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OZ: Hesaplamal ilag tasarims; ilag gelistirme prosesini hizlandirmakla birlikte maliyeti de diisiirerek tip
miithendisliginin 6nde gelen alanlarindan birine déniismiistiir. MS hastalig1 6liimle sonuglanmasmin yani
sira, hastalarda yasam kalitesini diisiirmesi nedeniyle de ila¢ gelistirme calismalari icin biiyiik bir hedef
olmay: siirdiirmektedir. Sfingosin-1-fosfat reseptorii 1 (51P1) bir G protein kapili reseptordiir ve MS
hastaliginin semptomlarmin ekspresyonuna ve ilerlemesine yol agan 6nemli bir mekanizmada etkindir.
Bu durum S1P1’i ilag gelistirme calismalar i¢in dnemli bir hedef haline getirmektedir. Literatiirde S1P1
modjiilasyonu hakkinda 6n klinik ve klinik ¢alismalar tespit edilmis olmasmna ragmen segiciligi yiiksek
modyiilatorlere rastlanmamistir. Calismamiz kapsaminda BindingDB veri tabani vasitasiyla ulasilan S1P1
modiilatorlerine PharmaGist Web sunucusu vasitasiyla farmakofor modelleme c¢alismasina
uygulanmistir. Bu yontem ligandlarin esnek bir bicimde iist iiste cakistirilmas:i prosesi temeline
dayanmaktadir. Ardindan Autodock Vina programiyla molekiiler kenetleme islemi gerceklestirilmis,
sonuglar literatiirdeki S1P1 antagonisti ile kiyaslanmistir. PharmaGist'den alinan en iyi farmakofor
modellerine gore ZINCPharmer veri tabani {izerinden 80 molekiil elde edilmis bu molekiillere in siliko
ADME/Toksikoloji islemi uygulanmistir. ADME/toksikoloji incelemesi ile elde edilen 4 molekiil
ZINC00390492, ZINC67740009, ZINC19847253 ve ZINC19847241'dir. Biitlin molekiillerin baglanma
profili literatiire ve ML5 antagonistine benzer olarak belirlenmistir ancak ozellikle ZINC00390492
molekiiliiniin baglanma afinitesi (-8.6 kcal/mol) ML5 antagonistinin baglanma afinitesinden (-8.4 kcal/mol)
diisiik bulunmustur. Sonug olarak bu ¢alisma ile ZINC00390492 molekiiliiniin MS Hastaliginin tedavisi
i¢in 6nder bir bilesik olabilecegi hesaplamali calismalar ile ortaya konulmustur.

Anahtar Kelimeler: Farmakofor Modelleme, Hesaplamali ilag Tasarum, MS Hastali1, Molekiiler kenetleme,
Sfingozin-1-fosfat reseptorii 1 (S1P1)

Development of New Sphingosine-1-Phosphate Receptor Modulators for the Treatment of MS
Disease

ABSTRACT: Computational drug design; has turned into one of the leading fields of medical engineering
by speeding up the drug development process and reducing the cost. MS Disease continues to be a major
target for drug development studies, as it results in death and reduces the quality of life in patients.
Sphingosine-1-phosphate receptor 1 (51P1) is a G protein-coupled receptor and is active in an important
mechanism that leads to the expression and progression of the symptoms of MS. This makes S1P1 an
important target for drug development studies. Although preclinical and clinical studies on S1P1
modulation have been identified in the literature, modulators with high selectivity have not been found.
Within the scope of our study, pharmacophore modeling was applied via the PharmaGist Web server to
S1P1 modulators accessed through the BindingDB database. This method is based on the process of flexible
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superposition of ligands. Then, molecular docking was performed with the Autodock Vina program, and
the results were compared with the S1P1 antagonist in the literature. According to the best pharmacophore
models of PharmaGist, 80 molecules were obtained from the ZINCPharmer database, and in silico,
ADME/Toxicology was implemented to these molecules. The 4 molecules obtained by ADME/toxicology
examination are ZINC00390492, ZINC67740009, ZINC19847253, and ZINC19847241. The binding profiles
of all molecules were determined to be similar to the literature and the ML5 antagonist, but the binding
affinity (-8.6 kcal/mol) of the ZINC00390492 molecule was found to be less than the binding affinity of the
ML5 antagonist (-8.4 kcal/mol). As a result, with this study, it has been demonstrated by computational
studies that the ZINC00390492 molecule can be a promising therapeutic agent for the treatment of MS
Disease.

Keywords: Pharmacophore Modeling, Computational Drug Design, MS Disease, Molecular Docking, Sphingosine-
1-phosphate receptor 1 (S1P1)

GIRIS INTRODUCTION)

Multipl Skleroz (MS), merkezi sinir sistemini etkileyen, kronik, inflamatuar, demiyelinizan ve
norodejeneratif bir hastaliktir. MS, genetik olarak duyarli bireylerde merkezi sinir sisteminde kendi
antijenlerini hedefleyen T hiicreleri tarafindan baslatilan bir otoimmd{in hastalik olarak kabul edilmektedir
(Wan, 2020). MS patolojisinin karakteristik 6zellikleri: demiyelinize kortikal plaklar ve kesilmis aksonlar,
apoptotik noronlar ve atrofi ile azalmis ndronal yogunluk, yaygmn gri madde patolojisi ve
norodejenerasyondur (Friese ve dig.,2014; Hauser ve Cree, 2020).

