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OZET

Ras Proteinlerini Hedefleyen Ilaglarin Gelisimindeki Giincel Durumun
Incelenmesi ve Sanal Tarama ile Yeni Inhibitor Adaylarinin Belirlenmesi

Sayim Giilerler, Bilgen
Yiiksek Lisans Tezi, Biyomiihendislik Anabilim Dali
Danigman: Dr. Ogr. Uyesi Saliha Ece Acuner Zorluuysal
Haziran 2023

Ras proteininin ytizeyinde ilaglarin baglanabilecegi bir bolge bulunamamas:
nedeniyle, RAS "tedavi edilemez" olarak kabul ediliyordu. Son yillarda artan
calisma ve teknolojilerle KRASt hedefleyen ve yapisindaki anahtar I ve anahtar II
bolgelerinin arasma baglanan kiictik inhibitorlerin kesfiyle aday ilaglarin sayisi
artmaktadir. Bu nedenle yeni aday inhibitor yapilariin arastirilarak desteklenmesi
ve gelistirilmesi oldukca onem arz etmektedir. Bu calismada deneysel olarak
belirlenmis tiim KRAS yapilar1 (dogal, farkli mutantlar, inhibitor bagli vb.) ele
almarak inhibitor ve dogal etkilesim partnerlerinin baglanma bolgeleri ortaya
konmustur. Daha sonra G12D KRAS'1 hedefleyebilecek potansiyel kovalent bagh
olmayan inhibitorler sanal tarama ile kesfedilmistir. Hedef KRAS yapisini sanal
taramaya hazirlamak i¢in en uygun yap1 molekiiler simiilasyona tabi tutularak en
uygun konformasyonu secilmis ve elde edilen inhibitor veri seti Lipinski
kurallarina gore elenerek hedef G12D KRAS inhibitor yapilar1 (ve negatif/pozitif
kontroller) arasinda molekiiler kenetlenme calismalar1 yaparak sanal tarama
gerceklestirilmistir.  Sonuglarin  yapisal analizi  gerceklestirilerek ~ G12D
mutasyonunun sebep oldugu pankreas (PDAC), kolorektal (CRC) ve akciger
(LUAD) karsinomu tedavisinde etkili olabilecek, pozitif kontrol inhibitorleri
MRTX-1133, TH-Z827 ve TH-Z835 ile de desteklenen en iyi skorlu
ZINC000008758797 kodlu molekiil en uygun terapotik aday olarak onerilmistir.

Anahtar Kelimeler: KRAS, G12D, sanal tarama, molekiiler kenetlenme, molekiiler
dinamik simiilasyonlar1



ABSTRACT

Investigation of the Current Status of Drugs Targeting RAS Proteins and
Identification of new Inhibitor Candidates by Virtual Screening

Sayim Giilerler, Bilgen
Master’s Thesis, Department of Bioengineering
Supervisor: Assist. Prof. Saliha Ece Acuner Zorluuysal
June 2023
RAS was considered "incurable" due to the lack of a site on the surface of the Ras
protein to which drugs can bind. With the advancements in technology, the
discovery of small inhibitors that target the switch I and switch II domains of KRAS
has led to a significant increase in the number of potential drug candidates in recent
years. For this reason, it is very important to research, support and generated new
candidate inhibitor structures. In this study, all available experimentally
determined KRAS structures (wild type, different mutants, inhibitor-bound, etc.)
were studied and the binding sites of the inhibitor and natural interaction partners
were revealed. Later, potential non-covalently bound inhibitors that could target
G12D KRAS were discovered by virtual screening. In order to prepare the target
KRAS structure for virtual screening, the most suitable structure was suffered to
molecular simulation and the almost appropriate conformation was chosed, and the
obtained inhibitor dataset was eliminated according to Lipinski rules and virtual
screening conduct by molecular docking studies between the target G12D KRAS
inhibitor structures (and negative/positive controls). By performing the structural
analysis of the results, the best-scoring ZINC000008758797 molecule, which can be
effective in the treatment of pancreatic (PDAC), colorectal (CRC) and lung (LUAD)
carcinoma caused by the G12D mutation, was proposed as the most suitable

therapeutic candidate and the results were supported by positive control inhibitor

(MRTX-1133, TH-Z827 and TH-Z835) results.

Keywords: KRAS, G12D, virtual screening, molecular docking, molecular
dynamics simulations
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GIRIS

Gliniimiizde kanser, en sik rastlanan ve 6liimciil hastaliklarin baginda gelmektedir, hastaligin
molekiiler mekanizmalarin irdelenmesi, etkili terapotik yontemlerin gelistirilmesi i¢in biiytik
oneme sahiptir (Dede vd. 2023). RAS (KRAS; K-Ras4A ve K-Ras4B, NRAS ve HRAS) insan
kanserlerinde en sik mutasyona ugrayan gen ailesidir. Insan kanserlerinin yiizde 30'unda
mutasyona ugradiklar1 tespit edilmistir ve kanser tedavisine yonelik yeni yaklasimlar icin
hedeflenen proto-onkogenler arasindadir (Cox A, vd. 2014). 40 yili askin bir siiredir siiren
arastirmalar sonucu Ras ‘tedavi edilemez’ olarak adlandiriliyordu ancak son yillardaki Ras-
inhibitor arastirmalarindaki laboratuvar ve klinik gelismelerle cesitli yeni yaklasimlar ortaya
¢ikt1 (Zhu vd. 2022). Ras proteinlerinin kanser gelisimindeki 6nemi, kanseri tedavi etmek i¢in
Ras sinyal yollarin1 engellemeye odaklanan cabalarla, onlari ilag gelistirme i¢in birincil hedef

haline getirdi (Moore vd. 2020).

Ras siiper ailesi, hiicre dis1 sinyallere yanit olarak cesitli hiicresel islevler i¢in molekiiler
acma/kapama anahtari olarak islev goren kiiciik guanozin trifosfotaz enzimlerinden (GTPaz)
olusur (Wennerberg vd. 2005). Ras proteinleri, aktif bir GTP ye baglantili olan durum ile
islevsel olmayan bir GDP ye baglantili olmayan durum arasinda dongii yaparak asagi akis
sinyal yollarin1 diizenleyen molekiiler anahtarlar olarak islev goriir. Ras proteinleri hiicresel
olarak hayati Oonem tasiyan biyokimyasal roller iistlenir; hiicre biiylimesi, farklilagmasi,
cogalmasi, boliinmesi, hayatta kalmasi nihayetinde programli hiicre 6limi gibi ¢ok sayida
hiicresel sinyal Ras kontroliindedir (Parker ve Mattos 2018). Aktive edildiklerinde, gen
ekspresyonunda, hiicre iskeletinin yeniden diizenlenmesinde ve hiicre davranisinda
degisikliklere yol agan bir asagi1 akis efektdrleri dizisini uyarirlar (Simanshu vd. 2017). Ras
sinyalinin karmasik dogas1 ve zararli yan etkilere neden olmadan bu proteinleri inhibe etmenin

zorlugu nedeniyle, Ras-hedefli tedavilerin gelistirilmesi zor olmustur (Liu vd. 2019).

Tiim RAS mutasyonlarinin %85°1 KRAS geninde meydana gelir. KRAS mutasyonlarina bagl
karsinomlarin baginda pankreas (%90), kolorektal (%25-40), ve akciger (%15-25) bulunur
(Ostrem ve Shokat 2022). KRAS'n ¢esitli mutant formlari ii¢ ana kategoriye ayrilmistir: G12
(kodon 12'de mutasyon), G13 (kodon 13'te mutasyon) ve Q61 (kodon 61'de mutasyon) (Uprety
ve Adjei 2020).



Bu tez calismasinda, giincel KRAS proteinlerinin PDB yapilan listelendi, basarili ilaglar
ayrintili olarak mutasyon tiplerine, inhibitér ve dogal partner gibi igeriklere ayrilip kategorize
edildi. Secilen KRAS G12D mutasyonu i¢in sonrasinda sanal tarama ile inhibitér hazirlig
gerceklestirildi. Molekiillerin baglanma afinitelerini tahmin edebilmek i¢in molekiiler
kenetlenme gergeklestirildi. Yapilan kenetlenme sonuglarinin yapisal analizi gergeklestirilerek
KRAS G12D mutasyon unun neden oldugu basta pankreas kanseri olmak tizere diger timor
tiplerinin tedavisinde etkili olabilecek yeni terapdtikler onerilmistir; basta MRTX-1133, TH-
7827 ve TH-Z835 inhibitorleri G12D i¢in kovalent olmayan, giiclii ve segici inhibitdr ilag
adaylaridir. Son olarak ¢alismamizda molekiiler dinamik simiilasyon ¢aligmasi yapildi. Béylece
molekiiliimiiziin anlik goriintiisiine ulasarak proteinimizin dinamiginin daha iyi anlagilmasi

saglandi.

