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Intervertebral Disk Dejenerasyonu icin Potansiyel Molekiiler

Hedefler ve Yapi Tabanli ilac Tasarimi

Potential Molecular Targets and Structure-Based Drug Design for
Intervertebral Disc Degeneration

0oz

Farmasétik kimyada ve farmakolojide intervertebral disk dejenerasyonunu énleyebilecek olan ilaclarin gelistiriimesi i¢in spesifik
molekullerin hedeflenerek arastiriimasi 6nem arz eder. Bir ilacin insan viicudundaki etkisi, ligand (ilag) ve makromolekul (hedef)
arasindaki molekiiler etkilesimin bir sonucu olarak meydana gelmektedir. Ligandin etki alanindaki farmakolojik aktivitesi, ligand
atomlarinin konumuyla ve bu atomlar arasindaki etkilesim sekline baglidir. Yapi bazli ilag tasarimi, daha etkili ilaglar tasarlamak
icin farmakobiyolojik molekdllerin G¢ boyutlu yapisinin kullaniimasini igcerir. Bunun énemi, intervertebral disk dejenerasyonunun
altinda yatan nedenleri ele alacak sekilde uyarlanmis ilaclarin gelistiriimesine olanak taniyan, kesin molekdiler hedefleri belirleme
potansiyelidir. Bu yaklasim, ilag gelistirmenin kesinligini ve verimliligini artirarak, daha hedefe yonelik ve etkin tedavilere yol agar
ve bu patolojiye sahip bireyler igin potansiyel olarak sonuglari iyilestirebilir. Bu derlemede, intervertebral disk dejenerasyonunun
giderilebilmesinde biyoinformatik, genomik ve proteomik gibi teknikler kullanarak gerceklestirilen yapi tabanli ilag tasariminda,
neden hedef proteini bulmali ve (¢ boyutlu yapisini aydinlatmaliyiz sorularina yanit verilebilmesi amagclandi.

Anahtar Sézciikler: Bilgisayar destekli ilag tasarimi, Yapi tabanli ilag tasanmu, intervertebral disk dejenerasyonu, Molekdiler
doking

ABSTRACT

In pharmaceutical chemistry and pharmacology, it is important to target and investigate specific molecules in order to develop
drugs that can prevent intervertebral disc degeneration. The effect of a drug on the human body occurs as a result of the
molecular interaction between the ligand (drug) and the macromolecule (target). The pharmacological activity of the ligand in
its domain depends on the position of the ligand atoms and the form of interaction between these atoms. Structure-based
drug design involves using the three-dimensional structure of pharmacobiological molecules to design more effective drugs.
The significance of this is the potential to identify precise molecular targets that will enable the development of drugs tailored to
address the underlying causes of intervertebral disc degeneration. This approach increases the precision and efficiency of drug
development, leading to more targeted and effective treatments and may potentially improve outcomes for individuals with this
condition. In this review, it was aimed to answer the questions of why we should find the target protein and elucidate its three-
dimensional structure in structure-based drug design using techniques such as bioinformatics, genomics and proteomics to
eliminate intervertebral disc degeneration.

Keywords: Computer-aided drug design, Structure-based drug design, Intervertebral disc degeneration, Molecular docking

GIiRIS

Yapi tabanli ilag tasarimi, uygun ligandlari tanimlamak igin
proteinler veya nikleik asitler gibi makromolekdllerin G¢ bo-
yutlu (3D) geometrik bilgisini kullanir. Noral network tabanli
makine 6greniminin yeni ortaya ¢ikan bir kavrami olan geo-

metrik derin 6grenme, makromolekuler yapilara uygulanmis-
tir. Ginimuzde buna ydnelik arastirmalarda; molekdler 6zel-

lik tahmini, ligand baglanma bdlgesi ve poz tahmini, yapiya
dayall yeni molekdler tasarim Gizerinde durulmaktadir (7).

