allosterik yolla inhibisyonuna
yonelik yapilan giincel g¢alismalarda belirlenen inhibitorlerdeki ilag seciciliginin, hiicre
gecirgenliginin, oral biyoyararlanimin ve in vivo potensin artirilmasina odaklanilmaktadir.
Boylece SHP-2’nin biyolojik fonksiyonlarinin daha ileri anlasilmasiyla birlikte gelistirilen
inhibitorlerde yapilan optimizasyonlar ve farmakolojik etkilerin de iyi degerlendirilmesi

yoluyla gelecekte daha fazla sayida molekiiliin klinik asamalara kadar ilerlemesi miimkiin

olacaktir (Shen et al. 2020).

Allosterik Modiilasyonun Ila¢ Kesif ve Gelistirme Siirecine EtKisi

Allosteri, bir proteinin aktif bolgesinin uzaginda yapilan bir pertiirbasyon (miidahale)
sonucunda proteinin baska bir bolgesinde ortaya c¢ikan reversibl fonksiyonel ve
konformasyonel degisiklikler olarak tanimlanmaktadir. Hiicrelerde yaygin olarak rastlanan
allosterik diizenlemeler kovalent (6rnegin; rezidii mutasyonlari, fosforilasyon ve kiiciik
molekiillerle gerceklestirilen kimyasal reaksiyonlar) ve kovalent olmayan (6rnegin; proteinler,
lipitler ve  DNA/RNA ile kurulan molekiiller arasi etkilesimler) olaylardan, gevresel
diizensizliklerden (6rnegin; pH, sicaklik ve radyasyonun etkisi) ve 11k absorpsiyonundan ileri

gelmektedir (Lu et al. 2019b; Sheik Amamuddy et al. 2020).

Pertiirbasyon allosterik bir efektoriin baglanmasiyla baglamakta ve bir gerilme enerjisi
yaratarak bir sonraki atom tabakasini hareket etmeye zorlamaktadir. Béylece allosterik bolgeye
yakin atomlarin yeniden yonlendirilmesini tetiklemekte ve bu olay bir sonraki tabakayi da
etkileyerek islemin ayni sekilde devamliligini saglamaktadir. Allosterik pertiirbasyon bir
dalganin yayilmasi gibi proteinin allosterik bdlgesinden ortosterik bolgesine ge¢mekte ve
ortosterik bolgenin konformasyonel dinamiklerinin ince ayarlamalarinin yapilmasina yol
acmaktadir. Bu yapisal yaklagima ek olarak, yakin bir zamanda dinamik yonlendirmeli allosteri
kavrami ortaya konulmustur. Bu kavram allosterik pertiirbasyonun proteinin ortosterik bolgesi
de dahil olmak {izere tamamina yayildigi, istelik proteinin tiim vibrasyonel modunu ve
konformasyonel popiilasyonunu degistirdigi fikrine dayanmaktadir. Giinlimiizde allosteri
sayisiz hiicresel siirecin essiz bir sekilde diizenlenmesine katki saglayarak hiicresel canliligin
bircok yoniiyle iliskilendirilmekte ve bu nedenle “yasamin ikinci sirri” olarak kabul

edilmektedir (Lu et al. 2019b).

Allosterik regiilasyon proteinler ve biyomolekiiler diizeneklerin karmasik sinyal

kaskadlarin1 etkin hale getirmesi ve aktivite seviyelerini modiile etmesi, sinyal iletimini
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saglamasi, hiicresel ortamda enzim katalizi ve gen regililasyonu esnasinda baglanma
partnerlerinin birbirine adapte olabilmesi i¢in genellikle tercih edilen bir mekanizmadir. X-151n1
kristallografisi, niikleer manyetik rezonans (NMR) ve c¢esitli biyofiziksel tekniklerdeki
gelismeler atomik ¢oziiniirliikte makromolekiiler protein sistemlerinin  ve dinamik
konformasyonel siireclerin detayli olarak incelenmesini miimkiin kilmaktadir. Bu gelismeler
allosterik regiilasyonun hesaplamali ve deneysel ¢alismalarinin entegrasyonunu kolaylastirmis
olup aynm1 zamanda yeni kavramsal bakis agilarinin olusmasina da imkan tanmmustir (Sheik
Amamuddy et al. 2020). Sekil 15°’te allosteri kavraminin ortaya ¢ikisi ve onu takip eden

gelismeler kronolojik bir sekilde siralanmustir.

Allosteri yonlendirmeli konformasyonel degisiklikler iki ayr1 konformasyonel gecis
durumu olarak ifade edilemez. Aksine, ¢esitli konformasyonlardan olusan bir popiilasyonu
kapsayan bir denge durumu olarak kabul edilebilir. Allosteri, biyomakromolekiillerin dogal bir
ozelligidir ve allosterik mekanizmalarda meydana gelen islevsel bozukluklar ¢esitli hastaliklar

meydana getirmektedir (Sheik Amamuddy et al. 2020).

FDA tarafindan
onaylanan ilk

Sicakitk ve pH allosterik ilacin kegfi

L ] Allosterik iletisim
faktérleri dahil aginin kesfi
edilerek allosterik

Monod, Wyman ve modiilatérlerin
Changeux (MWC) Modeli incelenmesi Allosteri

Konseptleri,
Koshland, Nemethy ve Metotlari,
Filmer (KNF) Modeli . Uygulamalari

. 2004 2016
1999
. 1984-1987 1 I

Bohr Etkisi Allosterinin tiim
ohr Etidsi 1965-1966 dinamik proteinlerin
intrinsik bir 6zelligi
oldugunun &nerilmesi
1961 Konformasyonel
degisim olmadan
allosteri kavraminin
. ele alinmasi
Konformasyon segimi
1904 W

ve popiilasyon kaymasi
"Allosterik" kavraminin kavramlarinin galigilmasi
ortaya gtkmasi

Sekil 15. Allosterinin tarihi (Liu and Nussinov 2016)

Ortosterik ve allosterik ilaglar molekiiler etki mekanizmalar1 bakimindan birbirlerinden
farklidir. Ortosterik ilaglar aktif bolgeye genellikle biyolojik kofaktorler veya substratlarla
yarismali olarak baglanmaktadir. Allosterik ilaglar (modiilatorler) ise allosterik bolgeye
baglandiklarinda aktif bolgeyi ya modifiye etmekte (genelde protein aktivitesini artirict yonde)
ya da inhibe etmektedirler (Sekil 16). Allosterik baglanma bolgeleri ortosterik bolgelere kiyasla

onemli 6l¢iide daha az korunmaktadir ancak gelistirilen allosterik ilaclar ortosterik ilaglara gore
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daha yiiksek spesifiklige ve daha diisiik toksisisite riskine sahiptir. Ortosterik bolgenin nispeten
fazla korunakli olmasi ortosterik bir ilacin sadece hedef proteine degil, aynt zamanda
istenmeyen homolog protein ailesi iiyelerine de baglanmasina neden olmaktadir ki bu durum
ilacin yan etki profiline biiyiik bir katkida bulunmaktadir. Son yillarda yapilan klinik
caligmalarda hedef dis1 toksik etkilerin en fazla rastlandig1 ila¢ grubunun antikanser ilaglar

oldugu tespit edilmistir (Lin et al. 2019; Lamore et al. 2020; Sheik Amamuddy et al. 2020).

Ortosterik Bolge

/] &

Ortamda Allosterik  Ortamda Pozitif Allosterik Ortamda Negatif Allosterik
Modiilatér Yokken Modiilator Varken Modiilatér Varken

Sekil 16. Allosterik regiilasyonun sematik temsili (Grover 2013)

Sekil 16’da ifade edildigi iizere, ortosterik bolgelere substratlarin/enzimlerin yarigmali
inhibitorleri veya enzimlerin/reseptorlerin agonistleri ya da yarismali antagonistleri
baglanmaktadir. Allosterik bolge aktif bolgeden uzak olmasina ragmen, bir modiilator allosterik
bolgeye baglandiginda protein konformasyonunda birtakim degisiklikler meydana
getirmektedir. Pozitif allosterik modiilatorlerin baglanmas1 ya substratlarin/agonistlerin
afinitesinde artiga yol agmakta ya da bunun ardindan gelecek olan eylemleri hizlandirmaktadir.
Negatif allosterik modiilatorler ise ortosterik bolgelerin afinitelerini degistirmek suretiyle veya
sonraki adimlar i¢in gerekli protein konformasyon degisikliklerini onleyerek inhibitor islevi

gormektedir (Grover 2013).

Allosterik ilaglar, ortosterik ilaclara benzer sekilde, kovalent veya kovalent olmayan
seklinde smiflandirilmaktadir. Kovalent olmayan modiilatorlerin diisiik dozda kullamildig:
allosterik ilag rejimlerinde ilgili protein yapilarinin aktif ve inaktif konformasyonlar1 arasinda
mevcut olan konformasyonel degisim mekanizmas: istenilen etkiyi karsilayabilmektedir.
Ayrica ilacin allosterik bdlgeye baglanmasi serbest enerji yiizeyinde inaktif konformasyona
dogru bir kaymaya yol agmaktadir. Ortamda diisiik konsantrasyonda bulunan ilag
molekiillerinin miktar1 azaldiginda proteinin aktif ve inaktif konumlar1 arasindaki enerji
bariyerleri yiiksekse, aktif konformasyona geri donmek uzun bir zaman alabilmektedir.
Kovalent allosterik ilaclarin tersinmez etki mekanizmalarinin aksine, kovalent olmayan
allosterik mekanizmalarin tersinir veya tersinmez oldugunu kesin olarak sdylemek zordur

ancak tersinmez etkilerin goriilme olasilig1 daha fazladir (Nussinov and Tsai 2013).
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Giliniimilizde allosterik arastirmalara yapilan yatirimlarin stirekli olarak artmasina
ragmen, onaylanmig toplam 3700°den fazla ila¢ arasindan sadece 19 tanesi allosterik bolgelere
baglanarak farmakolojik etkinliklerini gostermektedir. Yapilan bu karsilastirma allosterik ilag
kesif siirecinin zorlugunu ortaya koymaktadir. Bu durum biiyiik olasilikla allosterik ilaglarin
baglanma afinitelerinin nispeten diisiik olmasindan, ortosterik ligantlara kiyasla daha yiiksek
hidrofobisiteye sahip olmalarindan ve siklikla tespit edilen olumsuz yapi-aktivite iligkilerinden
(structure-activity relationship; SAR) kaynaklanmaktadir. Bugiine kadar in silico yontemler
kullanilarak kesfedilen sadece 1 adet allosterik ilag (Enasidenib) FDA tarafindan onaylanmistir
(Dogra et al. 2018). Bu nedenle, allosterik baglanmada protein-ligant etkilesimlerinin

aydinlatilmasina genel olarak ihtiya¢ duyulmaktadir (Sheik Amamuddy et al. 2020).

Antikanser Ajanlar Olarak Dogal Uriinler

1929 yilinda Alexander Fleming tarafindan Penisilin’in Penicillium notatum’dan
kesfedilmesi ve bu ajanin 1940’l1 yillarda genis bir terapdtik kullanima sahip oldugunun
anlasilmasinin ardindan tip alaninda “antibiyotiklerin altin ¢ag1” donemi baglamistir. Boylece
yeni dogal biyoaktif bilesiklerin dogada mevcut olan kaynaklardan arastirilmasi yaklasimi

poplilerlik kazanmistir (Cragg and Newman 2013).

Dogal iirlinler canli organizmalardan elde edilen primer veya sekonder metabolitlerdir.
Sekonder metabolitler ise baz1 bitkiler ve mikrobiyal tiirlerin suslar tarafindan iiretilen ¢esitli
kimyasal yapilara sahip bilesiklerdir. Primer metabolitlerin aksine, sekonder metabolitler bir
organizmanin bilylimesi ve gelismesi i¢in dogrudan gerekli degildir. Ancak sekonder
metabolitler yapisal olarak essiz ve segici bir biyoaktivite potansiyeline sahip olmalari
yoniinden dogal iriinleri yeni ilaglarin kesfinde 6nemli bir kaynak haline getirmektedir
(Lankatillake et al. 2019; Bruce 2020; Gunathilaka et al. 2020).

Doganin lirettigi bilesikler, tiirlerin uzun, segici ve evrimsel siirecinin bir sonucu olarak
cok c¢esitli kimyasal yapilar sergilemektedir. Ayrica insanlarin yasam kosullarinin
tyilestirilmesine her zaman biiyiik bir katki yaptiklar1 bilinmektedir. Geleneksel tipta yaygin
olarak kullanilmalar1 ve bilimsel ac¢idan kanitlanmis ¢ok ¢esitli biyolojik etkilerinden Otiirii
dogal iirlinler, yiliksek bir bilimsel ve endiistriyel degere sahiptirler. Dogal bilesiklerin
gosterdigi ozellikler yeni dogal molekiillerin tanimlanmasinda, sahip olduklar1 biyolojik
aktivitelerin degerlendirilmesinde, biyolojik etki mekanizmalarinin anlasilmasinda ve tedaviye
yonelik yeni uygulamalarin gelistirilmesinde 6nemli ilerlemelere yol agabilecek nitelikteki
bilimsel arastirmalart siirekli olarak tesvik etmektedir. Giiniimiizde tip alaninda ¢ok 6nemli
ilerlemeler kaydedilmesine ragmen kanser, enfeksiyonlar, diyabet ve kardiyovaskiiler

hastaliklar gibi bir¢cok hastalik i¢in uygun maliyetli, etkili ve giivenilir bir tedavi secenegi halen
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bulunmamaktadir. Bu sebeple bahsi gecen hastaliklarin tedavisinde en sik arastirilan konu,

dogal kaynaklardan yeni ilaglarin gelistirilmesidir (Seca and Moujir 2020).

Brown and Wobst (2021), 2010-2019 yillar1 arasinda onaylanan 289 adet NME ve 89
adet Biyolojik Lisans Basvurusu (Biologics License Application; BLA)’nu kapsayan tedavi
alanlarinin analizini yapmis olup buna gére FDA’dan onay alan ilk 5 tedavi alaninin onkoloji
(tim onaylarin %25°1), enfeksiyon (%14°i), merkezi sinir sistemi (MSS) bozukluklar
(%12’s1), metabolik bozukluklar (%7°s1) ve kardiyovaskiiler hastaliklar (%6°’s1) oldugunu tespit
etmislerdir. Yakin bir zamanda Newman and Cragg (2020) ise FDA tarafindan 1981-2019
yillar1 arasinda onaylanan ilaglarda dogal iirtinlerin roliinii degerlendirmisler ve mevcut regeteli
tiim ilaclarin %35’inden fazlasinin dogal iiriinlerden elde edildigi tahmininde bulunmuslardir.
Ayrica yeni onaylanan ilaglarin %3,8’inin dogal iiriinler, %18,9’unun dogal iiriin tiirevleri,
%22,5’inin dogal {irlin taklitleri ve %3,2’sinin dogal lriinlerden ilham alan sentetik ilaclar

oldugunu bildirmislerdir (Sekil 17).

S*/NM, 207,11 Vs 142,75 B, 346, 184
N, 71,38
$*,65,3.2
|/‘\B. 14,0.8
S/NM, 217, 11.5
ND, 356, 18.9
S, 463, 24.6
*B «N «NB «ND =S S/NM =S* «S*NM sV

Sekil 17. Yeni onaylanmuis tiim ilaglar (01/01/1981-30/09/2019). “B” Biyolojik makromolekiil;
“N” degistirilmemis dogal iirlin; “NB” botanik ila¢ (tanimlanmis karisim); “ND” dogal iiriin
tiirevi; “S” sentetik ilag; “S*” sentetik ilag (dogal iiriin farmakoforu); “/NM” dogal {iriin taklidi;
“V” as1, n=1881 (Newman and Cragg 2020)

Dogal kaynakli molekiiller, yeni ilag gelistirme konusunda ¢alisan kiiresel ilag sirketleri
igin son derece 6nemli bir kaynak teskil etmektedir. Cilinkii bu molekiiller ila¢ endiistrisinde
yar1 sentetik kompleks yapili ilaglarin gelistirilmesinde dogrudan bir hammadde kaynagi, 6ncii
ila¢ etken maddelerinin tasariminda bir prototip ve yeni ilaglarin kesfinde taksonomik
belirtecler olarak kullanilmaktadir (Calixto 2019). Sekil 18’de 2020 yilinda FDA tarafindan
onay alan ilaglarin kimyasal yapilarina gore siniflandirilmasi gosterilmektedir (G de la Torre
and Albericio 2021). Buna gore, dogal {iriinlerin sahip oldugu benzersiz kimyasal yapilar, 2020
yilinda FDA’nin onayladig: tiim ilaglarin kimyasal cesitliligi arasindan yaklasik %30’luk bir

pay1 temsil etmektedir.
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Sekil 18. 2020 yilinda FDA tarafindan onaylanan ilaglarin kimyasal yapilarma gore
siiflandirilmasi. Bazi ilaglar ayni anda iki farkli sinifa dahil olabilmektedir (G de la Torre and
Albericio 2021).

Ilag etken maddesi olarak kullanilan dogal iiriinlerin bilinen baslica kaynaklar1 bitkiler,
bakteriler ve mantarlardir (Blagodatski et al. 2020). Bakteri ve mantarlar (yani
mikroorganizmalar), yapisal olarak cesitli biyoaktif metabolitleri liretmekle sorumlu olan
diinya ¢apinda ¢esitli habitatlarin tiyeleridir. Bugiine dek mikroorganizmalar tarafindan tiretilen
yapisal olarak cesitli sekonder metabolitlerin antibiyotik, anti-inflamatuvar, antikanser ve
antidiyabetik etkinliklere sahip olduklar1 bilinmektedir ve ayrica bunlardan bazilar1 glinlimiiz
farmasoétik endiistrisinin en 6nemli tiriinlerindendir (Cragg and Newman 2013). Bugiin, %50-
60’1 bitki ve %35°1 mikrobiyal kokenli olan 1 milyondan fazla dogal bilesigin izole edildigi ve
bunlardan %20-25’inin biyolojik a¢idan aktif olarak siniflandirildig: bilinmektedir. Mikrobiyal
kaynakli biyoaktif dogal bilesiklerin %10’u ise mikroplardan, %45°i Actinomycetes’ten, %38’
mantarlardan ve %17’si bakterilerden elde edilmistir (Mushtaq et al. 2018).

Bakteriyel metabolitlerin terapotik kullanimlarimin arastirilmasima 1940 yilinda gram
pozitif Actinomycetes’ten “Aktinomisin D” antibiyotiginin elde edilmesinin ardindan
baslanmigtir. Daha sonraki yillarda, cogunlugu Streptomyces tiirlerinden olmak {izere,
antrasiklinler (6rnegin; Daunorubisin, Doksorubisin ve Epirubisin), Mitomisin C gibi
mitozanlar, Bleomisin ve antrasenonlar (6rnegin; Streptozotosin, Mitramisin ve Pentostatin)
gibi pek ¢ok dnemli antikanser ilag etken maddesi izole edilmistir (Mushtaq et al. 2018). Sekil
19°da bakterilerden elde edilen ve kemoterapdtik ajan olarak kullanilan dogal bilesiklerden
bazilariin molekiil yapis1 gosterilmistir. Giinlimiizde sitotoksik bilesiklerin ve genis
spektrumlu antibiyotiklerin dogal kaynaklardan arastirilmasi yaklasimi halen kullanilmaktadir

(Blagodatski et al. 2020).
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Sekil 19. Bakterilerden elde edilen bazi dogal biyoaktif bilesikler (Mushtaq et al. 2018)

Kanser ve enfeksiyon hastaliklar1 diinya capinda 6nemli 6liim nedenleri arasinda
sayilmaktadir. Bununla birlikte WHO tarafindan 2030 yilinda kanser insidansinin 11 milyonun
tizerine ¢ikacagr Ongoriilmektedir. Klinikte kullanilan antineoplastik ajanlarin = ve
antibiyotiklerin tedaviye direng gelistirmeleri ve istenmeyen yan etkilere sahip olmalarindan
dolay1 antikanser ve antimikrobiyal etkili yeni ilaglara olan ihtiyac her gecen giin artmaktadir
(Seca and Moujir 2020). Bugiine dek, ¢ok sayida dogal iiriin ve dogal kimyasal yapidan
tiirevlendirilen kiigiik sentetik ajanin farkl tiirden malignitelerin tedavisinde antitiimor etkinlik
potansiyellerinin in vitro ve in vivo olarak belirlenmesine dair birgok aragirma yapilmistir. Bu

aragtirmalardan bazilar1 Tablo 5’te goriilmektedir (Wang et al. 2020b).

Tablo 5. Baz1 Dogal Ajanlar ve Bu Ajanlarin Etki Mekanizmalar1 Kullanilarak Gergeklestirilen
In Vitro ve In Vivo Calismalar (Wang et al. 2020b)

Dogal Ajanin Bulundugu Etki Mekanizmast Model Calisma/Kanser
Ismi Kaynak Tiirti
Artesunat Artemisia Vaskiiler endotelyal Hela ve Etki mekanizmast
annua biiyiime faktorii HepG2
(vascular endothelial - jinik insan ~ Kolorektal kanser

growth factor; VEGF) denemesi
inhibisyonu yoluyla
anjiyogenezi onleme

Kamptotesin Nyssaceae DNA topoizomeraz L1210 Etki mekanizmasi
I’in inhibisyonu hiicreleri ve
SV40 ile
enfekte olmus
maymun
hiicreleri
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Tablo 5. (devam)

Klinik insan ~ Malign solid tiimor

denemesi ve metastatik
kolorektal kanser
Kolsisin Meadow Mikrotiibiil Mide kanseri Gastrik kanser
saffron destabilizasyonu hiicre hatlari
Geniposit Gardeniae Apoptotik kaskadlarin C6 glioma Etki mekanizmas1
Fructus (PKCd/ hiicreleri
JNK/Fas/kaspaz8 ve HSC-3 kanser OSHK
kaspaz 3) aktivasyonu hiicreleri
Podofilotoksin American Topoizomeraz Il ile Akciger Etki mekanizmasi
mandrake veya DNA etkilesimi kanseri hiicre
mayapple sonucunda hiicre hatlar1
dongiisiiniin
bozulmasi
Taksanlar Yew trees Hiicre dongiisiiniin CHO hiicreleri  Etki mekanizmasi
|Ierlemesm_|n Klinik insan Akciger, meme ve
engellenmesi ve denemesi yumurtalik kanseri
hiicrelerde apoptozun
tetiklenmesi
Vinka Madagascar Tiibilinle etkilesim  HeLa hiicreleri  Etki mekanizmasi
(Catharanthus) periwinkle sonucunda mikrotiibil  K|inik insan Akciger kanseri
alkaloidleri fonksiyonlarinin denemesi
bozulmasi ve hiicre
cogalmasinin
engellenmesi

Antikanser ajan olarak kesfedilen veya gelistirilen dogal molekiillerin ¢ogunun
preklinik ¢alisma sonuglari, klinik ¢aligmalarda elde edilen bulgulardan daha umut vericidir.
Bununla birlikte klinik oncesi ¢alismalar, dogal bilesiklerin etki mekanizmalarinin
anlasilmasinda ¢ok degerli bilgilerin elde edilmesine halen biiyiik oranda onciiliikk etmektedir.
Dogal bilesiklerin kanser tedavilerine dahil edilmesiyle birlikte farkli kanser tiirlerinin
nedenleri ve ilerlemesini anlamanin yani sira bu bilesiklerin ve karsilik gelen analoglarinin etki
mekanizmalarinin, dozlariin ve farmakolojik profillerinin de daha iyi anlagilmasi miimkiin

olacaktir (Wang et al. 2020b).

Dogal tiriinlerin meme, akciger ve prostat kanseri tedavisinde kullanim potansiyellerinin
belirlenmesine dair gergeklestirilen mevcut caligmalarin sayisi, diger kanser tiirleri i¢in
gerceklestirilen ¢aligmalarin sayisindan nispeten fazladir. Meme kanseri bu ti¢ farkli kanser tiirii
arasindan dogal triinler iizerinde en fazla arastirma yapilan kanser tiiriidiir. Meme kanserinin
tedavisinde dogal iirtinlerin kullanim potansiyellerinin belirlenmesi amaciyla 2000-2020 yillar
arasinda ¢ok sayida arastirma yapilmis ve bu aragtirmalarin sayist gegmisten giiniimiize dek
artig gostermistir (Sekil 20) (Zhang et al. 2020). Literatiirden elde edilen giincel bilgiler, dogal

irlinlerin meme kanserinin agresifligine karsi savasma, kanser hiicrelerinin ¢ogalmalarini
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engelleme ve kanserle iligkili yolaklart modiile etme kapasitesine sahip oldugunu ortaya
koymaktadir (Mitra and Dash 2018).

Meme kanseri tedavisinde dogal iiriinlerin
kullanim potansiyellerinin arastirilmasi
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Sekil 20. Son 22 yilda SCI kapsaminda yayinlanan “meme kanseri tedavisinde kullanim
potansiyeli arastirilan dogal {iriinler” konulu makaleler (2000-2021) (Kaynak: Web of Science)

Biyolojik Onem Arz Eden Kimyasal Varliklar (Chemical Entities of Biological Interest;
ChEBI) veritabani kii¢iik kimyasal bilesiklere odaklanan molekiiler varliklara {icretsiz olarak
erigilebilen bir sozliktiir. S6z konusu molekiiler varliklar, ya dogal {irinler ya da canl
organizmalarin siire¢lerine miidahale etmek i¢in kullanilan sentetik tiriinlerdir (De Matos et al.
2010). Yukarida verilen bilgiler dogrultusunda, allosterik SHP-2 inhibit6rii olduklari ilk kez bu
caligmayla bildirilen L-histidil-L-histidin (H-His-His-OH) (CHEBI ID: 74051) ve L-triptofil-L-
triptofan (H-Trp-Trp-OH) (CHEBI ID: 74876) bilesiklerinin Mycoplasma genitalium
tarafindan bir metabolik reaksiyon esnasinda iiretilen bakteriyel metabolitler olduklari; bununla
birlikte L-histidil-L-tirozin (H-His-Tyr-OH) (CHEBI ID: 74059)’in ise metabolizma sonucu
olusan herhangi bir ara iirlinii veya iiriinii temsil ettigi ChEBI veritabanindan dogrulanmustir.
Bu noktada dogal iiriinlerin meme kanserindeki etki potansiyeli géz 6niine alindiginda, bu
¢alismanin konusunu olusturan ti¢ adet dogal bilesigin, gliniimiizde hem in vitro hem de in vivo
meme kanseri modeli olarak siklikla kullanilan MCF-7 hiicre hattina kars1 selektif sitotoksik-

antiproliferatif etkilerinin arastirilmasina karar verilmistir (Dunpall et al. 2016).

M. Genitalium (Sekil 21), 1980 yilinda tanimlanmis erkek ve disi tireme yollarin
kolonize eden Mollicutes sinifindan bir bakteridir. ilk kez Londra’da bulunan Aziz Mary
Hastanesi’ndeki Genitoliriner Tip klinigine basvuran gonokokal olmayan iiretritli
(nongonococcal urethritis; NGU) 13 erkek bireyden 2’sinin iiretrasindan izole edilmistir
(Taylor-Robinson 2002). Serbest yasayan herhangi bir hiicrenin en kiigtigii olarak bilinmektedir

ve genomunun kiiciik boyutu (580 kb) goz Oniine alindiginda, tam olarak dizilenen ilk
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bakterilerden biri olmasinin yani sira kimyasal olarak da sentezlenen ilk genomdur (Manhart et
al. 2011). Bugiine dek servisit, endometrit ve pelvik inflamatuvar hastalik (pelvic inflamatory
disease; PID) gibi ¢esitli sendromlarla iliskilendirilen M. Genitalium’un, yiiksek diizeyde
eksprese edilmis dogustan gelen bagisiklik sensorleri araciligiyla akut inflamatuvar sinyalleri
ortaya c¢ikaran konak epitel hiicrelerine yapisarak lirogenital sistemde iltihaplanmaya neden

oldugu bilinmektedir (Gnanadurai and Fifer 2020; Martinez-Torr6 et al. 2020).

Sekil 21. M. Genitalium’un elektron mikroskobuyla elde edilmis goriintiisii (Olgek: 500 nm)
(Gnanadurai and Fifer 2020)

Peptit Yapisindaki Molekiillerin Olas1 Antikanser Etkinlikleri

Cesitli  kaynaklardan izole edilen/tanimlanan peptitler, uzun bir siredir
“biyomalzemeler” olarak kabul edilmekte ve 6zellikle biyomedikal ve gida endiistrilerindeki
biyolojik uygulamalariyla taninmaktadir. Bugiin Amerika Birlesik Devletleri’nde klinik
uygulamalar i¢in gelistirilen yaklasik 60 adet FDA lisansh peptit esash ilag bulunmaktadir ve
ayni zamanda buradaki bir¢ok kurulusa ait tirtinler klinik arastirma ve ticarilestirme siire¢lerinin
farkl1 asamalarindadir. Bildirilen raporlar, diinya ¢apinda 150’ye yakin peptit molekiiliiniin
farkli aragtirma ve diizenleyici onay asamalarinda oldugunu gostermektedir (Sekil 22)

(Ganguly et al. 2020).
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Onaylanms veya Aktif Gelistirme Asamasinda Olan Peptit Sayis1
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Sekil 22. 2016 yili ve sonrasinda farkli terapotik alanlar icin onay almis ve aktif olarak
gelistirilmekte olan peptitler (Henninot et al. 2018)

Sekil 22 incelendiginde, 2016 yil1 itibariyla diinya ¢apinda mevcut olan peptit esash
molekiillerden 170 tanesinin klinik gelistirmenin farkli asamalarinda oldugu ve ayrica 200’den
fazla molekiiliin etkinliginin de preklinik asamalarda degerlendirildigi anlasiimaktadir. Bu
rakamlar terapétik alan ile boliindigiinde, “onkoloji” ve “metabolik hastaliklar”in iki baskin
terapotik alan oldugu ortaya ¢ikmaktadir. Peptitler kiiresel ilag satiglarinin sadece bir kismini
olusturmakta ve peptitlerin dogal fonksiyonlarini ele alan teknolojilerdeki gelismeler sayesinde
bu molekiillerin tasarimlarinin ve gelistirilmelerinin olumlu yonde etkilenecegi ve bdylece
peptit ilaglarina olan talebin de siirekli olarak artmaya devam edecegi Ongoriilmektedir

(Henninot et al. 2018).

Terapotik peptitler, protein ve antikor yapisindaki ilaglara gore nispeten kiiciik
boyutludur, sentetik olarak erisilebilirlikleri daha yiiksek diizeydedir, immiinojenisiteleri daha
azdir ve hiicre membranlarina daha 1iyi niifuz edebilme kabiliyetleri sayesinde
biyoyararlanimlar1 daha yiiksektir. Ayrica belirli bir hedefe kars1 yiiksek aktivite, spesifite ve
afinite ozellikleri sergilemektedirler. Terapotik peptitlerin ilag-ilag etkilesimlerini minimal
diizeyde gostermeleri ve toksik etkileri en aza indirmeye yardimci olacak sekilde karaciger veya
bobrek gibi belirli bazi organlarda birikim gostermemeleri nedeniyle birgok hastaligin
tedavisinde kullanilmak {izere biiyiik bir potansiyel barindirdig: bilinmektedir. Bu molekiiller,
ayni zamanda, yeni mekanizmalar yoluyla reseptdr ve enzim gibi yerlesik hedefler ve

geleneksel olarak undruggable olarak kabul edilen yeni hedefler iizerinde fonksiyonel
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hareketlilige sahip olma 6zellikleri sayesinde onkolojide yenilikgi bir ilag aday1 sinifi olarak 6n

plana ¢ikmaktadir (Marqus et al. 2017; Conibear et al. 2020).

Giiniimiizde ilag adaylar1 olarak addedilen peptit yapisindaki molekiillerin hormonlar,
norotransmitterler, biiylime faktorleri ve antibakteriyel ajanlar olarak hareket ederek insan
fizyolojisinde kritik roller stlendigi bilinmektedir. Ancak peptitlerin sahip oldugu dogal
ozellikler, bunlarin ilag olarak kullanimi esnasinda hem giiglii hem de zay1f birtakim yonlerinin
olduguna dikkati ¢ekmektedir (Henninot et al. 2018). Bu zayif yonlerden bazilar1 plazma yar1
omiirlerinin ve oral biyoyararlanimlarinin diisiik olmasi, ayrica kandaki proteazlarla kolayca
pargalanabilmeleri nedeniyle in vivo stabilitelerinin az olmasidir. Peptitlerin stabilitesi ve
biyoyararlanimin1  artirmak amaciyla kimyasal yapilarinda ¢esitli modifikasyonlar
yapilabilmektedir. Ayrica hem dogal hem de modifiye edilmis peptitlerin, peptit-ilag ve peptit-
nanopartikiil konjugatlar1 halinde hastalara verilmesi sonucunda bu molekiiller viicuttaki
hedeflerine daha etkin bir sekilde ulastirilabilmekte ve bodylece yukarida bahsi gegen
dezavantajlar ortadan kaldirilabilmektedir (Bidwell III and Raucher 2009; Marqus et al. 2017;
Conibear et al. 2020).

Antikanser tedavide kanser hiicrelerini yok etmek amaciyla biyoaktif terapdtik
peptitlerin kullanimini iceren ¢alismalarda, 10 kDa’dan daha diisiik molekiiler agirliga sahip
peptitlerin solid tiimdrlere niifuz edebilme kabiliyetinin daha ileri diizeyde oldugu tespit
edilmistir. Pankreas ve meme kanseri gibi birgok kanser tiirlinde mevcut tiimor hiicrelerinin
cogunlukla kollajen ve hyaluronik asit olmak iizere stromal bilesenleri 6nemli diizeyde
tirettikleri bilinmektedir. Monoklonal antikorlar gibi biiyilik molekiil yapisina sahip olan ajanlar
diisiik difiizyon katsayilar1 ve hiicrelerde yiiksek interstisyel sivi basinci nedeniyle tiimordeki
stromal tabakayr asamamakta Ve bdylece hiicrelere penetrasyonlart Onemli 6lgiide
engellenmektedir. Bu noktada, solid tiimérlere penetre olmasi beklenen molekiillerin diisiik
molekiil agirligma sahip olmasinin peptit ilaclarmin gelistirilmesinde bir avantaj sagladigi

kabul edilmektedir (Scodeller and Asciutto 2020).

Bugiine kadar antikanser aktivite gOsteren peptit bazli ilaglar igin tiimdrde
anjiyogenezin inhibisyonu, apoptoz ve nekroz indiiksiyonu, interferon yolaklar1 {izerinden
immiin sistem modiilasyonu, kinazlarin ve proteazlarin inhibisyonu ve matriks onkoproteinleri
ve transkripsiyon faktorleri gibi fonksiyonel proteinlerle etkilesim olmak tizere ¢ok cesitli etki
mekanizmalar1 bildirilmistir (Angell et al. 2018). Ayrica hayvan zehirleri ve toksinler, deniz
hayvanlari, bitki ekstraktlari, mikroorganizmalar ve algler gibi dogal kaynaklardan elde edilen

peptitlerin sitotoksik aktivitelerinin degerlendirilmesi veya faj gosteriminin ya da sentetik
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kiitiiphanelerin taranmas1 gibi hedeflenmemis yaklasimlarla antikanser aktiviteye sahip bir¢ok

yeni peptit molekiilii kesfedilmistir (Conibear et al. 2020).

Peptitlerin antikanser etkinliklerinin gosterilmesine dair yapilan caligmalara 6rnek
vermek gerekirse; Giorello et al. (1998), H1-S6A,F8A peptidine Antennapedia’nin penetratin
dizisini ekledikten sonra olusan flizyon peptidinin
(ROIKIWFQNRRMKWKKNELKRAFAALRDQI) MCF-7 meme kanseri hiicre hattinda
proliferasyonu inhibe ettigini, apoptozu indiikledigini ve c-Myc aktivitesini engelledigini
bildirmislerdir. Terui et al. (1999), endotelyal interlokin-8 (IL-8)’¢ baglanabilen bir
pentapeptidin (NH2-AVLPR) HL-60, Jurkat, Daudi ve K-562 16semi hiicre hatlarinda apoptozu
indiikledigini ve in vivo ortamda antitimor etkinlige sahip oldugunu belirtmislerdir. Bae et al.
(2000), bir peptit kiitiiphanesinde bulunan arjinin agisindan zengin bazi hekzapeptitlerin VEGF
ile VEGF165 arasindaki etkilesimleri inhibe ettigini kesfetmislerdir. Ayrica RRKRRR
hekzapeptidinin bir ¢iplak (nude) fare modelinde VEGF salgilayan HM7 insan kolon kanseri
hiicrelerinin biiylimesi ve metastazint 6nledigini belirlemislerdir. Berezov et al. (2001),
Trastuzumab (Herceptin) gibi monoklonal antikorlar1 taklit edebilen peptit yapisindaki kiigiik
molekiillerin meme ve yumurtalik kanserinde %30 oraninda daha fazla eksprese olan HER2’ye
ait iirlinlerden birini inaktive ettigini tespit etmislerdir. Bu sayede YCDGFYACYMDV-NH2
dodekapeptidinin HER2 reseptoriine baglandigin1 ve in vitro ortamda yapisal biiylimeyi
saglayan sinyalizasyon 6zelliklerini antagonize ettigini bildirmislerdir. Kim et al. (2012), bir
dekapeptit (AFNIHNRNLL) yapisini Mytilus coruscus’a ait bir proteinden izole ettikten sonra
bu peptidin meme, prostat ve akciger kanseri hiicreleri iizerindeki etkilerini incelemislerdir.
Ilgili dekapeptidin kanser hiicrelerinde apoptozu etkili bir sekilde indiikledigini, saglikl
karaciger hiicrelerinde ise bu tiir bir etkinligin goriilmedigini bildirmislerdir. Bidwell III et al.
(2013), bir elastin benzeri polipeptit (elastin-like polypeptide; ELP) ile baktenesin ve c-Myc
inhibitor peptidinden (H1-S6A,F8A) tiiretilen bir hiicre penetrasyon peptidini (cell-penetrating
peptide; CPP) kaynastirdiktan sonra yeni olusan peptit yapisina BAC-ELP-H1 adin
vermiglerdir. Ardindan, bu flizyon peptidinin insan ve si¢an glioma hiicrelerindeki
proliferasyonu in vitro ortamda inhibe ettigini ve sicanda gelisen gliomadaki tiimor hacmini

%80 oraninda azalttigini tespit etmislerdir.

Yeni Oncii ilac Molekiillerinin Tanimlanmasinda Kullanilan BDIT Yéntemleri

[lag pazarina yeni bir {iriin kazandirmak maliyetli, zaman alic1 ve insan giicii agisindan
zahmetli bir siirectir. Ilac kesif ve gelistirme ¢abalar1 yaklasik olarak 800 milyon ila 1,8 milyar
Amerikan dolar1 arasinda bir maliyet gerektirmekte ve ortalama 10-15 yil sitirmektedir.

Kombinatoryal kimyadaki mevcut yenilikler ilag kesif ¢alismalarinin genisletilmesine ve HTS
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yontemlerinin gelistirilmesine Onciililk eden ¢esitli molekiil veri bankalarimin sayisinin
artmasima neden olmustur. Buna ragmen, piyasaya basarili bir sekilde giren yeni ilag
molekiilerinin sayis1 son birkag yilda azalis gostermistir. Bu yiizden ilag kesfinin 6n
asamalarinda iist diizey ilag sirketleri ve diger arastirma gruplari tarafindan BDIT yontemlerinin
kullanilmasi, ilag gelistirme siirecini daha diisiik maliyetli olacak sekilde hizlandirmak ve son
asamadaki basarisizliklari en aza indirmek agisindan 6nemli hale gelmistir (Macalino et al.

2015).

Son zamanlarda ila¢ kesif silirecinde yeni ligantlarin tamimlanmasina yonelik
gerceklestirilen ¢alismalarda hesaplamali, biyoinformatik ve deneysel yaklasimlarin bir arada
kullanildig1 “rasyonel ilag tasarim1” olarak adlandirilan alana yonelim mevcuttur. In silico,
“bilgisayar destekli” anlamina gelen bir terimdir. Bu ifade 1989 yilinda in vitro, in vivo ve in
situ gibi Latince ifadelere bir benzetme olarak ortaya ¢ikmustir. Yani “in silico ilag tasarimi1”
ifadesi, ilaglarin hesaplamali yontemler kullanilarak kesfedildigi ya da tasarlandigi rasyonel
dizayn anlamina gelmektedir. Giiniimiizde hem hesaplamali hem de deneysel yontemler ilag
kesif ve gelistirme siirecinde 6nemli roller iistlenmekte ve ¢ogu zaman birbirinin tamamlayicisi

olarak sayilmaktadir (Vu et al. 2015; Ugariogu et al. 2020).

BDIT, ilag-reseptor etkilesimlerini simiile etmede hesaplamal1 yontemlerin kullanildig
ozel bir disiplindir. flag tasariminda in silico yaklasimlar farmakolojik olarak aktif bilesiklerin
viicutta proteinler veya niikleik asitler gibi makromolekiiler hedeflerle etkilesim sonucunda bir
biyolojik aktiviteye sahip olduklar1 varsayimina dayanmaktadir. Bu tiirden etkilesimlerin
analizi ve tahmini esnasinda dikkate alinmasi gereken temel faktorler arasinda sterik etkiler,
elektrostatik kuvvet, hidrofobik etkilesimler ve hidrojen baglarinin olusumu yer almaktadir.
Genel olarak BDIT ydntemleriyle ligantlar hakkinda mevcut kimyasal ve biyolojik bilgilerden
yararlanma, yeni ilaglarin tanimlanmasi ve optimize edilmesi gibi farkli hedefler
tanimlanmaktadir. Ayrica bugiine dek ilaglarda istenmeyen birtakim 6zelliklere (6rnegin; zayif
aktivite, yetersiz absorpsiyon, dagilim, metabolizasyon ve eliminasyon (ADME) 6zellikleri ve
yiiksek toksisite potansiyeli) sahip olan bilesikleri ortadan kaldirmak ve en umut verici ilag
adaylarin1 secmek igin gesitli in silico filtreler tasarlanmistir. Giincel BDIT uygulamalari
potansiyel baglanma bolgelerinin tespiti, ilag aday1 molekiillerin olusturulmasi ve olusturulan
bu molekiillerin biyolojik bir hedefle kenetlenmesini igeren c¢esitli yapisal analizleri

kapsamaktadir (Ugariogu et al. 2020).

In silico ilag kesif siireci terapétik bir hedefin tanimlanmasi, makromolekiiler hedefe
kars1 taranacak olan kiigiik molekiil bilesiklerinin bir kiitiiphanesinin olusturulmasi, segilen hit

molekiillerin protein baglanma bdlgelerine kenetlenerek aralarindaki etkilesimlerin test
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edilmesinin ardindan farmakokinetik c¢alismalara tabii tutulmasi ve en son asamada ise
farmakokinetik parametreleri uygun bulunan molekiillerin “ila¢ Oncii maddesi” olarak
tanimlanmasin1 igeren bir dizi asamadan meydana gelmektedir (Ugariogu et al. 2020).
Giliniimiizde in silico tekniklerin kullanimimin giderek yaygilasmasi ve bilgisayarli
teknolojilerde kaydedilen ilerlemeler sayesinde daha giiglii, biyoyararlanimi yiiksek, daha az
toksik ve yan etkileri en aza indirilmis olan yeni ilag molekiillerine ulagma olasilig1 da giderek
artmaktadir. Tablo 6°da BDIT yontemleri kullanilarak gelistirilen klinik olarak onaylanmus ilag
ornekleri 6zetlenmistir (Ozbiiyiikkaya 2012; Bisht and Singh 2017; Maltarollo et al. 2019).

Tablo 6. Bilgisayar Destekli Ilag Kesif Araglari Sayesinde Tammlanan Klinik Olarak
Onaylanmus Ilag Molekiilleri (Ozbiiyiikkaya 2012; Bisht and Singh 2018)

flacin Adi Onaylanma Y1l Farmakodinamik Ozellik
Kaptopril 1981 Anjiyotensin doniistiiriicli enzim (angiotensin-
converting enzyme; ACE) inhibitorii

Norfloksasin 1983 Bakteriyel DNA giraz inhibitorii

Sakinavir 1995 Insan immiin yetmezlik viriisii (human
immunodeficiency virus; HIV) proteaz inhibit6rii

Dorzolamid 1995 Karbonik anhidraz II inhibitori

Losartan 1995 Anjiyotensin II reseptor blokorii

Indinavir 1996 HIV proteaz inhibitdrii

Zolmitriptan 1997 Selektif 5-hidroksitriptamin 1 (5HT1; serotonin) agonisti

Tirofiban 1998 Fibrinojen antagonisti

Oseltamivir 1999 No6raminidaz inhibitori

Imatinib 2003 PTK inhibitorii

Erlotinib 2004 EGFR tirozin kinaz inhibitorii

Raltegravir 2007 HIV integraz inhibitorii

Aliskiren 2007 Renin inhibitorii

Boseprevir 2011 Hepatit C viriisii (HCV) proteaz inhibitorii

BDIT yontemleri genel olarak aktif olma olasiligi bir hayli yiiksek, kolay
sentezlenebilen, ADME o6zellikleri giiglii ve nispeten diisiik toksik etkiye sahip yeni
molekiillerin tasarlanmasina izin veren yapim algoritmalarin1 kullanmakta ve ilag¢ gelistirme
siirecinin farkli asamalarinda uygulanabilir olmaktadir. Ornegin; ST teknikleri biiyiik ¢apl
molekiil kiitiiphanelerinde potansiyel hit bilesiklerin filtrelenmesi amaciyla HTS deneylerinden
once kullanilabilmekte ve bdylece sentezlenecek ve ardindan da biyolojik etkinligi test edilecek
olan bilesiklerin sayis1 6nemli 6lciide azaltilabilmektedir. Ek olarak, BDIT yaklagimlari
ilaglarin klinik ¢alismalardan ¢ekilmesinin ana nedenleri arasinda sayilan giivenlilik, etkililik,

zayif ADME ozellikleri ve yliksek toksisiteyle iliskili sorunlar: tespit edebilmek amaciyla da
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kullanilabilmektedir. Boylece bu yaklasimlar oncli  bilesigin  optimizasyon siirecini
hizlandirmakla birlikte; gelismis diizeyde bir ADME ve toksikolojik profilleme sayesinde
ilaglarin potansiyel etkinliklerinin artirtlmasi ve toksisitelerinin azaltilmasinda da 6nemli bir rol

oynamaktadir (Berdigaliyev and Aljofan 2020).

Bir ilag tasarlanirken o ilacin giivenliligi ve etkililigi, biyoyararlanimi, yan etki profili,
metabolik agidan stabilitesi ve hedef dokuya secici olarak dagitilmasi gibi bir¢ok parametrenin
dikkate alinmasi1 gerekmektedir (Ugariogu et al. 2020). Ancak biyofarmasétik endiistrilerinde
bir ilacin tasarlanmasindan 6nce, arastirma konusu olan hastaligin biyokimyasinin yani sira bu
hastaliga neden olan metabolik yolaklarin ve proteinlerin 1yi anlagilmasina odaklanilmaktadir.
Bu asamadan sonra ise hastalikla iligkili proteinlerin biyolojik fonksiyonlarint modiile etmeye
yonelik yeni bilesiklerin tasarimi gergeklestirilmektedir (Vu et al. 2015). Sekil 23°te reverse
(ters) farmakoloji yaklasimi kullanilarak genden ilaca dogru gerceklestirilen ilag kesif ve

gelistirme siireci ifade edilmistir.

ila¢ dncii
bilesiklerinin
tamimlanmasi

Hedef yapinin
validasyonu

Oncii
bilesiklerin
optimizasyonu

Preklinik I Klinik
testler denemeler

Sekil 23. Reverse farmakoloji yaklagimiyla ilag kesif ve gelistirme siirecinde tarama testlerine
genel bir bakis (Ebhohimen et al. 2020)

Maglarin kesfi ve gelistirilmesinde kullanilan BDIT yéntemleri yap1 ve ligant temelli
olmak tizere iki gruba ayrilmaktadir (Sekil 24). Yap: temelli yaklasimda reseptor veya enzim
gibi bir hedefin 3D yapist potansiyel ligantlarin olusturulmast ya da cesitli bilesik
kiitliphanelerinin taranmasi amaciyla kullanilmaktadir. Boylece secilen molekiiller laboratuvar
ortaminda sentezlenerek biyolojik aktiviteleri test edildikten sonra, gerekirse farmakokinetik
ozellikleri de optimize edilmektedir. Ligant temelli yaklasimda ise kimyasal yapilari farkli olan
ve biyolojik aktivitesi daha dnceden belirlenmis bir seri molekiiliin teorik tahmini yapi-aktivite
modelleri hesaplamali yontemler kullanilarak olusturulmaktadir. Ardindan bu modeller, yapisal
olarak optimize edildikten sonra secilen molekiillerin etki giiciiniin artirilmasi veya molekiil
veritabanlarinin belirli bir aktivite tiirli i¢in sanal olarak taranmasi gibi olaylarda NME’lerin

tanimlanmasi1 amaciyla kullanilmaktadir (Macalino et al. 2015).

48



Bilgisayar destekli ila¢ tasarimi

)
RN

’ N £
< "\) ;.
‘:‘;:" ~57
L
*s “i/')):
Yap: temelli ilag tasarim Ligant temelli ilag tasarim
..-,.5“, 2 Yoy i A l \
\
Bagl bélgesinil 1 Kantitatif yapi-etki iliskileri
l (QSAR)

Farmakofor modellemesi
Kenetlenme (docking) islemi ve skorlama g
2 %w 3
2 s -
5

Molekiil secimi
oot
I
!

Oncii bilesigin optimizasyonu

!
V

Yeni ila¢ molekiilii

Sekil 24. BDIT siirecinde temsili is akis semas1 (Macalino et al. 2015)

Sekil 24°te gorildiigi tlizere ilag kesif ve gelistirme ¢alismalart kimyasal ve yapisal
biyoloji, hesaplamali kimya, organik sentez ve farmakoloji gibi birgok bilimsel disiplini bir
arada iceren ¢ok yonlii arastirmalardir. Buna gore yeni bir ila¢ molekiilii gelistirilirken 6ncelikle
uygun bir aday bilesik (ligant) kesfedilmeli veya tasarlanmalidir. Ardindan bu bilesigin
biyolojik hedefine olan afinitesi belirlenmeli ve hedef-ligant arasindaki olasi baglanma

modelleri arastirilmalidir (Macalino et al. 2015).

Yapi temelli ilag¢ tasarim

Yap1 temelli ilag tasarimi; hedef proteinlerin X-igin1 kirinimi, NMR veya molekiiler
simiilasyon (6rnegin, homolog protein modellemesi) calismalarindan elde edilen mevcut
yapisal modellerinin kullanildig: tekniklerin biitiiniidiir. Son zamanlarda Arjmand et al. (2018),
X-151n1 kristal yapilart ve molekiiler docking tekniginin bir arada kullanimiyla antikanser etkili
yeni kromon esasli bakir (II) inhibitorlerini tasarlamis, sentezlemis ve karakterize etmislerdir.
Genel olarak X-1s1n1 kirmimi veya ¢ok boyutlu NMR teknigiyle bir makromolekiiliin 3D yapisi
elde edildikten sonra (Sekil 25), 6zellikle elektrostatik ve hidrofobik alanlar, hidrojen bag1 ve
anahtar rezidiiler dahil olmak iizere reseptor lizerinde bulunan ilag baglanma bdlgelerinin
fizikokimyasal  Ozelliklerini  analiz  etmede  molekiller —modelleme  yazilimlar
kullanilabilmektedir. Ardindan kii¢lik molekiil veri bankalarinin taranmasinda veya molekiiler

sekli reseptoriin baglanma bolgesiyle eslesen ve baglanma afinitesi yliksek olan molekiillerin
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tanimlanmasinda ¢esitli ila¢ tasarim tekniklerinden faydalanilmaktadir. Bir sonraki agsamada,
yiiksek baglanma afinitesine sahip olan molekiiller sentezlenmekte ve ilag¢ olarak daha ileri

gelistirilmeleri amaciyla biyolojik aktiviteleri test edilmektedir (Lin et al. 2020).

Sekil 25. SHP-2T enziminin X-1smn1 kristallografisi yontemiyle elde edilen 3D yapis1 (PDB
kodu: 5EHR)

ST

ST terminolojisi 1980°1i yillarin sonlarinda kavramsallagtirilmis olup yontemin temel
konsepti bugiline kadar degismemistir. ST’ nin arkasindaki konsept basittir, yani “gesitli
molekiilleri iceren sanal kiitiiphanelerden potansiyel olarak aktif bilesikleri almak ve
onceliklendirmek™tir. ST uygulamalarinimn ilk bagarili girisimi Abbott laboratuvarlarinda yeni
bir dopamin D1-reseptor agonistinin kesfedilmesidir. Bu kesif modern ST déneminin baslangici
olarak kabul edilmektedir. Modern ST teknikleri hizli, gelismis, otomatik ve kullanici dostudur
(Kumar et al. 2015).

