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Yeni Secici Fosfoinositid 3-Kinaz Gama inhibitorlerin in Siliko Yaklasimlarla Belirlenmesi

Deryanur KILICY"

OZET: Lipid kinaz fosfoinositid 3-kinaz (PI3K) izoformlar1 arasindaki ATP baglanma bélgelerinin
yiliksek sekans homolojisi goz Oniine alinarak, PI3Ky 'nin segici inhibitorleri gelistirilmistir. Bu
caligmada ise bilinen se¢ici inhibitoriiniin PI3Ky enzimine baglanma afinitesini arttirmak igin R-grubu
enumerasyon Kitaplik taramasi gergeklestirildi. Glide SP/XP doking protokollerine tabi tutularak sanal
tarama yapildi. Taramayla belirlenen molekiiller ile PI3Ky proteini arasindaki etkilesimler incelendi.
Ayrica bu molekiillerin ADME analizleri yapildi ve hedef molekiiller (3, 4) belirlendi. Bu hedef
molekiillerin potansiyel PI3Ky secici inhibitdrleri olabilecegi in siliko yaklasimlarla belirlendi. Ayrica
bu hedef molekiiller, PI3Ky proteinini hedef alan diger molekiillerin tasarlanmasi i¢in 6ncii molekiiller
olarak da kullanilabilir.

Anahtar Kelimeler: PI3Ky, sanal tarama, inhibit6r

Determination of Novel Selective Phosfoinositide 3-Kinase Gamma Inhibitors by In Silico
Approaches

ABSTRACT: In view of the high sequence homology of the ATP binding sites between the lipid kinase
phosphoinositide 3-kinase (PI3K) isoforms, selective inhibitors of PI3Ky have been developed. In this
study, R-group enumeration library screening was performed to increase the binding affinity of the
known selective inhibitor to the PI3Ky enzyme. Virtual screening was performed using Glide SP/XP
docking protocols. The interactions between the molecules identified by screening and the PI3KYy protein
were examined. In addition, ADME analyzes of these molecules were performed and hit molecules (3,
4) were determined. It was determined by in silico approaches that these hit molecules could be potential
PI3KY inhibitors. In addition, these hit molecules can be used as lead to design other molecules targeting
the PI3Ky protein.

Keywords: PI3Ky, virtual screening, inhibitor

! Deryanur KILIC (Orcid ID: 0000-0002-9115-136X), Atatiirk Universitesi, Fen Fakiiltesi, Kimya Boliimii, Erzurum,
Tiirkiye

*Sorumlu Yazar/Corresponding Author: Deryanur KILIC, e-mail: deryanurerdem@atauni.edu.tr

957


https://orcid.org/0000-0002-9115-136X

Deryanur KILIC 12(2): 957-966, 2022
Yeni Secici Fosfoinositid 3-Kinaz Gama inhibitorlerin In Siliko Yaklasimlarla Belirlenmesi

GIRIS

Fosfoinositid 3-kinazlar (PI3K'ler), fosfatidilinositol 3,4,5 trifosfat iiretmek i¢in 3 konumunda
fosfatidilinositollerin fosforilasyonunu katalize eden bir lipid kinaz ailesidir. Uretilen bu
fosfatidilinositol 3,4,5 trifosfat hiicre biiylimesi, farklilagsma, ¢ogalma, hayatta kalma ve gdciin
diizenlenmesini etkilemek i¢in efektor proteinlerle etkilesime girer (Cantley, 2002; Hawkins ve ark.,
2006). PI3K'ler yapilar1 ve substrat dzgiilliikleri géz 6niine alinarak ii¢ sinifa ayrilmaktadir. ik sinifta
PI3Ko, PI3Kp, PI3Ky ve PI3K$ yer almaktadir. Bu siniftaki tiyeler biiylik 6lgiide homolojiye sahip
katalitik alt birimlerden olusan heterodimerik komplekslerdir. Ayrica bunlar diizenleyici bir alt birime
baglanmaktadir (Vanhaesebroeck ve ark., 2010; Fritsch ve ark., 2013).