Bunun icin molekiler doking, parga molekiler orbital he-
saplamalar ve molekdler dinamik teknikler kullanan yiksek
verimli yapi tabanl ilag tasarmindan faydalanilir. Oncii ilag
kesfinde daha hizli ve uygun maliyetli yéntemler icin temel
bir arac olacak sekilde hizla gelisen bu teknikler sayesinde,
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geleneksel ilag kesif yontemlerine hesaplamali bir alterna-
tif sunabilmek hedeflenmektedir. Bu “sanal tarama” teknigi,
potansiyel ila¢g adaylarindan olusan genis veri tabanlari ile
birlikte bir hedef proteinin yapisal verilerini kullanir. Ardindan
bu teknik ile “hangi potansiyel adaylarin ylksek afinite ve
etkinlikle baglanma olasiliginin yiksek oldugu” belirlenerek,
bir dizi farkli hesaplama tekniklerinin uygulandiyi asamaya
gecilir (12).

intervertebral disk (VD) dejenerasyonu (IVDD); hastalarin ya-
sam kalitesini 6nemli dlgtide etkileyen ve ekonomiye dnemli
bir ylk getiren, bel agrisinin 6nde gelen sebeplerinden biridir.
IVD’nin kritik bir bileseni olan annulus fibrozus (AF), niikleus
pulpozus (NP)'u gevreleyerek spinal stabiliteyi saglar. Ozel-
likle VDD, diskte dejenerasyon meydana gelmeden énce
AF’nin yapisal butiinliginin bozulmasi sebebiyle ortaya ¢i-
kar. Her ne kadar IVDD’nin altinda yatan mekanizmalar tam
olarak aydinlatiimamis olsa bile AF’deki anabolik strecler-
de meydana gelen olumsuz degisikliklerden kaynaklandigi
distnilur. Hicre digi matris (ECM)’in yapisal batinliginin
degradasyonu, dejenerasyonun ayirt edici 6zelliklerinden
biridir (21). Bazal membranlar (BM’ler), disk de dahil olmak
Uzere cogu dokuyu cevreleyen tabaka benzeri yapilar olus-
turan bir ECM tarGdur (4).

Melrose ve ark., gelismekte olan insan fetal omurgasini gbz-
lemlemek icin immunolokalizasyon modellerini kullanmis ve
BM’lerin multidomain heparan stlfat proteoglikani olan per-
lekanin, gelismekte olan insan fetal omurgasindaki kikirdak
primordiumunun énemli bir bileseni oldugunu bulmuslardir
(13). Agrekan boyanmasinin genel olarak AF’de daha gugli
oldugu ve heparan silfatin AF’nin dis kisminda yaygin olarak
dagildigini raporlamislardir (13).

Literatiirde IVDD ile iligkili genleri ve sinyal yolaklarini arastir-
mak igin biyoenformatik analizler gergceklestirmis, ancak BM
ile iliskili molekiillerin IVDD patogenezindeki potansiyel rolii
arastinimamistir (20). Ek olarak AF’nin, IVDD tedavisinde he-
def doku gorevi gorebilecegi dislincesidir. AF (zerine son
yillarda biyolojik molekullerin kullanimina dayali tedaviler,
hiicre bazl tedaviler, farmakogen tedavileri ve doku muhen-
disligi gibi teknikler uygulanmaya baslamistir (16). Ancak;
iVDD’nin patogenezi lizerine yapilan kapsamli arastirmalara
ragmen, AF onarimi ve rejenerasyonu baglaminda ilag tah-
minine odaklanan biyoinformatik calismalarin sayisi heniiz
yeterli dizeye gelmemistir.

Bu nedenle, IVDD’nin altinda yatan biyolojik mekanizmalar
ve BM ile iligkili molekuller hakkinda kapsamli bir arastirma
yapmaya gerek vardir. GUnku bu bilgi, AF onarimi ve rejene-
rasyonu igin yeni terapétik hedeflerin ve ilaglarn kesfedilme-
sini saglayabilir (21).

ilag Tasarimi

ilag kesif stireci pahali, karmasik ve zaman alici bir siiregtir.
Yeni lider bilesiklerin kesfi medisinal kimyacilarin énemli he-
defleri arasindadir. Teknolojik gelismelerle birlikte bilgisayar
destekli ilag tasarim ve gelistirme cabalan da gelisen tek-
nolojiye paralel olarak hizli bir artis géstermektedir. ilag ta-
sarimi ve ilag kesfinde sanal tarama, bilgisayar destekli ilag
tasariminin en énemli yontemlerinden biridir. Sanal tarama,
bir ilag hedefine baglanan kigik bir kimyasal bilesigin ta-
nimlanmasini ifade eder.