MS patogenezi, hastaligin bircok klinik ve patolojik 0zelligini taklit eden deneysel otoimmiin
ensefalomiyelit (EAE) model hayvanlarin son yillarda klinik ¢aligmalarda siklikla kullanilmasiyla elde
edilen bilgiler sayesinde ¢ogunlukla aydinlatilmistir. MS/EAE ile yapilan ¢alismalar sayesinde, patojenik
Th17 hiicrelerinin, miyeloid hiicrelerin ve B hiicrelerinin rollerinin anlasilmasmmn yani sira
noroinflamasyonu kontrol eden sitokin ve kemokin sinyallesmelerinin belirlenmesi (Moser ve dig., 2020),
potansiyel ve klinik olarak onaylanmis hastalik modifiye edici ajanlarin gelistirilmesini saglamistir.
Norodejenerasyona yol actig1 ve MS'de etkin oldugu bilinen bir diger husus ise kronik inflamasyondur.
Kronik inflamasyon, reaktif oksijen tiirlerine ve reaktif nitrojen tiirlerine yol agarak mitokondriyal hasar
riskini artirmaktadir (Matthews, 2019). Reaktif oksijen ve nitrojen tiirleri, Ozellikle peroksinitrit,
mitokondriyal solunum zincirinin islevini de bozarak elektron sizintisina ve oksidatif hasarin daha da
yayillmasina yol acar (Murphy, 2009). Hem ortaya ¢ikan enerji dengesizligi hem de demiyelinizasyon,
birgok iyon kanalinin aktivasyonuna, islev bozukluguna ve yanlis dagilimina yol agarak norotoksisiteye
neden olmaktadir. Bunun yaninda, MS hastaligmin seyrinin heniiz aydinlatilmamis bir¢ok yonii vardir
(Wan, 2020).

MS Hastaligin yonetimi, antiinflamatuar ve antidejeneratif bilesiklerin kullanimma dayanmaktadar.
Tedaviler, bagisiklik fonksiyonunun baskilanmasi veya modiilasyonu yoluyla MS'in seyrini
degistirmektedir. Yapilan ¢alismalar, T hiicrelerinin deneysel otoimmiin ensefalomiyelitte kritik bir rol
oynadigimi gostermistir; Birincil lenfoid organlarda (sfingosin-1-fosfat [S1P] reseptor modiilatorleri
(fingolimod, siponimod ve ozanimod) adezyonu bloke ederek (natalizumab) MSSne lenfosit erisimini
engellemek suretiyle etki gostermektedir (Massacesi ve dig., 1995).

Anti-CD20 aracili B hiicrelerinin yok edilmesi, MS" de sessiz ilerlemeyi sinirlamis ve sakatlik
ilerlemesini azaltmada yiiksek basar1 gostermistir. Ocrelizumab, olgun B hiicrelerinin yiizeyindeki CD20
molekiiliine kargt bir monoklonal antikordur, 2017 yilinda onaylanmistir ve yaygmn olarak
kullanilmaktadir. Ocrelizumab, MS hastalarinda niikslere ve sessiz ilerlemeye karsi oldukga etkilidir ve
yeni hiicrelerin gelisimini durdurmada 6nemli faydalara sahip oldugu belirlenmistir (Hauser ve dig.,
2017). Bir monoklonal antikor olan Natalizumab, lenfositlerin ylizeyinde eksprese edilen ve endotelden
MSS'ne geciste rol oynayan bir yapisma molekiilii olan a4b1 integrinin bir inhibitoriidiir (Rudick ve dig.,
2006). Natalizumab, MS hastalarinda niiksleri azaltmada ve hastalik ilerlemesini yavaslatmada oldukca
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etkilidir (Brandstadter and Katz Sand, 2017). In vitro ¢alismalarda, dimetil fumaratin sitokin tretimi
lizerinden immiin modiilator 6zelliklere sahip oldugu gosterilmistir, ayrica, anti-oksidatif stres hiicre
mekanizmasini etkiledigi kesfedilmistir.

Sfingosin-1-fosfat reseptorii 1 (S1P1), bagisiklik sistemi modiilasyonu igin 6nemli bir tibbi hedeftir;
reseptoriin agonizmi, lenfosit trafigi, endotel gelisimi ve biitiinliiglin{i, vaskiiler diizenleme, kemotaksis
gibi bir¢ok siireci modiile etmektedir (Marciniak ve dig., 2020).), S1P1, sfingosin-1'e baglanan ve sfingosin-
1 tarafindan aktive edilen 5 G protein kapili reseptorden (GPCR) biridir. Literatiirde, otoimmiin
hastaliklarda semptomlarin giderilmesi i¢in S1P ile indiiklenen S1P1 agonizmini kullanilmistir (Lee ve
dig., 1998; Toman ve Spiegel, 2002; Brinkmann, 2007). S1P1 reseptoriiniin hem fizyolojik hem de
farmakolojik eksojen ligandlar yoluyla aktivasyonu, lenfosit re sirkiilasyonunun inhibisyonu ile
sonuglanir. Bu fizyolojik etki, tekrarlayan-diizelen multipl sklerozun (RRMS) klinik tedavisi igin
onaylanan segici olmayan S1P agonist 6n ilac1 FTY720'nin (fingolimod) gelistirilmesinde kullanilmistir
(Hanson ve dig., 2012). Fingolimod, RMS i¢in onaylanan ilk oral tedavidir. Sekonder lenfoid organlardan
lenfositlerin gikisini 6nleyen, otoreaktif lenfositlerin MSS'ne s1izmasini engelleyen bir S1P1 modiilatortidiir
(Calabresi ve dig., 2014). Siponimod, tekrarlayan MS formlar1 igin onaylanmis segici bir SI1P
modiilatoriidiir (Kappos ve dig., 2018). Ozanimod, aktif sekonder progresif MS (SPMS) tedavisi igin
onaylanmis bir sfingozin-1-fosfat (S1P1 ve S1P5) reseptor agonistidir (Wan, 2020). EAE ile yapilan
calismalarda ozanimodun enflamatuar markor iNOS, IL-13 ve TNFnin ekspresyonunu azalttigi ve
lenfositleri modiile ederek EAE sirasinda sinaptotoksik etkiyi azalttig1 bulunmustur.