Giris boliimiinde, tezin amagclar1 ve bu amaclar1 gerceklestirmek i¢in kullanilacak yontemler
tanitilacaktir. Takip eden bdliim olan birinci boliim'de, RAS proteinlerinin yapisi, KRAS G12D
mutasyonu i¢in mevcut ilag inhibitorleri, tezde kullanilan sanal tarama ve molekiiler dinamik
simiilasyonlar1 yontemleri ve molekiiler kenetlenme yaklasimlar1 hakkinda detayli bir literatiir
ozeti sunulacaktir. Ikinci béliim'de, tezde kullanilan materyal ve metotlar tamtilacaktir. Bu
boliimde, kullanilan veri setleri, analiz yontemleri, hesaplama araglar1 ve diger deneysel
prosediirler hakkinda bilgi verilecektir. Ucgiincii Béliim olan sonuglar ve tartisma kisminda,
analiz sonuglar1 sunulacak ve bu sonuglarin biyolojik agidan anlamlar tartisilacaktir. Bu
boliimde tezde elde edilen bulgular ayrintili bir sekilde sunulacak ve ilgili literatiirle
karsilagtirilacaktir. Son olarak, sonuglar bolimiinde tez sonuglandirilacak, temel bulgular
Ozetlenecek ve gelecekte yapilmasi onerilen deneysel ¢aligmalar i¢in dnerilerde bulunulacaktir.
Tartisma ve Oneriler béliimiinde tezin genel degerlendirmesi yapilacak ve ileri ¢alismalara

yonelik ¢aligmalara yon verilecektir.



BOLUM I

LITERATUR OZETI

1.1 Ras Proteinlerinin Yapisi

RAS hiicre zarinin hemen altinda yukari sinyal akis yollarindan aldigi iletiyi alt akig yollarina
ileten bir anahtar gorevi goren kiiclik bir proteindir (Zeitoni vd.2016). Onkojenik olarak
mutasyona ugramis RAS proteinleri GAP’tan bagimsiz hale gelerek, aktif GTP'ye bagh
durumdan dinlenme GDP'ye baghi duruma "kapal" gegemez ve bu nedenle "agik"
konfigiirasyonda birikir, guanin degisim dongiisiinii bozar, boylece tiimor hiicresi biiylimesiyle

sonuglanan asag1 akis sinyal yollarini aktive eder (Moore vd. 2020).

Normal Hiicreler Kanserli Hicreler

Homeostozik

GDP . GTP GDP . GTP

Sekil 1 Ras mutasyonlarinin meydana getirdigi niikleotit degisim mekanizmasi
(Zeitoni vd.2016)



RAS proteinlerinin yiizeyinde ilag baglayici ceplerin bulunmamasi nedeniyle eskiden RAS
proteinlerinin dogrudan hedeflenmesinin imkansiz oldugu diisiiniiliityordu. (Downward 2015).

Bununla birlikte, ¢esitli hedefleme stratejilerini belirlemek i¢in biiyiik ¢aba sarf edilmektedir;
(1)Yukar1 akis molekiillerini hedefleme (PDE o, SHP2, ve STK19),

(11)RAS proteinlerini dogrudan hedefleme (kimyasal bilesik veya antikor ile),

(i11)Asag1 akis efektorlerini hedefleme (RAF, MEK, ERK, PI3K),

(iv)RAS ifadesinin RNA etkilesimi ile,

(v)RAS mutasyonu ile iliskili farkli metabolik siirecleri hedefleme (mikropinositoz ve otofaji)
(vi)sentetik oliimciil etkilesenlerin taranmasi (Chen vd. 2021).

RAS mutasyonlarmin izoformu (KRAS, NRAS veya HRAS), kodonu ve siklig1 doku tipine
gore degisir (Haigis vd. 2008). Akciger karsinomu LUAD, pankreatik karsinom PDAC ve
kolorektal karsinomu CRC' nin biiyiik bir yiizdesi, agirlikli olarak bu tiimdr tiplerinde kodon
12'de meydana gelen KRAS mutasyonlar tarafindan yonlendirilir (Tsai vd. 2015). Buna
karsilik, melanomlarin %29'u NRAS' da ki mutasyonlar tarafindan yonlendirilir ve KRAS' tan
farkli olarak bu mutasyonlar kodon 61'de meydana gelir (Burd vd. 2015). HRAS mutasyonlari,
KRAS veya NRAS' daki mutasyonlardan daha az siklikla meydana gelir, ancak bas ve boyun
skuamo6z hiicreli karsinomu (HNSCC) ve mesane kanserlerinin bir alt kiimesi, HRAS

mutasyonlari tarafindan yonlendirilir ve bu mutasyonlar, kodon 12 veya 61'de meydana gelir

(McGrath vd. 1983).
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1.1.1 KRAS Mutasyonlar1 Hastaliklar

1982'de Geoffrey Cooper'in laboratuvarinda c¢alisan iki doktora sonrasi arastirmaci Chang ve
Der, Kristen Rat Sarcoma Virus ii kesfettiler; kemirgen sarkom viriisii genleri. Insan KRAS
geni, bu iki onkogenin homologudur (Jancik vd. 2010). K-RAS, hiicre dis1 sinyallere hiicresel
yanitlar1 kontrol etmek icin hiicre i¢i anahtarlar olarak islev goren, zarla iliskili monomerik
GTPazlar ailesine aittir (Haigis 2017). Biiylime faktorii stimiilasyonuna yanit olarak K-RAS,
guanin niikleotid degisim faktorleri (GEF'ler) tarafindan stimiile edilen GTP'ye baglanarak
aktive edilir (Rabara vd. 2019). GTP'ye baghh K-RAS, asagi akis sinyalini tetikleyerek
efektorlerle etkilesime izin veren yapisal bir konformasyon varsayar (Shui vd.2022). KRAS'm
12. kodondaki yanlis anlamli mutasyonu, GTPaz aktivitesini zayiflatarak proteini anormal bir
sekilde asir1 uyarilabilir bir duruma aktive eder, bu da GTP'ye baglh aktive edilmis KRAS'n

birikmesine ve asagi akis sinyal yollarinin aktivasyonuna neden olur (Bery vd. 2019).

Amerika Birlesik Devletleri'ndeki CRC vakalarinin %45'i ve Cin'deki CRC vakalarinin %49'u;
ABD'de pankreas duktal adenokarsinomunun (PDAC) %901 ve Cin'de %89' u; ve ABD'de
akciger adenokarsinomlarinin %35'i (LUAD, kiiciik hiicreli olmayan akciger kanserinin bir alt
tipi) ve Cin'de yaklasik %13'i (ABD verileri i¢in Sekil 3) (Wu vd. 2022). KRAS, KRAS geninin
secici olarak eklenmesiyle iiretilen KRAS4A ve KRAS4B olmak {izere iki izomere sahiptir
(Cao vd. 2020). G12 veya G13'iin genetik degisimi, arginin residue s1 hidroliz ge¢is durumunun
stabilitesini yok eder. KRAS mutasyonlarinin dagilimi, farkli insan kanserlerinde degisiklik
gosterir; LUAD' 1n %41'inde KRAS (G12C) mutasyonu bulunurken, Sekil 3’de gosterildigi gibi
KRAS (G12D) ve KRAS (G12V), CRC ve PDAC'de en yaygin iki alleldir (Erlanson ve Webster
2021). Ozellikle, G12R gibi diger KRAS alelleri PDAC'de sinirlidir. Aslinda, tiimér tipi KRAS
mutasyonlari tarafindan yonlendirilse de, kodonlar1 ve mutasyonlarin siklig1 doku tipine gore

degisir (Thein, Biter, ve Hong 2021).

KRAS inhibitdrlerinin bazen GDP (guanozin difosfat) bagli halini, bazen de GTP (guanozin
trifosfat) bagl halini hedeflemesinin nedeni, KRAS proteininin aktivasyon mekanizmasindan
kaynaklanmaktadir. GDP bagli halini hedefleyen inhibitérler, KRAS 'in inaktif formunu
stabilize ederek KRAS' in aktif hale gegmesini onler. Boylece, asir1 hiicresel sinyallemeye bagli
kanser hiicre biiyiimesi ve boliinmesi engellenir (Boudhraa vd. 2020). Diger yandan, GTP bagh
halini hedefleyen inhibitorler ise KRAS 'in aktif formunu stabilize ederek KRAS 'in stirekli
olarak aktif olmasin1 engeller. Bu da asir1 hiicresel sinyallemeyi ve kanser hiicrelerinin anormal

biiylimesini kontrol altina almay1 hedefler (Donaldson ve Klausner 1994). KRAS inhibitorleri



hem GDP bagli halini hedefleyerek KRAS 'in inaktif halini stabilize etmeyi hem de GTP bagh
halini hedefleyerek KRAS' in aktif halini kontrol etmeyi amagclar. Bu sekilde, KRAS proteininin
hem aktif hem de inaktif hallerindeki dengesizlikleri diizelterek kanser hiicrelerinin kontroliinii
saglamay1 hedefler (Taylor 2007). Bu tez kapsaminda GDP bagli inaktif G12D ve aktif GCP ve
GNP (analog GTP) bagl aktif KRAS yapilar1 incelenmistir.

a) KRAS mutasyonlar (2%)
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Sekil 3 Insan kanserinde KRAS mutasyonlarmin (a) tiirleri ve (b) oram (Zhu vd.2022)

Tanimlanan ilk onkogenlerden biri olmasina ragmen, KRAS proteininin klinik olarak yararl
inhibitorlerini belirlemek i¢in 30 yillik ¢aba basarisiz olmustur (Holderfield 2018). KRAS'!n

iki 6zelligi, bir ila¢ hedefi olarak izlenebilirligini giiclestirir:

(1) KRAS, GDP ve GTP'ye pikomolar afinite ile baglanir, niikleotid rekabet¢i inhibitorler

gelistirme ¢abalarini ciddi sekilde engeller



(2) KRAS proteini, diger derin yiizey hidrofobiklerinden yoksundur. Cepler, yiiksek afiniteli
allosterik inhibitdrleri belirleme ¢abalarini engeller (Cox vd.2015). Ilag gelistirme cabalari
basarisizliklariyla gélgelenen ve KRAS'n dogrudan hedef alinmasina yonelik azalan ilgi ile bir
donemi kapatan; yeni, gelisen teknolojiler ve stratejilerle beraber hedefin yeniden canlanmasina

tanik oluyoruz (Papke ve Der. 2017).

a)

anahtar ll effektor lob

anahtar |

allosterik lob

Sekil 4 KRAS yapisindaki islevsel bolgeler (a) KRAS G alan1 (b) KRAS 5 alfa ve 6 beta
sarmal yapisi (Pantsar 2020).