Son yillarda hesaplamali kaynaklarin ve kiigiik molekiil veri bankalarinin hizli gelisimi
ila¢ Onciisii bilegiklerin gelistirilmesinde biiyiik atilimlara yol agmistir. Yeni ilag hedeflerinin
sayis1 katlanarak arttikca, ilag kesif siirecini hizlandirmak i¢in hesaplamali yontemlerin
kullanim1 da giderek yayginlagsmaktadir. Bu durum, ST teknolojisi igin molekiil
veritabanlarinda yiiksek verimli docking, homoloji ve farmakofor arastirmalar1 gibi BDIT ve
kimyasal biyoinformatik tekniklerini kapsayan ¢esitli yaklagimlarin kullanimlarinin artmasina
yol agmustir. ST, BDIT ydntemlerinin énemli bir pargasidir. Ayrica potansiyel ila¢ nciisii
bilesikleri belirlemenin muhtemel en ucuz yoludur ve giiniimiizde bu teknoloji sayesinde elde

edilen birgok basar1 dykiisii bulunmaktadir (Tablo 7) (Lin et al. 2020).
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Tablo 7. Docking Tabanli ST Teknikleri Kullanilarak Elde Edilen Antikanser Oncii Molekiil
Ornekleri (Kumar et al. 2015)

Bilesigin Adi Hedefin Ad1 Aktivite Sonucu Referans
Bilesik #1 (DIMN) AR ICs0 = 3,0 uM Song et al. 2012
Bilesik 13 EGFR kinaz ICs0=3,5 uM Lietal. 2012
S31-201 STAT3 ICs0 = 86,0 UM Siddiquee et al. 2007
NSC13000 NQO2 ICs0=420,0 uM Nolan et al. 2012
Bilesik 10 ve 12 ERCC1-XPA Kq =27,4 ve 66,8 uM Barakat et al. 2012
etkilesimi
Chk#2 ve Chk#4 Chk1 ICs0 = 9,6 ve 49,5 uM Lietal 2011

Ilag kesfinde yeni oncii bilesiklerin tanimlanmasinda kullanilan 6ncelikli teknik,
biyolojik hedefler i¢in biiylik kimyasal kiitiiphanelerin fiziksel olarak taranmasina izin veren
HTS teknigidir. Bu deneylerde 1 milyondan fazla bilesigin biyokimyasal analizi tek tek
gerceklestirilmekte ve bu sayede yeni oncii bilesikler tanimlanmaktadir. Ancak bu teknoloji cok
genis bir zaman aralig1 ve biiyiik bir maliyet gerektirmektedir. Bu nedenle, alternatif olarak,
daha ucuz ve daha verimli olan “yiiksek verimli sanal tarama (high throughput virtual
screening; HTVS)” hesaplamali teknigi ortaya ¢ikmistir. HTVS teknigi yeni bir ilacin erken
gelistirme asamalarinda siklikla kullanilmaktadir. Bu teknigin en 6nemli amaci, biiylik ¢aptaki
molekiil kiitiiphanelerinden biyolojik bir aktiviteye sahip olabilecek yeni kiiciikk molekiillii
ligantlarin yapisini belirlemektir. HTVS’nin bu amaci, HTS yonteminin amactyla uyumludur
fakat HTVS tekniklerinin farmakolojik aktivite dl¢iimlerinde gereken bilesik sayisini onemli
oOl¢iide azaltarak bir¢cok deneysel maliyetten tasarruf edilebilmesi ve deneysel ¢alismalarin tiim
molekiiller lizerinde gergeklestirilme zorunlulugunun olmamasi gibi birtakim avantajlar

mevcuttur (Lin et al. 2020).

ST yaygin olarak kullanilan bir teknik olmasma ragmen yapilan deneylerin
giivenilirligini artirmak icin segilen protokoliin valide olmasi gerekmektedir. Bu amagcla,
kullanilan arama yontemi ve skorlama fonksiyonunun, baslangigtaki hedef yapisiyla kompleks
haline getirilmis ligantin deneysel baglanma modunu yeniden {retip iiretmedigini
degerlendirmek O6nem arz etmektedir. Validasyon g¢alismalari, ST teknikleri i¢in biiyiik bir
oneme sahiptir. Ciinkii bu caligmalarla daha pahali ve zaman alic1 olan deneysel testlere
yonlendirilecek “aktif olmayan” molekiillerin sayisi nemli 6l¢iide azaltilabilmektedir. Secilen
hit molekiilleri, bir sonraki asamada, kimyasal sentez veya ticari satin alma yoluyla elde
edildikten sonra enzimatik ve farmakolojik aktivitelerinin belirlendigi in vitro ve in vivo
deneysel caligmalara tabii tutulmaktadir. Bu sonuglara dayanarak, en umut verici bilesikler,

farmakokinetik 0Ozelliklerin 1iyilestirilmesi ve bdylece etki giicii ve/veya secicilik gibi
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Ozelliklerinin optimizasyonu amaciyla genellikle teorik (hesaplamali olmayan) faza
dondiiriilmektedir (Guedes et al. 2014). Giincel ST yaklasimlari, hedef yap1 ve aktif
molekiillerin 6n bilgisine bagli olarak, SBVS ve LBVS olarak iki gruba ayrilmaktadir (Sekil
26). BDIT calismalarinda, SBVS ve LBVS teknikleri, birlikte veya birbirlerinden bagimsiz
olarak kullanilabilmektedir (Li 2020).

Yapr
temelli
sanal

tarama

(SBVS)

Evet

Y

Hedef
yapisi
meveut
mu?

Taranacak
olan
molekiillerin
secilmesi

Siireg Hit Deneysel
sonrasi molekiillerin testlerin
islemler secilmesi yapilmasi

Kiigiik molekiil
kiitiiphanesi

A

Ligant
temelli
sanal
tarama
(LBVS)

Sekil 26. Bir kii¢iik molekiil kiitliphanesinde ST siirecini ifade eden is akis semas1 (Li 2020)
Molekiiler kenetlenme (docking)

Molekiiler kenetlenme (docking), in silico ilag tasariminda en ¢ok kullanilan molekiiler
modelleme tekniklerinden biridir (Ribeiro 2014). Belirli bir hedef baglanma bolgesinde bir
bilesigin olast baglanma modlarini 6ngdrebilen ve ilgili molekiiliin baglanma cebinde bulunan
ozelliklerle uygunlugu ve tamamlayiciligina dayanarak baglanma afinitesini (biyoafinitesini)
tahmin edebilen yapr temelli ilag tasarim yontemlerindendir. Bununla birlikte baglanma
bolgesiyle kenetlenmis bilesiklerin dogru bir sekilde skorlanarak siralanmasi, yeni ilag etken
maddelerinin kesfi veya mevcut olan 6ncii bilesiklerin optimizasyonu ig¢in kritik bir adimdir

(Cheng et al. 2012; Hung and Chen 2014; Surabhi and Singh 2018).

Glinlimiizde genis kapsamli kiiclik molekiil veri bankalarin1 taramak ve buradan ilag
aday1 olabilecek molekiilleri secmek i¢in ucuz ve hizli sonu¢ veren docking algoritmalari
kullanilmaktadir. Bu algoritmalar arasindaki farkliliklar ligant ve reseptor yapilarina yonelik
olusturulan 3D modeller ve bu yapilarda izin verilen serbestlik derecelerinden ileri gelmektedir.
Bir ligantin baglanmasi sonucunda yapisinda bir¢ok konformasyonel degisim meydana geldigi
bilinen protein yapilar: iyi derecede karakterize edilse dahi, genellikle ligant bagli protein
konformasyonlari kesin olarak bilinememektedir. Bu sebeple bir¢ok docking yaklagimi liganti

esnek, protein yapisini ise rijit olarak kabul etmektedir (Eldridge et al. 1997; Ece 2011).

Hesaplamali protein-ligant docking g¢alismalarini gerceklestirebilmek icin incelenen

hedef proteinin atomik c¢oziiniirlikte bir 3D yapist mevcut olmalidir. Bu amagla
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kullanilabilecek en giivenilir kaynaklardan biri PDB’dir. Buradan elde edilen 3D protein
yapilariin kalitesi, gergeklestirilecek olan docking ¢alismalarinin basarisint dogrudan
etkilemektedir. Makromolekiiliin yapisindaki ufak degisiklikler hesaplamali docking
deneylerinin sonucunu ciddi bir sekilde degistirebilmektedir. Proteinlerin kristal yapilarina ait

atomik ¢oziiniirliik degerlerinin ideal olarak 2,5 A’{in altinda olmas1 gerektigi belirlenmistir

(Ece 2011).

Ligant ve hedef protein arasindaki toplam baglanma afiniteleri karsilastirildigi zaman
alternatif ligant konformasyonlar1 arasindaki enerji farkliliklarinin az oldugu goriilmektedir.
Ayrica, esnek ligantlarin, bir in vivo ortama benzer sekilde soliisyon igerisinde bulunduklari
durumlarda sahip olduklar1 minimum enerjili konformasyonlara gore daha farkli biyoaktif
konformasyonlar kazanabildigi goriisii de nispeten yaygindir. ilag benzeri kiiciik molekiiller
genellikle esnektir ve bu molekiillerin %701 2 ila 8 arasinda donebilen bag i¢ermektedir.
Ligantlarin ¢oklu konformasyonlarinin rijit bir docking algoritmasiyla degerlendirilmesi ise
ligantin esnek varsayildigi yaklasimlarin kullanimini glindeme getirmektedir. Ligant esnekligi,
tipik olarak, gruplandirma, fragmentasyon ve simiilasyon teknikleri veya genetik algoritmalar
gibi kombinatoryal optimizasyon protokollerinin kullanildigi docking yaklasimlarinda ele
alinmaktadir. Hesaplama siirelerinin ligantin konformasyon sayisinin artmasiyla orantili bir
sekilde artis gostermesinden dolay1 taranacak konformasyonel alanin kapsamu ile analiz siiresi

arasinda bir denge olmasi gerekmektedir (Ece 2011).

Molekiiler docking metodolojisi belirlenen hedefe yonelik bir ligantin en diisiik enerjili
konformasyonuyla birlikte uygun baglanma pozunun (oryantasyon) tahmini ve biyoafinitesinin
tayini gibi iki temel hedefi icermektedir (Meng et al. 2011). Ayrica gesitli arama algoritmalart
(6rnegin; artan yap1 ve konformasyonel tarama gibi sistematik metotlar, Monte Carlo ve genetik
algoritmalar gibi rastgele veya olasilikli metotlar, MD ve enerji optimizasyonu gibi simiilasyon
yontemleri) ve skorlama fonksiyonlar1 (6rnegin; kuvvet alan1 temelli, ampirik ve bilgi temelli
skorlama fonksiyonlar1) ligantin farkli konformasyonlarini olusturmak ve analiz etmek i¢in

kullanilan temel araglardir (Ulgen 2012; Ribeiro 2014).

Mevcut metotlara uygun olarak giivenilir ve daha dogru sonuglar veren yeni
algoritmalarin gelistirilmesinde, uygulama asamasinda kullanilacak stratejilerin daha iyi
planlanmasinda ve yapilan calismalarin gereken Olgiide gilivenilirliginin saglanmasinda
bilgisayar giicline duyulan ihtiyag her gecen giin artmaktadir. Geleneksel HTS yontemlerine
kiyasla, in silico yontemlerin, genis kapsamli bilesik kiitiiphanelerinde kisa bir siire igerisinde

aktivite odakli tarama yapabilme imkani saglamasi, ilag olma potansiyeli yiiksek olan

53



bilesiklere daha az maliyetli olacak sekilde ve daha kolay ulasmay1 miimkiin kilmaktadir (Meng

et al. 2011; Jean-Quartier et al. 2018).

Gilinimiizde in silico araglarin yeni ilag kesif ve gelistirme c¢aligmalarinda kritik bir
oneme sahip oldugunun anlagilmasiyla birlikte literatiirde son yillarda SBVS ve molekiiler
docking yontemlerinin bir arada kullanildig1 arastirmalarin sayisinin artmasi da beklenen bir
durumdur (Sekil 27). Ayrica bu tez ¢alismasinda SHP-2 overeksprese meme kanserinin
tedavisine yonelik terapotik madde olarak kullanim potansiyeline sahip yeni allosterik SHP-2
inhibitorlerinin tanimlanmasi amaciyla SBVS teknikleri kullanilmistir. Bu sayede in vitro
biyolojik aktivite ¢alismalar1 kapsaminda test edilecek final hit molekiillerin, SHP-2’ye kars1

olasi inhibitor etkinliklerinin yiiksek olacagi ongoriilmektedir.

SBVS ve molekiiler docking konulu SCI
kapsaminda olan yayinlar
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Sekil 27. Son 22 yilda SCI kapsaminda yayinlanan “SBVS” ve “molekiiler docking”
tekniklerinin bir arada kullanildigi makaleler (2000-2021) (Kaynak: Web of Science)

Molekiiler modellemede ilag-reseptdr etkilesimlerini anlamak i¢in molekiiler tanima
islemi simiile edilmektedir. Ligant ve reseptdriin molekiiler tanima olaylarinin ¢ogu Sekil

28’deki etkilesim tiirlinii icermektedir (Salahudeen et al. 2017).

kﬂ
Li[sglfl]nt+Re[;§]1)t6r —"kd Ligant-res[;};t;jr kompleksi —————p ?El;c;lz?fklgzggl:ﬁf&iall ve

Sekil 28. Molekiiler diizeyde protein-ligant (ilag) etkilesimleri ve biyolojik yanit olusumu

Sekil 28°de ka asosiyasyon (birlesme) sabitini ifade eden deneysel bir degerdir ve
ligantin biyoaktivitesini hesaplamak igin gereklidir (Esitlik 1 ve 2). Protein-ligant

komplekslerine ait AG degerlerinin hesaplanmasinda sterik ve elektrostatik parametreler, enzim
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ve inhibitoriin hidrojen bagi yapma kapasiteleri, molekiillerin rijiditesi, desolvasyon, rotasyonel

ve translasyonel entropi gibi faktorler 6nem arz etmektedir (Kitchen et al. 2004).
AG = -RTInK, (Esitlik 1)

-1 _ [PL] o
K,=Ky'= P (Esitlik 2)

Molekiiler docking islemi yapilirken kullanilan programlarin arama algoritmalarina
gore cesitli pozlar olusturulmakta ve ardindan bu pozlarin baglanma serbest enerjileri
skorlanmaktadir. Esitlik 3’te ¢esitli kenetlenme algoritmalarinin olusturulmasinda kullanilan

genel baglanma serbest enerji fonksiyonu verilmistir (Kantarcioglu 2017).

AG = AGo + AGH-bag. ZH-bag. f(Ar, Adt) + AGiyonik Ziyonik f(Ar, Aa) +
AGarom. Zarom. f(Ar, AOL) + AGIipo. Zlipo. |Alipo.| + (AGrot. X Nrot.) (E$itlik 3)

Esitlik 3’te buna gore, AG, standart baglanma serbest enerjisini ifade etmektedir.
AGy_pqg, hidrojen baglarmin, AGjyenix iyonik etkilesimlerin, AGgyom, aromatik etkilesimlerin
ve AGy;p,, lipofilik etkilesimlerin baglanma serbest enerjisine olan katkisini tanimlamaktadir.

AG,,: 1se baglanma serbest enerjisine uygulanan rotasyonel penaltilar1 belirtmektedir

(Kantarcioglu 2017).

Genel olarak molekiiler docking ¢aligmalarinda AutoDock, AutoDock Vina ve Glide
gibi ¢esitli programlar kullanilmaktadir (L1 2020). Glide docking modiilii baglanma bdlgesinde
bulunan bir ligantin olas1 konformasyonlarini aragtirmada hiyerarsik bir filtreleme sistemi
kullanmaktadir. Reseptoriin sekli ve oOzellikleri bir grid {izerinde birden fazla alanla
belirtilmekte ve docking islemi ilerledikce hesaplamalar giderek daha dogru bir hale
gelmektedir. Minimum torsiyonel agilar kapsamli bir sekilde arastirildiktan sonra liganta ait bir
dizi baslangic konformasyonu iretilmekte ve ilgili konformerler kombinatoryal bi¢cimde
kiimelenmektedir. Konformasyonel arama, arama alanini 6nemli 6lgiide daraltan ve dikkate
alinmas1 gereken poz sayisini azaltan kaba bir konumlandirma ve skorlama asamasiyla
baslamaktadir. Se¢ilen konformasyonlarin enerjileri All Atom Optimized Potential for Liquid
Simulations (OPLS-AA) kuvvet alani kullanilarak reseptdriin baglanma bolgesinde minimize
edilmektedir. Daha sonrasinda en diisiik enerjiye sahip docking pozlarinin torsiyonel minimum
degerleri incelenmekte ve bir Monte Carlo prosediiriiyle ligantin periferik gruplarinin
oryantasyonu yapilmaktadir. Minimize edilen pozlar kuvvet alanina dayali bilesenleri ve
solvasyonu da hesaba katan ek terimleri iceren ChemScore fonksiyonunun daha sofistike bir

versiyonu olan GlideScore kullanilarak yeniden skorlanmaktadir (Sperandio et al. 2011).
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Wang et al. (2016), on farkli kenetlenme aracinin 6rnekleme ve skorlama giiglerini
degerlendirdikleri ¢aligmalarinda Glide Ekstra Kesinlik (Glide/Extra Precision; Glide/XP)
modiiliiniin poz tahminleriyle ilgili olarak en gilivenilir ¢ozlimleri sundugunu bildirmislerdir.
Bu tez calismasinda, SHP-2 enziminin allosterik bolgesindeki protein-ligant etkilesimleri
sirasiyla Schrédinger molekiiler modelleme paketinde bulunan Glide/HTVS, Glide Standart
Kesinlik (Glide/Standart Precision; Glide/SP, Glide/XP ve Glide/Prime Indiiklenmis Fit
Yerlestirme (Glide/Prime Induced Fit Docking; Glide/Prime IFD) modiilleri kullanilarak

tahmin edilmistir.

Glide/HTVS, Glide/SP, Glide/XP ve Glide/Prime IFD gibi ¢esitli docking islemlerinde
kullanilan algoritmalar, skorlama fonksiyonlarinin farkliligi sayesinde ¢ok sayida molekiilii
elimine edebilme kapasitesine sahiptir (Kantarcioglu 2017). Glide/HTVS modu belirlenen
enzime karsit milyonlarca bilesigin nispeten kisa siirede taranmasinda kullanilabilecek bir
docking yaklasimidir. Glide/SP ise yaklasik 100,000 adet molekiilii taramak igin daha
uygundur. Glide/XP modu desolvasyon enerjisi ve yiikk penaltilar1 gibi gesitli penaltilar1 AG
hesaplamalarina dahil etmekte ve yaklasik olarak 1,000 molekiile kadar gergeklestirilen
kenetlenme g¢aligmalarinda tercih edilmektedir. Hidrofobik etkilesimlerin de dikkate alindig1
Glide/XP yaklasimi kullanilan skorlama fonksiyonu farkliligi nedeniyle Glide/SP’den daha
hassastir. Glide/SP modu protein ve ligantin baglanmasindaki kusurlar1 daha makul kilabilen
yumusatilmis bir docking modu iken, buna karsilik Glide/XP modu ilgili molekiiller a¢isindan
daha zorlayici bir fonksiyona sahiptir ve belirlenmis fizikokimyasal ilkeleri ihlal etme egilimi
gosteren ligant pozlari icin ¢esitli penaltilar uygulamaktadir. Glide/SP ve Glide/XP
hesaplamalarinda kullanilan algoritmalar sirasiyla Esitlik 4 ve 5°te verilmistir (Friesner et al.

2006; Kantarcioglu 2017; Sayin 2019).

AG = Ciipo.lipo. Zf(1ir) + Xg(Ar)h(Aa) + Chpag.-nsir-yik. T Zg(Ar)h(Aa) +
CHbag.-yﬁk..-yﬁk. + Eg(Ar)h(Aa) + Cmaks.-metal-iyon Ef(l'lm) + (CrotHrot) +
(Cpolar-hidrofob. X Vpolar-hidrofob.) + (Ccoul. X Ecoul.) + (CvdWX EvdW) +

solvasyon terimleri (Esitlik 4)

Esitlik 4, ligant ve reseptor arasindaki lipofilik-lipofilik etkilesimleri, protein ve ligantin
notr ve yiiklii atomlar1 arasindaki hidrojen bag etkilesimlerini, metal ve ligant atomlar
arasindaki iyonik etkilesimleri, polar ve hidrofobik atomlarin rotasyonel enerji terimlerini,
elektrostatik ve van der Waals etkilesimlerini, ayrica ortamdaki ¢oziicli ve ¢oziinmiis durumda

olan molekiillerden kaynaklanan solvasyon enerji terimlerini icermektedir (Sayin 2019).
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XP GlideScore = Ecoul. + EVdW + (Ehidrofob. etk.+En6tral—n6tral hidr. bag.+

E yiki-yiikli hidr. bag.+ Err ve katyon-r etk. T Ehidr. bag cifi = Elipofilik etk. gifti)

+ (Edesolvasyon + Eli gant gerginligi (Esitlik 5)

Glide/Prime IFD, docking islemi esnasinda protein ve ligant yapilarina esneklik
kazandirmayr amacglamaktadir. Bu olay esnek ligantin Glide/SP veya Glide/XP
yaklasimlarindan biri kullanilarak rijit reseptore iteratif olarak kenetlenmesinin ardindan ilgili
ligantin uygun bir konformasyona sahip olabilmesi i¢in proteinin aktif bolgesinin Prime yap1
tahmin araciyla iyilestirilmesine dayanmaktadir. Protokol esasen dort adimdan olugsmaktadir.
[k asamada rijit docking yaklasimi kullanilarak ligant pozlari olusturulmaktadir. Bir sonraki
asamada iiretilen her bir poz icin protein konformasyonlar1 drneklenmektedir. Ugiincii asamada
ligant molekiilii optimize edilmis yani yan zincirleri yonlendirilmis olan protein
konformasyonlarina yeniden kenetlenmektedir. Son asamada da reseptor gerginligi ve
solvasyon terimleriyle birlikte her pozla iliskili baglanma serbest enerjileri skorlanarak;
ligantlar arasinda GlideScore degerlerine gore bir siralama yapilmaktadir (Zhong et al. 2009;
Clark et al. 2016; Kantarcioglu 2017).

MD simiilasyonlart

MD simiilasyonlarinda atomlar arasi etkilesimleri yoneten genel bir fizik modeline
dayal1 olarak bir proteindeki veya diger molekiiler sistemlerdeki her atomun belirli bir zaman
diliminde nasil hareket edeceginin tahmin edilmesi amaglanmaktadir. Boylece bu teknik
sayesinde ligant baglanmasi ve konformasyonel degisimler gibi onemli biyomolekiiler stiregler
yakalanabilmekte ve femtosaniye (fs; 10"%°) zamansal ¢dziiniirliikte tiim atomlarin pozisyonlar
ortaya c¢ikartilabilmektedir. MD simiilasyon yontemi genellikle X-151n1 kristallografisi, NMR
ve kriyojenik elektron mikroskobu (kriyo-EM) gibi ¢esitli yapisal biyoloji teknikleriyle bir
arada kullanilmaktadir (Hollingsworth and Dror 2018).

Tipik bir tiim atomlu MD simiilasyonunda bir ilacin tiim atomlar1 ve hedef proteininin
fizyolojik ¢oziicii ortamindaki hareketleri, bir dizi ayrik kisa zaman adiminda (6rnegin, 2 fs)
yiizlerce nanosaniye (ns; 10°) veya daha uzun bir zaman aralig1 boyunca simiile edilmektedir.
Boylece her zaman adiminda her bir atom {izerindeki kuvvetler, Newton’un hareket yasalarina
gore, atomik konum ve hizdan hesaplanmaktadir. Bu islemler sonucunda elde edilen yoriingeler
ise bir biyomolekiiler sisteme ait dinamiksel ve davranigsal 6zelliklerin incelenmesinde ve
ayrica ligantlarin reseptore baglanma afinitelerinin tahmin edilmesinde kullanilmaktadir. MD

simiilasyonlarinin  ilag kesif ve gelistirme siirecindeki uygulamalar1 protein-ligant
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baglanmasinin arastirilmasindan bu baglanma olaymin serbest enerjisinin hesaplanmasina

kadar genis bir yelpazeyi kapsamaktadir (Choi et al. 2019).

MD simiilasyonlari, izole edilmis veya inhibitorlerle kompleks halindeki proteinlerin
yapisal ve dinamik Ozelliklerinin incelenmesi bakimindan, mevcut zamanin bir fonksiyonu
olarak molekiiler hareketlerin detaylarina énemli bir bakis agis1 getirmekte ve ayn1 zamanda
deneysel olarak zor elde edilen proteinlerin fonksiyonlarinin anlagiimasinda deneysel
arastirmalara yakin bilgiler sunmaktadir (Farrokhzadeh et al. 2019). Bu teknikler, genel olarak,
bir ligantin baglanma cebiyle yaptig1 temel etkilesimlerin tanimlanmasinda, bir ligant
tarafindan baglanma cebinde indiiklenen yeniden diizenleme olaylarinin tahmin edilmesinde
veya potansiyel ligant pozlarinin test edilmesi ve iyilestirilmesinde kullanilmaktadir. Ayrica
allosterik ilaglarin tasarim ve optimizasyon siireglerinde de onemli roller iistlenmektedirler

(Hollingsworth and Dror 2018).

Giliniimiizde biiyiik kapsamli molekiil veri bankalarimin taranmasinda molekiiler
docking ve diger HTVS yontemleri 6nemli bir yer tutmasina ragmen; MD simiilasyon
teknikleri, basarili hit molekiillerin kesfi ve optimizasyonunda kritik 6neme sahip olan ilag-
hedef baglanma etkilesimlerinin tahmin edilmesi ve kapsamli olarak degerlendirilmesine imkan
tanimasi gibi yonleriyle giderek daha fazla 6nem kazanmaktadir. Klasik “anahtar-kilit” ligant
baglanma teorisine gore rijit bir protein yapisina anahtar gorevi goren kiigilk molekiiller
baglanmaktadir. Ancak eldeki mevcut bilgiler, ligantlarin reseptore baglanmasi sonucunda 3D
protein yapilarinda birtakim konformasyonel degisikliklerin meydana geldigini gostermektedir.
Bu durum, protein-ilag baglanmasinda “anahtar-kilit” hipotezinin gecersiz oldugunu ifade
etmektedir. Cogu molekiiler docking programi bir ilacin reseptore baglanmasi sirasinda neler
olduguna dair yalnizca statik bir fikir vermektedir. Bu nedenle konformasyonel degisikliklerin
daha fazla arastirilmasina izin verecek yonde ilag-hedef baglanma etkilesimlerinin
incelenmesinde MD simiilasyon teknigi siklikla tercih edilen bir yontem olarak 6n plana
¢ikmaktadir (Choi et al. 2019).

MM/PBSA hesaplamalart

MM/PBSA gibi molekiiler mekanik enerji ve ortiik (kapali) solvasyon modellerini
birlestiren hesaplamali  yontemler serbest enerji hesaplamalarinda yaygin olarak
kullanilmaktadir. Molekiiler docking c¢aligmalarinda kullanilan g¢ogu empirik skorlama
fonksiyonundan farkli olarak, MM/PBSA metodunda her bir enerji terimi icin farkli
parametrelere uyacak biiyiik bir egitim setine ihtiya¢ duyulmamaktadir (Hou et al. 2011).
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MM/PBSA yaklasiminda molekiiler docking ¢alismalarindan elde edilen ligant-protein
komplekslerine ait AG degerleri, kompleksin serbest enerjisiyle baglanmamis bilesenlerin
(6rnegin; reseptor ve ligant) serbest enerjileri arasindaki fark olarak tahmin edilmektedir. Her
bir bilesenin serbest enerjisinin tahmininde hem entropik hem de entalpik terimler dikkate
alinmaktadir. Toplam AG ise ligant ve protein arasindaki gaz fazi etkilesim enerjisinin (AE ),
gaz fazindan ¢6zlinmiis s1vi faza gegisle iliskili solvasyon serbest enerjisinin (AGg,;,, ) Ve ligant
baglanmasiyla iliskili konformasyonel entropideki degisimin (—TAS) toplami olarak

hesaplanmaktadir (Esitlik 6) (Poli et al. 2020).
AG = AEyy + AGgyy,, — TAS (Esitlik 6)

MM/PBSA metodunda AE,;,;, molekiiler mekanige dayali olarak, i¢ enerji (AE;y;),
elektrostatik etkilesim (AE,;.) ve van der Waals etkilesim enerjileri (AE,qy) gibi farkli
bilesenler dikkate alinarak hesaplanmaktadir (Esitlik 7) (Poli et al. 2020).

AEym = AEin + AEge. + AEyqw (Esitlik 7)

Solvasyon serbest enerjisi olan AGs,;,,., polar ve nonpolar bilesenlerin toplami olarak
tahmin edilmektedir (Esitlik 8). Burada polar katki Poisson-Boltzmann ortiik ¢6ziicti modeli
(AGpp) kullanilarak hesaplanirken; nonpolar katki ise nonpolar desolvasyon enerji terimine
(AGg,) dayali olarak hesaplanmaktadir. Poisson-Boltzmann modeline bir alternatif olarak,
cogunlukla Genellestirilmis Born modelleri kullanilmaktadir. Genellestirilmis Born
modellerinin kullanimiyla gergeklestirilen tahminlerin dogruluk oranlari nispeten az olmaktadir
ancak bu modeller daha hizl1 bir sekilde tahmin yapmaya imkan tanimalarindan dolay1 tercih

edilmektedir (Poli et al. 2020).
AGsory. = AGpp + AGgy (Esitlik 8)

Gilinimiizde AG hesaplamalar1 farkli amaclar igin uygulanabilmektedir. Bunlar
arasinda, biyoaktif yapisi bilinmeyen bir bilesigin hedef baglanma bolgesine en giivenilir
sekilde yerlestirilmesi amaciyla gergeklestirilen kapsamli poz tahmini ¢aligmalari, yapi-aktivite
iligkilerinin daha iyi rasyonalize edilmesi ve oncii bilesiklerin optimizasyon c¢aligmalar1 i¢in
gerekli kilavuzlarin olusturulmasi yer almaktadir. Boylece ligant-protein komplekslerinin AG
degerleri ligant ve proteinin farkli konformasyonlara sahip oldugu tiim MD trajektorisinden
c¢ikarilan birkag farkli anlik goriintii kullanilarak hesaplanmakta ve nihai AG degeri farkli anlik
goriintiiler i¢in tahmin edilen enerjilerin ortalamasi alinarak elde edilmektedir. MM/PBSA
yontemi kisa MD simiilasyonlarindan ¢ikarilan anlik goriintiilere veya enerjisi minimize
edilmis ligant-protein komplekslerine uygulanabilmektedir. Bu durum, tek bir ligant-protein

kompleksiyle iligkili AG degerinin hesaplanmasinda gereken siireyi 6nemli 6l¢iide azaltmakta
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ve boylece cok sayida kompleksin makul bir siire icerisinde degerlendirilmesine izin
vermektedir. Ayrica MM/PBSA metodu, ST calismalar1 esnasinda yeni hit molekiillerin
tanimlanmasi1 amaciyla kullanilan molekiiler docking tabanli ST yaklasimlarinin tarama giicii
ve hit molekiil bulma oranlarmin iyilestirilmesinde bir yeniden skorlama protokolii olarak

uygulanmaktadir (Poli et al. 2020).

Ligant temelli ila¢ tasarim
LBVS

LBVS metotlarinda bir kii¢iik molekiil veri bankasindaki etkin bilesikleri tanimlamak
amaciyla ligant benzerligi yaklasimi kullamlmaktadir. ilag olmaya aday bir molekiiliin hedef
yaptya uygunlugunu 6l¢en yap1 temelli yontemlerle kiyaslandiginda, ligant temelli yontemlerde
aktif bilesiklere benzeyen molekiiller dogrudan aranabilmektedir. Bu noktada benzer
molekiillerin benzer biyolojik etkinlige sahip olabilecegi varsayimi yapilabilir ancak bu her
zaman dogru degildir. Ligant temelli yontemlerin temel farkliligi, kimyasal yapilarin ifade

bicimleri ve benzerlik dl¢iimlerinden ileri gelmektedir (Li 2020).

Ligant temelli yaklasimlarin kullanilmasi 6zellikle hedef proteinin 3D kristal yapisinin
bilinmedigi durumlarda faydalidir. Ayrica bu yaklasimlar enzime baglanma veya enzim
aktivitesi icin gerekli temel 6zelliklere sahip olmayan bilesikleri elimine etmek iizere SBVS
yontemlerinin uygulanmasindan once molekiiler veri bankalarinin filtrelendigi bir 6n islem
olarak kullanilabilmektedir. LBVS uygulamalarinda enzimin aktif bolgesine baglandigi bilinen
bir dizi molekiiliin aktivite bilgisi gereklidir. Ligant yapilar1 temel alinarak gerceklestirilen ST
calismalarinin esasi, uygulanan yonteme gore arama kriterlerinin degistirilebilir olmasiyla
birlikte referans molekiillerle benzer 6zelliklere sahip molekiillerin tespit edilmesi amaciyla

molekiiler veri bankalarinin taranmasina dayanmaktadir (Kenar 2008; Hamza et al. 2012).

Molekiiler benzerlik, fragment arama, 3D sekil eslestirme, QSAR ve farmakofor
eslestirme yontemleri yaygin olarak kullanilan LBVS yaklasimlarindandir. Molekiiler parmak
izi yontemi, benzer parmak izlerine sahip molekiilleri tanimlamak i¢in kimyasal veri
bankalarinin taranmasinda kullanilmaktadir. Farmakofor eslestirme yontemlerinde bir dizi aktif
ligantin ortak farmakoforik o6zellikleri tanimlandiktan sonra, bu o&zellikler esas alinarak
kimyasal veri bankalar1 taranmakta ve ardindan molekiillerin aktivitesi ¢esitli QSAR modelleri
olusturularak tahmin edilmektedir. Farmakofor terimi, ligant ve hedef protein arasindaki
baglanma etkilesimlerini tanimlayan kimyasal Ozelliklerin 3D oryantasyonunu ifade

etmektedir. Bir farmakofor modeli, aktif molekiillerin 3D yapilarinin gakistiritlmasi sonucunda
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ortak Ozelliklerin belirlenmesiyle olusturulabilmekte ve ardindan bu model molekiiler veri

bankalarinin taranmasinda kullanilabilmektedir (Kenar 2008).

Ila¢ benzerlik ozelliklerinin incelenmesi ve farmakokinetik etkiler ile toksisite
profillerinin in silico tahmini

Yeni kesfedilen ilag adayr molekiillerin belirli biyolojik hedefler {izerinde in vitro
aktivite potansiyellerinin arastirilmasi ve bu molekiillerin farmakokinetik ve fizikokimyasal
Ozelliklerinin ila¢ kesif siirecinin erken asamalarinda incelenmesi Onerilmektedir. 1990’larin
sonunda ila¢ gelistirme alaninda yasanan yiliksek maliyetli ge¢ evre basarisizliklarinin,
gelistirilmek tizere secilen molekiillerin zayif farmakokinetik ozellikleri ve giiglii toksik
etkilerinden ileri geldigi kanitlanmistir. Boylece ila¢ kesif ve gelistirme siirecinin erken
donemlerine, in vitro toksisite analizlerine ek olarak, in vitro ADME calismalar1 da dahil

edilmistir (Lakshminarayana et al. 2015).

Bir bilesige ait fizikokimyasal parametreler, s6z konusu bilesigin absorpsiyon ve oral
biyoyararlaniminin yani sira diger ADME ozelliklerini de etkilemektedir. Kiigiik molekiil
ilaglarinin ¢ok biiyiik kiimelerinin deneysel ve hesaplamali analizlerinin gergeklestirilmesi
sonucunda Lipinski’nin bes kurali olusturulmustur. Bu kurala gore ila¢ olma potansiyeli tagiyan
kiiglik molekiiller su 6zelliklere sahip olmalidir: molekiil agirligi (Ma) < 500, hesaplanan logP
degeri yani n-oktanol:su partisyon katsayisi (clogP < 5), hidrojen bag donorii (HBD) sayis1 < 5
ve hidrojen bag akseptorii (HBA) sayis1 < 10. Bu parametrelerden iki ya da daha fazlasinin
ihlali, ilacin oral biyoyararlanimindaki olas1 problemleri isaret etmektedir (Tatar et al. 2016).
Veber’in kuralinda ise molekiiler polar yiizey alani (topological polar surface area; TPSA) <
140 A? olan ve en fazla 10 adet donebilen baga sahip bilesiklerin iyi bir oral biyoyararlanima
sahip olabilecegi fikri 6ngoriilmektedir (Lipinski 2004; Clark 2011; Lakshminarayana et al.
2015).

Giliniimlizde ila¢ sirketlerinin kimyasal sentez kapasitelerinin ve uzmanlagmis
biyoteknoloji kurumlarinda gergeklestirilen biyolojik aktivite tarama ¢alismalarinin 6nemli
Ol¢iide artig gostermesinden dolayr yeni kesfedilen ¢ok sayidaki ilag adayr molekiiliin
absorpsiyon, dagilim, metabolizasyon, eliminasyon ve toksisite (ADMET) profillerinin erken
asamalarda degerlendirilmesinde kullanilabilecek iyi donanimli in silico araglara duyulan

ihtiya¢ her gegen giin artmaktadir (Van de Waterbeemd and Gifford 2003).

MC™/MD™ analizi

MC™/MD™, C(Clarivate Analytics tarafindan saglanan internet tabanli bir sistem

biyolojisi analiz sunucusudur. Bu platformda mevcut olan hastalik ve ayrica 40’tan fazla

61



ADMET QSAR modelleri kullanilarak; ligantlarin terapotik aktiviteleri ve farmakokinetik

ozellikleri in silico olarak tahmin edilebilmektedir (Ekins et al. 2006; Kantarcioglu 2017).

MD™ veritaban1 QSAR, kural tabanli yontemler ve sistem biyolojisi yaklagimlarmin
tim  temel  Ozelliklerini  bir ¢ati  altinda  birlestiren ve  bu  sayede
endobiyotiklerin/ksenobiyotiklerin  ADMET 6zelliklerinin insanlar {izerindeki etkilerinin
anlasilabilmesi amaciyla deneysel calismalardan elde edilen tiim verileri hesaplamali
tahminlere entegre ederek kullanima sunan bir platformdur (Ekins et al. 2006). Bu platformda,
terapotik aktivite veya toksik etki gibi o6zelliklerin tahminine yonelik QSAR modellerinin
olusturulmasinda ChemTree™’nin 6zyinelemeli boliimleme algoritmasi kullanilmakta ve
boylece ¢esitli yapisal tanimlayicilar s6z konusu biyolojik etkilerle iliskilendirilmektedir. Bu
amagla model olusturmada kullanilan egitim seti, en iyi sonuglar1 vermek iizere, pozitifler ve
negatifler olarak tanimlanan sirasiyla istenilen 6zellige sahip olan ve bu 6zellige sahip olmayan
kimyasallar1 yaklasik olarak esit sayida icermelidir. Belirli bir terapdtik aktivitenin tahmini i¢in
kullanilan modelin egitim setinde ya onaylanmuis ilaglar (piyasadaki mevcut ilag sayis1 100’den
biiyiikse) ya da klinik deneylerdeki ilag adaylar1 ve in vivo aktiviteye sahip preklinik asamadaki
bilesikler bulunmaktadir. Toksik etkilerin tahmininde kullanilan egitim setinde ise in vivo
ortamda s6z konusu toksisite tiiriine neden olan kimyasallar ve ilaglar yer almaktadir. Her bir
modelde aktif/toksik bilesikler “1” aktivite degerini almakta iken; aktif olmayan/toksik
olmayan bilesikler ise “0” aktivite degerini almaktadir. Burada dikkat edilmesi gereken nokta,
egitim setlerinin yaklasik olarak esit miktarda “1” ve “0” igermesidir (Myshkin et al. 2012;

Tutumlu 2019; Clarivate Analytics, internet sayfast www.genego.com).
MD™ platformunda bir QSAR modelinin olusturulmasinda kullanilan prosediir baslica;

I. Egitim seti i¢in dogru negatif kimyasallarin segilmesi,

ii. Her bir negatif kimyasalin benzerliginin, tiim pozitif kimyasallara gore hesaplanmasi
ve en yliksek benzerlik degerinin kaydedilmesi,

iii. 0,9 benzerlikten baslayarak egitim seti i¢in ¢esitli negatif ilaglarin {iretilmesi,

iv. 0,9 ila 0,4 arasinda toplam alt1 aralik olusturulmasi,

V. Son agamada meydana gelen egitim setinin, modelde en iyi negatif ilaglar1 segmek
tizere varsayllan ChemTree parametreleriyle 6zyinelemeli bolimleme analizine tabi
tutulmasi,

vi. Test setindeki molekiillerin sayisinin, egitim setindeki molekiillerin yaklasik %15-
20’sini olusturmasi suretiyle; bir 6nceki adimda belirlenen en iyi egitim setinden 10

rastgele egitim ve test seti olusturulmast,
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vii. Modelin egitim setine dayali olarak olusturulmasi ve bu harici egitim setiyle

dogrulanmasi

asamalarindan meydana gelmektedir. Olusturulan modellerin kalitesi duyarlilik (Esitlik
9), spesifiklik (Esitlik 10), dogruluk (Esitlik 11) ve Matthews korelasyon katsayis1 (Matthews
correlation coefficient; MCC) (Esitlik 12) ile degerlendirilmektedir. Bu parametrelerin en
yiiksek degerine sahip olan modeller se¢ilerek terapotik aktivite ve/veya toksisite tahminlerinde

kullanilmaktadir (Myshkin et al. 2012).

Duyarlilik = (DPDfYN) (Esitlik 9)
Spesifiklik = (lefyp) (Esitlik 10)
- _ DP+DN o
Dogruluk = 2t (Esitlik 11)
_ (DPXDN)—(YPXYN) 1
MCC = (Esitlik 12)

J(DP+YP)(DP+YN)(DN+YP)(DN+YN)

Esitlik 9, 10, 11 ve 12°de belirtilen DP, YP, DN ve YN kisaltmalar: sirasiyla dogru
pozitif, yanlis pozitif, dogru negatif ve yanlis negatif terimlerini ifade etmektedir. Duyarlilik,
dogru tahmin edilen “pozitif’lerin; spesifiklik ise dogru tahmin edilen “negatif’lerin bir
ol¢iistidiir. Dogruluk, modelin ger¢ek degere ne kadar yakin oldugunun bir ifadesidir. MCC ise
deneysel degerlerle tahmin edilen degerler arasindaki korelasyon katsayisidir. Bu dort
parametre bir arada, MD™ platformundaki QSAR modellerinin uygunluk, saglamlik ve tahmin

giicli gibi 6zelliklerini 6l¢meye yaramaktadir (Oktay 2020).

QSAR modellerinin giivenilirligi, test setindeki molekiiller ve egitim setindeki bu
molekiillere en benzer olan molekiiller arasindaki yapisal benzerligin yilizde olarak tahmin
edilmesine dayanan bir yaklasimla belirlenmektedir. MD™ yazilimmda bu yaklasimin
uygulanmas1 i¢in “Tanimoto Onceliklendirme (Tanimoto Prioritization; TP)” o6zelligi
kullanilmaktadir. Boylece bu yazilimda ikili QSAR modelleri araciligiyla yeni molekiillerin
egitim setindeki molekiillerle yapisal benzerlikleri kiyaslanarak, 25 farkli terapotik aktivite ve
26 farkli toksik etki tiirtiniin degerlendirme tahminleri yapilabilmektedir. Buna gore; test edilen
bir molekiiliin terapotik bir aday olabilmesi i¢in hesaplanan tahmini terap6tik aktivite degerinin
> 0,5 araliginda olmasi, toksik etki degerinin ise 0,5 veya 0,5’ten daha kiigiik olmasi
gerekmektedir (Erdogan Orhan et al. 2019; Balkan 2020; Unver et al. 2020).

MetaCore yazilimi yeni nesil dizileme (next generation sequencing; NGS), gen
ekspresyonu, kopya sayisi degisiklikleri (copy number variation; CNV)’ler, metabolik

proteomik, mikroRNA ve tarama verilerinin fonksiyonel analizinde kullanilan bir
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biyoinformatik paketidir. Manuel olarak derlenebilen yiiksek kalitedeki MetaCore veritabani
kullanilarak molekiiler etkilesimler ve yolaklar, kiiciik molekiillii bilesiklerin biyolojik
etkinlikleri, kimyasal metabolizma olaylar1 ve toksisiteleri hakkinda kapsamli bilgiler elde

edilebilmektedir (Kantarcioglu 2017).

In Vitro Biyoaktivite Arastirmalari
SHP-2 enzim inhibisyonu testi

Enzimler, biyolojik sistemlerde meydana gelen spesifik kimyasal reaksiyonlari
hizlandiran proteinlerdir. Cok sayida o6nemli fizyolojik siirecin diizenlenmesine dahil
olduklarindan dolayi, enzimlerin biyolojik fonksiyonlarini inhibe edebilen molekiiller
farmakolojik miidahaleler i¢cin milkemmel bir odak noktasi olusturmaktadir. Bir enzim
inhibitorii, belirli bir enzimin veya enzim grubunun islevini bloke ederek metabolik yolaklari
secici olarak bozmakta ve boOylece hastaliklarin tedavisinde terapotik bir ajan gorevi
gormektedir. Antibakteriyel, antifungal, antikanser ve antiparaziter ila¢ gruplarinda yer alan
etken maddelerin bircogunun enzim inhibitdrii 6zelliginde oldugu ve ayrica piyasadaki mevcut
ilaclarin %47’sinin etkinliklerini enzim hedeflerini inhibe ederek gosterdikleri bilinmektedir
(Ramsay and Tipton 2017; Kushwaha et al. 2020). Buradan hareketle enzimlerin yapisal ve
fonksiyonel bozukluklarindan kaynaklanan ¢esitli hastaliklarin tedavisinde yeni bilesiklerin ve
mekanizmalarin tanimlanmasina yonelik ¢aligmalarin devam ettirilmesinin bazi terapdtik
alanlar i¢in olduk¢a onemli bir yere sahip oldugu sonucuna varilmaktadir (Liu et al. 2019;

Parsonidis et al. 2019; Sarver et al. 2019).

Arzu edilen farmakolojik 6zelliklere sahip kiigiik molekiil modiilatorlerinin kesfi ve
gelistirilmesi, sirasiyla asagidaki adimlarin uygulanmasini igceren ¢ok asamali bir siirectir

(Sancenon et al. 2015).

i. Belirli terapotik alanlar igin “farmakolojik olarak hedeflenebilen (druggable)”
durumdaki ila¢ hedeflerinin tanimlanmasi ve valide edilmesi,

ii. Secilen hedefe giiclii ve selektif olarak baglanabilen ve bu hedefin molekiiler
fonksiyonunu stimiile veya inhibe edebilen kiigiik molekiillerin in vitro/in silico
olarak taranmasi, tanimlanmasi ve karakterizasyonu/profillemesi,

iii. Invivo preklinik ve klinik ¢alismalarla ilag adaylarinin farmakolojik ve toksikolojik

acidan degerlendirilmesi.

[lag kesif siirecinin ilk asamalarinda belirli bir biyolojik hedefle fizyolojik olarak iliskili
kiiciik molekiil inhibitdrlerinin tanimlanmasi ve karakterizasyonu, hiicre igeren veya icermeyen

bir ortamda uygun maliyetli, saglam, Ol¢eklenebilir ve Onceden valide edilmis analizler
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vasitastyla gerceklestirilmektedir. Yapilan bu analizler, 6nemli O6lgiide, makromolekiiler
hedefin veya bu hedefin akis asagisinda bulunan sinyalizasyon molekiillerinin aktivitesindeki
degisimlerin giivenilir ve nicel olarak tespit edilmesi ve Ol¢lilmesine dayanmaktadir (Sancenon

et al. 2015).

SHP-2 enzimi fonksiyonel olarak aktif durumda iken endojen substratlar1 tanimak ve
ayrica biyolojik reaksiyonlarda katalizor olarak gorev almaktan sorumludur. Bu enzimin
aktivasyonu, SH2 domainlerine baglanabilen bistirozilfosforillenmis peptitlerden ileri
gelmektedir (Sekil 29). Aktivasyon olayinin son asamasinda enzimin otoinhibe olmus bélgesi
serbest hale ge¢mekte ve bu sayede SHP-2’nin fosfataz aktivitesi ortaya ¢ikmaktadir (Chen et
al. 2016; Garcia Fortanet et al. 2016).

Bloke edilmis aktif

bolge
Pl “

e 2 Serbest aktif

W,
*«P‘ﬁk /bﬁlge
.’J.

Sekil 29. SHP-2’nin bir bisfosfotirozil peptidiyle agik (aktif bolge serbest) ve kapali (aktif bolge
bloke edilmis) konformasyonlar arasindaki denge durumu (Garcia Fortanet et al. 2016)

Bu tez ¢alismasinda SHP-2 enziminin yeni allosterik inhibitorlerinin kesfedilmesine
yonelik gerceklestirilen in silico analizler kapsaminda tanimlanan aday inhibitorlerin SHP-2
inhibisyon aktiviteleri, SHP-2’nin katalitik aktivitesinin biyokimyasal yolla 6l¢iimiine olanak
tantyan ve hizli sonug veren bir in vitro test yontemiyle belirlenmistir. Floresan 6lgiimlerine
dayanan bu yontemde SHP-2’nin katalitik aktivitesinin 6l¢iimii i¢in tasiyici substrat olarak 6,8-
difloro-4-metilumbelliferil fosfat (DiIFMUP) bilesigi kullanmilmistir (Sekil 30) (Welte et al.
2005).
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Sekil 30. Fosfataz aktivitesini 6lgen DiIFMUP analizi (Garcia Fortanet et al. 2016)
Secici antiproliferatif ve sitotoksik etkilerin belirlenmesi

Sitotoksisite, hiicrelerde meydana gelen birtakim molekiiler olaylarin sonucunda ¢esitli
makromolekiillerin sentezinin engellenmesi ve bdylece hiicrelerin yap1 ve fonksiyonlarinda
belirgin hasarlarin ortaya ¢ikmasidir (Murray et al. 2007). Canli hiicreler ¢esitli fiziksel,
kimyasal veya biyolojik etkenlere maruz kaldiklar1 zaman, s6z konusu etkenin dozuna ve
maruziyet siiresine bagli olarak hiicrelerde degisen oranlarda sitotoksik etkiler
gozlenebilmektedir. Sitotoksik bir madde, hiicrelerin proliferasyon yetenegini kaybetmesine
veya apoptoz, otofaji ve nekroz gibi ¢esitli hiicre 6liim tipleriyle yok olmasina neden

olabilmektedir (Galluzzi et al. 2009; Kocagaligkan 2018).

Hanahan and Weinberg (2000), insan kanserlerinin gelisimi sirasinda kazanilan
kanserin 6 temel biyolojik kabiliyetini (ayirt edici 6zelligini) 6nermislerdir (Sekil 31). Bunlar,
proliferatif sinyalizasyonu siirdiirme, anjiyogenezi indiikkleme, invazyon ve metastazi aktive
etme, bliylime baskilayicilarindan kagma, hiicre 6liimiine direnme ve replikatif 6liimsiizligii
saglamadir. Ardindan 2011 yilinda, ayn1 arastirmacilar, bu 6 temel biyolojik ayirt edici 6zellige
diizensiz metabolizma, genomik kararsizlik, bagisiklik sisteminden kacma ve inflamasyon
ozelliklerini de eklemislerdir (Sekil 31) (Hanahan and Weinberg 2011). Boylece kanserin her
bir ayirt edici Ozelligini degerlendirebilmek amaciyla farkli in vitro analiz teknikleri
gelistirilmigtir.  Arastirmacilar ise bu yOntemleri yanit aradiklar1 spesifik arastirma

sorusuna/sorularina bagl olarak se¢gmektedir (Ediriweera et al. 2018).

In vitro testler canli organizmalar disinda kontrollii kosullar altinda
gerceklestirilmektedir. Bugiin, kanser ilaglarinin kesfinde kullanilabilecek olan ¢ok ¢esitli in
vitro test sistemleri mevcuttur. Bunlar arasinda baslica hiicre canliligi/sitotoksisite ve
antiproliferatif aktivite testleri, hiicre migrasyon ve invazyon analizleri, anjiyogenezi izlemede
ve enerji metabolizmasinin tespitinde kullanilan testler ve apoptoz, senesens ile birlikte
oksidatif stres tarama testleri yer almaktadir. Ayrica gen ve protein ekspresyon analizleri i¢in
gelistirilmis teknikler ve gen mutasyonlar1 ile kromozomal degisikliklerin saptanmasinda

kullanilan testler de bu alanda yapilan ¢alismalara 6nemli katkilar saglamaktadir. Her in vitro
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test sisteminin kendi igerisinde sinirlamalari mevcuttur. Bu yiizden arastirma problemine kesin
olarak yanit verebilecek uygun yontemlerin se¢imi dikkatlice yapilmalidir. Bununla birlikte test
metodunun/metotlarinin se¢ciminde maliyet, gerekli ekipman ve yontemler gibi faktorler de

onceden ele alinmalidir (Ediriweera et al. 2018).

