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OZET

MULTIPLE SKLEROZ HASTALIGININ TEDAVISINE YONELIK YENI
ONDER BIiLESIKLERIN GELISTIRILMESI

Bu tez kapsaminda, in silico ortamda yapilan ¢alismalar vasitasiyla Multiple
Skleroz hastaliginin tedavisine yonelik yeni bir ila¢ onder bilesiginin gelistirilmesi
hedeflenmistir. Bu dogrultuda; PharmaGist web araci kullanilarak, sfingozin-1-fosfat
reseptorii 1 (S1P1) ve siklofilin D (CyPD) hedef proteinlerinin inhibitorleriyle
farmakofor analizi yapilip hipotezler gelistirilmistir. PharmaGist’ten elde edilen en
uygun farmakofor modelleri temel alinarak ZINCPharmer veri taban1 tizerinden 160
adet inhibitor ligand molekiil elde edilmistir. Daha sonra, bu molekiillerin in silico
ortamda ADME/Tox (Absorbsiyon, Dagilim, Metabolizma, Itrah, Toksisite)
ozellikleri incelenmis ve ligand sayist 14’e diisiiriilmiistiir. AutoDock Vina programi
vasitasiyla, SIP1 ve CyPD reseptorleri ile 14 adet ligand molekiiliin molekiiler
kenetleme islemi yapilarak baglanma afiniteleri ve baglanma profilleri belirlenmistir.
Tiin analiz sonuclarinin degerlendirilmesiyle ZINC00390492 bilesigi ¢oklu hedefe
yonelik ila¢ aday molekiilii olarak secilmistir. ZINC00390492 bilesiginin S1P1 ve
CyPD reseptorleri lizerindeki inhibitor 6zelligi sayesinde Multipl Skleroz i¢in yeni
bir ilag dnder bilesigi olabilecegi hesaplamali olarak gosterilmistir.

Anahtar Kelimeler: Multiple Skleroz, Sfingozin-1-fosfat reseptorii 1, Siklofilin D,
Hesaplamali ilag gelistirme
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ABSTRACT

DEVELOPMENT OF NEW LEADER COMPOUNDS FOR THE
TREATMENT OF MULTIPLE SCLEROSIS

Within the scope of this thesis, it is aimed to develop a new drug leader
compound for the treatment of Multiple Sclerosis through studies carried out in
silico. In this direction; pharmacophore analysis was performed with inhibitors of
sphingosine-1-phosphate receptor 1 (S1P1) and cyclophilin D (CyPD) target proteins
and hypotheses were developed by using PharmaGist web tool. Based on optimal
pharmacophore models from PharmaGist, 160 inhibitory ligand molecules were
obtained from the ZINCPharmer database. Then, The ADME/Tox (Absorption,
Distrubution, Metabolism, Excretion, Toxicology) properties were investigated on in
silico environment and the number of ligand was decreased to 14. The binding
affinities and binding profiles of 14 ligand molecules with S1P1 and CyPD receptors
were determined by means of AutoDock Vina program. ZINC00390492 molecule
was selected as a multi-taget drug candidate molecule by the consideration of the
whole analysis results. It has been computationally demonstrated that he campound
ZINC00390492 can be a new drug lead compound for the Multiple Sclerosis due to
its modulatory property on S1P1 and CyPD receptors.

Keywords: Multiple Sclerosis, Sphingosine-1-phosphate receptor 1, Cyclophilin D,
Computational drug development
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GIRIS

Hesaplamali ila¢ tasarimi; ilag gelistirme siirecini hizlandirmasi ve bunun
yaninda, maliyeti de diistirmesi nedeniyle tip mihendisliginin 6nde gelen
alanlarindan biri haline gelmistir. Geleneksel olarak ilag gelistirilme siirecinin,
pazara ulasmaya hazir hale gelene kadar ortalama 10-15 yili kapsayan, zaman alic1
ve yogun maliyetli oldugu bilinmektedir (Mullard, 2016). Bunun yaninda, tipik bir
ilag kesfi ve gelistirme dongiisiiniin maliyeti 0,8-1,0 milyar ABD dolar1 araligindadir
(Moses ve dig., 2005). Ayrica, yapilan bir arastirmada klinik denemelerin ilk
asamasina ulasan tiim ilaglardan sadece %11,83"liniin pazar icin onaylandigi
gosterilmistir (DiMasi ve dig., 2016). Geleneksel ilag gelistirme ¢aligmalarinin
yiiksek maliyeti ve yliksek basarisizlik orani, bilgisayar destekli ilag tasarimina
(CADD) duyulan ihtiyact ortaya ¢ikarmustir.

Bilgisayar destekli ila¢ tasarimi (CADD) bu hedeflere ulagsmak icin en etkili
yontemlerden biridir. CADD; bilesiklerin depolanmasi, yonetimi, analizi ve
modellenmesi i¢in hesaplama araglarin1 ve kaynaklarini temsil eden yaygin olarak
kullanilan bir terimdir. Bununla birlikte, ilag gelistirmenin erken asamasinda
ADMET (adsorpsiyon, dagilim, metabolizma, atilim ve toksisite) o6zelliklerinin
taranmasi, ilaglarin ciddi toksisite ile sonuglanan yan etkilerini azaltmak, basari
oranini arttirmak ve tarama stiresini kisaltmak gibi biiylik yararlar saglamaktadir
(Ogu ve Maxa, 2000).

Modern ilag kesif araclari, belirli kimyasal sentez ve biyolojik testler
yapilmadan once milyonlarca bilesigin bir hedef molekiil ile potansiyel iliskilerini
belirleme giicline sahiptir. Son yillarda, kimyasal ve farmakolojik veri setlerine sahip
olan veri bankalarmin genisletilmesi, ilag kesfi i¢in biiylik Olgekli verilerin
kullanilabilirligini dnemli dl¢iide artirmistir. Ornegin, on milyonlarca bilesik iceren
veri tabanlar1 olan PubChem ve ZINC veri tabanlarinda giin gegtikce daha fazla veri
depolanmaktadir (Villoutreix ve dig., 2007). Bu tiir biiyiik 6l¢ekli veri setlerinin
varligy, ilag kesif siireci iizerinde 6nemli bir etkiye sahiptir. Bunun yaninda, Binding
Database veri tabani, Ocak 2019 itibariyle 650.000'den fazla kii¢iik molekiille ilgili
7.000'den fazla protein ile 1,4 milyondan fazla protein-kii¢iik molekiil afinitesi

olusturan patentlerden ve bilimsel makalelerden deneysel kiigiik molekiiller etkilesim



verilerini icermektedir (Gilson, 2019).

Yaygin olarak kullanilan hesaplamali ilag kesif yaklagimlari, yap1 bazli ilag
tasarimi (SBDD), ligand bazli ilag¢ tasarimi (LBDD) ve dizi bazli yaklasimlar olarak
kategorize edilebilir. Molekiiler yerlestirme ve de novo ilag tasarimi gibi yap1 bazl
ilag tasarim yontemleri, kristal yapilardan, NMR verilerinden ve homoloji
modellerinden elde edilen hedef makromolekiiliin yapisi bilgisine dayanmaktadir
(Chen ve dig., 2012). Potansiyel hedeflerin {i¢ boyutlu yapilarinin yoklugunda, nicel
yapi-aktivite iligkisi (QSAR), farmakofor modelleme, molekiiler alan analizi ve 2
boyutlu veya 3 boyutlu benzerlik degerlendirmesini igeren ligand bazli ilag tasarim
araglari, hedef molekiiliin dogasina iliskin 6nemli bilgiler saglayabilmektedir.

Ilag tasarimi ve gelistirmesinin zorunlu ydnlerinden biri, molekiillerin fiziksel
ve biyolojik 6zelliklerini belirleyen kiiglik molekiillerin biyoaktif konformasyonlarini
algilamaktir. Molekiiler doking (yerlestirme), farmakofor olusturma ve eslestirme,
3D veri tabanm1 arama, 3D-QSAR ve molekiiler benzerlik analizi gibi ilag kesif
yontemlerinin ¢ogu, baglanma cebinde kiigiik molekiillerin konformasyonlarini
olusturmak icin bir konformasyonel Ornekleme prosediiriinii ve bir puanlama
asamasini icermektedir.

Tedavisi i¢in tamamen etkin ilaglar bulunamamis birgok hastalik hesaplamali
ilag etken maddesi gelistirme ¢alismalarinda hedef haline gelmistir. Multiple Skleroz
da bu hastaliklardan biridir.

Multiple Skleroz (MS), merkezi sinir sistemi iizerinde etkili, demiyelizan ve
norodejeneratif bir hastaliktir. MS, merkezi sinir sisteminin en sik goriilen kronik
inflamatuar hastaligidir. Multiple Skleroz (MS), geng yetiskinlerde en sik goriilen
norolojik bozukluklardan biridir. Multipl skleroz (MS), diinya ¢apinda yaklagik 2
milyon insani etkilemektedir ve geng yetiskinlerde norolojik sakatligin 6nde gelen
nedenidir. Genetik olarak yatkin bireylerin merkezi sinir sisteminde, T hiicrelerinin
kendi antijenlerini hedeflemesiyle baslayan bir otoimmiin hastalik olarak kabul
edilmektedir.

Cografi konum, etnik koken ve iklim bolgesi gibi faktorler duyarlilia katkida
bulunmaktadir. MS’nin yayilimi Kuzey Amerika, Kuzey ve Bati Avrupa ve
Avustralya’da en yliksektir, ekvator iilkelerinde en diisliktiir. RMS’den kadinlar

erkeklere oranla 3 kat daha sik etkilenmektedir ve hastaligin ortalama baslangic yasi



yaklasik olarak 30°dur. PPMS’den kadinlarin ve erkeklerin etkilenme orani aynidir
ve hastaligin baslangic yasi yaklasik olarak 40’tir (Kamm ve dig., 2014; Wallin ve
dig., 2019). D vitamini eksikligi ve Epstein-Barr viral enfeksiyonu gibi ¢evresel
faktorlere maruz kaldiktan sonra da genetik olarak duyarli bireylerde MS gelisebilir.
Cinsiyet hormonlarinin, hiicre kagakc¢iligi, sitokin iiretimi, lenfosit proliferasyonu,
adezyon molekiillerinin ekspresyonu dahil olmak iizere bagisiklik tepkisinde yer alan
cok cesitli mekanizmalar1 modiile ettigi gosterilmistir (Lassmann ve Horssen, 2016),
bu da MS duyarliliginda etkindir. Yasam kalitesini biiyiik oranda diislirmesinin
yaninda o6liimle de sonuglanabilen MS hastalig1 ilag gelistirme alaninda halen yogun
olarak ¢alismalarin yiriitiildiigii bir hedeftir.

Tez c¢alismasinda Multiple Skleroz mekanizmalar1 {izerinde etkin olan
Sfingozin-1-fosfat reseptorii 1 ve siklofilin D proteinleri ele alinmistir. Sfingosin-1-
fosfat reseptorii 1 (S1P1), G protein kapilt bir reseptordiir ve MS semptomlarinin
ortaya cikmasina ve kotiilesmesine yol agan onemli mekanizmalardan birinde
etkindir. Bu reseptoriin aktivasyonu i¢in yeni molekiillerin kesfedilmesi
hedeflenmistir. Bununla birlikte, MS hastalifinda mitokondriyal fonksiyon
bozukluguna neden olan siklofilin D (CypD) reseptoriiniin inhibisyonu i¢in yeni
molekiillerin  gelistirilmesine  yonelik  hesaplamali  calismalarin  yapilmasi

amaclanmustir.



1. GENEL BiLGILER

1.1. MS Patolojisi

MS klinik olarak tekrarlayan MS ve ilerleyici MS olmak iizere 2 yol
izleyebilir. Yaygin olarak baglangigta remisyonun goriilmedigi veya kismi
remisyonun goriildiigii norolojik disfonksiyon epizodlar1 olarak kendini gosterir, bu,
MS’nin tekrarlayan bir formudur (RMS). Zamanla niikslerin siklig1 azalarak
kademeli bir kotiilesme meydana gelir ve hastalik ilerler, bu ikincil ilerleyici MS
(SPMS) olarak adlandirilmaktadir (Lublin ve dig., 2013). MS genellikle
kendiliginden gelisen norolojik semptomlarin tekrarlayan-diizelen seyri (RRMS) ile
baslar, 15-25 yil icerisinde SPMS olarak adlandirilan ilerleyici ve ndrodejeneratif
forma doner (Scalfari ve dig., 2014). MS’li hastalarin yaklasik %10’unda
baslangigtan itibaren ilerleme goriiliir, hastaligin bu formu da birincil ilerleyici MS
(PPMYS) olarak adlandirilmaktadir.

MS’in klinik semptomlar1 arasinda yorgunluk, motor fonksiyon bozuklugu,
nistagmus, koordinasyon veya denge kaybi, akut felg, uyusukluk, titreme, konusma
ve gorme bozukluklar1 ve biligsel bozulma bulunmaktadir (Ortiz ve diger., 2013).
MS semptomlar1, merkezi sinir sisteminde meydana gelen lezyonlarin konumuna ve
siddetine gore degismektedir. RMS’nin klinik 6zellikleri saatler veya giinler i¢inde
akut veya subakut olarak ortaya cikabilmektedir, haftalar ile ifade edilebilecek
stirelerde kendiliginden diizelebilmektedir. PPMS, baslangicindan itibaren yavas
ilerleyen semptomlar géstermektedir.

MS patolojisinin karakteristik ozellikleri arasinda miyelin kilifin  ve
oligodendrositlerin kaybi, demiyelinize kortikal plaklar, yaygin aksonal hasar,
ndronlarin apoptozisi ve ndronal yogunlugun atrofi ile azalmasi, yayginlasmis gri
madde patolojisi ve noérodejenerasyondur (Hauser ve Cree, 2020; Friese ve dig.,
2014). Beyaz maddedeki fokal demiyelinizasyon alanlar1 olan plaklar hastaligin ilk
lezyonlaridir. Bu plaklar genellikle kan-beyin bariyerini asan immiin hiicrelerin
istilasindan kaynaklanmaktadir, burada birincil hedefler miyelin kilifi ve miyelinli
hiicreler, oligodendrositlerdir. Periferde aktive olan lenfositler merkezi sinir
sistemine sizar, immiin hiicre istilas1 devaminda makrofajlarin ve mikroglianin
siirekli aktivasyonuna, ardindan demiyelinizasyona ve norodejenerasyona yol

acmaktadir (Compston ve Coles, 2008; Weiner, 2008). Bu siirecin ana efektorleri



mikroglia, makrofajlar ve bunlarin toksik {rlnleridir (Weiner, 2009). Aktive
mikroglia ve makrofajlarda inflamasyonla iliskili oksidatif patlama, MS
patogenezinde demiyelinizasyon ve serbest radikal aracili doku hasarinda 6nemli bir
rol oynamaktadir. Demiyelinizan lezyonlardaki inflamatuar ortam, oksijen ve
nitrojen serbest radikallerinin yani sira proinflamatuar sitokinlerin olusumuna yol
acabilir ve bu da inflamatuar yanit1 siddetlendirebilmektedir. Inflamasyon oksidatif
strese yol acabilir veya oksidatif stres inflamasyona yol acabilir. Bu nedenle,
oksidatif stres ve inflamasyon, kendi kendine devam eden bir dongiide yer
almaktadir. Multiple Sklerozda ndroaksonal hasara yol acan kaskadlar Sekil 1’de
(Friese ve dig., 2014) verilmistir.
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Hastaligin 6zelliklerini taklit eden deneysel otoimmiin ensefalomiyelit (EAE)
model hayvanlar1 kullanilarak MS patogenezini aydinlatmak iizere caligmalar
yapilmaktadir. Yapilan ¢calismalar MS'nin inflamatuar bir fazdan baslayip daha sonra
farkli bir nérodejeneratif faza giren iki asamali bir hastalik oldugu hipotezine yol
acmistir. Oksidatif stres, mitokondriyal hasar ve kronik inflamasyon néronlar
tizerinde siirekli bir etkiye sahiptir, bunlar ilerleyici MS sirasinda hiicre dliimlerine
yol agmaktadir.