KRAS 'm 1-166 residue larinda (Sekil4a) olusan G alani, GTPaz proteinlerinin biyolojik
islevselliginin temelini olusturur (Pantsar 2020). Bu alan, protein ¢ekirdegini olusturan ve bes
alfa sarmaliyla cevrili alt1 beta sarmalin1 kapsar (Sekildb) (Wittinghofer ve Vetter 2011). Tiim
4a ve 4b deki se¢ili yapisal bolgeler asagidaki renk semasiyla vurgulanmistir: P-dongiisii
(residue 10-14), turuncu; anahtar-I (residue 30—40), kirmizi; anahtar-II (residue 58—72), mavi,
HVR (residue 167—188), yesil. G alanina ek olarak KRAS, RAS"1 zara tutturmada ¢ok dnemli
bir rol oynayan hiper degisken bolge (HVR) olarak adlandirilan esnek bir C-terminal yapisal
elemanina sahiptir (Hancock, vd 1990). KRAS'n diger dnemli islevsel 6geleri, anahtar-I ve
anahtar-II olarak adlandirilan anahtar bolgeleridir (Abraham vd. 2010). Bu anahtarlar, efektor
proteinlerin yani sira RAS diizenleyicileri (GAP'ler ve GEF'ler) i¢in baglanma arayiiziini
olusturur (Muratgioglu ve Acuner 2019). Anahtar-I i¢in residue 30-40'1n, anahtar-II i¢in residue

58-76min ve P-dongiisii i¢in residue 10-14 tiir (Wittinghofer ve Vetter 2011).
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Sekil 5 RAS yapisimin 2B ve 3B gosterimi (a) Fizyolojik baglanma alanlar1. (b) Belirtilen
mutasyonel sicak noktalar G12, G13 ve Q61 ile 6nemli yapisal alanlar (anahtar bolgeleri ve
loblar, PDB: 4DST).

Ras'taki ¢gogu onkojenik mutasyon, HRAS, KRAS ve NRAS arasinda korunan bir bdlgede
bulunan G12, G13 ve Q61 residue larinda meydana gelir (Sekil 5a). (Maurer vd. 2012) Bunlar,
ilk 85 amino asidi igeren ve farkli RAS izoformlari arasinda tam sekans 6zdesligi olan bir bolge
olan efektor lob i¢inde meydana gelir. Anahtar etkilesim bolgelerinin ¢ogu, niikleotit ve efektor
etkilesim bolgelerinin yani sira efektor etkilesimlerine aracilik eden gegis bolgeleri dahil olmak
tizere efektor lob iginde meydana gelir (Sekil 5b) (Taveras vd. 1997). Sonraki 80 amino asitte
(allosterik lob) %90 benzerlik vardir. Onemli sekans farkliliklari, proteinin asir1 degisken bolge
olarak bilinen C terminal ucunda meydana gelir (Schubbert, Shannon, ve Bollag 2007). Bu,
ceviri sonrast modifikasyonlarin meydana geldigi ve zar hedefleme dizilerinin bulundugu
bolgedir. Ras'in dogrudan farmakolojik hedeflemesine yonelik ilk girisimler, farnesilasyon da
dahil olmak iizere bu translasyon sonrasi modifikasyonlarin inhibe edilmesi etrafinda
toplanmistir. Bununla birlikte, daha yeni girisimler, daha sonra tartisilacag: gibi, efektor lobu

ve bunun i¢indeki yapilar1 daha 1yi terapotik hedefler olarak kabul etmistir (Milburn vd. 1990).



1.1.2. G12D Mutasyonu ve Giincel Ila¢ Durumu

Indiiklenen anahtar II cebini isgal eden geri déniisiimsiiz KRASG12C inhibitérlerinin
tanimlanmast ve miiteakip klinik basarisi ¢ok 6nemli bir bulug olmustur (Fell vd. 2020).
Bununla birlikte, bunlarin inhibe edici aktivitesi, mutant Cys12 ile kararlh bir kovalent bag
olusturan reaktif bir savas baslhigina dayanir (Lanman vd.2020). Tersine, KRAS mutant
tiimdrleri arasinda en yaygin mutasyon (%33) olan KRASG12D, son denemelerde kanitlandig1
gibi anahtar II cebine bitisik bir reaktif residue dan yoksundur ve bu nedenle segici inhibitorlerin

tanimlanmasina yonelik yeni bir yaklagim gerektirir (Wang vd. 2021).

En yaygin onkojenik KRAS mutasyonu olan KRASGI12D, solid tiimérlerin tedavisi i¢in timit
verici bir hedeftir (Upadhyaya vd. 2015). Bununla birlikte, KRASG12C ile karsilastirildiginda,
KRASG12D'in segici inhibisyonu, inhibitoérlerin KRASG12D'yi mutant KRAS proteini ile
kovalent etkilesimlere olan ihtiyaci ortadan kaldirmak icin yeterince yiiksek afinite ile baglama
gerekliligi nedeniyle dnemli bir zorluk teskil eder (Sogabe vd. 2017). Burada, kapsamli bir yap1
tabanli aktivite iyilestirmesiyle kesfedilen ve bir KRASGI12D mutant fare timoér modelinde
etkili oldugu gosterilen ilk kovalent olmayan, gii¢li ve secici KRASGI12D inhibitorii
MRTX1133 dir (Sakamoto, Masutani, ve Hirokawa 2020) (Sekil 7 ve 8).



Sekil 6 KRAS a) G12C Kovalent ve b) G12D Non-kovalent Mutant 12.residue Yan
Zincirleri Karsilastirmah Gorselleri
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MRTX1133

Sekil 7 MRTX inhibitoriiniin 2D ve 3D yapilar1 (Wang vd.2021) (PDB 7RPZ)

Mutant KRAS G12D inhibitors
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MRTX1133 TH-Z827 TH-Z835 KD-8

Sekil 8 Yeni KRAS G12D inhibitorlerinin kimyasal yapilar1 (Bannaura vd 2022)

Yeni KRAS inhibitorleri, MRTX1133, TH-Z827, THZ835 ve KD-8 (Bannoura, vd. 2022)
(Sekil 8), mutant KRAS GI12D'ye spesifik ve kovalent olmayan bir sekilde baglanarak
mutasyona ugramis hiicrelerde proliferasyonu inhibe eder (Karnoub ve Weinberg 2008). Bu
ajanlar su anda preklinik gelistirme asamasindadir ve daha fazla klinik gelistirmeyle ilgili

ayrintilar su anda bilinmemektedir (Castellano vd. 2013).
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1.2 Sanal Tarama ile inhibitor Kesfi

1.2.1 Molekiiler Kenetlenme ve Sanal Tarama

Molekiiler kenetlenme teknikleri, bir ligandin bir makromolekiiler ortaga en iyi uyan baglanma

modunu tahmin etmeyi amaglar (burada sadece proteinler dikkate alinir (Huang ve Zou, 2010).

Proteinin ligand baglama bolgesi ig¢inde olasi konformasyonlarin, bir dizi pozlarinin

iiretilmesiyle olusur. (Ripphausen vd. 2011; Zhu vd. 2013). Bu nedenle deneysel olarak

¢ozlilmiis bir yap1 veya hesaplama teknikleriyle tiretilen bir veridir (Salmaso, 2018).

Sanal tarama, son yillarda ilag kesif slirecinin ayrilmaz bir parcasi haline geldi (Stahl vd. 2006).

Sanal bir ekranin ana amaci, benzersiz bir farmakolojik profil saglayan yeni kimyasal yapiya

sahip isabetler bulmaktir (Muegge ve Oloff 2006). Virtual Screening VS teknolojilerinin

kullanimi, dogal iirlinlerden biyoaktif molekiillerin tanimlanmasma da yardimci olmustur

(Rollinger, 2006).
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Biyofiziksel analizler kullanarak kimyasal kitapliklarin taranmasi, kimyasal biyoloji ve ilag
kesfi i¢in yeni kemo tipleri kesfetmek i¢in uzun siiredir baskin yaklasim olmustur (Bender vd.
2021). Sanal tarama hazirhi@inda iki onemli unsura dikkat edilmelidir, bunlardan biri
belirlenmis yap1 ve veri tabami se¢imidir (Grygorenko vd. 2020). Once hedef yapi, kenetlenme
icin uygun hale getirilmeli ve hedef baglanma bolgesi kontrol hesaplamalari ile optimize
edilmelidir (Trott ve Olson 2010). Son olarak, bir sanal ekranin gercek basarisi, kenetlenme
isabetlerinin deneysel olarak dogrulanmasi oldugundan, ilk in vitro sonuglar1 dogrulamak i¢in

bir dizi kontrol deneyi de 6neriyoruz (Bandyopadhyay vd. 2020).