Calismada in siliko farmokofor modelleme, sanal tarama ve molekiiler kenetleme yontemleri
kullanilarak; S1P1 reseptoriinii modiile eden, yiiksek selektiviteye sahip yeni bir ilag molekiiliiniin tespit
edilmesi amaglanmigtir.

YONTEM (METHOD)
Farmakofor Modelleme (Pharmacophore Modeling)

Calismada kullanilacak ligandlarin belirlenmesi i¢in BindingDB (Chen ve dig., 2001) veri taban
kullanilmistir. BindingDB veri tabaninda sfingozin 1-fosfat reseptorii 1'i inhibe eden molekiiller tespit
edilmistir. Burada 5512 tane molekiil tespit edilmis, bu molekiillerden IC50 degeri belli olmayanlar
silinerek 408 molekiil kalmigtir. Molekiiller PharmaGist (Dror ve dig., 2009) Web aracimna yiiklenerek
farmakofor analizi yapilmistir.

Sanal Tarama (Virtual Screening)

Hipotezler ZINCPharmer (Koes ve Camacho, 2012) web aracina yiiklenerek benzer ortak ozelliklere
sahip yeni molekiiller bulunmustur. 18.3 milyon bilesigin 176 milyon konformeri bu web araci vasitasiyla
taranmaktadir. Calismamiz kapsaminda hipotezlere uygun molekiiller taranip diisiik Kok Ortalama Kare
Hatas1 (RMSD) degeri, diisiik molekiiler agirlik ve yiiksek dondiiriilebilir bag sayis1 (Rbnds) gozetilerek
molekiiller se¢ilmisgtir.

In siliko ADME/TOkSikOlei Analizi (In silico ADME/Toxicology Analysis)

4 hipotezin 20’ser molekiilii, toplamda 80 ligand molekiil i¢in SwissADME (Daina, ve dig., 2017)
kullanilarak Absorbsiyon, Dagilim, Metabolizma, Ekskresyon (ADME) ve Toksikoloji degerlendirmesi
yapilmustir. ADME-Toksikoloji degerlendirmesinde Lipinski kurallarina uygun olacak sekilde ligandlar
belirlenerek; molekiiler agirlik, logP degerleri, H-bag1 akseptor ve donor sayilari, CYP2D6 inhibisyonu ve
kan beyin bariyerinden gegis 6zellikleri arastirilmistir.
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Reseptor ve Ligandlarin Hazirlanmasi (Preperation of Receptor and Ligands)

RCSB PDB protein veri bankasi (www.rscb.org) kullanilarak sfingozin 1-fosfat reseptoriiniin en
uygun 3 boyutlu protein yapisi secilmistir (PDB ID: 3V2Y (Hanson ve dig., 2012)). 3 boyutlu yapidaki
reseptor protein Homo sapiens ve Escherichia Virus T4 ten izole edilmistir, Spodoptera frugiperda ekspresyon
sisteminde eksprese edilmistir. Proteinin kristal yapisi, X-RAY Kirinim Kristalografi Metodu kullanilarak
belirlenmistir ve 2.80 A ¢6ziiniirlitk degerine sahiptir. Protein Veri Bankasindan indirilen reseptor protein
monomer formdadir. Discovery Studio Visualizer 2020 (Dassault Systémes, 2019) programi kullanilarak 3
boyutlu yapidaki antagonist (ML5 ({(3R)-3-amino-4-[(3-hexylphenyl) amino]-4-oxobutyl}phosphonic
acid)) ayrilmis, ardindan su ve diger kalinti molekiiller silinerek, antagonist ayrica kaydedilmistir.
Autodock Tools (Morris ve dig., 2009) paketi kullanilarak polar hidrojenler ve Gasteiger yiikleri eklenmis,
reseptor protein Autodock Vina icin PDBQT formatinda hazirlanmistir. Ligandlarm 3 boyutlu yapisi
Discovery Studio Visualizer programi kullanilarak c¢izilmis ve konformasyonlar “clean geometry”
secenegi ile diizeltilerek, tiim ligandlara hidrojenler eklenmistir. Daha sonra Autodock Tools ile ligandlar
PDBQT formatinda diizenlenmistir.