Sayi: 104, Temmuz 2024; s. 2-6

ilag bilgi havuzundan, umut vadeden terapétik bilesigi tara-
mak icin etkili bir ydntemdir. Bu sayede ilag gelistirme ¢a-
lismalarinda karsilasilan ylksek maliyet ve disik dogruluk
orani sorunu ortadan kalkarak, ylksek verimli tarama da
onemli bir arag haline gelmistir. Genel olarak, yapi tabanl
sanal tarama (SBVS) ve ligand tabanli sanal tarama (LBVS)
olmak Uzere iki 6nemli sanal tarama tird vardir (6).

LBVS, ylksek biyolojik aktiviteye sahip bir bilesigin ilac bilgi
havuzundan kimyasal ve fizikokimyasal benzerliklerini kulla-
narak aktivite gosteren bir ilagc moleklli tahmin etmek icin
kullanilir ve hedef proteinin 3D yapisina bagl degildir. Bu
nedenle s6z konusu ydntem, hedef reseptdr yapisinin eksik
oldugu ve elde edilen yapisal dogrulugun dusik oldugu du-
rumlarda uygulanir.

Ote yandan SBVS, protein veya hedefin 3D yapisal bilgisinin
in-vitro veya in-vivo deneyler veya hesaplamali modelleme
yoluyla acgiklandigi durumlarda uygulanmaktadir. Genel ola-
rak bu ydntem, aktif ilag molekull veya bununla iligkili hedef
reseptdr arasindaki etkilesimi tahmin etmek ve ilag-hedef
baglanmasina dahil olan amino asit kalintilarini tahmin etmek
icin kullanilir. LBVS ile karsilastirildiginda, SBVS daha yiksek
dogruluk ve hassasiyete sahiptir (6).

Yapisal biyolojideki hizli ilerlemelerle, X-isini kristalografisi ve
nikleer manyetik rezonans teknikleri ile reseptér proteinleri-
nin 3D yapilari agiklanmaktadir.

GuUnumuzde protein veri bankasinda binlerce proteinin 3D
yapisi bulunmaktadir. Deneysel protein yapilarinin sinirl ol-
masi durumu, arastirmacilari “homoloji modelleme” gibi
tekniklere yoneltmistir. Bu teknik, benzer dizilere sahip pro-
teinlerin benzer katlanma ile benzer 3D yapiya sahip olaca-
g1 varsayimina dayanmaktadir. Bilinen yapidaki proteinlerin
(sablon) aminoasit dizi benzerligine dayanarak, bilinmeyen
yapidaki bir protein (hedef) icin 3D modeli 6ngdrilmektedir.
Olusturulacak 3D model, yapi tabanl ilag kesif calismala-
rinda kullaniimaktadir. Bilgisayarlarin gelismesi ile birlikte
medisinal kimya alaninda da bilgisayar kullanimi giderek art-
mistir. Bilgisayar destekli ila¢c tasarim ydntemlerinden olan
yap! temelli ilag tasarmi, medisinal kimya alanina yeni bir
ufuk getirmistir. Cogu ilag, enzim veya reseptor gibi hedef
proteinlerle etkilesime girer. ilac tasarimi asamasinda, kigiik
molekdller ile ilgili hedef protein (reseptdr/enzim) arasinda
yapilan “doking” c¢alismalar ginumuizde gittikge artan bir
6nem kazanmaktadir (3).

Molekiiler Doking

ilag aday! molekiiller ve biyolojik hedefler arasinda meyda-
na gelen etkilesimleri tahmin etmeye yardimci olan, yapiya
dayall en populer ve basaril in-silico ydéntemlerinden biridir.
KlgUk bir molekllin (ligand) kararli skorlamada, makro-
molekdiler bir hedefle (reseptdr/enzim) spesifik skorlama
fonksiyonlarini kullanarak proteine baglanma enerjisini ve
konformasyonunu tahmin eden hesaplamali bir yaklagimdir.
Ligandin uygun konformasyonu ile ilgili reseptér arasinda,
anahtar-kilit iliskisine benzer bir uyum s6z konusudur (Sekil
1). Doking, SBVS’nin temeli haline gelmistir ve kiiciik mole-
kullt ilag adaylarinin biyolojik etkisini Snceden tahmin etmek
icin kullanilmaktadir (3).