Yapilan ¢alismalar sonucunda T hiicrelerinin EAE hayvan modelinde kritik
bir rol oynadigini gdsterilmistir (Steinman ve Zamvil, 2006) fakat ayni zamanda
tamamen T hiicre temeline dayanan tedavi yaklasimlariyla yapilan klinik deneyler
RMS iizerinde etkisiz kalmigtir. Bunun yaninda, primer lenfoid organlarda adezyonu
bloke ederek veya lenfositleri sekestre ederek merkezi sinir sistemine lenfosit
erisimini inhibe eden stratejilerin hem MS hem de deneysel otoimmiin
ensefalomiyelitte etkili oldugu bulunmustur. B hiicreleriyle yapilan c¢alismalar
sonucunda; Anti-CD20 aracili B hiicresi tiikenmesinin, RMS'de yeni tekrarlar1 ve
sessiz ilerlemeyi simirlamada ve PPMS'de sakathik ilerlemesini azaltmada yiiksek
diizeyde bir bagar1 gosterdigi bulunmustur (Montalban ve dig., 2017).

Merkezi sinir sistemindeki inflamasyon bircok molekiiler degisiklige yol
acmaktadir. Bagisiklik hiicreleri; reaktif oksijen tiirleri, glutamat, sitokinler,
kimokinler gibi gesitli norotoksik iiriinler salgilar. Bu iriinlerin kisa vadeli etkileri
dokular i¢in Onemlidir fakat uzun vadede igsel stres tepkilerini uyandirirlar ve
homeostatik stirecleri harekete gecirirler. Reaktif oksijen ve nitrojen tiirlerinin
olusumuna sebebiyet veren kronik inflamasyon, mitokondriyal hasara yol
acmaktadir. Reaktif oksijen ve reaktif nitrojen tiirlerinin olugumu ile, mitokondriyal
solunum zincirinin fonksiyonu bozulmakta, elektron sizintisi ve oksidatif hasar
yayilmaktadir (Murphy, 2009). Oksidatif stres, beyin yaslanmasinda ve merkezi sinir
sisteminin kronik inflamatuar, vaskiiler ve ndrodejeneratif bozukluklarinda doku
hasar1 i¢in 6nemli bir itici giictiir (Radi ve diger., 2014). Noronlar gibi postmitotik
hiicreler, tiim yasam boyunca oksidatif hasar gérmiis {iriinleri biriktirir.

I¢c ve dis oksidanlar, hiicre fizyolojisindeki baslica stres unsurlaridir. Buna
karsin, oksidanlarin uzun vadeli zararh etkilerini hafifletmek i¢in dinamik hiicresel

programlar gelismistir. Hem oksijenaz 1 (HMOXI1) gibi antioksidan enzimleri



indiikleyen bir transkripsiyon faktorii olan niikleer faktor eritroid 2 ile iligkili faktor 2
(NRF2) tarafindan yonetilen bir program sayesinde serbest radikaller temizlenir ve
hasarli proteinleri giderilir (Kensler ve dig., 2007). HMOX1 seviyelerinin, MS
lezyonlarinda (van Horssen ve dig., 2008) ve EAE farelerinin merkezi sinir
sisteminde (Chora ve dig., 2007) arttig1 belirlenmistir. Hem NRF2 hem de HMOX1
enzimi inhibe edilmis farelerde hastaligin alevlendigi goriilmiistiir.

Diizenleyici T hiicrelerinin (Treg) islev bozuklugu, periferik sinir sisteminde
Thiicrelerinin aktiflenmesine yol acar. Aktiflenmis T hiicreleri, endotel hiicrelerinde
inflamasyon tarafindan indiiklenen Vaskiiler Hiicre Yapisma Molekiili-1'e (VCAM-
1) baglanarak kan-beyin bariyerini gegmeye katki saglayan a4p1 integrini eksprese
eder. Ardindan TNF-a, IL-1, IL-6, IL-8, MIP-2 ve CXC kemokinleri dahil olmak
lizere ¢esitli proinflamatuar sitokinlerin salgilanmasi baglar (Kolls ve Lindén, 2004),
bunun sonucunda inflamasyon daha da yayginlasir. Th17 hiicreleri, IL-17 ve IL-22
kan-beyin bariyeri iizerinde kirilmalara neden olur ve T hiicreleri KBB’yi geger
(Kebir ve dig., 2007; Skarica ve dig., 2009). T hiicrelerinin miyelin kiliflara saldiris
ve inflamasyon yogunlasir, bunun sonucunda miyelin kilifta pargalanmalar ve
¢okmeler (plaklar) olusur, bu siire¢ demiyelinizasyon olarak adlandirilmaktadir.
Kronik MSS inflamasyonu sirasinda meydana gelen enerji dengesizligi ve
demiyelinizasyon, farkli iyon kanallarinda hiperaktivasyona, islev bozukluguna ve
yanls dagilimina yol agmaktadir. Inflamatuar siirecin baslamasindan ve
demiyelinizasyondan sonra, miyelin kilifinin altindaki sodyum kanallar1 aktive olur,
bu da sodyum girisine ve hiicreye kalsiyum girisi ile sodyum-kalsiyum degistiricinin
aktivasyonuna yol acar. AMPA reseptoriinde 6nemli bir artisla birlesen bu siirec,
hiicre i¢i Ca®* ve Na?'miktarinda bir artisa yol agmaktadir (Koda-Kimble ve Young,
2016).

Glutamat, MSS'deki ana uyarict nérotransmiterdir. Asirt sinaptik uyarilmaya
neden olan artmis hiicre dis1 glutamat konsantrasyonu, Ca?" aracili glutamat
toksisitesine neden olur ve bu durum cesitli norodejeneratif hastaliklarin
patogenezinde rol almaktadir. In vivo gdzlemler, dengesiz glutamat homeostazinin
MS'de noronal ve oligodendrogliyal patolojiye katkida bulundugunu ve glutamat
reseptorlerinin  bloke edilmesinin MS klinik seyrini 1iyilestirdigini gostermistir

(Werner ve dig., 2001; Pitt ve dig., 2003; Srinivasan ve dig., 2005; Centonze ve dig.,



2009). NMDA reseptorleri; sinaptik bolgede artan kalsiyum girisi, oksidatif stres ve
mitokondriyal disfonksiyon gibi glutamat asir1 yliklenmesinin neden oldugu hiicre ici
etkilerin ana aracilarindan biridir (Rosenstock ve dig., 2010). Glutamat ve anormal
NMDA reseptor islevi, EAE'de mitokondriyal aktivitenin bozulmasina katkida
bulunmaktadir (Grasselli ve dig., 2013).

Iyon kanallarinin néronlardaki inflamatuar uyanlara yanit olarak olusturdugu
degisiklikler, ndroaksonal hasar1 devam ettiren bir siirectir. Iyon kanali
diizensizliginin MS sirasinda noéronal ve aksonal 6liim siirecinin merkezi oldugu
diisiiniilmektedir. Bu diizensizlikler cogunlukla Ca®* asir1 yiiklenmesiyle yikic
enzimleri aktive eder, mitokondriyal islevi tehlikeye atarak ve aksonal taginmayi
bozarak bir kisir dongiiyii baslatir, bu durum norotoksisitenin temel tetikleyicisidir.
Bunlarin tiimii Ca?* seviyelerinde daha da fazla artisa neden olmaktadir. Bununla
birlikte, Multipl Skleroz’daki aksonal hasar kan-beyin bariyeri iginde lokalize olan
sodyum kanallarinin anormal ekspresyonunun artmasina da neden olmaktadir
(Bechtold ve dig., 2004). Normal iletimi yeniden kurma girisiminde, sodyum girisi
artar, sinir iletimi yavaglar. Bu siirecleri, sodyum-kalsiyum akisinin tersine
cevrilmesi izler, bu da hiicre i¢i kalsiyum aracili yaralanma basamaklarini
tetikleyebilir ve sonucta noronal dejenerasyona yol acar. Flekainid ve fenitoin gibi
sodyum kanal1 blokerlerinin deneysel otoimmiin ensefalomiyelitli farelerde aksonlari
koruduguna ve bdylece tedavi edilmeyen hayvanlara kiyasla fizyolojik fonksiyonu
koruduguna dair son kanitlarla bu hipotez desteklenmistir (Lo ve dig., 2003).

Aksonal dejenerasyon kalic1 sakatlik icin kritik oneme sahiptir fakat bu
patolojik siirecten sorumlu mekanizmalar hakkinda az sey bilinmektedir. MS'de
progresif akson kaybi, inflamasyon tarafindan baglatilan, mitokondriyal
disfonksiyona ve Ca?" asir1 yiiklenmesine neden olan enerjetik eksikliklere yol agan
bir dizi iyonik dengesizlikten kaynaklanabilir (Smith ve Lassmann, 2002). Normal
kosullarda, Ca®*'nin mitokondride birikmesi oksidatif metabolizmay1 uyarir.
Mitokondriden Ca*? akisina gesitli tasiyicilar aracilik eder, Ca?* akis1 da gecirgenlik
gecis gozenegi (PTP) adi verilen bir protein kompleksinin aktivasyonu ile
yonlendirilir. Mitokondrinin Ca®" ile asir1 yiiklenmesi PTP’nin uygunsuz
aktivasyonuna neden olur, bunun sonucunda mitokondriyal fonksiyonlarda

bozukluklar ve hiicre 6liimii meydana gelebilir. Mitokondriyal gecirgenlik gegisi



(mPT), 1500 Da'dan kiiciik molekiillere secici olmayan gecirgen hale gelen i¢
mitokondriyal zarin gegirgenliginde ani bir artistir.

Siklofilin D (CypD), mitokondriyal matrikste bulunan ve mitokondriyal
membran gecirgenlik gecisi sirasinda mitokondri i¢ membrani ile iligkili olan bir
peptidil prolil izomerazdir. CypD, mitokondriyal membran gegirgenligi gegis
gozeneklerinin (mPTP) acilmasinda merkezi bir rol oynamaktadir (Tanveer ve dig.,
1996). CypD PTP'ye baglandiginda gegirgenlik gegisinin olusumu daha kolaydir
(Basso ve dig., 2005). CypD'nin blokaji, oksidatif stres kaynakli mitokondriyal ve

sinaptik dejenerasyona karsi korur, mitokondriyal ve biligsel islevi iyilestirir.

1.2. Siklofilin D

CyPD, MS hayvan modelinde, inflamatuar tepkiler {izerinde etkili olan
kanitlanmis noroprotektif 6zelliklere sahip birka¢ molekiiler hedeften biridir. Bir
hipoteze gore, mitokondri hasart MS'teki doku hasarinin ana nedenidir (Trapp ve
Stys, 2009). Kronik inflamasyon, yerel seviyelerde reaktif nitrojen ve reaktif oksijen
tiirlerine yol agmast sonucu mitokondriyal hasara neden olmaktadir. Mitokondriyal
hasar veya 0liim, matris proteini siklofilin D'ye (CyPD) baglh olan mitokondriyal
gecirgenlik gecisi (mPT) tarafindan tetiklenebilmektedir.

PTP, hiicre dliimiinde anahtar bir rol oynar ve ¢esitli hastaliklarda, 6zellikle
de kalp ve beynin iskemi-reperfiizyon hasarinda, kas distrofilerinde,
norodejenerasyonda ve kanserde terapotik miidahale i¢in uygun bir hedef oldugu
kanitlanmistir (Forte ve Bernardi, 2005). Mitokondriyal gegirgenlik gecisi (mPT),
hasara bagli hiicre 6liimiinde 6nemli bir rol oynar. mPT'yi inhibe eden ajanlar,
iskemi/reperfiizyon hasari, travma ve norodejeneratif hastaliklar gibi durumlar
tedavi etmek icin terapdtik bir potansiyele sahip olabilir.

mPTP'nin bilesenlerinden biri olan CypD’nin, mPTP'nin anahtar modiilatorii
oldugu disiiniilmektedir. Peptidilprolil cis-trans izomerazlar (PPlazlar) ailesinin bir
iiyesi olan CyPD, mitokondriyal gecirgenlik gecis gozeneklerinin (mPTP)
modiilasyonunda gorevlidir ve mitokondriyal islev iizerinde etkilidir. Siklofilin
D’nin, mPTP’yi kalsiyuma, inorganik fosfata ve reaktif oksijen tiirlerine karst duyarl
hale getirerek PTP'nin acgilmasini kontrol ettigi diistiniilmektedir. mPTP'nin agilmasi,
mitokondriyal matrikse hizli bir sitozolik igerik akisina neden olur ve boylece

mitokondriyal solunumu bozar. CyPD eksikligi, Ca*? fazlaligiyla indiiklenen mPTP



acilmasini inhibe eder ve bdylece gesitli hastalik modellerinde hiicreleri oksidatif
stres kaynakl1 hiicre 6liimiinden korur (Park ve dig., 2017). CyPD'nin bloke edilmesi,
adenin niikleotidleri, membran depolarizasyonu, ubikinonlar, pH gibi diger PTP
uyaranlaria verilen yanitlar1 degistirmemistir (Baines ve dig., 2005; Basso ve dig.,
2008). Siklofilinler; memelilerde, bitkilerde, bakterilerde ve daha birgok canli
organizmada bulunan bir protein ailesidir.

Siklofilinlerin, protein katlanmasi (Ivery, 2000), reseptor sinyali, hiicresel
yanit (Nath ve dig., 2014) gibi ¢esitli siireclerde yer aldig1 bilinir. Bunun yan sira,
siklofilinler; inflamasyonlar (Yurchenko ve dig., 2010), viral enfeksiyonlar (Lin ve
Gallay, 2013), vaskiiler disfonksiyon (Damsker ve diger., 2007), yara iyilesmesi
(Kong ve dig., 2007) ve kanser ilerlemesindeki (Lee ve Kim, 2010) kritik rolleri
nedeniyle terapétik hedefler haline gelmistir. Siklofilinler, peptidil-prolil cis-trans
izomerazin (PPlaz, CyP) ligand proteinleri lizerindeki reaksiyonunu katalize eder.
Protein katlanmasinda ¢ok onemli bir rol oynarlar (Fischer ve dig.,1989). Siklofilin
ailesindeki proteinler, insanlar da dahil olmak iizere prokaryotlardan Okaryotlara
kadar cesitli organizmalarda bulunur (Trandinh ve dig., 1992). Yiiksek oranda benzer
olan 19 farkli siklofilin izoformu bulunur (Galat, 2004). insan siklofilinleri arasinda
5 izoform bilinmektedir (Galat ve Metcalfe, 1995; Roydon Price ve diger., 1991;
Spik ve diger., 1991). Bu izoformlardan biri olan siklofilin D (CypD), mitokondriye
0zgl bir siklofilindir, mitokondriyal matriste bulunur (Galat ve Metcalfe, 1995). Bir
immiinosupresif bilesik olan siklosporin A'nin (CsA), CyP ailesinin proteinlerine
baglandig1 ve siklofilinlerin ve mPT'nin PPlaz aktivitesini inhibe ettigi bilinmektedir.

Yapilan bir calismada siklofilin D’den (CyPD) yoksun MS’li deneysel
otoimmiin ensefalomileyit (EAE) fareleri gelistirilmis; bu farelerin, CypD bulunan
farelerin aksine, kismen iyilestigi gortilmustiir. Her iki grup farenin omurilikleri
incelendiginde benzer bir inflamasyon derecesi olmasina ragmen CyPD’den yoksun
farelerin aksonlarinin korundugu ortaya ¢ikmistir. Bunun yaninda, CyPD’den yoksun
farelerin noronlarinin reaktif oksijen ve reaktif nitrojen tiirlerine kars1 direngli oldugu
belirlendi. Ayrica, CyPD’den yoksun beyin mitokondrilerinin yiiksek Ca*?
seviyelerini sekestre ettigi goriilmiistiir (Forte ve diger., 2007). Baska bir caligmada
CyPD'min yoklugunun enerji korunmasini ve ATP sentezini etkilemedigini

gosterilmistir (Nicolli ve diger., 1996). EAE, CyPD eksikligi olan farelerde daha
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hafiftir. Ayrica, CyPD'den yoksun noronlar, reaktif oksijen ve reaktif nitrojen
tiirlerinin aracilik ettigi hasara karsi daha direnclidir.