Molekiiler Kenetleme (Molecular Docking)

Molekiiler kenetleme caligmalar1 Autodock Vina (Trott ve Olson, 2010) programi kullanilarak
gerceklestirilmistir. Baglanma bolgesi i¢cin Autodock Tools ile Grid kutusu olusturulmustur. Grid
kutusunun x, y, z degerleri sirasiyla 38, 32, 36 olarak; Grid kutusunun x, y, z merkezleri sirasiyla 7.466,
18.421, -9.774 olarak ayarlanmistir. AutoDock Vina programi kullanilarak kenetleme gerceklestirilmistir.
Reseptor protein ile 4 farkli ligand molekiiliiniin molekiiler kenetlemesi sonucunda elde edilen sonug
dosyalar1 AutoDock Tools’da incelenmistir.

SONUC ve TARTISMALAR (RESULTS and DISCUSSIONS)
Farmakofor Modelleme (Pharmacophore Modelling)

Farmakofor analizinde yiiksek skor sayisi ve yiiksek Ozellik eslesmesi (aromatiklik, hidrofobiklik,
hidrojen bag: akseptorii, hidrojen bag1 donorii, negatif iyonize olma) sayilarindan yola ¢ikilarak 6 farkl
hipotez segilmistir. Segilen hipotezler ve ozellikleri Cizelge 1’de verilmistir. En yiiksek skora sahip
hipotezler igerisinde 1. hipotez 6 molekiil ile cakismistir. 2. Hipotez 8 molekiil ile 3. Hipotez ise 10 molekiil
ile cakigmistr.

Cizelge 1. Farmakofor modelleme sonucu elde edilen hipotezler ve 6zellikleri
Table 1. Hypotheses obtained as a result of pharmacophore modeling and their properties

Hipotez Skor Molekiil | Ozellikler | Aromatik | Hidrofobik | H-donér | H-akseptor | Negatif
Sayis1
1 45.000 6 7 3 0 0 4 0
2 36.056 10 5 2 0 0 2 1
3 38.141 8 6 2 0 0 3 1
4 34.857 13 4 2 0 0 2 0
5 33.675 15 4 2 0 0 2 0
6 36.000 7 6 2 0 0 4 0

Hipotezler ve icerdikleri 6zellikler Sekil 1’de verilmistir. Sekilde hidrojen bag: alicis1 6zellik pembe
rengi ile, negatif iyonize olma gri rengi ile, halkali aromatik yapiya sahip olma 6zelligi mavi rengi ile ifade
edilmektedir.
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Sekil 1. Hipotez 1 (a), Hipotez 2 (b), Hipotez 3 (c) ve Hipotez 6 (d) ya ait 6zellikler
Figure 1. Features of Hypothesis 1 (a), Hypothesis 2 (b), Hypothesis 3 (c), and Hypothesis 6 (d)

Sanal Tarama (Virtual Screening)

Farmakofor modelleme sonucu elde edilen 6 farmakofor ZincPharmer veri tabanina yliklendiginde
hipotez 4 ve hipotez 5 ile ortiisen higbir molekiile rastlanmamaistir. Diger 4 hipotez i¢in eslesen pek ¢ok
molekiil arasindan 20’ser molekiil secilerek kaydedilmistir (Cizelge 2).

In siliko ADME/TOkSikOlei Analizi (In silico ADME/Toxicology Analysis)

4 hipotez ile ¢akisan 80 molekiil icin ADME/toksikoloji sonuglar1 Cizelge 3'te verilmistir. Bu degerler
incelendiginde Hipotez 2 ile ¢akisan Zinc veri tabani kodlar1 sirasiyla 12639489 ve 00146845 olan
molekiiller ile hipotez 6’da cakisan Zinc veri tabani kodlari sirasiyla 19847253 ve 19847241 olan
molekiillerinin uygun ADME/toksisite sartlarini sagladigi belirlenmistir. Bir molekiiliin ila¢ ozelligi
kazanabilmesi igin Oncelikle Lipinski kullarma uymasi gerekmektedir. Lipinski kurallarma gore;
molekiiler agirlik 500 Da’dan kiigiik, hidrojen bag1 akseptorii sayis1 10’dan kiiciik, hidrojen bagi donorii
sayis1 5'ten kiiciik, MLogP degeri 4.15ten kiiciik olmalidir. Bu sartlar1 ZINC12639489, ZINC00146845,
ZINC19847253 ve ZINC19847241 molekiillerinin sagladigi belirlenmistir. Calistigimiz molekiiller merkezi
sinir sistemi hastalig1 olan MS’e yonelik oldugundan bu molekiillerin kan-beyin bariyerini agabilmesi
gerekmektedir, 4 molekiil (ZINC12639489 (24), ZINC00146845 (40), ZINC19847253 (62), ZINC19847241
(79)) de bu 6zelligi saglamaktadir. TPSA degerinin 30’dan kiigiik olmasi beklenir. Bu deger ZINC12639489
molekiiliinde 54.37, ZINC00146845 molekiiliinde 75.96, ZINC19847253 ve ZINC19847241 molekiillerinde
62.12'dir. Consensus LogPo/w degeri lipofilik davranisi temsil eder ve degerin 5'ten kiigiik olmast
beklenir. Consensus LogPo/w degeri ZINC12639489 icin 3.35, ZINC00146845 i¢in 1.86, ZINC19847253 icin
1.65 ve ZINC19847241 igin 1.61’dir, bekleneni karsilamaktadir. Biyoyararlanim skorunun 0.1’den yiiksek
olmasi gerekir, bu dort molekiil de 0.55’ten yiiksek biyoyararlanim skoruna sahiptir. Bu dort ilag
molekiiliiniin de gastrointestinal absorbsiyonlar1 (GI) yiiksektir. ZINC12639489, ZINC19847253 ve
ZINC19847241 P-glikoprotein substrat (P-gp) 0zelligine sahiptir, proteinlere tutunabilmektedirler ve bu
gastrointestinal sistemde absorbsiyonlarmin diismesine yol agmaktadir; ZINC00146845 P-gp Ozelligine
sahip degildir. Sitokrom P (CYP) enzimleri karaciger fonksiyonlarmi etkilemektedir, inhibe olmamalar1
istenir. Bu dort molekiilden hi¢biri CYP2D6 enzimini inhibe etmemektedir.
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Cizelge 2. ZincPharmer veri tabani taramasi sonucu elde edilen 80 molekiil
Table 2. 80 molecules obtained as a result of ZincPharmer database search