Molekuler doking calismalari, 1970’lerin ortasindaki ilk orta-
ya clkisindan bu yana, ilag molekdlleri ile biyolojik molekuller
hedefler arasinda nasil bir etkilesim oldugunun anlasiimasini
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Sekil 1: Hedef proteinin aktif bolgesine yerlesen ligand.

saglayarak, ilag kesfi ve gelistiriimesine yardimci olan 6nemli
bir ara¢ oldugunu kanitlamistir. Bu sebeple ilaglarin rasyonel
tasarimi asamasinda 6énemli bir kullanim alani vardir (10).

Sanal tarama; disk dejenerasyonu bulunan hastalar i¢in ilag
gelistirme calismalarinda, umut vaat edebilecek ila¢ molekil-
lerinin kesfine yardimci olabilmektedir. BM veri tabanlarinda
kapsamli bir arastirma yaparak IVDD ve BM’lerle iliskili gen-
leri tanimlamaya calismislardir. ilk olarak GeneCards, DisGe-
Net ve OMIM gibi guvenilir kaynaklardan elde ettikleri 718
IVDD ile iliskili gen tespit etmislerdir. Daha sonra “Basement
membranBASE” veri tabanindan BM’lerle iligkili 222 gen tes-
pit edilmistir. Bu iki gen seti kesistirilerek bulunan hem VDD
ile iliskili hem de BM’ler ile iligkili ortak olan 41 geni hedef
bdlge olarak tanimlamiglardir. Daha sonra protein-protein agi
olusturarak BM icin merkez genleri belirlemiglerdir. Belirle-
nen genlere, gen ontolojisi (GO) analizi yapilarak fonksiyonel
rollerini tanimlamiglardir (21). Arastirmacilar “Gene Expressi-
on Omnibus” (GEO) veri tabanindaki transkriptom dizileme
gen verilerini kullanarak, merkez genleri dogrulamis ve daha
sonra AF igin potansiyel terapétik hedefleri tahmin etmek
amaciyla, “Drug SlGnatures DataBase” ilag veri tabanini
(DSigDB) kullanmuglardir (21).

Molekuler doking yontemiyle, belirlenen hedef ile ilag mo-
lekiilleri arasindaki etkilesim arastinlmistir. ilaglarin; ACAN,
dekorin (DCN), fibrilin-1 (FBN1) ve heparin silfat proteogli-
kan-2 (HSPG2) dahil olmak Uzere hem AF dejenerasyonun-
da hem de iIVDD’de yer alan kritik genlerle potansiyel etki-
lesimleri arastinimis ve segilen ilaglar arasinda glukozamin
ve retinoik asitin umut verici ila¢ adaylari oldugunu ortaya
cikarmiglardir. DSigDB veri tabanindan elde edilen tahmin-
lere gore glukozamin ve retinoik asit; ACAN, DCN, FBN1 ve
HSPG2 dahil olmak tzere merkez genleri hedef alan énemli
ilaclardir. Bu proteinlerin tahmin edilen ilaglarla etkilesimini
arastirmak ve dogrulamak i¢in molekuler doking gerceklesti-
rilmistir. Molekuler doking sonugclari; glukozaminin ACAN ile
retinoik asidin ise DCN, FBN1 ve HSPG2 ile iyi baglanabildi-
gini gostermektedir.

Novais ve ark. yaslanmaya bagl iVDD’de, Src/tirozin kinaz
inhibitérd olan dasatinib ile BCL-2’ye baglanan ve transkrip-
siyon faktdrlerini, hiicre déngusu proteinlerini, pro- ve an-
ti-apoptotik proteinleri modiile eden dogal bir flavonoid olan
kuersetin kombinasyonunun faydall oldugu belirtilmistir (14).

insanlar lzerinde yapilan son klinik calismalarda bu kom-
binasyonun, yaslanan hicrelerin sayisini azalttigi ve fiziksel
performansi artirdigi gézlenmistir. Kombine kullanilan da-
satinib ve kuersetinin invaziv olmayan bir sekilde yaslanan
hiicreleri hedefleyebildigine ve yasa bagl IVDD’nin etkilerini
hafifletebildigine dair 6nemli in-vivo kanitlar sagladigi tespit
edilmistir (14).