1.2.2 Hedef Molekiil Hazirhg icin Molekiiler Dinamik Simulasyon

Molekiiler Dinamik Simulasyon (MDS) yo6ntemi, biyolojik molekiillerin 6zellikleri ve
islevlerini incelemek icin verimli ve kullanigh bir analitik aractir (Yan vd. 2023). MDS, klasik
mekanik kavramini atomik ve molekiiler sistemlere uygulama yontemidir (Thompson vd.
2022). Klasik mekanige gore sistemin toplam enerjisi, atomlarin konumu, baglanma modu,
potansiyel fonksiyonu ve atomlarin hizindan hesaplanir (Zhai vd.2016). Daha sonra atomun
kuvvet alanindaki potansiyel enerji gradyani toplam enerjiden hesaplanir (Huang vd. 1995). Bir
atoma etki eden kuvvetler, atomun konumundaki potansiyel gradyanin negatif degerine esittir
(Van Der Spoel vd. 2005). Atomun hareketinin davranisi, kuvvet alanindaki her bir atom
tizerindeki kuvvetler hesaplandiktan sonra Newton'un ikinci yasasina gore uyarlayabilir (Pronk

vd. 2013; Abraham vd. 2015).

Deneysel yapinin enerji minimizasyonu ve MDS uygulanmasi ilaca baglanma potansiyeli olan
uygun konformasyonlarin yakalanmasi adina 6nemli bir adimdir (Sinehbaghizadeh vd. 2023).
PDB’den alinan deneysel yap1 bu amagla MDS ile incelenerek ara yapilar segilir (Xu vd. 2019).
Sanal tarama yapilmak iizere secilen hedef molekiiliin en uygun yapisinin sec¢ilmesi ve hazirligi

i¢in molekiiler dinamik simulasyon (MDS) asagidaki adimlar1 igerebilir:

e Baslangi¢c Yapisimin Hazirlanmasi: MDS i¢in kullanilacak baglangic yapisi, molekiiliin

3D koordinatlarindan olusur (Waldron, Lauricella ve English 2016).

o Atomistik Modelleme: Hedef molekiiliiniin atomik seviyedeki etkilesimlerini

tanimlamak icin kuvvet alani parametreleri belirlenir. Kuvvet alani, molekiiliin

kimyasal baglar1, bag acilari, donme agilari, elektrik ytikleri ve diger etkilesimler gibi

13



faktorleri igerir, molekiildeki atomlarin enerjisini ve hareketini hesaplamak ig¢in

kullanilir (Duay vd. 2023).

o Simiilasyon Parametrelerinin Belirlenmesi: MDS i¢in gerekli olan simiilasyon
parametreleri belirlenir. Bu parametreler arasinda sicaklik, basing, siire ve integrasyon
adimlar1 gibi faktorler bulunu, bu parametreler optimize edilmelidir (Adedeji vd. 2022).

o  Simiilasyonun Yiiriitiilmesi: Belirlenen parametrelerle molekiiler dinamik simiilasyonu

yiirtitmek i¢in uygun bir yazilim kullanilir. Simiilasyon boyunca, molekiiliin atomlar1
arasindaki etkilesimler ve hareketleri zamanla izlenir (Barredo ve Balanay 2023).
Simiilasyon siiresi, molekiiliin dinamik davranisini anlamak ve hedeflenen 6zelliklerini
incelemek i¢in yeterli olmalidir (Kohnke, Kutzner ve Grubmuller 2021).

o Sonuclarin Analizi: Simiilasyon sonucunda elde edilen veriler analiz edilir. Bu analizler

arasinda molekiiliin enerji profili, konformasyonel degisimler, protein-ligand
etkilesimleri, stabilite Olciitleri ve diger Ozelliklerin incelenmesi yer alir
Sinehbaghizadeh vd. 2023). Bu analizler, hedef molekiiliiniin yapisini ve fonksiyonunu

daha iyi anlamak i¢in 6nemlidir (Barredo ve Balanay 2023).

En sik tercih edilen MD simiilasyon programlart GROMACS ve NAMD programlaridir (Van
Der Spoel vd. 2005). Bu tez calismasinda da kullanilan GROMACS, Hamilton mekanigi,
Langevin ve Brown dinamikleri gibi stokastik dinamikler (SD) ve enerji minimizasyonu (EM)

saglayan biyomolekiillerin dinamik simiilasyonu icin kullanilan ag¢ik kaynak bir programdir

(Abraham vd. 2015).

1.2.3 inhibitor Seti Hazirlama

Sanal taramay1 kolaylastirmak i¢in ek bir dnemli adim, ilgili proteinin optimizasyonunu ve
entegrasyon i¢in hedefe baglandigi bilinen uygun ligandlarin sec¢imini igerir. Ligandlarin
secimi, amaglanan hedeflere bagli olmalidir (Daina ve Zoete 2019). Ligandlar, protein-ligand
komplekslerinin PDB veri tabanindan ve ayrica ZINC ve/veya PubChem gibi c¢esitli ligand
depolarin1 barindiran veri tabanlarindan ekstraksiyonu yoluyla elde edilebilir. Ek olarak,
Chemsketch araci kullanilarak modellenebilirler (Gaulton vd. 2012). ZINC, biyolojik hedefleri
icin kimyasal madde arayan arastirmacilar i¢in bir arastirma aracidir. Tanitilan molekiillerin
Ozgilliglinii saglamak icin, se¢imi daraltmak amaciyla genellikle filtreler kullanilir (Irwin vd.

2012). Filtreler, net yiik, molekiiler agirlik, polar yiizey alani, ¢oziiniirliik, benzerlik esikleri,
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farmakoforlar gibi ¢esitli kriterlerin yan1 sira absorpsiyon, dagilim ve toksikolojik 6zellikleri
kapsayabilir (Ghosh vd. 2006). Yaygin olarak kullanilan ligand filtreleme yaklagimlar1 arasinda
Lipinski (Kural 5) testi 6ne ¢ikmaktadir. Lipinski testi, molekiiler agirlik <500, LogP (Lipoflite)
< 5, hidrojenik bag alicilig1 <10 ve hidrojenik bag vericisi <5 gibi parametreleri kullanarak
kitaplik filtrelemeye izin verir (Chen vd. 2016). Arastirma konusu i¢in Lipinski kuralina gore
filtrelenen molekiillerin 6zgiilliglinii artirmak ve kiitliphane tarama siirecini hizlandirmak i¢in
alternatif bir strateji, molekiiler parmak izi tekniklerinin uygulanmasini igerir (Salentin vd.
2014). Molekiiler parmak izleri, kiigiik molekiillerin 6zelliklerini kodlar ve bit dizisi
karsilastirmalarini kullanarak benzerliklerinin hesaplamali degerlendirmesini saglar (Sastry vd.
2013). Benzer yapilara sahip molekiiller genellikle benzer biyolojik aktiviteler sergiler.
Molekiiler parmak izi yontemleri kullanilarak, ayni hedefe karsi benzer biyolojik aktivite
gosterme olasilig1 daha yiiksek olan ek bilesiklerin tanimlanmasi miimkiin hale gelir (Cereto-
Massagué vd. 2015). Bu yaklasim, Open Babel, RDKit veya KNIME gibi yazilim araclari
kullanilarak ytiriitiilebilir. Open Babel, molekiillerin farkli dosya formatlar1 arasinda
doniistiiriilmesi, molekiiler mesafelerin veya benzerliklerin hesaplanmas1 ve enerji
minimizasyonu dahil olmak {izere bir dizi kemi informatik gorevi gerceklestirme yetenegine
sahip ¢ok yonlii bir programdir (O’Boyle vd. 2011). RDKit, kimyasal verilerin okunmasini ve
yazilmasini, molekiiler agirlik ve polar ylizey alam1 gibi kimyasal 6zelliklerin Slgiilmesini,
kimyasallarin farkli izomerlerinin {iretilmesini ve daha fazlasin1 kolaylagtirr (Muegge
vd.2016). Hesaplamali kimya i¢in tasarlanmis acik kaynakli bir yazilim paketidir. KNIME,
kimyasal verilerin analizi i¢in birden ¢ok yazilim aracini entegre eden; veri alma, isleme, yazma
ve analiz gibi cesitli islevleri kapsayan acik kaynakl bir platformdur. Icerdigi arag setine RDKit
paketleri, OpenBabel, LigandScout ve Pharmacelera dahildir (Berthold vd. 2008).