Farmakofor RMSD Molekiiler RBnds Zinc No RMSD Molekiiler | RBnds Zinc No
Agirlik agirhik

1 0217 417 9 36693346 | 11 | 0,268 416 9 36693376

2 | 0217 431 10 36694044 | 12 | 0415 367 11 22835402

3 | 0217 403 8 36693219 | 13 | 0415 369 11 22835395

4 | 0268 387 7 36693370 | 14 | 0251 403 8 36693225

Hipotez1 |3 0,270 373 6 05240658 | 15 | 0,218 432 10 36693222
6 | 0271 401 8 36694045 | 16 | 0251 417 9 36693842

7 | 0214 444 11 38746706 | 17 | 0,251 436 8 09813947

8 | 0251 415 9 38746745 | 18 | 0,270 387 7 36693940

9 | 0255 432 10 36693228 | 19 | 0415 395 13 12898424

10 | 0268 401 8 36694046 | 20 | 0,270 401 8 09814150

21 | 0,225 348 8 02661424 | 31 | 0,287 283 8 35324248

2 | 00233 281 7 02378750 | 32 | 0317 284 7 67740009

23 | 0247 391 11 02581761 | 33 | 0,299 303 6 00390492

24 | 0271 396 12 12639489 | 34 | 0,320 320 8 00060919

, 25 | 0291 367 9 04025769 | 35 | 0,381 320 9 49453302
Hipotez2 1= 0,289 283 8 34595016 | 36 | 0,352 324 9 08378891
27 | 0292 283 8 34595015 | 37 | 0251 391 8 04728963

28 | 0234 340 6 13467135 | 38 | 0,267 354 8 16481292

29 | 0235 334 7 00152541 | 39 | 0,285 294 6 37464811

30 | 0,308 267 7 35323954 | 40 | 0,294 331 8 00146845

41 | 0,388 331 8 00146845 | 51 | 0,429 332 7 00205156

2 | 0387 350 7 12581920 | 52 | 0,429 346 8 00078986

43 | 0,390 350 7 12632234 | 53 | 0,429 422 9 02255531

44 | 0391 356 7 16482016 | 54 | 0,430 373 10 17076623

Hipotezs |23 03% 309 5 04663261 | 55 | 0,443 324 6 03115825
46 | 0417 390 8 20029604 | 56 | 0,459 393 8 05297708

47 | 0424 374 10 06189797 | 57 | 0,468 340 9 00313207

48 | 0427 360 9 04103652 | 58 | 0,468 312 7 04593173

49 | 0429 341 7 17071532 | 59 | 0,468 298 6 00482174

50 | 0,429 355 8 12794884 | 60 | 0,469 340 9 04525765

61 | 0,173 275 6 45961059 | 71 | 0,239 341 8 71285848

62 | 0282 280 6 19847253 | 72 | 0,238 314 6 61721800

63 | 0204 291 7 45961095 | 73 | 0,239 330 7 71286870

64 | 0254 309 6 53502192 | 74 | 0,240 344 7 69529194

Hipotezs |63 0153 375 6 21715994 | 75 | 0,243 314 6 71285827
66 | 0,168 375 6 55308676 | 76 | 0,259 332 9 58245261

67 | 0,199 346 11 58429218 | 77 | 0,260 343 7 72098338

68 | 0202 364 6 46793950 | 78 | 0,292 346 9 69537291

69 | 0211 406 7 19715383 | 79 | 0,301 260 6 19847241

70 | 0,237 323 6 33082316 | 80 | 0,403 327 8 40508516
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Cizelge 3. SwissADME veritabanindan elde edilen ADME/Toksikoloji Sonuglar1
Table 3. ADME/Toxicology Results from the SwissADME database
. Kan
o Lipinski TPSA | Log | BV° GI Beyin P-gp cyppe | L%8
Bilesik o yararlanim . . . . | substrat |, . . | Kp
(A2) Pow absorbsiyonu | Bariyerini | i inhibitorii
skoru . ozellik (cm/s)
gecebilme