PI3Ky ve PI3Kd'nin bidentat inhibitorleri kanser tedavisi i¢in arastirilmaktadir (Porcu ve ark.,
2014; Okkenhaug ve ark., 2016). PI3Ky 'nin seg¢ici inhibisyonu, hastalik ve yaralanmaya kars1 beynin
yerlesik bagisiklik savunmasi olan Mikroglia'nin etkisini engelleyerek bagisiklik modiile edici aktiviteye
sahip olabilir. Coklu Skleroz (MS) gibi norodejeneratif hastaliklarda mikroglia immiin aktivasyona
maruz kalabilir. Asir1 aktive olan mikroglia, sitokinler, kemokinler ve reaktif oksijen tiirleri (ROS) gibi
proinflamatuar mediatorleri salgilayarak ndrodejenerasyona katkida bulunur (Rommel ve ark., 2007;
Perry ve Holmes, 2014).

Li ve arkadaglar1 tarafindan yapilan c¢alismada PI3Ky inhibitérii AS-60485023 ile sistemik
tedavinin, CNS' de si1zan 16kositlerin sayisini azalttig1 ve deneysel otoimmiin ensefalomiyelit (EAE)
klinik semptomlar1 hafiflettigi gosterilmis ve tedavi edilen EAE farelerinin omuriliginde miyelinasyon
ve akson sayisinda artis oldugu goriilmiistiir (Li ve ark., 2013). Bu sonuglar PI3Ky inhibisyonunun MS
tedavisi i¢in faydali olabilecegini gostermektedir. Geleneksel yontemlerle bu yapisal 6zellikleri
molekiiler diizeyde ortaya cikarmak zordur. Bu nedenle, bilgisayar destekli ilag tasarimi, yiiksek
derecede secicilige sahip PI3Ky inhibitorlerinin kesfine veya tasarimina yardimei olmak i¢in uygun bir
secimdir (Tang ve ark., 2014; Zhu ve ark., 2019; Taha ve ark., 2014). Bu amagcla bu calismada potansiyel
yeni PI3Ky inhibitorlerinin belirlenmesi amagland1 ve hesaplamali olarak yeni potansiyel PI3Ky
inhibitdrleri belirlendi.

MATERYAL VE METOT

Ligand ve Protein Hazirlanmasi

Protein Veri Bankasi'nda (www.rcsb.org) depolanan 2,31 A ¢dziiniirliiklii bir pirolopiridinon
inhibitdriine bagl fosfoinositid 3-Kinaz gama reseptoriin kristal yapis1 (PDB-ID: 6C1S) kullanilarak
sanal tarama ¢aligmasi yapildi (Come ve ark., 2018). Fosfoinositid 3-Kinaz gama reseptor kristal yapist,
Schrodinger protein hazirlama sihirbazi aracit kullanilarak hazirlandi. Stire¢ boyunca, eksik yan zincirler
ve halkalar Prime kullanilarak birlestirildi. Amino asit rezidiileri ve ligand i¢in orijinal olanlar silindikten
sonra hidrojen atomlar1 eklendi. ASP, GLU, ARG, LYS ve HIS'in protonasyon ve tautomerik durumlari,
PROPKA kullanilarak pH 7,4'e uyacak sekilde ayarlandi. ASN ve GLN rezidiilerinin olas1 yonelimleri
olusturuldu. Ligandin 5,0 A &tesindeki aktif bolge su molekiilleri silindi, ardindan protein
konformasyonunun optimizasyonu ve minimizasyonu yapildi. Daha sonra, protein-ligand kompleksi,
OPLS4 kuvvet alan1 kullanilarak geometri iyilestirmesine tabi tutuldu (Sastry ve ark., 2013; Jacobson
ve ark., 2002).

Tim ligand molekiilleri, her giris yapisindan ¢esitli iyonizasyon durumlari, tauomerler, stereo
kimyasal Ozellikler ve halka konformasyonlar1 ile birka¢ yapi iiretebilen LigPrep sihirbaz araci
kullanilarak hazirlandi. OPLS4 kuvvet alani, ligandlarin diigiik enerjili konformasyonlarini iireten
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optimizasyon i¢in kullanildi (Schrédinger Release 2021-4: LigPrep, Schrodinger, LLC, New York, NY,
2021).