Bilyiime sinyallerinde Biiyiimeyi baskilayicilarin
kendine yeterlilik kaybyduyarsizhik

Smirsiz replikasyon
yetenegi

Hiicre 6liimiine
direng

Timor cevresi
inflamasyon/
tiimor mikrocevresi

Genetik instabilite
ve mutasyon

Anjiyogenez invasyon ve
Ve anjiyogenezin metastaz yetenegi
siirdiiriilmesi

Sekil 31. Giinlimiizde kanserin bilinen 10 temel ayirt edici 6zelligi (Hanahan and Weinberg
2011; Pehlivanoglu et al. 2019)

In vitro hiicre canlihi ve sitotoksisite testleri kiiltiire almmus hiicrelerle
gerceklestirilmekte ve gesitli kimyasal maddelerin (6rnegin; saf bilesikler, dogal kaynaklardan
elde edilen organik ekstraktlar, nanoilaclar, peptitler, inhibitor 6zelligindeki RNA sekanslari,
kiiciik molekiiller, sentezlenmis ila¢g etken maddeleri ve hormonlar) sitotoksik 6zelliklerini
belirlemede ve ilaglarin taranmasinda yaygin olarak kullanilmaktadir (Florento et al. 2012;
Bahuguna et al. 2017; Ediriweera et al. 2018; Cheremnykh et al. 2019). Bu testler sayesinde,
gelistirme asamalarinda bulunan antikanser ilaglarin hem toksisite hem de tiimor hiicrelerinin
biiyiimesini inhibe etme potansiyelleri es zamanli olarak belirlenebilmektedir. Deneyler
esnasinda test maddelerinin hiicrelerin morfolojisi ve biiyiime oranlar {izerindeki etkileri
dikkate alinmaktadir. Bu testlerle hiicre zar1 gecirgenligi, enzim aktivitesi, hiicre yapismasi,
ATP {iretimi, koenzim tiretimi ve niikleotit alim aktivitesi gibi ¢esitli hiicresel fonksiyonlarda

meydana gelen degisiklikler izlenebilmektedir (Aslantiirk 2017).

Sitotoksisitenin belirlenmesinde kolorimetrik (6rnegin; MTT, SRB ve XTT testleri),
florometrik (6rnegin; alamarBlue ve CFDA-AM testleri), luminometrik (6rnegin, ATP
biyoliiminesans testi) ve enzimatik (6rnegin, LDH enzim saliverilmesi testi) Ol¢lim
yontemlerinin farkli hiicre kiiltiirii metotlariyla kombine edilerek kullanilmasi, ¢esitli kimyasal
maddelere maruziyet sonrasinda olusabilecek hiicresel hasarlari kantitatif olarak tayin

edebilmek ve hiicre metabolizasyonunda meydana gelen degisimleri izlemek agisindan 6nem
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arz etmektedir (Sylvester 2011; Grbovi¢ et al. 2013; McCauley 2013). Bu test sistemleriyle ¢ok
saylida maddenin toksik ozellikleri kisa bir siire icerisinde tespit edilebilmektedir. Boylece
sitotoksik oldugu belirlenen ajanlarin bir sonraki asama olan in vivo hayvan deneylerinde
gereksiz kullaniminin 6niine gecilmis olmaktadir. Ayrica hiicre kiiltiiriiyle yapilan sitotoksisite

calismalarindan elde edilen sonuglarin in vivo ¢alismalardan alinan verilerle uyumlu oldugu

bilinmektedir (Tokur ve Aksoy 2017).

Hiicre kiiltiirti teknigi kanser, as1 arastirmalari, ilag gelistirme ve in vitro sitotoksisite
calismalarinda siklikla kullanilmaktadir (Zang et al. 2012; Gilbert and Boutros 2016; Bacskay
et al. 2017; Chen et al. 2018). Bu teknikler herhangi bir canlinin doku ya da organlarindan
alman hiicrelerin yapay ortamda yasatilabilmesi ve ayrica etik kaygilar tasimamasi gibi
nedenlerden Gtiirii in vitro sitotoksik dzelliklerin arastirilmasinda oldukga pratiktir (Zucco et al.
1998). Bununla birlikte test materyallerinin sitotoksik etkilerinin hem saglikli hem de kanser
hiicre hatlarinda karsilagtirmali olarak degerlendirilmesine imkan tanimaktadirlar. Bu sayede
arastirmacilar bir ila¢ etken maddesinin kanser hiicrelerini selektif olarak Oldiiriip

oldiirmeyecegini kolaylikla tespit edebilmektedir (Eastman 2017).

Glincel antikanser ila¢ gelistirme calismalarinda ‘“hiicrelerin 6ldiiriilmesi” yaklasimi
yerine “biiyiimelerinin inhibisyonu” yaklagimina odaklanilmaktadir ve herhangi bir molekiiliin
belirli bir hiicre fenotipi tizerindeki sitotoksik etkilerini arastirmanin en ucuz ve en bilinen yolu
hiicre hatti kullanimidir (Eastman 2017). Hiicre hatlari, oncelikli olarak, Avrupa Hiicre
Kiiltiirleri Koleksiyonu (The European Collection of Authenticated Cell Cultures; ECACC) ve
ATCC gibi hiicre bankalarindan satin alinabilmektedir. Primer hiicre kiiltiirlerinin yapisi,
protein ekspresyon paternleri, metabolizmalar1 ve genetik kodlar1 in vivo hiicrelerle aynidir.
Ayrica uygulama esnasinda herhangi bir etkene karsi ¢ok hassastirlar ve sinirli yasam émriine
sahiptirler. Giiniimiizde meme kanserinin tedavisine yonelik yeni antikanser bilesiklerin
tanimlanmasi1 amaciyla gergeklestirilen calismalarda siklikla kullanilan hiicre hatlarindan biri

MCF-7"dir (Béacskay et al. 2017).

MTT hiicre canlilig testi

Kolorimetrik esasa dayanan hiicre canlilif1 ve antiproliferatif analizlerin ¢ogunda bir
substrat molekiilii canli hiicrelerde bulunan hiicre i¢i enzimler tarafindan renkli bir iiriine
dontstiiriilmekte ve olusan rengin yogunlugu ortamdaki canli hiicrelerin sayisiyla nispeten
orantili olmaktadir (Sekil 32). Antikanser ilaglarin kesfinde kullanilmak tizere farkli ilkelere
sahip bir dizi kolorimetrik ve florometrik sitotoksisite/antiproliferatif aktivite tayin yontemi
gelistirilmistir. Bu nedenle bir arastirma ¢alismasindan beklenen sonuglari iyilestirmek ve test

maddelerinin kanser hiicreleri tizerinde sitotoksik/antiproliferatif etkilerinin nasil ortaya
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ciktigina dair gegerli bir sonuca varmak agisindan dogru hiicre bazli testin se¢ilmesi 6nemli bir

adimdir (Ediriweera et al. 2018).

MTT suda ¢oziinebilen bir tetrazolyum tuzudur ve fenol kirmizisi igermeyen medyum
veya tuz soliisyonlarinda hazirlandigi zaman sarimtirak renkli bir soliisyon meydana
getirmektedir. Tetrazolyum halkasi siiksinat dehidrogenaz enzimleriyle parcalandiginda, MTT
mor renkli ve suda ¢dziinmeyen formazana déniismektedir (Sekil 33) (Ulugam 2017). Tlgili
dontisiim canli hiicrelerde mitokondri sayesinde gerceklesmektedir. Renk reaksiyonu
sonucunda olusan formazanin izopropanol veya bagka bir ¢dziicli icerisinde ¢dziilmesinin
ardindan bir spektrofotometre yardimiyla 570 nm’deki absorbansi 6l¢iilmekte ve boylece ilgili

hiicre toplugundaki canli hiicrelerin sayisi belirlenebilmektedir (Bacskay et al. 2017).

10 pg/mL

20 pg/mL —>»

40 pg/mL

80 pg/mL

100 pg/mL

Sekil 32. MTT testinde canli hiicrelerin metabolik aktiviteleri sonucunda ortamda meydana
gelen renk degisiminin izlenmesi (Aravinthan et al. 2015)
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Sekil 33. Tetrazolyum halkas1 igeren sar1 renkli ¢ozeltide indirgenme reaksiyonu sonucunda
olusan mor renkli formazan bilesigi (Zerbinati et al. 2018)

Testin sonucunda canliligin1 kaybetmemis ve mitokondri fonksiyonu bozulmamis olan

hiicreler mor renkte boyanirken; 6lii veya mitokondileri ¢alismayan hiicreler boyanmamaktadir.
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Tetrazolyum tuzunun metabolik aktivitesi olan hiicreler tarafindan indirgenmesinden 6tiirii bu
yontemle sadece canli hiicreler saptanabilmektedir. Cogalmaya devam eden hiicreler, prolifere
olmayan hiicrelerden metabolik olarak daha aktif oldugundan dolayr MTT ile hiicrelerin

canlilik oranlarinin yani sira hiicrelerin aktivasyonu ve proliferasyonu da belirlenebilmektedir.

MTT hiicre canlilig1 testi sitokinlerin, biiylime faktorlerinin, mitojenlerin ve medyum
komponentlerinin canli hiicreler tizerindeki etkilerinin arastirilmasinda, sitotoksik ve sitostatik
ajanlarm in vitro etkinliklerinin belirlenmesinde, hiicrelerin biiyiimesi ve/veya apoptozunu
degerlendirmek suretiyle ilaglarin duyarliliinin  indirekt olarak test edilmesinde
kullanilmaktadir (Kocacaliskan 2018). In vitro sitotoksisite ve canlilik testlerinin sonucunda
hedef hiicre hatlar1 iizerinde yiiksek derecede antiproliferatif ve sitotoksik etkinlik gdsteren

bilesikler antikanser ila¢ adaylar1 olarak degerlendirilmektedir.

MTT gibi iki boyutlu (two-dimensional; 2D) hiicre kiiltiirlerinde gerceklestirilen ilag
doz-yanit c¢aligmalari, tipik olarak, bir ilaca 72 saate kadar maruz kalan hiicrelerde ilag
etkinliginin ve potensinin degerlendirilmesi amaciyla kullanilmaktadir (Larsson et al. 2020).
Genel olarak, ilag-doz yanit egrileri, bir ilacin ilgili konsantrasyonlariyla iligkili inhibitor
yetenekleri arasindaki iligkiyi 6lgmeye ve analiz etmeye yaramaktadir. Doz-yanit egrileri IC,
ile ifade edilmekte ve ila¢ gelistirme ¢alismalarinda bu egrilerin kullanilmasi, ilaca maruz
kalmadan biiytitiilen hiicrelerle bir karsilastirma yapilarak, canli bir hiicre popiilasyonunu %x
oraninda azaltmak i¢in gereken ilag dozlarmin belirlenmesinde faydali olmaktadir. Hiicre
popiilasyonlarinin  boyutundaki bu degisiklik ise hiicre Oliimiiniin artmasi veya hiicre
cogalmasinin baskilanmasindan kaynaklanmaktadir. Ilag kesif calismalarinda bir ilacin
etkinligini belirlemede en sik kullanilan parametre ICsq degeridir. Diisiik bir IC5, degeri, bir
ilacin diisiik konsantrasyonlarda giiclii bir etkiye sahip oldugu ve bu nedenle hastalara
uygulandiginda daha az sistemik toksisite gosterecegi anlamina gelmektedir. Bununla birlikte
ilag doz-yanmit egrileri sinerjistik kombinasyon tedavileri ve ilaglarin etki mekanizmalari

hakkinda 6nemli bilgiler vermektedir (Berrouet et al. 2020).

Genotoksik ozelliklerin belirlenmesi

Insan genomu yasam igin gerekli bilgileri tagtyan kalitsal makromolekiil olan DNA’dan
olugmaktadir. Kimyasal bir molekiil olarak DNA, bu rolii yerine getirme kapasitesini etkileyen
degisikliklere karsi1 oldukg¢a hassastir. Hiicreler DNA molekiillerini kopyalamak, DNA’nin
yapisinin degistirilip degistirilmedigini tespit etmek ve DNA’nin yapisinda meydana gelen
degisiklikleri onarmak icin yiiksek diizeyde bir gelismislige sahip ¢esitli biyokimyasal yolaklar1
kullanmaktadir. Degisiklikleri onlemek ve genomu yavru hiicrelere aktarabilmek igin

replikasyonun dogru olmasi, hiicre boliinmesi esnasinda kromozomlarin hiicrelere dogru bir
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sekilde dagitilmas1 ve DNA’daki hasarlarin tespit edilerek onarilmasi gerekmektedir. Saglikli
ya da kanserli bir hiicrenin kaderi, genomik yapisinin mevcut biitiinliigline ve ayrica bu
biitiinliigli koruma yetenegine siki sikiya baglidir. Saglikli hiicrelerde DNA’nin yapisinda
meydana gelen herhangi bir degisiklik Onlenebilmekte, bdylece bu hiicreler canliliklarini
koruyabilmekte ve genetik materyallerinin bir kopyasini bir sonraki nesle aktarabilmektedir
(Swift and Golsteyn 2014).

Genotoksisite, genotoksinler tarafindan indiiklenen gen mutasyonlarini, yapisal
kromozom anormalliklerini ve rekombinasyonu igeren yikici genetik degisiklikler olarak
tanimlanmaktadir. Genotoksinler ekleme, DEL, duplikasyon ve halka olusumu gibi yollarla
DNA sekansina ve kromozom yapisina zarar verebilen ajanlardir. Bunlar organizma tizerindeki
etkilerine gore karsinojenler, mutajenler ve teratojenler olarak {i¢ gruba ayrilmaktadir (Savale
2018). Yeni bir ilacin genotoksisite testleri yapilmadan piyasaya siiriilmesi imkansizdir.
Giintimiizde FDA gibi diizenleyici kurumlar tarafindan, klinik denemelerin gergeklestirilmesi
ve pazarlama izni alinmasindan 6nce, tiim yeni ilaclar i¢in genotoksisite testlerinin yapilmasi

tavsiye edilmektedir (Barabadi et al. 2019).

Genotoksik olaylar kimyasal bir ajana maruziyetin ardindan somatik ve/veya germ
hiicrelerinde meydana gelen genetik degisikliklerin neden oldugu etkilerle ilgilidir. Kimyasal
ajanlar, dogrudan veya dolayl etkilesimler yoluyla, DNA sekanslarinda birtakim degisikliklere
sebep olmakta ve bu genetik degisikliklerin bir sonucu olarak da maruz kalan hiicre
popiilasyonlarinda liim ve/veya mutasyonlar ortaya ¢gikmaktadir. Somatik hiicrelerde meydana
gelen baz1 degisikliklerin kanser veya norodejeneratif hastaliklarin gelisiminde etkili oldugu
diistiniilmektedir (OECD 2015). Alternatif olarak, eger germ hiicrelerinde genetik bir hasar
meydana gelirse, bu durum iireme kusurlar1 veya nihai olarak genetik hastaliklara yol

acabilecek nitelikteki bazi kalitsal degisiklikleri ortaya ¢ikartmaktadir (Hasselgren et al. 2019).

Genotoksik ajanlar, farkli tiplerde genomik DNA hasarina neden olabilmektedir.
Okaryotik hiicrelerde DNA lezyonlart DNA’nin yapisinda meydana gelen hasarlari tespit
edebilen kontrol noktasi proteinleri sayesinde belirlenebilmekte ve bdylece bu lezyonlar DNA
onarim proteinleriyle restore edilmektedir. Onarilmamig veya yanlis onarilmis durumdaki
lezyonlara ait DNA pargalart DNA molekiiliiniin yapisinda birtakim degisiklikler meydana
getirmektedir. Bu yiizden genotoksik ajanlarin neden oldugu DNA degisikliklerinin tespiti,
kimyasal maddelerin genotoksik etkinliklerinin tanimlanmasinda bir belirteg olarak
kullanilmaktadir (Eki 2018).

Genotoksisite testleri insanda karsinojen ve mutajen etkili kimyasal ajanlari tanimlamak

amaciyla DNA, gen ve kromozom hasarlarinin belirlenmesine yonelik ¢esitli in vitro ve in vivo
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yaklasimlar1 kapsamaktadir. Potansiyel insan karsinojenlerinin tespit edilmesi ve bunlarin
diizenlenmesi i¢in Oncelikle genotoksik etkinliklerinin kapsamli bir sekilde degerlendirilmesi
gerekmektedir. Bu amagla gergeklestirilecek olan ¢alismalarda, her bir maddenin genotoksik
etkisinin/etkilerinin belirlenmesinde tek bir testin yeterli olmadig: agiktir. Bu sebeple kimyasal
ajanlarin genotoksik potansiyellerinin belirlenmesinde mevcut ortak goriis, bakteri ve memeli
hiicre kiiltiirii analizlerinin kemirgen deney hayvanlarinin kullanimini igeren in vivo test
sistemleriyle desteklenmesi yoniindedir (Sekil 34). Sekil 34’teki test bataryasi, gen ve
kromozom diizeyinde mutasyonlara yol acan genotoksik hasarlara ait risk
karakterizasyonlariin nispeten basit, ¢ok siki ve ekonomik bir sekilde yapilmasina olanak
saglamaktadir. Bununla birlikte giiniimiizde ¢esitli  bilesiklerin  genotoksisitesini
degerlendirmede kulllanilan stratejiler yeni tekniklere degil, yalnizca geleneksel testlere

dayanmaktadir (Turkez et al. 2017).

Kemirgen hematopoietik

hiicreleri kullamlarak
A kromozomal hasarin

degerlendirilmesi igin

Memeli hiicrelerinde bir in vive test

kromozomal hasarin
sitogenetik olarak
degerlendirilmesi icin
Bakterilerde gen bir in vitro test (KA testi)

mutasyonu icin bir test

Sekil 34. Standart genotoksikoloji bataryasi (Turkez et al. 2017)

Genetik hasarlarin 6lglilmesi, toksisite testlerinde o6zellikle kimyasal maddelerin
karsinojenik ozelliklerinin belirlenmesinde temel mekanizma olarak kabul edilmektedir.
Giiniimiizde genotoksisite Ekonomik Isbirligi ve Kalkinma Orgiitii (Organisation for Economic
Co-operation and Development; OECD) ve Uluslararasi Uyum Konseyi (The International
Council for Harmonisation; ICH) gibi ¢esitli uluslararas1 yetkili kuruluslar tarafindan 6nerilen
bir dizi kisa stireli test sistemi kullanilarak degerlendirilmektedir (ICH 2012; OECD 2015). ICH
S2(R1) kilavuzunda yer alan standart genotoksisite test bataryas: arastirmacilara esit derecede
bir kabul edilebilirlige sahip birbirinden farkli iki adet genotoksisite test protokolii sunmaktadir
(EMA 2012). Birinci segenekte, bakterilerde gen mutasyonu i¢in bir test sistemi (6rnegin, Ames
testi), memeli hiicreleriyle kromozomal hasarin sitogenetik olarak degerlendirilmesinde bir in
Vitro test sistemi (6rnegin; mikroniikleus (MN) testi ya da kromozom aberasyonu (KA) testi)
veya bir in vitro memeli hiicresi gen mutasyon testi (6rnegin; fare lenfoma timidin kinaz testi)
ve ayrica kromozomal hasarlarin tespitinde kemirgen hematopoietik hiicreleri kullanilarak

gerceklestirilen bir in vivo test sistemi bulunmaktadir. Ikinci secenekte ise Ames testine ek
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olarak, iki farkli tip dokunun kullanildig1 in vivo test sistemleri mevcuttur. Bu in vivo testler
genellikle kemirgen hematopoietik hiicrelerinin kullanildigit MN testi ve karaciger hiicrelerinde
DNA hasarinin 6l¢iimiine imkan taniyan Comet testi olmaktadir (Guo et al. 2019). Endiistri
sektoriine bagl olarak, ilaglar i¢in ICH S2 (R1) kilavuzu gibi diizenleyici veri gereksinimlerini
desteklemek amaciyla yayinlanmis kilavuz niteligindeki belgelerde ana hatlariyla belirtildigi
tizere nispeten farkli test kombinasyonlarma da ihtiya¢ duyulabilmektedir (EMA 2012;
Hasselgren et al. 2019).

Maya DEL test sistemi

Giincel olarak, esas1 Saccharomyces cerevisiae test organizmasinda mutajen kaynakli
DNA degisikliklerine dayanan ¢ok farkli tiirde genotoksisite test sistemi gelistirilmistir (Sekil
35). Bu maya esasli testlerde, Ames testiyle paralel olarak, oksotrofik genlerde ileri ve geri
mutasyonlarin uyarilmast saglanmaktadir. DNA degisiklikleri disinda bir genotoksisite
gostergesi olarak kullanilan diger degisiklikler ise gen konversiyonu, mitotik rekombinasyon,
DEL, kromozomal malsegregasyon, DNA zincir kiriklari, transpozon indiiksiyonu ve

mitokondriyel DNA veya transgenlerdeki DNA hasaridir (Eki 2018).

Genotoksik etkiler Tayin metotlar:
DNA alterasyonlan
et ] Mutasyon
Gen konversiyonu w=elp Fenotip degisimine dayah testler
Genotoksik maddeler e Mitotik rekombinasyon
\ / — J—— Delesyon wmlp Delesyon (DEL) testi
<
\ —te— Kr 1 malsegregasy e Fenotip degisimine dayali testler
—_—— / — r—o\— Transpozon indiiksiyonu wemlp Tyl transpozisyon testi
4 ‘W Mitokondriyel mutasyon w—fp '"Petite" mutanti indiiksiyon deneyi
m“ mmmmr DNA zincir kirklar -  Comet testi
Transgenlerde mutasyon m—  FASAY testi, FACIM testi (1P53)
vh.

Sekil 35. DNA degisikliklerinin dl¢limiine dayali maya esasli genotoksisite testleri (Eki 2018)

Rekombinasyon, DEL ve karsinogenez arasindaki iliskinin anlasilmasiyla birlikte,
genomik delesyonlara sebep olan intrakromozomal homolog rekombinasyon frekansini 6lgmek
icin maya, insan, fare, tiitiin ve arabidopsis gibi cesitli canli sistemleri gelistirilmistir. Bunlar
arasinda uygulanabilirlik agisindan en kolay olan ve en giivenilir sonuglar veren test sisteminin
maya DEL test sistemi oldugu belirlenmistir. Bu test kapsaminda yapilan ¢alismalarda en ¢ok
kullanilan maya susu, diploid genom yapisina sahip S. cerevisiae RS112’dir. RS112 mutant
maya 1rk1 ADE2 lokusunda heteroallelik mutasyonlar tasimaktadir. Ayrica hem histidin (his)
hem de adenin (ade’) oksotrofudur. Bu ozelliklerinden dolayr kromozom i¢i DEL

rekombinasyon frekansmin yani sira kromozom i¢i gen Kkonversiyon frekansinin
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belirlenmesinde de kullanilmaktadir. Bu iki rekombinasyon tiiriiniin olusum ve kontrol
mekanizmalar birbirinden farklidir ve gesitli genotoksik ajanlarin etki mekanizmalarina gore
farkli yanitlarin alindigt bu iki 6zellik, ¢esitli karsinojen maddelerin etki mekanizmalarinin

arastirilmasinda 6nemli bir avantaj saglamaktadir (Brennan and Schiestl 2004; Eki 2018).

DEL testinde 6karyotik maya hiicreleri test organizmasi olarak kullanilmakta ve bu
testin, genotoksik 6zelliklerin belirlenmesinde Ames testine esdeger oldugu kabul edilmektedir.
Bununla birlikte bugiine dek ¢esitli kimyasal bilesikler igin DEL ve Ames testlerinden elde
edilen genotoksisite sonuglarinda %92’°lik bir benzerlik orani1 saptanmistir. Maya delesyon
testinde kullanilan mutant RS112 susu kisa tekrarlarla kesintiye ugramasindan dolayr HIS3
lokusundan degistirilmistir. Boylece DEL testiyle bir test maddesinin mutajenitesi, histidin
icermeyen ortam lizerine kaplama yoluyla veya mikrotitre plakalar araciligiyla bir kolorimetrik
okuma yonteminin kullanilmasi vasitasiyla mutant RS112 susunun histidin prototrofu (his®)

ozelligindeki fenotipe geri doniismesi sayesinde belirlenebilmektedir (Ranganatha et al. 2016).

Maya DEL test sistemiyle diger birgok kisa donem mutajenite testlerinde zayif oranda
belirlenebilen ve ancak deney hayvanlar tizerinde yapilan uzun dénem in vivo galigmalar
sonucunda kansere neden oldugu anlasilan c¢ok sayida bilesik icin pozitif yonde yanit
alinabilmektedir. Ornegin; Salmonella typhimurium adli bakterinin genetik materyalinde var
olan nokta mutasyonlarinin geri ¢evrilmesine dayanan ve mutajenite aragtirmalarinda yaygin
bir sekilde kullanilan Ames/Salmonella testi sayesinde karsinojenik etkili maddelerin yalnizca
%350’si dogru bir sekilde tespit edilebilmektedir. Giiniimiize dek yapilan ¢aligmalar, kimyasal
ajanlarin karsinojenik etkinliklerini belirlemede maya DEL testinin diger kisa donem
genotoksisite test sistemlerine gore daha basarili sonuglar verdigini ortaya koymaktadir
(Brennan and Schiestl 2004; Kirpnick et al. 2005). Yiiksek hassasiyete sahip spesifik bir
yontem oldugu bilinen maya DEL testi ilag¢ etken maddesi olma potansiyeline sahip bilesiklerin
hem gelistirme asamasinda hem de ilag olarak piyasaya siiriildiikten sonra ilac1 kullanan kisiler

tizerindeki genetik etkileri ve giivenliligini arastirmak amaciyla kullanilmaktadir.
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MATERYAL VE METOT

Materyal

Biyolojik analizler icin secilen yeni allosterik SHP-2 inhibitor adaylar1 ve
SHP099’un temini

Bu calismada, SBVS ve ligant temelli ilag tasarimi yontemlerinin bir kombinasyonuyla
yeni allosterik SHP-2 inhibit6ér adaylar1 olarak tanimlanan dipeptit yapisindaki 3 adet dogal
molekiil ve in vitro biyolojik etkinlik testlerinde referans olarak kullanilan SHP099 bilesigi
ticari satin alma yoluyla temin edilmistir. Tablo 8 incelendiginde, yeni aday inhibitorler ve
SHP099’un saflik oranlarinin %95’in iizerinde oldugu goriilmektedir. WHO’ya gore, ilag
etkeni olarak kabul edilen aktif bir bilesenin “biyolojik etki giicii” miktarinin dogruluguyla
orantili olup kalite gostergesi olarak genellikle etiketli miktarin %95-110’unu karsilayan
degerler kabul edilmektedir (Singh et al. 2018). Boylece yeni allosterik SHP-2 inhibitor
adaylar1 ve SHP099 bilesigi, daha ileri bir saflastirma prosesine ihtiya¢ duyulmaksizin in vitro

calismalar kapsaminda dogrudan kullanilmistir.

Tablo 8. Calismada Biyoaktiviteleri /n Vitro Degerlendirilen Bilesiklerin CAS (Chemical
Abstracts Service; Kimyasal Soyut Servisi) Kayit Numaralari, Saflik Yiizdeleri ve Saflik
Tayininde Kullanilan Yontemler

Molekiiliin Adi CAS Numarasi Saflik (%) Saflik Analizinde
Kullanilan Metot
H-His-His-OH 306-14-9 >98.,0 ITK?
H-His-Tyr-OH 35979-00-1 >97,0 ITK
H-Trp-Trp-OH 20696-60-0 >99,0 ITK
SHP099 1801747-42-1 99,8 LC/MS®

4 TK: Ince tabaka kromatografisi, PLC/MS: Sivi Kromatografisi/Kiitle spektrometresi (Liquid Chromatograpy
Mass Spectroscopy).

Calismada kullanilan hiicre hatlarmin temini

Bu ¢alismada kullanilan MCF-7 insan meme kanseri (ATCC® HTB-22™) ve MCF10A
insan saglikli meme epiteli (ATCC® CRL-10317™) hiicre hatlar1 Atatiirk Universitesi Dogu
Anadolu Yiiksek Teknoloji Uygulama ve Arastirma Merkezi (DAYTAM)’ nden uygun sartlar

altinda temin edilmistir. Bu hiicrelere ait koken bilgisi ve genel 6zellikler Tablo 9’da verilmistir.
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Calismada kullanilan mutant maya susunun temini

Maya DEL test sisteminin uygulanmasi i¢in gerekli olan mutant S. cerevisiae RS112
k1 Prof. Dr. Robert H. Schiestl (Departments of Pathology, Environmental Health and
Radiation Oncology, Geffen School of Medicine and School of Public Health UCLA, CA
90095, USA) tarafindan saglanmistir. Bu irkin genotipi MATa/a wura3-52/ura3-52 leu2-
3,112/leu2-A98 trp5-27/TRP5 arg4-3/ARG4 ade2-40/ade2-101 ilv1-92/ILV1 HIS3::
pRS6/his3-A200 LYS2/lys2-801 6zelligindedir.

Tablo 9. Calismada Kullanilan Hiicrelerin Tipi ve Ozellikleri

ATCC® Kodu HTB22™ CRL-10317™
Adi MCF-7 MCF10A
Biiyiime Ozelligi Adherent (yapisan) Adherent (yapisan)
Organizma Homo sapiens (insan) Homo sapiens (insan)
Morfolojisi Epitelyal Epitelyal
Kaynak Organ Meme Organ Meme
Hiicre tipi Meme Hiicre tipi Fibrokistik meme epiteli
adenokarsinoma hiicresi

Calismada kullanilan kimyasallarin temin edilmesi

Bu c¢alisma sirasinda kullanilan kimyasal maddelerin tiimii analitik safliktadir. Bu

kimyasallar ve tedarik edildikleri firmalarin isimleri Tablo 10°da verilmistir.

Tablo 10. Calismalar Sirasinda Kullanilan Kimyasallar

Kimyasal Adi Uretici Firma
Agar Fluka®
Amino Asit igermeyen Maya Nitrojen Bazi (Yeast Nitrogen Base; YNB) Sigma-Aldrich®
At Serumu Biowest®
D-Glukoz (Dekstroz) Merck®
Dulbecco’nun Modifiye Eagle Besiyeri (Dulbecco’s Modified Eagle Sigma-Aldrich®
Medium; DMEM) - High Glucose

DMEM/Besleyici Karisim Hams’in F12 Besiyeri (1:1) Gibco®
Dimetilstilfoksit (DMSO) Merck®
Doksorubisin Hidrokloriir Sigma-Aldrich®
Etil Metan Siilfonat (EMS) Sigma-Aldrich®
Fetal Sigir Serumu (Fetal Bovine Serum; FBS) Sigma-Aldrich®
Fosfat Tamponlu Salin (Phosphate Buffered Saline; PBS) Sigma-Aldrich®
Gliserol Sigma-Aldrich®
Hidrokortizon Sigma-Aldrich®

76



Tablo 10. (devam)

Insan Epidermal Biiyiime Faktorii (Human Epidermal Growth Factor; Sigma-Aldrich®
hEGF)

Insiilin Sigma-Aldrich®
Kolera Toksini Sigma-Aldrich®
L- Formundaki Tiim Amino Asitler Sigma-Aldrich®
Maya Orziitii-Pepton-Adenin-Dekstroz (Yeast Extract-Peptone-Adenine- Fluka®
Dextrose; YPAD) Agar

MTT Sigma-Aldrich®
Potasyum Penisilin-Streptomisin Siilfat (P-S) Sigma-Aldrich®
Tripsin-EDTA Gibco®

Cahismada kullanilan fosfataz aktivitesi 6lciim Kitinin temini

Bu caligma igin yeni allosterik SHP-2 inhibitér adaylar1 ve SHP099’un SHP-2
inhibisyon aktivitelerinin 6l¢iilmesinde kullanilan 79330 katalog numarali test kiti (Sekil 36)

hazir olarak BPS Bioscience® firmasindan satin alinmistir.

Sekil 36. Tam uzunluktaki SHP-2"T"nin aktivitesini 6l¢mek iizere BPS Bioscience® tarafindan
tasarlanmis 79330 katalog numarali test sisteminin goriintiisii

Cahismada kullanilan laboratuvar malzemeleri
Bu tez calismasinda kullanilan cam ve plastik malzemelere ait bilgiler Tablo 11’de

sunulmustur.

Tablo 11. Calismalarda Kullanilan Cam ve Plastik Malzemeler

Laboratuvar Malzemesi Adi Uretici Firma
96 Kuyucuklu Plaka Corning®
Cam Erlen (250 ve 1000 mL) Isolab®
Eppendorf Tiipleri (1,5 ve 2 mL) Isolab®
Hidrofilik Enjektor Filtresi (0,22 pm Por Capli) Millex®
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Tablo 11. (devam)

Hiicre Kiiltiirii Kaplar1 (25 cm?) Corning®
Mikroskop Lameli Isolab®
Otoklav Sisesi (1000 mL) Isolab®
Parafilm Bemis®
Pipet Uglar1 (0,5-10, 10-200 ve 100-1000 pL) Eppendorf®
Steril Kriyovial (2 mL) Isolab®
Steril Petri Kab1 (15 cm) Isolab®
Steril Santrifiij Tiipleri (15 ve 50 mL) Corning®
Steril Serolojik Pipetler (5 ve 10 mL) Corning-Costar®
Steril Tek Kullanimlik Drigalski Ozesi Lp Italiana®
Steril Tek Kullanimlik inokiilasyon Déngiisii (10 uL) Fisher Scientific®

Calhismada kullanilan alet ve cihazlar

Bu tez ¢alismasi kapsaminda kullanilan alet ve cihazlar Tablo 12’de alfabetik siraya

gore listelenmistir.

Tablo 12. Calismalarda Kullanilan Alet ve Cihazlar

Alet/Cihaz Adi Marka ve Model

Buzdolabi Arcelik, TURKIYE, 8190NF

Buz Makinesi Scotsman, ITALY, AC45

Class Il Laminar Kabin Esco, SINGAPORE, AC2-4E1

Derin Dondurucu Nuaire, U.S.A., -86 Ultralow Freezer, SN
PO7K-476316-PK

ELISA Mikroplaka Okuyucu Epoch, BioTek Instruments, U.S.A. (MCF-

7 hiicre hatt1 i¢in) ve nQuant™, BioTek
Instruments, U.S.A. (MCF10A hiicre hatt:

igin)
Hassas Terazi Mettler Toledo, CHINA, AL204
Hemositometre (Thoma Lami) Isolab®, GERMANY
Is1 Kontrollii Calkalamali Inkiibator Zhicheng, CHINA/ZHWY-200B
Inkiibatér Binder, GERMANY, BD53
Kameral1 Isik Mikroskopu Leica, GERMANY, DM 750
Karbondioksitli Etiiv Nuarie, NU-4750
Manyetik Karistirici Niive, TURKIYE, MK-418,
SN 05-1083
Masa Tipi Calkalamali Inkiibator Daihan Scientific, KOREA,
WiseTherm HB-96
Mikrodalga Firin Arcelik, TURKIYE, MD592
Mikroplaka Floresan Spektrofotometre Agilent, Cary Eclipse, U.S.A.,
MY17170001
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Tablo 12. (devam)

Mini Karistiric IKA, U.S.A., M51, SN 03017581
Otoklav Hirayama, JAPAN, HVE 50,
SN030787253
Otomatik Pipet Setleri Eppendorf, GERMANY, 0,1-2,5, 1-10, 10-
100, 20-200, 100-1000 puL
Saf Su Cihazi GFL, GERMANY, 2004
Santrifijj Hettich, GERMANY, Mikro 22 R
Sicak Su Banyosu Memmert, GERMANY, 854
Steril Kabin Esco, SINGAPORE, AC2-4E1
Ters (Inverted) Isik Mikroskobu Carl Zeiss, Primovert
Ultra Saf Su Cihazi Merck-Millipore, GERMANY,
Direct-Q 3UV
Vorteks IKA, U.S.A., MS2

Calismada kullanilan ¢ozeltiler ve besiyerlerinin hazirlanmasi

Calismalar esnasinda kullanilan ¢ozeltilerin hazirlanisi, besiyerlerinin formiilleri ve

bunlarin kullanildiklar yerler asagida belirtilmistir.

1X yogunluktaki SHP-2 deney tamponu

SHP-2 enzim inhibisyon deneyinde ortamin pH degerini sabit tutmak amaciyla
kullanilmistir. Ayrica 5 uM SHP-2 aktive edici peptit ve 0,2 ng/ul. SHP-2 enzim soliisyonlar1
da 1X yogunluktaki SHP-2 deney tamponuyla hazirlanmistir.

Icerik 3.5 mL i¢in
5X yogunluktaki SHP-2 deney tamponu 700 uL
Distile su 2800 ulL

Bu ¢6zeltinin hazirlanmasinda 2800 pL distile su igerisine 700 uL 5X yogunluktaki
SHP-2 deney tamponu eklenir. Olusan karigsim vortekslendikten sonra kullanilincaya kadar -20

°C’de saklanir.

5 uM’lik SHP-2 aktive edici peptit soliisyonu

Fonksiyonel olarak inaktif durumdaki SHP-2 enzimini fosfataz aktivitesi yoniinden

aktif hale getirmek amaciyla kullanilmistir.

Icerik 450 pL icin
100 uM SHP-2 aktive edici peptit soliisyonu 22,5 uL
1X yogunluktaki SHP-2 deney tamponu 427,5 uL
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Bu ¢6zeltinin hazirlanmasinda 427,5 uL. 1X yogunluktaki SHP-2 deney tamponuna 100
uM konsantrasyonundaki SHP-2 aktive edici peptit soliisyonundan 22,5 uL eklenir. Karisim

vortekslendikten sonra kullanilincaya kadar -80 °C’de saklanir.

0,2 ng/uLl SHP-2 enzim soliisyonu

Test bilesiklerinin SHP-2 aktivitesini inhibe etme oraninin belirlenmesinde pozitif

kontrol olarak kullanilmistir.

Icerik 2650 pL i¢in
0,53 mg/mL SHP-2 enzim soliisyonu 1 uL
1X yogunluktaki SHP-2 deney tamponu 2649 pL

Konsantrasyonu 0,53 mg/mL olan SHP-2 enzim soliisyonu -80 °C’den ¢ikartildiktan
sonra 14,000 rpm (revolutions per minute; dakikadaki devir sayis1) hizda 3 dakika boyunca
santrifiijlenir. Ardindan 1 pL’lik bir hacim alinarak 2649 pL 1X yogunluktaki SHP-2 deney

tamponuna eklenir. Karigim vortekslendikten sonra kullanilincaya kadar -80 °C’de saklanr.

MCF-7 hiicre kiiltiirii medyumu

MCF-7 hiicrelerinin kiiltiire edilmesinde, pasajlanmasinda ve dondurulmasinda

kullanilmistir.
icerik 100 mL i¢in
Yiiksek glukozlu DMEM 88 mL
FBS 10 mL
L-Glutamin 1mL
P-S soliisyonu 1mL

MCF-7 hiicreleri igin kiiltiir ortam1 10 mL FBS, 1 mL L-glutamin ve 1 mL P-S
sollisyonunun 88 mL hazir DMEM besiyerine eklenmesiyle hazirlanmistir. Caligmalar
sirasinda giinliik olarak hazirlanan taze besiyeri kullanilmis ve soliisyonlar +4 °C’de muhafaza

edilmistir.

MCF10A hiicre kiiltiirii medyumu

MCFI10A hiicrelerinin kiiltiire edilmesinde, pasajlanmasinda ve dondurulmasinda

kullanilmistir.
Icerik 530,9 mL icin
DMEM/Ham F12 (1:1) 500 mL
At serumu 25 mL
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hEGF 100 pL

Kolera toksini 50 uL.
Insiilin 500 pL
Hidrokortizon 250 uL
P-S soliisyonu 5mL

MCF10A hiicreleri i¢in kiiltiir ortam1 25 mL at serumu, 100 pL 20 ng/mL hEGF, 50 pL
100 ng/mL kolera toksini, 500 pL 0,01 mg/mL insiilin, 250 puL. 500 ng/mL hidrokortizon ve 5
mL P-S soliisyonunun 500 mL 1:1 oraninda DMEM/Ham F12 igeren besiyerine eklenmesiyle
hazirlanmigtir. Calismalar sirasinda giinliik olarak hazirlanan taze besiyeri kullanilmis olup

soliisyonlar +4 °C’de muhafaza edilmistir.

FBS

Hiicre kiiltiirii ortamu i¢in en sik kullanilan biiyiime takviyesidir. Iceriginde embriyonik

biiylimeyi tesvik eden faktorlerden yiliksek miktarda bulunmaktadir.

Bu ¢6zeltinin kullanima hazir hale getirilmesinde -20 °C’de muhafaza edilen FBS oda
sicakliginda ¢oziindiiriildiikten sonra laminar akimli kabin igerisinde 50 mL’lik steril falkon
tiiplerine 30-40 mL’lik hacimlerde paylastirilir. Bu tiiplerin her biri -20 °C’de muhafaza edilir
ve kullanilacagt zaman -20 °C’deki buzdolabindan c¢ikartilarak 37 °C’ye ayarlanmis su

banyosunda ¢oziindiiriiliir.

P-S soliisyonu

P-S kombinasyonunun gram-pozitif ve gram-negatif bakterilere karsi etkili olmasi
nedeniyle hiicre kiiltiirlerinin bakteriyel kontaminasyonunu dnlemek amaciyla kullanilmigtir

(Grover 1961).

Bu ¢6zeltinin kullanima hazir hale getirilmesinde P-S soliisyonu laminar akimli kabin
icerisinde 15 mL’lik steril falkon tiiplerine paylastirilir ve tiipler -20 °C’de muhafaza edilir.
Kullanilacagr zaman -20 °C’deki buzdolabindan ¢ikartilir ve 37 °C’deki su banyosunda

¢Oziindiirtliir.

5 mg/mL’lik MTT soliisyonu

Sitotoksisite ve antiproliferatif aktivite tayininde hiicrelerin metabolik aktivitelerini

Ol¢mek i¢in kullanilmustir.

Icerik 50 mL i¢in
MTT 500 mg
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PBS 50 mL

Bu ¢6zeltinin hazirlanmasinda toz halindeki MTT’den 500 mg tartilir ve 50 mL PBS ile

¢oziiliir. Cozelti 0,22 um’lik filtreden gegirilerek steril edilir ve 15 mL’lik 10 adet steril falkon

tiiptine her birinde 5 mL MTT soliisyonu olacak sekilde esit bicimde paylastirilir. Her bir falkon

tipine 5 mL PBS eklenerek son konsantrasyonlar 5 mg/mL’ye ayarlanir. Cozeltiler

kullanilincaya kadar -20 °C’de saklanir.

YPAD agar plaklar

Mutajenite caligmalarinda test organizmasinin canlandirilmasi amaciyla kullanilmistir.

Icerik 600 mL i¢in
YPAD agar tozu 42 g
Distile su 600 mL

Bu besiyerinin hazirlanma asamasinda, iiretici firmanin Onerisi dogrultusunda, toz

halindeki 42 g YPAD agar tartilir ve bir manyetik karistirict vasitasiyla 600 mL distile su

igerisinde iyice ¢oziliir. Cozelti 121 °C’de 15 dakika otoklavlanarak steril edilir ve oda

sicakliginda 45 °C’ye kadar sogutularak petri kaplarina dokiiliir.

Amino asit karisimi

Mutajenite calismalarinda maya hiicrelerinin gelistirilmesinde kullanilan besiyerlerine

gereken miktarda eklenmistir.

Igerik 100 mL i¢in
L-Arjinin 0,69
Homoserin 3049
L-izoldsin 099¢g
L-Lizin 099
L-Metiyonin 0,69
L-Fenilalanin 15¢g
L-Triptofan 1,2¢g
L-Valin 4549
L-Losin 09¢
L-Histidin.HCI 0,69

Bu karisimin hazirlanmasinda yukarida verilen her bir amino asit sirasiyla belirtilen

miktarlarda alinarak 100 mL distile su i¢eren 20 mL’lik cam deney tiiplerinde bir manyetik
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karistiric1 vasitasiyla homojen bir sekilde ¢oziliir. Cozelti kullanilincaya kadar +4 °C’de

muhafaza edilir.

Sentetik tamamlayict agar plaklar: (Synthetic complete agar plates; SCF)

Test organizmasinin canlandirilmasi, tek kolonilerin eldesi ve canlilik ylizdesinin

hesaplanmasi i¢in gereklidir.

Icerik 600 mL i¢in
YNB 44
Dekstroz 12 g
Agar 109
L-Arjinin.HCI 235 uL
Homoserin 235 ulL
L-Lizin 235 ulL
L-Triptofan 2340 uL
L-Fenilalanin 2340 uL
L-Metiyonin 2340 ulL
L-izoldsin 2340 pL
L-Valin 2340 pL
L-Losin 2340 pL
L-Histidin.HCI 2340 uL
L-Tirozin 21 mg
Urasil 14 mg
L-Adenin hemisiilfat 21 mg
Distile su 583 mL

Bu besiyerinin hazirlanmasinda kaynama sicakligina getirilmis olan 583 mL distile suya
4 ¢ YNB, 12 g dekstroz, 10 g agar, 235 uL L-arjinin.HCI, 235 pL homoserin, 235 uL L-lizin,
2340 pL L-triptofan, 2340 pL L-fenilalanin, 2340 pL L-metiyonin, 2340 pL L-izoldsin, 2340
pL L-valin, 2340 pL L-16sin, 2340 pL L-histidin.HCI, 21 mg L-tirozin, 14 mg urasil ve 21 mg
L-adenin hemisiilfat eklenir. Karigim bir manyetik karistirici yardimiyla homojenize edilir ve
ardindan 121 °C’de 15 dakika otoklavlanarak steril edilir. Cozelti oda sicakliginda 45 °C’ye
kadar sogutulduktan sonra her biri 25-30 mL besiyeri igerecek sekilde petri kaplarina dokiiliir.

Bu besiyeri steril bir ortamda oda sicakliginda muhafaza edilir.
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Losin icermeyen sentetik agar plaklar: (Synthetic leucine dropout agar plates; SC-
Leu-K)
Test organizmasinin 16sin amino asidinin sentezinden sorumlu gen bolgesini tagidigini

dogrulamak icin kullanilmistir.

Icerik 600 mL i¢in
YNB 44
Dekstroz 12 ¢
Agar 109
L-Arjinin.HCI 235 uL
Homoserin 235 uL
L-Lizin 235 uL
L-Triptofan 2340 uL
L-Fenilalanin 2340 uL
L-Metiyonin 2340 ulL
L-izoldsin 2340 pL
L-Valin 2340 pL
L-Histidin.HCI 2340 pL
L-Tirozin 21 mg
Urasil 14 mg
L-Adenin hemisiilfat 21 mg
Distile su 583 mL

Bu besiyerinin hazirlanmasinda 4 g YNB, 12 g dekstroz, 10 g agar, 235 puL L-
arjinin.HCI, 235 pL homoserin, 235 pL L-lizin, 2340 pL L-triptofan, 2340 pL L-fenilalanin,
2340 puL L-metiyonin, 2340 uL L-izoldsin, 2340 pL L-valin, 2340 pL L-histidin.HCI, 21 mg L-
tirozin, 14 mg urasil ve 21 mg L-adenin hemisiilfat 583 mL distile suya eklenerek homojen bir
sekilde ¢oziiliir. Olusan karisim 121 °C’de 15 dakika otoklavlanarak steril edilir. C6zelti oda
sicakliginda 45 °C’ye kadar sogutulduktan sonra her biri 25-30 mL besiyeri igerecek sekilde

petri kaplarina paylastirilir. Bu besiyeri steril bir ortamda oda sicakliginda muhafaza edilir.

Losin icermeyen sivi medyum (Liquid leucine dropout medium; SC-Leu-S)

Losin amino asidinin sentezinden sorumlu gen bdlgesini tasidigi dogrulanan test
organizmasinin gelistirildigi sivi besi ortamidir. Bu besiyerinin SC-Leu-K besiyerinden tek
farki, agar icermemesidir. Boylece SC-Leu-K besiyerini hazirlamada kullanilan bilesenler ayni
miktarlarda ancak agar hari¢ olacak sekilde SC-Leu-S besiyerinin igerigine sirasiyla eklenir.

Karisim bir manyetik karigtiric1 vasitasiyla homojenize edildikten sonra 250 mL hacimli vida
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kapakli cam deney tiiplerine paylastirilir. Besiyeri otoklavda 121 °C’de 15 dakika boyunca

steril edilir ve kullanilincaya kadar +4 °C’de saklanir.

Histidin icermeyen agar plaklar: (Histidine dropout agar plates; SC-His)

Test organizmasinin ortamda pozitif mutajen varliginda histidin sentezinden sorumlu

gen bolgesinin kirilldigini gézlemlemek amaciyla kullanilmigtir.

Icerik 600 mL i¢in
YNB 44
Dekstroz 12 g
Agar 109
L-Arjinin.HCI 235 uL
Homoserin 235 uL
L-Lizin 235 ulL
L-Triptofan 2340 uL
L-Fenilalanin 2340 uL
L-Metiyonin 2340 uL
L-izoldsin 2340 puL
L-Valin 2340 uL
L-Losin 2340 uL
L-Tirozin 21 mg
Urasil 14 mg
L-Adenin hemisiilfat 21 mg
Distile su 583 mL

Bu besiyerinin hazirlanmasinda 583 mL distile suya 4 g YNB, 12 g dekstroz, 10 g agar,
235 pL L-arjinin.HCI, 235 pL homoserin, 235 pL L-lizin, 2340 pL L-triptofan, 2340 pL L-
fenilalanin, 2340 pL L-metiyonin, 2340 pL L-1zolosin, 2340 pL L-valin, 2340 pL L-16sin, 21
mg L-tirozin, 14 mg urasil ve 21 mg L-adenin hemisiilfat eklenir. Karisim bir manyetik
karistirict yardimiyla homojenize edilir ve ardindan 121 °C’de 15 dakika otoklavlanarak steril
edilir. Cozelti oda sicakliginda 45 °C’ye kadar sogutulduktan sonra her biri 25-30 mL besiyeri
icerecek sekilde petri kaplarina dokiiliir. Bu besiyeri steril bir ortamda oda sicakliginda

muhafaza edilir.

Adenin icermeyen agar plaklar: (Adenine dropout agar plates; SC-Ade)

Test organizmasinin adenin bazinin sentezinden sorumlu gen bolgesini tasidigini

dogrulamak amaciyla kullanilmistir.
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Icerik 600 mL icin

YNB 49
Dekstroz 12¢
Agar 109
L-Arjinin.HCI 235 ul
Homoserin 235 uL
L-Lizin 235 uL
L-Triptofan 2340 uL
L-Fenilalanin 2340 uL
L-Metiyonin 2340 uL
L-izoldsin 2340 pL
L-Valin 2340 uL
L-Losin 2340 pL
L-Histidin.HCI 2340 pL
L-Tirozin 21 mg
Urasil 14 mg
Distile su 583 mL

Bu besiyerinin hazirlanmasinda 4 g YNB, 12 g dekstroz, 10 g agar, 235 pL L-
arjinin.HCI, 235 pL homoserin, 235 pL L-lizin, 2340 pL L-triptofan, 2340 uL L-fenilalanin,
2340 pL L-metiyonin, 2340 pL L-izoldsin, 2340 pL L-valin, 2340 pL L-16sin, 2340 pL L-
histidin.HCI, 21 mg L-tirozin ve 14 mg urasil 583 mL distile suya eklenerek homojen bir sekilde
¢Oziiliir. Olusan karisim 121 °C’de 15 dakika otoklavlanarak steril edilir. Cozelti oda
sicakliginda 45 °C’ye kadar sogutulduktan sonra her biri 25-30 mL besiyeri igerecek sekilde

petri kaplarina paylastirilir. Bu besiyeri steril bir ortamda oda sicakliginda muhafaza edilir.

100 ug/mL EMS ¢ozeltisi

Test organizmasindaki mutagenezi indiiklemek amaciyla DNA’ya zarar veren bir ajan

olarak (pozitif kontrol) kullanilmistir.

Icerik 10 mL i¢in
EMS 42 uL
Distile su 9958 ulL

Bu ¢ozeltinin hazirlanmasinda 15 mL hacmindeki steril bir falkon tiipe 9958 pL distile
su konulur ve igerisine 42 pL. EMS eklenir. Karisim vortekslendikten sonra oda sicakliginda

muhafaza edilir.
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%30°luk Gliserol soliisyonu

Histidin ve adenin oksotrofu oldugu dogrulanan test organizmasinin stok kiiltiirlerinin

hazirlanmasinda kullanilmistir.

Icerik 100 mL i¢in
Gliserol 30 mL
Ultra saf su 70 mL

Bu ¢ozeltinin hazirlanmasinda 70 mL ultra saf su icerisine 30 mL gliserol eklenir.
Cozelti 121 °C’de 15 dakika boyunca otoklavlanarak steril edilir. Kullanilincaya kadar +4

°C’de saklanir.

%70’lik Etil alkol (EtOH) ¢ozeltisi

Calisma ortaminin sterilizasyonunu saglamak amaciyla kullanilmistir.

Icerik 1000 mL igin
Saf etil alkol 700 mL
Ultra saf su 300 mL

1000 mL’lik bir balon joje icerisine 700 mL saf etanol ve 300 mL ultra saf su

konulmasiyla hazirlanir. Olusan ¢6zelti oda sicakliginda muhafaza edilir.