CyPD inhibisyonunun mitokondriyal fonksiyon ve PTP aktivitesi {izerindeki
etkileri degerlendirilirken dikkatli olunmalidir. CyPD'nin kronik inhibisyonu, normal
hiicresel fizyolojiyi bozan telafi edici mekanizmalar1 aktive edebilir. Ornegin,
CyPD'den yoksun fareler, kalsiyuma bagimli mitokondriyal dehidrojenazlari aktive
eden ve kalpteki glikoz ile yag asidi oksidasyonu arasindaki dengeyi degistiren
(Elrod ve dig., 2010) ve hayvandaki glikoz metabolizmasini artiran (Tavecchio ve
dig., 2015) mitokondriyal kalsiyum seviyelerini degistirmistir.

CyPD, mitokondriyal gecirgenligi tesvik eden bir protein degildir,
mitokondriyal hasara karsi koruyan bir mekanizmanin pargasidir. CyPD'nin
koruyucu bir protein olarak rolii, CyPD eksikligi olan hiicrelerin oksidatif strese ve
mitokondriyal disfonksiyona karsi daha duyarli olduguna dair son goézlemlerle

tutarlidir.

1.3. Sfingozin-1-Fosfat Reseptorii 1

Lipid sfingozin-1-fosfat, sfingolipid homeostazinda bir ara maddedir.
Endotelyal farklilasma geni (EDG) olarak adlandirilan sfingosin-1-fosfat reseptorii
(STPR) sinift GPCR'ler, aktivasyon i¢in fosforlanmis sfingoid baz olan sfingosin-1-
fosfata (S1P) ihtiyag¢ duyar. S1P reseptor ailesi, ligand baglama bolgesi iginde yliksek
sekans 6zdesligine sahip bes liye (S1P1-5) igermektedir. Sfingosin-1-fosfat reseptorii
1, sfingosin-1'e baglanarak sfingosin-1 ile aktive olan 5 adet G protein bagh
reseptorden (GPCR) biridir.

G protein-bagh reseptorler (GPCR'ler), tiim Okaryotik organizmalarda
eksprese edilen en biiyiik 7-transmembran (7TM) alan reseptorleri ailesini olusturur.
Hiicreler arasi sinyal ag gegcitleri olarak gorev yaparlar ve ¢ok sayida biyolojik
siiregten sorumludurlar (Pierce ve dig., 2002; Fredriksson ve dig., 2003). G
proteinine bagl reseptorler (GPCR'ler), ¢esitli hiicre ici sinyalleme kaskadlarini
baglatarak eksojen sinyalleri hiicresel bir yanita doniistiiriir. Hiicre biitlinligiini,
cogalmay, farklilasmayi, hiicre gogiinii, anjiyogenezi ve bagisikligi diizenledigi igin
¢ok sayida patofizyolojik siirecte yer almaktadir (Garcia ve dig., 2001; Matloubian
ve dig., 2004; Spiegel ve Weinstein, 2004; Heng ve dig., 2013; Bigaud ve dig., 2014;
Camp ve dig., 2020). Cesitli hastaliklarla ve sendromlarla iliskili olmasi, GPCR'leri
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Oonemli bir tibbi ilag¢ hedefi haline getirmistir (Hauser ve dig., 2017; Santos ve dig.,
2017).

S1PI, immiin sistem modiilasyonu i¢in énemli bir tibbi hedeftir. Otoimmiin
hastaliklar, semptomlarin ekspresyonu ve ilerlemesi i¢in SIP1 agonizmi veya
antagonizmi kullanilmaktadir (Brinkmann, 2007; Toman ve Spiegel, 2002; Lee ve
dig., 1998;). T hiicrelerinin EAE modelinde ensefalomiyelitte kritik bir rol
oynadigini bilinmektedir. Sfingosin-1-fosfat (S1P) reseptor modiilatorleri, birincil
lenfoid organlarda adezyonu bloke edip merkezi sinir sistemine lenfosit erigimini
engelleyerek etki gostermektedir (Massacesi ve dig., 1995). S1P1 reseptoriiniin
fizyolojik ve farmakolojik eksojen ligandlar yoluyla inhibisyonu, lenfosit
resirkiilasyonunun inhibisyonuna neden olmaktadir. Bu fizyolojik etki, yakin
zamanda tekrarlayan-diizelen Multipl Skleroz’un klinik tedavisi i¢in onaylanan ve
selektif olmayan, S1P antagonisti, FTY720'nin gelistirilmesinde kullanilmistir.
1992'de gelistirilen ve 2010'da FDA tarafindan onaylanan FTY720'nin (Fingolimod,
Gilenya) akut klinik ortamda vaskiiler koruyucu oldugu gosterilmistir (Peng ve dig.,
2004; Camp ve dig., 2009; Wang ve dig., 2011) ve RRMS’1 tedavi etmek amaciyla

oral uygulama i¢in benimsenmistir.

1.4. MS icin Halihazirda Kullanilan ilaglar

Hastalig1 yonetim stratejilerinde, akut ataklar1 tedavi etmeye, semptomlari
lyilestirmeye ve hastaligi modifiye edici tedaviler yoluyla biyolojik aktiviteyi
azaltmaya odaklanilmistir. Hastalifi modifiye edici tedaviler, MS'in seyrini
bagisiklik fonksiyonunun diizenlenmesi veya baskilanmasi yoluyla degistirmektedir
ve boylece otoreaktif bagisiklik hiicreleri ndronlarin  miyelin  kiliflarina
saldiramamaktadir. Modifiye edici tedaviler, MS’nin niikseden fazinda
antiinflamatuar etki saglar, tekrar oranini1 ve lezyonlarin birikmesini azaltir, sakatligi
stabilize eder ve geciktirir, bazen de orta derecede iyilestirebilir. Bu alandaki ilk
onaylanmis tedaviler; interferonlar ve glatiramer asetattir. Glatiramer asetatin,
proinflamatuar sitokinler ve diizenleyici sitokinler arasindaki dengeyi diizenleyici
etkisi oldugu diisliniilmektedir. Bu ilaglar iyi bir sekilde tolere edilmektedir ve MS
niikslerinin sikligini1 azaltmaktadir (Galetta ve dig., 2002). Bunun yaninda diger bazi
ilaglarin MS tedavisi i¢in yararli oldugu bulunmustur. Birinci basamak, ikinci

basamak ve lciincli basamak tedaviler olarak ayrilan bu ilaglarin MS tedavisinde
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etkinligi gosterilmistir. MS hastalar1 i¢in en sik kullanilan ilag interferon-betadir
(Minagar, 2013).

Beta interferonlar, MS tedavisinde birinci basamak tedaviler olarak kabul
edilmektedir. Bu ilaglar FDA tarafindan onaylanmistir; MS ve Klinik olarak izole
sendromun (CIS) tedavisinde yaygin olarak kullanilan, iyi bilinen, birinci basamak,
hastalik modifiye edici tedavidir. Beta interferonlarin kan-beyin bariyerinin endotel
hiicreleri iizerinde etkisi ve antiinflamatuar 6zellikleri vardir. MS hastalarina beta
interferonlarin uygulanmasi; Onemli bir antiinflamatuar sitokin olan IL-10
ekspresyonunun artmasini, proinflamatuar durumun antiinflamatuar ortama
kaymasini, Thl ve mikroglia proliferasyonunun azalmasini, antijen sunumunun
azalmasimmi  saglamaktadir. MS’de niiksleri azaltip  sakatlik  birikimini
yavaslatmaktadir (Kieseier, 2011). Yaygin yan etkileri arasinda grip benzeri
semptomlar ve rutin laboratuvar degerlendirmesinde hafif anormallikler
bulunmaktadir.

Mitoksantron, MS tedavisinde kullanilan hem immiinosupresif hem de
immiinomodiilator etkileri olan bir antineoplastik ilagtir. Bu ilag, MS tedavisinde
ikinci basamak ilag olarak kabul edilmektedir. Mitoksantronun 6nemli yan etkileri;
kardiyotoksisite, malignite, hepatotoksisite, l6kopeni, anemi, enfeksiyon ve
alopesidir (Seiter, 2005; Martinelli Boneschi ve dig., 2013). Natalizumab, lenfositler
tizerinde eksprese edilen yapisma molekiillerinin inhibitorii olan insanlastirilmis bir
monoklonal antikordur. Natalizumab'in etki mekanizmasi, a4p1 integrin'in o4
zincirini hedef almasidir, bu da kan-beyin bariyeri yoluyla merkezi sinir sistemine
lenfosit gogiiniin inhibisyonu ile sonuglanir (Engelhardt ve Kappos, 2008).
Natalizumab tedavisi ikinci basamak tedavi olarak kabul edilmektedir. Niiksleri
azaltmada ve hastaligin ilerleyisini yavaglatmakta oldukea etkili oldugu goériilmiistiir
(Rudick ve dig., 2006). Natalizumab genellikle iyi tolere edilmektedir fakat uzun
stireli tedavileri ilerleyici multifokal 16koensefalopati riski tasimaktadir (Ho ve dig.,
2017). Bunun yaninda, bas agrisi, yorgunluk, idrar yolu enfeksiyonu, alt solunum
yolu enfeksiyonu, artralji, gastroenterit, vajinit, ishal ve asir1 duyarlilik reaksiyonlar
gibi yan etkileri bulunmaktadir.

Fingolimod olarak da bilinen FTY720, FDA tarafindan tekrarlayan-diizelen

MS hastalar1 i¢in onaylanan ilk oral tedavidir ve ikinci basamak bir ilagtir (Minagar,
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2013; La Mantia, 2016). Fingolimod, lenfositler {izerindeki S1P reseptorlerine
baglanarak etki goOsteren bir sfingosin 1-fosfat (S1P) reseptér modiilatoriidiir.
Sekonder lenfoid organlardan lenfositlerin ¢ikisini  Onlemek ve otoreaktif
lenfositlerin merkezi sinir sistemine geg¢isini engellemek suretiyle aktivite
gostermektedir. Fingolimod iyi tolere edilen bir ilagtir, fakat; karaciger fonksiyon
testlerinde yiikselme, lenfopeni, bradikardi, makiiler 6dem gibi yan etkileri ortaya
¢ikabilmektedir (Calabresi ve dig., 2014; Kappos ve dig., 2014). Ozanimod da
onaylanmis bir secici S1P reseptor modilatoriidir, RMS’de etkili oldugu
gosterilmistir (Comi ve dig., 2019). Bunun yaninda siponimod da aktif SPMS de
dahil olmak iizere tekrarlayan MS tiirleri i¢in onayli bir S1P modiilatoriidiir (Kappos
ve dig., 2018).

Okrelizumab, olgun B hiicrelerinin yilizeyinde bulunan CD20 molekiiliine
kars1 gelistirilmis monoklonal antikordur. Bu ilag 2017 yilinda onaylanmistir ve
yaygin kullanima sahiptir (Sorensen ve Blinkenberg, 2016). Okrelizumab, B
hiicrelerini secici olarak yok eder. B hiicrelerinin tilkenmesi sonucunda; periferden
merkezi sinir sistemine B hiicresi kacaginin kesilmesi, T hiicrelerine B hiicresi
antijen sunumunun azalmasi, proinflamatuar sitokin salgilanmasinin modiilasyonu,
immiinoglobiilin salgilayan plazmaplastlarin modiilasyonu olaylar1
gerceklesmektedir (Li ve dig., 2018; Sabatino ve dig., 2018).

Rituximab, RMS ve PPMS'ye karsi etkili olan bir anti-CD20 monoklonal
antikordur, herhangi bir kurumdan onay almamistir fakat yaygin olarak
kullanilmaktadir. Teriflunomid, otoreaktif oldugu varsayilan aktive lenfositlerin
proliferasyonunu inhibe etmek suretiyle MS tedavisinde etkindir (O'Connor ve dig.,
2011). Yaygin yan etkiler arasinda bas agrisi, ishal, bulanti, sa¢ dokiilmesi ve hepatik
alanin transferaz artig1 yer almaktadir.

Dimetil Fumarat (DMF), NRF2’nin indiiklenmesi yoluyla antioksidan enzim
tiretimini artiran bir etki gostermektedir. Ayrica, DMF, lenfositler ve mikroglia
tizerindeki etkileriyle immiinmodiilator 6zellige sahiptir (Bomprezzi, 2015). Dimetil
fumarat MS tedavisinde antiinflamatuar ve sitoprotektif etkiler gostermektedir.
Dimetil fumarat genellikle 1yi tolere edilen bir ilactir fakat tedavi sirasinda ilerleyici

multifokal 16koensefalopati riski bulunmaktadir (Mills ve Mao-Draayer, 2018).
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1.5. MS icin Yiiriitiilmiis fla¢c Etken Madde Gelistirme Calismalar

Molekiiler docking c¢alismalariyla; Desvenlafaksin, Paliperidon ve
Febuksostat'in TRPA1 kanal inhibisyonunu indiikledigi gosterilmistir (Mihai ve dig.,
2019). Zararh uyaranlar ve sicakliklar i¢in bir sensor gorevi goren Gegici Reseptor
Potansiyeli (TRP) iyon kanallar1 ailesinin bir iiyesi olan TRPA1, kimyasal olarak
aktive edilmis reseptdrii potansiyalize eden veya inaktive eden, Ca2+ igin yiiksek
gecirgenlige sahip, secici olmayan bir katyon kanalidir (Wang ve dig., 2008).
Inhibisyonunun néroglial hiicreler iizerinde faydali etkilere sahip oldugu,
demiyelinizasyona karst koruma sagladigi ve oligodendrosit apoptozisini azalttigi
gosterilmistir.

Amilorid, hipertansiyon ve kalp yetmezligi i¢in onayli bir potasyum tutucu
ditiretiktir. Bu ilag molekiiliiniin, Na*?> ve Ca*?>‘nin hiicre icinde asir1 birikimine
katkida bulunan ve akut MS lezyonlarinda asir1 eksprese edilen Asit Algilayict Iyon
Kanali 1 (ASIC1)’i bloke ederek deneysel Multipl Skleroz hayvan modellerinde
noroprotektif ve miyeloprotektif etkiler gosterdigi belirlenmistir, insanlar iizerinde
denenmemistir (Arun ve dig., 2013).

Multiple Skleroz i¢in yiiriitillen diger bir ilag etken madde gelistirme
calismasinda (Bibi ve dig., 2022), NRF2’nin aktivasyonu, iNOS ve kaspaz-3
proteinlerinin  inhibisyonu hedeflenmistir.  Yiriitilen c¢alismada Magnolol
molekiiliiniin ilag aday1 olarak etkili olabilecegi tespit edilmistir. Molekiiler docking
caligmalar1 sonucunda Magnolol’un NRF2, iNOS ve Kaspaz-3 proteinleriyle iyi bir
baglanma afinitesine sahip oldugu belirlenmistir. Magnolol’'un NRF2’yi
indiikleyerek antioksidan enzimlerin ekspresyonunun artmasi sagladigi, iNOS’1
inhibe ederek nitrik oksit tiretilmesini engelledigi ve Kaspaz-3'i inhibe ederek

hiicrenin apoptotik yola gitmesini engelledigi tespit edilmistir.