Sanal Kiitiiphanenin Hazirlanmasi ve Sanal Tarama

Hazirlanan sanal kitaplik, Maestro kullanici arayiizii iizerinden erisilebilen Glide sanal tarama is
akiginda (VSW) doking ve puanlama algoritmalar1 kullanilarak filtrelendi. Glide VSW'de ilk olarak
Glide standart hassasligi (Glide SP) doking kullanildi ve en yiiksek puan alan molekiillerin yalnizca
yiizde 5'i korundu ve bu molekiiller Glide ekstra hassas (XP) algoritmalar1 kullanilarak tarand: yiizde
20’si korundu. Tiim asamalarda, en iyi baglanma pozu i¢in ¢oklu konformasyon aramasiyla esnek ligand
dokingleri gergeklestirildi. Ligand basina 4 poz korundu, ancak burada yalnizca en iyi poz rapor edildi.
Sonug olarak Glide XP sonuglari elde edildi ve skorlar molekiilleri siralamak i¢in kullanildi (Friesner ve
ark., 2004; Halgren ve ark., 2004; Friesner ve ark., 2006).

ADME Tahmini

Maestro Schrodinger Qikprop modiilii ile stars, CNS, mol_MW, dipol, SASA, donorHB, accptHB,
QPlogPo/w, QPlogS, QPlogHERG, QPPCaco, QPlogBB, QPlogKp, Percent Human Oral Absorption,
RuleOfFive ve RuleOfThree gibi bazi yaygin molekiiler tanimlayicilar ile ADME 6zellikleri hesaplandi
(Schrodinger Release 2021-4: QikProp, Schrodinger, LLC, New York, NY, 2021).

BULGULAR VE TARTISMA

PI3Ky proteinin X-ray kristalografik (PDB-ID: 6C18S) yap1 ligandi azaisoindolinon molekiiliiniin
(Sekil 1) proteine baglama &zelligini artirmak igin R ve R? grup tiirevlendirmeleri yapilarak kitaplik
olusturuldu. Bu kitaplik da bulunan 1364 molekiil igerisinden PI3Ky proteine ilgisi en fazla olan
molekiilleri tespit etmek amaciyla sanal tarama yapildi. Tarama sirasinda Glide SP/XP doking
algoritmalar1 kullanild1 ve proteine en fazla ilgisi olan yirmi bes molekiil tespit edildi. Bu molekiiller ve
Glide gskorlar1 Sekil 2’de verildi. Bu skorlarm -10,247 ile -8,871 kcal mol? araliginda degistigi
gozlemlendi. Ayrica PI3Ky inhibitorii olarak bilinen ko-kristal ligand (Sekil 1) Glide XP ile dock edildi
ve skoru -7,889 kcal mol™? olarak belirlendi. Sabbah ve grubu tarafindan yapilan ¢alismada, bilinen 33
PI3K inhibitoriin PI3KYy ile etkilesimlerinin ayrintili olarak incelenmesi i¢in Glide doking ¢alismalari
yapilmustir. Elde edilen doking skorlarinin -13,05 ile -5,73 arasinda degistigi belirlenmistir (Sabbah ve
ark., 2010). Zhu ve grubunun yaptig1 bir caligmada ise sanal tarama sonucu belirlenen JN-KI3 bilesiginin
segici PI3Ky inhibitdrii ve Glide skorun -7,841 kcal mol™ oldugu belirlenmistir (Zhu ve ark., 2019). Bu
calismada PI3KYy proteinine en fazla ilgisi oldugu belirlenen bilesiklerin skorlarinin yukarida bahsi gecen
calismalarda belirlenen inhibitorlerin Glide skorlarin igerisinde olmasi bu bilesiklerin potansiyel PI3Ky
inhibitorii olabilecegini gdostermektedir. Boylece sanal tarama sonucu elde edilen tiirevlerin proteine
ilgisinin daha fazla oldugu sonucuna varildi.
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Sekil 2. Sanal tarama sonucu belirlenen proteine ilgisi en fazla olan yirmi bes molekiil ve Glide