Shao ve ark. tarafindan yapilan bir diger calismada da yine
kuersetinin NP’nin yaslanma stirecini azaltarak iVDD'yi ge-
ciktirdigi bildirilmistir (15).

Weng ve ark. tarafindan yapilan bir diger calismada gelenek-
sel Cin Tibbinda bel agrisina karsi kullanilan geyik boynuz-
lar arastirlmistir. Arastirmacilar geyik boynuzlarinin énemli
bilesenlerinin polisakkaritler, polipeptitler ve serbest amino
asitler oldugunu bildirmistir. GeneCards, DisGeNet ve OMIM
gibi veri tabanlarinda hastalikla ilgili genler arastinimistir ve
calismanin sonunda 2579 hedef protein bulunmustur (19).

Geyik boynuzlarindan tespit edilen bes bilesik, hedef protein
Uzerine molekuler doking yéntemi ile yerlestirilerek degerlen-
dirilmistir. Norotrofik tirozin kinaz-1 reseptér geni (NTR1K),
Ostrojen reseptdr-1 geni (ESR1), siklin bagimli kinaz-2
(CDK?2), cullin-3 (CUL3) ve timor protein p53 geni (TP53) en
yuksek derece degerlerine sahip olan ve ayni zamanda ¢e-
kirdek hedef proteinleri olarak secilmistir (19).

Molekuller doking sonucunda bu proteinlerle molekullerin
basaril bir sekilde kenetlendigi goérilmektedir.

Geyik boynuzunun kigik molekilli aktif bilesiklerinin ta-
rama sonugclarinda 6stradiol ve &stron gibi aktif bilesiklerin
tamaminin steroid hormonlari oldugunu tespit edilmigtir.
iVDD’nin geyik boynuzlari ile tedavisindeki etki mekanizmasi
Ostrojen reseptoriine baglanma yoluyladir. Bazi arastirma-
cilarin omurlar arasi diskler ve ¢evre dokularda ¢cok sayida
ostrojen reseptdri bulundugunu ve 17-beta-ostradiol kulla-
niminin iVDD stirecini yavaslatmada etkili oldugunu bulmus
olmasi 6zellikle dikkat cekmektedir. Ostrojen sekresyonu
iIVDD insidansini etkili bir sekilde azaltabilir. Bazi calisma-
lar, dstrojen sekresyonunun azalmasiyla menopoz sonrasi
kadinlarda IVDD gériilme sikliginin da arttigini gdstermistir.
Diger calismalar dstrojen varliginin ECM’nin korunmasina
yardimci oldugunu bulmustur. Molekiler doking sonuclari
ESR1 Gzerindeki 6stronun en iyi kenetlenme sonucuna sahip
oldugunu gostermistir ve dstronun tedavi igin potansiyel bir
ilag adayi olabilecegi distntlmektedir (19).

Glukozamin, kikirdakta bulunan glikozaminoglikanlarin do-
gal olarak olusan bir bilesenidir. Osteoartrit izerinde terap6-
tik bir etkiye sahip oldugu gosterilmistir (18).

Bununla birlikte, glukozaminin canli organizmalardaki et-
kinligini saglamak icin enflamatuar ve mekanik stimulasyon
kosullar altinda in-vivo AF dokusu Uzerindeki etkisini arag-
tirmak icin daha fazla calisma yapilmasi 6nemlidir. Onceki
calismalar, glukozamin tedavisinin tavsan AF hicrelerinde
agrekan ekspresyonunu azaltabilecegini géstermistir (17).

Bir diger glikozaminoglikan sinifinda bulunan hyaluronik asi-
tin de IVDD’nin onariimasinda yaygin olarak kullanildigi bilin-
mektedir (11).

A vitamininin aktif bir metaboliti olan retinoik asit, bagisiklik
tepkisinin modulasyonunda ve strdirilmesinde ¢cok énemli
bir rol oynar (1). AF dejenerasyonunun tedavisinde potansi-
yel terapétik etkisine ragmen, retinoik asidin farmakolojik et-
kisini arastiran az sayida ¢alisma bulunmaktadir. Bu neden-
le, retinoik asidin potansiyel molekiler mekanizmasini ve 6n-
gorilen hedeflerini arastirmak icin ek arastirmalar gereklidir.