1.6. Coklu Hedefe Yonelik Ila¢ Gelistirme

Geleneksel olarak ilaglar tek bir biyolojik molekiilii, genellikle bir proteini
hedeflemek amaciyla tasarlanmaktadir. Bu sekilde diger biyolojik molekiillerin
yanlis hedeflenmesinden kaynaklanan istenmeyen etkilerden kacinarak yliksek
secicilik saglanmaktadir. Bu temelde, birden fazla hedefle etkilesime giren ilaglar,
dogas1 geregi olumsuz yan etkilerle iligkilendirildigi i¢in uzun siire istenmemistir.

Bununla birlikte, mevcut hastalik patolojilerinin karmagsikligi, tek hedefli ilaclarin
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terapotik bir etki elde etmek i¢in yetersiz oldugunu gostermistir (Bolognesi, 2013;
Bolognesi ve Cavalli, 2016).

Cok hedefli ilag kavrami, 2000 yilinin basinda (Morphy ve dig., 2004) ilk kez dile
getirilmistir, 2017'de ila¢ kesfindeki en dikkat ¢ekici konulardan biri olarak hizli bir
ilerleme kaydetmistir. Buna paralel olarak su an piyasada ¢ok sayida ¢ok hedefli ilag
mevcuttur. Biyoteknolojik ilaglar, yeni ila¢ molekiillerinin %31'ini olusturmaktadir
ve neredeyse tek hedefli ilaclarin sayisina (%34) yaklagmaktadir. Tek hedefli kiigiik
molekiillerin sayist (%34) hala cok hedefli ilaglardan (%21) daha fazla olmasina
ragmen, cok hedefli ilaglarin sayisi onceki yillara gore (%16) artmaya devam

etmektedir (Lin ve dig., 2017; Lu ve dig., 2012).
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2. YAPILAN CALISMALAR
2.1. Materyal

2.1.1. Cahsmalarda Kullanilacak Reseptorlerin Belirlenmesi
Reseptorlerin belirlenmesi i¢in RCSB protein veri tabani (Www.rcsb.org)
kullanilmistir. Reseptorlerin aktif bolgeleri, X-RAY ¢oziiniirlikkleri ve igerdikleri

inhibitdr molekiiller incelenerek en uygun 3 boyutlu protein yapilart secilmistir.

2.1.1.1. Sfingozin-1-Fosfat Reseptorii 1 ve 3V2Y’nin Yapisi

Sfingozin 1-fosfat reseptoriine ait 3 boyutlu (3D) yapilar incelenerek PDB ID:
3V2Y (Hanson ve dig., 2012) calisma i¢in en uygun 3D yapi1 olarak belirlenmistir.
Escherichia Virus T4 ve Homo sapiens’ten izole edilmis olan 3D yapidaki reseptor
proteini, Spodoptera frugiperda ekspresyon sisteminde eksprese edilmistir. Kristal
yapmin belirlenmesinde, X-RAY Kirmmim Kiristalografi Metodu kullanilmistir,
¢oziiniirliik degeri 2.80 A’dur. Sekil 2°de verilen, RCSB Protein Veri Bankasi’ndan

indirilen reseptdr protein monomer formdadir.

Sekil 2. Sfingozin-1-fosfat reseptorii yapisi i¢erisindeki ML5 molekiili

2.1.1.2. Reseptor Siklofilin D ve 2Z6W’nin Yapisi
RCSB PDB Protein veri bankasinda siklofilin D (CyPD) proteininin
siklosporin A (CsA) ile kompleks haldeki 3 boyutlu yapisi PDB ID: 2Z6W (Sekil 3)
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secilmistir.  Homo sapiens ve Tolypocladium inflatum’'dan izole edilen 3 boyutlu
yapidaki reseptor protein, Escherichia coli BL21(DE3)'nin sisteminde eksprese
edilmistir. 0.96 A degerinde ¢oziiniirliige sahip olan proteinin kristal yapis1 X-RAY
Kirmim Kristalografi Metodu ile belirlenmistir. Protein Veri Bankasi’ndan indirilen
protein dimer formdadir. Calismalarda kullanilmak iizere monomer formda

kaydedilmistir.

Sekil 3. Siklofilin D reseptor yapisi igerisindeki siklosporin A inhibitér molekiilii

2.1.2. Cahismalarda Kullanilacak Ligandlarin Belirlenmesi

2.1.2.1. Sfingozin-1-Fosfat Reseptorii 1 Modiilatorlerinin Belirlenmesi
BindingDB (Chen ve dig., 2001) veri tabani vasitasiyla caligmada
kullanilacak ligandlar belirlenmistir. BindingDB veri tabaninda S1P1°1 modiile eden
5512 adet molekiil tespit edilmistir, bu molekiillerden IC50 degerleri bilinmeyenler
silinmis ve 408 adet molekiil kalmistir. Kalan molekiiller (Tablo 1) ile farmakofor

gelistirme caligmalar yliriitiilmiistiir.

18


https://www.rcsb.org/search?q=rcsb_entity_source_organism.taxonomy_lineage.name:Homo%20sapiens
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Tablo 1. S1P1 i¢in farmakofor gelistirme ¢alismalarinda kullanilan baz1 molekiillerin

bilesik kodlar1
CHEMBL114584 CHEMBL363008 CHEMBL225575 ZINC28873648 CHEMBL1090829
CHEMBL114606 CHEMBL474688 CHEMBL224853 ZINC08694145 CHEMBL2018467
CHEMBL515921 CHEMBL359762 CHEMBL117723 ZINC36178394 CHEMBL2018457
CHEMBL181597 CHEMBL207580 CHEMBL516035 ZINC95596631 CHEMBL2018476
CHEMBLA473156 CHEMBL209076 CHEMBL187692 ZINC95607769 CHEMBL2315816
CHEMBL378300 ZINC02141886 CHEMBL425602 ZINC71331761 CHEMBL2315817
CHEMBL119256  ZINC28873611 ZINC13123372 ZINC08860500 CHEMBL218446
ZINC36178421 ZINC95593944 ZINC49784144 ZINC44430637 CHEMBL119354
ZINC36178309 ZINC84634507 ZINC84596902 ZINC36178138 CHEMBL119382
CHEMBL184349  ZINC84634904 ZINC13673890 ZINC40915511 CHEMBL3403631
CHEMBL224623  ZINC36178259 ZINC84596656 ZINC35802910 CHEMBL1093429
ZINC08687901 ZINC36178349 ZINC36178530 ZINC13497527 CHEMBL2018458
ZINC36178119 ZINC95593140 ZINC49070262 ZINC49942333 CHEMBL2018456
ZINC36178099  ZINC95594894  ZINC13586603  ZINC44087032  CHEMBL2018463
ZINC13673878 ZINC84635660 ZINC04107320 ZINC84634503 CHEMBL1090673
CHEMBL119110 ZINC28873686 ZINC36178584 ZINC36178578 CHEMBL2018483
CHEMBL277377 CHEMBL396365  ZINC84596566 ZINC64734958 CHEMBL3806205
CHEMBL186921 CHEMBL239867 ZINC36178154 ZINC84633152 CHEMBL1092190
CHEMBL115131 CHEMBL334213 ZINC84633152 ZINC43587302 CHEMBL2018571
ZINC00092298 CHEMBL239650 ZINC84616352 ZINCA43574766 CHEMBL2018486
ZINC03819497 CHEMBL117569  ZINC84616358 ZINC28873621 CHEMBL2018477
ZINC40899937 CHEMBL515603  ZINC01542002 ZINC00667111 CHEMBL2018464
CHEMBL326346 CHEMBL239659  ZINC84616255 ZINC13673904 CHEMBL2018465
CHEMBL224720 CHEMBL187061  ZINC36178606 ZINC36178480 CHEMBL2018479
CHEMBL424254 CHEMBLA473237  ZINC95572692 ZINC40898626 CHEMBL2018465
CHEMBL119516 CHEMBL187645 ZINC13586606 ZINC34631598 CHEMBL2018482
CHEMBL201848 CHEMBL118265 ZINC13673886 ZINC13673882 CHEMBL2018461
CHEMBL118860 CHEMBL239873  ZINC13586608 ZINC08860500 CHEMBL2018469
CHEMBL184237 CHEMBL224571 ZINC13673880 ZINC36178321 CHEMBL2315818
CHEMBL325193 CHEMBL475253 ZINC36178254 ZINC95578186 CHEMBL1090828
CHEMBL426191 CHEMBL325247  ZINC36178489 ZINC35968414 CHEMBL2178811

2.1.2.2. Siklofilin D inhibitérlerinin Belirlenmesi

Literatiir taramasi yapilarak siklofilin D i¢in inhibitér molekiiller (Tablo 2)

belirlenmistir. Bu molekiiller ile farmakofor gelistirme ¢alismalar1 yliriitilmiistiir.

Tablo 2. CyPD igin farmakofor gelistirme ¢alismalarinda kullanilan molekiiller

Bilesik

3 Boyutlu Yapisi

Bilesik

3 Boyutlu Yapisi

7fb

F9
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Tablo 2 (Devam). CyPD igin farmakofor gelistirme ¢aligmalarinda kullanilan

molekiiller

Gw1 C046-
0256

GW6 C523-
0610

F22 E017-
0165

F23 ~ F985-
- 0666

60 F142-
0449
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Tablo 2 (Devam). CyPD igin farmakofor gelistirme ¢aligmalarinda kullanilan

molekiiller
ER- , G827-
00044 0216
C241- ‘ Sanglif
2098 ‘ ehrin
G948- \ Alispor
3972 ; ivir

Siklo
sporin
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2.2. Yontem
2.2.1. Ligand Temelli ila¢ Tasarim

2.2.1.1. Farmakofor Modelleme
Elde edilen inhibitor ligandlar PharmaGist (Dror ve dig., 2009) web aracina

yiiklenerek molekiillerin ortak 6zelliklerinden olusan hipotezler elde edilmistir.

2.2.1.2. ZINCPharmer Veri tabani ile Farmakofora Uygun Bilesiklerin
Belirlenmesi

Hipotezler ZINCPharmer (Koes ve Camacho, 2012) web araci kullanilarak
hipotezler ile yiiksek cakisma saglayan molekiiller belirlenmistir. Ikinci basamakta
molekiiller diisik Kok Ortalama Kare Hatasi (RMSD) degeri, diisiik molekiiler
agirlik ve yiiksek dondiiriilebilir bag sayisi (Rbnds) o6zelliklerine gore taranarak
hedef ligandlar secilmistir. Se¢ilen molekiiller ADME-Toksikoloji tahminlemesine

alinmistir.

2.2.1.3. ADME-Toksikoloji Tahminleri

ADME (Absorbsiyon, Dagilim, Metabolizma, Atilim) o6zellikleri Kklinik
acidan ¢ok dnemlidir. Ilag 6zelligi gosterebilmesi i¢in molekiiliin Lipinski kurallarmi
saglamasi gerekir. Lipinski kurallarina gore; molekiiliin agirligit 500 Da’dan kiigiik,
hidrojen bagi dondrii sayist S’ten kiiglik, hidrojen bagi akseptorii sayist 10°dan
kiiciik, MLogP degeri 4.15’ten kiigiik degerlerde olmalidir. Calisma kapsaminda
SwissADME (Diana ve dig., 2017) veri tabanindan yararlanilarak ADME-
Toksikoloji analizi yapilmistir. Molekiillerin logP degerleri, molekiiler agirlik, H-
bag1 akseptdr ve dondr sayilari, biyoyararlanim skoru, molekiiler polar yiizey alani,
plazma proteinlerine tutunma, CYP2D6 inhibisyonu, insan intestinal sisteminde

emilim ve kan beyin bariyerinden gecis 6zellikleri arastirilmistir.
2.2.2. Hedef Temelli ila¢ Tasarim

2.2.2.1. Molekiiler Doking
Molekiiler doking (kenetleme), reseptor ve ligand arasindaki etkilesimi
hesaplamali sekilde analiz eden bir yontemdir. Molekiillerin baglanma afinitesinin ve

baglanma konformasyonunun tespit edilmesi amaglanmaktadir. Molekiiler kenetleme
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calismalari, ADME-Toksikoloji tahminlemesi sonucunda en bagarili bulunan
ligandlar ile, Autodock Vina (Trott ve Olson, 2010) programi kullanilarak
gerceklestirilmistir. Reseptor olarak 3V2Y (sfingozin-1-fosfat 1) ve 2Z6W (siklofilin
D) RCSB PDB kodlu yapilar kullanilmistir.

Discovery Studio Visualizer (Dassault Systémes, 2019) programi vasitastyla
reseptorler hazirlanmigtir. 3 boyutlu 3V2Y ve 2Z6W yapilarmin igerisindeki
heteroatomlar (su molekiilleri, ligandlar vb.) cikarilmistir, protein molekiilleri
kaydedilmistir. Her iki yap1 igerisindeki antagonist ligand molekiiller ve ADME-
Toksikoloji tahminlemesi sonucunda en basarili bulunan ligandlar, Discovery Studio
Visualizer 2020 programi vasitasiyla ¢izilip “clean geometry” secenegiyle
diizeltilmistir, molekiiller “pdb” formatinda kaydedilmistir. 3V2Y yapis1 icerisindeki
S1P1’in agonisti ML5 ({(3R)-3-amino-4-[(3-hexylphenyl) amino]-4-oxobutyl}
phosphonic acid); 2Z6W yapist igerisindeki CyPD’nin antagonisti CsA (siklosporin
A) dir.

Reseptor proteinler, orijinal ligand molekiiller ve tiim ligand molekiiller
Autodock Tools (Morris ve dig., 2009) paketi kullanilarak doking i¢in uygun hale
getirilmistir. Proteinlere polar hidrojenler ve Gasteiger yiikleri eklenip “pdbqt”
formatinda kaydedilmistir. MLS5, CsA ve diger ligandlar da “pdbqt” formatinda
diizenlenmistir.

Reseptorler ile ligandlarin baglanma bdlgeleri icin Autodock Tools ile Grid
kutusu olusturulmustur. Sfingozin-1-fosfat 1 (3V2Y) i¢in Grid kutusu
olusturulurken, antagonisti ML5 molekiilii referans olarak kullanilmistir. S1P1 i¢in
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 belirlenmistir. Siklofilin D (2Z6W)
i¢in referans olarak CsA kullanilmistir. Grid kutusunun x, y, z degerleri sirasiyla 30,
46, 56 olarak; Grid kutusunun x, y, z merkezleri sirastyla -13.812, -5.25, -30.799
olarak belirlenmistir. Ardindan, reseptorler ile ligandlarin molekiiler doking islemi
gerceklestirilmistir. Molekiiler doking ile elde edilen sonuglar AutoDock Tools’da ve

Discovery Studio Visualizer programinda incelenmistir.
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2.3. Bulgular

2.3.1. Farmakofor Modelleme Sonuclari
Farmakofor analizi sonucunda, yiiksek skor sayisi ve fazla ozellik eslesmesi
(aromatiklik, hidrofobiklik, hidrojen bagi akseptorii, hidrojen bagi donérii, negatif

iyonize olma) 6zelliklerinden yola ¢ikilarak hipotezler belirlenmistir.

2.3.1.1. S1P1 Modiilatorleriyle Farmakofor Modelleme Sonuclari

Hipotezler arasindan 6 tanesi secilmistir. Secilen hipotezlerin 6zellikleri
Tablo 3’te verilmistir. Skorlar1 en yliksek olan hipotezler igerisinde 1. hipotez 6
molekil ile cakigmistir. 2. hipotez 8 molekiil ile, 3. hipotez ise 10 molekiil ile

cakigmustir.

Tablo 3. Farmakofor modelleme sonucu elde edilen hipotezler ve 6zellikleri (S1P1)

Hipotez Skor Molekiil Ozellikl Aromati Hidrofo H- H- Negatif

Sayisi er k bik donérii  aksepté  iyonize
rii

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

Hipotezlerin sahip oldugu ozellikler Sekil 4’te gosterilmistir. Hidrojen bagi
alicis1 6zellik pembe rengi ile, negatif iyonize olma gri rengi ile, halkali aromatik

yaptya sahip olma 6zelligi mavi rengi ile sekilde belirtilmektedir.
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Sekil 4. Hipotez 1 (a), Hipotez 2 (b), Hipotez 3 (c ) ve Hipotez 6 (d)’ya ait 6zellikler

2.3.1.2. CyPD inhibitorleriyle Farmakofor Modelleme Sonuglari

4 farkli hipotez segilmistir. Secilen hipotezlerin 6zellikleri Tablo 4°te ve Sekil
5’te verilmistir. Skoru en yiiksek olan hipotezler igerisinde 2. hipotez 14 molekiil ile
cakismistir. 3. ve 4. hipotezler dorder molekil ile, 1. hipotez 3 molekiil ile

cakigmustir.