KRAS, kanser i¢in iyi belgelenmis bir terapdtik hedeftir, yasami tehdit eden cesitli
malignitelerde yaygin olarak goriiliir (Hakeem 2023). Ilag kesfi ve klinik dncesi arastirmalarda,
virtual screening zaman, maliyet ve kaynak gereksinimlerini dnemli 6lgiide azaltmak igin
potansiyel olarak etkili bir arac¢tir (Liu vd.2021). Taramanin birincil amaci, en umut verici
biyolojik aktiviteye sahip yeni isabetleri belirlemek i¢in kimyasal bilesik veri tabanlarini
arastirmaktir (Fathima vd. 2018). Hazirlanan ZINC20 kiitiiphanesini KRAS aktif sitesine karsi
taramak i¢in kullandik. Bunu takiben, daha diisiik baglanma enerjisi degerlerine dayali olarak
en kararli kompleksi belirlemek icin kapsamli bir etkilesim analizi ve gorsel inceleme

gerceklestirdik.
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BOLUM II

MATERYAL VE METOT

2.1 KRAS inhibitorleri icin giincel bilgilerin eldesi

Giincel KRAS proteinlerine ait yap1 verileri, UniProt veri tabanindan elde edildi. Calismamizda
UniProt uygulamasinda insan KRAS proteinleri filtrelendi, 6ncelikle klinik faz arastirmalari
basariyla tamamlanmis ilaglar incelendi. Bu ilaclarla ilgili bilgiler topland1 ve yap1 olarak 223
adet PDB kodu igeren yapilarimizi iceren bir Microsoft Office Excel dosyasi olusturuldu. Excel
dosyasinin formati su sekildedir: Her yapinin PDB kodu, deneysel yontemi, ¢oziiniirliik degeri,
zincir bilgileri, pozisyonlari, ligand isimleri ve kimlikleri, ilgili makalenin linkleri yer
almaktadir. Ayrica, yapinin mutant veya mutant olmayan olup olmadigina ve e§er mutasyon
iceriyorsa mutasyon adina gore ayrimlar yapildi. Dogal partner veya inhibitor igerip
icermedigine bagl olarak yapilar kategorilere ayrildi. Dosyanin icerdigi veriler farkli Excel
sayfalarinda kodonlarda mutasyon bulunan yapilar ve sadece GDP veya GTP ile tiirevleri
bulunan PDB yapilarina gore ayrildi. Sonug olarak, KRAS G12A, G12C, G12D, G12V, G13D
ve diger mutasyonlar1 barindiran yapilar i¢in ayr1 excel sayfalar1 ve tablolar olusturuldu. Bu
tablolarda PDB kodu, igerdikleri niikleotid tiirii, dogal partner ve inhibitor bilgileri (varsa) yer

almaktadir.

2.2 Sanal Tarama

2.2.1 Molekiiler Dinamik Simiilasyon ile hedef hazirhg:

Kenetlenme caligmalarin1 gergeklestirmek icin kullanilacak reseptoriin dogal (fizyolojik
kosullardaki) yapisini elde etmek i¢in 7RPZ kodlu PDB yapisi GROMACS iizerinden MD
simiilasyona tabi tutuldu. {1k olarak 7RPZ PDB koduna sahip yapidan su molekiilleri ve MRTX-
1133 inhibitorii ¢ikarildi. CHARMM36 kuvvet alani segildi ve 7RPZ_processed.gro, topol.top,
posre.itp dosyalar1 elde edildi. Proteinin yerlestirilecegi kutu i¢in kiibik kutu tercih edildi ve

kutu solvatlandi. Sonrasin proteini yiiksiiz duruma getirmek i¢in iyonlar eklendi. Enerji
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minimizasyonu da ger¢eklestirildikten sonra sicaklik ve basing dengelemesi yapildi. MD siireci
i¢cin 200 ns’lik simiilasyon siiresi belirlendi. Bu siire¢ i¢in md.mdp dosyasinda adim boyutu (dt)
0.002 (2 fs) olarak, toplam adim (nsteps) ise 100000000 (200000 ps, 200 ns olarak) olarak

belirlendi ve simiilasyon gerceklestirildi.

Simiilasyon sonucunda kenetlenme yapilacak yapiy1 elde etmek i¢in yoriinge ve gro dosyalari
kullanilarak (md 0 1 noPBC.xtc ve md 0 1.gro) 125’inci nano saniyeden yap1 kordinatlar
alind1 ve pdb dosya formatinda kaydedildi. Bu islem i¢in GROMACS’1n kendi igerisinde yer
alan “gmx trjconv” fonksiyonu kullanildi. Son olarak elde edilen pdb yapisi pdbqt formatina

doniistiiriildii.

2.2.2 inhibitér hazirhg

Cesitli hedef proteinlerinin ve kenetlenme programlarinin ¢alismalarini igeren kapsamli bir
arastirma yapildi ve bu caligmalar kapsaminda giinlimiize kadar K-Ras hedefli sanal tarama
calismalar1 incelendi. Inceleme sonrasi kenetlenecek olan molekiiller icin ZINC20 veri
tabaninin kullanilmasina karar verildi. ZINC20 veri tabaninin Tranches boliimiinde filtreleme
icin; 3 boyutlu, Reactivity kisminda Standart, Purchasability kisminda In-Stock, pH kisminda
Reference, Charge kisminda -2 (L), -1 (M), 0 (N), +1 (O), +2 (P) segenekleri se¢ildi. Molekiiller
sdf formatinda ve wget metoduyla indirildi. indirilen dosyanin igerisinde bulunan .gz uzantil
dosyalar ayiklandi. Elde edilen sdf dosyalar1 tek bir sdf dosyasinda obabel -i sdf -o sdf -O
toplu.sdf kodu kullanilarak birlestirildi. Molekiiller arasinda eleme ve filtreleme yapilmasi i¢in
KNIME programi tercih edildi. KNIME programinda toplu sdf dosyasi once SDF Reader
aracina yliklendi. Daha sonrasinda SDF Reader araci Lipinski Rule of Five aracina baglandi ve
molekiillere Lipinski kurali uygulandi. Row Filter araci ile Lipinski sonug¢larinin bulundugu
satirlar filtrelendi ve 0-5 degerleri arasinda deger alabilen molekiiller arasindan O yani
Lipinski’nin 5 kuralina da uygun olan molekiiller se¢ildi. Column Filter diigiimii kullanilarak
Lipinski degerlerinin bulundugu kolon ¢ikarildi ve molekiil bilgilerinin bulundugu kolon elde
edildi. Lipinski kurali ile elenen molekiiller SDF Writer diigiimii ile birlikte sdf formatinda
disar1 aktarildi. Kurala uyan molekiiller Fingerprint diigiimiine aktarildi. Default (bit vektor)
secenegi ile molekiillerin parmak izleri ¢ikartildi. Bu molekiiller 3 boyutlu benzerlik arayisi igin
3D-D Similarity diigiimii ile parmak izi karsilastirmasina tabi tutuldu. Bu karsilastirma
siirecinde 2 ayr1 setten gelen veriler kullanildi. Bu verilerden ilki Lipinski kurali uygulanan veri

seti iken diger veri setimiz ise pozitif kontrol olarak belirlenen MRTX-1133, TH-Z827 ve TH-
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7835 molekiillerinin parmak izi verileriydi. Pozitif kontrolde kullanilan molekiillerin parmak
izi verileri i¢cinde ayn1 sekilde SDF Reader diigiimiinde baslayip Fingerprint diigimiine giden
akis kullanildi. 3D-D Similarity diigiimiinden elde edilen veriler daha sonrasinda Row Filter
diigiimii ile birlikte TH-Z827 ve TH-Z835 molekiillerinde 0.9, MRTX-1133 molekiilii i¢in 0.85
olarak belirlenen esik degerine gore filtrelendi. Filtrelenen molekiiller sonrasinda Row Filter ve
Column Filter diiglimlerine aktarilarak, molekiillerin bilgilerinin bulundugu kolonlar SDF

Writer diigiimii kullanilarak sdf formatinda elde edildi.

node 1 node 2 node 3 node 4 ni node 32 node 36
==

SN Ak | ]

\\\po el25b

SDF Lipinski's Row Column Fln..ger.pnnt Row filter
reader g | filter filter Smilarity
ruies Fingerprint
node 23 node 55 node 59 node 57
de 22 node 20 e
= = 3D D-Similarity Row filter Coloumn filter SDF
| writer
node 27  node 26
==
node 29 node 28 node 30 node 38 node 58 node 60

SDF Fingerprints 1
reader ’

3D-DSimilarity Row filter Coloumn filter SDF

writer
node33 node 42
-
Fingerprint  paoyy filter
Smilarity
hode 31 node 40 node 62 node 61

V-

3D-DSimilarity Row filter Coloumn filter SDF
node 34 node 41 writer

-

Fingerprint

Row filter

Sekil 10 Sanal Tarama KNIME Is Akis1 Semasi
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KNIME programinda gerceklestirilen islemler Sekil 10’da bulunmaktadir. Molekiillerin
bulundugu sdf dosyas1 Open Babel ile obabel ligands/*.sdf -O ligands_converted.pdbqt komutu

kullanilarak pdbqt formatina dontistiiriildii.