Metot
Bilgisayar destekli ila¢ tasarim calismalari

Tim SBVS uygulamalar1 Schrodinger molekiiler modelleme paketi kullanilarak
Bahgesehir Universitesi Tip Fakiiltesi Biyofizik Béliimii’ndeki Hesaplamali Biyoloji ve
Molekiiler Simiilasyonlar Laboratuvari’nda gerceklestirilmistir. Ligant kaynagi olarak NCI
Gelisimsel Tedavi Program1 (The Developmental Therapeutics Program; DTP) cergevesinde
gelistirilen acik erisim NCI veritabani kullanilmistir (Thlenfeldt et al. 2002). Reseptor yapisinin
ve ligantlarin hazirlanmasinda, reseptor grid haritasinin olusturulmasinda ve ligant docking
islemlerinde gerekli olan modiillere erisim Maestro’nun arayiizii iizerinden saglanmistir
(Nagpal et al. 2012; Mustyala et al. 2015). Ligant temelli ilag¢ tasarim ¢alismalar1 igin segilen
molekiillerin ila¢ olma 06zellikleri, tahmini kanser terapotik aktivite degerleri ve bazi
toksikolojik parametreleri in silico olarak MC™/MD™ platformunda hesaplanmistir. Tiim MD
simiilasyon c¢alismalart GROMACS simiilasyon paketi kullanilarak gerceklestirilmistir.
Protein-ligant komplekslerinin 50 ns MD simiilasyonu igin baglanma serbest enerjilerinin

tahmininde GROMACS paketine entegre g mmpbsa araci kullanilmistir (Kumari et al. 2014).
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Reseptor yapisinin elde edilmesi ve hazirlanmas

Bu tez calismasina baslanmadan 6nce insan SHP-2 kristal yapisi rapor edilmistir.
Boylece, bu tezde, tiim molekiiler modelleme ¢alismalar1 (6rnegin; protein hazirlama,
molekiiler docking ve MD simiilasyonlar1) tam uzunluktaki SHP-2’nin yiiksek ¢oziintirliklii X-
1s1n1 kristal yapis iizerinde gergeklestirilmistir. Bu amagla 1,7 A ¢oziiniirliige sahip, 526 adet
amino asitten olusan SHP-2"T enziminin kristal yapis1 PDB’den SEHR.pdb koduyla
indirilmistir (Chen et al. 2016; Garcia Fortanet et al. 2016; Wang et al. 2020c). Bu yapi, bir
allosterik SHP-2 inhibitorii olan SHP099 ile birlikte kristalize edilmis SHP-2 proteinini
icermektedir. SHP099 molekiilii, PTF domainindeki katalitik bolge yerine, tiinel benzeri
allosterik bolgeye baglanarak SHP-2’nin aktif olmayan konformasyonunu ¢oklu hidrojen bag
etkilesimleriyle stabilize etmekte ve bdylece inhibitor aktivitesini Onemli Olcilide

gelistirmektedir (Wu et al. 2020; Yuan et al. 2020b; Liu et al. 2021a).

Calismamizda yeni allosterik SHP-2 inhibitoér adaylarmin tanimlanmasi amaciyla
yukarida bahsi gegen protein yapist lizerinde SHP099’un baglanma bolgesi esas alinmistir
(Kostrzewa et al. 2017; Liu et al. 2019; Kwon et al. 2021). Bu amag dogrultusunda monomerik
proteinin A zinciri Maestro’da Protein Hazirlama Sihirbazi kullanilarak molekiiler docking
islemi i¢in hazir hale getirilmistir (Salmas et al. 2017; Parsonidis et al. 2019). Protein hazirlama
isleminden ©once makromolekiiliin yapisinda bulunan su molekiilleri ve fosfat iyonlar
temizlenmistir. Ardindan agir atomlara hidrojen atomlart eklenmis, atomlar arasindaki bag
mertebeleri belirlenmis, distilfit baglar1 olusturulmus, gerekliyse eksik yan zincirler eklenmis
ve dongii (loop) yapilart Maestro’da Prime modiilii kullanilarak diizeltilmistir. Hidrojen bag
ag1, notr pH degerinde amino asit yan zincirlerinin hidroksil ve tiyol gruplarmnin, ayrica
asparajin (Asp) ve glutaminin amid gruplari ile histidinin imidazol halkasinin yeniden
oryantasyonuyla optimize edilmistir. Rezidiilerin iyonize olabilen gruplarinin asidik iyonlagma
sabitesinin negatif logaritmasi (pK, ) tahminleri ve bunlarin optimizasyonlart PROPKA modiilii
kullanilarak pH 7,0 + 2,0 da gerceklestirilmistir (Rostkowski et al. 2011). Proteinin enerji
minimizasyonu 0,3 A ortalama karekdk sapmasi (root-mean-square deviation; RMSD) ve
Optimized Potential for Liquid Simulations 3 (OPLS3) kuvvet alan1 kullanilarak yapilmistir
(Harder et al. 2016).

Ligant yapularinin elde edilmesi ve hazirlanmast

SBVS uygulamalari i¢in oncelikle taranacak olan bilesikleri i¢eren bir kiiclik molekiil
kiitiiphanesinin olusturulmas1 gerekmektedir (Lionta et al. 2014). Bu tezde, SBVS
calismalarinda kullanilmak tizere piyasada ticari olarak bulunan molekiillerden olusan bir

koleksiyon olan NCI veritaban1 kullanilmis olup bu agik erisim veritabanindan 265,242 adet
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ligant yapist elde edilmistir. Molekiil agirligt 900 Da’nin {izerinde olan molekiiller
ayiklandiktan sonra geriye kalan ligantlarin 3D yapilarinin hazirlanmast ve bu yapilara ait
geometrilerin OPLS3 kuvvet alaniyla optimizasyonunda LigPrep modiilii kullanilmistir (Nwibo
et al. 2015; Rehman et al. 2019). Tautomerizasyon ve iyonizasyon durumlari ise Maestro’da
Epik modiilii ile pH 7,0 + 2,0 da tayin edilmistir (Shelley et al. 2007).

Molekiiler docking tabanli SBVS ¢alismalar:

Molekiiler docking islemleri ve hesaplamalar Glide modiilii kullanilarak yapilmistir
(Friesner et al. 2004; Halgren et al. 2004; Friesner et al. 2006). Reseptor tizerinde docking
caligmalariin gergeklestirilecegi bolgeyi tanimlamak amactyla, Sekil 37°de dikdortgen prizma
seklinde gosterilen tarama alani (grid haritasi) olusturulmustur (Bayrak ve Yildiz 2014).
Allosterik baglanma bolgesinin elektrostatik ve van der Waals potansiyelleri bu bolgedeki
rezidiiler dikkate alinarak grid esasl bir yontem vasitasiyla hesaplanmistir (Ramachandran and
Piramanyagam 2017). Literatiir bilgisine dayali olarak, SHP-2 enziminin allosterik bolge
rezidilerinin arjinin-111 (Arg111), fenilalanin-113 (Phe113), histidin-114 (His114), glisin-115
(Gly115), His116, 16sin-117 (Leull17), Leul25, lizin-129 (Lys129), Leul36, Argl138, treonin-
218 (Thr218), Thr219, Arg220, izolosin-221 (lle221), serin-228 (Ser228), Arg229, glutamik
asit-232 (Glu232), valin-243 (Val243), Lys244, glutamin-245 (GIn245), Gly246, Glu249,
Glu250 ve Thr253 oldugu bilinmektedir (Wu et al. 2019). Reseptor iizerinde olusturulan grid

haritasi allosterik bolgedeki rezidiiler izerinde ortalanmustir.

Sekil 37. SHP-2"Tnin allosterik baglanma bdlgesinde SHP099 liganti merkeze alinarak
olusturulan grid haritas1 (PDB kodu: SEHR, A zinciri)

Hedef proteinin allosterik bolgesinde bulunan amino asitlerin donebilen baglar1 ve
ligantlar esnek olarak ele alinmigtir. SBVS calismalarinda kullanilan ligant tarama prosediirii

Schrodinger Maestro paket programinin Glide/HTVS, Glide/SP, Glide/XP ve Glide/Prime IFD
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docking algoritmalarini igeren hiyerarsik bir tarama yaklasimina dayanmaktadir (Sekil 38)
(Friesner et al. 2004; Kantarcioglu 2017; Aksoydan et al. 2018). Bu hiyerarsik yaklasimin
uygulanmasinda her bir asama i¢in varsayilan parametreler kullanilmigtir (Kufareva et al. 2014;
Mateev et al. 2022).

Ik olarak NCI veritabanindan alinan ve LigPrep modiiliiyle hazirlanarak elde edilen
297,830 adet kii¢iik molekiil 6zelligindeki ligant, Glide/HTVS yontemi kullanilarak SHP-2’nin
allosterik bolgesine kenetlenmis ve boylece inhibitor aktivitesine sahip olmasi muhtemel en
yiiksek baglanma skorunu veren molekiiller kabaca filtrelenmistir. Ardindan Glide/HTVS
modunda her bilesik i¢in 1 poz kurtarilarak filtrelenen en yiiksek skora sahip bilesiklerin ilk
%20’si (59,644 molekiil) alinarak; Glide/SP modiiliiyle ikinci bir docking islemi uygulanmistir
(Akyol 2021; Ali et al. 2021). Benzer sekilde Glide/SP yaklagimindan her bilesik i¢in 5 poz
kaydedilerek elde edilen en yiiksek skora sahip molekiillerin ilk %20’si (11,913 molekiil)
tutulmus (Begum et al. 2015; Kanan et al. 2019) ve bu molekiiller ile daha dogru alinabilen
Glide/XP algoritmasinin kullanilmasiyla bilesik bagina 10 poz korunarak tigiincii bir docking
islemi gergeklestirilmistir (Kumar and Ramanathan 2021). Son asamada Glide/XP ¢iktis1 olarak
belirlenen skoru en yiiksek olan ilk 238 adet (oran %2’dir) ligant (Aksoydan et al. 2018;
Venkatesan et al. 2021), protein-ligant etkilesimlerinin daha ileri analiz edilebilmesi agisindan
Glide/Prime IFD metodolojisiyle taranmis ve bilesik basina 20 adet poz kaydedilen bu
ligantlarin her birinin ilk iki IFD pozunda allosterik bolgedeki amino asit kalintilariyla beklenen
molekiiller arasi etkilesimlerin var olup olmadigi kontrol edilmistir (Miller et al. 2021; Nguyen
et al. 2021; Xu et al. 2022).

HTVS: 297,830 molekiil

1 %20

SP: 59,644 molekiil

l %20

XP: 11,913 molekiil

| %

Sekil 38. SHP-2"T kristal yapisi iizerinde NCI veritabanindan alinan 297,830 adet molekiiliin
hiyerarsik tarama adimlari



MC™/MD™ uygulamalar

SBVS calismalarinin en son asamasinda Glide/Prime IFD metodolojisiyle
gerceklestirilen molekiiler docking ¢alismalarindan elde edilen 238 adet hit ligantin docking
skorlarinin ve SHP-2’nin allosterik bolgesindeki amino asit kalintilariyla kurduklart molekiiller
aras1 etkilesimlerin incelenmesinin ardindan yapilan degerlendirmelere gore 28 adet hit ligant
secilmigtir. Ardindan bu ligantlarin Lipinski kurallarina gore ila¢ olma dzellikleri, potansiyel
kanser terapétik aktivite degerleri ve bazi toksikolojik parametreleri Clarivate Analytics
tarafindan gelistirilen MC™/MD™ adl1 internet sunucusuyla tahmini olarak hesaplanmistir

(Lipinski 2004; Mollica et al. 2019; Sayimn 2019).

Ligant yapisina dayali olarak gerceklestirilen MC™/MD™ analizlerinde kanser
terapotik aktivitesi icin kesim noktast degeri 0,5 olarak belirlenmis ve > 0,5 araligindaki
degerler “antikanser aktivite potansiyeli mevcut” olarak degerlendirilmistir. Ayrica kanser
terapotik aktivitesine sahip olabilecegi dngoriilen hit ligantlar i¢in yapilan farkl: tiirde toksisite
analizlerinde her bir toksisite modeli i¢in < 0,5 araliginda bulunan degerler “nontoksik™ olarak
tamimlanmustir. Tablo 13’te toksisite analizleri sirasinda kullanilan ikili QSAR parametrelerinin

tanimi ve referans degerleri verilmistir (Tutumlu 2019).

Tablo 13. MC™/MD™ Aracinda Yapilan [n Silico Toksisite Profili Tahminlerinde Kullanilan
Ikili QSAR Modellerinin Tanimlanmasi ve Kesme Degerleri (Kantarcioglu 2017)

Toksisite Ozelligi Aciklama Onerilen
Deger veya
Deger Araligi

Akciger Toksisitesi Pulmoner toksisiteyi inditkleme potansiyelidir. >0,5

AMES Toksisitesi Mutajenik olma potansiyelidir. >0,5

Anemi Anemiye neden olma potansiyelidir. >0,5

Bobreklerde Kilo Kazanci Bobreklerde agirlik artigi olusturma >0,5
potansiyelidir.

Bobrek Nekrozu Bobrek nekrozunu indiikleme potansiyelidir. >0,5

Deri Hassasiyeti, Cilt hassaslastirma potansiyeli %EC3 olarak ifade >10

Efektif Konsantrasyon 3 edilmektedir.

(Effective concentration 3;

EC3)

Disi Farelerde Karsinojenite Disi farelerde karsinojenite indiikleme >0,5
potansiyelidir.

Disi Siganlarda Karsinojenite Disi si¢anlarda karsinojenite indiikleme >0,5
potansiyelidir.

Erkek Farelerde Erkek farelerde karsinojenite indiikleme >0,5

Karsinojenite potansiyelidir.

Erkek Siganlarda Erkek si¢anlarda karsinojenite indiikleme >0,5

Karsinojenite

potansiyelidir.
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Tablo 13. (devam)

Epididim Toksisitesi Epididim toksisitesini indiikleme potansiyelidir. >0,5
Genotoksisite Genotoksisiteyi indiikleme potansiyelidir. >0,5
Hepatotoksisite Hepatotoksisiteyi indiikleme potansiyelidir. >0,5
Karacigerde Kilo Kazanci Karacigerde agirlik artig1 olusturma potansiyelidir. >0,5
Karaciger Kolestazi Karaciger kolestazini indiikleme potansiyelidir. >0,5
Karaciger Nekrozu Karaciger nekrozunu indiikleme potansiyelidir. >0,5
Karacigerde Lipid Birikimi Karacigerde lipid akiimiilasyonunu indiikleme >0,5
potansiyelidir.
Kardiyotoksisite Kardiyotoksisiteyi indiikleme potansiyelidir. >0,5
Karsinojenite Siganlarda ve farelerde karsinojenite inditkleme >0,5
potansiyelidir.
Maksimum onerilen terapdtik  Bir ilacin etkinliginin artmadigi ve yan etkilerinin >0,5
doz (maximum faydali etkilerinden daha agir basmaya basladigi
recommended therapeutic iist sinirt tahmin etmek amaciyla kullanilmaktadir
dose; MRTD) (Liu et al. 2016). Birimi log[mg/kg-
agirhik/giin]’diir.
Nazal Patoloji Nazal patolojiye neden olma potansiyelidir. >0,5
Nefron Hasar1 Nefron hasarini indiikleme potansiyelidir. >0,5
Nefrotoksisite Nefrotoksisiteyi indiikleme potansiyelidir. >0,5
Norotoksisite Norotoksisiteyi indiikleme potansiyelidir. >0,5
Sitotoksisite Modeli, MCF-7 hiicre hattinin biiylime inhibisyonunu <6
-logGlso (pGlso) ifade etmektedir.
Testis Toksisitesi Testis toksisitesini indiikleme potansiyelidir. >0,5

MC™/MD™ terapétik aktivite tahminleri ve toksisite analizleri icin uygulama adimlari

Sekil 39°da gosterilmistir.

MC™/MD™ kanser MC™/MD™ toksisite
terapotik aktivite tahmini: profili tahminleri:

22 molekiil 6 molekiil

Sekil 39. Glide/Prime IFD metoduyla ¢ikt1 olarak elde edilen 28 adet hit ligantin MC™/MD™
analizlerinde izlenen prosediir

MD simiilasyonlari

MC™/MD™ toksisite analizleri sonrasinda segilen hit ligantlarin IFD pozlarmna ait
kristal yapilarinin tim atom MD simiilasyon ¢aligmalar1 biyo(makro)molekiillerin soliisyon
icerisinde simiile edilebilmesine olanak saglayan GROMACS yazilim paketi kullanilarak

gerceklestirilmistir (Berendsen et al. 1995; Bowers et al. 2006) Ayrica sistem girdilerinin
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olusturulmasinda CHARMM-GUI (Chemistry at Harvard Macromolecular Mechanics

Graphical User Interface) soliisyon olusturma arayiiziinden faydalanilmistir (Jo et al. 2008).

Belirlenen Glide/Prime IFD pozlari protein ve simiilasyon kutusunun kenarlari arasinda
10 A mesafe olacak sekilde bir dikddrtgen kutu icerisine yerlestirilmistir. Kutunun iginde
bulunan su molekiilleri TIP3P (Transferable Intermolecular Potential 3P) modeliyle islenmistir
(Jorgensen et al. 1983). Termodinamik denge izotermal-izobarik topluluk (isothermal-isobaric
ensemble; NPT) ile saglanmistir (McDonald 1972; Oktay 2020). Simiilasyonlar esnasinda 310
K sicaklik ve 1 atm basing kosullari, sirasiyla Nosé-Hoover termostat ve Parrinello-Rahman
barostat yontemleri kullanilarak muhafaza edilmistir (Nosé 1984; Riihle 2008). Sistemin
nétralizasyonu, 0,15 M sodyum kloriir (NaCl) ilavesiyle, Monte-Carlo (MC) iyon yerlestirme
yontemi kullanilarak yapilmistir (Kantarcioglu 2017). Bag uzunluklari LINCS (Linear
Constraint Solver) algoritmas1 kullanilarak sinirlandirilmis ve uzun mesafedeki elektrostatik
etkilesimleri hesaplamak i¢in Particle Mesh Ewald (PME) yontemi kullanilmistir (Essmann et
al. 1995; Hess et al. 1997). Coulomb ve van der Waals etkilesimlerinin hesaplanmasinda ise
kesme noktas1 mesafelerinin her ikisi de 12 A degerine ayarlanmistir. Sistemin potansiyel
enerjisinin hesaplanmasinda CHARMM36m kuvvet alan1 kullanilmistir (Huang et al. 2017).
Varsayilan olarak, simiilasyonlara baglamadan once sistemin rahatlatilmasi ve enerjisinin
minimize edilmesi islemleri GROMACS tarafindan gerceklestirilmistir. Simiilasyon siireleri 50
ns uzunlugunda tutulmus ve her birinden, baslangic yapist dahil olmak iizere, 501 goriintii
toplanmistir. Dinamik trajektorilerin gorsellestirilmesi Visual Molecular Dynamics (VMD)
yazilim paketiyle gerceklestirilmistir (Humphrey et al. 1996). Grafikler xmgrace programiyla

hazirlanmistir.

Ligant RMSD degerleri “lig-fit-prot” ve “lig-fit-lig” yaklagimlariyla belirlenmistir. Lig-
fit-prot, bir ligantin RMSD degerini, ilgili protein-ligant kompleksinin bu komplekse ait ilk
baglanma moduyla kargilagtirarak 6lgmektedir. Lig-fit-lig ise bir ligantin RMSD degerini, bu
ligantin ilk konformasyonuyla kiyaslama yaparak hesaplamaktadir (Bryant et al. 2017). Ayrica
RMSD  hesaplamalar1  ligantlarin  hidrojen olmayan atomlar1 dikkate alinarak

gerceklestirilmistir (Himmetoglu 2020).

MM/PBSA hesaplamalart

MD simiilasyonlarinin uygulandigi her protein-ligant kompleksinin AG degeri
MM/PBSA hesaplamalari yoluyla tahmin edilmistir. Baglanma serbest enerjisi hem bag hem
de bag olmayan etkilesimleri iceren vakum potansiyel enerjisinin yani sira polar ve nonpolar
terimleri dikkate alan solvasyon enerjisinin hesaba katilmasiyla belirlenmistir. Polar ¢dziinme

enerjisi terimi Poisson-Boltzmann denklemi ¢oziilerek tahmin edilmistir. Bununla birlikte
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nonpolar ¢6ziinme enerjisi terimi solvent erisilebilir yiizey alani (solvent accessible surface
area; SASA) yontemiyle hesaplanmistir (Botelho et al. 2020). Tiim MM/PBSA hesaplamalari
GROMACS yazilimiyla uyumlu g mmpbsa araci kullanilarak yapilmistir (Kumari et al. 2014).
MM/PBSA hesaplamalarina toplam 50 ns’lik MD simiilasyonlari esnasinda kaydedilen
trajektori goriintiilerinden son 250 tanesi dahil edilmistir. Boylece elde edilen ayr1 gériintiilerin
her biri i¢in hesaplanan MM/PBSA degerlerinin ortalamasi alinmis ve standart sapmalar

hesaplanmustir.

In vitro biyoaktivite arastirmalar
SHP-2 enzim inhibisyonu testi

Bu testin amaci in silico ¢alismalar kapsaminda SHP-2 enzimini allosterik olarak inhibe
edebilecegi belirlenen yeni aday bilesiklerin in vitro kosullarda SHP-2 inhibisyon
aktivitelerinin dogrulanmasidir. Floresan olgtimlerine dayanan ilgili test prosediirinde SHP-
2’nin katalitik aktivitesi tasiyict substrat olarak DiFMUP bilesiginin kullanilmasiyla
belirlenmistir (Chen et al. 2016; Garcia Fortanet et al. 2016; Bagdanoff et al. 2019). Homojen
tam uzunluktaki SHP-2 i¢in 6l¢timler satin alinan inhibitor tarama test kiti vasitasiyla tiretici
firmanin talimatlari izlenerek 96 kuyucuklu siyah polistiren bir plaka iizerinde oda sicakligi

kosullarinda gergeklestirilmistir.
SHP-2 enzim inhibisyon aktivitesi ¢aligmasinin basamaklar1 asagida verildigi gibidir:

1. Inhibitor aktiviteleri 0,003-10,0 UM doz araliginda (Chen et al. 2016; Sarver et al.
2019) test edilecek yeni allosterik SHP-2 inhibitor adaylari ve SHP099’a ait stok
¢ozeltiler uygun miktarda DMSO kullanilarak arzu edilen son konsantrasyondan 10
kat daha yiiksek bir konsantrasyonda hazirlanir. Test maddelerinin c¢alisma
¢ozeltilerinin hazirlanmasinda ise bu stok ¢6zeltilerden belirli oranlarda seyreltmeler
yapilir.

2. 96 kuyucuklu plakanin her bir kuyucuguna 8,5 uL distile su, 5 uL 5X SHP-2 deney
tamponu, 5 pL 5 uM’lik SHP-2 aktive edici peptit soliisyonu ve 0,5 pL. 250 mM’lik
1,4-ditiyotreitol (DTT) igeren ana karisimdan 19 pL konulur (Sekil 40 ve Tablo 14).
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Sekil 40. Hazirlanan ana karigimin plakanin kuyucuklarina 19 pL. hacimlerde olacak sekilde
eklenmesi

~ 9

3. Plaka iizerinde “test Orne8i” olarak isaretlenen kuyucuklarin her birine farkli
konsantrasyonlardaki inhibitor soliisyonlarindan Tablo 15°te belirtilen miktarlarda
aktarilir ve tizerlerine bu bilesenin hacmini 5 pl.’ye tamamlayacak 6l¢iide DMSO
eklenir.

4. Deneyde inhibitor soliisyonu igermeyen ancak SHP-2 enzimini i¢eren kuyucuklar
“pozitif kontrol” olarak; sadece ana karisim ve tampon igeren kuyucuklar ise “kor
kontrol (blank)” olarak kullanilir. “Test 6rnegi” kuyucuklariyla birlikte tim
kuyucuklara eklenmesi gereken bilesen miktarlar1 Tablo 14’te detayli olarak

verilmistir.

Tablo 14. Enzim ve Inhibitér Adaylarmin Birlikte Inkiibasyon Isleminde Pozitif Kontrol,
Negatif (Kor) Kontrol ve Test Ornegi Olarak Belirlenen Kuyucuklara Eklenmesi Gereken
Bilesen Miktarlari

Ortam Bileseni Pozitif Kontrol Test Ornegi Kor Kontrol
Kuyucugu Kuyucugu (Blank)
(nL) (nL) Kuyucugu

(uL)

Distile Su 8,5 8,5 8,5

5X SHP-2 Deney Tamponu 5 5 5

5 uM SHP-2 Aktive Edici Peptit Soliisyonu 5 5 5

250 mM DTT 0,5 0,5 0,5

Test Inhibitérii Soliisyonu - 5 -

Inhibitér Tamponu-DMSO 5 - 5

0,2 ng/uL SHP-2 Enzim Soliisyonu 1 1 -

1X SHP-2 Deney Tamponu - - 1

Toplam Hacim 25 25 25
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Tablo 15. SHP-2 Enzim inhibisyonu Deneyinde Test Bilesikleri igin Belirlenen Uygulama
Konsantrasyonlar1 ve Bu Konsantrasyon Degerlerini Elde Etmede Ilgili Kuyucuklara
Eklenmesi Gereken Calisma Cdozeltisi ve DMSO Miktarlari

Test Materyali Son Konsantrasyonu Calisma Cozeltisi DMSO Hacmi
(UM) Hacmi (uL)
(uL)

0,003 0,1 uM ¢ozeltiden 1,5 3,5
0,03 1,0 uM ¢ozeltiden 1,5 3,5
0,3 10,0 uM ¢ozeltiden 1,5 3,5
0,6 10,0 uM ¢ozeltiden 3,0 2,0
1,0 10,0 uM ¢ozeltiden 5,0 -
2,5 100,0 uM ¢ozeltiden 1,25 3,75
50 100,0 uM ¢ozeltiden 2,5 25
10,0 100,0 uM ¢ozeltiden 5,0 -

5. “Test ornegi” kuyucuklarinda bulunan farkli dozlardaki inhibitor soliisyonlart ile
birlikte 0,2 ng/uL SHP-2 enzimi 1 saat boyunca inkiibe edilir.

6. 1 Saatlik inkiibasyon siiresinin tamamlanmasinin ardindan her bir kuyucuga 19 pL
distile su, 2,5 uL 5X SHP-2 deney tamponu, 0,5 pL 250 mM DTT ve 0,5 uL 1 mM
DiFMUP igeren karisimdan 25 pL eklenir ve plaka karanlikta oda sicakliginda 30
dakika stireyle inkiibasyona birakilir.

7. Kuyucuklardaki érneklerin floresan yogunluk (fluorescence intensity; FI) degerleri
360 nm/460 nm’lik eksitasyon/emisyon dalga boylarinda ol¢lim yapabilen bir
floresan mikroplaka okuyucusu vasitasiyla kaydedilir (Sekil 41).

Sekil 41. Hazirlanan mikroplakanin okuyucuya yerlestirilerek 360 nm’lik bir eksitasyon dalga
boyu ve 460 nm’de emisyon ile FI degerlerinin okunmasi

8. Pozitif kontrol ve test drnegi kuyucuklarinda 6lgiilen Fi degerleri igin “kor kontrol

(blank)” diizeltmesi yapilir. Ayrica yeni aday inhibitdrler igin bu test literatiirde ilk
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kez gergeklestirildiginden otiirti, “test 6rnegi” kuyucuklari i¢in belirlenen uygulama
dozlarina ait “inhibitdr kontrol” soliisyonlar1 hazirlanir (Tablo 16). Boylece “blank”
diizeltmesi yapilmis test drnegi kuyucuklarinda kaydedilen Fi degerlerinden, karsilik
gelen “inhibitdr kontrol” soliisyonlarmi igeren kuyucularda odlgiilen FI degerleri

cikartilarak yeni allosterik SHP-2 inhibitor adaylar1 i¢in final FI degerleri belirlenir.

Tablo 16. “Inhibitdr Blank” Olarak Isaretli Kuyucuklara Eklenmesi Gereken Bilesen Miktarlari

Ortam Bileseni Inhibitér Blank Kuyucugu (uL)
Distile Su 8,5

5X SHP-2 Deney Tamponu 5

5 uM SHP-2 Aktive Edici Peptit Soliisyonu 5

250 MM DTT 0,5

Test Inhibitorii Soliisyonu 5

Inhibitér Tamponu-DMSO -
0,2 ng/uL SHP-2 Enzim Soliisyonu -
1X SHP-2 Deney Tamponu 1
Toplam Hacim 25

9. Hesaplanan final Fi degerlerinden yola gikarak her bir inhibitér adayr ve SHP099 un,
SHP-2 enziminin aktivitesi tizerinde gozlenen inhibisyon etkisi % olarak ifade edilir.
Bu noktada pozitif kontrol kuyucugundaki SHP-2 enziminin aktivitesi %100 olarak
kabul edilir. Test 6rnegi kuyucuklarindaki SHP-2’nin % aktivitesi ise Esitlik 13°te
verilen formiile gore hesaplanir.

% SHP — 2 enzim aktivitesi = ——tmeE 5 100 (Esitlik 13)

Flpozitif kontrol

10. GraphPad Prism 9 yaziliminda test edilen uygulama dozlarinin logaritmasinin x
eksenine ve % enzim aktivitesi degerlerinin y eksenine yerlestirilmesiyle
olusturulan grafiklerden her bir inhibitér aday1r ve SHP099 i¢in SHP-2 1Cso degeri

tayin edilir.

Bu asamada SHP-2 ICso degeri, SHP-2 enziminin aktivitesinde %50 diisiise neden olan
inhibitor konsantrasyonu olarak tanimlanmaktadir (Fassy et al. 2017). Calismada test bilesikleri
ve SHP099’a ait SHP-2 ICsp degerleri sekiz farkli uygulama konsantrasyonu kullanilarak tayin
edilmistir. Her deney iki kopya halinde gergeklestirilmis ve veriler {i¢ bagimsiz deneyden elde
edilmistir (Chen et al. 2006). Istatistiksel analizler tek yonlii varyans analizi (one-way analysis
of variance; one-way ANOVA) ve Tukey’in diiriistce anlamli fark testi (Tukey’s honestly
significant difference test; Tukey HSD) post-hoc testi kullanilarak GraphPad Prism 9
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programinda gergeklestirilmistir. Veriler ortalama + standart sapma (s.d.) olarak gosterilmistir.
Ortalamalar arasindaki farklar P< 0,05 oldugunda anlamli kabul edilmistir (Kostrzewa et al.
2018; Wandjou et al. 2020).

MTT testi vasitasiyla secici antiproliferatif ve sitotoksik etkilerin belirlenmesi

Calismada SHP-2 inhibisyonu sagladiklari tespit edilen bilesiklerin MCF-7 insan meme
kanseri hiicre hattina karsi segici antiproliferatif ve sitotoksik aktiviteleri Ark et al. (2017) ve
Onder (2019) tarafindan yayinlanan hiicre kiiltiirii protokolleri kullanilarak ve bu protokollerde
ufak modifikasyonlar yapilarak MTT testi ile degerlendirilmistir. Kontrol hiicre grubu olarak

MCF10A insan saglikli meme epitel hiicreleri kullanilmistir.

Hiicre hatlarinin sivi azottan cikartilmast ve ekilmesi

Dondurulmus hiicre viyalleri -196 °C’deki siv1 azot tankindan ¢ikartildiktan sonra 37
°C’deki su banyosunda hizlica ¢oziindiiriilmiistiir. Hiicre siispansiyonlart laminar akimli kabin
icerisinde 15 mL’lik steril falkonlara alinmis ve iizerlerine sicakligi 6nceden 37 °C’ye getirilmis
5 mL tam besiyeri eklenmistir. MCF-7 ve MCF10A hiicre hatlar1 i¢in sirastyla DMEM ve
DMEM/Ham F12 besiyerleri kullanilmistir. Falkon tiipleri oda sicakliginda 10 dakika 400 x
g’de santrifiij edildikten sonra tizerlerindeki siipernatant atilmis ve pellet 5 mL tam besiyeriyle
yeniden siispanse edilmistir. Ardindan siispansiyonda bulunan canli hiicreler hemositometreyle
sayillmistir. Sayrm yapilan hiicre siispansiyonlarindan 7x10° adet hiicre alinarak 15 mL’lik steril
falkonlara aktarilmis ve son hacim tam besiyeriyle 5 mL’ye tamamlanmistir. Bu 5 mL’lik hiicre
siispansiyonlar1 25 cm?’lik flasklara ekilmis ve kiiltiir kaplar1 37 °C sicaklik, %5 CO2 ve %97
nem igeren etiiv kosullarinda inkiibasyona birakilmistir. Bir sonraki giin hiicrelerin tutunduklari
ylizeyi kaplama oranlari faz kontrast mikroskobuyla kontrol edilmis ve bu iglemin ardindan T25
kiiltiir kabinin besiyeri 5 mL tam besiyeriyle degistirilmistir. Her iki hiicre grubu %80’lik bir
hiicre yogunluk orani (konfluent) elde edilinceye dek biiyiitiilmiis ve bu stiregte iki giinde bir

besiyeri idamesi yapilmistir.

Hemositometre ile hiicrelerin sayimi

Hiicrelerin sayiminda tripan mavisi teknigi kullanilmistir. Bu yontemde tripan mavisini
icine alan hiicreler 6lii (mavi), boyay1 i¢ine almayan hiicreler (parlak beyaz) ise canli hiicreler
olarak degerlendirilmektedir (Onder 2019; Vembadi et al. 2019). Hiicrelerin sayimi icin bir
santrifiij tlipline resiispanse kiiltiirden 20 pL alinmig ve ilizerine esit hacimde %0,4’lik (w/v)
tripan mavisi eklenmistir. Pipetaj ile tripan mavisi ve hiicre siispansiyonlarinin karigmasi
saglandiktan sonra kiiltiirden 15 pL alinmis ve Thoma laminin lamelle birlestigi noktadan

yavagca birakilmistir. Boylece hiicre siispansiyonu lam ve lamel arasinda yayilmistir. Lam
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mikroskop altina alindiktan sonra 40x biiyiitme oraninda 16 biiyiik kare kullanilarak canli
hiicrelerin sayim islemi gerceklestirilmistir. Falkondaki hiicre siispansiyonlarinin 1 mL’sinde

bulunan hiicre sayilar1 Esitlik 14’e gére hesaplanmistir:

Hiicre/mL = (Sayilan toplam canli hiicre x 2 x 10%)/Sayilan kare sayis1 (Esitlik 14)

Hiicre hatlarimin pasajlanmasi

25 cm?’lik flasklarda konfluent durumuna ulasan hiicreler laminar akimli kabinde 37 °C
sicaklikta bulunan 5 mL PBS ile yikanmistir. Hiicrelerin iizerine sicakligl 37 °C’ye getirilmis
%0,05’lik tripsin-EDTA ¢ozeltisinden 1 mL eklenmistir. Hiicreler tutunduklari flask
yiizeyinden ayrildiktan sonra tizerlerine 5 mL tam besiyeri konulmus ve olusan slispansiyon 15
mL’lik steril bir falkona aktarilarak oda sicakliginda 10 dakika boyunca 400 x g’de
santrifiijlenmistir. Ardindan siipernatant kismi atilarak, pellet iizerine 15 mL tam besiyeri
konulmus ve hiicre siispansiyonu 5’er mL’lik hacimlerde iic adet 25 cm?lik flasklara
boliinmistiir. Ertesi giin hiicrelerin besiyerleri 5 mL tam besiyeriyle degistirilmis ve hiicrelerin
kapladiklart alanin yilizdesi faz kontrast mikroskobuyla kontrol edilmistir. Hiicreler T25 kiiltiir

kabinin %80’ini kaplayincaya kadar tizerlerindeki besiyerleri tam besiyeriyle degistirilmistir.

Hiicrelerin dondurulmasi

Hiicreler T25 kiiltiir kabinin %80’ini kapladiktan sonra laminar akimli kabin igerisinde
sicakligi 37 °C olan 5 mL PBS ile yikanmistir. Hiicrelerin lizerine 37 °C’deki %0,05°1ik tripsin-
EDTA ¢ozeltisinden 1 mL konulmus ve hiicreler flask ylizeyinden tam olarak ayrildiktan sonra
tizerlerine 5 mL tam besiyeri eklenmistir. Hiicre siispansiyonu 15 mL’lik steril bir falkona
alindiktan sonra oda sicakligi kosullarinda 400 x g’de 10 dk santrifiijlenmistir. Bu islemin
ardindan siipernatant atilmis ve pellet igeriginde 200 pL steril DMSO ve 1800 pL FBS bulunan
dondurma vasatiyla yeniden siispanse edilmistir. Son agamada hiicre slispansiyonu 2 mL’lik

kriyoviallere boliistiilerek siv1 azot tankinda dondurulmustur.

Test bilesiklerine ait stok soliisyonlarin hazirlanmasi, uygulama dozlarinin
belirlenmesi ve hiicre kiiltiiriine uygulanmast

Yeni allosterik SHP-2 inhibitor adaylarina ait stok ¢ozeltilerin hazirlanmasi amaciyla
maddeler uygun miktarda DMSO igerisinde ¢oziilmiis ve hiicrelere ait biiyiitme besiyerleri
kullanilarak hazirlanan stok ¢ozeltiler seri bir sekilde diliie edilmistir. Bu islem esnasinda her
bir calisma ¢dzeltisi i¢in DMSO yiizdesi, hiicreler i¢in toksik olmayan seviyede yani %1’in
altinda olacak sekilde ayarlanmistir (Adilovi¢ et al. 2020; Nguyen et al. 2020). Tiim soliisyonlar

hiicrelere ilag uygulamasi yapilmasindan hemen 6nce taze olarak hazirlanmigtir.
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Hiicre kiiltiirii deneylerinde test bilesiklerine ait uygulama konsantrasyonlar1 0,015,
0,06, 0,24, 0,96, 3,84, 15,36, 61,44 ve 245,76 uM olarak belirlenmistir. Diigiik mikromolar
konsantrasyonlar dahil olmak tizere mikromolar seviyedeki cesitli konsantrasyonlari igeren bu
doz aralig1 test bilesiklerinin SHP-2 enziminin aktivitesini %50 oraninda inhibe eden dozlar
kapsamasi bakimindan 6nemlidir. Sitotoksisitenin degisimini belirlemek amaciyla 24, 48 ve 72

saat dilimlerinde MTT hiicre canlilig1 testi uygulanmigtir.

MTT analizi

Ortalama olarak 24 saatte %80 hiicre yogunluguna kadar ¢cogaltilan MCF-7 ve MCF10A
hiicreleri 1,0x10* hiicre/kuyucuk olacak sekilde mikroplakalarda 100 pL hacmindeki kiiltiir
ortamina alinmistir. Ardindan her bir madde icin MCF-7 ve MCF10A hiicrelerine 0,015-245,76
uM arasinda degisen konsantrasyonlarda ila¢ uygulamasi yapilmistir. MCF-7 ve MCF10A
hiicrelerinin proliferasyonundaki azalmay1 veya sitotoksik etkileri karsilastirabilmek amaciyla
pozitif kontrol uygulamasinda ¢esitli dozlarda Doksorubisin (Doxorubicin; DXR) soliisyonlari
kullanilmistir (Sharma et al. 2011; Jokar et al. 2015; Abd Razak et al. 2019; Georgiev et al.
2019; Abdulhadi 2021; Luo et al. 2022). Negatif kontrol olarak sadece ilgili besiyeri ortami
icerisinde ekilen hiicreler kullanilmis olup kor i¢in ayrilan kuyucuklara ise yalnizca 200 pL.
besiyeri konulmustur. Bu sekilde hazirlanan kiiltiirler 37 °C sicaklik ve %5 CO: igeren
nemlendirilmis hava kosullarinda 24, 48 ve 72 saat siirelerle inkiibasyona birakilmistir.
Inkiibasyon siiresinin tamamlanmasmin ardindan kuyucuklar bilesiklerin MTT ile
interferansint onlemek amaciyla 6nce PBS ile yikanmigtir. Daha sonra 96 kuyucuklu
mikroplakanin her bir kuyucuguna i¢inde 20 pL MTT olan 100 pL besiyeri eklenmistir.
Hazirlanan mikroplakalar 37 °C’de 4 saat boyunca karanlikta inkiibe edilmistir. inkiibasyon
sliresinin bitiminde kuyucuklarda bulunan karigimlar uzaklastirilmigtir. Son olarak her bir
kuyucuga 150 pL DMSO ilave edilmis ve mor renkli formazan kristallerinin iyi ¢oziinmesini
saglamak i¢in pipetaj islemi uygulanmistir. Orneklerin absorbansi bir mikroplaka okuyucusu
kullanilarak 570 nm dalga boyunda Ol¢iilmiistiir. Test bilesiklerinin MCF-7 ve MCF10A
hiicrelerinin canlilig1 tizerindeki etkisi yiizde (%) canlilik cinsinden asagida yer alan Esitlik 15
kullanilarak hesaplanmis ve sitotoksik etkilerin goriildiigli konsantrasyonlarda hiicre

canliliklar tayin edilmistir.
% Hiicre canlili@i = [(Asmek-Aksr)/ (Axontrol-Aksr)] X 100 (Esitlik 15)

% Hiicre biiylime inhibisyonu veya % sitotoksisite ise Esitlik 16 kullanilarak

hesaplanmuistir.

% Sitotoksisite = 100 - (% Hiicre canliligi) (Esitlik 16)
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MTT verilerinin istatistiksel analizi

Deneylerde her bir konsantrasyon degeri birbirinden bagimsiz iki farkli kuyucukta
tekrar edilmistir. Veriler en az ii¢ bagimsiz deneyden elde edilmis ve ortalama + s.d. olarak
ifade edilmistir. Gruplar arasindaki istatistiksel farkliliklar iki yonli ANOVA (two-way
ANOVA) ile karsilastirilmig olup post-hoc test olarak Tukey testi kullanilmistir. Grafiklerin
cizimi ve istatistiksel analizler i¢in GraphPad Prism 9 yazilimindan faydalanilmistir. Bu
yazilimla ayni zamanda test bilesiklerinin ICso degerleri dogrusal olmayan regresyon
hesaplamalariyla belirlenmistir. P< 0,05 olan degerlerin istatistiksel olarak anlamli bir fark
gosterdigi kabul edilmistir (Van den Brand et al. 2019; Sibuh et al. 2020; Esteghlal et al. 2021,
Senol et al. 2021).

Secicilik indeksi (Selectivity index; S1I) degerlerinin hesaplanmasi

Bilesiklerin MCF-7 hiicre hatti iizerindeki “segici sitotoksik ve antiproliferatif
etkinlikleri”ni tayin etmek amaciyla SI degerleri kullanilmistir (Badisa et al. 2014; Rashidi et
al. 2017). Bu degerler her bir molekiil igin MCF10A hiicre hatt1 i¢in hesaplanan ICso degerinin,
MCEF-7 hiicre hatti i¢in hesaplanan ICso degerine boliinmesiyle hesaplanmistir. SI degeri 2°den
bliyiik olan molekiillerin MCF-7 hiicre hattinda yiiksek oranda segici sitotoksik ve
antiproliferatif etki gosterdigi kabul edilmistir.

Maya DEL test sistemiyle genotoksik ozelliklerin tayini

MTT analizi ile hiicre canliliginin belirlenmesinin ardindan yeni allosterik SHP-2
inhibitorleri ve SHP099’un genotoksik 6zellikleri maya DEL testiyle Brennan and Schiestl
(2004), Kirpnick et al. (2005) ve Orhan (2010) tarafindan yayinlanan test prosediirleri
kullanilarak degerlendirilmistir. Bu testin amaci antikanser ila¢ aday1 olma potansiyeli tagiyan
kimyasal bilesiklerin insan sagligina zararl etkilerini belirlemek ve bu sayede daha kaliteli ilag

adaylarinin se¢ilmesine katki saglamaktir (Custer and Sweder 2008).

Mutajenite arastirmalarinda kullamlan mutant maya susunun genetik
ozelliklerinin kontrolii

Histidin gereksinimi

Bu testin uygulanma amaci S. cerevisiae RS112 mutant maya susunun his™ oldugunun
kanitlanmasidir. Bunun i¢in oncelikle SC-Leu-S besiyerinde maya susunun gecelik kiiltiirii
hazirlanmistir. Ardindan bir miktar kiiltiir steril bir 6ze ile alinarak, SC-His ve SCF besiyeri

plaklarma yayma ekim yontemiyle inokiile edilmistir. 30 °C’de 2-3 giinliik inkiibasyon
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siiresinin ardindan tiim plaklardaki tireme durumu kontrol edilmis olup iiremenin yalnizca SCF

plaklarinda goriilmesi kullanilan mutant maya susunun his” oldugunu kanitlamistir.

Losin gereksinimi

Bu test S. cerevisiae RS112 mutant maya susunun ortamda 16sin amino asidi
yoklugunda gelisebildigini kanitlamak amaciyla uygulanmistir. SC-Leu-S besiyeri kullanilarak
gecelik kiiltiirii hazirlanan maya susundan bir miktar alinarak, bu kiiltirin SC-Leu-K ve SCF
besiyeri plaklarina yayma ekim ydntemiyle inokiilasyonu saglanmistir. 30 °C’de 2-3 giinliik
inkiibasyon siiresinin ardindan plaklardaki iireme durumu kontrol edilmis ve maya hiicrelerinin
her iki besiyerinde de gelisebildiginin goriilmesiyle birlikte kullanilan mutant maya susunun

16sin prototrofu (leu™) oldugu kanitlanmugtir.

Adenin gereksinimi

Bu testin uygulanma amaci S. cerevisiae RS112 mutant maya susunun ade” oldugunun
dogrulanmasidir. Bunun i¢in 6ncelikle SC-Leu-S besiyerinde maya susunun gecelik kiiltiirii
hazirlanmistir. Bu kiiltiirden steril bir 6zeyle bir miktar alinmig olup alinan kiiltiiriin SC-Ade ve
SCF besiyeri plaklarina yayma ekim yontemiyle inokiilasyonu saglanmistir. 30 °C’de 2-3
giinliik inkiibasyon stiresinin ardindan tiim plaklardaki tireme durumu kontrol edilmistir. Buna
gore yalnizca SCF plaklarinda tireme goriilmesi kullanilan mutant maya susunun ade” oldugunu

kanitlamistir.

Test bilesikleri ve pozitif mutajenin uygulama konsantrasyonlarinin belirlenmesi

Maya DEL mutajenite deneyinde mutant S. cerevisiae RS112 susu i¢in pozitif mutajen
olarak EMS kullanilmistir. Bu deneyden elde edilecek sonuglarin saglikli bir sekilde
degerlendirilebilmesi amaciyla EMS’nin farkli konsantrasyonlardaki uygulama ¢ozeltileri
DMSO kullanilarak hazirlanmis ve bu ¢d6zeltilerin her biri maya hiicreleriyle muamele
edildikten sonra kiiltiirler SCF besiyeri plaklarina inokiile edilmistir. Maya hiicreleri 30 °C’de
2-3 giin stireyle inkiibe edilerek gelistirildikten sonra maya kolonileri sayilarak kontrol
grubuyla kiyaslama yapilmistir. Bunun sonucunda EMS’nin farkli dozlarina maruz kalan maya
hiicreleri igin “%canlilik oran1 (%c.0.)” degerleri tespit edilmis olup denemeler istatistiksel
acidan anlamli olan DEL oranlarinin goézlemlenebildigi %c.o. degerleri kullanilarak
gerceklestirilmistir. Bu sayede EMS i¢in en makul olan uygulama konsantrasyon araligi

belirlenmistir.

Yeni allosterik SHP-2 inhibitorleri ve SHP099 i¢in maya DEL test sistemiyle

gerceklestirilen mutajenite caligmalarinda bu maddelerin uygun test konsantrasyonlarmin
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belirlenmesinden hemen 6nce maya hiicreleri tizerindeki sitotoksik etkileri tayin edilmistir. Bu
amagla ¢oziicii olarak DMSO kullanilarak farkli dozlarda hazirlanan test soliisyonlariyla
muamele edilen maya hiicreleri SCF besiyeri plaklarina inokiile edildikten sonra 30 °C’de 2-3
giin stireyle inkiibasyona birakilmistir. Boylece test maddelerinin mutant maya susu tizerindeki
sitotoksik etkileri “deney” ve “kontrol” grubu olarak onceden isaretlenen plaklarda gelisen
kolonilerin sayilmasi ve birbiriyle kiyaslanmasiyla belirlenmistir. Ayrica deneyler esnasinda
istatistiksel acidan 6nemli DEL oranlarinin goézlemlenebildigi %c.o. degerleri segilerek

kullanilmistir.

Bu asamada ongoriilen ideal uygulama konsantrasyonlarinin iist limiti petri kab1 bagina
5000 pg olarak belirlenmistir (Ciaravino et al. 1995; Parry et al. 2010; ICH 2012; Otabe et al.
2019). Elde edilen sonuglarin anlamli olmasi1 agisindan bu ¢alisma, her bir test maddesinin sekiz
farkli dozuyla farkli zaman araliklarinda deneyin ¢ kez tekrarlanmasi suretiyle

gerceklestirilmistir (Brennan and Schiestl 1999; Tugcu et al. 2018).

S. cerevisiae RS112 test susunun muhafaza edilmesi ve gecelik Kiiltiirlerin
hazirlanmasi

Maya DEL mutajenite deneyinde test organizmasi olarak kullanilan mutant S. cerevisiae
RS112 susu -87 °C sicaklikta uzun siireli olarak saklanabilmektedir. Bu amacla genetik isareti
dogrulanmis olan maya test susu, SC-Leu-S besiyeri kullanilarak igerisinde 1x10” hiicre/mL
olacak sekilde 30 °C’de ¢ogaltilmistir. Bu maya kiiltiirline kiiltiiriin 1 mL’si bagina 0,09 mL
%30’luk gliserol eklendikten sonra vorteksleme yoluyla homojen bir kiiltiir soliisyonu
olusturulmustur. Bu yeni kiiltlir soliisyonu 1 mL’lik hacimlere bdliinerek steril eppendorf
tiiplerine paylastirilmistir. Ardindan tiipler kuru buz icerisinde 30 dakika bekletildikten sonra

-87 °C’lik dondurucuya konulmustur.

Mutajenite deneylerinde kullanilacak olan gecelik taze kiiltiirler -87 °C’de muhafaza
edilen stok kiiltiirlerden hazirlanmistir. Bunun i¢in, stok kiiltiir, oda sicakliginda
¢oziindiiriildiikten sonra SC-Leu-S besiyeri kullanilarak ¢alkalamali inkiibatdrde 30 °C sicaklik
ve 150 rpm galkalama hiz1 kosullarinda yaklasik 1 gece (11-14 saat) boyunca gelistirilmistir
(Sekil 42). Bu siirenin bitiminde inkiibatorden alinan kiiltiirler deneysel ¢alismalar basglayana

kadar oda sicakliginda muhafaza edilmistir.
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Sekil 42. S. cerevisiae RS112 susunun gecelik taze kiiltiiriniin hazirlanmasi
S. cerevisiae RS112 test susu kullanilarak mutajenite deneyinin gergeklestirilmesi

Mutajenite ¢aligmalarina bir 6n hazirlik niteliginde olan “maya hiicrelerinin uygulama
konsantrasyonunun belirlenmesi” islemi i¢in ilk olarak maya test susu YPAD besiyerinde Sekil
43°teki gibi canlandirilmistir. Ardindan maya hiicreleri 15 mL hacmindeki SC-Leu-S
besiyerinde 30 °C sicaklik ve 150 rpm ¢alkalama hiz1 kosullarinda 1 gece boyunca ¢ogaltilarak
bir calisma Kkiiltiirii olusturulmustur. Inkiibasyon siiresinin sonunda calisma kiiltiiriiniin
yogunlugu Thoma lami kullanilarak belirlenmis ve kiiltiiriin son konsantrasyonu SC-Leu-S
besiyeriyle 2x107 hiicre/mL olacak sekilde ayarlanmistir. Deney gruplarinin hazirlanmasinda
15 mL hacimli steril deney tiiplerinin i¢ine test maddelerinin 0,015-245,76 uM konsantrasyon
araligindaki sekiz farkli dozu eklenmis ve son hacim SC-Leu besiyeri kullanilarak 4500 pL’ye
tamamlanmistir. Negatif kontrollerin hazirlanmasinda deney tiipline test maddesinin yerine
ayni miktarda DMSO ilave edilmistir. Pozitif kontrollerin hazirlanmasinda ise mutajen,
teratojen ve muhtemel karsinojen etkileri oldugu bilinen EMS bilesigi kullanilmistir (Wood et
al. 2010). Bu amagla EMS’nin 100 pg/mL konsantrasyona sahip bir ¢ozeltisi hazirlanmis ve
pozitif kontrol olarak isaretli deney tiipiine bu ¢6zeltiden eklenmistir (Kirpnick et al. 2005).
Son olarak hazirlanan tiim karigimlarin {izerine 500 pL diliisyonu yapilmis maya kiiltiirlinden
ilave edilmistir. Tablo 17°de pozitif kontrol, negatif kontrol ve deney gruplarinin

hazirlanmasinda kullanilan bilesen miktarlar1 detayli olarak ifade edilmistir.
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Sekil 43. Mutant S. cerevisiae RS112 susunun YPAD besiyeri plaginda 30 °C’de 3 giinliik
inkiibasyon siiresinin ardindan canlandirilmasi

Tablo 17. Maya DEL Mutajenite Deneyinde Pozitif Kontrol, Negatif Kontrol ve Deney
Gruplarinin Hazirlanmasi

Pozitif Kontrol Grubu Negatif Kontrol Grubu Deney Grubu

4400 pL SC-Leu-S besiyeri 4400 puL SC-Leu-S besiyeri 4400 pL SC-Leu-S besiyeri

100 puL 100 ug/mL EMS 100 uL DMSO 100 pL test materyali
soliisyonu

500 uL diliie edilmis 500 pL diliie edilmis 500 pL diliie edilmis

maya soliisyonu maya soliisyonu maya soliisyonu

Pozitif kontrol, negatif kontrol ve deney gruplarini iceren bu yeni kiiltiirler 30 °C’de 150
rpm calkalama hizinda 16-18 saat boyunca gelismeye birakilmistir. Inkiibasyon siiresinin
sonunda kiiltiirler 3200 x g’de 3 dakika boyunca santrifiijlenerek ¢oktiiriilmiis ve ardindan
siipernatant uzaklagtirilarak 5 mL steril distile su i¢inde yeniden siispanse edilmistir. Maya
hiicrelerinin yiizeylerinin iyice yikanmasi amaciyla bu islem en az ii¢ kez tekrarlanmis olup son

adimda kiiltiirler 5 mL steril distile su i¢inde siispanse bir halde birakilmistir.