Tablo 4. Farmakofor modelleme sonucu elde edilen hipotezler ve 6zellikleri (CyPD)

Hipotez ~ Skor Molekiil Ozellikler ~Aromatik  Hidrofobik H- H-
Sayisi donor  akseptor

1 33.068 3 7 2 0 1 4

2 31.177 14 4 2 0 0 2

3 31.749 4 6 2 0 1 3

4 31.749 4 6 2 0 1 3
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Sekil 5. Hipotez 1 (a), Hipotez 2 (b), Hipotez 3 (¢ ) ve Hipotez 4 (d)’¢ ait dzellikler

2.3.2. ZINCPharmer Veri tabanindan Elde Edilen Bilesiklerin Taranmasi

2.3.2.1. S1P1 icin Bilesiklerin Taranmasi

Farmakofor modelleme sonucu elde edilen en yiiksek skor ve 6zellik sayisina
sahip 6 farmakofor ZINCPharmer veri tabaninda yiiriitiilecek ¢alisma i¢in se¢ilmistir.
ZINCPharmer veri tabaninda Hipotez 4 ve Hipotez 5 ile ¢akisan hicbir liganda
rastlanmamuistir. Diger 4 hipotez ile Ortiisen molekiiller arasindan RMSD, molekiiler
agirhlk ve Rbnds degerleri gozetilerek 20’ser molekiil secilip kaydedilmistir.
Molekiillerin 6zellikleri Tablo 5’te verilmistir. Ilgili molekiiller arasinda ADME-

Toksikoloji 6zelliklerine gore eleme gergeklestirilmistir.

26



Tablo 5. ZINCPharmer veri tabanindan elde edilen molekiillerin 6zellikleri (S1P1)

Farmakofor RMSD  Molekiiler RBnds Zinc No RMSD Molekiiler RBnNds Zinc No

Aglrllk Aglrllk

0,217 417 9 36693346 0,268 416 9 36693376

0,217 431 10 36694044 0,415 367 11 22835402

0,217 403 8 36693219 0,415 369 11 22835395

0,268 387 7 36693370 0,251 403 8 36693225

i 0,270 373 6 05240658 0,218 432 10 36693222
Hipotez 1 0,271 401 8 36694045 0,251 417 9 36693842
0,214 444 11 38746706 0,251 436 8 09813947

0,251 415 9 38746745 0,270 387 7 36693940

0,255 432 10 36693228 0,415 395 13 12898424

0,268 401 8 36694046 0,270 401 8 09814150

0,320 320 8 00060919 0,271 396 12 12639489

0,294 331 8 00146845 0,234 340 6 13467135

0,235 334 7 00152541 0,267 354 8 16481292

0,299 303 6 00390492 0,292 283 8 34595015

Hipotez 2 0,233 281 7 02378750 0,289 283 8 34595016
0,247 391 11 02581761 0,308 267 7 35323954

0,225 348 8 02661424 0,287 283 8 35324248

0,291 367 9 04025769 0,285 294 6 37464811

0,251 391 8 04728963 0,381 320 9 49453302

0,352 324 9 08378891 0,317 284 7 67740009

0,388 331 8 00146845 0,429 332 7 00205156

0,387 350 7 12581920 0,429 346 8 00078986

0,390 350 7 12632234 0,429 422 9 02255531

0,391 356 7 16482016 0,430 373 10 17076623

Hipotez 3 0,399 309 5 04663261 0,443 324 6 03115825
0,417 390 8 20029604 0,459 393 8 05297708

0,424 374 10 06189797 0,468 340 9 00313207

0,427 360 9 04103652 0,468 312 7 04593173

0,429 341 7 17071532 0,468 298 6 00482174

0,429 355 8 12794884 0,469 340 9 04525765

0,173 275 6 45961059 0,239 341 8 71285848

0,282 280 6 19847253 0,238 314 6 61721800

0,204 291 7 45961095 0,239 330 7 71286870

0,254 309 6 53502192 0,240 344 7 69529194

Hipotez 6 0,153 375 6 21715994 0,243 314 6 71285827
0,168 375 6 55308676 0,259 332 9 58245261

0,199 346 11 58429218 0,260 343 7 72098338

0,202 364 6 46793950 0,292 346 9 69537291

0,211 406 7 19715383 0,301 260 6 19847241

0,237 323 6 33082316 0,403 327 8 40508516

2.3.2.2. CyPD i¢in Bilesiklerin Taranmasi

Farmakofor modelleme sonucu elde edilen en uygun o6zelliklere sahip 4
farmakofor ZINCPharmer veri tabaninda yiiriitillecek calisma icin seg¢ilmistir.
Hipotezler ZINCPharmer veri tabanina yiiklenerek hipotezler ile eslesen ¢ok sayida
molekiil arasindan 20’ser molekiil segilerek kaydedilmistir. Molekiillerin 6zellikleri
Tablo 6’da verilmistir. ADME-Toksikoloji 06zelliklerine gore ilgili molekiiller

arasindan se¢im yapilmistir.
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Tablo 6. ZINCPharmer veri tabanindan elde edilen molekiillerin 6zellikleri (CyPD)

Farmakofor RMSD  Molekiiler RBnNds ZINC No RMSD Molekiiller RBnds ZINC No
Agirhk Agirhk

0.300 411 6 05260168 0.132 369 8 06818708

0.137 381 8 06733121  0.124 383 9 06818722

0.146 341 6 06733126  0.139 409 7 09027329

0.137 397 10 06733127  0.147 327 5 09066439

. 0.138 355 7 06733131  0.136 431 8 09599121
Hipotez 1 0.136 369 8 06733132  0.136 446 9 09599123
0.148 381 5 09166421  0.147 343 6 13552014

0.128 417 7 06733134  0.145 448 7 17046011

0.137 424 7 06733137  0.146 357 6 20151896

0.138 341 6 06818697  0.131 356 5 01228678

0.024 383 7 05333824  0.071 354 10 16000765

0.073 389 8 07979410  0.361 308 8 01496377

0.038 361 10 32675907  0.162 344 8 02488877

0.460 359 15 72474618  0.118 391 7 04979909

Hipotez 2 0.059 303 9 60353659  0.402 354 9 13207213
0.059 311 9 58180599  0.385 377 7 31766509

0.037 385 11 48401200  0.400 323 9 37868558

0.055 350 9 34865485  0.038 335 8 15778627

0.030 415 8 32682599 0.075 375 7 15317824

0.049 337 10 30007860  0.038 317 7 08339390

0.500 323 6 02157976 0.447 314 6 72229631

0.279 480 9 02701874  0.336 388 7 08670100

0.428 351 7 04906283  0.336 414 10 27756652

0.428 409 11 04906311  0.332 297 6 32541243

Hipotez 3 0.336 413 10 08584529  0.428 405 6 04906324
0.382 346 5 69776578  0.279 442 11 34932032

0.450 325 5 78619622  0.382 404 8 71281426

0.279 474 9 15229604  0.382 374 6 71283848

0.455 364 5 00801224  0.445 314 6 72229628

0.336 370 7 27756603  0.382 374 6 71287695

0.378 235 7 01686721  0.239 346 12 31820955

0.248 319 10 04721581  0.415 371 13 32931677

0.419 244 5 09603787  0.284 316 10 40162051

0.278 244 5 32674515  0.417 272 7 36719024

Hipotez 4 0.234 247 7 12406819  0.280 258 6 44514282
0.418 359 13 09950012  0.221 402 8 45946126

0.383 274 7 20729515  0.278 258 6 17322385

0.239 318 10 20736887  0.241 319 10 20737156

0.239 272 6 20745632 0.280 357 10 65010034

0.279 300 9 23228074  0.285 394 11 71812077

2.3.3. ADME-Toksikoloji Analizi Bulgulari

2.3.3.1. S1P1 icin Ligand Bilesiklerinin ADME-Toksikoloji Sonug¢lar:
Hipotez 1, 2, 3 ve 6 ile ¢akisan 80 molekiiliin ADME/toksikoloji sonuglar

Tablo 7°de ve Tablo 8’de verilmistir.
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Tablo 7. 80 bilesige ait ADME tahminlemesi (S1P1)

Bilesik  ZINC No Lipinski TPSA Consensus Biyoyararlamm Log Kp Gl
Kurallar: Ay Log Pow Skoru (cm/s)  Absorbsiyonu

1 36693346 Uygun 125.57 1.50 0.55 -6.48 Yiiksek
2 36694044 Uygun 114.80 2.37 0.55 -7.86 Diigiik
3 36693219 Uygun 114.80 2.50 0.55 -6.86 Diisiik
4 36693370 Uygun 116.15 2.18 0.55 -7.01 Diigiik
5 05240658 Uygun 125.38 0.75 0.55 -8.28 Yiiksek
6 36694045 Uygun 116.15 1.65 0.55 -7.27 Yiiksek
7 38746706 Uygun 127.27 1.38 0.55 -8.13 Diistik
8 38746745 Uygun 124.03 1.63 0.55 -7.87 Yiiksek
9 36693228 Uygun 127.27 1.38 0.55 -8.13 Diistik
10 36694046 Uygun 124.03 1.63 0.55 -7.87 Yiiksek
11 36693376 Uygun 124.03 1.95 0.55 -7.71 Diisiik
12 22835402 Uygun 114.80 221 0.55 -7.02 Yiiksek
13 22835395 Uygun 118.04 1.96 0.55 -7.28 Diisiik
14 36693225 Uygun 124.03 1.87 0.55 -7.71 Diigiik
15 36693222 Uygun 114.80 221 0.55 -7.07 Yiiksek
16 36693842 Uygun 124.03 2.28 0.55 -7.54 Diigiik
17 09813947 Uygun 114.80 2.45 0.55 -6.86 Diisiik
18 36693940 Uygun 114.80 2.45 0.55 -6.86 Diigiik
19 12898424 Uygun 114.14 2.58 0.55 -6.86 Diisiik
20 09814150 Uygun 114.80 272 0.55 -6.78 Diigiik
21 00060919 Uygun 139.06 0.60 0.56 -8.92 Yiiksek
22 00146845 Uygun 107.53 2.95 0.56 -6.33 Yiiksek
23 00152541 Uygun 118.63 0.90 0.56 -8.52 Yiiksek
24 00390492 Uygun 54.37 3.82 0.85 -5.60 Yiiksek
25 02378750 Uygun 54.37 3.61 0.85 -5.39 Yiiksek
26 02581761 Uygun 146.16 1.15 0.56 -7.44 Diisiik
27 02661424 Uygun 118.63 1.26 0.56 -8.32 Yiiksek
28 04025769 Uygun 99.77 2.20 0.55 -7.65 Yiiksek
29 04728963 Uygun 134.61 2.25 0.56 -6.92 Yiiksek
30 08378891 Uygun 80.26 3.17 0.86 -5.59 Yiiksek
31 12639489 Uygun 93.83 3.78 0.56 -5.66 Yiiksek
32 13467135 Uygun 87.05 1.94 0.56 -6.92 Yiiksek
33 16481292 Uygun 91.60 2.91 0.56 -6.03 Yiiksek
34 34595015 Uygun 57.53 331 0.85 -5.71 Yiiksek
35 34595016 Uygun 57.53 331 0.85 -5.71 Yiiksek
36 35323954 Uygun 37.30 4.23 0.85 -4.46 Yiiksek
37 35324248 Uygun 63.32 2.79 0.55 -6.51 Yiiksek
38 37464811 Uygun 109.67 0.39 0.56 -7.82 Yiiksek
39 49453302 Uygun 99.61 2.51 0.56 -6.61 Yiiksek
40 67740009 Uygun 76.49 2.23 0.56 -6.69 Yiiksek
41 02157976 Uygun 124.79 1.72 0.56 -6.98 Yiiksek
42 02701874 Uygun 110.52 1.06 0.56 -7.64 Yiiksek
43 04906283 Uygun 124.79 1.39 0.56 -7.14 Yiiksek
44 04906311 Uygun 75.63 3.07 0.56 -6.34 Yiiksek
45 08584529 Uygun 75.63 2.17 0.56 -6.72 Yiiksek
46 69776578 Uygun 124.79 3.20 0.56 -5.76 Diisiik
47 78619622 Uygun 136.27 3.43 0.56 -5.36 Diigiik
48 15229604 Uygun 169.74 -0.19 0.55 -8.65 Diisiik
49 00801224 Uygun 124.79 1.93 0.56 -7.15 Diigiik
50 27756603 Uygun 75.63 3.06 0.56 -6.17 Yiiksek
51 72229631 Uygun 75.63 2.46 0.56 -6.38 Yiiksek
52 08670100 - - - - -
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Tablo 7 (Devam). 80 bilesige ait ADME tahminlemesi (S1P1)

53 27756652 Uygun  124.79 2.03 0.56 7.15 Diisiik
54 32541243 Uygun 91.12 257 0.55 -7.38 Yiiksek
55 04906324  Uygun 69.64 1.46 0.85 -8.36 Yiiksek
56 34932032  Uygun  116.42 2.00 0.55 -7.29 Yiiksek
57 71281426  Uygun  136.27 247 0.56 7.37 Diisiik
58 71283848  Uygun 14158 2.04 0.56 -6.79 Diisiik
59 72229628  Uygun 13255 0.21 0.55 -10.03 Yiiksek
60 71287695  Uygun 69.64 1.46 0.55 -8.50 Yiiksek
61 45961059  Uygun 99.00 0.97 0.55 -7.03 Yiiksek
62 19847253 Uygun 62.12 1.65 0.55 -6.67 Yiiksek
63 45961095  Uygun  108.23 0.60 0.55 7.41 Yiiksek
64 53502192  Uygun  115.22 0.90 0.55 -7.38 Yiiksek
65 21715094  Uygun  106.94 3.12 0.55 -6.28 Yiiksek
66 55308676  Uygun  106.94 3.10 0.55 -6.56 Yiiksek
67 58429218  Uygun  102.24 1.64 0.55 -7.19 Yiiksek
68 46793950  Uygun  101.80 2.28 0.55 -6.75 Yiiksek
69 19715383  Uygun  102.24 2.19 0.55 -7.45 Yiiksek
70 33082316  Uygun 81.93 2.25 0.55 -6.62 Yiiksek
71 71285848  Uygun  107.97 2.37 0.56 -6.65 Yiiksek
72 61721800  Uygun  112.83 1.07 0.56 7.32 Yiiksek
73 71286870  Uygun  119.23 0.99 0.56 7.73 Yiiksek
74 69529194  Uygun  102.24 0.95 0.55 -8.18 Yiiksek
75 71285827  Uygun  110.00 1.35 0.56 7.22 Yiiksek
76 58245261  Uygun  104.96 1.79 0.55 7.12 Yiiksek
77 72008338  Uygun 90.52 2.25 0.55 -6.80 Yiiksek
78 69537291  Uygun  111.03 1.79 0.55 -7.06 Yiiksek
79 19847241  Uygun 62.12 161 0.55 -6.68 Yiiksek
80 40508516  Uygun 71.33 1.07 0.55 7.92 Yiiksek

Bilesiklerin tiimii Lipinski kurallarmi saglamaktadir. Hipotez 2°de g¢akisan
ZINC00390492 ve ZINC67740009 molekiilleri ve Hipotez 6’da c¢akisan
ZINC19847253 ve ZINC19847241 molekiillerinin uygun ADME/Toksisite
Ozelliklerine sahip oldugu tespit edilmistir. Merkezi sinir sistemi hastalig1 olan MS’e
yonelik calistigimizdan bu molekiiller kan-beyin bariyerini agabilmelidir, 4 molekiil
(ZINC00390492, ZINC67740009, ZINC19847253, ZINC19847241) de bu ozelligi
saglamaktadir. Consensus Log Po/w degeri lipofilik davranigi temsil eder ve degerin
5’ten kiiclik olmas1 beklenir. Consensus LogPo/w degeri ZINC00390492 i¢in 3.82,
ZINC67740009 i¢in 2.23, ZINC19847253 i¢in 1.65 ve ZINC19847241 i¢in 1.61 dir,
bu degerler beklenen araliktadir. Molekiillerin 0.1’den yiiksek biyoyararlanim
skoruna sahip olmasi1 gerekir, bu dort molekiil de 0.55’ten yiiksek biyoyararlanim
skoruna sahiptir. TPSA degerinin 30’dan kiiclik olmasi beklenir. Bu deger
ZINC00390492 molekilinde 54.37, ZINC67740009 molekiilinde 76.49,
ZINC19847253 ve ZINC19847241 molekiillerinde 62.12°dir. Molekiiller yiiksek
gastrointestinal  absorbsiyon (GI) 06zelligine sahiptir. ZINC19847253  ve
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ZINC19847241 P-glikoprotein substrat (P-gp) ozelligine sahiptir, bu, proteinlere
tutunarak gastrointestinal sistemde absorbsiyonlarinin diismesine yol agabilmektedir;
ZINC00390492 ve ZINC67740009 P-gp 6zelligine sahip degildir. Sitokrom P (CYP)
enzimleri karaciger fonksiyonlar1 iizerinde etkilidir, inhibe olmamalar1 gerekir.
CYP2D6, cogunlukla ilaglarin metabolizmasindan ve eliminasyonundan sorumludur,

secili dort molekiil de CYP2D6 enzimini inhibe etmemektedir.