2.2.3 Molekiiler Kenetlenme

Kenetlenme islemi i¢in AutoDock Vina yazilimi tercih edildi. MD simiilasyon sonunda elde
edilen reseptoriin baglanma bdlgesini belirlemek icin Chimera programinda kutu hazirligi
gergeklestirildi. Hazirlik sonucunda x merkezi = 38.9205, y merkezi = 27.5783, z merkezi =
28.1771 ve x biyliklik = 29.4285, y biyiiklik = 23.5747, z biiyiiklik = 21.1543 olarak
belirlendi. AutoDock Vina programiyla molekiil kiitiiphanesindeki ligandlarin hedef proteine

kenetlenmesi i¢in herkese acik bir komut dosyasi kullanildi. Dosyanin igerigi su sekildedir;

vina=/usr/bin/vina
if ($#!=5)); then

echo &quot;Usage: ./dock.sh vina.conf receptor.pdbqt ligs pdbqt folder
out folder log folder&quot;

exit 1

fi

conf=$1 # vina configuration file

rec=$2 # receptor file

pdbqt_folder=$3 # folder containing all ligands
out_folder=$4 # folder for docking results
log_folder=$5 # docking for docking logs

for lig in '1s $pdbqt_folder/*.pdbqt’

do

echo “ docking”$f”...”

ligname="basename $ lig cut -d. -fl
out=$out_folder/$ligname “.out”
log=$log_folder/$ligname “.log”
$vina—cogfig $conf—receptor$rec—ligand$lig—outSout—Ilog$log

done
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Burada receptor.pdbqt dosyast MD simiilasyonu sonucunda elde edilen ve kenetlenme igin
hazirlanmis hedef proteindir. ligs pdbqt folder dosyasinda ise kontrol molekiilleri ile beraber
sanal tarama sonucu elde edilen toplam 122 molekiil bulunmaktadir. vina.conf dosyasi
konfigiirasyon dosyasit olup bu dosyaya hazirlanan kutunun bilgileri girildi ve baglanma
taramasi kapsama degeri 8, enerji aralig1 -3 ve pozlama sayis1 9 olarak belirlendi. Sanal tarama
asamasi sonucunda belirlenen molekiiller ve kontrol molekiilleri ile olusturulan ligand
kiitiiphanesine kenetlenme islemi uygulandi ve her bir ligand i¢in out ve log dosyalar1 elde

edildi.

BOLUM II1

3. BULGULAR VE TARTISMA

BULGULAR

3.1 KRAS Mutantlar i¢in giincel bilgiler

Literatiir taramas1 sonucunda, toplamda 224 adet KRAS yapisi bulunmustur, bunlardan 223
tanesi PDB formatinda, 1 tanesi ise AlphaFold yapisidir. GDP niikleotidi sadece igeren yapilar
43 adetken, GTP ve analoglar1 sadece iceren yapilar ise 37 adettir. KRASG12A mutasyonuna
sahip olan yapilardan 5 adet mevcuttur, KRASG12C mutasyonuna sahip olan yapilardan ise 52
adet bulunmaktadir (Tablo 1). Ayrica, KRASG12D mutasyonuna sahip 37 yapi, KRASG12V
mutasyonuna sahip 13 yapi, KRASG13D mutasyonuna sahip 5 yap1 ve diger mutasyonlar1

iceren toplamda 37 yap1 mevcuttur.

Bu tez ¢alismasi kapsaminda sadece G12D mutasyonuna ait yapilar incelenmistir. Bu yapilar
arasinda hem GDP hem inhibitor bulunduran yapilar 13 adettir (Sekil 10). Yapisinda hem GTP
ve analoglar1 hem inhibitdrleri bulunduran yapilar 8 adettir (Sekil 11 ve Sekil 12). Baglanma
bolgeleri residue lar1 Anahtar I i¢in Asp30-Tyr40 (Asparajin L-Tyrosine) ve anahtar II igin
Thr58—Met72 (Treonin ve Metionin) dir.
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Tablo1 G12D inaktif (GDP bagh) ve aktif (GNP/GCP) bagh) yapilar

Mutasyon Niikleotit Bagli Yap1 PDB Kodu
Turt
. 5XCO0,6ZL5,7ACQ,7EW9,7EWA,TEWB,
GDP Inhibitor
7RPZ,7RT1,7RT2,7RT3,7RT4,7RTS5,7T47
G12D
GTP . SUFQ,6WGN,50CG,7ROV,6GJS5,6G]7,
Inhibitor
Analoglari 6GJ8,7ACA
anahtar IT
residue58-72

P loop
residue 10-14

efektir lob
residue 77-86

Sekil 11 KRASG12D Mutasyonuna Ait Yapisinda GDP Bulunduran ve Inhibitér Bagh

Yapilar. KRAS yapisi, GDP niikleoitidi ve magnezyum iyonu (mavi ve yesil kiireler) 7T47
PDB koduna sahip yapiya aittir. KRAS’a baglh yapilar inhibitorler (5XCO, 6ZLS, 7ACQ,
TEW9, TEWA, 7TEWB, 7RPZ, 7RT1, 7RT2, 7RT3, 7RT4, 7RTS, 7T47). Sekilde baglanma

bolgeleri sirasiyla P-loob, anahtar I, anahtar I, efektor lop, allestorik lob renklendirilerek
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gosterilmigtir. KRAS G12D GDP bagl yapi inhibitorlerinin hedef bolge bilgileri Tablo 2 de
belirtilmistir. Gozlemlerimiz sonucu kiiclik ligantlar genellikle p-loob, anahtar I ve allosterik
bolgelerine bagli oldugunu gorebiliyoruz. Ortak ve en ¢ok bulunan residuelarin G13, G15, D30
ve N116 oldugu gozlemlenmektedir. KRAS genindeki Glisin 13 ve 15 residiisii, Aspartik asidi
D 30 ve Asparagin'i N116 KRAS proteininin aktivasyon silirecinde dnemli bir role sahiptir.
KRAS proteininin normal islevi, hiicre sinyal iletiminde yer almak ve hiicre biiylimesi ile
boliinmesini diizenlemektir. Aktive olmayan (GDP bagli) KRAS proteininin, hiicresel sinyal
iletiminde O6nemli bir noktada kalmasmi saglar. Aktivasyon, GDP'nin yerine GTP'nin
baglanmasiyla gerceklesir ve bu durumda KRAS proteininin hiicresel sinyal iletiminde aktif bir

rol oynamasi saglanir.

Tablo 2 KRAS G12D mutasyonuna ait yapisinda GDP bulunduran ve inhibitor bagh

yapilarin residue adi, numarasi ve bagh oldugu bolge

KRAS GDP bagl inhibitorlerin residue adi, numarasi
ve bagh oldugu bolge

Ligand P-loob anahtar | anahtar |l efektor lob allosterik lob
PDB ID
G13 N 116
G 15 V 29 K117
5XCO K16 D30 - - D 119
S17 T35 A 146
A 18
G 15 N 116
62L5 K16 D 30 _ _ D 119
S17 A 146
A 18
G 15
50CG K16 D30 _ _ N 116
517 D 119
A 18
7EW9 D12 - _ _ H 95
G 15 N 116
K16 V 29 D 119
7EWA - -
S17 D 30 A 146
A18
G13 N 116
G 15 V29 K117
7EWB K16 D 30 D 119
S17 B B A 146
A18 K 147
G13
G15 N 116
7RPZ K16 D 30 D119
S17 A 146
A18
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7RT1

7RT2

7RT3

7RT4

7RT5

G13
G15
K16
S17
A18
V14
G15
K16
S17
A18
G13
G15
K16
S17
A18

G13
G15
K16
S17
A18
G13
G15
K16
S17
A18

D 30

V29

D 30

V29

D 30

N 116
D119
A 146
K 147

N 116
D119
A 146

N 116
D119
A 146

N 116
K117
D119
A 146
K 147
N 116
D 119
A 146

efektir lob
residue 77-86

P-loop
residue

G-domain

/nllnsteric lob

anahtar IT
residue 58 72

Sekil 12 KRASG12D Mutasyonuna Ait Yapisinda GNP (GTP analogu) Bulunduran ve

inhibitor Bagh Yapilar. KRAS yapis1, GNP niikleotidi ve yesil kiire magnezyum iyonu SOCG
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PDB koduna sahip yapiya aittir. Kras’a bagli yapilar inhibitorler (SUFQ, 6WGN, 50CG) dir.
Sekilde baglanma bdlgeleri sirastyla P-loob, anahtar I, efektor lop, allestorik lob
renklendirilerek gosterilmistir. Kras G12D GNP bagli yap1 inhibitdrlerinin hedef bolge bilgileri
Tablo 3 de belirtilmistir.

Tablo 3 KRAS G12D mutasyonuna ait yapisinda GNP (analog GTP) bulunduran ve
inhibitor bagh yapilarin residue adi, numarasi ve bagh oldugu bolge

KRAS GNP (analog GTP) bagh inhibitorlerin residue adi, numarasi

ve bagh oldugu bolge
Ligand
PDB ID P-loob anahtar I anahtar 11 efektor lob | allosterik lob
D12 N 116
G 15 K117
SUFQ K16 V29 G 60 - D 119
S17 T35 A 146
A 18
G13
G 15 N 116
6WGN K16 V29 T 32 - D 119
S17 D 30 A 146
A 18
V14
G 15 V29 N 116
50CG K16 D 30 G 60 - D 119
S17 T35 A 146
A 18
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efektir lob

/ residue 77-86

P-loob
residue 10-14

anahtar IT
residue 50-72

Sekil 13 KRAS G12D Mutasyonuna Ait Yapisinda GCP (GTP analogu) Bulunduran ve
Inhibitér Bagh Yapilar. KRAS yapisi, GCP niikleoitidi ve yesil kiireli magnezyum iyonu
7ACA PDB koduna sahip yapiya aittir. Kras’a bagli yapilar inhibitorler (7ROV, 6GJS, 6GJ7,
6GJ8, TACA) dir. Sekilde baglanma bolgeleri sirasiyla P-loob, anahtar I, anahtar [1, efektor lop,
allestorik lob renklendirilerek gosterilmistir. Kras G12D GCP bagli yapi1 inhibitérlerinin hedef
bolge bilgileri Tablo 4 de belirtilmistir.
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Tablo 4 KRAS G12D mutasyonuna ait yapisinda GCP (analog GTP) bulunduran ve

inhibitor bagh yapilarin residue adi, numarasi ve bagh oldugu bolge

Ligand KRAS GCP (analog GTP) bagh inhibitorlerin residue adi, numarasi
PDB ID ve bagh oldugu bolge
P-loob anahtar | anahtar II efektor lob allosterik lob

D12 N 116

7ROV G15 K 117
K16 ] - - D119
S17 A 146
A18 K 147
D12

6GJS G13 V29 - N 116
G15 D 30 G 60 D 119
K16 T35 A 146
S17
A18
A2
G13 V29 -

6GJ7 G15 D 30 G 60 N 116
K16 T35 D 119
S 17 A 146
A 18

6GJ8 Al2 G37 ] ] ]

S 39

G15

TACA K16 V29 - N 116
S 17 D 30 G 60 D119
A 18 T35 A 146
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3.2 Sanal Tarama
3.2.1. Hedef KRAS yapisi

Molekiiler dinamikler simiilasyon, ligand-KRAS"n stabilitesini degerlendirmek i¢in
kullanilmistir. Yapilan 200 ns uzunlugundaki MDS RMSD sonucuna gore 125.

ns’deki dengelenmis yapi se¢ilmistir.