Stispanse haldeki kiiltiirlerin  yogunlugu Thoma lami kullanilarak belirlenmistir.
Ardindan maya siispansiyonlarindan 100 pL’lik hacimler alinarak, igerisinde 900 pL steril
deiyonize su bulunan mikrosantrifiij tiiplerine aktarilmistir. Bu sekilde kiiltiirler 10
yogunluguna kadar seyreltilmistir. % Canlilik ve kromozom i¢i rekombinasyon oranlarinin
tespitinde mutant maya kiiltiirleri icin uygun diliisyon miktarlar1 sirasiyla 10 ve 10 olarak
belirlenmistir. Kromozomlar arasi parga degisimi oraninin tayininde ise Kiiltiirlere herhangi bir

diliisyon islemi uygulanmamustir.

% Canlilik ve kromozom i¢i rekombinasyon oranlarimin belirlenmesi amaciyla
seyreltilmis kiltiirlerden 100 pL’lik hacimler alinarak sirasiyla SCF ve SC-His besiyeri

plaklarina steril Drigalski Ozeleri vasitasiyla yayma ekimler yapilmistir. Bununla birlikte
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kromozomlar arasi par¢a degisimi oraninin tayininde diliie edilmemis kiiltiirlerden alinan 100
puL’lik hacimler yayma ekim yontemiyle SC-Ade besiyeri plaklarina inokiile edilmistir.
Hazirlanan yeni kiiltiirler 30 °C’de 3 giin boyunca gelismeye birakilmistir. Bu siirenin sonunda
SCF, SC-His ve SC-Ade besiyerlerinde gozlenen koloni sayilari sirasiyla kiiltiirlerin canlilik
oranlarinin, DEL rekombinasyon frekansinin ve gen konversiyon frekansinin belirlenmesinde

kullanilmistir.

Kiiltiirlerin canlilik oranlarmin hesaplanmasi icin inkiibasyon sonrasinda SCF
besiyerinde gozlenen koloni sayisi, inokiilasyon oncesinde Thoma lamiyla yapilan sayimda
hesaplanan degere boliinmiistiir. DEL rekombinasyon frekansinin hesaplanmasi ise SC-His
besiyerinde gozlenen koloni sayisinin SCF besiyerinde gbzlenen koloni sayisina boliinmesiyle
yapilmistir. Benzer sekilde, gen konversiyon frekansi da, SC-Ade besiyerinde gozlenen koloni

sayisinin SCF besiyerinde gozlenen koloni sayisina boliinmesiyle hesaplanmustir.

Maya DEL testi sonuclarinin degerlendirilmesi

Mutajenite deneylerinden elde edilen sonuglarin degerlendirilmesi amaciyla
Mortelmans ve Zeiger tarafindan ileri siiriilen “standard plate incorporation” yodntemi
kullanilmistir (Mortelmans and Zeiger 2000). Boylece her bir test maddesi igin mutajenite
deneylerinden elde edilen koloni sayim sonuglariyla ayni deneylerin negatif kontrol
gruplarindan alinan sonuglarin kiyaslanmasi sonucunda % mutasyon oranlar1 hesaplanmistir.
Elde edilen sonuglar negatif kontrolle kiyaslandigi zaman doza bagl olarak en az 2 kat artigin
goriildiigii test maddesi dozlari mutajenik olarak kabul edilmistir (Evandri et al. 2005; Santos
et al. 2008; Gulluce et al. 2010).

Sonuglar ortalama + s.d. olarak ifade edilmis olup birbirinden bagimsiz ii¢c deneyin
ortalama ve standart sapmasi ¢ift plaklar/dozlar kullanilarak verilmistir. Gruplar arasindaki
anlamli farklar1 belirlemek icin tek yonliit ANOVA ve post-hoc Tukey HSD testi kullanilmistir.
Istatistiksel anlamlilik seviyesi P< 0,05 olarak ayarlanmustir (Gulluce et al. 2012).
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ARASTIRMA BULGULARI

Bilgisayar Destekli Ila¢ Tasarim Cahsmalar:
Molekiiler docking protokoliiniin validasyonu

Validasyon c¢alismasi, SBVS calismalarinda kullanilan hiyerarsik Glide docking
protokoliiniin giivenilirligini kontrol etmek amaciyla yapilmistir. Bu amagla, SHP-2 proteininin
allosterik  bolgesine oOnceden yerlestirilmis olan SHP099 molekiiliiniin  biyoaktif
konformasyonu kullanilmistir. Bu molekiiliin biyoaktif konformasyonu ve sirayla Glide
docking adimlarmmin uygulanmasindan iiretilen baglanma pozlari arasindaki fark RMSD
hesaplamalariyla olgiilmiistiir (Tablo 18). Tablo 18’¢ bakildiginda, SHP-2’nin allosterik
cebinde SHP099’a ait dogal baglanma pozu ve Glide yeniden kenetlenme pozlari arasindaki
3D siiperpozisyonun neredeyse mitkkemmel sekilde oldugu anlasilmaktadir (Sekil 44) (Daoui et
al. 2021).

Tablo 18. Ko-kristalize Ligant SHP099’un Dogal Baglanma Pozu ve Glide Yeniden
Kenetlenme Pozlar1 Arasinda Hesaplanan RMSD Degerleri (Reseptor: SEHR)

Kullanilan Glide Docking Yaklagimi HTVS SP XP IFD
RMSD (A) 1,40 1,47 1,87 1,84

Sekil 1. SHP099’un farkli Glide docking yaklasimlarindan elde edilen yeniden kenetlenme
pozlarinin karsilastirilmast. (a) Glide/HTVS (dogal poz: sar1, yeniden kenetlenme pozu:
kirmizi), (b) Glide/SP (dogal poz: sar1, yeniden kenetlenme pozu: mavi), (C) Glide/XP (dogal
poz: sari, yeniden kenetlenme pozu: mor), (d) Glide/Prime IFD (dogal poz: sari, yeniden
kenetlenme pozu: turkuaz)
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Molekiiler docking tabanli SBVS ¢alismalari

SBVS calismalari i¢in 6ncelikle NCI molekiil veritabaninda bulunan farkli kimyasal
yapilara ve fonksiyonel gruplara sahip 265,242 adet bilesik kullanilarak bir sanal molekiil
kiitiiphanesi olusturulmustur. Iglerinden molekiil agirhigr 900 Da’nin {izerinde olanlar
elenmistir. Geriye kalan molekiillerin 3D yapilari, stereokimyasal ve tautomerik yap1
farkliliklar1 g6z oniinde bulundurularak LigPrep modiiliiyle hazirlanmis ve bu sayede 297,830
adet ligant elde edilmistir. Bu ligantlarin her birinin SHP-2 proteininin allosterik baglanma
bolgesine kars1 afinitesi Schrodinger’deki Glide modiiliinde yer alan “ST is akis1” protokoliiyle
Olgiilmiistiir (Friesner et al. 2004). Bu protokolde bulunan farkli molekiiler docking
yaklagimlarinda PDB kodu: SEHR olan insan SHP-2"T X-ray yapis1 kullanilmistir. Bylece
SBVS uygulamalarinda 297,830 adet ligant SHP-2 enziminin allosterik bolgesine sirasiyla
Glide/HTVS, Glide/SP, Glide/XP ve Glide/Prime IFD docking yaklasimlari kullanilarak
kenetlenmistir. Glide/HTVS, Glide/SP ve Glide/XP docking algoritmalariyla en yiiksek Glide
docking skoruna sahip oldugu belirlenen molekiillerin sirastyla %20, %20 ve %2’si ST ¢iktist
olarak alinmustir. Glide/Prime IFD metodunda ise Glide/XP modiiliinden elde edilen 238 adet
ligantin birinci ve ikinci siradaki IFD docking pozlar1 detayli olarak incelenmis ve daha sonra
bu ligantlarin, SHP-2’nin allosterik bolgesindeki kritik amino asit rezidiileriyle kurduklar
intermolekiiler etkilesimler dikkate alinarak bir sonraki asamada ligant yapisina dayali olarak
gerceklestirilecek MC™/MD™ analizleri igin “28 adet hit molekiil” secilmistir. Tablo 19°da
secilen bu molekiillerin NCI veritaban1 kodlari, 2D yapilar1 ve bir dizi Glide filtreleme
yaklagimindan elde edilen docking skorlar1 listelenmistir. Tablo 19 incelendiginde 28 adet hit
liganta ait docking skorlarmin Glide/HTVS, Glide/SP, Glide/XP ve Glide/Prime IFD
protokolleri i¢in sirasiyla -5,71 ila -8,83 kkal/mol, -6,93 ila -9,51 kkal/mol, -8,01 ila -12,29
kkal/mol ve -7,55 ila -17,39 kkal/mol degerleri arasinda degiskenlik gosterdigi anlagilmaktadir.
Ayrica i¢lerinden 23 adet molekiiliin (yaklasik %80’inin) Glide/Prime IFD docking skorunun,
SHP099’unkine kiyasla daha yiiksek oldugu tespit edilmistir (Tablo 19).

Ek olarak, molekiiler docking tabanli SBVS c¢aligmalar1 birbirinden farkli molekiil
yapilarina sahip 28 adet hit ligantin SHP-2’nin allosterik cebindeki cesitli amino asit
rezidiileriyle hidrojen bag etkilesimi, elektrostatik etkilesimler, hidrofobik etkilesimler, katyon-
n ve m-istifleme etkilesimleri gibi molekiiller arasi1 baglar olusturabildigini agik¢a ortaya
koymustur (Tablo 20 ve Sekil 45). Tablo 20’den bu ligantlarin genel olarak Argl1l, Phell3,
Thr218, Thr219, Glu249, Glu250 ve Thr253 rezidiileriyle hidrojen bag etkilesimi kurduklart
goriilmektedir. Bununla birlikte NSC152075, NSC203814, NSC685982, NSC43890,
NSC523374, NSC374121, NSC524592, NSC115492, NSC108116, NSC201462, NSC284693
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ve NSC94498 kodlu hit ligantlarin Argl 11, Glu232, Glu249, Glu250 ve Lys492 rezidiilerinden

en az biriyle tuz koprisii olusturdugu belirlenmistir (Tablo 20). Ayrica i¢lerinden 17 hit ligant
ile Phell3, Leul25, Leu233, Leu254 ve prolin-491 (Pro491) arasinda hidrofobik etkilesimlere
rastlanmistir (Tablo 20). ilaveten NSC203814, NSC43890, NSC201462 ve NSC94498’in
His114 ile birer adet; NSC77009, NSC374121, NSC524592 ve NSC201462’nin Argl11 ile
birer adet; NSC121358’in Arg229 ile bir adet ve NSC116284’iin Arg229 ile iki adet katyon-nt
etkilesimine sahip oldugu anlagilmistir (Tablo 20). NSC203814, NSC523374 ve NSC36404’{in
ise His114 ile birer adet ve NSC201462’nin His114 ile iki adet n-n etkilesimi kurdugu tespit
edilmistir (Tablo 20 ve Sekil 45).

Tablo 19. Glide/Prime IFD Metoduyla SHP-2’nin Allosterik Cebindeki Kritik Amino Asit
Rezidiileriyle Birinci veya lkinci Pozda Etkilestigi Belirlenen 28 Adet Hit Ligant ve
SHP099un 2D Temsilleri ve Glide Docking Sonuglari

No. Ligantin 2D Molekiiler Yapisi Glide Docking Skoru (kkal/mol)
A HTVS SP XP  Glide/Prime
IFD?
1 NSC152075 O NH -6,33 1,22 -10,92 -17,39
0"\ 0 'HN
HN-,.{ y
VA~
0 N,
NHs*
2 NSC741644 S~ -5,96 -7,94 -8,35 -13,32
s~ L _~oH  oH
// HO bn
HO
3 NSC331781 o*:\_,.,EH OH Ei“ OH 4y -6,08 -7,08 -12,29 -13,11
HO HOHO H(j"_;_' Dj""\::O
4 NSC77009 o L. o-—-PHOH OH -6,82 -7,24 -10,44 -12,89
Ho“'ﬁ"' I\ro AN \O
0 OH g OH
5 NSC203814 ~NHs” -6,21 -7,91 -8,13 -12,64
0 H{J\\o NHe*
(; Ao Y
o
6  NSC523374 %o -786  -7,60  -8,47 -12,31
e NH =
;\_N/\ 0™
*HaN
7 NSC374121 "N oo -7,15 -6,93 -8,53 -12,30
HN-_~~0
“NH* /:::;:n‘.
H"'U \_/~0H
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Tablo 19. (devam)

8 NSC43890 -6,40 -7,67 -8,67 -11,79
9 NSC524592 P O o -6,99 7,70 -8,47 -11,72
“\ "‘ _ HN :
HN- e o
10 NSC1962 \ﬂ -7,07 -7,81 -8,25 -11,67
-
oHon NNH
o
oy
HO HO H
11  NSC115492 70?\.‘;: \,,,,n\HO\/,?\ij],OH -5,80 -7,08 -8,94 -11,25
070
HO
12 NSC685284 = 0 "o HO -6,70 -7,22 -8,31 -11,16
kI N ik
Aol W N
NR W oH
13 NSC121358 <ﬁ q”i‘_‘ -6,51 -7,90 -8,02 -10,84
HN N N-NH
>4 OH
H
HO  3—
HO OH
14  NSC51254 [\ -7,18 -8,26 -10,93 -10,70
oH oH NNH
Ho AU N A
HO HO H M
15 NSC624646 o ?HJHNHZO -7,41 -7,66 -8,48 -10,51
o &
HO™ ©
16  NSC43000 OH -7,10 -7,40 -8,63 -10,48
HO—, ) OH
CNH
— )\ OH
HO ;_J!\] .
HO
17  NSC56088 HO HO -6,01 -7,28 -8,90 -10,42
HO ™y e,
OH OHHN-—/
18 NSC36404 & j{H -6,98 -6,96 -8,02 -10,25
J
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Tablo 19. (devam)

19 NSC121361 ['/:\“ -6,88 -7,20 -8,90 -10,11
\-\.r/
NH
S O
HO HO H H
20 NSC201462 N OH -8,83 -9,26 -9,562 -10,09
S oHud y< 1)
HO N
21  NSC284693 NHe NH -6,27 -7,48 -8,66 -10,00
0 N N2 PNy
JA LA
H H
22  NSC108116 HO__ OH o -6,87 -7,57 -8,33 -9,94
hd Sonm o
Ho— )~
o
0
23 NSC116284 0 -7,98 -8,10 -8,02 -9,74
HaN-4 _ HO
¥ N_{/‘\‘I‘ _OH
HN_N  OTN\_OH
24  NSC170258 \ -6,37 -8,06 -8,07 -9,24
-
0 o NN
N TN
Hhowo w H
25  NSCA403483 ) 571 770 -848 921
on M |
~o T AN A
HO HO H H
26 NSC685982 [ 574 951 801 8,69
o
27  NSC95945 i -6,39 -8,17 -8,02 -8,02
o~ 0N LR
HO® on N NH
28 NSC94498 O 772 728 828 7,55
’\_'\:,)1“* .
_\;N_\
Ui
NN —
W/
HO
- SHP099 7 -8,03 -8,89 -6,80 -9,59
N
f

lN "N “NH;

"HaN-

aTablodaki ligantlarin siralamasi, Glide/Prime IFD metoduyla hesaplanan docking skorlarinin en yiiksekten en
diisiige dogru olacak sekilde siralanarak yerlestirilmesinden olusturulmustur.
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AN

Tablo 20. Molekiiler Docking Calismalarinin Son Asamasinda Glide/Prime IFD Metoduyla Segilen 28 Hit Bilesik ve SHP099 i¢in SHP-2 nin Allosterik
Baglanma Cebinde Tespit Edilen Protein-Ligant Etkilesimleri (Reseptdr: SEHR) (Turuncu Renkli Olanlar: Hit Bilesik ve SHP099 I¢in Ortak Olan
Etkilesimler, Mavi Renkli Olanlar: Hit Bilesik ve SHP099 i¢cin Farkli Olan Etkilesimler)

No. Ligantin Hidrojen Bag Etkilesimi Hidrojen Elektrostatik Tuz Kopriisiinde Hidrofobik Katyon-n -1
Veritabani (Liganta En Fazla 3 A Bagi Uzunlugu Etkilesimler Atomlar Arasi Etkilesimler  Etkilesimi  Etkilesimi
Kodu Mesafede Olusan) (A) (Tuz Kopriisii) Etkilesim
Mesafesi (A)
1 NSC152075 Thr108 1,93 Argl1l 2,91 Phel13 - -
Arglll (2 adet) 1,80, 2,10 Glu249 2,82,4,83
Phe113 2,00 (2 adet) 4,87
Thr218 2,27 Glu250
Thr219 2,34
Glu249 (2 adet) 1,80, 1,82
2 NSC77009 Phell3 (2 adet) 1,98, 2,10 - - - Arglll -
His114 2,07
Arg229 2,49
Glu249 1,66
Glu250 1,88
GIn257 2,18
3 NSC741644 Glul110 2,33 - - - - -
Arglll 2,01
Phel13 1,87
Glu232 1,82
Glu250 1,61
Pro491 1,68

GIn495 1,88




ETT

Tablo 20. (devam)

4 NSC331781 Argl1l 2,00 - - Leu254 - -
Phell3 (2 adet) 1,73,2,08
Thr218 (2 adet) 1,68, 2,31
Thr219 2,16
Glu249 1,67
Glu250 1,87
Thr253 1,96
Pro491 2,53
Lys492 2,36
GIn495 1,99
5 NSC203814 Argl1l 1,62 Glu232 4,67 Leul25 His114 His114
Phe113 2,28 Glu249 2,73
Thr218 (2 adet) 1,97, 2,10 Glu250 2,81
Glu249 1,71
Glu250 1,80
6 NSC685982 Glu110 2,60 Glu249 2,77 Leul25 - -
Phe113 1,73 Glu250 4,99
Glu249 1,75
Glu250 2,26
Thr253 2,55
7 NSC43890 Argl1l 1,68 Arglll 2,68, 3,03 - His114 -
Phel13 1,87 (2 adet)
Glu250 2,38 Lys492 4,49, 4,85
Lys492 231 (2 adet)




vTT

Tablo 20. (devam)

8 NSC523374 Argll11l (3 adet) 2,11,2,14,2,18 Glu249 4,02 Leu254 - His114
Phe113 2,05 Lys492 4,46
Thr218 2,09
Thr219 2,41
Glu250 2,20
Lys492 2,19
9 NSC374121 Glu110 2,20 Glu249 2,78 - Argl1l -
Argl11l 2,19 Glu250 5,00
Phe113 2,04
Thr218 2,04
Glu249 1,78
Glu250 1,87
Thr253 1,91
10 NSC116284 Argl11l (3 adet) 1,98, 2,06, 2,62 - - - Arg229 -
Phe113 1,83 (2 adet)
Leu216 1,77
Thr218 1,95
Glu249 1,65
Glu250 2,39
11 NSC524592 Argll11l (2 adet) 1,82, 2,02 Arglil 2,90 Leu254 Argl11l -
Phel13 2,46 Glu249 4,94
Thr218 1,65
Glu250 1,73




qT1

Tablo 20. (devam)

12 NSC1962 Glul10 1,89 - - Pro491
Arglll (2 adet) 1,84, 2,44
Phel13 1,94
Glu249 1,61
Glu250 1,93
13 NSC51254 Arglill 2,47 - - Leu233
Phell3 1,77 Pro491
Thr218 1,90
Glu249 (2 adet) 1,80, 1,85
Glu250 2,06
14 NSC43000 Arglll (3 adet) 2,26, 2,60, 2,73 - - -
Phell3 2,24
Hisl14 1,98
Asn217 2,80
Thr218 (2 adet) 1,92,2,23
Thr219 1,91
Glu250 2,10
Lys260 2,31
15 NSC115492 Thr108 1,69 Lys492 2,77 -
Arglll 1,79
Phell3 2,03
Glu250 2,03
Lys492 1,82




oTT

Tablo 20. (devam)

16 NSC685284 Arglll 1,93 - - -
Phell13 (3 adet) 1,61,1,82,2,02
His114 2,36
Glu250 2,17
Thr253 1,97
17 NSC121358 Argl1l 2,25 - Leu254 Arg229
Phel13 1,95
Thr218 2,10
Glu250 2,27
18 NSC624646 Arglll (3 adet) 1,98, 2,05, 2,26 - - -
Phel13 1,86
Leu216 2,27
Thr218 1,84
Glu249 (2 adet) 1,96, 2,02
Glu250 1,69
Lys492 2,26
19 NSC121361 Thr108 1,90 - Leu254 -
Arglll 1,96 Pro491
Phel13 2,59
Thr218 1,90
Thr219 2,30
Glu250 1,99
Thr253 2,11
20 NSC56088 Argl1l (3 adet) 1,81, 2,01, 2,16 - Phell3 -
Phell3 1,65
Thr218 1,81




LTT

Tablo 20. (devam)

21 NSC108116 Glu110 1,87 Arglll 4,99 Leu254 - -
Phe113 1,85
Thr218 1,99
Glu250 1,59
22 NSC201462 Argl1l 2,79 Glu249 2,75 - Argl11l His114
Phe113 1,78 His114 (2 adet)
Thr219 1,88
Glu249 1,74
Glu250 1,79
23 NSC95945 Argl11 (2 adet) 1,91, 1,91 - - Pro491 - -
Phel13 1,82
Leu216 1,92
Thr218 2,21
Glu250 2,06
24 NSC403483 Argl11 1,68 - - Leu254 - -
Phel13 1,89
Thr219 1,89
Glu250 2,18
Thr253 2,11
25 NSC284693 Argl1l (2 adet) 2,00, 2,04 Glu249 3,63 - - -
Phe113 (2 adet) 1,83, 2,11
Glu249 1,71
Glu250 2,01




8TT

Tablo 20. (devam)

26 NSC170258 Thr108 2,33 - - Leu254 - -
Arglill 1,99 Pro491
Phel13 2,02
Thr218 2,31
Glu250 2,15
Thr253 1,67
27 NSC36404 Glul110 1,94 - - Leu233 - Hisl14
Arglll 1,90
Phel13 1,75
Gly115 2,12
Glu250 1,84
Thr253 2,03
28 NSC94498 Arglll 2,00 Glu249 4,14 Leu254 His114 -
Phel13 2,18
Glu249 (2 adet) 1,62, 2,19
Glu250 1,83
- SHPQ099 Thr108 2,49 Glu249 2,66 - Arglll -
Arglill 2,24 His114
Phel13 2,16
Glu249 1,63
Glu250 1,95
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Sekil 45. Molekiiler docking tabanli SBVS ¢alismalar1 sonucunda tasarlanmis olan 28 adet hit
bilesik i¢in SHP-2’nin (SEHR.pdb) allosterik bdlgesinde gozlemlenen protein-ligant
etkilesimlerine ait 3D diyagramlar (Tim ligantlar ¢ubuk modeller olarak turkuaz renkte
gosterilmistir. Hidrojen baglar1 sari, elektrostatik etkilesimler mor, katyon-m ve m-m
etkilesimleri ise sirasiyla yesil ve mor kesikli ¢izgilerle ifade edilmistir.) (devam)
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NSC624646 NSC43000

Sekil 45. Molekiiler docking tabanli SBVS ¢alismalar1 sonucunda tasarlanmis olan 28 adet hit
bilesik i¢in SHP-2’nin (SEHR.pdb) allosterik bdlgesinde gozlemlenen protein-ligant
etkilesimlerine ait 3D diyagramlar (Tim ligantlar ¢ubuk modeller olarak turkuaz renkte
gosterilmistir. Hidrojen baglar1 sari, elektrostatik etkilesimler mor, katyon-m ve n-m
etkilesimleri ise sirasiyla yesil ve mor kesikli ¢izgilerle ifade edilmistir.) (devam)
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Sekil 45. Molekiiler docking tabanli SBVS ¢alismalar1 sonucunda tasarlanmis olan 28 adet hit
bilesik i¢in SHP-2’nin (SEHR.pdb) allosterik bodlgesinde gozlemlenen protein-ligant
etkilesimlerine ait 3D diyagramlar (Tim ligantlar ¢ubuk modeller olarak turkuaz renkte
gosterilmistir. Hidrojen baglar1 sari, elektrostatik etkilesimler mor, katyon-m ve =n-m
etkilesimleri ise sirasiyla yesil ve mor kesikli ¢izgilerle ifade edilmistir.) (devam)

121



NSC403483 NSC685982

/ 7
biy 2099=4,

NSC94498 NSC95945

Sekil 45. Molekiiler docking tabanli SBVS ¢alismalar1 sonucunda tasarlanmis olan 28 adet hit
bilesik i¢cin SHP-2’nin (S5EHR.pdb) allosterik bolgesinde gozlemlenen protein-ligant
etkilesimlerine ait 3D diyagramlar (Tim ligantlar ¢ubuk modeller olarak turkuaz renkte
gosterilmistir. Hidrojen baglar1 sari, elektrostatik etkilesimler mor, katyon-m ve n-n
etkilesimleri ise sirasiyla yesil ve mor kesikli ¢izgilerle ifade edilmistir.)

Bu ¢alismada final hit molekiillerin segilimi igin (i) molekiiler docking ¢alismalarinda
Glide/Prime IFD docking skorunun SHP099’unkinden daha yiiksek olmasi, (ii) molekiiler
docking etkilesim analizlerinde SHP-2 ile kurdugu intermolekiiler etkilesimlerin
SHP099’unkine benzer olmasi ve ayn1 zamanda benzer etkilesimlerin yani sira farkli birtakim
etkilesimlere de sahip olmast, (iii) MC™/MD™ platformunda yapilan in silico analizlerde ilag
benzerlik ozelliklerinin uygun bulunmasi, potansiyel kanser terapdtik aktivitesinin mevcut
olmas1 ve toksik etkisinin/etkilerinin hi¢ bulunmamasi ya da nispeten az bulunmasi, (iv) MD
simiilasyonlar1 sonucunda SHP-2’nin allosterik baglanma bdlgesinde stabil olarak
kalabildiginin tespit edilmesi, (v) MM/PBSA hesaplamalarinin ardindan SHP-2 enzimine
baglanma enerjisinin negatif degerde olmasi, (vi) satin alinabilirlik beklentisini karsilamas1 ve
(vii) dogal iiriin olmasi1 olmak tizere alt1 adet strateji g6z Oniinde bulundurulmustur. Buna goére
NSC523374, NSC374121 ve NSC524592 kodlu ligantlar in vitro kosullarda biyoaktiviteleri

arastirilmak tizere “final hit ligantlar” olarak belirlenmistir.
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Sekil 46a, 47a, 48a ve 49a’da sirasiyla NSC523374, NSC374121, NSC524592 ve
SHP099 i¢in Glide/Prime IFD metoduyla olusturulan 2D protein-ligant etkilesimleri
goriilmektedir. Bununla birlikte NSC523374, NSC374121, NSC524592 ve SHP099 i¢in SHP-
2’nin allosterik bolgesindeki olas1 baglanma modlar sirasiyla Sekil 46b, 47b, 48b ve 49b’den

gbzlemlenebilmektedir.

(@)

(b)
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. Hidrofobik Hidrasyon bilgesi ~ Metal koordinasyonu etkilegimde

) Metal X Hidrasyon bélgesi % Pipiistifleme olan

Sekil 46. SHP-2’nin allosterik bolgesine bagl olan NSC523374’iin yapisi. (a) SHP-2 (PDB
kodu: SEHR) ve NSC523374 kodlu ligant arasindaki 2D etkilesim diyagrami, (b) Glide/Prime
IFD docking yaklagimiyla SHP-2’nin allosterik cebinde NSC523374 i¢cin 6nerilen 3D baglanma
konformasyonu

(a) (b)

Sekil 47. SHP-2’nin allosterik bolgesine bagli olan NSC374121’in yapist. (a) SHP-2 (PDB
kodu: SEHR) ve NSC374121 kodlu ligant arasindaki 2D etkilesim diyagrami, (b) Glide/Prime
IFD docking yaklagimiyla SHP-2"nin allosterik cebinde NSC374121 i¢in 6nerilen 3D baglanma
konformasyonu
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Sekil 48. SHP-2’nin allosterik bolgesine bagli olan NSC524592°nin yapisi. (a) SHP-2 (PDB
kodu: SEHR) ve NSC524592 kodlu ligant arasindaki 2D etkilesim diyagrami, (b) Glide/Prime
IFD docking yaklasimiyla SHP-2’nin allosterik cebinde NSC524592 i¢in 6nerilen 3D baglanma
konformasyonu

_ Polar
@ Belirtitmenis rezida
Su

Hidrasyon blgesi
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(ver degistirmis)

Sekil 49. SHP-2"nin allosterik bolgesine bagli olan SHP099’un yapisi. (a) SHP-2 (PDB kodu:
5EHR) ve SHP099 arasindaki 2D etkilesim diyagrami, (b) Glide/Prime IFD docking
yaklagimiyla SHP-2nin allosterik cebinde SHP099 i¢in 6nerilen 3D baglanma konformasyonu
(halojen bag etkilesimi turuncu kesikli ¢izgiyle gosterilmistir.)

SHP-2’nin allosterik bolgesine Glide/Prime IFD metoduyla kenetlenmis olan tim
ligantlar arasindan NSC523374 (-12,31 kkal/mol)’tin SHP-2 proteininin Argl11 (2,11, 2,14,
2,18 A), Phe113 (2,05 A) ve Glu250 (2,20 A) kalintilartyla hidrojen bag etkilesimleri ve Glu249
(4,02 A) ile tuz kopriisii etkilesimi (Tablo 20 ve Sekil 45, 46a); NSC3741121 (-12,30
kkal/mol)’in SHP-2’nin Argl11 (2,19 A), Phel13 (2,04 A), Glu249 (1,78 A) ve Glu250 (1,87
A) kalintilartyla hidrojen bag etkilesimleri, Glu249 (2,78 A) ile tuz kopriisii etkilesimi ve

Argl111 ile katyon-x etkilesimi (Tablo 20 ve Sekil 45, 47a); NSC524592 (-11,71 kkal/mol)’nin
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ise Argl11 (1,82, 2,02 A), Phell3 (2,46 A) ve Glu250 (1,73 A) kalintilartyla hidrojen bag
etkilesimleri, Glu249 (4,94 A) ile tuz kopriisii etkilesimi ve Argl11 ile katyon-n etkilesimi
(Tablo 20 ve Sekil 45, 48a) kurdugu belirlenmistir. Elde edilen bu sonuglar NSC523374,
NSC374121 ve NSC524592’nin SHP099 ile sirasiyla dort, alti ve bes adet ortak etkilesime

sahip oldugunu gostermektedir.

Ote yandan SHP-2"nin allosterik bolgesinde, SHP099’dan farkl1 olarak, NSC523374’iin
Thr218 (2,09 A), Thr219 (2,41 A) ve Lys492 (2,19 A) kalintilaryla hidrojen bag etkilesimleri,
Lys492 (4,46 A) ile tuz kdpriisii etkilesimi, Leu254 ile hidrofobik etkilesimler ve His114 ile n-
istifleme etkilesimleri (Tablo 20 ve Sekil 45, 46a); NSC374121’{in Glul10 (2,20 A), Thr218
(2,04 A) ve Thr253 (1,91 A) hidrojen bag etkilesimleri ve Glu250 (5,00 A) ile tuz kdpriisii
etkilesimi (Tablo 20 ve Sekil 45, 47a); NSC524592 nin Thr218 (1,65 A) ile hidrojen bag
etkilesimi, Argl11 (2,90 A) ile tuz kopriisii ve katyon- etkilesimleri (Tablo 20 ve Sekil 45,
48a) meydana getirdigi saptanmistir. Boylece NSC523374, NSC374121 ve NSC524592’nin
SHP-2’ye baglanmasinda SHP099’a kiyasla sirasiyla alti, dort ve ii¢ farkli etkilesim

gozlemlenmistir.

MC™/MD™ uygulamalari

Glide ile molekiiler kenetlenme g¢aligmalari sonucunda SHP-2 proteinine baglanma
potansiyeli yiiksek bulunan 28 adet hit bilesikle ligant temelli ilag tasarim c¢aligmalari
gerceklestirilmistir. Analizlerde MC™/MD™ isimli internet sunucusundan faydalanilmis ve
bilesiklerin olasi kanser terapotik aktivite degerlerinin yani sira toksisite profilleri tahmin
edilerek ve ilag olma oOzellikleri hesaplanarak calisilan bilesik kiimesinin daraltilmasi

amaclanmastir.

Ik olarak ikili QSAR modelleri sayesinde kanser terapotik aktivitesinin taranmasina
olanak saglayan bir yaklagim kullanilarak 28 hit ligant i¢in potansiyel kanser terapdtik aktivite
degerleri tahmin edilmistir. Bunun sonucunda NSC77009, NSC741644, NSC203814,
NSC43000, NSC115492 ve NSC284693 kodlu hit ligantlarin tahmini hesaplanan kanser
terapotik aktivite degerinin 0,5’in altinda oldugu belirlenmistir (veriler gosterilmemistir). Bir
sonraki agsamada, geriye kalan 22 adet hit ligant olas1 toksik etkilerinin tanimlanmasi1 amaciyla
toksisite tarama ¢aligsmalarina yonlendirilmis ve elde edilen sonuglar Tablo 21°de sunulmustur.
Buna gore 6 adet hit molekiilin (NSC152075, NSC94498, NSC523374, NSC374121,
NSC524592 ve NSC685284) toksik etkilerinin digerlerine nazaran daha az olabilecegi tespit
edilmistir (Tablo 21). Ayrica MC™/MD™ analizlerinde bu 6 hit molekiil ve SHP099’a ait
hesaplanan ilag olma ozellikleri Tablo 22’deki gibidir.
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MD simiilasyonlar:

MD simiilasyon ¢aligmalarinda protein-ligant komplekslerinin zamana baglh
degisikliklerinin arastirilmasi amaglanmaktadir. Bu amagla SHP-2’ye kars1 giiglii bir baglanma
afinitesine sahip olan ve kanser igin potansiyel terapotik aday 6zelligi gésteren NSC152075,
NSC94498, NSC523374, NSC374121, NSC524592 ve NSC685284 kodlu hit ligantlar 50 ns
uzunlugundaki MD simiilasyonlarina tabii tutulmustur. GROMACS paket programiyla
gergeklestirilen simiilasyon ¢alismalarinda, ligant bagli (holo) ve ligant igermeyen (apo) SHP-

2 proteinindeki yapisal farkliliklar ve dinamik hareketler incelenmistir.

Bu 6 hit liganta ait en iyi IFD pozlar1t MD simiilasyonlari i¢in baglangi¢ noktasi olarak
kullanilmistir. Proteinin (ve varsa ligantlarin) hareketlerinin zamana gore nicel olarak analizi
icin simiilasyon trajektorileri elde edildikten sonra bu elemanlar sistemden izole edilmistir.
Trajektori iizerinde yapilan ilk analiz protein omurgasinin alfa karbon (Co) atomlarinin
baslangi¢ koordinatlarina gére RMSD hesaplamalaridir. RMSD, iki statik yapi arasindaki
uzamsal fark olarak tanimlanmakta ve Esitlik 17°de ifade edilen matemaktiksel formiille

hesaplanmaktadir.

RMSD = \/%Zlivzl(rix —3 riY)Z (ESIthk 17)

Esitlik 17°de N atom sayisini, i meveut atomu, r* hedef yapiy: ve Y ise referans yapiy1
belirtmektedir. RMSD hesaplamalar1 her bir simiilasyonun 6nceden tanimlanmis baslangi¢
noktasiyla sonraki tiim goriintiileri arasinda gerceklestirilmistir. Toplam sapmay1 en aza
indirmek i¢in hesaplamalardan dnce hedef ve referans yapilar hizalanmistir (Knapp et al. 2011).
Elde edilen RMSD grafikleri SHP-2 enziminin hem apo hem de holo formlarindaki hareketini
daha net bir sekilde anlamak amaciyla Sekil 50°de bulunan tek bir grafik tizerinde gosterilmistir.
Bu grafikteki degerler nm cinsinden hesaplanmistir ve atom tiplerine bagli olarak proteindeki

Coa atomlariin goreli hareketini ifade etmektedir.
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Tablo 21. 22 Adet Hit Ligant ve SHP099 i¢in MC™/MD™ Platformunda Uretilen Tahmini Kanser Terapotik Aktivite ve Toksisite Degerleri Tablosu
(Yesil Renkli Olanlar: Nontoksik/Kanser Terapotik Aktivite Potansiyeli Var, Kirmizi Renkli Olanlar: Toksik/Kanser Terapotik Aktivite Potansiyeli Yok)

Ligantin Veritaban1 Kodu NSC152075 NSC331781 NSC685982 NSC43890 NSC523374 NSC374121 NSC116284 NSC524592
Tahmini Kanser Terap6tik Aktivite Degeri (TP) 0,80 (72,64) 0,83 (46,00) 0,77 (70,67) 0,77 (56,80) 0,85 (50,00) 0,60 (59,83) 0,77 (60,13) 0,71 (62,44)
Toksik Etki Tiirii

Akciger Toksisitesi (TP) 0,12 (54,12) 0,38 (40,40) 0,41 (44,76) 0,07 (44,94) 0,11 (60,80) 0,06 (72,96) 0,24 (55,48) 0,05 (62,44)
AMES Toksisitesi (TP) 0,28 (56,25) 0,67 (36,78) 0,37 (77,61) 0,19 (42,92) 0,29 (41,14) 0,33 (46,67) 0,56 (49,54) 0,21 (46,23)
Anemi (TP) 0,47 (66,33) 0,51(37,29) 0,51(58,89) 0,54 (74,53) 0,38(52,38) 0,24 (50,67) 0,19 (50,00) 0,33 (46,05)
Bobreklerde Kilo Kazanci (TP) 0,37 (59,14) 0,78 (36,28) 0,29 (56,79) 0,13(83,33) 0,36 (43,56) 0,18 (47,06) 0,59 (51,25) 0,13 (70,98)
Bobrek Nekrozu (TP) 0,41 (56,20) 0,90 (31,01) 0,06 (41,82) 0,22 (42,35) 0,56 (43,21) 0,19 (46,34) 0,41 (55,48) 0,13 (55,42)
Deri Hassasiyeti, EC3 (TP) 26,30 (46,15) 5,39 (32,43) 24,10 (31,65) 17,31 (25,33) 9,07 (25,24) 15,22 (35,78) 9,83 (27,98) 31,89 (54,40)
Disi Farelerde Karsinojenite (TP) 0,21 (81,25) 0,42 (35,23) 0,20(60,82) 0,02 (55,85) 0,36 (60,80) 0,27 (72,96) 0,33 (55,30) 0,15 (76,77)
Disi Siganlarda Karsinojenite (TP) 0,18 (81,25) 0,57 (35,23) 0,34 (60,82) 0,04 (44,97) 0,36 (60,80) 0,07 (72,96) 0,18 (57,93) 0,06 (76,77)
Erkek Farelerde Karsinojenite (TP) 0,30 (81,25) 0,50 (34,38) 0,24 (60,82) 0,03 (55,85) 0,44 (60,80) 0,26 (72,96) 0,22 (54,31) 0,23 (76,77)
Erkek Si¢anlarda Karsinojenite (TP) 0,38 (72,64) 0,51(35,23) 0,39 (58,56) 0,03 (44,97) 0,46 (60,80) 0,12(72,96) 0,23 (57,93) 0,04 (76,77)
Epididim Toksisitesi (TP) 0,29 (53,73) 0,60 (35,23) 0,17 (60,82) 0,45 (55,81) 0,24 (51,57) 0,21(57,58) 0,24 (50,93) 0,14 (62,80)
Genotoksisite (TP) 0,52 (64,04) 0,56 (34,38) 0,46 (63,38) 0,14 (43,93) 0,56 (60,80) 0,36 (72,96) 0,40 (55,30) 0,30 (76,77)
Hepatotoksisite (TP) 0,32 (84,62) 0,36 (48,00) 0,14 (70,67) 0,31(83,33) 0,35(64,29) 0,20 (76,68) 0,31 (55,48) 0,15 (70,98)
Karacigerde Kilo Kazanci (TP) 0,56 (46,55) 1,00 (40,70) 0,57 (50,45) 0,15(81,28) 0,56 (48,44) 0,39 (57,71) 0,37 (48,33) 0,45 (55,27)
Karaciger Kolestazi (TP) 0,25 (66,33) 0,65 (28,75) 0,53(50,00) 0,25(78,20) 0,19 (50,30) 0,22 (54,29) 0,53 (48,33) 0,16 (55,42)
Karaciger Nekrozu (TP) 0,53 (47,55) 0,98 (31,01) 0,71(52,38) 0,28(42,92) 0,60 (36,49) 0,48 (47,90) 0,82 (55,92) 0,66 (54,10)
Karacigerde Lipid Birikimi (TP) 0,30 (40,00) 0,64 (40,70) 0,61 (56,79) 0,51(83,33) 0,31(56,95) 0,35(61,64) 0,48 (55,48) 0,38 (70,98)
Kardiyotoksisite (TP) 0,18 (56,20) 0,89 (28,57) 0,71 (41,35) 0,13(40,42) 0,14 (40,43) 0,15(36,07) 0,92 (55,48) 0,13 (47,45)
Karsinojenite (TP) 0,46 (81,25) 0,65(35,23) 0,24 (77,61) 0,05 (55,85) 0,58 (60,80) 0,23 (72,96) 0,26 (57,93) 0,12 (81,36)
MRTD (TP) 0,99 (78,35) 1,04 (35,71) 0,18(56,79) 0,26 (83,33) 1,22 (65,67) 0,20(53,50) 1,07 (55,48) 0,14 (54,40)
Nazal Patoloji (TP) 0,19 (65,18) 0,37 (26,89) 0,63(60,82) 0,52 (44,31) 0,06 (64,13) 0,08 (55,07) 0,64 (35,37) 0,05 (48,86)
Nefron Hasar1 (TP) 0,34 (56,20) 0,93 (34,65) 0,18 (44,76) 0,18(81,28) 0,28 (55,42) 0,28 (61,99) 0,40 (55,19) 0,26 (55,66)
Nefrotoksisite (TP) 0,48 (69,70) 0,79 (36,28) 0,06 (56,12) 0,42(83,33) 0,43(55,42) 0,18(61,99) 0,36 (60,66) 0,27 (59,66)
Norotoksisite (TP) 0,46 (44,74) 0,46 (26,27) 0,34 (44,35) 0,03 (42,59) 0,57 (56,95) 0,26 (59,74) 0,28 (51,47) 0,16 (68,78)
Sitotoksisite Modeli, -logGlso (TP) 4,33 (65,43) 4,48 (48,68) 5,00 (57,14) 6,52 (75,36) 4,39 (61,15) 4,78 (54,46) 5,75 (75,16) 4,72 (62,78)
Testis Toksisitesi (TP) 0,32 (65,18) 0,43 (35,23) 0,23(60,82) 0,22 (55,81) 0,35(64,13) 0,18 (57,58) 0,23 (50,93) 0,19 (62,80)
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Tablo 21. (devami)

Ligantin Veritaban1 Kodu NSC1962 NSC51254 NSC685284 NSC121358 NSC624646 NSC121361 NSC56088 NSC108116
Tahmini Kanser Terap6tik Aktivite Degeri (TP) 0,89 (28,34) 0,72 (26,40) 0,58 (32,26) 0,72 (25,89) 0,82 (45,05) 0,72(25,89) 0,89 (28,34) 0,82 (47,78)
Toksik Etki Tiirti

Akciger Toksisitesi (TP) 0,24 (45,95) 0,32 (26,02) 0,17 (39,08) 0,33(26,23) 0,23(39,37) 0,33 (26,23) 0,24 (45,95) 0,37 (31,85)
AMES Toksisitesi (TP) 0,45 (40,58) 0,61 (26,02) 0,40 (25,80) 0,62 (26,23) 0,81(35,32) 0,62(26,23) 0,45(40,58) 0,85 (66,94)
Anemi (TP) 0,50 (30,06) 0,40 (25,43) 0,27 (26,01) 0,38 (24,86) 0,11 (49,00) 0,38 (24,86) 0,50 (30,06) 0,59 (40,32)
Bobreklerde Kilo Kazanci (TP) 0,69 (33,12) 0,35(23,84) 0,29 (27,81) 0,33(23,26) 0,64 (42,49) 0,33(23,26) 0,69 (33,12) 0,73 (46,06)
Bobrek Nekrozu (TP) 0,93 (33,12) 0,60 (26,02) 0,26 (26,80) 0,56 (26,23) 0,83 (42,49) 0,56 (26,23) 0,93 (33,12) 0,91 (42,86)
Deri Hassasiyeti, EC3 (TP) 5,92 (20,11) 26,75 (22,22) 27,52(24,30) 26,75 (22,37) 8,48 (41,82) 26,75(22,37) 5,92 (20,11) 6,20 (66,94)
Disi Farelerde Karsinojenite (TP) 0,53 (31,16) 0,49 (25,00) 0,28(28,21) 0,48 (25,24) 0,44 (39,25) 0,48 (25,24) 0,53(31,16) 0,68 (51,19)
Disi Siganlarda Karsinojenite (TP) 0,54 (30,77) 0,41 (23,87) 0,34 (28,21) 0,41(24,03) 0,36(39,54) 0,41 (24,03) 0,54 (30,77) 0,79 (42,86)
Erkek Farelerde Karsinojenite (TP) 0,74 (31,16) 0,57 (25,00) 0,28 (28,21) 0,60 (25,24) 0,56 (38,34) 0,60 (25,24) 0,74 (31,16) 0,65 (59,12)
Erkek Siganlarda Karsinojenite (TP) 0,67 (30,77) 0,46 (23,87) 0,20 (28,21) 0,50 (24,03) 0,40 (39,54) 0,50 (24,03) 0,67 (30,77) 0,63 (37,41)
Epididim Toksisitesi (TP) 0,48 (33,12) 0,49 (29,32) 0,21(39,08) 0,51(29,43) 0,31(35,02) 0,51(29,43) 0,48 (33,12) 0,56 (40,32)
Genotoksisite (TP) 0,85(39,68) 0,50 (22,94) 0,44 (28,21) 0,47 (22,70) 0,61 (39,25) 0,47 (22,70) 0,85(39,68) 0,69 (39,01)
Hepatotoksisite (TP) 0,49 (33,12) 0,35(26,02) 0,32(32,34) 0,34 (26,23) 0,50(39,88) 0,34(26,23) 0,49(33,12) 0,51 (45,16)
Karacigerde Kilo Kazanci (TP) 0,83(33,12) 0,51(25,00) 0,34 (27,81) 0,51(24,31) 0,92(39,08) 0,51(24,31) 0,83(33,12) 0,96 (39,86)
Karaciger Kolestazi (TP) 0,54 (33,12) 0,64 (23,87) 0,52 (27,72) 0,64 (24,03) 0,62 (39,08) 0,64 (24,03) 0,54 (33,12) 0,66 (33,57)
Karaciger Nekrozu (TP) 0,81(33,12) 0,42 (31,72) 0,44 (31,63) 0,42(31,89) 0,88(42,55) 0,42(31,89) 0,81(33,12) 0,83(37,02)
Karacigerde Lipid Birikimi (TP) 0,42 (27,39) 0,44 (22,95) 0,33(32,34) 0,46 (22,40) 0,32(39,25) 0,46 (22,40) 0,42 (27,39) 0,45 (31,21)
Kardiyotoksisite (TP) 0,81(33,12) 0,88(23,49) 0,31(31,63) 0,88(23,65) 0,85(42,49) 0,88(23,65) 0,81(33,12) 0,81(31,87)
Karsinojenite (TP) 0,85(32,46) 0,66 (25,86) 0,24 (28,21) 0,64 (26,01) 0,65(39,54) 0,64 (26,01) 0,85 (32,46) 0,89 (59,12)
MRTD (TP) 0,92 (37,22) 0,68(29,63) 0,55(28,10) 0,68(29,01) 1,19 (42,49) 0,68(29,01) 0,92 (37,22) 1,16 (39,36)
Nazal Patoloji (TP) 0,21 (35,92) 0,20 (23,49) 0,09 (25,78) 0,18 (23,65) 0,44 (26,89) 0,18 (23,65) 0,21 (35,92) 0,24 (37,59)
Nefron Hasar1 (TP) 0,77 (33,12) 0,63 (26,02) 0,30(32,20) 0,60 (26,23) 0,69 (39,08) 0,60 (26,23) 0,77 (33,12) 0,78 (58,94)
Nefrotoksisite (TP) 0,57 (44,44) 0,45 (26,02) 0,17 (32,20) 0,45(26,23) 0,59 (39,08) 0,45(26,23) 0,57 (44,44) 0,61 (58,94)
Norotoksisite (TP) 0,61 (26,44) 0,52 (22,54) 0,30 (26,67) 0,54 (22,67) 0,35(42,49) 0,54 (22,67) 0,61 (26,44) 0,70 (37,59)
Sitotoksisite Modeli, -logGlso (TP) 4,85 (63,24) 4,80 (26,21) 4,66 (31,30) 4,80(26,13) 4,99 (50,52) 4,80 (26,13) 4,85(63,24) 4,79 (37,64)
Testis Toksisitesi (TP) 0,42 (3592) 0,45(29,32) 0,32(39,08) 0,39(29,43) 0,45(35,02) 0,39(29,43) 0,42(35,92) 0,55 (40,32)
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Tablo 21. (devami)

Ligantin Veritaban1 Kodu NSC201462 NSC95945 NSC403483 NSC170258 NSC36404 NSC94498 SHP099
Tahmini Kanser Terap6tik Aktivite Degeri (TP) 0,86 (27,94) 0,88 (68,09) 0,56 (29,80) 0,59 (35,51) 0,57 (75,36) 0,59 (39,42) 0,46 (54,25)
Toksik Etki Tiird

Akciger Toksisitesi (TP) 0,18 (45,27) 0,23 (70,04) 0,27 (26,32) 0,12 (32,37) 0,53 (44,95) 0,15 (33,70) 0,10 (41,86)
AMES Toksisitesi (TP) 0,53 (40,88) 0,72 (45,73) 0,61 (29,45) 0,49 (30,35) 0,74 (48,91) 0,32 (36,11) 0,41 (38,54)
Anemi (TP) 0,49 (30,32) 0,05 (58,86) 0,11 (27,12) 0,48 (30,35) 0,31 (51,97) 0,28 (33,99) 0,33 (45,16)
Bobreklerde Kilo Kazanci (TP) 0,58 (32,48) 0,69 (58,84) 0,33 (23,66) 0,28 (31,25) 0,57 (40,79) 0,09 (37,35) 0,02 (36,02)
Bobrek Nekrozu (TP) 0,85 (32,48) 0,69 (63,38) 0,56 (25,38) 0,20 (29,08) 0,80 (54,71) 0,16 (36,24) 0,04 (42,27)
Deri Hassasiyeti, EC3 (TP) 7,74 (19,58) 7,35(26,77) 28,72(21,88) 32,83(22,73) 12,16 (50,39) 29,01 (35,34) 15,91 (29,67)
Disi Farelerde Karsinojenite (TP) 0,50 (31,39) 0,14 (70,04) 0,46 (23,66) 0,44 (32,37) 0,57 (66,89) 0,18 (38,21) 0,20 (52,51)
Disi Siganlarda Karsinojenite (TP) 0,61 (30,97) 0,29 (70,04) 0,41 (23,85) 0,39 (32,37) 0,47 (66,89) 0,05 (38,21) 0,12 (52,51)
Erkek Farelerde Karsinojenite (TP) 0,70 (31,39) 0,75 (65,91) 0,56 (25,31) 0,51 (32,37) 0,65 (66,89) 0,18 (37,62) 0,28 (36,06)
Erkek Siganlarda Karsinojenite (TP) 0,42 (30,97) 0,48 (52,84) 0,48 (23,85) 0,35 (32,37) 0,65 (66,89) 0,03 (38,21) 0,30 (52,51)
Epididim Toksisitesi (TP) 0,54 (32,48) 0,33 (45,42) 0,50 (28,47) 0,34 (33,65) 0,73 (60,14) 0,15 (39,69) 0,11 (41,86)
Genotoksisite (TP) 0,47 (40,00) 0,40 (70,04) 0,46 (23,30) 0,41 (32,37) 0,46 (58,94) 0,28 (38,21) 0,52 (52,51)
Hepatotoksisite (TP) 0,46 (32,48) 0,44 (70,59) 0,33 (26,39) 0,30 (34,03) 0,65 (66,89) 0,16 (39,42) 0,17 (42,27)
Karacigerde Kilo Kazanci (TP) 0,84 (32,48) 0,58 (40,53) 0,41 (26,32) 0,02 (31,46) 0,96 (58,38) 0,46 (33,72) 0,27 (33,96)
Karaciger Kolestazi (TP) 0,46 (32,48) 0,51 (40,53) 0,67 (23,46) 0,24 (28,95) 0,65 (66,89) 0,41 (32,24) 0,42 (36,10)
Karaciger Nekrozu (TP) 0,79 (32,48) 0,72 (70,04) 0,40 (30,41) 0,12 (33,66) 0,98 (53,12) 0,63 (33,99) 0,23 (37,39)
Karacigerde Lipid Birikimi (TP) 0,38 (27,50) 0,34 (70,04) 0,38 (25,81) 0,23 (34,03) 0,57 (67,14) 0,29 (34,71) 0,39 (31,94)
Kardiyotoksisite (TP) 0,74 (32,48) 0,96 (57,79) 0,71 (26,32) 0,12 (28,44) 0,94 (53,12) 0,47 (33,61) 0,55 (35,48)
Karsinojenite (TP) 0,68 (32,60) 0,47 (70,04) 0,56 (26,32) 0,38 (32,37) 0,66 (66,89) 0,09 (38,21) 0,19 (42,27)
MRTD (TP) 0,81 (37,39) 0,47 (70,04) 0,65 (27,49) 0,61 (34,67) 0,41 (66,89) 0,06 (39,17) 0,10 (54,00)
Nazal Patoloji (TP) 0,22 (36,10) 0,46 (29,82) 0,25 (26,32) 0,21 (33,65) 0,34 (46,21) 0,31 (39,69) 0,08 (43,19)
Nefron Hasar1 (TP) 0,76 (32,48) 0,67 (68,09) 0,64 (27,03) 0,13 (34,03) 0,85 (61,69) 0,35 (34,83) 0,10 (51,96)
Nefrotoksisite (TP) 0,57 (44,71) 0,58 (68,09) 0,46 (27,03) 0,31 (31,74) 0,52 (61,69) 0,20 (37,50) 0,11 (51,96)
Norotoksisite (TP) 0,69 (26,57) 0,50 (58,84) 0,56 (23,53) 0,26 (29,62) 0,33 (61,69) 0,09 (37,50) 0,32 (33,45)
Sitotoksisite Modeli, -logGlso (TP) 4,74 (63,70) 4,61 (65,22) 5,33 (29,57) 4,99 (29,56) 5,91 (56,28) 5,15 (38,74) 5,12 (40,00)
Testis Toksisitesi (TP) 0,38 (36,10) 0,50 (45,42) 0,39 (28,47) 0,37 (33,65) 0,38 (75,36) 0,24 (39,69) 0,08 (43,19)

0-1 arasinda degerlere sahip olan ve egitim setinde yer alan tiim molekiiller i¢in hesaplanan maksimum Tanimoto katsayisini ifade eden bu degerler tabloda parantez iginde verilmistir.