Tablo 8. Bilesiklerin toksikoloji 6zellikleri (S1P1)

Bilesik KBB P-gp CYP1A2 CYP2C19 CYP2C9 CYP2D6 CYP3A4
Gegebilme Substrat  inhibitérii Inhibitorii Inhibitérii Inhibitorii  Inhibitorii
Ozellik
1 Hayir Evet Hayir Evet Evet Hayir Evet
2 Hayir Evet Evet Evet Evet Hayir Evet
3 Hayir Evet Hayir Evet Evet Hayir Evet
4 Hayir Evet Hayir Hayir Evet Hayir Evet
5 Hayir Evet Evet Hay1r Hayir Hayir Hayir
6 Hayir Evet Hayir Hay1r Evet Hayir Hayir
7 Hayir Evet Hayir Evet Evet Hayir Evet
8 Hayir Evet Evet Evet Evet Hayir Evet
9 Hayir Evet Evet Evet Evet Hayir Evet
10 Hayir Evet Evet Evet Evet Hayir Evet
11 Hayir Evet Evet Evet Evet Hayir Evet
12 Hayir Evet Hayir Evet Evet Hayir Evet
13 Hayir Evet Hayir Evet Evet Hayir Evet
14 Hay1r Evet Evet Evet Evet Hayir Evet
15 Hayir Evet Evet Evet Evet Hayir Evet
16 Hayir Evet Evet Evet Evet Hayir Evet
17 Hayir Evet Hayir Evet Evet Hayir Evet
18 Hayir Evet Hayir Evet Evet Hayir Evet
19 Hayir Evet Hayir Evet Evet Hayir Evet
20 Hayir Evet Hayir Evet Evet Hayir Evet
21 Hayir Evet Hayir Hayir Hayir Hayir Hayir
22 Hay1r Hayir Evet Evet Evet Hay1t Evet
23 Hay1r Hay1r Hayir Hay1r Hayir Hayir Hayr
24 Evet Hayir Evet Evet Hayir Hayir Evet
25 Evet Hayir Evet Evet Hay1r Evet Hayr
26 Hay1r Evet Hayir Evet Hayir Hayir Hayr
27 Hayir Hayir Hayir Hayir Hayir Hayir Hayir
28 Hayir Evet Hayir Hay1r Hay1r Hayir Hayir
29 Hayir Hayir Evet Hay1r Hay1r Hayir Hayir
30 Hayir Hayir Evet Evet Hay1r Evet Hayir
31 Hayir Hayir Evet Evet Evet Hayir Evet
32 Hayir Evet Hayir Hay1r Hay1r Hayir Hayir
33 Hayir Hayir Evet Evet Evet Evet Evet
34 Evet Hayir Hayir Hayir Hayir Evet Hayir
35 Evet Hayir Hayir Hayir Hayir Evet Hayir
36 Evet Hayir Evet Evet Hayir Evet Hayir
37 Evet Evet Hayir Hay1r Hay1r Evet Evet
38 Hayir Hayir Hayir Hayir Hayir Hayir Hayir
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Tablo 8 (Devam). Bilesiklerin toksikoloji 6zellikleri (S1P1)

39 Hayir Hayir Hayir Evet Hayir Hayir Evet
40 Evet Hayir Evet Hay1r Hayir Hayir Hayir
41 Hayir Evet Evet Hayir Evet Hayir Hayir
42 Hayir Evet Evet Evet Evet Hayir Evet
43 Hayir Evet Hayir Hay1r Hayir Hayir Hayir
44 Evet Evet Evet Evet Hayir Evet Evet
45 Hayir Evet Evet Evet Evet Hayir Hayir
46 Hayir Evet Evet Evet Evet Hayir Evet
47 Hayir Evet Hayir Hayir Evet Hayir Hayir
48 Hayir Evet Hayir Hay1r Hayir Hayir Hayir
49 Hayir Evet Evet Evet Evet Hayir Hayir
50 Evet Evet Evet Evet Hay1r Evet Evet
51 Hayir Evet Hayir Hay1r Hayir Hayir Hayir
52 - - - - - -

53 Hayir Evet Evet Evet Evet Hayir Evet
54 Hayir Evet Evet Hayir Evet Evet Hayir
55 Hayir Evet Hayir Evet Evet Evet Hayir
56 Hayir Evet Hayir Evet Evet Hayir Hayir
57 Hayir Evet Hayir Hayir Hayir Hayir Hayir
58 Hayir Evet Evet Evet Evet Hayir Evet
59 Hayir Hayir Hayir Hayir Hayir Hayir Hayir
60 Evet Evet Evet Evet Evet Evet Evet
61 Hayir Hayir Hayir Hayir Hayir Hayir Hayir
62 Evet Hayir Evet Hayir Hayr Hayir Hayir
63 Hayir Hayir Hayir Hay1r Hayir Hayir Hayir
64 Hayir Hayir Hayir Hayir Hayir Hayir Hayir
65 Hayir Hayir Evet Evet Evet Hayir Evet
66 Hayir Hayir Evet Evet Evet Hayir Evet
67 Hayir Evet Hayir Hayir Hayir Hayir Hayir
68 Hay1r Hayir Hayir Evet Evet Hayir Evet
69 Hayir Evet Hayir Hayir Evet Hayir Evet
70 Hayir Hayir Evet Evet Evet Hayir Hayir
71 Hayir Evet Hayir Hay1r Hay1r Hayir Hayir
72 Hayir Hayir Hayir Hayir Hayir Hayir Hayir
73 Hayir Evet Hayir Hay1r Hay1r Hayir Hayir
74 Hayir Evet Hayir Hayir Hayir Hayir Hayir
75 Hayir Hayir Hayir Hayir Hayir Hayir Hayir
76 Hayir Evet Hayir Hayir Hayir Hayir Hayir
77 Hayir Hayir Evet Evet Hayir Hayir Hayir
78 Hayir Evet Hayir Hayir Hayir Hayir Evet
79 Evet Hayir Evet Hayir Hayir Hayir Hayir
80 Hayir Hayir Hayir Hayir Hayir Hayir Hayir

Tim ozellikler degerlendirildiginde ZINC00390492, ZINC67740009,
ZINC19847253 ve ZINC19847241 molekiilleri molekiiler doking caligmalari icin

secilmistir.

2.3.3.2. CyPD i¢in Ligand Bilesiklerinin ADME-Toksikoloji Sonuclari
Hipotez 1, 2, 3 ve 4 ile cakisan 80 molekiil icin ADME/toksikoloji sonuglar1
Tablo 9°da ve Tablo 10’da verilmistir.
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Tablo 9. 80 bilesige ait ADME tahminlemesi (CyPD)

Bilesik  ZINC No Lipinski TPSA Consensus  Biyoyararlamm  Log Kp Gl
Kurallan (A?) Log (Pomw) Skoru (cm/s) Absorbsiyonu

1 05260168 Uygun 124.33 177 0.55 -7.64 Yiiksek
2 06733121 Uygun 109.74 2.81 0.55 -6.60 Yiiksek
3 06733126 Uygun 109.74 1.94 0.55 -7.33 Yiiksek
4 06733127 Uygun 109.74 3.36 0.55 -6.27 Yiiksek
5 06733131 Uygun 109.74 2.31 0.55 -6.98 Yiiksek
6 06733132 Uygun 109.74 2.65 0.55 -6.74 Yiiksek
7 09166421 Uygun 109.74 2.33 0.55 -7.12 Yiiksek
8 06733134 Uygun 109.74 3.48 0.55 -6.18 Yiiksek
9 06733137 Uygun 109.74 371 0.55 -6.03 Yiiksek
10 06818697 Uygun 120.60 2.20 0.55 -6.94 Yiiksek
11 06818708 Uygun 98.88 2.39 0.55 -6.86 Yiiksek
12 06818722 Uygun 98.88 2.76 0.55 -6.68 Yiiksek
13 09027329 Uygun 109.74 3.07 0.55 -6.52 Yiiksek
14 09066439 Uygun 109.74 1.58 0.55 -7.58 Yiiksek
15 09599121 Uygun 109.74 3.58 0.55 -6.31 Yiiksek
16 09599123 Uygun 109.74 3.88 0.55 -6.06 Yiiksek
17 13552014 Uygun 118.97 0.96 0.55 -8.42 Yiiksek
18 17046011 Uygun 135.62 2.96 0.55 -6.61 Diigiik
19 20151896 Uygun 135.62 2.96 0.55 -6.61 Diisiik
20 01228678 Uygun 136.18 0.31 0.56 -8.93 Yiiksek
21 05333824 Uygun 68.85 3.04 0.55 -5.73 Yiiksek
22 07979410 Uygun 64.55 2.95 0.55 -6.45 Yiiksek
23 32675907 Uygun 55.32 351 0.55 -5.86 Yiiksek
24 72474618 Uygun 59.31 2.54 0.55 -6.51 Yiiksek
25 60353659 Uygun 55.32 2.60 0.55 -6.45 Yiiksek
26 58180599 Uygun 55.32 2.69 0.55 -6.30 Yiiksek
27 48401200 Uygun 85.53 3.09 0.55 -6.93 Yiiksek
28 34865485 Uygun 98.41 1.69 0.55 -7.46 Yiiksek
29 32682599 Uygun 95.33 3.56 0.55 -6.15 Yiiksek
30 30007860 Uygun 50.28 3.14 0.55 -5.90 Yiiksek
31 16000765 Uygun 87.22 3.96 0.55 -5.35 Yiiksek
32 01496377 Uygun 64.55 2.63 0.55 -5.81 Yiiksek
33 02488877 Uygun 93.51 2.90 0.55 -6.33 Yiiksek
34 04979909 Uygun 84.28 3.75 0.55 -6.00 Yiiksek
35 13207213 Uygun 64.28 3.70 0.55 -5.83 Yiiksek
36 31766509 Uygun 108.86 3.45 0.55 -5.78 Yiiksek
37 37868558 Uygun 71.76 2.55 0.55 -5.69 Yiiksek
38 15778627 Uygun 75.55 2.17 0.55 -6.76 Yiiksek
39 15317824 Uygun 64.55 2.62 0.55 -6.64 Yiiksek
40 08339390 Uygun 46.09 3.26 0.55 -5.83 Yiiksek
41 02157976 Uygun 137.39 1.72 0.55 -7.10 Yiiksek
42 02701874 Uygun 150.27 2.71 0.55 -7.26 Diisiik
43 04906283 Uygun 89.48 2.19 0.55 -7.02 Yiiksek
44 04906311 Uygun 98.71 2.57 0.55 -7.23 Yiiksek
45 08584529 Uygun 133.95 3.16 0.56 -6.52 Disiik
46 69776578 Uygun 88.49 2.52 0.55 -6.78 Yiiksek
47 78619622 Uygun 71.01 2.08 0.55 -6.94 Yiiksek
48 15229604 Uygun 122.03 2.63 0.55 -7.23 Yiiksek
49 00801224 Uygun 96.12 2.98 0.55 -6.39 Yiiksek
50 27756603 Uygun 133.95 2.21 0.56 -7.07 Yiiksek
51 72229631 Uygun 88.05 3.32 0.55 -5.59 Yiiksek
52 08670100 Uygun 130.86 2.46 0.55 -7.22 Yiiksek
53 27756652 Uygun 140.09 2.48 0.55 -7.21 Diisiik
54 32541243 Uygun 97.56 2.15 0.55 -6.67 Yiiksek
55 04906324 Uygun 89.48 3.07 0.55 -6.46 Yiiksek
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Tablo 9 (Devam). 80 bilesige ait ADME tahminlemesi (CyPD)

56 34932032 Uygun 133.95 2.55 0.56 -6.89 Yiiksek
57 71281426 Uygun 98.36 2.95 0.55 -6.74 Yiiksek
58 71283848 Uygun 89.13 2.97 0.55 -6.53 Yiiksek
59 72229628 Uygun 88.05 3.35 0.55 -5.74 Yiiksek
60 71287695 Uygun 89.13 2.98 0.55 -6.53 Yiiksek
61 01686721 Uygun 91.40 0.12 0.55 -7.89 Yiiksek
62 04721581 Uygun 80.49 2.08 0.55 -6.72 Yiiksek
63 09603787 Uygun 59.81 2.08 0.55 -5.92 Yiiksek
64 32674515 Uygun 59.81 2.14 0.55 -5.77 Yiiksek
65 12406819 Uygun 91.24 1.54 0.55 -6.54 Yiiksek
66 09950012 Uygun 63.05 3.42 0.55 -5.44 Yiiksek
67 20729515 Uygun 71.26 1.95 0.55 -6.31 Yiiksek
68 20736887 Uygun 75.70 0.70 0.55 -6.87 Yiiksek
69 20745632 Uygun 71.26 1.85 0.55 -6.41 Yiiksek
70 23228074 Uygun 59.81 3.29 0.55 -4.92 Yiiksek
71 31820955 Uygun 75.70 141 0.55 -6.52 Yiiksek
72 32931677 Uygun 80.12 3.09 0.55 -5.80 Yiiksek
73 40162051 Uygun 64.25 1.46 0.55 -5.99 Yiiksek
74 36719024 Uygun 59.81 2.74 0.55 -5.53 Yiiksek
75 44514282 Uygun 59.81 2.38 0.55 -5.73 Yiiksek
76 45946126 Uygun 124.91 2.12 0.55 -6.90 Yiiksek
77 17322385 Uygun 59.81 2.53 0.55 -5.53 Yiiksek
78 20737156 Uygun 97.48 2.04 0.55 -6.74 Yiiksek
79 65010034 Uygun 84.40 3.04 0.55 -6.10 Yiiksek
80 71812077 Uygun 72.28 3.11 0.55 -6.02 Yiiksek

Hipotez 2 ile gakisan ZINC72474618, ZINC60353659 ve ZINC01496377
molekiilleri ile Hipotez 4 ile c¢akisan ZINC09603787, ZINC32674515,
ZINC09950012, ZINC23228074, ZINC36719024, ZINC44514282  ve
ZINC17322385 molekiillerinin uygun ADME/toksisite sartlarii = sagladig
belirlenmistir. Molekiillerin timii Lipinski kurallarin1 saglamaktadir. Bu 10 ligand
molekiiliin hepsi kan beyin bariyerini ge¢ebilmektedir. Consensus LogPow degerleri
ZINC2474618 icin 2.54, ZINC60353659 icin 2.60, ZINCO01496377 icin 2.63,
ZINC09603787 icin 2.08, ZINC32674515 i¢in 2.14, ZINC09950012 icin 3.42,
ZINC23228074 icin 3.29, ZINC36719024 i¢in 2.74, ZINC44514282 icin 2.38,
ZINC17322385 i¢in 2.53’tiir. Bu on molekiiliin tiimiiniin biyoyararlanim skoru 0.55
degerindedir. Bu molekiillerin TPSA degerleri; ZINC72474618 i¢in 59.31,
ZINC60353659 ic¢in 55.32, ZINCO01496377 igin 64.55, ZINC09603787 ve
ZINC32674515 igin 59.81, ZINC09950012 i¢in 63.05, ZINC23228074,
ZINC36719024, ZINC44514282 ve ZINC17322385 molekiilleri i¢in 59.81°dir. Tiim
molekiillerin gastrointestinal absorbsiyonlar1 (GI) yiiksektir. 10 molekiiliin hi¢biri P-
glikoprotein substrat (P-gp) o6zelligine sahip degildir. ZINC72474618 ve
ZINC09603787 molekilleri birer tane CYP enzimini, ZINC60353659,
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ZINC32674515, ZINC09950012, ZINC44514282 molekiilleri ikiser tane CYP
enzimini, ZINC01496377, ZINC23228074, ZINC36719024, ZINC17322385
molekiilleri iiger tane CYP enzimini inhibe etmektedir. Molekiillerin hi¢gbiri CYP2D6
enzimini inhibe etmemektedir. Bu Ozellikler dikkate alinarak ZINC72474618,
ZINC60353659, ZINC01496377, ZINC09603787, ZINC32674515, ZINC09950012,
ZINC23228074, ZINC36719024, ZINC44514282 ve ZINC17322385 molekiilleri

molekiiler doking calismalari i¢in secilmistir.