gskorlari
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QikProp araciligiyla hesaplamali olarak ADME (Absorpsiyon, Dagilim, Metabolizma ve
Bosaltim) 6zellikleri analiz edildi. ADME analizi, molekiiliin ila¢ benzerliginin yani sira fizikokimyasal
ozelliklerini ve biyolojik islevlerini belirler. Bu yiizden ADME analizi ilag molekiillerinin etkinliginin
degerlendirilmesi agisindan dnemlidir. MW, dipol, IP, EA, SASA, FOSA, FISA, PISA, WPSA, PSA,
volume, #rotor, donorHB, accptHB, glob, QPpolrz, QPlogPC16, QPlogPoct, QPlogPw, QPlogPo/w,
logS, QPLogKhsa, QPlogBB, #metabol gibi parametrelerin benzer ilaglarla kiyaslanmasi sonucu #stars
sayilari, CNS, molekiiler agirlik (mol MW), dipol, solventle erisilebilir yiizey alan1 (SASA), hidrojen
bagi dondrii (donorHB) ve alici ozellikleri (accptHB), oktanol/su katsayisi (QPlogPo/w), suda
¢oziiniirlik (QPlogS), HERG K* kanallarinin bloke edilmesi i¢in tahmini ICso degeri (QPlogHERG),
tahmini Caco-2 hiicre gegirgenligi (QPPCaco), tahmini beyin/kan bélme katsayis1 (QPlogBB), tahmini
cilt gecirgenligi (QPlogKp), tahmin edilen insan oral absorpsiyon ylizdesi (Percent Human Oral
Absorption), Lipinski'nin bes kurali (RuleOfFive), Jorgensen ii¢ kurali (RuleOfThree) gibi
tanimlayicilarin degerleri tespit edildi ve Cizelge 1’de sunuldu. Zhu ve arkadaslarinin belirledigi hedef
bilesik JN-KI3’tin ADMET 6zellikleri de incelenmis ve tamaminin kabul edilebilir araliklarda oldugu
belirlenmistir (Zhu ve ark., 2019). Bu ¢alisma icin de incelenen ADME degerlerinin tamaminin kabul
edilebilir araliklarda oldugu belirlendi. Bu yirmi bes molekiiliin Glide doking c¢alismas1 sonucunda elde
edilen pozlari kullanilarak protein tizerindeki konumlar1 3 boyutlu olarak sunuldu (Sekil 3). Ayrica Glide
gskoru 10.000 kcal mol’den biiyiik olan dért molekiil ve referansin (Sekil 1) proteinle yaptigi
etkilesimler iki boyutlu olarak sunuldu (Sekil 4). Bu iki boyutlar incelendiginde, 1 nolu molekiiliin R*
grubu (piridin) Val 882 rezidiisii ile R? grubu (tetrahidrofuran) Ser806 rezidiisii ile sadece birer hidrojen
bag1 yaptig1, 2 nolu molekiiliin ise R! grubu (metansiilfonamid) Ala885 bir hidrojen bag1 yaptigi, R?
grubu (piperidin) ise Glu880 ile bir hidrojen bag1 ve Tyr867 ile pi- katyon etkilesimi yaptig1 belirlendi.
Ayrica 2 nolu molekiiliin ana iskeletinin (pirolopiridinon) Trp812 ile pi-pi ve Val882 ile bir hidrojen
bag1 yaptig1 gdzlemlendi. 3 nolu molekiiliin R* grubu (piridin) Val882 ile bir hidrojen bagi, R? grubu ise
(pirolidin) bir hidrojen bagi ve bir tuz kopriisii olusturdugu belirlendi. 4 nolu molekiiliin R* grubu
(metansiilfonamid) Ala885 ile bir hidrojen bagi, R? grubu (morfolin) ise Glu 880 ile bir hidrojen bag1 ve
bir pi-katyon etkilesim olusturdugu gozlemlendi. Ayrica 4 nolu molekiiliin ana iskeleti (pirolopiridinon)
Val 882 ile bir hidrojen bagi ve Trp 812 ile bir pi-pi etkilesimi olusturdugu belirlendi. Referans
molekiiliin R? grubu (2,3-dimetoksipiridin) Lys 833 ve bir su molekiilii ile birer hidrojen bagi, R? (2-
(1H-pirazol-1-il) asetonitril) grubunun ise Trp812 ile pi-pi etkilesimi olusturdugu belirlendi. Ayrica
referans molekiiliin ana iskeletinin (pirolopiridinon) Val 882 rezidiisii ile bir hidrojen bagi ve Tyr 867
rezidiisii ile pi-pi etkilesimi olusturdugu tespit edildi. Sonug olarak 1, 2, 3 ve 4 nolu molekiillerin protein
rezidiileri ile olusturdugu etkilesimler referans molekiiliin etkilesimleri ile kiyaslandiginda, 3 ve 4 nolu
molekiillerin referans molekiildeki gibi ana iskeletlerinin bir pi-pi ve bir hidrojen bagi olusturduklar
belirlendi. Ayrica referans molekiiliin R* grubunun iki hidrojen bag: olusturdugu fakat 3 ve 4 nolu
molekiillerin sadece bir hidrojen bag1 olusturdugu belirlendi. Referans molekiiliin R? grubu sadece bir
pi -pi bag1 olusturmaktayken, 3 ve 4 nolu molekiillerin R? gruplarmin bir hidrojen bag1 bir pi-katyon
etkilesimi olusturdugu belirlendi. Bilinen 33 PI3Ky inhibitoriiniin etkilestigi rezidiiler ise (Ala 805, Ser
806, Lys 807, Lys 833, Asp 841, Val 882, Glu 880, Lys 890, Asn 951, Asp 964) olarak belirlenmistir
(Sabbah ve ark., 2010). Zhu ve grubu tarafindan yapilan sanal tarama sonucu belirlenen hedef bilesik
JN-KI3’tin PI3Ky protein (Val 882, Thr 886, Thr 887) rezidiileri ile etkilestigi belirlenmistir (Zhu ve
ark., 2019). Calismalarda bahsi gecen rezidiilerin, 3 ve 4 nolu bilesiklerin etkilestigi rezidiilerle (Glu
880, Val 882, Asp 964) ortakliklarin oldugu gézlemlenmistir. Sonug olarak 3 ve 4 nolu molekiillerin R?
grup etkilesimlerinin referansa kiyasla fazla olmasi ve bilinen inhibitorler ile ortak etkilesimlere sahip
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Cizelge 1 Sanal tarama sonucu belirlenen proteine ilgisi en fazla olan yirmi bes molekiiliin ADME