Tablo 22. MC™/MD™ Analizleri Sonucunda Belirlenen 6 Adet Hit Ligant ve SHP099 un Ilag
Olma Ozelliklerinin Incelenmesi

Ligantin Molekiil Molekiil Lipinski’nin Donebilen HBA HBD
Veritabani Formiilii Agirhig Bes Kurali'na  Bag Sayisi Sayis1 Sayis1
Kodu (g/mol) Uygunluk
NSC152075 C15H34N6O4 362,47 Uygun 16 7 3
NSC94498 C24H3aN4O; 410,56 Uygun 10 2 4
NSC523374 C12H16N6Os 292,29 Uygun 8 4 6
NSC374121 C15H18N4O4 318,33 Uygun 8 6 6
NSC524592 C22H22N403 390,44 Uygun 8 4 8
NSC685284  CisH17CIN4Os 368,77 Uygun 7 6 6
SHP099 C16H20CI2Ns 353,27 Uygun 2 1 5
& T T T T T a
0.6 — —
0.5 — SHP2 apo formu
—_ — SHP2 + SHP099
g 0.4 SHP2 + NSC94498
E — SHP2 + NSC685284
2] 03 SHP2 + NSC524592
2 0- SHP2 + NSC523374
SHP2 + NSC374121
0.2 —— SHP2 + NSC152075
0.1
Ot ! | ! I ! I ! | ! 3
0 10 20 30 40 50
Zaman (ns)

Sekil 50. Apo ve holo formlarda SHP-2 proteininin A zincirindeki Co atomlarina ait RMSD
degerleri

Ligant molekiillerinin proteine ve proteinin baglanma cebine gore ne Ol¢iide stabil
kalabildigini 6lgmek igin ligant RMSD degerleri iki farkli yaklasimla hesaplanmistir. Lig-fit-
prot yaklasiminda oncelikle referans yapilar SHP-2’nin A zincirinin omurga atomlar iizerine
hizalanmis ve ardindan her bir liganta ait agir atomlarin RMSD degerleri belirlenmistir. Ikinci
yaklagim olan “lig-fit-lig” yaklasiminda ise referans yapilar ilgili ligantlarin baslangi¢
konformasyonuna hizalandiktan sonra her bir ligantin agir atomlarinin RMSD’leri 6l¢tilmiistiir
(Saym 2019). Bu degerlerin zamana kars1 grafige gecirilmesiyle sirasiyla Sekil 51 ve 52°de

verilen “lig-fit-prot” ve “lig-fit-lig” grafikleri olusturulmustur.
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Sekil 51. 50 ns’lik simiilasyonlar siiresince SHP099 ve hit ligantlar i¢in ¢izilen “lig-fit-prot”

grafiklerinin tek bir grafik penceresinde gosterilmesi

Lo T I T T I T

0.4

Zaman (ns)

0.3 — SHP099
) —— NSC94498
E I NSC685284
a — NSC524592
S 02} NSC523374
= /i NSC374121
B NSC152075
0.1 Fi/ |
0 . | . | , | . | !
0 10 20 30 40 50

Sekil 52. 50 ns’lik simiilasyonlar siiresince SHP099 ve hit ligantlar i¢in ¢izilen “lig-fit-lig”
grafiklerinin tek bir grafik penceresinde gosterilmesi

Tablo 23’te SHP-2 proteininin A zincirinde bulunan Co atomlarinin, ayrica ligantin
allosterik baglanma bolgesindeki translasyonel (lig-fit-prot) ve rotasyonel (lig-fit-lig)
hareketlerini temsil eden ligant RMSD degerlerinin ortalamasi ve standart sapmasi ifade

edilmistir (Himmetoglu 2020).
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Tablo 23. 50 ns Simiilasyon Siiresi Boyunca Apo ve Holo Formlardaki SHP-2’nin A
Zincirindeki Ca Atomlariin ve Ayrica Holo Formlarda Ligantlarin Ortalama RMSD Degerleri
(nm Cinsinden)

Sistem Bileseni Protein RMSD Degeri Ligant RMSD Degeri
(Ortalama =+ s.d.) (Ortalama + s.d.)
Lig-fit-prot Lig-fit-lig
Apo SHP-2 Proteini 0,24 + 0,09 - -
NSC94498 0,18 £ 0,05 1,00 £ 0,56 0,14 +£0,05
NSC685284 0,15+0,03 0,21 £ 0,06 0,12 +£0,03
NSC524592 0,16 £ 0,05 0,15+0,04 0,10 £ 0,03
NSC523374 0,13 +£0,04 0,16 +0,04 0,11 +0,04
NSC374121 0,16 £ 0,04 0,22 +0,10 0,12 +0,05
NSC152075 0,14 +0,03 0,32+0,14 0,11 +0,06
SHP099 0,21 £ 0,06 0,13 £0,05 0,02 +0,01

MD simiilasyonlar1 sonrasinda protein ve ligantlara ait RMSD degerlerinin
hesaplanmasi ¢alismalarinda, 50 ns’lik simiilasyon siiresince, NSC94498 kodlu ligant
haricindeki diger 5 hit molekiiliin SHP-2’nin allosterik baglanma bolgesinde stabil bir konumda

oldugu belirlenmistir (Sekil 51 ve Tablo 23).

SHP-2 proteininin A zincirinin yapisal esnekligini belirlemek iizere yapilan kok
ortalama kare dalgalanma (root-mean-square fluctuation; RMSF) hesaplamalarina yalnizca Cao,

atomlar1 dahil edilmis olup tiim hesaplamalarda Esitlik 18 kullanilmistir.

RMSF; = \/%zgj:lm(tj) —rref |2 (Esitlik 18)

Esitlik 18°de t, ortalama alma isleminin yapildig1 siireyi ve ;"¢ ise i atomunun referans
konumunu ifade etmektedir (Kumar et al. 2020). Béylece SHP-2’nin apo ve holo formlarinda
A zincirindeki Ca atomlari i¢in rezidii bagina RMSF degerleri Tablo 24°te verildigi gibi ayri
ayr1 hesaplanmis ve bu degerler kullanilarak hem SHP-2 proteini hem de C-SH2 domaini igin

iki ayr1 RMSF analizi ger¢eklestirilmistir (Sekil 53).

Literatiirde daha oOnce belirtildigi gibi N-SH2 domainine ait D’E (Tyr66-Glu76)
dongiisti, SHP-2 proteini otoinhibe olmus kapali bir konformasyonda iken B’C (Glu258-
Lys266), pTyr (Asn277-Pro284), WPD (Arg421-aspartik asit-431 (Asp43l)), P (His458-
Arg465) ve Q (valin-497 (Val497)-metiyonin-504 (Met504)) dongiileriyle etkilesime girerek
PTF domaininin aktif bolgesine derinlemesine niifuz etmektedir (Zhou et al. 2021). Bu sebeple
MD simiilasyonlar1 siiresince bu bdlgelerin dalgalanmalar1 da arastirilmis ve sonuclar ortalama

RMSF degerleri olarak Tablo 25°te 6zetlenmistir.
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Tablo 24. 50 ns Simiilasyon Siiresi Boyunca SHP-2’nin A Zincirine ve A Zincirindeki C-SH2
Domaininde Bulunan Amino Asit Kalintilarina Ait Ca Atomlar: igin Hesaplanan Ortalama
RMSF Degerleri (nm Cinsinden)

Sistem Bileseni Protein RMSF Degeri C-SH2 Domaini RMSF Degeri
(Ortalama + s.d.) (Ortalama + s.d.)
Apo SHP-2 Proteini 0,23 +£0,13 0,37 +0,18
NSC685284 0,12+ 0,09 0,18+0,11
NSC524592 0,14+0,11 0,24 +0,10
NSC523374 0,14+0,10 0,23 +0,16
NSC374121 0,12+ 0,09 0,23+0,11
NSC152075 0,14 +0,09 0,23 +0,12
SHP099 0,15+0,09 0,22+0,12
I=IIIIIIIII]III||IIIIIlllI[lIIIIIlIIIIIIIlII]I'1
I —— SHP2 apo formu l
1= — SHP2+SHP099 |~
E SHP2 + NSC685284 |
— SHP2 + NSC524592
0.8 SHP2 + NSC523374 | 7]
) L SHP2 + NSC374121| |
& SHP2 + NSC152075
[+
7]
=
42

0 40 80

120 160 200 240 280 320

Rezidii pozisyonu

360 400 440 480 520

Sekil 53. 50 ns’lik MD simiilasyonlart stiresince apo formdaki, ayrica farkli hit molekiilleri ve
SHP099 ile kompleks halindeki SHP-2 proteininin kristal yapisinin Ca-RMSF analizi

MD simiilasyon ¢alismalari esnasinda protein ve ligant molekiillerinin konformasyonel
degisiklikleri de izlenmistir (Kantarcioglu 2017). SHP-2 proteiniyle kompleks olusturan
SHP099, NSC685284, NSC524592, NSC523374, NSC374121 ve NSC152075 molekiillerinin
50 ns’lik simiilasyonlar siiresince allosterik ligant baglanma bolgesindeki hareketleri kargilik
gelen renklerde (=0 ns igin kirmiz1 ve t=50 ns i¢in mavi) sirastyla Sekil 54, 55, 56, 57, 58 ve
59’da verilmistir. Ayrica bu sekillerin her birinde, simiilasyon trajektorilerinde ligant bagh
SHP-2 kompleksleri igin ilk (0 ns) ve son (50 ns) goriintiilerde mevcut olan protein sekonder
yapilarinin konformasyonel degisimleriyle ilgili olarak meydana gelen ligant geometrileri

gosterilmistir.
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Tablo 25. Apo ve Holo Formlarda Farkli SHP-2 Sistemlerine Ait Alt1 Bolgenin Co. Atomlari i¢in Hesaplanan Ortalama RMSF Degerleri (nm Cinsinden)

veT

Sistem Bolgesi ~ Apo SHP-2 SHP2- SHP2- SHP2- SHP2- SHP2- SHP2- SHP099?
Formu® NSC6852842 NSC5245922 NSC5233742 NSC374121* NSC152075?
D’E Dongiisii 0,09 + 0,02 0,08 £0,02 0,07 0,03 0,08 0,04 0,08 0,03 0,06 £0,01 0,08 £0,02
B’C Dongiisii 0,16 = 0,03 0,09 £ 0,01 0,09 +0,01 0,12 +0,01 0,09 +0,01 0,14 +0,02 0,09 £0,01
pTyr Donglisii 0,12+ 0,01 0,07 +0,01 0,08 £ 0,01 0,07+ 0,01 0,07 +0,01 0,09 +0,01 0,07 £0,01
WPD Déngtisi =~ 0,21 £0,03 0,11 +0,03 0,11 £0,02 0,09 +0,02 0,12 +0,03 0,10 £0,02 0,09 £0,02
P Dongiisti 0,08 = 0,02 0,07 £0,01 0,06 £0,01 0,06 +0,02 0,06 0,01 0,07 £0,02 0,06 £0,01
Q Dongiisti 0,11+0,03 0,06 £ 0,01 0,07 +0,01 0,09 +0,01 0,06 0,01 0,08 £0,01 0,07 £0,01

#Veriler ortalama RMSF + s.d. olarak ifade edilmistir.



Sekil 54. 50 ns’lik simiilasyon siiresince SHP099 i¢in elde edilen MD simiilasyon sonuglari.
(@) SHP-2’nin allosterik bolgesine baglanan SHP099’un konformasyonel degisimleri, (b)
Simiilasyondan sonra SHP2-SHP099 kompleksinin ilk (0 ns) ve son (50 ns) goriintiilerinin
yapisal olarak hizalanmasi1 ve allosterik bdlgedeki anlik SHP099 konformasyonlarinin
incelenmesi

(@)

Sekil 55. 50 ns’lik simiilasyon siiresince NSC685284 kodlu ligant i¢in elde edilen MD
simiilasyon sonuglart. (a) SHP-2’nin allosterik bolgesine baglanan NSC685284’iin
konformasyonel degisimleri, (b) Simiilasyondan sonra SHP2-NSC685284 kompleksinin ilk (0
ns) ve son (50 ns) goriintiilerinin yapisal olarak hizalanmasi ve allosterik bdlgedeki anlik
NSC685284 konformasyonlarinin incelenmesi
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Sekil 56. 50 ns’lik simiilasyon siiresince NSC524592 kodlu ligant i¢in elde edilen MD
simiilasyon sonuglari. (a) SHP-2’nin allosterik bolgesine baglanan NSC524592°nin
konformasyonel degisimleri, (b) Simiilasyondan sonra SHP2-NSC524592 kompleksinin ilk (O
ns) ve son (50 ns) goriintiilerinin yapisal olarak hizalanmasi ve allosterik bolgedeki anlik
NSC524592 konformasyonlarinin incelenmesi

@ ~ FORD

™~ ,,‘ / : \_\ \‘ . - SV

i O ns 25ns 50 ns

Sekil 57. 50 ns’lik simiilasyon siiresince NSC523374 kodlu ligant i¢in elde edilen MD
simiilasyon sonuglart. (a) SHP-2’nin allosterik bolgesine baglanan NSC523374’iin
konformasyonel degisimleri, (b) Simiilasyondan sonra SHP2-NSC523374 kompleksinin ilk (0
ns) ve son (50 ns) goriintiilerinin yapisal olarak hizalanmasi ve allosterik bdlgedeki anlik
NSC523374 konformasyonlarinin incelenmesi
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Sekil 58. 50 ns’lik simiilasyon siiresince NSC374121 kodlu ligant i¢in elde edilen MD
simiilasyon sonuglari. (a) SHP-2’nin allosterik bolgesine baglanan NSC374121°in
konformasyonel degisimleri, (b) Simiilasyondan sonra SHP2-NSC374121 kompleksinin ilk (0
ns) ve son (50 ns) goriintiilerinin yapisal olarak hizalanmasi ve allosterik bolgedeki anlik
NSC374121 konformasyonlarinin incelenmesi

Sekil 59. 50 ns’lik simiilasyon siiresince NSC152075 kodlu ligant i¢in elde edilen MD
simiilasyon sonuglari. (a) SHP-2’nin allosterik bolgesine baglanan NSC152075’in
konformasyonel degisimleri, (b) Simiilasyondan sonra SHP2-NSC152075 kompleksinin ilk (0
ns) ve son (50 ns) goriintiilerinin yapisal olarak hizalanmasi ve allosterik bdlgedeki anlik
NSC152075 konformasyonlarinin incelenmesi
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MM/PBSA hesaplamalari

Glide/Prime IFD molekiiler docking yaklasimiyla iretilen protein-ligant

komplekslerinin baglanma afinitelerinin daha dogru bir sekilde tahmin edilmesi ve
komplekslerin  baglanma MM/PBSA metodu
kullanilmistir (Poli et al. 2020). Bu amag¢ dogrultusunda holo formdaki SHP-2’nin MD

serbest enerjilerinin  hesaplanmasinda
simiilasyonlar1 esnasinda {iretim asamasinda olusturulan son 25 ns’lik kisim VMD paket
programi yardimiyla her 0,1 ns’de bir elde edilen ardisik goriintiilere boliinmiis ve bu goriintiiler
g_mmpbsa aractyla analiz edilmistir. Tablo 26’da SHP-2 ve 5 adet hit ligantin yan1 sira SHP099
icin daha once Glide/Prime IFD metoduyla olusturulan protein-ligant komplekslerinin
MM/PBSA  hesaplamalarindan tayin edilen ortalama baglanma serbest enerjisi (AGpqy)
degerleri verilmistir. Bu tabloda parantez icinde yer alan rakamlar s.d. degerlerini temsil

etmektedir.

Tablo 26. SHP2-Ligant Kompleksleri I¢in MD Simiilasyonlarindan Hesaplanan Ortalama
MM/PBSA Baglanma Serbest Enerjileri

Ligantin AEyqw® AE," AGporar® AGponpor AGpggs*
Veritabani (kJ/mol) (kJ/mol) (kJ/mol) (kJ/mol) (kJ/mol)
Kodu

NSC152075  -38,1 (21,5) -1275,6 (100,9) 1112,4(129,2) -16,3(19)  -217.6 (815)
NSC374121  -113,4 (156)  -79,1 (43,4) 196,0 (61,9)  -155(L7)  -12,0(29,9)
NSC523374  -101,8 (12,7)  -4632(384)  457,3(428)  -160(L0)  -123:8(26,5)
NSC524592  -144,0 (15,2)  -327,8(38,4)  487,8(37,3)  -196(09)  -3,7(20,8)
NSC685284  -147,4 (19,3)  -67,35(42,7) 3404 (57,2)  -189(13)  +106,8(32.2)
SHP099 163,3(12,8) 4551 (344)  5212(27,7)  -186(0,7)  -116,0 (2L5)

*AE,qw: Van der Waals, °AE,,: Elektrostatik, °AG,4-: Polar solvasyon, “AGponpe.: Nonpolar, *AGpag:
MM/PBSA baglanma serbest enerjisi

Bir protein-ligant kompleksinin meydana gelebilmesi i¢in gerekli olan baglanma
olayinda hesaplanan AGj.s degerinin negatif olmasi gerekmektedir (Bronowska 2011). Tablo
26°da verilen AGqs degerleri daha yakindan incelendiginde NSC685284 kodlu hit ligant igin
MM/PBSA yontemiyle hesaplanan AGyqs degerinin (+106,8 £ 32,2 kJ/mol) pozitif oldugu
goriilmektedir. Bu sebeple bu ligant molekiilii ilerleyen asamalarda gerceklestirilecek in vitro
deneysel galigmalardan elimine edilmistir. Sonugta geriye kalan 4 adet hit bilesigin AGjq

degerlerinin (-3,7 ila 217,6 kJ/mol) negatif oldugu ve i¢lerinden NSC152075 (-217,6 + 81,5
kJ/mol) ve NSC523374 (-123,8 + 26,5 kJ/mol) kodlu ligantlarin MM/PBSA baglanma enerjisi

acisindan en iyi sonuglar verdigi belirlenmistir.
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In Vitro Biyoaktivite Arastirmalar

Bu tez kapsaminda gergeklestirilen in silico analizler sonucunda, MD simiilasyonlarinda
NSC94498’in proteinin baglanma bolgesinden ayrildiginin  anlasilmasi, MM/PBSA
hesaplamalarinda NSC685284°lin baglanma enerjisinin pozitif isaretli oldugunun tespit
edilmesi ve NSC152075’in satin alinabilir durumda olmamasi nedeniyle, SHP-2 enzimini
inhibe edebilecek aday bilesikler NSC374121 (H-His-Tyr-OH), NSC523374 (H-His-His-OH)
ve NSC524592 (H-Trp-Trp-OH) olarak belirlenmistir. Bu bilesikler ve ¢alismalar esnasinda

referans olarak kullanilan SHP099 molekiilii satin alinmistir.

SHP-2 enzim inhibisyonu testi
Calismada kullanilan élgiim kitinin performansinin degerlendirilmesi

Bu deneyde kullanilan florometrik SHP-2 enzim kitinin 6l¢iimlerinin dogrulugu, bu kiti
iireten BPS Bioscience® firmasinin bilinen bir allosterik SHP-2 inhibitdrii olan SHP099 i¢in
tayin ettigi SHP-2 1Cso degerinin; mevcut caligma kapsamindaki enzim aktivite tayini
deneylerinde SHP099’a yoOnelik hesaplanan SHP-2 1Cso degeriyle kiyaslanmasi yoluyla
degerlendirilmistir. Uretici firma tarafindan SHP099’a ait SHP-2 ICso degeri 0,04 uM olarak
bildirilmistir (Sekil 60). Benzer sekilde bu ¢alismada da SHP099 un SHP-2 1Cso degeri 0,047
uM olarak belirlenmistir (Sekil 61A ve Tablo 27).
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Pozitif kontrol

Sekil 60. SHP099 i¢in 0,0001-10,0 uM konsantrasyon araliginda BPS Bioscience® tarafindan
iiretilen 79330 no.lu test kiti kullanilarak o6l¢iilen % cinsinden SHP-2WT enzim aktivitesi
degerleriyle cizilen doz-yanit egrisi

SHP-2 inhibitor aktivitelerinin tayini

Bilesiklerin in vitro kosullarda aktivitelerinin tayininde insan SHP-2 enziminin

inhibisyonunun florometrik olarak 6l¢iilebildigi bir kit kullanilmistir. Boylece H-His-Tyr-OH,
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H-His-His-OH ve H-Trp-Trp-OH’nin SHP-2 inhibisyon aktiviteleri 0,003, 0,03, 0,3, 0,6, 1,0,
2,5, 5,0 ve 10,0 uM konsantrasyonlarda arastirilmis ve allosterik bir SHP-2 inhibitérii olan
SHP099 ile karsilastiriimistir.

Test edilen dozlarda her bir inhibitdr adayr ve SHP099’a ait Fi degerleri bir floresan
mikroplaka okuyucusuyla oOl¢iilmiis olup bu degerlerden hareketle bilesiklerin SHP-2
inhibisyon aktiviteleri % olarak EK 1°deki gibi hesaplanmigtir. Ardindan SHP099 (Sekil 61A),
H-His-Tyr-OH (Sekil 62A), H-His-His-OH (Sekil 63A) ve H-Trp-Trp-OH (Sekil 64A) i¢in
“konsantrasyona kars1 % SHP-2 enzim aktivitesi” grafikleri ¢izilmistir. Sekil 61A, 62A, 63A
ve 64A’dan tiim maddelerin, pozitif kontrolle bir kiyaslama yapildiginda, % SHP-2 enzim
aktivitesi degerlerinde doza bagli anlamli bir azalma oldugu tespit edilmistir (**P< 0,01 ve
*#%%xP< 0,0001). Bir sonraki asamada uygulama dozlarinin logaritmik degerlerinin x eksenine
ve hesaplanan % SHP-2 enzim aktivitesi degerlerinin ise y eksenine yerlestirilmesiyle SHP099,
H-His-Tyr-OH, H-His-His-OH ve H-Trp-Trp-OH igin sirastyla Sekil 61B, Sekil 62B, Sekil 63B
ve Sekil 64B’de verilen doz-yanit egrileri olusturulmustur. Bu egrilerden her bir bilesigin SHP-
2 ICs0 degeri Tablo 27°deki hesaplanmustir. Tablo 27 incelendiginde SHP-2’nin aktivitesini H-
His-Tyr-OH (SHP-2 1Cso: 0,021 puM)’nin mikromolar alti konsantrasyonda, H-His-His-OH
(SHP-2 ICs0: 1,179 uM) ve H-Trp-Trp-OH (SHP-2 ICs0: 1,329 uM)’nin ise diigitk mikromolar

konsantrasyonlarda inhibe ettikleri goriilmektedir.
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Sekil 61. SHP099 i¢in in vitro enzim inhibisyon testi sonuglari. (A) 0,003-10,0 uM
konsantrasyon araliginda SHP099 un SHP-2’nin aktivitesi iizerine inhibisyon etkisi. Ortamda
SHP099 icermeyen enzim soliisyonu “kontrol olarak” kullanilmistir. Her ¢ubuk, iki kopya
halindeki ii¢ bagimsiz deneyin ortalama ve s.d. degerlerini ifade etmektedir. Veriler arasindaki
istatistiksel anlamlilik, ANOVA ile Tukey testinin kombine edildigi bir yaklagimla
degerlendirilmistir (kontrole kiyasla **P< 0,01 ve ****P< 0,0001). (B) 0,003-10,0 uM
konsantrasyon araliginda SHP099 i¢in ¢izilen doz-yanit egrisi
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Sekil 62. H-His-Tyr-OH igin in vitro enzim inhibisyon testi sonuglari. (A) 0,003-10,0 uM
konsantrasyon araliginda H-His-Tyr-OH’nin SHP-2’nin aktivitesi {izerine inhibisyon etkisi.
Ortamda H-His-Tyr-OH icermeyen enzim soliisyonu “kontrol olarak” kullanilmistir. Her
cubuk, iki kopya halindeki li¢ bagimsiz deneyin ortalama ve s.d. degerlerini ifade etmektedir.
Veriler arasindaki istatistiksel anlamlilik, ANOVA ile Tukey testinin kombine edildigi bir
yaklagimla degerlendirilmistir (kontrole kiyasla ****pP< 0,0001). (B) 0,003-10,0 puM
konsantrasyon araliginda H-His-Tyr-OH igin ¢izilen doz-yanit egrisi
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Sekil 63. H-His-His-OH i¢in in vitro enzim inhibisyon testi sonuglart. (A) 0,003-10,0 uM
konsantrasyon araliginda H-His-His-OH SHP-2’nin aktivitesi iizerine inhibisyon etkisi.
Ortamda H-His-His-OH igermeyen enzim soliisyonu “kontrol olarak” kullanilmistir. Her
cubuk, iki kopya halindeki ii¢ bagimsiz deneyin ortalama ve s.d. degerlerini ifade etmektedir.
Veriler arasindaki istatistiksel anlamlilik, ANOVA ile Tukey testinin kombine edildigi bir
yaklasimla degerlendirilmistir (kontrole kiyasla isttistiksel anlamh degil @.d)-p> () 05, **P< 0,01 ve
**#*p<0,0001). (B) 0,003-10,0 uM konsantrasyon araliginda H-His-His-OH igin ¢izilen doz-
yanit egrisi
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Sekil 64. H-Trp-Trp-OH i¢in in vitro enzim inhibisyon testi sonuglari. (A) 0,003-10,0 uM
konsantrasyon araliginda H-Trp-Trp-OH SHP-2’nin aktivitesi {izerine inhibisyon etkisi.
Ortamda H-Trp-Trp-OH igermeyen enzim soliisyonu “kontrol olarak” kullanilmigtir. Her
cubuk, iki kopya halindeki li¢ bagimsiz deneyin ortalama ve s.d. degerlerini ifade etmektedir.
Veriler arasindaki istatistiksel anlamlilik, ANOVA ile Tukey testinin kombine edildigi bir
yaklasimla degerlendirilmistir (kontrole kiyasla P> 0,05 ve ****P< 0,0001). (B) 0,003-10,0
UM konsantrasyon araliginda H-Trp-Trp-OH i¢in ¢izilen doz-yanit egrisi

Tablo 27. SHP-2 Enzim Aktivitesi Ol¢iim Deneylerinde Yeni Allosterik SHP-2 Inhibitor
Adaylar1 ve SHP099 Igin Tayin Edilen SHP-2 1Cso Degerleri

Test Maddesi SHP-2 1Cso (uM)
SHP099 0,047
H-His-Tyr-OH 0,021
H-His-His-OH 1,179
H-Trp-Trp-OH 1,329

MTT testi vasitasiyla secici antiproliferatif ve sitotoksik etkilerin belirlenmesi

In vitro enzim inhibisyonu deneyinde H-His-His-OH, H-His-Tyr-OH ve H-Trp-Trp-OH
bilesiklerinin SHP-2 inhibisyon aktivitesinin oldugunun gosterilmesi ilizerine bu bilesiklerle
hiicre kiiltiirii calismalar1 gergeklestirilmistir. Bilesiklerin sitotoksik ve antiproliferatif etkileri
MCF-7 ve MCF10A hiicre hatlarinda 24, 48 ve 72 saatlik inkiibasyon siirelerinde kolorimetrik
bir analiz yontemi olan MTT ile arastirilmistir (Obeidat 2017; Al-Tamimi 2019). Her test
maddesi igin sekiz farkli konsantrasyon (0,015-0,06-0,24-0,96-3,84-15,36-61,44-245,76 uM)
secilmistir. Inkiibasyon siirelerinin bitiminde 570 nm’de gerceklestirilen spektrofotometrik
analizler sonucunda MCF-7 ve MCF10A hiicrelerinin canlilik oranlart belirlenmistir. Ardindan
bu degerler kullanilarak, bilesiklere ait hiicrelerin %50’sini inhibe eden ICso dozlar GraphPad

Prism 9 yazilimiyla hesaplanmstir.

I1k test bilesigi olan H-His-His-OH ile muamele edilen MCF-7 hiicre hatt1 i¢in 24 saatlik

inkiibasyonun sonunda 0,24 uM ve iizerindeki dozlarinda anlamli sitotoksik etki gozlenirken
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(®P< 0,05 bp< 0,01 9P< 0,0001, EK 2 ve Sekil 65), 48 saatin sonunda tiim uygulama dozlarinda
hiicre canliliklarinda kontrole gore istatistiksel olarak anlamli azalmalar gézlenmistir (°P< 0,05
bP< 0,01 °P< 0,001 “P<0,0001, EK 3 ve Sekil 65). 72 saatlik muamelede ise H-His-His-OH’nin
0,06 uM dozundan itibaren negatif kontrole goére anlamli sitotoksik etki gosterdigi
belirlenmistir. Ayrica H-His-His-OH igin 0,96 uM’dan itibaren hiicre canlilik degerleri doza
bagl bir sekilde istatistiksel olarak anlamli diizeyde azalmistir (*P< 0,05 "P< 0,01, EK 4 ve
Sekil 65). Sonuglar degerlendirildiginde, 72. saatte en yiiksek dozlar olan 15,36, 61,44 ve
245,76 uM H-His-His-OH konsantrasyonlarinda hiicre canlilik oranlarinin sirasiyla %57,6,
%47,8 ve %20,1’e kadar diistiigii tespit edilmistir (EK 4).
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Sekil 65. 24, 48 ve 72. saat boyunca 0,015-245,76 uM araliginda bulunan sekiz farkli dozda H-
His-His-OH muamelesini takiben MCF-7 hiicrelerinin canlilik yiizdeleri. Kontrol ¢ubugu
herhangi bir islem gérmemis hiicre grubunu temsil etmektedir. Her muamele islemi canlilig
hesaplamak igin kontrolle normallestirilmistir. Anlamlilik seviyesi 2P< 0,05, °P< 0,01, °P<
0,001 ve 9p< 0,0001 olarak verilmistir.

Ikinci test bilesigi olan H-Trp-Trp-OH icin 24, 48 ve 72 saatlik uygulamalar sonrasinda
elde edilen MTT sonuglarima gore, bu bilesigin MCF-7 hiicre hattinda sitotoksik aktivite
gosterdigi ancak deney gruplarinin higbirinde canlilik oraninin %70’in altina diismedigi tespit
edilmistir (?P< 0,05 9P< 0,0001) (EK 5, 6, 7 ve Sekil 66). Sekil 66°daki veriler incelendiginde,
24 ve 48 saatlik inkiibasyon siirelerinde H-Trp-Trp-OH nin hiicre canliligini sirasiyla %74,8 ila
%83,4 ve %70,1 ila %78,6’ya diisiirdiigii gériilmektedir. Ayrica 72 saatlik inkiibasyon siiresi

icin MCF-7 hiicrelerinin canlilik oranmin %71,2 ila %76,8 arasinda oldugu tespit edilmistir

(EK 7 ve Sekil 66).
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Sekil 66. 24, 48 ve 72. saat boyunca 0,015-245,76 uM araliginda bulunan sekiz farkli dozda H-
Trp-Trp-OH muamelesini takiben MCF-7 hiicrelerinin canlilik yiizdeleri. Kontrol gubugu
herhangi bir islem goérmemis hiicre grubunu temsil etmektedir. Her muamele islemi canliligi

hesaplamak igin kontrolle normallestirilmistir. Anlamlilik seviyesi 2P< 0,05, °P< 0,01, °P<
0,001 ve 9P< 0,0001 olarak verilmistir.

Ucgiincii test bilesigi olan H-His-Tyr-OH’nin MCF-7 hiicre hatt1 iizerine etkisi
degerlendirildiginde, 24, 48 ve 72 saatlik uygulamalar sonrasinda 15,36 uM ve iizeri dozlarinda
hiicre canliliginda istatistiksel olarak kontrole kiyasla anlamli bir azalma bulunmustur (°P<0,05
bp< 0,01 9P<0,0001, EK 8, 9, 10 ve Sekil 67). Ayrica doza bagimli olarak MCF-7 hiicrelerinin
canliligindaki azalma 24 saatte 0,96-245,76 uM araliginda lineerlik gostermekte iken (EK 8 ve
Sekil 67); 48. saatin sonunda H-His-Tyr-OH nin hiicre canlilig1 iizerindeki etkisi daha fazla
olmus ve ozellikle 245,76 uM konsantrasyonda sitotoksisitede 6nemli derecede artis (%68,1
inhibisyon) saptanmustir (°P< 0,05) (EK 9 ve Sekil 67). 245,76 uM H-His-Tyr-OH
uygulamasindan 72 saat sonra ise hiicre canlilig1 %25,4’e kadar diismiistiir (EK 10 ve Sekil 67).

Beklendigi iizere bu ¢aligmada segilen yeni allosterik SHP-2 inhibitorleri MCF-7 meme
kanseri hiicre hatti lizerinde sitotoksik etki gostermis olup (Sekil 65, 66 ve 67) bu bilesiklerin
ilgili hiicre hattindaki sitotoksisitesine ait ICso degerleri Tablo 28’de belirtilmistir. 24 saatlik
inkiibasyondan sonra H-His-His-OH, H-His-Tyr-OH ve H-Trp-Trp-OH i¢in sirasiyla MCF-7
ICs0 degerleri 3,10 uM, > 245,76 uM ve > 245,76 uM olarak elde edilmistir. 48. saat i¢in bu
degerler sirasiyla 1,83 uM, 6,13 uM ve > 24576 uM olarak hesaplanmistir. 72 saatlik
inkiibasyon sonrasinda ise MCF-7 ICso degerlerinin sirastyla 2,98 uM, 7,79 uM ve > 245,76
uM oldugu belirlenmistir.
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Sekil 67. 24, 48 ve 72. saat boyunca 0,015-245,76 uM araliginda bulunan sekiz farkli dozda H-
His-Tyr-OH muamelesini takiben MCF-7 hiicrelerinin canlilik yiizdeleri. Kontrol ¢ubugu
herhangi bir islem goérmemis hiicre grubunu temsil etmektedir. Her muamele islemi canliligi
hesaplamak igin kontrolle normallestirilmistir. Anlamlilik seviyesi 2P< 0,05, °P< 0,01 ve 9P<
0,0001 olarak verilmistir.

Tablo 28. Yeni Allosterik SHP-2 Inhibitorleriyle Muamele Edilen MCF-7 Hiicrelerinin 24, 48
ve 72 Saatlik Inkiibasyon Periyodunda ICso Degerleri

H-His-His-OH (uM) H-His-Tyr-OH (uM) H-Trp-Trp-OH (uM)
24 saat 48 saat 72 saat 24 saat 48 saat 72 saat 24 saat 48 saat 72 saat
3,10 1,83 2,98 >245,76 6,13 7,79 >245,76  >245,76 >24576

H-His-His-OH, H-Trp-Trp-OH ve H-His-Tyr-OH’nin MCF10A insan saglikli meme
epitel hiicreleri iizerine 24, 48 ve 72 saatlik uygulamalarinin MTT sonugclari sirastyla Sekil 68,
69 ve 70’te Ozetlenmistir. Elde edilen sonuglara gore 24 saat inkiibasyon siiresinde 0,015-
245,76 uM konsantrasyonlarda uygulanan yeni allosterik SHP-2 inhibit6rlerinin hiicre canlilig
tizerine anlamli bir etkisi olmamistir (P> 0,05) (EK 11, 14, 17). 48 saat uygulamasinda H-His-
His-OH (EK 12) ve H-Trp-Trp-OH (EK 15)’nin 0,015-245,76 uM araligindaki uygulama
dozlart MCF10A hiicrelerinde 6nemli bir sitotoksik etki gostermemistir (P> 0,05). Bununla
birlikte ayn1 dozlarda H-His-Tyr-OH (EK 18) ile muamele edilen MCF10A hiicrelerinin
canliliginda 0,24 pM’dan itibaren doza baglh bir azalma meydana gelmis olup son dort dozda
anlamli farklar goriilmiistiir (*P< 0,05 ve 9P< 0,0001). 72 saat uygulamasinda ise H-His-His-
OH (EK 13) ve H-Trp-Trp-OH (EK 16)’ye ait uygulama dozlart MCF10A hiicrelerinin
canliligini en fazla sirasiyla %99,9 ve %95,5’e disiirebilmistir. Ayrica H-His-Tyr-OH (EK

19)’nin 72. saatte 0,24 uM ve iizerindeki dozlarinda hiicre canliliginda doza bagl olarak bir
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azalma tespit edilmis ve bu bulgunun maksimum uygulama konsantrasyonlari olan 61,44 ve

245,76 uM igin anlamli oldugu sonucuna vartlmistir (?P< 0,05 ve 9P< 0,0001).
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Sekil 68. 24, 48 ve 72. saat boyunca 0,015-245,76 uM araliginda bulunan sekiz farkli dozda H-
His-His-OH muamelesini takiben MCF10A hiicrelerinin canlilik yiizdeleri. Kontrol gubugu
herhangi bir islem goérmemis hiicre grubunu temsil etmektedir. Her muamele islemi canliligi
hesaplamak igin kontrolle normallestirilmistir. Anlamlilik seviyesi ?P< 0,05, "P< 0,01 ve °P<
0,001 olarak verilmistir.

MCF10A hiicre hattinda yeni allosterik SHP-2 inhibitorleri i¢cin hesaplanan ICsp
degerleri Tablo 29°da ifade edilmistir. Buna gore H-His-His-OH ve H-Trp-Trp-OH’nin ICso
degerleri 24, 48 ve 72 saat i¢in > 245,76 uM olarak belirlenmigtir. H-His-Tyr-OH ise 24 saatte
> 245,76 uM ICso degerine sahipken, 48. ve 72. saatler i¢in bu bilesigin ICso degerleri sirasiyla

22,64 uM ve 14,19 uM olarak hesaplanmistir.

Tablo 2. Yeni Allosterik SHP-2 Inhibitérlerinin Uygulandigit MCF10A Hiicre Hattinda MTT
Canlilik Testi Sonuglarina Goére ICso Degerleri

H-His-His-OH (uM) H-His-Tyr-OH (uM) H-Trp-Trp-OH (uM)
24 saat 48 saat 72 saat 24 saat 48 saat 72 saat 24 saat 48 saat 72 saat
>245,76  >245,76 >245,76 >245,776 22,64 14,19 >245,776  >245776 >245.,76
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Sekil 69. 24, 48 ve 72. saat boyunca 0,015-245,76 uM araliginda bulunan sekiz farkli dozda H-
Trp-Trp-OH muamelesini takiben MCF10A hiicrelerinin canlilik yiizdeleri. Kontrol ¢ubugu
herhangi bir islem gérmemis hiicre grubunu temsil etmektedir. Her muamele islemi canlilig
hesaplamak i¢in kontrolle normallestirilmistir. Anlamlilik seviyesi ?P< 0,05 ve "P< 0,01 olarak

verilmistir.
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Sekil 70. 24, 48 ve 72. saat boyunca 0,015-245,76 uM araliginda bulunan sekiz farkli dozda H-
His-Tyr-OH muamelesini takiben MCF10A hiicrelerinin canlilik yiizdeleri. Kontrol ¢ubugu
herhangi bir islem gérmemis hiicre grubunu temsil etmektedir. Her muamele islemi canliligi
hesaplamak igin kontrolle normallestirilmistir. Anlamlilik seviyesi ®P< 0,05 ve “P< 0,0001

olarak verilmistir.
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MTT testi sonucunda kanser (MCF-7) hiicre hattina kars1 sitotoksik etki gosterdigi
belirlenen bilesiklerin tiimdr selektivitesi saglikli (MCF10A) hiicre hattina kars1 aragtirilmistir.
Sonuglar Tablo 30°da sunulmustur. Buna gore H-His-His-OH igin 24., 48. ve 72. saatlerde
MCF10A dizisine kars1 belirgin bir segicilik (yaklasik olarak 75 kat veya daha fazla)
gozlenmistir. H-His-Tyr-OH’nin ise MCF-7 hiicrelerine karsi yalnizca 48. saat inkiibasyon

stiresinde 3,7 kat daha fazla segicilige sahip oldugu belirlenmistir.

Tablo 30. Yeni Allosterik SHP-2 Inhibitérlerinin MCF-7 Uzerindeki Sitotoksik Aktivitesi I¢in
Hesaplanan Sl Degerleri

Bilesik Ismi 24 saat 48 saat 72 saat
H-His-His-OH >179,3 >1343 >82,5
H-His-Tyr-OH - 3,7 1,8
H-Trp-Trp-OH - - -

Maya DEL test sistemi ile genotoksik ozelliklerin tayini
Losin gereksinimi
Calismada kullanilan mutant S. cerevisiae RS112 susunun hem SCF (Sekil 71) hem de

SC-Leu-K (Sekil 72) besiyeri igeren plaklarda liremesi sonucunda bu susun leu™ karakteri

yoniinden pozitif oldugu tespit edilmistir.

Sekil 71. S. cerevisiae RS112 susunda tireme i¢in 16sin gereksinimini gosteren SCF besiyeri
iceren bir plak drnegi

Sekil 72. S. cerevisiae RS112 susunda iireme i¢in 16sin gereksinimini gosteren SC-Leu-K
besiyeri igeren bir plak 6rnegi
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Histidin gereksinimi

Mutant S. cerevisiae RS112 susu, Sekil 71°de gosterildigi lizere, SCF besiyeri
plaklarinda tiremis ancak SC-His besiyeri igeren petrilerde tireme gozlenmemistir (Sekil 73).
Boylece bu susun his™ karakteri yoniinden oksotrof oldugu kontrol edilerek dogrulama

yapilmustir.

Sekil 73. S. cerevisiae RS112 susunda iireme i¢in histidin gereksinimini gosteren SC-His
besiyeri igeren bir plak 6rnegi

Adenin gereksinimi
Calismamizda kullandigimiz S. cerevisiae RS112 susu, Sekil 71°de gosterildigi tizere,
SCF besiyeri plaklarinda tiremis olup SC-Ade besiyeri i¢eren petrilerde tirememistir (Sekil 74).

Boylece bu susun ade karakteri yoniinden oksotrof oldugu kontrol edilerek dogrulama

yapilmuistir.

Sekil 74. S. cerevisiae RS112 susunda iireme igin adenin gereksinimini gosteren SC-Ade
besiyeri iceren bir plak 6rnegi

Pozitif mutajenlerin ve test materyallerinin uygulama Kkonsantrasyonlarinin
belirlenmesi

Bu ¢alismada pozitif mutajen olarak kullanilan EMS’nin S. cerevisiae RS112 susu igin
toksik olmayan dozu 100 pg/petri olarak belirlenmistir (Sezen et al. 2019). Ayrica yeni
allosterik SHP-2 inhibitérleri ve SHP099 un uygulama konsantrasyonlarinin segilmesinde bu

maddeler i¢in in vitro SHP-2 enzim inhibisyonu deneyinde tayin edilen SHP-2 1Cso degerleri
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dikkate alimmistir. BOylece test bilesikleri igin sitotoksik etkilerin gozlenmedigi {ist

konsantrasyon sinir degeri petri kab1 basina 245,76 uM olarak tayin edilmistir.

Yeni SHP-2 allosterik inhibitorleri ve SHP099’un mutajenik ozellikleri

Calismada mutant S. cerevisiae RS112 susu kullanilarak yapilan mutajenite
deneylerinde negatif ve pozitif kontrol gruplarina ilaveten test gruplarindan elde edilen
sonuglarin ortalamasi1 EK 20’de verilmistir. EK 20’ye gore yeni allosterik SHP-2 inhibitorleri
ve SHP099 bilesigi S. cerevisiae RS112 susu lizerinde intrakromozomal doniisiim (DEL)
acisindan %0,91 ila %1,07 ve interkromozomal déniisiim (intrachromosomal homologous
recombination; ICR) agisindan ise %0,94 ila %]1,11 arasinda mutajenik etkinlikler gostermistir.
Buradan hareketle test bilesiklerinin 0,015-245,76 uM doz araliginda uygulanan higbir
konsantrasyonunun herhangi bir mutajenik etkisinin olmadig1 belirlenmistir (Sekil 75, 76, 77
ve 78). Ayrica bilesiklerin SC-His ve SC-Ade besiyerlerine ekilen mutant maya susunda
sirastyla %5,48 ve %4,54 oraninda mutasyona neden olan EMS’den oldukca diisiik bir
mutajenite potansiyeline sahip olduklar1 bulunmustur (EK 20).
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Sekil 75. 0,015-245,76 uM doz araliginda H-His-Tyr-OH’nin negatif kontrol grubuyla
karsilastirildiginda S. cerevisiae RS112 susunda (a) DEL ve (b) ICR tipi mutasyonlar meydana
getirme siklig1. Her cubuk iki kopya halinde gerceklestirilen birbirinden bagimsiz ii¢ deneyin
ortalama + s.d.’sini ifade etmektedir. Veriler arasindaki istatistiksel anlamliligin
belirlenebilmesi icin tek yonlii ANOVA ve Tukey testleri kullanilmistir (kontrole gore *4P>
0,05).
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Sekil 76. 0,015-245,76 uM doz araliginda H-His-His-OH’nin negatif kontrol grubuyla
karsilastirildiginda S. cerevisiae RS112 susunda (a) DEL ve (b) ICR tipi mutasyonlar meydana
getirme siklig1. Her ¢ubuk iki kopya halinde gergeklestirilen birbirinden bagimsiz ii¢ deneyin
ortalama + s.d.’sini ifade etmektedir. Veriler arasindaki istatistiksel anlamliligin
belirlenebilmesi icin tek yonlii ANOVA ve Tukey testleri kullanilmistir (kontrole gore *4-P>
0,05).
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Sekil 77. 0,015-245,76 uM doz araliginda H-Trp-Trp-OH’nin negatif kontrol grubuyla
karsilastirildiginda S. cerevisiae RS112 susunda (a) DEL ve (b) ICR tipi mutasyonlar meydana
getirme sikligl. Her cubuk iki kopya halinde gergeklestirilen birbirinden bagimsiz {i¢ deneyin
ortalama + s.d.’sini ifade etmektedir. Veriler arasindaki istatistiksel anlamliligin

belirlenebilmesi i¢in tek yonlii ANOVA ve Tukey testleri kullanilmistir (kontrole gore 4P>
0,05).
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Sekil 78. 0,015-245,76 uM doz araliginda SHP099’un negatif kontrol grubuyla
karsilastirildiginda S. cerevisiae RS112 susunda (a) DEL ve (b) ICR tipi mutasyonlar meydana
getirme siklig1. Her ¢ubuk iki kopya halinde gergeklestirilen birbirinden bagimsiz li¢ deneyin
ortalama + s.d.’sini ifade etmektedir. Veriler arasindaki istatistiksel anlamliligin
belirlenebilmesi igin tek yonliit ANOVA ve Tukey testleri kullamlmistir (kontrole gore %P>
0,05).
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TARTISMA VE SONUC

Yapilan doktora tez ¢alismasinda ¢esitli in silico teknikler kullanilarak se¢ilimi yapilan
3 adet yeni allosterik SHP-2 inhibitér adayinin SHP-2 enzim inhibitorii aktiviteleri, MCF-7
insan meme kanseri hiicre hatti {izerindeki segici sitotoksik-antiproliferatif etkileri ve
genotoksik ozellikleri in vitro olarak arastirilmistir. Bu molekiiller dogal tiriinler olup her biri

dipeptit yapisindadir.

Arastirmanin amaci dogrultusunda ilk asamada molekiiler docking tabanli SBVS
yontemleri ve MC™/MD™ analizlerinin sirali kombinasyonunu iceren hesaplamali bir
metodoloji vasitasiyla “yeni allosterik SHP-2 inhibitori” ozelliginde 3 adet molekiil
tanimlanmustir. Ardindan ¢aligmamizda bu molekiillerin her birinin gii¢lii birer allosterik SHP-
2 inhibitorii olduklar literatiirde ilk kez rapor edilmistir. Ayrica bu bilesiklerden iki tanesinin
MCF-7 kanser hiicre hattina karst secgici sitotoksik-antiproliferatif etki gosterdigi ilk kez
belirlenmis ve bu molekiillerin genotoksik aktiviteye sahip olmadigi da literatiire ilk defa

sunulmustur.

Bilgisayar Destekli fla¢ Tasarim Cahsmalari

Genel olarak yeni bir ilacin ilk gelistirme agsamalarinda yer alan deneysel ¢aligmalar
para, zaman ve insan giicli agisindan yiiksek maliyetler gerektirmektedir. Buna karsilik bu
stirecte biiylik ¢capli molekiil kiitliphanelerinin zaman ve maliyet etkili bir sekilde taranmasina
olanak saglayan ST gibi hesaplamali ilag tasarim tekniklerinin kullanimi, ilag gelistirmenin
klinik Oncesi asamalar1 igin gereken siireyi ve maliyeti biiyiik oranda azaltabilmektedir
(Gebregazabhier 2017).

Halihazirdaki yap1 ve ligant temelli molekiiler modelleme yontemleri, ilag kesif
stirecindeki ST calismalarinda potansiyel ila¢ adaylar1 olarak yeni bilesiklerin tanimlanmasi
amactyla gegmisten giiniimiize kadar basarili bir sekilde kullanilmaktadir. Bu ¢aligmalarda bir
biyolojik sistemle ilgili olas1 tiim bilgiler hesaba katildigindan dolay: ligant ve yapi temelli
yontemlerin bir arada kullanilmasinin oldukga etkili olabilecegi varsayilmaktadir. Sirali, paralel
ve hibrit olmak iizere yap1 ve ligant temelli yontemlerin kombinasyonunda kullanilabilecek ii¢
ana yaklasim mevcuttur (Drwal and Griffith 2013). Bu ¢alisma kapsaminda gergeklestirilen in
silico analizlerde “sirali kombinasyon” yaklasimi kullanilmistir. Bdylece in vitro testler i¢in
elde edilecek hit bilesiklerin sayis1 belirli bir sayiya azaltilincaya dek ¢esitli yap: ve ligant

temelli yontemler Sekil 79°da gosterilen ST boru hatt1 igerisinde uygulanmistir. Bununla
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birlikte son yillarda yap1 ve ligant temelli yaklasimlarin sirali kombinasyonuyla yeni hit
bilesiklerin elde edildigi birkag basarili uygulama rapor edilmistir (Dawood et al. 2018; Alamri
and Alamri 2019; Khan et al. 2019).