1 Evet 125.57 | 1.50 | 0.55 Yiiksek Hayir Evet Hayir -6.48
2 Evet 114.80 | 2.37 0.55 Diisiik Hayir Evet Hayir -7.86
3 Evet 114.80 | 2.50 0.55 Diisiik Hayir Evet Hayir -6.86
4 Evet 116.15 | 218 | 0.55 Distik Hayir Evet Hayir -7.01
5 Evet 125.38 | 0.75 | 0.55 Yiiksek Hayir Evet Hayir -8.28
6 Evet 116.15 | 1.65 | 0.55 Yiiksek Hayir Evet Hayir -7.27
7 Evet 127.27 | 1.38 | 0.55 Distik Hayir Evet Hayir -8.13
8 Evet 124.03 | 1.63 | 0.55 Yiiksek Hayir Evet Hayir -7.87
9 Evet 127.27 | 1.38 | 0.55 Distik Hayir Evet Hayir -8.13
10 Evet 124.03 | 1.63 | 0.55 Yiiksek Hayir Evet Hayir -7.87
11 Evet 124.03 | 1.95 | 055 Diistik Hayir Evet Hayir -7.71
12 Evet 114.80 | 2.21 | 0.55 Yiiksek Hayir Evet Hayir -7.02
13 Evet 118.04 | 1.96 | 0.55 Diistik Hayir Evet Hayir -7.28
14 Evet 124.03 | 1.87 | 0.55 Diistik Hayir Evet Hayir -7.71
15 Evet 114.80 | 2.21 | 0.55 Yiiksek Hayir Evet Hayir -7.07
16 Evet 124.03 | 2.28 | 0.55 Diistik Hayir Evet Hay1r -7.54
17 Evet 114.80 | 245 | 055 Diistik Hayir Evet Hay1r -6.86
18 Evet 114.80 | 245 | 0.55 Diistik Hayir Evet Hayir -6.86
19 Evet 114.14 | 258 | 0.55 Diistik Hayir Evet Hayir -6.86
20 Evet 114.80 | 2.72 | 055 Diistik Hayir Evet Hayir -6.78
21 Evet 135.15 | 0.55 | 0.56 Yiiksek Hayir Evet Hayir -8.77
22 Evet 110.85 | 2.04 | 0.56 Yiiksek Hayir Evet Hay1t -7.15
23 Evet 124.37 | -0.02 | 0.56 Yiiksek Hayir Evet Hayir -7.57
24 Evet 54.37 335 | 0.85 Yiiksek Evet Hayir Hayir -5.70
25 Evet 5437 | 370 | 0.85 Yiiksek Evet Evet Evet -4.91
26 Evet 145.96 | 090 | 0.55 Diistik Hay1r Evet Hayir -8.68
27 Evet 124.37 | 0.38 | 0.56 Yiiksek Hayir Evet Hayir -7.37
28 Evet 104.54 | -0.22 | 0.56 Yiiksek Hayir Hayir Hayir -9.80
29 Evet 104.54 | -0.22 | 0.56 Yiiksek Hayir Hayir Hayir -9.80
30 Evet 7460 | 420 | 0.85 Diistik Hay1r Evet Evet -4.28
31 Evet 92.14 320 | 0.56 Diistik Hayir Evet Hayr -6.14
32 Evet 90.44 | 210 | 0.56 Yiiksek Hayir Evet Hayir -7.23
33 Evet 8486 | 234 | 056 Yiiksek Hayr Evet Evet -7.05
34 Evet 5753 | 372 | 0.85 Yiiksek Evet Hayr Evet -4.67
35 Evet 5753 | 372 | 0.85 Yiiksek Evet Hayr Evet -4.67
36 Evet;(MLOGP>4.15) | 37.30 | 4.66 | 0.85 Diistik Evet Hayr Evet -3.23
37 Evet 6332 | 320 | 055 Yiiksek Evet Evet Evet -6.47
38 Evet 10745 | 044 | 0.56 Yiiksek Hayir Evet Hayir -7.86
39 Evet 102.68 | 1.17 | 0.55 Yiiksek Hayr Evet Hayr -8.88
40 Evet 75.96 | 1.86 | 0.56 Yiiksek Evet Evet Hayir -7.56
41 Evet 124.79 | 1.72 | 0.56 Yiiksek Hayr Evet Hayr -6.98
42 Evet 110.52 | 1.06 | 0.56 Yiiksek Hayr Evet Hayr -7.64
43 Evet 124.79 | 1.39 | 0.56 Yiiksek Hayr Evet Hayr -7.14
44 Evet 75.63 | 3.07 | 0.56 Yiiksek Evet Evet Evet -6.34
45 Evet 75.63 | 2.17 | 0.56 Yiiksek Hayir Evet Hayir -6.72
46 Evet 12479 | 320 | 0.56 Diisiik Hay1r Evet Hayir -5.76
47 Evet 136.27 | 343 | 0.56 Diisiik Hay1r Evet Hayir -5.36
48 Evet 169.74 | -0.19 | 0.55 Diisiik Hay1r Evet Hayr -8.65
49 Evet 12479 | 193 | 0.56 Diisiik Hay1r Evet Hayr -7.15
50 Evet 7563 | 3.06 | 0.56 Yiiksek Evet Evet Evet -6.17
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51 Evet 75.63 246 | 0.56 Yiiksek Hayir Evet Hayir -6.38
52 - - - - - Hayir - Hayir -