RMSD
7RPZ

A

016

[=]
=
=)

ZINC000008758797

RNMSD (nm)
[ [

50 100 150 200 250

zaman [ns)

3.2.2 inhibitor seti

ZINC20 veri tabaninda Tranches kisminda yapilan filtreleme sonucunda 11,854,078
protomer indirildi. Dosyalar ayiklandiktan sonra 4.377 sdf dosyast ve bu sdf
dosyalarinin igerisinde de farkli sayilarda molekiiller elde edildi.Hepsi Open Babel
programi ile tek bir sdf dosyasinda birlestirildikten sonra 11,427,531 molekiil elde
edildi. KNIME programinda molekiiller Lipinski’nin 5 kuralina tabi tutulduktan sonra
ise toplamda 8,719,045 molekiil elde edildi. Bu molekiiller, pozitif kontrol
molekiilleriyle beraber 3D-D Similarity diigiimiine tabi tutulduktan sonra; TH-Z827
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molekiilii ile 27, TH-Z835 molekiilii ile 16 ve MRTX-1133 molekiilii ile 75 adet
molekiil elde edildi. Sanal tarama asamasi sonunda 118 molekiil, pozitif kontrol (3)
MRTX-1133, TH-Z835, TH-Z827 ve negatif kontrol (1) DMSO molekiilleri ile

beraber toplamda 122 molekiil kenetlenme asamasi i¢in elde edildi.

ZINC20 - Tranches

a) 11,854,078 adet molekiil

b) 4.377 adet sdf dosyasl

c) 11,427,531 adet molekil k

d) 8,719,045 adet molekiil (Lipinsiki5)

M

€)3D-D Similarity digimil

KNIME

Toplam 112 molekiil eldesi

Sekil 14 Sanal Kiitiiphaneden Inhibitor Setinden Molekiiler Kenetlenme
Asamasi icin Elde Edilen Molekiillerin Desicion Tree Gosterimi a) ZINC20 veri
tabaninda filtreleme sonucunda dosyalar indirildi.b) Dosyalar ayiklandiktan sonra sdf
dosyasi ve bu sdf dosyalarinin icerisinde de farkli sayilarda molekiiller elde edildi.c)
Hepsi Open Babel programi ile tek bir sdf dosyasinda birlestirildi.d) KNIME
programinda molekiiller Lipinski’nin 5 kuralina tabi tutularak molekiiller elendi.e) Bu
molekiiller, pozitif kontrol molekiilleriyle beraber 3D-D Similarity diigiimiine tabi
tutularak, Sanal tarama agamasi sonunda 122 molekiil kenetlenme asamasi i¢in elde

edildi.
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3.2.3 Molekiiler Kenetlenme

AutoDock Vina ile 122 molekiiliin kenetlenmesi sonucunda pozitif kontrol olan
MRTX-1133, TH-Z835 ve TH-Z827 inhibitdrlerinin sirastyla kenetlenme skorlar -
7.0, -6.4 ve -7.1 kcal/mol olarak hesaplandi. Negatif kontrol olan DMSO molekiiliiniin
ise kenetlenme skoru -2.3 olarak hesaplandi. En iyi skoru veren molekiil -8.4 skorla
ZINC000008758797 koduna sahip molekiildiir ve onu-8.0 ile-7.0 arasinda skorlara
sahip 11 tane molekiil izlemektedir (Tablo 5). 11 tane molekiiliin baglanma enerjisi-
7.0 ve iizerinde hesaplandi. En 1iyi baglanma aktivitesi gosteren molekiil
ZINC000008758797 kodlu molekiildiir. Pozitif kontrollerin baglanma enerjileri;
MRTX-1133, TH-Z835 ve TH-Z827 sirastyla-7.0, -6.4 ve -7.1 olarak hesaplandi.
Negatif kontrol olan DMSO molekiiliiniin baglanma enerjisi ise -2.3 olarak hesaplanda.

Bu inhibitorlerin baglandig1 bolgeler Sekil 15,16,17,18 ve 19 da gosterilmistir.

Bu caligmada, KRAS G12D mutasyonunu hedef alan bir inhibitér kesfedildi ve
inhibitoriin aktif bolgeye mutasyonlu yapiya spesifik olarak baglanabilmesi icin
mutasyonlu yapidaki spesifik yapisal degisiklikler hedeflendi. Yapimiz1 birde wild
type durumundayken ayni pozitif MRTX-1133, TH-Z827 ve TH-Z835 ve negatif
DMSO molekiilleri ile molekiiler kenetlenmeye tabi tutuldu. Wild type kenetlenme
sonucunda 11 molekiilde daha diisiik baglanma enerjisi ile baglandigi gozlendi.
Karsilagtirmalara bakilinca ZINC000033255156 ve ZINC000008583329 kodlu
molekiiliin wild type baglanma enerjisinin kotii bir skorla baglandigi gozlendi. Bu
[laglarin, inhibitdriin mutant yapida daha spesifik bir baglanma gosterdigini ve wild
type yapiya baglanma egiliminde olmadigini ortaya koydu. Bu iki aday molekiil diger

molekiillere gore daha secici bir yapida oldugunu gorebiliyoruz.

29



Tablo 5 Yap1 Kenetlenme Sonuclari (+ ve — kontrol molekiilleri)

Mutant Yap1 Kenetlenme Wild-Type Yapi
Sonuclari Kenetlenme Sonuclar

Molekiil Bagl(alzlclzl‘llz/l nl;i(:;frjisi Bagl(alzlclzl‘llz/l nl;j(:;frjisi
ZINC000008758797 -8.4 -7.1
ZINC000015978598 -7.5 -7.2
ZINC000033255156 -7.5 -5.9
ZINC000002661800 -7.5 -6.2
ZINC000008964674 -7.4 -7.4
ZINC000014748320 -7.3 -7.1
ZINC000036055096 -7.3 -6.8
ZINC000023382313 -7.2 -6.8
ZINC000008583329 -7.0 -5.8
ZINC000002716560 -7.0 -6.7
ZINC000036055093 -7.0 -6.7
MRTX-1133 (+) -7.0 7.6
TH-Z835 (+) 6.4 7.0
TH-Z827 (+) 7.1 -6.9
DMSO (-) 2.3 2.1
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Py A:69
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Ala59 Gly60
Sekil 15 ZINC000008758797 molekiiliiniin KRAS ile baglanma bolgesi
Kenetlenme sonrasi elde edilen 11 molekiil igerisinde en iyi skorlu -8.4 olan
inhibitdriin KRAS ile birlesiginin 3D ve 2D boyutlu diyagrami
G.lM ASP
L A2 o
AsE
R -, '
% A -
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Sekil 16 MRTX-1133 molekiiliiniin KRAS ile baglanma bélgesi pozitif
kontrollerde kullanilan literatiirdeki en iyi skorlu G12D inhibitérii MRTX-1133in
KRAS ile birlesiginin 3D ve 2D lu diyagrami
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Sekil 17 THZ-827 molekiiliiniin KRAS ile baglanma bélgesi pozitif kontrollerde
kullanilan literatiirdeki iyi skorlu G12D inhibitéri THZ-827 nin KRAS ile
birlesiginin 3D ve 2D lu diyagrami

SER
A:B9
ASP
ASN :
A'SE A:l2
TYR |
A96 ALA
L ; A1l
HD
A:95
e
GLMN
A:8Y -~
\_‘Tf
LYS
e " A:88
J ASP
- A:92
GLU
&Ll A62
Ab3
TYR
ABd

Sekil 18 THZ-835 molekiiliiniin KRAS ile baglanma bélgesi pozitif kontrollerde
kullanilan literatiirdeki iyi skorlu G12D inhibitérii THZ-835’in KRAS ile birlesiginin
3D ve 2D lu diyagranmu
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Sekil 19 DMSO molekiiliiniin KRAS ile baglanma boélgesi negatif kontrollerde
kullanilan literatiirdeki kotii skorlu G12D inhibitérii DMSO’nun KRAS ile
birlesiginin 3D ve 2D lu diyagrami