SHP-2WTye Kkarsi yapi ve ligant temelli ST ¢ahiymalar:

1. Filtreleme: M,< 900 Da
2. Farkl tautomerik ve iyonik durumlarmn tayini
NCI molekiil kiitiiphanesinden 297,830 bilesigin taranmasi
L. Filtreleme adimx: Glide/HTVS ile skor temelli se¢ilim (molekiillerin %20’si)

59,644 hit molekiil

11,913 hit molekiil
238 hit molekiil

IV. Filtreleme adimi: Glide/Prime IFD ile docking skorlarinin hesaplanmasi ve intermolekiiler
etkilesim analizleri

IL Filtreleme adim: Glide/SP ile skor temelli secilim (molekiillerin %20’si)

IIL. Filtreleme adim: Glide/XP ile skor temelli secilim (molekiillerin %2’si)

Molekiiler docking galigmalari

28 hit molekiil
® V. Filtreleme adimu: ikili kanser QSAR modeliyle molekiillerin kanser terapétik aktivitelerinin tahmini

v

leri

22 hit molekiil

YMD™

VL Filtreleme adim: ikili QSAR toksisite modelleriyle molekiillerin toksik etkilerinin tahmini

6 hit molekill E™"Molckillerin lag olma ozelliklerinin degerlendirilmesi

analiz

MCT

VIL Filtreleme adima: Sistemlerin kararhihiklarimn protein RMSD, ligant RMSD ve protein RMSF
parametreleriyle incelenmesi

MD simiilasyonlari

5 hit molekiil
VIIL Filtreleme adimi: AGpgp

degerlerinin hesaplanmasi
MM/PBSA hesaplamalan

4 hit molekiil

Potansiyel yeni allosterik
SHP-2 inhibitorleri

Sekil 79. Bu tez kapsaminda SHP-2’nin yeni potansiyel allosterik inhibitdrlerinin
kesfedilmesine yonelik yapir ve ligant temelli hesaplamali tekniklerin kombine edildigi
calismalarda kullanilan is akis diyagrami

Protein iizerindeki allosterik baglanma bolgesinin degerlendirilmesi

Allosterik SHP-2 inhibitorii olan SHP099 (PDB kodu: SEHR) ile kompleks halindeki
SHP-2"Tnin allosterik bélgesine ait kristal yapis1 PDB’den indirilmistir. Daha énce literatiirde
bu proteinin allosterik cebinde bulunan baglanmadan sorumlu kritik amino asit rezidiilerinin
Argl111, Phell3 ve Glu250 oldugu bildirilmistir (Sekil 80) (Garcia Fortanet et al. 2016; Tong
et al. 2021). Benzer sekilde, bu ¢calismada molekiiler docking tabanli SBVS uygulamalari i¢in
kullanilan SHP2-SHP099 kompleksine ait baslangi¢ kristal yapisindaki SHP099’un dogal
baglanma pozunda; bu kritik amino asit rezidiilerinin her biriyle 6nemli intermolekiiler
etkilesimlerin var oldugu tespit edilmistir (Sekil 81). Buna gore 2-aminopirazin halkasinin
amino (-NH2) grubu Glu250; 4-amino-4-metil-1-piperidin halkasindaki -NH2 grubu ise Phe113
ve Argl11 ile birer adet hidrojen bag etkilesimi yapmaktadir. Ayrica Sekil 81°den SHP099’un
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2,3-diklorofenil halkasiyla proteinin Argl11 kalintis1 arasinda bir katyon-n etkilesimi oldugu
goriilmektedir (Garcia Fortanet et al. 2016). Bu bulgular hem in silico hem de in vitro ¢aligmalar
sirasinda referans olarak kullanilan SHP099 bilesiginin SHP-2 proteininin allosterik bolgesinde

bulunan kritik amino asit rezidiileriyle etkilestigini agikca ortaya koymaktadir.

Sekil 80. SHP099 ve SHP-2"T enziminin X-1s1m1 kristal yapist, rezoliisyon: 1,7 A (PDB kodu:
5EHR). (a) SHP099 ve Arglll’in kurdugu katyon-m etkilesimi, (b) SHP099’un 4-
aminopiperidin halkasinin Phel13 kalintisiyla etkilesimi (Garcia Fortanet et al. 2016)

=

Sekil 81. SHP-2"nin allosterik baglanma cebinde bulunan SHP099 un dogal baglanma pozu
ve bu bolgedeki kritik amino asit rezidiileriyle kurdugu 6nemli etkilesimler (sar1 ve yesil kesikli
cizgiler sirasiyla hidrojen bag ve katyon-rn etkilesimlerini gostermektedir.)

Molekiiler docking protokoliiniin validasyonu

Literatiirde bugiline dek molekiiler docking calismalarinda kullanilan programlarin ve
skorlama fonksiyonlarmin dogrulanmasi amaciyla bir dizi yontem bildirilmistir. Bu amagla
yaygin olarak kullanilan metotlardan biri “poz se¢imi”dir. Poz se¢imi yonteminde tipik bir ko-
kristal yapisindan bilinen dogal konformasyona ve oryantasyona sahip olan bir bilesik, docking

programlar1 vasitasiyla hedefin baglanma bolgesine yeniden kenetlenmektedir. Bu islem
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sonucunda, ligantin dogal konformasyonu ve yeniden kenetlenme pozu igin genellikle 2,0 A
RMSD degerinin altinda pozlar iiretebilen docking programlarinda kullanilan algoritmalar

basarili olarak addedilmektedir (Hevener et al. 2009; Cerqueira et al. 2015).

Buna gore ko-kristal yapisinda bulunan SHP099’un dogal baglanma konformasyonu ve
farkl1 Glide docking metodolojileri tarafindan iiretilen yeniden kenetlenme pozlar1 arasinda
hesaplanan RMSD degerleri Tablo 18’den incelendiginde, tiim docking pozlarinda ligantin agir
atomlarini RMSD degerlerinin 2,0 A’den daha diisiik oldugu gériilmektedir. Ayrica SHP099’a
ait Glide/HTVS, Glide/SP, Glide/XP ve Glide/Prime IFD yeniden kenetlenme pozlarinin her
biri, SHP099’un ko-kristal yapisindaki dogal baglanma pozuyla iyi bir uyum igerisindedir
(Sekil 44). Elde edilen bu sonuglar, mevcut ¢alismada kullanilan hiyerarsik Glide docking
protokoliiniin dogrulugunu ve bu protokoliin SHP-2’nin allosterik bolgesiyle NCI
veritabanindaki ligantlar arasinda olusturulan intermolekiiler etkilesimleri degerlendirmede

giivenle kullanilabilecegini gostermektedir (Abu Khalaf et al. 2015; Antony and Vijayan 2015).

Molekiiler docking tabanlh SBVS ¢alismalari

Giliniimiizde molekiiler docking teknigi ¢esitli kimyasal veritabanlarinin SBVS
caligmalarina entegrasyonuyla belirli bir hedefe yonelik umut vadeden bilesiklerin
tanimlanmasinda ideal bir protokol haline gelmistir. Bununla birlikte ilgili teknik hesaplamali
olarak daha ucuz ve nispeten giivenilir olmasi nedeniyle farmasotik arastirmalar yapan gruplar
tarafindan yaygin bir sekilde kullanilmaktadir (Yousuf et al. 2017; Bhowmick et al. 2021;
Mukherjee et al. 2022).

Molekiiler docking tabanli SBVS c¢alismalarimizda ligantlarin  baglanma
konformasyonlarinin tahmin edilmesinde dogruluk orani ileri yonde artan bir bigimde farkli
algoritmalara dayanan teknikler kullanilmistir. Bu yaklasimlarin her birinden ¢ikt1 olarak elde
edilen molekiillerin degisiklik gdstermesinin nedeni kullanilan algoritmalarin, skorlama
fonksiyonlarinin ve ligantlarin 6rneklendirme yontemlerinin farkliligindan kaynaklanmaktadir

(Salmas et al. 2016; Elekofehinti et al. 2021).

(Calismamizda hedef biyomolekiil olarak SHP-2 diisiiniildiiglinde, 265,242 adet bilesik
iceren NCI veritabanindaki kimyasal kiitiiphanesinin sanal olarak taranmasi amaciyla sirasiyla
Glide/HTVS, Glide/SP, Glide/XP ve Glide/Prime IFD metodolojilerini igeren dort seviyeli bir
molekiiler docking c¢alismasi yiirtitiilmiistir (Sekil 38). Bununla birlikte allosterik SHP-2
inhibitorii olabilecek yeni hit bilesiklerin tanimlanmasinda son asamada Glide/Prime IFD
algoritmastyla hesaplanan docking skorlar1 (Tablo 19) ve 6ngoriilen protein-ligant etkilesimleri

(Sekil 45) esas alinmistir (Chintha et al. 2020; Allegra et al. 2021; Elekofehinti et al. 2021).
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Bunun nedeni olarak, Glide/Prime IFD metolodolojisinin AG hesaplamalarina bir proteinin
baglanma bolgesindeki amino asitlerin yani sira ligantlarin konformasyonel degisikliklerini de
dahil ederek; ilgili ligant baglanma pozlarini daha dogru olarak tahmin edebilme kapasitesine
sahip olmasi gosterilebilir (Saym 2019; Miller et al. 2021).

Molekiiler docking ¢alismalarinda kullanilan hiyerarsik Glide docking prosediiriiniin
son basamaginda hit ligantlar olarak belirlenen 28 adet molekiiliin Glide/HTVS, Glide/SP,
Glide/XP ve Glide/Prime IFD metotlariyla hesaplanan docking skorlari sirasiyla -5,71 ila -8,83
kkal/mol, -6,93 ila -9,51 kkal/mol, -8,01 ila -12,29 kkal/mol ve -7,55 ila -17,39 kkal/mol
araliklarinda yer almaktadir (Tablo 19). Tablo 19°daki verilerden Glide/Prime IFD metoduyla,
kenetleme islemi esnasinda sadece ligant yapilarinin esnek tutuldugu algoritmalar olan
Glide/HTVS, Glide/SP ve Glide/XP metotlarina kiyasla baglanma serbest enerjisi agisindan
daha negatif degerlere ulasildigi anlasilmaktadir. Bu durum docking teknigiyle ST de hit
ligantlarin baglanma modlarinin dogru bir sekilde 6ngdriilmesinde protein yapisinin esnek
olarak ele alinmasinin 6énemine vurgu yapmaktadir (Lexa and Carlson 2012; Medina-Franco et
al. 2014).

Calismada Glide/Prime IFD docking skoruna dayali olarak tasarlanan 238 adet molekiil
arasindan SHP-2’nin allosterik bolgesinde yer alan intermolekiiler etkilesimler dikkate
alinarak, anahtar etkilesimleri birinci veya ikinci docking pozlarinda gosteren 28 adet hit
molekiil se¢ilmistir. Secilen bu ligantlarin Glide/Prime IFD metoduyla elde edilen molekiiler
docking skorlar1 Tablo 19°da verilmistir. Literatiirde yapilan ¢aligsmalarla ¢esitli hit ligantlar
icin elde edilen daha diisiik docking skorlarinin, bu ligantlarin biyolojik bir hedefe
baglanmasinda kararliliklarinin daha yiiksek olmasina yol actig1 bildirilmistir (Fatriansyah et
al. 2022a, 2022b; Kouassi et al. 2022). Boylece ¢alismada segilen 28 hit ligant arasindan ilk 23
tanesinin IFD docking skorunun (-9,74 ila -17,39 kkal/mol) SHP099’unkinden (-9,59 kkal/mol)
daha yiiksek oldugunun belirlenmesiyle, bu molekiillerin SHP-2 enzimine kars1t SHP099’dan
daha iyi bir baglanma afinitesi gosterebilecegi agik¢a ortaya konulmustur (Nisha et al. 2016;

Veerasamy and Karunakaran 2022).

28 adet hit liganta ait baglanma modlarini1 daha detayli arastirmak i¢in SHP-2 proteini
ve bu ligantlar arasindaki etkilesimler 3D diyagramlar olarak Sekil 45°teki gibi olusturulmus
ve bu diyagramlarin her birinde gozlemlenen protein-ligant etkilesimleri Tablo 20’de
verilmistir. Tablo 20 ve Sekil 45°ten, 28 hit ligantin, genel olarak hidrojen bag etkilesimleri,
tuz kopriileri, hidrofobik etkilesimler, katyon-n ve n-istifleme etkilesimleri yoluyla SHP-2"nin
allosterik bolgesine iyi bir sekilde yerlestigi anlasilmaktadir. Bu tip etkilesimler giinlimiizde

giiclii allosterik SHP-2 inhibitorleri olduklart bilinen Phe-Asp (Kostrzewa et al. 2018), 2-(4-
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(aminometil)piperidin-1-il)-5-(2,3-diklorofenil)piridin-3-il)metanol (Liu et al. 2020b), 3,4,6-
trihidroksi-5-okso-5H-benzo[7]anulen (Kim et al. 2020), IACS-13909 (Sun et al. 2020) ve
RMC-4550 (Wang et al. 2020c) i¢in de bildirilmistir.

Literatiirde daha 6nce Garcia Fortanet et al. (2016) ve Song et al. (2021b) tarafindan
rapor edildigi tizere giiglii bir allosterik SHP-2 inhibit6rii olan SHP099’un SHP-2 proteiniyle
birlikte olusturdugu kristal yapisinda (PDB kodu: SEHR) Argll1l, Phell3 ve Glu250 ile
anahtar hidrojen baglarinin yani sira Argl 11 ile katyon-n etkilesimi mevcuttur. Bununla birlikte
Jin et al. (2018) yaptiklar1 calismalarinda, SHP099’un SHP-2’nin allosterik bdlgesine
kenetlenmesinin Thr108, Glul10, Glu249, Thr253, Leu254 ve GIn495 gibi amino asit
kalintilariyla yiiklii etkilesimler; His114, Thr218, Thr219, GIn257, Pro491 ve Lys492
kalintilariyla ise hidrofobik etkilesimler ve van der Waals etkilesimleri meydana getirdigini
bildirmislerdir. Tablo 20 ve Sekil 45°teki 3D protein-ligant etkilesim diyagramlarindan; 28 adet
hit ligantin SHP-2’ye baglanmasinda allosterik bolgede kurulan anahtar hidrojen bag
etkilesimlerinin, SHP099’un sahip oldugu bu tiirden etkilesimlerle uyumlu oldugu
goriilmektedir. Ayrica 9 adet hit ligant, SHP099’a benzer sekilde, Glu249 ile tuz kopriisii
etkilesimi gostermistir. Ek olarak SHP099’un diklorofenil halkasimnin Argl11 ile olusturdugu
bir adet katyon-r etkilesimini NSC77009, NSC374121, NSC524592 ve NSC201462 kodlu hit
ligantlarda sirasiyla 3,4,5-trihidroksibenzoat, 4-hidroksifenil, 1H-indol-3-il ve 1H-1,3-
benzodiazol-2-il halkalarinin sagladigi belirlenmistir. SHP099 ile benzer etkilesimlerin yani
sira 28 adet hit ligantin her birinin Glu110, His114, Gly115, Leu216, Asn217, Thr218, Thr219,
Arg229, Glu232, Thr253, GIn257, Lys260, Pro491, Lys492 ve GIn495 rezidiilerinden en az
biriyle SHP099’dan farkli olarak hidrojen bag etkilesimleri yaptig1 tespit edilmistir. Ilaveten,
bu ligantlarin birgogu Phell3, Leul25, Leu233, Leu254 ve Pro491 ile hidrofobik etkilesimler
meydana getirmistir (Tablo 20 ve Sekil 45) (Wu et al. 2019; Mitra and Ayyannan 2021).
Boylece ¢alismamizda molekiiler etkilesim analizi sonuglari, 28 adet hit ligantin, literatiirle
uyumlu sekilde SHP-2 proteiniyle kararli etkilesimler olusturabilecegini ve boylece her birinin
SHP(099’da oldugu gibi en az mikromolar diizeyde bir inhibisyon aktivitesine sahip
olabilecegini ortaya koymustur (Jin et al. 2018; Liu et al. 2020b; Wang et al. 2020c; Wu et al.
2021).

Tablo 19°da 28 hit ligant i¢in verilen 2D formiillerden, bu ligantlarin yapisinda
genellikle hidroksil (-OH), amino (-NH ya da -NH2), aminyum (-NH3") ve/veya karboksil (-
COO") fonksiyonel gruplarinin bulundugu belirlenmistir. SHP-2’nin allosterik bolgesinde yer
alan amino asit rezidiilerinin polar yliksiiz, pozitif yiiklii ve hidrofobik yan zincirlere sahip

olduklar1 Wu et al. (2019) tarafindan bildirilmistir. Mevcut ¢alismada segilen hit ligantlarin her
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birinin SHP-2’nin allosterik bolge rezidiileriyle agirlikli olarak hidrojen bag etkilesimleri
ve/veya tuz kopriileri yoluyla iyi bir sekilde etkilesim sagladigi goriilmektedir (Tablo 20 ve
Sekil 45) (Jin et al. 2018; VVazhappilly et al. 2019). Bunun sebebi olarak s6z konusu hit ligantlar
ve SHP-2’nin yapisinda bulunan polar ve/veya net bir yiike sahip fonksiyonel gruplarin
hidrojen bag etkilesimleri ve iyonik etkilesimler gibi nispeten giiclii non-kovalent baglarin

olusumuna katilmalar1 goriilebilir (Klebe 2013).

Sekil 45’te gozlemlenen intermolekiiler etkilesimler daha spesifik olarak ele
alindiginda, sar1 kesikli ¢izgilerle ifade edilen hidrojen bag etkilesimlerinin bir¢ogunun
ligantlardaki -OH, -NH, -NH2 ve -COO" gruplar1 ve SHP-2’nin allosterik cebindeki amino asit
rezidilerinin polar yiiksiiz (6rnegin; Gln ve Thr) ve pozitif yiikli (6rnegin; Arg ve Lys) yan
zincirlerindeki gesitli fonksiyonel gruplar arasinda meydana geldigi tespit edilmistir. Ayrica bu
etkilesimlerin protein omurgasindaki karbonil (-C=0) ve amino gruplarindan ileri geldigi
belirlenmistir (Kim and Friesner 1997). Ilave olarak 12 adet hit molekiilde gdzlemlenen tuz
koprusii etkilesimleri, bu ligantlarin -NHs" ve -COO" gruplarina karsilik gelen pozitif yiiklii ve
polar yiiksiiz allosterik bolge rezidiilerinin nétral pH’da zit pozitif veya negatif elektron yiikii
tastyan gruplari arasinda meydana gelmistir (Sekil 45) (Kurczab et al. 2018). Bununla birlikte
bazi molekiillerin w-istifleme etkilesimlerinin allosterik bolgedeki amino asit rezidiileri ve
ligantlarin komsu aromatik gruplarinin (6rnegin; fenil-imidazol, imidazol-imidazol veya indol-
histidin) n-elektron bulutlar1 arasindaki ¢ekici kuvvetten kaynaklandigi anlasilmistir (Sekil 45)
(Rahman et al. 2015). Bunun yaninda bazi molekiillerde rastlanan katyon-n etkilesimlerine
histidinin aromatik yan zinciriyle etkilesime giren pozitif yiiklii ligantlar (veya tersi bir durumda
ligantlarin indol, fenil ya da 4-okso-3H-pirolo[2,3-d]pirimidin gibi aromatik gruplariyla
etkilesen pozitif yiikli allosterik bolge rezidiileri) neden olmaktadir (Sekil 45) (Kumar et al.
2018).

Genel olarak protein-ligant etkilesim galigmalari, biyolojik diizenleme mekanizmalarini
anlamak acisindan biiyiik bir 6nem arz etmekte ve yeni ilaglarin tasarimi icin teorik bir temel
saglamaktadir (Li et al. 2019). Mevcut arastirma kapsaminda yapilan ¢alismalarla molekiiler
docking tabanli ST’nin son adiminda seg¢ilen 28 adet hit ligantin, SHP-2’nin allosterik
bolgesindeki amino asit rezidiileriyle farkli tiirde non-kovalent etkilesimler olusturarak spesifik
protein-ligant kompleksleri meydana getirebilecekleri belirlenmistir. Buradan hareketle her bir
molekiiliin onkojenik bir enzim olan SHP-2’nin fonksiyonlarini inhibe etme ve ayrica terapotik
aday olma potansiyellerinin daha farkli in silico tekniklerle spesifik olarak arastiriimasi

gerektigi sonucuna varilmistir (Du et al. 2016; Afriza et al. 2018).
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Bu tezde gergeklestirilen molekiiler docking tabanli SBVS ¢alismalarinda hit ligantlar
olarak belirlenen 28 adet molekiiliin sayisi, tezin “Bulgular” basliginda yer alan “Molekiiler
docking tabanli SVBS c¢aligmalari” alt basliginda bahsi gecen kriterlere gore yapilan
degerlendirmeler sonucunda 3 adet final hit bilesige (NSC523374, NSC374121 ve
NSC524592) indirgenmistir. Bir diger deyisle, bu molekiillerin her birinin “yeni allosterik SHP-
2 inhibitdr adaylari” olarak “en yiiksek potansiyele” sahip olabilecekleri cesitli in silico
teknikler sayesinde ongoriilmiistiir. Asagida yer alan paragraflarda bu 3 final hit bilesik igin
Glide/Prime IFD docking sonuglari ve SHP-2’nin allosterik bolgesinde tespit edilen protein-
ligant etkilesimleri kapsamli bir sekilde ele alinmistir. Ayrica elde edilen sonuglar SHP099’a
ait sonuglarla kiyaslanarak, 3 final hit molekiiliin SHP-2’nin inhibisyonunda rol oynayabilecek

0zgln nitelikleri ortaya konulmustur.

Molekiiler docking sonuglarina gore segilen 3 final hit bilesik i¢in en yaygin amino asit
kalintilarinin Argl11, Phel13, Thr218, Glu249 ve Glu250 oldugu belirlenmis ve bu énemli
amino asit kalintilarinin SHP-2"nin allosterik olarak inhibe edilmesinde final hit bilesiklerin,
SHP099°da oldugu gibi, giiglii inhibisyon potansiyellerinden sorumlu olabilecegi seklinde
yorumlanmistir. Bunun yani sira final hit bilesiklerin docking skorlarmin (baglanma
afinitelerinin), SHP099 un docking skorundan (baglanma afinitesinden) daha yiiksek olmasinin
allosterik bolgede tespit edilen Glu110, His114, Thr253, Leu254 ve/veya Lys492 kalintilariyla
olusturulan hidrojen baglari, hidrofobik etkilesimler ya da =-istifleme etkilesimlerinden
kaynaklanabilecegi diisiiniilmektedir (Garcia Fortanet et al. 2016; Parsonidis et al. 2019; Wu
et al. 2020; Kwon et al. 2021).

De Freitas and Schapira (2017), rezoliisyonu < 2,5 A olan 11,016 adet protein-ligant
kompleksinin 3D kristal yapisinit PDB’den elde ettikten sonra ilgili protein ve ligant yapilari
arasinda kurulan intermolekiiler etkilesimleri incelemislerdir. Bunun sonucunda hidrofobik
etkilesimler, hidrojen bag etkilesimleri ve m-istiflemelerinin protein-ligant etkilesimlerinde
bulunan en yaygin tiirler oldugunu tespit etmislerdir. Bu ii¢ etkilesimi ise zayif hidrojen bag
etkilesimlerinin, tuz kopriilerinin, amid istiflemelerinin ve katyon-n etkilesimlerinin takip
ettigini rapor etmislerdir. Calismamizda 3 adet final hit ligant i¢in elde edilen molekiiler
etkilesim analizi bulgular literatiirle uyumlu olup her bir ligantin SHP-2 proteiniyle stabil
kompleksler olusturmasinda hidrojen baglari, tuz kopriileri, hidrofobik etkilesimler, katyon-n

ve z-istifleme etkilesimlerinin etkili oldugu belirlenmistir (Tablo 20 ve Sekil 46a, 47a ve 48a).

Ayrica De Freitas and Schapira (2017) tarafindan N-H---O, N-H---N ve O-H---O
hidrojen baglarnin olusumuna katilan agir atomlarmn yaklasik 3,0 A’liik benzer ortalama

mesafelerle birbirinden ayrildig:r bildirilmistir. Buna goére NSC523374, NSC374121 ve
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NSC524592’nin SHP-2’nin allosterik bolgesinde olusturdugu hidrojen baglarindaki mesafeler
(1,65-2,46 A) (Tablo 20) ve atom diizenlerinin (Sekil 46a, 47a ve 48a) intermolekiiler hidrojen

baglarinin olusumu i¢in uygun oldugu anlagilmistir.

Tuz koprist etkilesimleri bir hidrojen bagi ve elektrostatik etkilesimi bir arada
barindiran, iyonlasmis durumdaki iki molekiil arasinda goriilen kovalent olmayan
etkilesimlerdir. Protein-ligant komplekslerinde olusan bir tuz kopriisiinde proton, yan
zincirdeki bir karboksilik asit grubundan ligantin amin grubuna (veya yan zincirdeki bir amin
grubundan ligantin karboksilik asit grubuna) gé¢ edebilmektedir. Bununla birlikte proteine
baglanacak olan ligant molekiiliiniin iyonize formda olmasi gerekmektedir. Son 20 yilda
kuvvetlendirilmis (ylik destekli) hidrojen baglari hem teorik hem de deneysel yontemler
kullanilarak siklikla incelenmis ve bu tip etkilesimlerin proteinin konformasyonel stabilitesine
olan katkisina yonelik de ¢ok sayida ¢alisma yapilmistir (Bankiewicz et al. 2012; Kurczab et
al. 2018). Mevcut caligmada 3 hit ligantin SHP-2’nin allosterik cebinde hidrojen bag
etkilesimlerinin yan1 sira Argl 11, Glu249, Glu250 ve/veya Lys492 rezidiileriyle tuz kopriileri
olusturdugu tespit edilmistir. Ilaveten bu bilesiklerin biiyiik oranda hidrojen baglar1 ve tuz
kopriisii etkilesimleri sayesinde SHP-2 ile stabil kompleksler olusturabildigi saptanmistir
(Tablo 20 ve Sekil 46a, 47a ve 48a). Bu durumun secilen final hit ligantlarin IFD docking
skorlarinin, SHP099’unkinden daha yiiksek olmasina katki saglayabilecegi diisiniilmektedir
(Fu et al. 2018). Literatiirde Garcia Fortanet et al. (2016) ve Liu et al. (2019) tarafindan yapilan
caligmalarda SHP099’un giiclii diizeydeki SHP-2 inhibisyon aktivitesinin ortaya ¢ikmasinda
hidrojen bag aglarinin ¢ok dnemli bir rol oynadig: bildirilmistir. Boylece ¢aligmadaki final hit
ligantlar icin de SHP-2 enziminin allosterik cebinde spesifik hidrojen bag aglarinin
gozlemlenmesiyle (Sekil 46a, 47a ve 48a), bu molekiillerin SHP-2’nin aktivitesini inhibe

etmede yiiksek bir potansiyele sahip olabilecekleri sonucuna varilmistir.

Giiniimiizde hidrofobik etkilesimlerin molekiiler tanimada termodinamik agidan 6nemli
bir itici gii¢ oldugu diisiiniilmektedir. Protein-ligant baglanma afinitelerini hesaplamaya yonelik
birgok ampirik skorlama fonksiyonu halihazirda gelistirilmis olup bu tip fonksiyonlarda en
biiyiik katkinin protein ve ligant arasindaki hidrofobik temastan ileri geldigi belirlenmistir.
Protein boslugundaki su molekiillerinin boslugu kaplayan protein gruplarmi tamamlayacak
sekilde bir ligantla yer degistirmesi, su molekiillerinin uygun olmayan bir ortamdan ¢6zeltiye
salinimin1 saglamaktadir. Hidrofobik bolge ve bu bolgeyle iliskili hidrojen baglariyla
karakterize edilen bir proteine ait aktif bdlgenin solvasyonu atipik entropik ve entalpik
hidrasyon penaltilarini indiiklemektedir. Sonugta bu penaltilar birbirinden bagimsiz solvasyona

ugramis ligant ve proteine kiyasla bir protein-ligant kompleksini stabilize etmekte ve boylece
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s6z konusu ligantlarin baglanma afiniteleri artmaktadir (Young et al. 2007). Calismamizda
NSC523374 ve NSC524592 kodlu final hit ligantlarla Leu254 arasinda meydana gelen
hidrofobik etkilesimlerin (Tablo 20 ve Sekil 46a, 47a ve 48a), olusan protein-ligant
komplekslerinin AG degerlerini diisiirmeye ve baglanma cebinde bulunan ligantlarin
stabilitesini artirmaya yonelik katkilar saglayabilecegi yorumunda bulunulmustur (Bronowska
2011; Liu et al. 2019).

Bahsedilen bu etkilesimlerin disinda, 3 final hit ligantin Glide/Prime IFD docking
pozlarinda His114 ile goriilen m-istifleme veya Argl11 ile goriilen katyon-m etkilesimlerinin
ilgili protein-ligant komplekslerinin stabilizasyonunda 6nemli oldugu varsayilmaktadir (Tablo
20 ve Sekil 82) (Brylinski 2018; Tayubi and Sethumadhavan 2010). Literatiirde SHP-2nin
allosterik bolgesinde SHP099 icin bazi m-istifleme etkilesimleri rapor edilmistir (Garcia
Fortanet et al. 2016). Benzer sekilde ¢alisma bulgularimizda segilen final hit molekiillerin SHP-
2 ile bu tiirden etkilesimlere sahip oldugunun belirlenmesi, bu molekiillerin SHP-2’yi gii¢lii bir

sekilde inhibe etme potansiyelinin varligini isaret etmektedir.

Secilen final hit ligantlar dipeptit yapisinda olup her birinde azot atomu igeren
heterosiklik aromatik bir halka sistemi (NSC523374 ve NSC374121 i¢in 3- konumundaki 1H-
imidazol-5-il ve NSC524592 i¢in 3- konumundaki 1H-indol-3-il), aromatik mono- veya bisiklik
bir halka sistemine (NSC523374 igin 3- konumundaki 1H-imidazol-5-il, NSC374121 igin 3-
konumundaki 4-hidroksifenil ve NSC524592 i¢in 3- konumundaki 1H-indol-3-il) bir amid
(peptit) bag1 araciligiyla baglanmaktadir (Tablo 19). Boylece bu tezde yeni allosterik SHP-2
inhibitdr adaylar1 olarak Onerilen 3 final hit bilesikle, allosterik SHP-2 inhibitorii 6zelligi

tastyan molekiiller i¢in yeni bir baglanma modu literatiire kazandirilmistir.

(©

DX

Sekil 2. Ug adet final hit ligant (mor renk) igin iiretilen Glide/Prime IFD pozlarinda katyon-n
(kesikli yesil ¢izgi ile ifade edilen) ve n-m (kesikli mavi ¢izgi ile ifade edilen) etkilesimlerinin
3D modeller iizerinde gosterimi. (a) NSC523374, (b) NSC374121 ve (c) NSC524592

Garcia Fortanet et al. (2016) tarafindan SHP099’un SHP-2’yle olusturdugu X-isini
kristal yapisinda bu ligantin bazik amin grubunun Phel13’{in omurga karboniliyle hidrojen bag

etkilesimi yapti81, pirazin ¢ekirdeginin anilin-Glu250 arasindaki hidrojen bagini korudugu ve
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Argl1l ile yeni bir hidrojen bagi meydana getirdigi bildirilmistir. Bu yeni hidrojen bag
etkilesiminin diklorofenil motifiyle katyon-n etkilesimi i¢in Argl11’i dnceden organize ettigi
belirlenmistir. Buna gore Argl11’in pirazin yoluyla hidrojen baginin 6nceden diizenlenmesinin
etkilesimleri optimal hale getirdigi rapor edilmistir. Calismamizda NSC523374°tin 1H-
imidazol halkasindaki =N- gruplarinin Argl11’in yan zincirindeki hidrojen atomlar1 ve
Thr218’in -COOH grubundaki hidrojen atomuyla hidrojen bag etkilesimi meydana getirdigi
tespit edilmistir. Ayrica 1H-imidazoliin -NH grubunun Glu250’nin omurga karboniliyle
hidrojen bag1 yaptig1 belirlenmistir. Boylece Argll1 ile mevcut olan hidrojen bagmin 1H-
imidazol ve Glu250 arasindaki hidrojen bag etkilesiminin korunmasinda &nemli oldugu
sonucuna varilmistir. ilave olarak Phell13’iin omurga karbonili ve NSC523374’iin serbest
aminyum (-NHs") grubu arasinda goézlemlenen hidrojen baginin literatiire uyumlu oldugu
belirlenmistir (Sekil 46a, 46b) (Garcia Fortanet et al. 2016).

Sekil 49b’den SHP099’un diklorofenil halkasinin Arglll ile katyon-m etkilesimi
olusturdugu goézlemlenmektedir. Bununla birlikte NSC374121, Argl11 ile 4-hidroksifenil
halkasi {izerinden katyon-m etkilesimi olusturmaktadir. Ayrica NSC374121’in 1H-imidazol
halkasindaki -NH- ve =NH* gruplarinin GIu250 ile sirasiyla hidrojen bag ve tuz kopriisii
etkilesimleri kurmasinin; yiiklii veya yiiksiiz amino gruplarinin SHP-2’ye ligant baglanmasinda
onemli olabilecegini isaret etmektedir. NSC374121 ile Arglll arasinda meydana gelen
hidrojen bagi ise ligantin peptit bagini olusturan -NH- grubu ve amino asit kalintisinin omurga
karbonilinden ileri gelmektedir. NSC374121’in serbest -NH2 grubunun Phel13’iin omurga
karboniliyle kurdugu hidrojen bag etkilesimi de literatiirde SHP099 i¢in bildirilen etkilesime
benzerlik gostermektedir (Sekil 47a, 47b) (Garcia Fortanet et al. 2016).

SHP099 (Sekil 49b) ve NSC374121 (Sekil 47b)’e benzer sekilde NSC524592 nin bir
1H-indol halkast Arglll ile katyon-m etkilesimine sahiptir. Ayrica bir diger 1H-indol
halkasiin -NH- grubu, Glu250’nin -COOH grubundaki yiiklii oksijen atomuyla hidrojen bag
etkilesimi yapmaktadir. Ilaveten ligantin -NHs* grubunda bulunan hidrojen atomunun
Phel13’lin omurga karboniliyle hidrojen bagina sahip olmasi; SHP099’da oldugu gibi amino
gruplarinin Phel13 ile omurga karbonili lizerinden etkilesebilecegini ortaya koymaktadir (Sekil

48a, 48b) (Garcia Fortanet et al. 2016).

Yapilan 2D ve 3D protein-ligant etkilesimleri sonucunda final hit molekiillerin,
SHP099’a benzer sekilde, yapilarindaki yiiklii veya yiiksiiz amino gruplar1 sayesinde anahtar
kalintilar olan Argl11, Phel13 ve Glu250 ile hidrojen baglar1 araciligiyla etkilesebildikleri ve
kurduklar1 spesifik hidrojen bag aglariyla SHP-2’nin allosterik inhibisyonunda giiglii bir
potansiyele sahip olabilecekleri diisiiniilmiistiir (Garcia Fortanet et al. 2016; Liu et al. 2019).
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MC™/MD™ uygulamalari

NCI veritabanindan elde edilen 297,830 adet kii¢iik molekiiliin sayisi, molekiiler
docking tabanli SBVS calismalariyla 28 adet hit molekiile indirgenmistir. Onerilen bu hit
ligantlar, IFD docking skorlar1 ve ligant etkilesim haritalarinin degerlendirilmesinden sonra
SHP-2 proteini i¢in gii¢lii aday inhibitorler olarak tanimlanmistir. Bu noktada secilen hit
ligantlarin ilag olma 6zellikleri, potansiyel kanser terapotik aktiviteleri ve toksisite profillerinin
incelenmesi terap6tik bir aday olmalar1 yolunda biiyiik 6nem arz etmektedir (Aydin et al. 2020;
Sahin et al. 2021). Bu amagla ¢alismamizdaki hit molekiillerin ilag olma 6zellikleri, kanser
terapotik aktiviteleri ve ayrica norotoksisite, nefrotoksisite ve sitotoksisite gibi 26 farkl
toksisite 6zelligi MC™/MD™ platformunda topoloji temelli ikili QSAR modelleri kullanilarak

degerlendirilmistir.

MC™/MD™ araglar1 tarafindan olusturulan QSAR modelleri kiitiiphanesinin,
istatistiksel tahminlere dayali olarak, bazi ilag parametreleriyle ilgili yararli ve giivenilir bilgiler
sagladig1 bilinmektedir (Aydin et al. 2020; Comert Onder et al. 2020). Bu ¢alismada kanser
terapotik aktivitesinin tahmini i¢in hassasiyet, spesifiklik, dogruluk ve MCC parametreleri
temel alinarak bu parametrelerin en yiiksek degerlere sahip oldugu ikili QSAR modeli
kullanilmistir (Myshkin et al. 2012). Kullanilan modelde hassasiyet, spesifiklik, dogruluk ve
MCC parametreleri, egitim seti i¢in sirasiyla 0,95, 0,92, 0,93 ve 0,87 ve test seti i¢in sirasiyla
0,89, 0,83, 0,86 ve 0,72 olarak belirlenmistir. Bununla birlikte modelin egitim setinde 886 adet
onaylanmis ilag ve test setinde ise 167 adet molekiil bulunmaktadir (Oktay 2020; Tutumlu et
al. 2020). Ayrica modelde kullanilan kesme degeri 0,5’tir. Buna gore > 0,5 araliginda olan
degerler, test edilen herhangi bir molekiiliin antikanser etkili olabilecegine isaret etmektedir
(Sahin et al. 2021). Calismamizda 28 adet hit molekiilden 22 tanesinin kanser terapotik aktivite
degerinin 0,5’in iizerinde oldugu tespit edilmistir (Tablo 21). Buradan hareketle bu 22 ligantin
her birinin potansiyel bir antikanser ajan 6zelliginde oldugu sonucuna varilmis ve dolayisiyla
sitotoksite testlerinde pozitif sonug verebilecekleri 6ngoriilmistiir (Aydin et al. 2020; Tutumlu
et al. 2020).

SHP099 bilesigi, literatiirde giiclii, selektif ve oral biyoyararlanima sahip olan bir
allosterik SHP-2 inhibitorii olarak bilinmektedir. Bunun yaninda SHP099’un fare tiimor
ksenogreft modellerinde SHP-2’nin aktivitesini basarili bir sekilde inhibe ettigi kanitlanmig
olup aym1 zamanda bu bilesigin kanser tedavisinde yeni bir strateji saglayabilecegi rapor
edilmistir (Chen et al. 2016). Bu ¢alismada hem in silico hem de in vitro analizler kapsaminda
referans olarak kullanilan SHP099’un MC™/MD™ platformunda kanser terapotik aktivite
degeri 0,46 olarak tahmin edilmistir. Bu deger bu platformda yapilan antikanser aktivite
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tahminleri i¢in literatiirde kullanilan kesme degeriyle uyum gostermektedir (Aydin et al. 2020;
Sahin et al. 2021).

Ilag kesif ve gelistirme siireclerinde bilesiklerin yipranma oranmi azatmak amaciyla
toksik oOzelliklerinin tahmin edilmesine yarayan in silico araglarin kullanimi giliniimiizde
giderek yayginlasmaktadir. Bu ¢alismalarin esas amaci, preklinik deneyler i¢in advers ilag
reaksiyonlarinin basariyla ongoriilmesi ve bu sayede ilag gelistirme maliyetlerinin 6nemli
Olgiide azaltilmasidir (Muster et al. 2008). Bu amag¢ dogrultusunda galismamizda tahmini
kanser terapotik aktivite degeri 0,5’in lizerinde oldugu belirlenen 22 hit ligant i¢in hesaplamali
olarak cesitli toksisite analizleri gergeklestirilmistir (Sayin 2019; Zengin Kurt et al. 2019; Is et
al. 2020). Elde edilen bulgular degerlendirildiginde, NSC152075, NSC94498, NSC523374,
NSC374121, NSC524592 ve NSC685284 haricindeki 16 adet hit molekiiliin genel olarak Ames
toksisitesi, bobrekler ve karacigerde kilo kazanci, bobrek ve karaciger nekrozu, deri hassasiyeti,
erkek farelerde karsinojenite, karaciger kolestazi, kardiyotoksisite, karsinojenite, nefron hasari,
nefrotoksisite ve norotoksisite gibi toksik etkilere sahip olabilecekleri belirlenmistir (Tablo 21).
Boylece molekiiler docking calismalarinda hit molekiiller olarak onerilen bu ligantlarin
toksisite profilinde biyiik olasilikla bir artig goriilecegi tahmininde bulunulmustur (Oktay
2020).

Ote yandan toksisite profili nispeten olumlu bulunan 6 hit ligant ve SHP099 arasindan;

e NSC152075’in dort modelde (deri hassasiyeti, genotoksisite, karacigerde kilo
kazanci ve karaciger nekrozu),

e NSC523374’lin alti modelde (bobrek nekrozu, genotoksisite, karacigerde kilo
kazanci, karaciger nekrozu, karsinojenite ve norotoksisite),

e NSC374121’in iki modelde (deri hassasiyeti ve MRTD agisindan toksisite riski),

e NSC524592’nin i modelde (deri hassasiyeti, karaciger nekrozu ve MRTD agisindan
toksisite riski),

e NSC685284’iin iki modelde (deri hassasiyeti ve karaciger kolestazi)

e NSC94498’in ii¢ modelde (deri hassasiyeti, karaciger nekrozu ve MRTD agisindan
toksisite riski),

e SHP099’un ii¢ modelde (deri hassasiyeti, genotoksisite ve kardiyotoksisite)

toksisite gosterdigi belirlenmistir (Tablo 21). Toksisite profili sonuglar1 Tablo 21°den
detayli olarak incelendiginde, NSC152075’in dort sonucundan {igiiniin, NSC523374°{in alt1
sonucundan besinin, NSC685284’iin ii¢ sonucundan birinin ve SHP099’un ii¢ sonucundan
ikisinin esik degere (0,5) yakin oldugu goriilmektedir (Kuskucu et al. 2020; Kanan et al. 2021).
Ayrica NSC523374 haricindeki diger 5 hit ligantin, SHP099’a benzer sekilde, zayif veya orta
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derecede deri hassasiyeti olugturma potansiyeline sahip oldugu anlasilmaktadir. NSC94498,
NSC374121 ve NSC524592 ise, SHP099 un aksine, MRTD agisindan yiiksek toksisite riski
barindirmaktadir. Bununla birlikte NSC152075, NSC94498 ve NSC524592’nin karaciger
nekrozu modelinde 0,6’nin iizerinde degerler verdigi saptanmistir. Bu toksisite risk
degerlendirmesinin sonuglari, genel olarak, 6 adet hit bilesigin, doz limit deneyleriyle optimize
edilebilen birkag parametre (Robinson et al. 2000; Doak et al. 2008; Gertz 2011; Parasuraman
2011; Suzuki et al. 2014; Bruno et al. 2016; Llorach-Pares et al. 2017; Ricart 2017; Santos et
al. 2020) disinda, toksik etkilerinin smir degerlerin altinda oldugunu gostermektedir. Bu
sonuglarin, ileride bu bilesiklere yonelik gergeklestirilebilecek in vivo hayvan deneyleri i¢in
uygun doz araliklarinin belirlenmesinde faydali olabilecegi diisiiniilmektedir (Alam and Khan
2018).

Antikanser etkili molekiilleri diger ilag molekiillerinden ayiran 6zelliklerden biri,
terapotik dozlarda yan etkilerinin sikligi ve siddetidir. Bununla birlikte piyasada mevcut
antikanser ilaclar icin rapor edilen yaygin toksisite tilirleri arasinda hematolojik toksisite,
gastrointestinal sistem toksisitesi, hepatotoksisite, kardiyotoksisite, norotoksisite, pulmoner
toksisite, gonadal toksisite, idrar yolu toksisitesi ve cilt/sag folikiilii toksisitesi yer almaktadir
(Remesh et al. 2012). Calismamizda segilen 6 adet hit ligantin bu toksisite tiirlerinin birgoguna
sahip olmadig1 gorilmektedir (Tablo 21). Bu durum ilgili molekiillerin yan etki profillerinin
diisiik olmasina katki saglamakta ve her birinin birgok kanser tiirii i¢in terapotik adaylar olarak

nitelendirilebilecegini ifade etmektedir (Aydin et al. 2020; Sahin et al. 2021).

Cilde tekrarli temaslar sonucunda alerjik kontakt dermatiti indiikleyebilen maddelere
cilt hassaslastiricilart ad1 verilmektedir. Cilt hassasiyetinin indiiklenmesini 6nlemek amaciyla
hassaslastiric1 etkene maruz kalma en aza indirilmelidir. Bu nedenle, cilt hassaslastirici 6zellige
sahip olan molekiillerin tespit ve tahmin edilmesi, ilag endiistrisinde giivenli ve etkili kiiglik
molekiil ilaglarin gelistirilmesi i¢in biiyiik 6nem tagimaktadir (Wilm et al. 2021). Giiniimiizde
in silico yaklagimlar, tahmine dayali kurallar veya modeller iiretilmesinde cilt hassaslastirict
olan ve olmayan bilesiklerin yapisal 6zelliklerini analiz etme kabiliyetleri sayesinde hayvan
deneylerine c¢ekici bir alternatif olusturmaktadir. Bdylece ticari satin alinabilen binlerce
kimyasalin toksisite riskleri uygun maliyetli bir sekilde degerlendirilebilmektedir (Ouyang et
al. 2014).

Kiiciik organik molekiillerin, derideki makromolekiiller (proteinler veya digerleri) ile
reaksiyona girerek bir immiinojenik kompleks olusturma yoluyla duyarlilasmaya neden oldugu
varsayllmaktadir. EK olarak su anda daha yaygin olarak kabul géren bir mekanizma, elektrofilik

alerjenler ve deri proteinlerindeki (genellikle yan zincirler) amino asitlerin niikleofilik kisimlari
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arasinda bir kovalent bag olusumunu igermektedir. Bugiine dek yapilan SAR caligmalarinda
halojenli aromatikler, benzaldehitler, dienler, oksimler, aldehitler ve epoksitlerin cilt
hassaslastirma potansiyelinin  bulundugu belirlenmis olup ayrica bu c¢alismalarda
anilin/aromatik amin ve/veya fenol tiirevlerinin cilt hassaslastirici kimyasallar1 siklikla
bulunduran iki biiyiik smif oldugu rapor edilmistir (Ouyang et al. 2014). Buna gore
calismamizda hit molekiiller icin tespit edilen zayif veya orta derecedeki cilt hassaslastiric
potansiyellerin (Tablo 21), literatiirle uyumlu olarak, NSC374121’de fenol/1H-imidazol
(aromatik amin), NSC524592’de 1H-indol (aromatik amin), NSC685284°’te 4-klorofenil
(halojenli aromatik)/1H-imidazol, NSC94498’de fenol ve SHP099’da ise 2,3-diklorofenil
(halojenli aromatik)/pirazin (aromatik amin) gruplarindan (Tablo 19) kaynaklanabilecegi

distiniilmektedir.

MRTD degeri, bir ilacin etkinliginin artmadig1 ve yan etkilerinin faydali etkilerinden
daha agir basmaya basladig tist sinir1 tahmin etmek amaciyla kullanilmaktadir (Liu et al. 2016).
Diisiik MRTD degerine sahip kimyasallar, yliksek toksisiteli bilesikler olarak siniflandirilmakta
iken yiksek MTRD degerine sahip kimyasallar ise diisiik toksisiteli bilesikler olarak
siiflandirilmaktadir (Matthews et al. 2014). Bu ¢alismada MTRD ile ilgili olarak elde edilen
toksisite sonuclart NSC374121, NSC524592 ve NSC94498’1n diisiik bir MTRD degerine sahip
oldugunu gostermektedir (Tablo 21); ki bu durum ilgili molekiillerin ilag olarak kullanildiklar1
takdirde daha diisiik dozlarinin uygulanmasi anlamina gelmektedir (LIorach-Pares et al. 2017).

Tablo 22°de olas1 kanser terapdtik aktivitesine sahip ve toksisite profili nispeten diisiik
bulunan 6 hit ligantin ila¢ olma 6zellikleri verilmistir. Literatiirde Lipinski’nin bes kuralina
uyumlulugu olmayan bilesiklerin zayif ¢oziiniirliik ve/veya zayif hiicre gecirgenligi gibi
ozelliklerden dolay1 oral biyoyararlanimlarinin diisiik olabilecegi bildirilmistir (Benet et al.
2016). Mevcut calismada 6 adet hit ligantin ila¢g benzerliginin degerlendirilmesinde
Lipinski’nin kurallar1 kullanilmis ve Tablo 22’deki sonuclar bu hit ligantlarin, SHP099’da
oldugu gibi, bu kurallara uyumluluk gdsterdigini ortaya koymustur. Boylece bu molekiiller i¢in
oral biyoyararlanim sorunu olmayacagi 6ngoriisiinde bulunulmustur (Onguéné et al. 2014).
Ayrica bu ligantlar arasindan NSC152075’in 16 adet donebilen baga sahip oldugu Tablo 22’den
goriilmektedir. Bu durum ilgili molekiiliin yiiksek derecede esnek oldugunu ifade etmekle
birlikte Veber tarafindan belirlenen “ilag molekiillerinde maksimum 10 adet donebilen bag
olmas gerektigi” ilkesine de ters diismektedir (Veber et al. 2002; De Brito 2011). Ote yandan
bir bilesigin oral aktivite ve biyoyararlanim ydniinden zayif olma olasili§inin, iki ya da daha
fazla 6zelligin ihlali durumunda ortaya ¢iktig1 rapor edilmistir (Dashti et al. 2012). Buradan

hareketle NSC152075’1n ila¢ olma 6zelliklerinin korundugu anlasilmaktadir.
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Calismamizda MC™/MD™ analizlerinin sonuglar1 genel olarak degerlendirildiginde,
secilen 6 hit ligantin kanser terapotik aktivite potansiyelinin mevcut oldugu, toksisite
profillerinin nispeten olumlu oldugu ve ila¢ olma ozelliklerinin uygun bulundugu tespit
edilmistir. Boylece bu molekiillerin her birinin, SHP099’a benzer sekilde, hem in vitro hem de
in vivo deneylerde antikanser etki bakimindan pozitif sonuglar verebilecegi Ongoriisiinde

bulunulmustur (Lu et al. 2020).

MD simiilasyonlari

MC™/MD™ analizlerinden ¢ikt1 olarak alinan 6 hit ligant (NSC152075, NSC94498,
NSC523374, NSC374121, NSC524592 ve NSC685284), antikanser ilag olma potansiyelleri ve
SHP-2"ye kars1 giiclii baglanma afiniteleri nedeniyle MD simiilasyonlart i¢in se¢ilmistir. Holo
ve apo SHP-2’nin yapisal durumlart ve dinamik davranis 6zelliklerinin karsilastiriimasi
amaciyla, GROMACS yazilim paketi kullanilarak, 50 ns’lik MD simiilasyon ¢alismalar1
gerceklestirilmistir (Sayin 2019). Bu sayede SHP-2nin allosterik bolgesine Glide/Prime IFD
docking metoduyla yerlestirilen ligantlarin zamana bagli stabiliteleri ve kararli ilag-reseptor
komplekslerinin olusumunun incelenmesi miimkiin olmustur. MD simiilasyon ¢aligmalarinin
sonuglar1 proteine ait Ca atomlarinin RMSD grafikleri, baglanma bolgesindeki ligantlarin
RMSD grafikleri ve proteinin Co atomlarinin RMSF grafikleri kullanilarak degerlendirilmistir
(Bhowmick et al. 2021).

MD simiilasyonlarinda RMSD degeri Ca, omurga ve yan zincir atomlar1 gibi proteine
0zgii segilen bir atomun belirli bir zaman goriintiisiiniin, bir referans zaman goriintiisiine gore
yer degistirmesiyle olusan ortalama mesafeyi 6l¢cmek i¢in kullanilmaktadir. Boylece elde edilen
RMSD sonuglarindan simiilasyonlarin dengeye ulasip ulagsmadiklari belirlenebilmektedir. Bir
referans protein yapisi i¢inde 0,1-0,3 nm arasindaki dalgalanmalar, proteinin konformasyonel
degisiminin biiylik olmadigini ve sistemin stabil oldugunu géstermektedir (Opo et al. 2021).
Buna gore ¢galismamizdaki 6 hit ligantin her biri i¢in Glide/Prime IFD metoduyla olusturulan
protein-ligant komplekslerinin analizinde kullanilan SHP-2’ye ait Co atomlar1 kabul edilebilir
dalgalanmalar gostermistir (< 0,3 nm) (Sekil 50 ve Tablo 23). Bunun yaninda SHP099’un SHP-
2 ile olusturdugu kompleks yapisinda Ca atomlarinin RMSD degerinin 0,21 + 0,06 nm olarak
tespit edilmesi {izerine stabil bir SHP2-SHP099 kompleksinin meydana geldigi kanitlanmistir
(Sekil 50 ve Tablo 23). Bu bulgulardan hareketle, 6 hit ligant ve SHP099’un SHP-2’nin
allosterik cebine baglanmasinin; bu protein {izerinde 6nemli diizeyde bir konformasyonel
degisiklik meydana getirmedigi belirlenmistir. Ayrica bu hit molekiillerin her birinin,
SHP(099’a benzer sekilde, SHP-2 proteinini otoinhibe olmus bir konformasyonda stabilize

ederek bu enzimin katalitik aktivitesini engelleyebilecegi sonucuna varilmistir. Bu sonuglar,
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ligant baglanmasiyla SHP-2’nin stabilitesinde artis tespit eden literatiir sonuglariyla da

uyumludur (Wu et al. 2019; Wang et al. 2020c).

Wu et al. (2019) tarafindan yapilan ¢aligmada, bir 1H-benzo[d]imidazol-2(3H)-on
tirevi olan LY6 hit ligantinin SHP-2 ile etkilesimini tanimlamak amaciyla 10 ns’lik MD
simiilasyonlar1 gergeklestirilmis olup ardindan ilgili protein-ligant komplekslerinin stabilitesini
ve giivenilirligini degerlendirmede RMSD degerleri kullanilmistir. Elde edilen sonuglarda
SHP2-LY6 kompleksinin apo sistemden daha kararli oldugu belirlenmistir. Boylece SHP-2"nin
hareket kabiliyetinin ve dolayisiyla aktivitesinin LY 66 ile baglanmasi sonucunda azaldigi tespit
edilmistir. Bu duruma gerek¢e olarak SHP-2’nin aktivasyonu igin otoinhibe olmus
konformasyondan agik konformasyona ge¢cmesi gerektigi; bunun da protein yapisinda birtakim

konformasyonel degisiklikleri gerektirdigi gosterilmistir.