ozellikleri
Molekiil #stars CNS mol MW dipol SASA donorHB accptHB QPlogPo/w
1 0 0 281.313 4.043 520.721 0 7.200 1.353
2 0 -2 296.343 3.764 523.545 3.000 10.000 -1.223
3 0 1 280.329 4.513 548.100 0 6.000 1.443
4 0 -2 298.316 3.405 514.495 3.000 11.700 -1.923
5 0 0 266.302 4.829 521.965 0 4.500 2.303
6 0 -1 255.279 8.331 500.145 1.000 5.000 1.615
7 0 -1 255.279 8.331 500.145 1.000 5.000 1.615
8 0 -1 261.280 7.014 473.414  2.000 8.200 0.082
9 1 -1 297.331 2.616 519.226 3.000 10.500 -2.093
10 0 -1 260.295 6.257 498.548 3.000 8.000 -0.516
11 0 0 281.313 2.988 513.252 0 7.200 1.269
12 0 0 269.305 4.867 523.778 0 6.500 1.515
13 0 0 269.305 4.867 523.778 0 6.500 1.515
14 0 0 311.358 3.580 548.233 2.000 10.500 -1.479
15 0 -1 311.355 4.321 528.562 1.000 10.200 -0.120
16 0 1 245.280 5.623 496.297 0 6.500 0.188
17 0 0 270.290 3.237 540.648 0 7.200 1.319
18 0 -2 297.328 4517 521.771 2.000 10.200 -0.595
19 0 1 283.332 7.907 529.818 2.000 7.500 0.613
20 0 1 283.332 7.907 529.818 2.000 7.500 0.613
21 0 0 270.290 3.271 495.742 0 7.200 0.999
22 0 1 245.280 5.507 497.910 1.000 7.500 0.045
23 0 -2 295.356 2.925 531.647 2.000 8.500 0.189
24 0 -2 261.280 8.230 498.067 2.000 8.200 0.086
. . 130.0- 1.0-  300.0-
Araliklar 0-5  2(inaktif), 795 0 125 10000 0.0-6.0 2.0-200 -2.0-6.5

+2(aktif)

olmasi, bu molekiillerin protein ile olan etkilesimlerinde kararli durum dinamikleri gosterebilecegini ve
bdylece potansiyel PI3Ky inhibitorleri olabileceklerini gdstermektedir.