Kenetlenme sonuglarina gore, MRTX-1133 inhibitorii-7.0, TH-Z835 inhibitorii-6.4 ve
TH-Z827 inhibitorii-7.1 kenetlenme skorlarina sahiptir. Toplamda 118 molekiil
tizerinde yapilan kenetlenme c¢alismasinda, pozitif kontrol molekiilleriyle ayn1 veya
daha iyi baglanma enerjisine sahip olan 11 molekiil tespit edildi. En iyi baglanma
skoru, ZINC000008758797 kodlu ilag aday1r molekiiliinde-8.4 olarak belirlendi.
Molekiiliin K-Ras baglanma bolgesiyle gerceklestirdigi 2 boyutlu etkilesim analizinde,
Glutamik asit, Tirozin, Glutamin, Metiyonin, Valin ve Arjinin amino asitleriyle
etkilesim gozlendi (Sekil 15). ZINC000008758797 molekiiliiniin pozitif kontrollerle
karsilastirildiginda daha ¢ok H bagi yaptigr goézlemlenmistir; bu da molekiiler
kenetlenme sonucu pozitif kontrollerden daha yiiksek skorlu ¢ikan
ZINC000008758797 molekiiliiniin gilivenirligini bir kez daha goéstermistir. MRTX-
1133 inhibitdriiniin K-Ras baglanma bolgesiyle gerceklestirdigi etkilesim analizine
bakildiginda ise Asparajin, Aspartik Asit ve Glutamik Asit amino asitlerinin
bulundugu goriildii (Sekil 16). TH-Z827 molekiiliinde Histidin, Tirozin, Aspartik Asit,
Glutamik Asit, Metiyonin ve Arjinin amino asitleriyle etkilesim gdzlendi (Sekil 17).
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TH-Z835 inhibitoriinde ise Histidin, Aspartik Asit, Glutamik Asit, Lizin ve Alanin
amino asitleri gozlendi (Sekil 18). Negatif kontrollerde kullandigimiz DMSO
molekiilin yalnizca Arginin amino asitiyle etkilesime girildigi gorildii.
ZINC000008758797 molekiiliiniin etkilesime girdigi amino asitlerde, MRTX-1133
inhibitoriinde Glutamik Asit, TH-Z827 inhibitdriinde Histidin, Tirozin, Metiyonin ve
Arjinin, TH-Z835 inhibitoriinde ise Histidin ve Glutamik Asit amino asitleri, pozitif
kontrol molekiillerinde de bulunan amino asitlerdir. Dort molekiiliin de ortak noktasi,
Glutamik Asit GLU 62 ile etkilesime girmesidir. GLU 62 nin KRAS i¢in 6nemi;
Glutamik asit residue lari, diger amino asitlerle birlikte KRAS'ta niikleotit baglayici
cebin olusumuna katkida bulunur. Bu cep, GTP veya GDP molekiillerinin
baglanmasindan ve koordine edilmesinden sorumludur. Glutamik asit residue lari,
KRAS ile niikleotit arasindaki etkilesimi stabilize etmeye yardimci olarak verimli
niikleotit degisimini ve GTP hidrolizini destekler. Glutamik asit, KRAS"!n yapisal
biitiinligli, niikleotid baglanmasi, GTPaz aktivitesi ve sinyal verme islevi ig¢in

Onemlidir.
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BOLUM IV

4. SONUCLAR VE ONERILER

Uzun yillardir 6liimciil hastaliklarin basinda gelen kansere karsi tedavi gelistirebilmek
adina kanserde en sik mutasyona ugrayan proteinlerden biri olan RAS proteinleri igin
bu mutant yapilar1 hedefleyen inhibitor kesif ve tasarlama ¢aligmalar1 biiyiik 6nem arz
etmektedir. RAS proteinleri arasinda en ¢cok mutasyona ugrayan ve tiimore neden olan
KRAS igin inhibitorlerin kesfi, aday inhibitorlerin caligmalar1 ve onaylanan
terapdtiklerin piyasaya sunulmasi 6nemli bir yer tutmaktadir. Bu tez ¢alismasinda
literatiirde bulunan giincel inhibitorler tarandi ve KRAS proteinine ait yap1 bilgileri
toplandi. Bu bilgiler kendi i¢lerinde mutasyon tiirlerine, niikleotit bilgilerine, yapiya
bagli olan molekiillere gore kategorize edildi. GDP bagl inaktif G12D KRAS
proteinin molekiiler dinamik simiilasyonu gerceklestirilerek hedef yapinin sanal
tarama icin en uygun konformasyonu segildi. Indirilen molekiil kiitiiphanesi
Lipinski’nin 5 kuralina tabi tutuldu ve 5 kurala da uyan molekiillerin parmak izleri
hesaplandi. KRAS G12D mutasyonu i¢in Onerilen basarili kovalent baglanmayan
inhibitorlerin, mevcut klinik 6ncesi gelisim asamasinda olan MRTX-1133, TH-Z827
ve TH-Z835 molekiilleri ile pozitif kontrolleri saglanarak iic boyutlu benzerlik
taramast yapildi. Calismanin sonucunda pozitif kontrol molekiillerinden daha iyi bir
baglanma enerjisi skoruyla umut verici bir molekiil olan ZINC000008758797
molekiilii kesfedildi. Bu ¢alismanin devaminda; ZINC000008758797 molekiiliiniin
KRAS’a baglanmasi incelenip klinik bulgularla gelistirilip terapotik olarak sunulmasi

Onerilmektedir.

Bu calismada ayrica KRAS G12D non-kovalent bagli yapiya sanal tarama ile
molekiiler kenetlenme uygularken hem wild type hemde mutant yapiy1
karsilagtirilmas1 yapildi. Bu karsilastirma, potansiyel ilaglarin mutant yapiya 6zgii bir
baglanma saglayip saglamadigini veya wild type yapiya da baglanma egiliminde
oldugunu anlamak icin gerceklestirildi. Wild type ve mutant yapilar arasindaki
karsilagtirma, inhibitériin mutant yapida daha spesifik bir baglanma gosterdigini ve
wild type yapiya baglanma egiliminde olmadigini ortaya koydu. Analiz sonuclari,

inhibitoriin mutant yapida daha stabil ve spesifik bir baglanma gosterdigini kanitladi.
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Elde edilen sonuglar, hedeflenen tedavi stratejisinin KRAS G12D mutasyonlu kanserli

hiicreler iizerinde etkili olabilecegini ongérmektedir.

Molekiilii fonksiyonel gruplarina gore inceledigimizde; molekiiler ismi 1-[N'-[2-(5-
kloro-1H-indol-3-il)etil]-N-(4,6-dimetilpirimidin-2-il)-karbamimidoyl]-3-(2

metoksifenil) {ire olup bir iire tiirevidir. Ure ve tiirevleri ¢oklu kararl1 hidrojen baglar
olusturma yetenekleri sebebiyle ila¢ gelistirme ve tibbi kimyada merkezi bir role
sahiptir. Cok ¢esitli tibbi uygulamalarda 6zellikle, antikanser, antibakteriyel, anti-HIV,
antidiyabetik ajanlar ve diger tibbi bilesiklerin gelistirilmesinde ilag giiclini ve
seciciligini modiile etmek ve ilag 6zelliklerini iyilestirmek i¢in bir {ire islevselligi dahil
edilir. Ras proteininin MAPK yolunda bulunan RAF i¢in gelistirilmis olan Sorafenib
ilacina baktigimizda iire tlirevi bir protein kinaz inhibitdriidiir. Sonug olarak, K-
RasG12D mutasyonu i¢in kovalent olmayan aday bir inhibitér arayisinda

ZINC000008758797 molekiilii gelecek ¢aligmalar i¢in umut vadetmektedir.
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EKLER

EK-1 KRAS-G12D i¢in Literatiirde Bulunan PDB yapilarin detaylar

Dogal Partner/inhibitér
PDB NUKLEOTIT | SENTETIK PEPTIT iINHIBITOR iNHIBITOR
ID (DOGAL MOLEKUL)
4DSN GCP EDO -
4DSO GCP BEN, GOL -
AEPR GDP - -
50CG GNP PEG, GOL 9R5
5UFQ GNP R11.1.6 - -
5US4 GDP GOL -
5US) GNP - -
5XCO GDP KRpep-2d EDO -
6GJ5 GCP - FON
6GJ6 GCP EZZ -
6GJ7 GCP - FOB
6GJ8 GCP - FOK
6GOF GNP - -
6QUU GCP - -
6QUV GCP JIN -
6QUW GCP JQ -
6QUX GCP JIN, EDO -
6WGN GNP KD2 - -
6WS4 GDP TCE -
6ZL5 GDP - FOK
6ZLI GCP QME -
7ACA GCP EDO R6W
7ACF GCP - R6W
7ACH GCP - R6W
7ACQ GDP - R6W
7EW9 GDP - 05C
7EWA GDP - O5F
7EWB GDP - 05l
TEYX GDP - -
7FOW GDP - -
7ROV GCP MP-9903 - -
7RPZ GDP - 6IC
7RSC GSP - 17F
7RSE GSP - 17F
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7RT1 GDP - 718
7RT2 GDP EDO, GOL 7NL
7RT3 GDP - 7NZ
7RT4 GDP GOL 712
7RT5 GDP - 70E
7T47 GDP GOL, ACT 61C
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