Tablo 10. Bilesiklerin toksikoloji 6zellikleri (CyPD)

Bilesik KBB P-gp CYP1A2 CYP2C19 CYP2C9 CYP2D6 CYP3A4
Gegebilme Substrat Inhibitorii inhibitorii inhibitorii inhibitorii  inhibitorii
Ozellik

1 Hayir Hayir Hayir Hayir Evet Hayir Hayr
2 Hayir Hayir Evet Evet Evet Hayir Evet
3 Hayir Hayir Hayir Hayir Hayir Hayir Hayir
4 Hayir Hayir Hayir Evet Evet Hayir Evet
5 Hayir Hayir Hayir Hayir Hayir Hayir Evet
6 Hayir Hayir Hayir Hayir Evet Hayir Evet
7 Hayir Hayir Evet Hayir Hayir Hayir Hayr
8 Hayir Hayir Hayir Evet Evet Hayir Evet
9 Hayir Evet Hayir Evet Evet Evet Evet
10 Hayir Hayir Evet Hayir Hayir Hayir Hayir
11 Hayir Hayir Hayir Hayir Evet Hayir Evet
12 Hayir Hayir Hayir Evet Evet Hayir Evet
13 Hayir Evet Evet Hayir Evet Hayir Evet
14 Hayir Hayir Hayr Hayr Hayir Hayir Hayr
15 Hayir Hayir Hayir Evet Evet Hayir Evet
16 Hayir Evet Hayir Evet Evet Evet Evet
17 Hayir Hayir Hayir Hayir Hayir Hayir Hayir
18 Hayir Hayir Evet Hayr Evet Hayir Evet
19 Hayir Hayir Evet Hayir Evet Hayir Evet
20 Hayir Hayir Hayir Hayr Hayir Hayir Hayr
21 Evet Evet Hayir Evet Evet Hayir Hayir
22 Evet Evet Hayir Evet Evet Evet Evet
23 Evet Hayir Evet Evet Evet Evet Evet
24 Evet Hayir Hayir Evet Hayir Hayir Hayr
25 Evet Hayir Evet Evet Hayir Hayir Hayir
26 Evet Hayir Hayir Evet Evet Evet Evet
27 Hayir Hayir Hayir Evet Evet Hayir Evet
28 Hayir Evet Hayir Hayir Evet Evet Evet
29 Hayir Hayir Evet Evet Evet Hayir Evet
30 Evet Hayir Evet Evet Evet Evet Evet
31 Hayir Hayir Evet Evet Evet Hayir Evet
32 Evet Hayir Evet Evet Evet Hayir Hayir
33 Hayir Hayir Evet Evet Evet Hayir Evet
34 Hayir Hayir Hayir Evet Evet Evet Evet
35 Evet Evet Evet Evet Evet Evet Hayir
36 Hay1r Hayir Hay1r Evet Evet Evet Evet
37 Evet Hayir Evet Evet Evet Evet Evet
38 Evet Hayir Evet Evet Evet Evet Evet
39 Evet Evet Evet Evet Evet Evet Evet
40 Evet Hayir Evet Evet Evet Evet Evet
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Tablo 10 (Devam). Bilesiklerin toksikoloji dzellikleri (CyPD)

41 Hayir Evet Hayr Hayr Hayir Hayir Hayir
42 Hayir Evet Hayir Hayr Hayir Hayir Evet
43 Hayir Evet Evet Hayr Evet Hayir Hayir
44 Hayir Evet Hayir Evet Evet Hayir Evet
45 Hayir Hayir Hayr Evet Evet Hayir Evet
46 Hayir Evet Evet Hayir Evet Evet Evet
47 Evet Evet Hayr Hayr Hayir Evet Evet
48 Hayir Evet Hayir Hayir Hayir Hayir Evet
49 Hayir Hayir Evet Evet Evet Evet Evet
50 Hayir Hayir Hayir Hayir Evet Hayir Evet
51 Hayir Hayir Evet Evet Evet Hayir Hayir
52 Hayir Hayir Hayir Hayir Hayir Hayir Evet
53 Hayir Evet Hayir Hayir Evet Hayir Evet
54 Hayir Hayir Evet Hayir Hayir Hayir Evet
55 Hayir Evet Hayir Evet Evet Hayir Evet
56 Hayir Hayir Hayir Hayir Evet Hayir Evet
57 Hayir Evet Evet Evet Evet Evet Evet
58 Hayir Evet Evet Evet Evet Evet Evet
59 Hayir Hayir Evet Evet Evet Hayir Evet
60 Hayir Evet Evet Evet Evet Evet Evet
61 Hayir Hayir Hayir Hayir Hayir Hayir Hayir
61 Hayir Hayir Evet Hayir Hayir Hayir Hayir
63 Evet Hayir Evet Hayir Hayir Hayir Hayir
64 Evet Hayir Evet Evet Hayir Hayir Hayir
65 Hayir Hayir Evet Hayir Hayir Hayir Hayr
66 Evet Hayir Hayir Evet Hayir Hayir Evet
67 Evet Hayir Evet Hayir Hayir Hayir Hayir
68 Hayir Evet Hayir Hayir Hayir Hayir Hayir
69 Evet Hayir Evet Hayir Hayir Hayir Hayir
70 Evet Hayir Evet Evet Evet Hayir Hayir
71 Hayir Hayir Hayir Hayir Hayir Hayir Hayir
72 Hayir Hayir Hayir Evet Evet Hayir Evet
73 Hayir Hayir Hayir Hayir Hayir Hayir Hayir
74 Evet Hayir Evet Evet Evet Hayir Hayr
75 Evet Hayir Evet Evet Hayir Hayir Hayir
76 Hayir Hayir Evet Hayr Hayir Hayir Evet
77 Evet Hayir Evet Evet Evet Hayir Hayir
78 Hayir Evet Evet Hayr Hayir Hayir Hayir
79 Hayir Hayir Evet Evet Evet Evet Evet
80 Evet Hayir Evet Evet Evet Evet Evet

2.3.4. Molekiiler Doking Calismasi Bulgulari

ADME/ Toksikoloji sonucuna gore secgilen tiim molekiiller (Tablo 11 ve
Tablo 12) ile 3V2Y ve 2Z6W reseptorlerinin baglanma afinitesi degerleri Tablo 13’te
gosterilmistir. Tim ligandlarin RMSD degerleri ve baglanma afiniteleri incelenerek
Tablo 13°te verilen modlar igin baglanma profillerinin incelenmesine karar

verilmistir.
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Tablo 11. S1P1 igin segilen modiilator molekiiller

Bilesik IUPAC Ad1 3 Boyutlu Yap1

ZINC00390492 3-[(2S)-1-[1-[4-
(difluoromethoxy)phen
yl]-2,5-dimethylpyrrol-
3-yl]-1-oxopropan-2-yl]
sulfanylpropanoic acid

ZINC67740009 4-[4-(2-
methoxypyridin-3-

yl)phenyl]-4-
oxobutanoic acid

ZINC19847253  N-(3-cyanophenyl)-3-
ethoxypropanamide

ZINC19847241  N-(3-cyanophenyl)-4-
methoxybutanamide
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Tablo 12. CyPD igin segilen inhibitér molekiiller

Bilesik

IUPAC Ad1

3 Boyutlu (3D) Yapi

ZINC72474618

ZINC60353659

ZINC01496377

ZINC09603787

ZINC32674515

N,N,N'-trimethyl-N'-[2-
[6-(4-methylpyrazol-1-
yl)pyrimidin-4-
ylJoxyhex-5-
enyl]ethane-1,2-
diamine

N-(3-fluoro-4-
methoxyphenyl)-5-
methyl-N-propan-2-

ylpyrazine-2-

carboxamide

Methyl 2-[4-chloro-6-
(dimethylamino)pyrimi
din-2-ylJoxybenzoate

2-(2,4-
dimethylphenyl)-N,5-
dimethyltriazole-4-
carboxamide

N-butan-2-yl-2-
phenyltriazole-4-
carboxamide
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Tablo 12 (Devam). CyPD i¢in segilen inhibitor molekiiller

ZINC09950012 2-(2,4-
dimethylphenyl)-N-[2-
[di(propan-2-
yl)amino]ethyl]-5-
methyltriazole-4-
carboxamide

ZINC23228074  N-(6-methylheptan-2-
yl)-2-phenyltriazole-4-
carboxamide

ZINC36719024 5-methyl-N-(2-
methylbutan-2-yl)-2-
phenyltriazole-4-
carboxamide

ZINC44514282 N-(2-methylbutan-2-
yl)-2-phenyltriazole-4-
carboxamide

ZINC17322385 N-pentyl-2-
phenyltriazole-4-
carboxamide
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Tablo 13. Reseptorler ve segili ligandlarin baglanma afiniteleri

Bilesik S1P1 ile doking CyPD ile doking
Bagla  Baglanma En iyi moddan Baglanma Baglanma En iyi moddan
nma Afinitesi uzaklik (A) Modu Afinitesi uzakhik
Modu  (kcal/mol)
RMSDIlb. RMS RMSD RMSD
Dlb. l.b. .b.
1 -6.9 0.000 0.000 1 -6.9 0.000 0.000
ZINC7247 2 6.8 3.535 7.466 2 -6.7 1.603 2.669
4618
4 -6.5 1.745 2.175 3 -6.6 1.457 1.893
1 7.3 0.000 0.000 1 -7.6 0.000 0.000
ZINC6035
3659 2 7.1 3.932 5.944 3 -7.0 2.850 3.828
4 -6.8 5.126 6.762 4 -7.0 3.637 5.222
1 75 0.000 0.000 1 7.2 0.000 0.000
ZINC0149
6377 2 7.2 1525 2.743 2 -6.8 2.980 4.255
9 6.1 1.734 3.111 5 -6.6 1.552 3.293
1 7.2 0.000 0.000 1 -7.6 0.000 0.000
ZINC0960
3787 2 7.1 3.858 5.753 3 -7.3 0.943 1.872
3 7.1 2.207 3.942 8 -6.6 1.823 2.455
1 7.8 0.000 0.000 1 -7.0 0.000 0.000
ZINC3267
4515 2 74 1.453 1.890 3 -7.0 1.848 6.906
4 7.3 1.395 6.433 6 -6.6 1.922 6.578
1 7.3 0.000 0.000 1 74 0.000 0.000
ZINC0995
0012 3 7.2 1.925 2.986 2 -7.3 2.430 7.095
4 --6.9 3.263 5.158 3 -6.8 1.405 2.005
1 7.8 0.000 0.000 1 -8.0 0.000 0.000
ZINC2322
8074 2 -7.6 1.724 2.344 3 -7.4 1.406 8.828
4 7.6 1.471 8.111 6 -6.7 1.147 2.053
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Tablo 13 (Devam). Reseptorler ve segili ligandlarin baglanma afiniteleri

1 7.8 0.000 0.000 1 -7.0 0.000 0.000
ZINC3671 4 74 1.642 7.049 4 -6.8 1.676 7.127
9024
5 7.3 1.782 7.307 5 -6.8 0.444 1.503
1 7.8 0.000 0.000 1 7.2 0.000 0.000
ZINC4451
4282 6 -6.8 1.826 7.149 2 71 0.405 1.812
9 6.7 1.532 1.972 3 -7.0 1.343 1.677
1 7.7 0.000 0.000 1 74 0.000 0.000
ZINC1732
2385 2 -75 0.499 1.275 2 7.4 1.320 7.812
6 6.8 1.560 7.497 6 -6.7 5.198 6.783
_ . 1 71 0.000 0.000
Siklosporin
A 2 -6.9 0.827 1.354
4 -6.8 2.131 3.434
1 -8.6 0.000 0.000 1 -8.0 0.000 0.000
ZINC0039
0492 8 -7.6 1.598 2.219 2 -8.0 1.045 1.504
12 71 0.942 1.440 4 -7.8 1.690 2.022
1 7.6 0.000 0.000 1 7.7 0.000 0.000
ZINC6774
0009 3 -6.9 3.736 8.231 2 7.4 1.326 2.119
4 -6.9 1.607 2.225 3 -7.2 1.841 2.390
1 6.3 0.000 0.000 1 -7.0 0.000 0.000
ZINC1984
7253 3 6.3 3.388 4.842 2 -6.5 1.565 2.266
6 6.2 1.820 2.904 3 -6.5 2.272 3.004
1 -6.8 0.000 0.000 1 -6.9 0.000 0.000
ZINC1984
7241 5 6.4 2.963 6.766 2 -6.7 2.068 2.402
6 6.2 3.046 5.224 3 -6.5 1.916 2.486
1 -84 0.000 0.000
ML5
2 -8.2 2.203 2.657
5 7.3 2.777 4.994
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2.3.4.1. S1P1 ile Molekiiler Doking Sonuclar:

SI1P1 (3V2Y) ile ZINC00390492 bilesiginin ilk baglanma modunun -8.6
kcal/mol oldugu belirlenmistir. ZINC67740009, ZINC19847253, ZINC19847241
molekiillerinin en yiiksek baglanma skorlar1 sirasiyla -7.6, -6.3, -6.8 kcal/mol olarak
hesaplanmistir. Baglanma afiniteleri incelendiginde o6zellikle ZINC00390492
bilesiginin sfingozin 1-fosfat reseptoriiniin literatiirdeki (Hanson ve diger., 2012)
orijinal ligandindan (MLS5) (-8.4 kcal/mol) daha yiiksek bir skor verdigi
gorilmektedir. Tablo 13’te baglanma skorlar1 verilen ligandlarin baglanma

ozellikleri Sekil 6’da gdsterilmistir.
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Sekil 6. ZINC00390492 (a), ZINC67740009 (b), ZINC19847253 (c ),
ZINC19847241 (d) bilesiklerinin S1P1 ile baglanma profilleri

ZINC00390492 molekiiliiniin reseptor ile etkilesimleri Discovery Studio
Visualizer programinda incelendiginde; molekiiliin Lys34 ve Argl20 aminoasit
rezidiileriyle konvansiyonel hidrojen bagi, Leu297 ile pi-sigma etkilesimi, Met124 ve
Glul21 ile halojen etkilesimi, Leul95 ile pi-anyon etkilesimi, Pro196 ile karbon
hidrojen bag1 yaptigi goriilmektedir (Sekil 6-a). ZINC67740009 molekiilii

incelendiginde ise Tyr29 ve Argl20 rezidiileriyle konvansiyonel hidrojen bagi,
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Leu297 ile karbon hidrojen bagi, Leul95 ile pi-alkil etkilesimi, Glul21 ile pi-anyon
etkilesimi, Metl124, Trp269, Ala300 ve Val301 ile pi-sigma etkilesimi, yaptig
goriilmektedir (Sekil 6-b). ZINC19847253 molekiilii ise Leul95 ile pi-alkil
etkilesimi, Leu297 ile karbon hidrojen bagi, Leu272 ve Leu276 ile pi-sigma
etkilesimi yapmaktadir (Sekil 6-c). Son olarak ZINC19847241 molekiiliiniin ise
Asnl101 ile konvensiyonel hidrojen bagi, Thr207 ile karbon hidrojen bagi, Phe273 ve
Leu297 ile pi-sigma etkilesimi Met124 ve Ala300 ile pi-alkil etkilesimi yaptigi
goriilmektedir (Sekil 6-d).