Wang et al. (2020c) tarafindan gergeklestirilen ¢alismada ise RMC-4550 ve SHP099
ligantlariin SHP-2 proteininin stabilitesi tizerindeki etkilerini degerlendirmek amaciyla 150
ns’lik MD simiilasyon g¢aligmalar1 yapilmig ve simiilasyonlar boyunca omurga atomlarinin
baslangi¢ yapisina gére RMSD degerleri hesaplanmistir. Bunun sonucunda, apo SHP-2
proteininin daha biiyiik bir RMSD degerine sahip oldugu ve dolayisiyla daha biiyiik 6lgiide
yapisal degisiklige ugradigi tespit edilmistir. Ote yandan SHP099 veya RMC-4550 ile baglanan
SHP-2’nin simiilasyon sirasinda nispeten sabit bir konformasyonda kaldigi gézlemlenmistir.
Dahas1 SHP-2RMC45%0 kompleksinin RMSD degerinin en diisiik oldugunun belirlenmesiyle;
RMC-4550’nin, SHP-2’nin kapali konformasyonunun stabilizasyonunda SHP099’dan daha
biiyiik bir avantaj saglayabilecegi ileri stiriilmiistiir. Benzer sekilde bu ¢alismada SHP-2’nin Ca
atomlari i¢in elde edilen RMSD degerleri Tablo 23’ten incelendiginde, 6 adet hit ligantin, SHP-
2’nin otoinhibe olmus konformasyonunu stabilize etmede SHP(099°’dan daha yiiksek bir
potansiyele sahip olduklar1 anlagilmaktadir (Sekil 50). Ayrica iclerinden NSC523374 kodlu hit
ligantin, protein stabilizasyonu a¢isindan en basarili sonuglar verdigi belirlenmistir (Sekil 50 ve

Tablo 23).

Calisma kapsaminda SHP-2 proteininin RMSD degerleriyle birlikte ligantlarin RMSD
degerleri de incelenmistir. Bu amagla “lig-fit-prot” RMSD degerlerinin hesaplanmasinda bir
protein-ligant kompleksinin baslangi¢ yapisi, proteinin Co atomlari lizerinde referans durumu
olarak hizalanmistir. Boylece simiilasyonlar siiresince bu RMSD degerleri, ligantlarin agir
atomlarinin baglanma cebindeki translasyonel hareketine goére belirlenmistir (Sahin et al.
2020). Buna gore 6 hit molekiil ve SHP099 i¢in hesaplanan “lig-fit-prot” RMSD degerleri Tablo
23’ten incelendiginde, bu bilesiklerin bircogu i¢in SHP-2’nin allosterik cebinde gerceklesen

baglanma olaylar1 sirasinda yiiksek bozulmalar gézlenmemistir (Sekil 51). Bununla birlikte
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NSC94498 haricindeki diger hit ligantlar ve SHP099’un “lig-fit-prot” RMSD degerlerinin
(0,13-0,32 nm) ¢ok diisiik oldugu belirlenmistir. Diger taraftan NSC94498’in “lig-fit-prot”
RMSD degeri 1,0 + 0,56 nm olarak hesaplanmig ve bu hit ligantin simiilasyon siiresince
baglanma bolgesinden ayrildiginin tespit edilmesi lizerine SHP-2’nin allosterik cebinde yapisal
olarak stabil olmadig1 kanaatine varilmistir. Hit ligantlar i¢in hesaplanan RMSD degerlerinde
bu sekilde onemli dlgiide yiiksek bir degerin varligi, ilgili ligant yapisinin docking pozundaki
ilk konumundan uzaklasarak baglanma bdlgesinden difiize oldugunu ifade etmektedir (Harini
et al. 2021; Prajapati et al. 2021).

Lig-fit-lig RMSD degerleri, ligant atomlarinin internal varyasyonlarinin dogrudan bir
Ol¢iisti olup ligantlarin donme hareketini belirtmektedir. Bu degerlerin hesaplanmasinda bir
ligantin agir atomlart ilk konformasyonlarina gore hizalanmaktadir (Arumugam et al. 2021).
Boylece caligmamizda 6 hit molekiil ve SHP099 igin hesaplanan “lig-fit-lig” RMSD degerleri
Tablo 23’ten incelendiginde, tiim molekiiller igin bu degerlerin 0,3 nm’den (0,02-0,14 nm) az
oldugu goriilmektedir (Sekil 52). Bu sonuglar, SHP099 dahil olmak iizere tiim hit bilesiklerin,
simiilasyon siiresince donme hareketlerini 6nemli Slgiide degistirmedigini ve ¢ok rijit bir

davranis sergilediklerini ortaya koymaktadir (Sahin et al. 2020).

Ote yandan SHP099 un “lig-fit-lig” RMSD degerinin 6 hit liganta kiyasla daha diisiik
olmasi (Tablo 23), bu molekiiliin baglanma pozisyonundaki degisikliklerin daha az oldugu
seklinde yorumlanmistir. Elde edilen bu bulgu, SHP099’un Glide/Prime IFD docking
pozundaki stabilitesinin, hit ligantlarin Glide/Prime IFD docking pozlarindaki stabilitesinden
nispeten daha yiiksek oldugu anlami tasimaktadir (Fu et al. 2020). Sonugta, ¢alismada segilen
hit ligantlara yonelik gergeklestirilen “lig-fit-prot” ve “lig-fit-lig” RMSD hesaplamalariyla bu

molekiillerin her birinin Glide/Prime IFD docking pozlarinin valide edilmesi saglanmustir.

RMSF degeri, belirli amino asit kalintilarinin ortalama konumlar1 etrafindaki
hareketliligini yansitmaktadir ve biyolojik sistemlerin stabilitesinin incelenmesinde yararli
yontemlerden bir digeridir (Liu et al. 2014). Literatiirde RMSF degerinin dalgalanmasi ne kadar
biiyiik olursa, proteine ait amino asit rezidiilerinin de o denli kararsiz olduklar1 bulgulanmigtir

(Zhou et al. 2021).

Mevcut ¢alismada segilen hit molekiiller, SHP099 gibi, SHP-2 proteininin C-SH2 ve
PTF domainlerine ayni anda baglanmak iizere tasarlanmistir (Garcia Fortanet et al. 2016). Daha
once Qiu et al. (2014) ve Wang et al. (2021a) tarafindan SHP-2’nin otoinhibe olmus
konformasyonundaki en esnek bolgenin C-SH2 domainini olusturan Trpll2-Leu216
rezidillerinden meydana geldigi bildirilmistir. Bdylece Tablo 24’te yer alan sonuglar
degerlendirildiginde, 5 hit molekiil (NSC152075, NSC523374, NSC374121, NSC524592 ve
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NSC685284) ve SHP099’un SHP-2’ye baglanmasiyla tiim sistemlerin kararli hale geldigi ve
bu sayede hem SHP-2’nin dalgalanma biiyiikligiiniin hem de C-SH2 domaininin esnekliginin
azaldig1 sonucuna ulasilmaktadir (Wu et al. 2019). Bu durum Sekil 53’teki grafikler tizerinde
gorsellestirilmis olup bu grafiklerin yorumlanmasiyla ligant bagh proteinde Trpl12-Leu216
rezidiilerinin RMSF dalgalanmalarinin, apo proteinde ayni aralikta bulunan rezidiilerin RMSF

dalgalanmalarina kiyasla ¢ok daha diisiik degerlerde oldugu ortaya ¢ikmaktadir.

Tablo 25’e gore SHP-2’nin ligant bagli formlarinda D’E, B’C, pTyr, WPD, P ve Q
dongiilerine ait ortalama RMSF degerleri sirasiyla 0,06-0,08 nm, 0,09-0,14 nm, 0,07-0,09 nm,
0,09-0,12 nm, 0,06-0,07 nm ve 0,06-0,09 nm araliklarinda bulunmaktadir. Buna karsilik apo
formunda ise bu degerlerin D’E, B’C, pTyr, WPD, P ve Q dongiileri i¢in sirastyla 0,09 + 0,02
nm, 0,16 £ 0,03 nm, 0,12 + 0,01 nm, 0,21 + 0,03 nm, 0,08 = 0,02 nm ve 0,11 £ 0,03 nm oldugu
tespit edilmistir. Alinan bu sonuglar, 5 hit ligant ve SHP099 un, SHP-2 proteinindeki D’E, B’C,
pTyr, WPD, P ve Q dongiilerinin stabilitesini gelistirdigini gostermektedir. Ayn1 zamanda bu
molekiillerin N-SH2 ve PTF domainleri arasindaki etkilesimlerin stabilitesini kolaylastirarak
SHP-2’ye baglanmalarinin ardindan s6z konusu bdlgelerin rijiditesini artirdiklarini ifade
etmektedir (Wang et al. 2020c). Bununla birlikte Ma et al. (2020) tarafindan bir ligantin SHP-
2’ye baglanmasinin allosterik bolgedeki rezidiileri stabil hale getirdigi ve ayrica katalitik
bolgedeki P ve Q dongiilerinin dalgalanmalarini azalttig1 rapor edilmistir. Tablo 25°teki apo ve
holo protein yapilarina ait caligma bulgularimiz karsilastirildiginda elde edilen sonuglarin bu
literatiir bilgisiyle uyumlu oldugu gériilmiistiir. Ote yandan SHP2-SHP099 sistemi igin bu alt1
bolgenin ortalama RMSF degerlerinin, SHP-2’nin 5 hit ligantla olusturdugu komplekslerde bu
bolgelere yonelik hesaplanan ortalama RMSF degerlerine neredeyse esit oldugu belirlenmistir
(Tablo 25). Buradan hareketle calismada secilen 5 hit ligantin, SHP-2’ye ait D’E dongii
bolgesinin PTF aktif bolgesine niifuz etmesi tizerindeki etkisinin SHP099’a benzer diizeyde
giicli oldugu anlagilmis ve bdylece bu molekiillerin SHP-2’nin otoinhibe olmus
konformasyonunun muhafaza edilmesi igin giiglii etkilerinin olabilecegi diistintilmiistiir
(Farrokhzadeh et al. 2019; Zhou et al. 2021).

Ilaveten, 50 ns simiilasyonlar boyunca hit ligantlara yonelik elde edilen farkli
konformasyonlarin hizalanmas: ve bu konformasyonlarin belirli bir zaman o&lgeginde
kirmizidan maviye giden bir renk skalasi kullanilarak gorsel hale getirilmesiyle Sekil 54, 55,
56, 57, 58 ve 59’da sirastyla SHP099, NSC685284, NSC524592, NSC523374, NSC374121 ve
NSC152075 igin olusturulan grafiklerden, s6z konusu ligantlarin MD simiilasyonu siiresince

SHP-2’nin allosterik baglanma cebinde stabil olarak kalabildigi kanitlanmigtir.
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MM/PBSA hesaplamalari

Baglanma serbest enerjisi (AGpqz), bagh olmayan tiim etkilesimlerin toplamudir.
Caligmada 5 hit ligant ve SHP099’un SHP-2 proteiniyle olusturduklari komplekslerin AGpq
degerleri, MM/PBSA yontemi kullanilarak son 25 ns simiilasyon siiresince hesaplanmistir.
Buna gore elde edilen degerler, ligant ve amino asit rezidiileri arasindaki etkilesime bagli olarak
negatif isaretli olmalidir. Ayrica bu degerler ne kadar kiigiikse, s6z konusu protein-ligant
etkilesimleri o denli gii¢liidiir (Nayeem et al. 2022). Tablo 26’da hit ligantlar ve SHP099 i¢in
tahmini olarak hesaplanan AGy,q;5 degerleri ve bu degerlerin olusumunda katkisi olan dort farkl
enerji terimi (van der Waals etkilesim enerjisi, elektrostatik enerji, polar ve nonpolar ¢éziinme
serbest enerjileri) listelenmistir. Bu tablodan SHP-2 ile kompleks halindeki SHP099,
NSC152075, NSC523374, NSC374121, NSC524592 ve NSC685284’(in AGjqs deerlerinin
sirastyla -116,0 + 21,5, -217,6 + 81,5, -123,8 + 26,5, -12,0 £ 29,9, -3,7 £ 20,8, +106,8 £+ 32,2
kJ/mol olarak bulundugu anlasilmaktadir. Bu durum, NSC152075 ve NSC523374’{in referans
inhibitér SHP099 ile karsilastirildiginda SHP-2"ye kars1 giiglii bir baglanma afinitesine sahip
oldugunu ifade etmektedir. Ayrica bu hit ligantlarin, SHP-2’nin otoinhibe olmus
konformasyonunun korunmasinda hem SHP099 hem de diger iki hit liganta goére daha basarili
sonuglar alindigini géstermektedir (Zhou et al. 2021; Kumbhar et al. 2022). Ote yandan
NSC685284 igin pozitif isaretli bir AGpqs degerinin elde edilmesinin (Tablo 26), toplam
elektrostatik ve polar katkilarin kaybindan kaynaklabilecegi diistintilmektedir (Timugin 2021).

Calismamizda baglanma serbest enerjisi bilesenlerinin  karsilastirilmasi, farkl
bilesenlerin AGpqs degerlerine goreli katkilarmin daha iyi anlasilmasini saglamstir (Liu et al.
2019; Kushwaha et al. 2021; Kumbhar et al. 2022). Tablo 26’ya gore, 5 hit ligant ve SHP099un
SHP-2’ye baglanmasinda elektrostatik etkilesimler (4E,;.), van der Waals etkilesimleri
(AE,qw) ve nonpolar ¢oziinme enerjileri (AGyonpor.), toplam baglanma enerjilerinin negatif
yonde artmasina neden olmustur. Aksine polar ¢6ziinme enerjisi (AGpqy) ise toplam baglanma
enerjilerinin pozitif yonde artmasina katki saglamistir (Tablo 26). Boylece olusturulan tiim
sistemlerin stabilitesinde elektrostatik etkilesimlerin yani sira van der Waals ve nonpolar

¢oziinme enerjilerinin etkili oldugu sonucuna varilmistir (Wu et al. 2021).

Tablo 26’daki veriler daha yakindan incelendiginde, NSC152075 haricindeki diger hit
ligantlar ve SHP099’un toplam baglanma enerjisine yapilan negatif katkinin biiylik oranda
AGronpor. bileseninden saglandigi tespit edilmistir. Bu durum AE, 4y Ve AGyponpor. €NErjilerinin,
s0z konusu bilesiklerin SHP-2’ye baglanmasina olumlu yonde katkida bulundugu anlami

tasimaktadir (Kumbhar et al. 2022). Bununla birlikte NSC152075 i¢in hesaplanan AGpqy
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degerine en fazla AE,;, bileseninin katki yaptig1 belirlenmistir (Tablo 26). Boylece SHP2-
NSC152075 kompleksinin olusmasinda elektrostatik etkilesimlerin etkisinin baskin oldugu
yorumunda bulunulmustur (Jin et al. 2018). Bunun sebebinin NSC152075’in yapisinda bulunan
birden fazla yiiklii grubun varligindan kaynaklabilecegi diisiiniilmektedir (Wang and Wang
2019).

Calismada MM/PBSA hesaplamalarinda hit ligantlar ve SHP099 icin hesaplanan
AGpo1qr enerjilerinin pozitif isaretli olmasi (Tablo 26), bu bilesenin ligantlarin SHP-2’ye
baglamasina karsi oldugu seklinde yorumlanmustir (Singh 2014). Wang et al. (2021c)
tarafindan yapilan bir calismada, bu durumun SHP-2’nin allosterik baglanma cebinin biiyiik
hacimli olmasi ve boylece ligantlarin bu bolgede biiyiik oranda ¢oziiciiye maruz kalmasindan

kaynaklandig: bildirilmistir.

Jin et al. (2018), SHP-2’ye bagl kanserlerin tedavisinde inhibitor etkili olabilecek 7
adet bilesigi cesitli ST yontemleriyle ilk kez kesfettikten sonra bu hit bilesiklerin baglanma
afinitelerini degerlendirmek ve mekanizmalarini daha iyi anlamak lizere MD simiilasyon
caligmalar1 ve MM/PBSA hesaplamalari ger¢eklestirmislerdir. Bunun sonucunda SHP2-Bilesik
1 kompleksinin SHP2-SHP099 kompleksinden daha yiiksek AGjqs degerine ve dolayisiyla
daha yiiksek kararliliga sahip oldugunu belirlemislerdir. Ayrica Bilesik 1 ve SHP099’un SHP-
2’yle olusturdugu komplekslerin stabilizasyonunda AGponpor, AEvaw V€ AE,qy enerji
bilesenlerinin toplam baglanma enerjisine ¢ekici (attractive) bir sekilde katkida bulundugunu;
AG 14 bilesenininse ise itici (repulsive) bir sekilde katk: sagladigini rapor etmislerdir. ilave
olarak, AGpqs degerlerine negatif yonde artis saglayan katkinin, her iki kompleks yapisi igin de

biiyiik oranda elektrostatik etkilesimlerden kaynaklandigi sonucuna varmiglardir.

Liu et al. (2019) tarafindan ise gesitli in silico teknikler kullanarak yeni allosterik SHP-
2 inhibitér adayr olarak tasarlanan N-(2-nitrofenil)-2-(4-okso-6,7,8,9-tetrahidro-4H-
siklohepta[4,5]tiyeno[2,3-d]pirimidin-3(5H)-il)asetamid bilesigi (Bil#1) ve allosterik bir
inhibitér oldugu bilinen SHP836 molekiili MD simiilasyonlarina tabi tutulmus ve ardindan
MM-PBSA yontemiyle her bir sistemin AGp,; degeri hesaplanmigtir. Buna gére galismada
SHP2-Bil#1 kompleksinin (-1603,62 kJ/mol), SHP2-SHP836’dan (-256,94 kJ/mol) daha fazla
negatif baglanma serbest enerjisi gosterdigi ve bu durumun SHP2-Bil#1 kompleksinin daha
kararlt olmasina yol ac¢tig1 belirlenmistir. Ayrica bu sistemlerin toplam etkilesim enerjisine
AEyqw, AEge V€ AGponper. degerlerinin negatif katkisi oldugu ve sadece AGpgqr nin bu
enerjiye pozitif katki sagladigi anlasilmistir. Boylece elektrostatik etkilesimlerin, van der Waals
ve polar olmayan ¢oziinme enerjisiyle birlikte SHP2-Bil#1 ve SHP2-SHP836 komplekslerinin
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stabilitesine katkida bulundugu yorumu yapilmistir. Ote yandan bu sistemlerin AGpqg,

degerlerine negatif katki igin elektrostatik etkilesimlerin, van der Waals etkilesimleri ve polar

olmayan serbest enerjiden daha biiyiik katkilar sundugu rapor edilmistir.

Sonug olarak ¢alismamizda elde edilen bulgular, literatirde MM/PBSA metoduyla
SHP-2 sistemlerinin toplam baglanma enerjilerinin hesaplandig1 ¢alisma bulgulariyla uyum
igerisindedir (Jin et al. 2018; Liu et al. 2019). Boylece hesaplanan AG,qg enerjilerinden yola
cikarak, 4 hit bilesigin (NSC152075, NSC374121, NSC523374 ve NSC524592), SHP-2’nin

potansiyel allosterik inhibitorleri olabilecegi gosterilmistir.

In Vitro Biyoaktivite Arastirmalari

Bu tezde gergeklestirilen in vitro biyoaktivite ¢alismalari kapsaminda, in silico ortamda
antikanser ilag¢ adaylar1 ve potansiyel allosterik SHP-2 inhibitorleri olarak tasarladigimiz
dipeptit yapisindaki NSC523374 (H-His-His-OH), NSC374121 (H-His-Tyr-OH) ve
NSC524592 (H-Trp-Trp-OH) dogal bilesiklerinin (Sekil 83) sirasiyla SHP-2 inhibisyon
aktiviteleri, MCF-7 hiicre hattina kars1 segici sitotoksik-antiproliferatif etkileri ve genotoksik

Ozellikleri arastirilmistir.

N ° %O ?\ N\ HO o~ o\ z i \ )
D0 O "
N N H N
H H

A\
NH,

H-His-His-OH H-His-Tyr-OH H-Trp-Trp-OH

Sekil 83. Calismada “final hit ligantlar” olarak tanimlanan ve biyolojik aktiviteleri ilk kez test
edilen yeni allosterik SHP-2 inhibitor adaylarina ait molekiil yapilar

SHP-2 enzim inhibisyonu testi

Bu deneyde homojen tam uzunluktaki SHP-2 enzimi ve esasi florometrik 6l¢iime
dayanan hazir bir test kiti kullanilarak yapilan in silico analizlerin dogrulanmasi amaglanmustir.
Calismada SHP099 referans bilesigi i¢in satin alinan kit vasitasiyla tayin edilen 0,047 uM’lik
SHP-2 ICso degeri (Sekil 61B ve Tablo 27), tiretici firmanin bu bilesik i¢in dnceden belirledigi
0,04 uM’lik SHP-2 1Csg degeriyle uyumludur (Sekil 60). Boylece kullanilan kitin, segilen final
hit bilesiklerin SHP-2 inhibisyon aktivitelerinin belirlenmesinde uygun performansa sahip bir

Olclim araci oldugu sonucuna ulasilmistir.

Mevcut ¢alismada dipeptit yapisindaki yeni allosterik SHP-2 inhibitér adaylarinin
0,003-10,0 uM konsantrasyon araliginda SHP-2 aktivitesine olan etkileri aragtirilmistir. Bunun
sonucunda H-His-Tyr-OH (Sekil 62A), H-His-His-OH (Sekil 63A) ve H-Trp-Trp-OH (Sekil
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64A)’nin SHP-2 enziminin aktivitesini doza bagli olarak inhibe ettigi belirlenmistir. Logaritmik
inhibitor konsantrasyonuna karsi SHP-2 aktivitesi ylizde grafiklerinin ¢izilmesiyle H-His-Tyr-
OH (Sekil 62B), H-His-His-OH (Sekil 63B) ve H-Trp-Trp-OH (Sekil 64B) i¢in ICso degerleri
sirastyla 0,021 uM, 1,179 uM ve 1,329 uM olarak saptanmistir (Tablo 27). Ayrica her bir
molekiil i¢in elde edilen doz-yanit egrisinin sigmoidal bir sekle sahip olmasi, allosterik tipte
inhibisyon mekanizmasina isaret etmektedir (Sun et al. 2020; Kwon et al. 2021). Benzer
sekilde, Kostrzewa et al. (2018) tarafindan Phe-Asp (Sekil 84) dipeptidinin SHP-2 iizerine olan
inhibisyon potansiyelinin arastirildigi bir ¢alismada, bu molekiilin SHP-2’nin aktivitesini
allosterik mekanizma iizerinden giiglii bir sekilde (SHP-2 I1Cso: 5,2 puM) inhibe ettigi
belirlenmistir. ilging bir sekilde, Kwon et al. (2021) tarafindan Polifilin D (Sekil 84) isimli
dogal molekiilin SHP-2’nin allosterik inhibisyonuna yonelik elde edilen doz-yanit egrisinin
ICso degeri 15,3 uM olan sigmoidal bir sekil sundugunu bildirmislerdir. Sun et al. (2020) ise
IACS-13909 (Sekil 84) molekiiliiniin fosfataz aktivitesini in vitro olarak inhibe etme
potansiyelini belirledikleri ¢alismalarinda IACS-13909’un 15,7 nmol/L SHP-2 ICso degerine
sahip oldugunu bulmuslardir. Ayrica bu giiclii inhibisyon 6zelliginin mekanizmasini detayl
olarak arastirdiklarinda, IACS-13909’un bazik amin gruplarinin Glul10 ve Phel13’iin omurga
atomlar1 ve pirazol halkasinda bulunan hidrojen atomunun ise Glu250’nin omurga karbonil
grubuyla hidrojen bagi yaptigini tespit etmislerdir. Ek olarak, IACS-13909’un diklorobenzen
grubu ile Argl11 yan zinciri arasinda katyon-m etkilesiminin varligini rapor etmislerdir. Yine
Liu et al. (2020b) tarafindan gergeklestirilen benzer bir baska ¢alismada, 2-(4-
(aminometil)piperidin-1-il)-5-(2,3-diklorofenil)piridin-3-il)metanol (Sekil 84) bilesiginin in
vitro ortamda SHP-2 inhibisyon aktivitesinin 1Cso degeri 1,36 uM olarak tayin edilmistir.
Bununla birlikte bilesik 18’in 2D etkilesim diyagraminda, C-SH2 ve N-SH2 domainleri
arasinda bulunan Thr108, Glull0, Arglll ve Phell3 rezidiileriyle hidrojen bag
etkilesimlerinin, Argl11 ile olusturulan katyon-m etkilesiminin ve hidrofobik etkilesimlerin
mevcut oldugunu rapor etmislerdir. Bu calismada da literatiire uyumlu olarak dipeptit
yapisindaki 3 adet dogal allosterik SHP-2 inhibitorii igin en az mikromolar seviyede SHP-2
inhibisyon aktivitesi saptanmistir. Hatta H-His-Tyr-OH’nin SHP-2’yi inhibe etmede
SHP099’dan daha yiiksek bir potansiyele sahip oldugu belirlenmistir (Garcia Fortanet et al.
2016). Literatiirde diger allosterik SHP-2 inhibitorleri i¢in rapor edilen ICso degerlerinin bizim
caligmamizdan farklilik gdstermesinin nedeninin her bir molekiildeki kimyasal ve yapisal
tanimlayicilarin degiskenliginden kaynaklandigi diisiiniilmektedir (Armutlu et al. 2008). Son
olarak, allosterik SHP-2 inhibitorlerinin etki mekanizmalarinin belirlendigi ¢aligmalardan elde
edilen intermolekiiler etkilesim bulgulari, bu ¢alismadaki yeni SHP-2 inhibitorlerinin

molekiiler etkilesim analizi sonuglarini da desteklemektedir. Bu sonuglar, H-His-Tyr-OH, H-
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His-His-OH ve H-Trp-Trp-OH’nin ilag gelistirme ¢alismalarinda lider bilesikler olarak iyi birer
baslangi¢ noktasi teskil edebilecegini gostermektedir (Jansen et al. 2013).

Phe-Asp Polifilin D

NH,
H\N/N\ N CH,0H Cl cl

J W
N N

cl
NH,

IACS-13909 2-(4-(Aminometil)piperidin-1-il)-5-(2,3-diklorofenil)

piridin-3-il)metanol

Sekil 84. Literatiirde bilinen giiclii allosterik SHP-2 inhibitdrlerinden bazilarinin kimyasal
yapilari

MTT testi vasitasiyla secici antiproliferatif ve sitotoksik etkilerin belirlenmesi

Son yillarda SHP-2’nin onkogenezdeki biiyiikk onemi ve alaka diizeyinin daha iyi
anlasilmasiyla; SHP-2 enziminin islevini engellemek suretiyle, bu enzim tarafindan saglanan
ana kontrol mekanizmasini diizenleyen yeni antikanser ilaglarin tasarimi, kesfi ve gelistirilmesi
alanlarinin popiilaritesi onemli Ol¢lide artmistir. Ayrica dogal veya sentetik kaynaklar
kullanilarak cesitli kimyasal yapi iskeletlerine sahip ¢ok sayida kiiciik molekiillii SHP-2
inhibitord gelistirilmistir (Liu et al. 2021a). Simdiye dek, SHP-2 inhibitérleriyle, kiigiik hiicreli
olmayan akciger kanseri, 6zofagus kanseri, kolorektal kanser, glial hiicre tiimorleri ve
metastatik solid tiimdrler de dahil olmak iizere farkli tiirde karsinomlar i¢in 20 adet klinik
calisma gergeklestirilmistir. Bununla birlikte ¢esitli arastirma gruplar tarafindan SHP-2’nin
katalitik ve allosterik bolgelerine yonelik inhibitor 6zelliginde bircok molekiil gelistirilmistir.
Katalitik bolgenin inhibisyonunun PTF bolgesinin ve aktif ara iiriiniin polar yapisindan dolay1
zorlayict oldugu bilinmektedir. Ote yandan, allosterik inhibitdrlerin daha iyi bir etki profili
sergiledikleri ve daha tistiin farmakokinetik 6zelliklere sahip olduklar1 rapor edilmistir (Shen et

al. 2020; Wu et al. 2020; Mitra and Ayyannan 2021).
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Allosterik SHP-2 inhibitorleri, kanser tedavisi igin yiiksek terapétik potansiyele sahip
molekiillerin 6nemli bir pargasidir (Chen et al. 2020b). Daha 6nce yapilan ¢alismalarda SHP-
2’nin baz1 yeni kiigiik molekiil inhibitorleri tanimlanmis olup bu molekiillerin anormal sekilde
diizenlenmis cesitli RTK’lar (6rnegin; ERBB2, FGFR2, EGFR ve ALK) tarafindan
yonlendirilen kanser hiicrelerinde etkili olabilecegi One siiriilmiistir (Wang et al. 2021a).
Bununla birlikte literatiirde ilk olarak rapor edilen allosterik SHP-2 inhibitérii SHP099
bilesigidir ve bu bilesik sayesinde SHP-2’nin kanserdeki islevi {izerine giiniimiizde daha fazla
mekanizma odakli ¢alisma yapilmasi miimkiin hale gelmistir. Nian et al. (2021) tarafindan
yayinlanan bir derleme makalesinde, SHP099’un KYSE-520 ksenogreft modellerinde p-ERK
proteini i¢in ICso degeri 0,25 puM olan antitiimdr aktivitesi gosterdigi bildirilmistir. Bu
arastirmalar sonucunda SHP099 molekiilii, kanser tedavisi i¢in umut verici bir ilag aday1 olarak

ortaya ¢ikmistir (Garcia Fortanet et al. 2016; Wang et al. 2020d).

SHP099’un disinda, 6zellikle son 5 yilda, antikanser 6zellige sahip farkli kimyasal yap1
iskeleti tagiyan bir¢ok yeni allosterik SHP-2 inhibitorii kesfedilmistir. Bunlar arasinda baslica
MCF-7’ye karst antiproliferatif etki gosterdigi saptanan dipeptit yapisindaki Phe-Asp
(Kostrzewa et al. 2018), Ras-GTP’ye bagh onkojenik BRAF, NF1 kaybi veya niikleotid
dongiilii onkojenik Ras tasiyan insan kanser modellerinde antiproliferatif etkiye sahip olan
RMC-4550 (Nichols et al. 2018), MDA-MB-231 insan meme adenokarsinom hiicrelerinin
proliferasyonunu 0,1 uM konsantrasyonda %56,79 oraninda azalttig1 belirlenen metil (6-amino-
5-(2,3-diklorofenil)pirazin-2-il)prolilprolinat (Parsonidis et al. 2019), MCF-7 meme kanseri
hiicre hattina kars1 antiproliferatif ve antimigratif aktiviteye sahip oldugu rapor edilen 5-
aminosalisilat-4-tiyazolidinon tiirevleri olan HH-3 ve HH-13 (Vazhappilly et al. 2019), KRAS
mutasyonunun yonlendirdigi insan kolorektal kanser hiicrelerinin ¢ogalmasini engellemenin
yani sira KRAS giidiimlii LS180 ve HCT116 ksenogreft modellerine kars1 iyi bir antitiimér etki
potansiyeline sahip olan PCC0208023 (Chen et al. 2020b), MDA-MB-468 insan meme kanseri
hiicreleri iizerinde iyi bir antiproliferatif etki (ICso: 4,6 uM) gosterdigi saptanan 4,6-trihidroksi-
5-0kso-5H-benzo[7]annulen (Kim et al. 2020), Ba/Fs fare B lenfosit hiicrelerinin
proliferasyonunu inhibe etmede yiiksek bir aktivite (ICso: 2,35 uM) potansiyeli olan 2-(4-
(aminometil)piperidin-1-il)-5-(2,3-diklorofenil)piridin-3-il)metanol  (Liu et al. 2020b)
bilesikleri yer almaktadir. Verilen bu giincel 6rneklerden anlasilacag iizere, allosterik SHP-2
inhibitorii  6zelligindeki molekiiller antikanser ilag gelistirme ¢alismalart i¢in umut
vadetmektedir. Boylece mevcut tez calismasi kapsaminda yeni allosterik SHP-2 inhibitori
olduklar1 belirlenen dipeptit yapisindaki 3 adet dogal molekiil icin segici sitotoksik ve

antiproliferatif aktivite aragtirmalarinin yapilmasi uygun goriilmiistiir.
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Gegmisten giinlimiize dek gergeklestirilen bir¢ok ¢alismada SHP-2 enziminin meme
kanseri hiicrelerinde asir1 eksprese edildigi bildirilmistir (Zhou and Agazie 2008; Li et al. 2014;
Matalkah et al. 2016). Ayrica Muenst et al. (2013) tarafindan SHP-2 asir1 ekspresyonunun,
luminal A/HER2- molekiiler alt tipine sahip meme kanseri hastalarinda prognozu kotii yonde
etkiledigi ve genel sagkalimi azalttig1 belirtilmistir. Literatiire gére, MCF-7 hiicreleri ER ve PR
bakimindan pozitif olup luminal A molekiiler alt tipine sahiptir (Comsa et al. 2015). Tiirkiye’de
meme tiimorlerinin molekiiler alt tip analizine bakildiginda, %57,7’sinin luminal A,
%20,6’smn1n luminal B, %9,6’sinin HER-2 tipi ve %12,1’inin ii¢lii negatif oldugu bulgusuna
ulasilmaktadir (Ozmen et al. 2019). Buradan hareketle ¢alismamizda in vitro meme kanseri
modeli olarak MCF-7 hiicre hatt1 kullanilmig olup yeni allosterik SHP-2 inhibitdrlerinin segici
sitotoksik-antiproliferatif etkileri MCF10A saglikli meme epitel hiicrelerine karsi

belirlenmistir.

Calismada test bilesiklerinin kiiltiire alinmis hiicreler tizerindeki antiproliferatif
etkinliklerinin ve dolayisiyla hiicre hatlarinin canlilik oranlarinin degerlendirilmesinde
giiniimiizde standart bir protokol haline gelen MTT yontemi kullanilmistir (Kocagaliskan 2018;
Rai et al. 2018; Cheremnykh et al. 2019). Bu testin uygulamalar1 esnasinda MCF-7 ve MCF10A
hiicre hatlar1 ¢esitli konsantrasyonlarda (0,015, 0,06, 0,24, 0,96, 3,84, 15,36, 61,44 ve 245,76
puM) hazirlanan test maddeleriyle muamele edilmis ve hazirlanan plakalarin her biri 37 °C’de
%5 COz igeren nemlendirilmis hava kosullarinda 24, 48 ve 72 saat siirelerle inkiibe edilmistir
(Larsson et al. 2020). Boylece ¢alismada allosterik SHP-2 inhibitorii 6zelligi gosterdigi tespit
edilen H-His-His-OH, H-Trp-Trp-OH ve H-His-Tyr-OH molekiillerinin MCF-7 hiicre hattina
kars1 secici sitotoksik ve antiproliferatif etkileri belirlenen zaman araliklarinda doza bagimli bir
sekilde test edilmistir. Son asamada bilesiklerin MCF-7 ve MCF10A hiicre hatlarinin
proliferasyonunu inhibe etmedeki etki gii¢leri ICso degerleri olarak ifade edilmistir. Bu noktada
1 ila 10 arasindaki ICso degerlerinin “gok gii¢lii”, 11 ila 25 arasindaki ICso degerlerinin “gli¢lii”,
26 ila 50 arasindaki ICso degerlerinin “orta derecede”, 51 ila 100 arasindaki 1Csp degerlerinin
“zay1f” sitotoksik aktiviteyi isaret ettigi ve 100’iin lizerinde olan ICsp degerlerinin ise sitotoksik

olmadigi kabul edilmistir (EI-Husseiny et al. 2020).

Elde edilen sonuglara gore, H-His-His-OH, MCF-7 hiicrelerinin canliligini 24., 48. ve
72. saatlerde sirasiyla 3,10 uM, 1,83 uM ve 2,98 uM’lik ICsp degerleriyle inhibe ederek tiim
zaman periyotlarinda konsantrasyona bagli olarak cok gii¢lii bir sitotoksik aktivite gdstermistir
(Tablo 28). Ayrica bu bilesigin SHP-2 enzim aktivitesini etkili bir sekilde inhibe ettigi dozlarda
hiicre canliligin1 da inhibe ettigi tespit edilmistir. Ayn1 durum, H-His-His-OH kadar giigli
olmasa da, enzim aktivitesi deneylerinde SHP099’a kiyasla daha iyi bir inhibisyon profili (ICso
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degerleri 24 saat i¢cin > 245,76 uM, 48 saat i¢in 6,13 uM ve 72 saat i¢in 7,79 uM) sergileyen H-
His-Tyr-OH i¢in de goézlenmistir (Tablo 28). Bununla birlikte H-His-Tyr-OH’nin MCF-7
hiicrelerinin proliferasyonunu zamana bagl olarak inhibe etme potansiyeli, literatiirde gallik
asit ve epigallokatesin gallat bilesikleri icin Hs578T insan meme kanseri hiicrelerini inhibe
etmede belirlenen inhibisyon profillerine benzerlik gostermektedir (Braicu et al. 2011). Yapilan
bu calismada, Hs578T ye kars1 gallik asidin antiproliferatif etki giicii 24., 48. ve 72 saatler i¢in
strastyla 211,1 uM, 40,14 uM ve 31,76 uM ve epigallokatesin gallatin antiproliferatif etki giicii
ise ayn1 zaman noktalarinda sirasiyla 131,6 uM, 15,8 uM ve 17,75 uM olarak belirlenmistir.
Boylece H-His-Tyr-OH i¢in sitotoksik etkilerin 24 saatlik zaman periyodundan sonra ortaya
¢ikabildigi bulgusu desteklenmistir. Ek olarak, ¢alismamizda en diisik SHP-2 inhibisyon
aktivitesine sahip oldugu belirlenen H-Trp-Trp-OH’nin, MCF-7 hiicreleri tizerinde test edilen
hicbir dozda 6nemli bir sitotoksik etkisinin (hiicre canliligi> %70) bulunmadig (ICso degerleri
24.,48. ve 72. saat igin > 245,76 uM) saptanmistir (Tablo 28) (Dahlan-Daud et al. 2020; Roszak
et al. 2020).

Alman bu sonuglar, c¢alismada yeni allosterik SHP-2 inhibitorlerine yonelik
MC™/MD™ platformunda yapilan toksisite tahminlerinde hesaplanan pGlso degerleriyle
uyum gostermektedir. Bu deger, bir bilesigin MCF-7 hiicrelerinin biiylimesini inhibe etme
potansiyelini ifade etmektedir. Kullanilan modelde 6’dan 8’e kadar olan degerler toksik bir
metabolite karsilik gelmektedir. Bu yiizden 6’dan kiigiik degerler tercih edilmektedir (Mollica
et al. 2019). Tablo 21’e bakildiginda, H-His-His-OH, H-His-Tyr-OH ve H-Trp-Trp-OH i¢in
tahmin edilen pGlso degerlerinin sirasiyla 4,39, 4,78 ve 4,72 oldugu goriilmektedir. Tespit
edilen bu degerlerin 6’dan kiiciik olmasi, dipeptit yapisindaki bu dogal molekiillerin MCF-7

hucreleri tizerindeki sitotoksik aktivitesini destekler niteliktedir.

Calismada MCF-7’ye kars1 ¢ok giiclii sitotoksik aktivite gosterdigi belirlenen H-His-
His-OH ve H-His-Tyr-OH’nin MCF-7 hiicreleriyle 72 saat siireyle inkiibasyonunun, 48 saat
stire ile inkiibasyonundan nispeten daha yiiksek ICso degerleri verdigi tespit edilmistir (Tablo
28). Daha 6nce Abu Bakar et al. (2019) tarafindan Goniothalamin (0-30 pg/mL) bilesiginin 24,
48 ve 72 saatlik inkiibasyon siirelerinde MCF-7 i¢in elde edilen ICsp degerlerinin sirasiyla 4,65
uM, 0,58 uM ve 0,79 uM oldugu rapor edilmistir. Benzer sekilde, Gherman et al. (2012)
tarafindan yapilan bir ¢alismada, antikanser bir ila¢ olan Oxaliplatin’in kolon kanseri (Colo320)
hiicreleri lizerindeki sitotoksik aktivitesi incelenmis olup bu molekiiliin 24., 48. ve 72. saatlerde
sirastyla 14,45 pg/mL, 7,86 pg/mL ve 8,36 ug/mL’lik ICso degerlerine sahip oldugu
belirlenmistir. Bu baglamda her iki ¢alismanin sonuglar1 da mevcut ¢calisma bulgulariyla uyum

gostermektedir.
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Ote yandan, hiicresel ortamda SHP-2 inhibisyonunun varligmin sitotoksik etkiyi
attirmasi beklenmektedir (Liu et al. 2020b; Kwon et al. 2021; Ghemrawi et al. 2022). Ancak
calismamizda enzim aktivitesi deneylerinde en giiclii allosterik SHP-2 inhibitérii oldugu
belirlenen H-His-Tyr-OH’nin, MCF-7 hiicre hatt1 iizerinde H-His-His-OH’den daha diisiik bir
sitotoksik-antiproliferatif aktivite gosterdigi tayin edilmistir. Bu durumun ortaya ¢ikmasinda,
Copeland (2005) tarafindan belirtildigi iizere bu bilesiklerin farkli kimyasal yapilara ve
dolayistyla farkli hiicre gegirgenlik 6zelliklerine sahip olmalar1 ve/veya hiicrelerdeki g¢esitli
aktif tasima mekanizmalar tarafindan disariya atilmalari gibi faktorlerin etkili olabilecegi
diistiniilmektedir. Bu nedenle, enzimatik inhibisyon ve hiicresel etki arasindaki korelasyon
eksikligi, SHP-2 inhibisyonunun gozlenen hiicresel etkilerin nedeni olmadigina dair bir kanit

olarak goriilmemektedir.

Ayrica ¢aligmada H-His-His-OH ve H-His-Tyr-OH i¢in 24., 48. ve 72. saatlerde MCF-
7 hiicre hattina ait belirlenen ICso degerleri, bilinen bir antikanser ilag olan DXR’nin MCF-7’ye
kars1 ayn1 zaman periyotlarinda elde edilen ICso degerleriyle kiyaslanmistir. Bu noktada DXR
bilesigine ait MCF-7 1Csg degerleri literatiirden 24., 48 ve 72. saatler i¢in sirastyla 16,3 uM,
0,09 uM ve 0,01 uM olarak saglanmis ve ¢alismamizda MCF-7 hiicre hattina kars1 denenmistir
(Sharmaet al. 2011; Jokar et al. 2015; Abd Razak et al. 2019; Georgiev et al. 2019). Buna gore,
H-His-His-OH bilesigi, 24. saatte 3,10 uM ICso degeri ile DXR’den daha etkili bir
antiproliferatif aktivite sonucu gostermistir. Bu sonug, Vazhappilly et al. (2019) tarafindan
gerceklestirilen calismada yeni allosterik SHP-2 inhibit6rii olarak tanimlanan HH-3 bilesiginin
48. saatte MCF-7 hiicre hattina kars1 DXR’den daha gii¢lii bir antiproliferatif aktiviteye sahip
olmasina benzerlik gostermektedir. Dolayisiyla, H-His-His-OH i¢in MCF-7 hiicre hatti
tizerinde elde edilen bu bulgular, bu molekiiliin ¢ok gii¢lii diizeydeki sitotoksik-antiproliferatif
etkinligini ortaya cikartmakla birlikte gelecekteki daha ileri biyoaktivite g¢alismalarinin

yapilmasina da tesvik edici olmustur.

Sitotoksisite ¢aligmalarinin sonuglarina genel olarak bakildiginda, MCF-7 hiicre hattina
kars1 aktif olan bilesiklerin imidazol halkasi igerdigi goézlenmistir. Nitekim H-His-His-OH
bilesiginde iki adet, H-His-Tyr-OH bilesiginde ise bir adet imidazol halkas1 bulunmaktadir.
Imidazol igeren bilesikler gecmisten giiniimiize etkili antikanser ajanlar olarak kullanilmistir.
Ornegin, ¢esitli kanser tiirlerini tedavi etmek amaciyla Dakarbazin, Temozolomid, Zoledronik
asit, Merkaptopiirin, Nilotinib ve Tipifarnib gibi farkli yapidaki imidazol tiirevi bilesikler
klinikte halen kullanilmaktadir (Ali et al. 2017). Boylece mevcut ¢alismada MCF-7’ye karsi
cok giiclii sitotoksik etki gosterdigi saptanan dipeptit molekiillerinin yapisinda bulunan

imidazol grubunun bu molekiillerin sitotoksik aktivitesinden sorumlu olabilecegi diisiiniilmekte
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ve bu tip molekiillerdeki imidazol gruplarinin sayisi arttikca sitotoksik etkinligin de artabilecegi

ongoriilmektedir (Verma et al. 2013).

Calismamizda yeni allosterik SHP-2 inhibitorlerinin segiciligi, saglikli meme epitel
hiicre hatt1 olan MCF10A hiicrelerine kars1 test edilmistir. Oliimsiizlestirilmis bir hiicre hatt:
olan MCF10A, tiimorijenik olmayan kokeni nedeniyle selektivite analizinde kullanilmistir
(Pefia-Moran et al. 2016). Ideal bir antikanser ajan, kanser hiicrelerini secici olarak
hedefleyebilme 6zelligine sahip olmali ancak saglikli hiicrelere zarar vermemelidir (Tor et al.
2015). Bu noktada, MCF-7 hiicre hattina kars1 sitotoksik etki gosteren H-His-His-OH ve H-
His-Tyr-OH’nin, MCF-7’ye kiyasla MCF10A hiicrelerinin proliferasyonunu azaltmada daha az
etkili olmasi kanser hiicre hatlar1 iizerinde spesifik bir etkisi olabilecegi seklinde
yorumlanmugtir. Ayrica H-His-His-OH ve H-His-Tyr-OH i¢in 48 saatte sirasiyla > 134,3 ve 3,7
olarak kaydedilen SI degerleri (Tablo 30), sitotoksisitenin MCF-7 hiicrelerine dogru se¢ildigini
gostermektedir (Abd Razak et al. 2019). Bu ¢aligsmada tayin edilen ICsp ve SI degerlerinden H-
His-His-OH ve H-His-Tyr-OH’nin potansiyel antikanser ajanlar olarak umut verici bilesikler

oldugu sonucuna varilmaktadir (Suma et al. 2019).

Dogal kaynakli peptitlerin tiimdr hiicrelerini se¢gme yetenekleri, saglikli hiicreler ve
timor hiicreleri arasindaki fizyolojik ve biyokimyasal farkliliklardan kaynaklanmaktadir.
Ornegin, timér hiicrelerinde bol miktarda fosfatidilserin ve heparan siilfat gibi anyonik
maddelerin varlig1 hiicre zarindaki negatif yiikk miktarini artirabilmektedir. Bununla birlikte
katyonik dogal sitotoksik peptitler, membran potansiyeli aracili elektrostatik etkilesimler
olusturma yetenegine sahiptir ve bu nedenle “geleneksel” kemoterapdtik ilaclarla elde
edilemeyen bir segicilik sergilemektedir. Calismamizda selektif sitotoksik ve antiproliferatif
etki gosterdigi belirlenen H-His-His-OH ve H-His-Tyr-OH molekiillerinde pozitif olarak
yiiklenebilen amino (-NH3z* ve =NH*) gruplarinin bulunmasinin bu molekiillerin tiimér hiicresi
seciciligine onemli oranda katki saglamis olabilecegi ongoriisiinde bulunulmaktadir (Hoskin

and Ramamoorthy 2018; Chiangjong et al. 2020; Luan et al. 2020).

Maya DEL test sistemi ile genotoksik 6zelliklerin tayini

Giliniimiizde kombinatoryal kimya, molekiiler biyoloji, genomik ve otomasyondaki
gelismeler, amaclanan farmakolojik hedefler ile reaksiyona girebilen ¢ok sayida bilesigin
tanimlanmasma yol a¢mistir. Ancak bu bilesiklerin %40°1, klinik gelistirme esnasinda
giivenlikle ilgili sorunlar nedeniyle basarisiz olmustur. Ayrica ila¢ adaylarinin yaklagik
%12’sinin tek basina genetik toksikoloji sorunlar1 nedeniyle genel yipranmasi s6z konusudur.
Bu sebeple, hizli ve ekonomik bir test sistemi kullanilarak ila¢ aday1 bilesiklerin erken

asamalarda genetik giivenliginin tahmin edilmesi, ilaclarin hastalara verilmesindeki
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gecikmeleri onlemek ve ekonomik kayiplar1 azaltmak agisindan oldukc¢a 6nemlidir (Kirpnick

et al. 2005).

Calismada test bilesiklerinin genotoksik ozellikleri, maya DEL testiyle mutant S.
cerevisiae RS112 test susu kullanilarak tayin edilmistir (Brennan and Schiestl 2004). Bu test
i¢cin hiicre kiiltiiri calismalarinda kullanilan 0,015-245,76 uM doz aralig1 esas alinmis olup
maddelerin bu aralikta olan sekiz farkli uygulama konsantrasyonu denenmistir. Yapilan
calismalar sonucunda, yeni allosterik SHP-2 inhibitdrleri ve SHP099’a ait test edilen tim
dozlarin maya hiicrelerinin canlilig1 {lizerinde herhangi bir sitotoksik etkisinin olmadigi

belirlenmistir (Kirpnick et al. 2005).

Genotoksisite sonuglar1 yakindan incelendiginde; H-His-Tyr-OH (Sekil 75), H-His-His-
OH (Sekil 76), H-Trp-Trp-OH (Sekil 77) ve SHP099 (Sekil 78)’a ait uygulama dozlarinin
hicbirinin kromozom i¢i DEL rekombinasyonu ve kromozomlar arasi gen konversiyonu
frekanslarinda anlaml bir artis meydana getirmedigi tespit edilmistir. Bu sonuglar, test
maddelerinin mutagenez igin alkilleyici bir ajan olmadigin1 ve mutant S. cerevisiae RS112
susunda intrakromozomal veya interkromozomal doniisiimler agisindan 245,76 uM doza kadar
giivenli kabul edilebileceklerini acik¢a ortaya koymaktadir. Elde edilen bulgularda test
bilesiklerinin bdyle bir artisa neden olmamasi; giiniimiizde delesyon, rekombinasyon ve
karsinogenez arasindaki siki iliskinin iyi bilinmesinden 6tiirii olduk¢a 6nemlidir (Demir 2019).
Ayrica ileride ilag olarak insan kullanimina sunulmasi planlanan kimyasal bir bilesigin
genotoksik etkinliginin belirlenmesi, degerlendirme siirecinin bir pargast olarak, c¢esitli

tilkelerdeki diizenleyici otoriteler tarafindan talep edilmektedir (Sen et al. 2018).

Sonug olarak, gliniimiizde onkojenik fonksiyona sahip oldugu bilinen ve kanser alaninda
yapilan arastirmalarin odak noktalarindan biri olan SHP-2 enzimine kars1 allosterik mekanizma
tizerinden inhibitor etkisi gosteren yeni bilesikler kesfetmek amaciyla SBVS ve ligant temelli
ilag tasarim yontemleri kullanilmistir. NCI veritabanindan elde edilen 265,242 bilesik, SHP-
2’nin allosterik bolgesine SBVS teknikleri kullanilarak kenetlenmistir. Bu noktada elde edilen
hit ligantlar, docking skorlar1 ve intermolekiiler etkilesim bulgulari temel alinarak seg¢ilmistir.
Ardindan MC™/MD™ platformunda bu bilesiklerin “akilci ilag tasarmm1” yaklagimriyla
potansiyel kanser terapotik aktiviteleri, olasi toksisite riskleri ve ilag olma &zellikleri
degerlendirilmistir. Bu sekilde birtakim kriterlere gore filtrelenen ve sayica azaltilan hit
ligantlar, MD simiilasyonlarina tabii tutulmus ve olusan protein-ligant komplekslerinin toplam
baglanma enerjileri MM/PBSA yontemiyle hesaplanmistir. Boylece in silico calismalar
kapsaminda dipeptit yapisinda 3 adet dogal molekiile ulasilmis ve bu molekiillerin in vitro

biyoaktivitelerinin literatiirde ilk kez belirlenmesi amaciyla gesitli deneyler tasarlanmistir.
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Ozetle SHP-2 enzim inhibisyon deney sonuclar1 bu ¢alismada 3 adet yeni allosterik
SHP-2 inhibitori kesfedildigini ortaya koymustur. H-His-Tyr-OH (SHP-2 1Cso: 0,021 uM), H-
His-His-OH (SHP-2 1Cso: 1,179 uM) ve H-Trp-Trp-OH (SHP-2 ICso: 1,329 uM) molekiilleri
ileri ¢alismalar icin lider bilesikler olarak belirlenmistir. Bununla birlikte literatiire allosterik
SHP-2 inhibitorleri i¢in yeni bir baglanma modu 6nerilmistir. Sitotoksisite caligmalarindan elde
edilen sonuglar H-His-His-OH (ICso: 1,83 uM ve SI> 134,3) ve H-His-Tyr-OH (ICso: 6,13 uM
ve SI: 3,7)’nin MCF-7 hiicrelerine kars1 ¢ok giiclii ve secici bir sitotoksik-antiproliferatif etkiye
sahip oldugunu gostermistir. Genotoksisite ¢alismalari ise yeni allosterik SHP-2 inhibitorlerinin
delesyon ve gen konversiyonu mekanizmalar iizerinden herhangi bir genotoksik aktiviteye
sahip olmadigini kanitlamistir. Bu tez ¢aligmasinda antikanser adaylari ve yeni allosterik SHP-
2 inhibitorleri olarak tanimlanan dogal bilesiklerle yapilacak in vitro ve/veya in vivo
caligmalarla SHP-2 asir1 ekspresyonu goriilen kanser tiirlerinin tedavisine yonelik yeni

stratejilerin gelistirilmesi hedeflenmektedir.
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