53 Evet 124.79 | 2.03 0.56 Diisiik Hayir Evet Hayir -7.15
54 Evet 9112 | 257 | 0.55 Yiiksek Hayir Evet Evet -7.38
55 Evet 69.64 146 | 0.85 Yiiksek Hayir Evet Evet -8.36
56 Evet 11642 | 2.00 | 0.55 Yiiksek Hayir Evet Hayir -7.29
57 Evet 136.27 | 2.47 | 0.56 Distik Hayir Evet Hayir -7.37
58 Evet 141.58 | 2.04 0.56 Diisiik Hayir Evet Hayir -6.79
59 Evet 13255 | 0.21 | 0.55 Yiiksek Hayir Hayir Hayir -10.03
60 Evet 69.64 146 | 055 Yiiksek Evet Evet Evet -8.50
61 Evet 99.00 | 097 | 0.55 Yiiksek Hayir Hayir Hayir -7.03
62 Evet 6212 | 1.65 | 0.55 Yiiksek Evet Hay1r Hay1r -6.67
63 Evet 108.23 | 0.60 | 0.55 Yiiksek Hayir Hayir Hayir -7.41
64 Evet 11522 | 0.90 | 0.55 Yiiksek Hayir Hayir Hayir -7.38
65 Evet 106.94 | 312 | 0.55 Yiiksek Hayir Hayir Hayir -6.28
66 Evet 106.94 | 3.10 | 0.55 Yiiksek Hayir Hayir Hayir -6.56
67 Evet 102.24 | 1.64 | 0.55 Yiiksek Hayir Evet Hayir -7.19
68 Evet 101.80 | 2.28 | 0.55 Yiiksek Hayir Hayir Hayir -6.75
69 Evet 102.24 | 219 | 055 Yiiksek Hayir Evet Hayir -7.45
70 Evet 81.93 225 | 0.55 Yiiksek Hayir Hayir Hayir -6.62
71 Evet 107.97 | 2.37 | 0.56 Yiiksek Hayir Evet Hayir -6.65
72 Evet 112.83 | 1.07 | 0.56 Yiiksek Hayir Hayir Hayir -7.32
73 Evet 119.23 | 0.99 | 0.56 Yiiksek Hayir Evet Hayir -7.73
74 Evet 102.24 | 095 | 0.55 Yiiksek Hayir Evet Hayir -8.18
75 Evet 110.00 | 1.35 | 0.56 Yiiksek Hayir Hayir Hayir -7.22
76 Evet 104.96 | 1.79 | 0.55 Yiiksek Hayir Evet Hayir -7.12
77 Evet 90.52 | 225 | 0.55 Yiiksek Hayir Hayir Hayir -6.80
78 Evet 111.03 | 1.79 | 0.55 Yiiksek Hayir Evet Hayir -7.06
79 Evet 62.12 1.61 | 0.55 Yiiksek Evet Hayir Hayir -6.68
80 Evet 71.33 1.07 | 0.55 Yiiksek Hayir Hayir Hayir -7.92

Molekiiler Kenetleme (Molecular Docking)

ADME/ Toksikoloji sonucuna gore secilen 4 molekiil (Cizelge 4) ile reseptoriin baglanma afinitesi
degerleri Cizelge 5’te verilmistir.

Biitiin ligandlar icin RMSD degerleri ve baglanma afiniteleri incelenerek Cizelge 5’'de verilen modlar
icin baglanma afinitelerinin incelenmesine karar verilmistir. ZINC00390492 bilesiginin ilk baglanma
modu -8.6 kcal/mol olarak hesaplanmistir. ZINC67740009, ZINC19847253, ZINC19847241 molekiillerinin
en yiiksek skorlar1 ise sirasiyla -7.6, -6.3, -6.8 kcal/mol olarak belirlenmistir. Baglanma afiniteleri
incelendiginde 6zellikle ZINC00390492 bilesiginin sfingozin 1-fosfat reseptoriiniin orijinal antagonistten
(-8.4 kcal/mol) yiiksek bir skor verdigi goriilmektedir.
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Cizelge 4. Molekiiler Kenetleme icin se¢ilmis molekiillere ait 6zellikler

Table 4. Properties of selected molecules for Molecular Docking

Bilegik Ad1

IUPAC adlandirilmasi

ZINC00390492

3-[(25)-1-[1-[4-
(difluoromethoxy)phenyl]-
2,5-dimethylpyrrol-3-yl]-1-
oxopropan-2-
yl]sulfanylpropanoic acid

3 Boyutlu (3D) yap1

ZINC67740009

4-[4-(2-methoxypyridin-3-
yl)phenyl]-4-oxobutanoic
acid

ZINC19847253

N-(3-cyanophenyl)-3-
ethoxypropanamide

ZINC19847241

N-(3-cyanophenyl)-4-
methoxybutanamide

Cizelge 5'te baglanma skorlar1 verilen ligandlarin baglanma profilleri Sekil 2’de verilmistir. Discovery
Studio Visualizer programimda ZINC00390492 molekiiliiniin reseptor ile etkilesimleri incelendiginde;

ligandin Lys34 ve Argl20 aminoasit rezidiileriyle konvansiyonel hidrojen bag: etkilesimi, Leu297 ile pi-
sigma etkilesimi, Leu195 ile pi-anyon etkilesimi, Met124 ve Glu121 ile halojen etkilesimi, Pro196 ile karbon
hidrojen bag: etkilesimi yaptig1 goriilmektedir (Sekil 2-a). ZINC67740009 molekiilii incelendiginde ise
Tyr29 ve Argl20 rezidiileriyle konvansiyonel hidrojen bagi, Leu297 ile karbon hidrojen bagi, Glul21 ile
pi-anyon etkilesimi, Met124, Trp269, Ala300 ve Val301 ile pi-sigma etkilesimi, Leu195 ile pi-alkil etkilesimi
yaptig1 goriilmektedir (Sekil 2-b). ZINC19847253 molekiiliiniin ise Leu297 ile karbon hidrojen bag;,
Leu195 ile pi-alkil etkilesimi, Leu272 ve Leu276 ile pi-sigma etkilesimi yapti§1 goriilmektedir (Sekil 2-c).
Son olarak ZINC19847241 molekiilii ise Thr207 ile karbon hidrojen bagi, Asnl01 ile konvensiyonel
hidrojen bagi, Met124 ve Ala300 ile pi-alkil etkilesimi, Phe273 ve Leu297 ile pi-sigma etkilesimi

yapmaktadir (Sekil 2-d).
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Cizelge 5. Bilesiklerin molekiiler kenetlenme 6zellikleri
Table 5. Molecular docking properties of compounds)