2.3.4.2. CyPD ile Molekiiler Doking Sonuclari

CyPD (2Z6W) reseptor proteinin orijinal ligandi CsA ile ilk baglanma modu -
7.1 kcal/mol olarak hesaplanmistir. Ligandlarin ilk baglanma modlar;
ZINC72474618 igin -6.9, ZINC60353659 i¢in -7.6, ZINCO01496377 i¢in -7.2,
ZINC09603787 igin -7.6, ZINC32674515 igin -7.0, ZINC09950012 ig¢in -7.4,
ZINC23228074 i¢in -8.0, ZINC36719024 icin -7.0, ZINC44514282 icin -7.2 ve
ZINC17322385 ig¢in -7.4 kcal/mol olarak hesaplanmigtir. Bu ligandlardan
ZINC60353659, ZINC01496377, ZINC09603787, ZINC09950012, ZINC23228074,
ZINC44514282 ve ZINC17322385 molekiillerinin baglanma afinitelerinin orijinal
antagonistten daha iyi oldugu ve ZINC23228074 molekiiliiniin baglanma afinitesinin
—8.0 kcal/mol ile en 1yi skor oldugu goriilmektedir. Bu ligandlarin en 1y1 3 baglanma
modundaki RMSD degerlerine bakildiginda; ZINC09603787, ZINC36719024,
ZINC23228074 ve ZINC44514282 molekiillerinin 2°den kiiciik RMSD degerlerinin
cogunlukta oldugu goriilmektedir. Tablo 13’te baglanma skorlar1 verilen ligandlara

ait baglanma profilleri Sekil 7°de verilmistir.

43



- Conventional Hydrogen Bond
I:I Carbon Hydrogen Bond
I:I Pi-Donor Hydrogen Bond

GLN
; ALA
LECE B-101
ALA
B-103
o
GLN
J\ B:111
N N
| )
</
T~

[ Ak
|:| Pi-Alkyl

Cc LEU
BE:122 HIS
B:126
TRP y ”
B:121 — {
) \
o B —1  —}
N 4 \ /
\'.. \
/ /’----‘:\‘\
PHF D Al
B:60 N __;/ B:113
ALA
MLT B:101
R:61 ARG
E:55
D Carbon [lydroger Dond D FiFf Sacked
I:l “i-iZaT0n l:l M+ 1-snaoed
|:| >i-Sulfur :| Fi-tlkyl

TRP

12l
FrE
E:&C LEU
Bliz
ANE
855 4
1
A
G
N

I:I van der Waals
|:| Halogen (Fluarine)
|:| Amice-P Stacked

PRO
B-105
GLY
R10d

ASIM
EAE

11z
B1E

- Corventional Hydrogen Band

[ Amide-i Stacked

o
B0

L
B.AiS

i Py
Tl E 108
N

|:| Alleyl
[ Pialkot

Sekil 7. ZINC72474618 (a), ZINC60353659 (b), ZINC01496377 (c ),
ZINC09603787 (d), ZINC32674515 (e), ZINC23228074 (f), ZINC36719024 (g),
ZINC44514282 (h), ZINC17322385 (i) bilesiklerinin CyPD ile baglanma profilleri
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Sekil 7 (Devam). ZINC72474618 (a), ZINC60353659 (b), ZINC01496377 (c),
ZINC09603787 (d), ZINC32674515 (e), ZINC23228074 (f), ZINC36719024 (g),
ZINC44514282 (h), ZINC17322385 (i) bilesiklerinin CyPD ile baglanma profilleri
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Discovery Studio Visualizer programinda reseptdr protein CyPD ile
ZINC72474618 molekiiliiniin etkilesimleri incelendiginde molekiiliin Arg55 ile
konvensiyonel hidrojen bagi etkilesimi, Alal01 ve Alal03 ile pi-alkil etkilesimi,
Asn102 ve His126 ile karbon hidrojen bagi etkilesimi, GIn63 ve GInl11 ile pi-donor
hidrojen bagi etkilesimi, Phe60, Phell3 ve Leul22 ile alkil etkilesimi yaptigi
goriilmektedir. ZINC60353659 molekiiliiniin etkilesimleri incelendiginde; Phe60 ile
alkil etkilesimi, Leul22 ile pi-alkil etkilesimi, Prol05 ve Lys125 ile halojen
etkilesimi, GIn104 ile amid-pi kiime etkilesimi, Arg55, Asnl102, Alal03, Trpl121 ve
His126 aminoasit rezidiileriyle Van der Waals etkilesimi yaptigi goriilmektedir.
ZINCO01496377 molekiilii ise Phe60, Alal0l ve Leul22 ile pi-alkil etkilesimi,
His126 ile karbon hidrojen bagi, Arg55 ile pi-katyon etkilesimi, Met61 ile pi-siilfiir
etkilesimi, Phel13 ile pi-pi kiime etkilesimi, Trp121 ile pi-pi T-shaped etkilesimi
yapmaktadir. ZINC09603787 molekiiliiniin His126 ile konvensiyonel hidrojen bagi
etkilesimi, Pro125 ile alkil etkilesimi, Lys125 ile pi-alkil etkilesimi, GIn104 ile amid-
pi kiime etkilesimi yaptig1 goriilmektedir. ZINC32674515 molekiilii incelendiginde
Met51 ve Alal01 ile alkil etkilesimi, Trp121 ve Lys125 ile pi-alkil etkilesimi, Arg55
ile pi-katyon etkilesimi, His126 ile konvensiyonel hidrojen bag: etkilesimi, Phel13
ile pi-pi kiime etkilesimi yaptig1 goriillmektedir. ZINC23228074 molekiilii GIn111 ile
pi-donor hidrojen bagi etkilesimi, Asn102 ile konvensiyonel hidrojen bagi, Alal01
ile pi-alkil etkilesimi, Alal01, Phel13 ve His126 ile alkil etkilesimi yapmaktadir.
ZINC36719024 molekiilii Met61 ile pi-siilfiir etkilesimi, GIn63 ile konvensiyonel
hidrojen bagi, Alal01 ile pi-alkil etkilesimi, Phel13 ile pi-pi kiime etkilesimi, Arg55
ile unfavorable donoér-dondr etkilesimi yapmaktadir. ZINC44514282 molekiilii
Met61, Alal01 ve Trpl21 ile pi-alkil etkilesimi, Arg55 ile pi-katyon etkilesimi,
His126 ile konvensiyonel hidrojen bag:i etkilesimi yapmaktadir. ZINC17322385
molekiilii incelendiginde ise Alal01 ile alkil etkilesimi, Alal01 ve Leul22 ile pi-
alkil etkilesimi, GIn63 ile pi-dondr hidrojen bagi etkilesimi, Met61 ile pi-siilfiir
etkilesimi, Asnl02 ile konvensiyonel hidrojen bagi etkilesimi ve Arg55 ile

unfavorable dondr-dondr etkilesimi yaptigr goriilmektedir.
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2.3.4.3. Capraz Doking Sonuclar:

Calismamizda ¢oklu hedefe yonelik bir ilag molekiiliiniin tespit edilmesi
amaclandigr i¢in S1P1 i¢in belirlenen modiilatér molekiillerin CyPD’yi de inhibe
etmesi gerekmektedir. Aymi sekilde, CyPD i¢in belirlenen inhibitér molekiillerin
S1P1’1 aktive etmesi gerekmektedir. Tablo 11°de verilen molekiiller ile CyPD’nin ve
Tablo 12°de verilen molekiiller ile S1P1’in baglanma afinitesi degerleri Tablo 13’te
verilmistir. Biitiin ligand molekiillerin RMSD degerleri ve baglanma afinitelerinin
incelenmesiyle ZINC23228074, ZINC44514282 ve ZINC00390492 molekiillerinin
incelenmesine karar verilmistir.

S1P1  reseptér proteini ile ZINC23228074, ZINC36719024 ve
ZINC44514282 molekiillerinin ilk baglanma modlarindaki afinite degerleri -7.8
kcal/mol olarak hesaplanmigtir ve 10 ligand arasindaki en iyi skordur. RMSD
degerlerine bakildiginda; ZINC32674515, ZINC23228074, ZINC44514282 ve
ZINC17322385 molekiillerinin 2’den kii¢iik RMSD degerlerinin ¢ogunlukta oldugu
goriilmektedir. Bu sonuglara bakildiginda, bu ligandlar arasindan ZINC23228074 ve
ZINC44514282 ligand molekiillerinin hem CyPD hem de SIP1 reseptor
proteinleriyle molekiiler dockingi sonucu en iyi afinite skoru ve RMSD degerlerinin

elde edildigi gortilmektedir. S1P1 ile ligandlarin baglanma profilleri Sekil 8’de

verilmistir.
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Sekil 8. ZINC23228074 (a) ve ZINC44514282 (b) bilesiklerinin S1P1 ile baglanma
profili
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ZINC23228074 molekiiliiniin S1P1 (PDB ID:3V2Y) ile etkilesimleri
Discovery Studio Visualizer programinda incelendiginde; Tyr29 ve Lys34 ile alkil
etkilesimi, Asnl01 ile pi-dondr hidrojen bagi etkilesimi, Argl20 ve Glul2l ile
konvensiyonel hidrojen bagi, Metl24 ile pi-alkil, Leu297 ile pi-sigma etkilesimi
yaptig1 goriilmektedir. ZINC44514282 molekiilii ise, Leul95 ve Prol96 ile alkil
etkilesimi, Ser105 ile konvensiyonel hidrojen bag1 etkilesimi, Asnl01 ve Glu294 ile
karbon hidrojen bag etkilesimi, Met124 ile pi-alkil ve Leu297 ile pi-sigma etkilesimi
yapmaktadir.

Sekil 9’da baglanma profili verilen CyPD reseptor proteini ile
ZINC00390492 molekiiliiniin ilk baglanma modundaki afinite degeri -8.0 kcal/mol
olarak hesaplanmistir. ZINC00390492 molekiiliiniin S1P1 ile ilk baglanma modu ise
-8.6 kcal/mol olarak hesaplanmistir. Bu sonuglara bakildiginda ZINC00390492
molekiiliiniin hem S1P1 hem de CyPD reseptdr proteinleriyle uyumlu bir ligand

oldugu goriilmektedir.
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Sekil 9. ZINC00390492 ile CyPD’nin baglanma profili

ZINC00390492 molekiiliiniin CyPD ile etkilesimleri Discovery Studio
Visualizer programinda incelendiginde; Prol05 ve Lys125 ile pi-alkil etkilesimi,
Asn102 ve Lys125 ile halojen etkilesimi, His126 ile pi-sigma etkilesimi ve pi-pi T-
shaped etkilesimi, Lys125 ile pi-katyon etkilesimi ve Arg55 ile konvensiyonel
hidrojen bag etkilesimi yaptig1 goriilmektedir.
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3. TARTISMA VE SONUCLAR

Bu ¢alisma kapsaminda ligand temelli ve hedef temelli yontemler kullanilarak
coklu hedefe yonelik yeni bir Multiple Skleroz ilag aday molekiilii gelistirilmesi
hedeflenmistir.

Calismada S1P1 inhibitérleri ve CyPD inhibitorleriyle 3D QSAR farmakofor
gelistirme yontemiyle hipotezler elde edilmistir. Yiiksek skor sayisi, ¢akisan molekiil
sayis1 ve 6zellik sayis1 dikkate alinarak, S1P1 inhibitorleri ve CyPD inhibitorleri i¢in
dorder adet, toplamda 8 hipotez ile ¢alisilmistir. SIP1 ¢alisma seti i¢in Hipotez 2 ve
Hipotez 6, CyPD ¢alisma seti i¢in Hipotez 2 ve Hipotez 4 6ne ¢ikan farmakofor
modeller olmustur.

ZINCPharmer veri tabami vasitasiyla, secili farmakofor modellere uygun
molekiiller bulunmustur. S1P1 molekiilii i¢in 80 adet, CyPD molekiilii i¢in 80 adet
olmak iizere toplamda 160 adet inhibitor molekiill bulunmustur. Daha sonra bu
molekiiller arasinda ADME/Toksikoloji o6zellikleri {izerinden bir inceleme
yiiriitiilmiistiir. Inhibitorlerin KBB’yi gecebilmesine ve CYP2D6 enzimini inhibe
etmemesine dikkat edilerek SIP1 c¢alisma seti i¢in inhibitdr sayis1 4’e
(ZINC00390492, ZINC67740009, ZINC19847253, ZINC19847241), CyPD ¢alisma
seti icin inhibitdr sayist 10’a (ZINC72474618, ZINC60353659, ZINC01496377,
ZINC09603787, ZINC32674515, ZINC09950012, ZINC23228074, ZINC36719024,
ZINC44514282, ZINC17322385) diisiiriilmiistiir.

Kalan inhibitér molekiiller ile S1P1 ve CyPD reseptér molekiillerinin
molekiiler dokingi yapilmistir. S1P1 (3V2Y) ile ZINC00390492 molekiiliiniin ilk
baglanma modunun (-8.6 kcal/mol), reseptdriin literatiirdeki ligandiyla baglanma
modundan (ML5) (-8.4 kcal/mol) yiiksek bir skor vermistir. Tiim molekiiler doking
sonuglarima bakildiginda ZINC00390492, ZINC23228074 ve ZINC44514282
molekiillerinin hem S1P1 hem de CyPD reseptorleri i¢in uygun bir antagonist oldugu
goriilmektedir. Bundan dolay1, bu molekiillerin ¢oklu hedefe yonelik ilag molekiilleri
olabilecegi diisiiniilmektedir. Tiim 6zellikler ve sonuglar goz oniine alindiginda bu 3
ligand molekiil arasindan ZINC00390492 molekiilii 6ne ¢ikmaktadir. Sonug olarak,
caligmalarimiz kapsaminda ZINC00390492 molekiiliiniin bir ¢oklu hedefe yonelik

ila¢c molekiilii aday1 olabilecegi belirlenmistir.
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Tez kapsaminda, ¢oklu hedefe yonelik ilag molekiilii aday1 olabilecegini
belirlemis oldugumuz molekiiliimiiziin farkli reseptorler kanaliyla baska pek ¢ok
yolagi da bloke edebilecegi diisliniildiiglinden molekiiliin farkli c¢alismalarda da
basar1 gostermesi gerekmektedir. Bu teorimizin molekiiler dinamik simiilasyonlariyla
ve farkli simiilasyon yontemleriyle desteklenmesi onerilmektedir. Devaminda,

molekdil ile in vitro ve in vivo deneyler yapilmali ve basarili bulunmalidir.
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