Dasatinib ve kuersetin kombinasyonunun, hiicresel yaslan-
mayla birlikte diskin ECM kaybini azaltmaya yardimci ol-
dugunu gostermektedir. Her ne kadar cesitli calismalar bu
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tedavinin yaslanma ve dejenerasyonun azaltiimasi yoluyla
hastaligin ilerlemesini dnleme potansiyelini bildirmis olsa da
bu ilaclar tarafindan transkriptomik seviyede modiule edilen
molekiler mekanizmalar hentiz kesfedilmemistir (14).

iVDD tedavisinde geyik boynuzlarinin hedefi ve mekanizmasi
da literattirde acikhga kavusturulamamistir ve arastirmacilar
bu konuda ¢ok az sey bilmektedir, bu da geyik boynuzlarinin
daha fazla gelistirilmesini ve uygulanmasini bir dereceye ka-
dar sinirlamaktadir (14).

Kiguk molekdllt ilaglar, dejeneratif strecin hafifletimesi ve
dejenere IVD’nin rejenerasyonu icin umut verici bir terapo-
tik potansiyel gdstermistir. Ginimuizde, tipta odak noktasi
bireysellestiriimis tedavilerdir ve hastada dejeneratif sure-
ci agrrlastiran faktorlerin daha ayrintili olarak ele alinmasi
gerekmektedir. Guncel arastirmalar, dejeneratif hicrelerin
stresli bir ortama uyum saglamasi ve yenilenmesi icin dogal
sureci uyarmak amaciyla kiiclik molekullerin otofajiyi tetikle-
me potansiyelini arastirmaktadir.

Ancak, dejenere diskin rejenerasyonunda kugik molekulll
ajanlarla basaril bir tedavi elde etmek igin uzun sureli tedavi-
nin potansiyel gerekliligi de vurgulanmalidir. Buna ek olarak,
etkili bir tedaviye yonelik farkl sinyal yollarini hedeflemede
kt¢clk molekullerin etki mekanizmasinin ve 3D tasarimlarinin
arastinimasi da buytk énem tasimaktadir. Bu kiigiik mole-
killerin birgogu apoptozun, enflamasyonun, oksidatif stresin
ve hilcresel yaslanmanin engellenmesinde etkilidir. Bu da
disk htcrelerinin dejenerasyonunu 6nleyebilir (9).

Ozetle, mevcut farmakokimyasal bilesik kitiiphanelerinin
sanal taramasinin popularitesine ragmen, yeni potansiyel
ilac adaylarinin arastirilmasinda, yeni bilesik dnerilerinin ¢e-
sitli algoritmalar kullanilarak siralandigi Uretken protokoller-
den de artik yararlaniimaktadir. Uretken yaklagimlarin aktivi-
te potansiyelini artirmak i¢in yakin zamanda, SBVS’nin 6nde
gelen metodolojisi olan molekuler doking ile birlestiriimis
durumdadir (5). Serbest enerji profillerine sahip metadina-
mik similasyonlar, ligand baglanmasi lzerine hedef protein
yapisinda uyarilan konformasyonel allosterik degisiklikleri
de ortaya cikarmistir (8). Ancak, tedaviye yénelik segici ve
gUcll inhibitérlerin aranmasi igin, yapi tabanh rasyonel ta-
sarim stratejisinin faydasini ve istenen segiciligi elde etmek
amaciyla ikame edicinin yani sira uygun alt bélgenin tanim-
lanmasi da énemlidir (2).

Sonug olarak ilerleyen yillarda hastaliklara ait hedef protein
yapilarinin daha fazla aydinlatimaya baglanmasiyla birlikte
LBVS, SBVS, bilgisayar destekli ila¢ tasarimi, homoloji mo-
delleme ve yapay zeka tarafindan hedefe yonelik tasarlanan
aday ilagc molekilleri, iVDD tedavisinde etkin ilag molekdilleri
kesfetme agisindan firsat olabilecektir.
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