Sekil 3. Sanal tarama sonucu belirlenen proteine ilgisi en fazla olan yirmi bes molekiiliin PI3Ky

proteini iizerindeki 3B gosterimi
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Cizelge 1 Sanal tarama sonucu belirlenen proteine ilgisi en fazla olan yirmi bes molekiilin ADME

ozellikleri (Devami)

Percent
Human Rul Rule
.. QPlog QPlogHER QPPCac QPlogB QPlogK of
Molekiil Oral e Of

S G 0 B p . . Thre

Absorptio Five e
n
1 -2.152 -4.879 1570.286  -0.249 -2.120 92.071 0 0
2 -1.464 -5.022 17.198 -1.241 -7.300 41.898 0 1
3 -2.080 -5.989 219.857 -0.141 -4.666 77.313 0 0
4 -1.033 -5.014 16.853 -1.248 -7.318 37.640 0 1
5 -3.589 -5.135 766.752 -0.580 -2.724 92.060 0 0
6 -3.675 -4.762 374.269 -0.803 -3.624 82.457 0 0
7 -3.675 -4.762 374.269 -0.803 -3.624 82.457 0 0
8 -2.377 -3.641 254.472 -0.892 -4.209 70.480 0 0
9 -0.094 -5.776 3.180 -0.978 -9.616 23.681 0 1
10 -1.667 -4.790 34.079 -0.829 -6.794 51.354 0 0
11 -2.011 -4.811 1571.844  -0.241 -2.120 91.588 0 0
12 -2.739 -4.930 1274.897  -0.298 -2.504 91.397 0 0
13 -2.739 -4.930 1274.897  -0.298 -2.504 91.397 0 0
14 -248 -5.834 7.400 -0.653 -8.939 33.841 0 1
15 -2.095 -4.031 312.719 -0.963 -3.997 70.904 0 0
16 -0.836 -4.917 128.169 -0.316 -5.677 65.774 0 0
17 -2.693 -5.508 1476.356  -0.280 -2.220 91.392 0 0
18 -2.404 -4.270 111.645 -1.430 -4.831 60.113 0 0
19 -2.309 -5.517 138.311 -0.245 -5.355 68.850 0 0
20 -2.309 -5.517 138.311 -0.245 -5.355 68.850 0 0
21 -1.842 -4.528 1478.710  -0.191 -2.377 89.533 0 0
22 -1.447 -4.954 115.212 -0.366 -5.763 64.107 0 0
23 -2.977 -4.321 128.562 -1.384 -4.709 65.804 0 0
24 -2.723 -4.174 215.712 -1.068 -4.346 69.220 0 0
<25 >80%

Arahkla  -6.5- zayif, -8.0-— yilksek  max max

r 0.5 <5 >500 —30-12 1.0 <25% 4 3
giiclii zayif
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Sekil 4. Proteine ilgisi en yliksek olan 4 molekiil ve referans molekiiliin proteinle etkilesimlerinin 2B
gosterimi

SONUC

Bu ¢alismada PI3Ky inhibitorii olarak bilinen ve protein ile X-ray kristalografik yapisi bulunan bir
inhibitdr secildi. Bu inhibitdriin R ve R? gruplan tiirevlendirilerek 1364 yeni molekiil olusturuldu.
Olusan bu inhibitdrlerin PI3Ky proteinine olan ilgilerine goére siralama yapildi ve en iyi yirmi bes
molekiil belirlendi. Bu yirmi bes molekiiliin ADME o6zellikleri incelendi ve hepsinin istenilen araliklarda
oldugu tespit edildi. Son olarak Glide gskoru 10.000 kcal mol™? ve iizeri olan dért molekiiliin iki boyutlu
etkilesimleri referans molekiille kiyaslandi ve 3, 4 molekiillerin potansiyel PI3Ky inhibitorleri
olabilecegi belirlendi.

Cikar Catismasi
Makalenin planlanmasi, yiriitiilmesi ve yazilmasi sirasinda herhangi bir ¢ikar catigmasi
olmadigini beyan ederim.

Yazar Katkisi
Makalenin planlanmasinin, yiiriitiilmesinin ve yazilmasinin makalenin tek yazar1 olarak
tarafimdan yapildigini beyan ederim.
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