Bilesik Baglanma Baglanma Afinitesi En iyi moddan uzaklik (A)
Modu (kcal/mol) RMSD Lb. RMSD Lb.
1 -8.6 0.000 0.000
ZINC00390492 8 7.6 1.598 2.219
12 -7.1 0.942 1.440
1 -7.6 0.000 0.000
ZINC67740009 3 -6.9 3.736 8.231
4 -6.9 1.607 2.225
1 -6.3 0.000 0.000
ZINC19847253 3 -6.3 3.388 4.842
6 -6.2 1.820 2.904
1 -6.8 0.000 0.000
ZINC19847241 5 -6.4 2.963 6.766
6 -6.2 3.046 5.224
1 -8.4 0.000 0.000
Inhibitér (ML5) 2 -8.2 2.203 2.657
5 -7.3 2.777 4.994
¥ @a L. & " | sl @ 2
( Wy B (T @ . | oM
[] Carbon Hycrogen Bond Bl rsoe L (:359 S
= [ ' b c d

Sekil 2. ZINC veri tabanindan alinan molekiillerin baglanma profilleri
Figure 2. Binding profiles of molecules from the ZINC database

Kristal yapidaki antagonist ile en yiiksek baglanma afinitesi sonucuna sahip ZINC00390492
bilesiginin reseptdr yapisi igerisindeki konumlari da incelenmis, Sekil 3’te verilmistir. Buna gore
ZINC00390492 molekiiliiniin antagonist ile ayn1 bolge icerisinde oldugu (Sekil 3-a) ve literatiirde verilen
baglanma paketi ile uyumlu bir baglanma profili verdigi (Sekil 3-b) ortaya konmustur.
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R Fd b/‘
Sekil 3. Baglanma profilinin 3 boyutlu gosterimi a) Reseptor icerisinde ML5 (agik kahve), ZINC00390492

(Pembe). b) ZINC00390492 molekiiliiniin reseptor igerisindeki baglanma profilinin detayl gosterimi
Figure 3. 3D representation of the binding profile a) ML5 (light brown), ZINC00390492 (Pink) in the receptor. b) Detailed display of the
binding profile of the ZINC00390492 molecule in the receptor

S1P1 ve MLO056 adli ligand ile yapilan bir doking ¢alismasinda (Hanson ve dig., 2012) reseptor ile
ligandin afinite degeri 8.3 kcal/mol ve 11.8 kcal/mol olarak belirlenmistir. Bizim ¢alismamizda bu deger
8.6 kcal/mol olarak bulunmustur. ML056'nin S1P1 reseptoriiyle etkilesimlerine bakildiginda; ligandin
Argl20, Ser105, Tyr29 ve Lys34 aminoasit rezidiileriyle hidrojen bagi yaptig1 goriilmektedir. Bizim
calismamizda ZINC00390492 molekiilii Lys34 ve Argl20 rezidiileriyle, ZINC67740009 molekiilii Tyr29 ve
Arg120 rezidiileriyle hidrojen bagi yapmaktadir. Burada benzer sonuglar elde ettigimizi sOyleyebiliriz.
MLO56 ile S1P1 etkilesimlerinde ligand ile Trp269 arasinda disiilfit bag1 oldugu gosterilmistir. Bizim
calismamizda kullandigimiz hicbir ligand molekiiliin distilfit bag1 yapmadig: belirlenmistir. ML056'n1n,
reseptOriin Thr207, Leul95, Leu272, Leu276, Met124, Glul21 rezidiileriyle Van der Waals etkilesimleri
yaptig1 belirtilmektedir. Calismamizda kullandigimiz ZINC00390492 molekiiliiniin Leul95, Leu297,
Met124, Glul21 ile; ZINC67740009 molekiiliiniin Glul21, Met124, Trp269, Ala300, Val301, Leul95 ile;
ZINC19847253 molekiiliiniin Leu297, Leul95, Leu272, Leu276 ile; ZINC19847241 molekiiliiniin Thr207,
Met124, Leu297 ve Phe273 rezidiileriyle etkilesimleri yaptig1 belirlenmistir. Burada Thr207, Leul95,
Leu272, Leu276, Met124, Glul21 rezidiilerinin hem bizim ligandlarimizla hem de ML056 ligandiyla ortak
olarak etkilesime girdigi ve ¢calismalarm benzerlik gosterdigi sdylenebilir.

Sonug olarak ZINC12639489 (24), ZINC00146845 (40), ZINC19847253 (62), ZINC19847241 (79)
bilesiklerinin yeni sfingosin-1-fosfat reseptdr modiilatorii olabilecegi tespit edilmistir. Molekiillerinin
etkinliginin belirlenmesi igin in vitro ve in vivo ¢alismalara ihtiya¢ duyulmaktadir.
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