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OZET

ANKILOZAN SPONDILIiT HASTALIGININ TEDAVIiSINE YONELIK
HESAPLAMALI ILAC GELISTIRME CALISMALARI

Bu tez c¢alismasi ile, hesaplamali olarak yiiriitiilen caligmalar vasitasiyla
Ankilozan Spondilit hastaliginin tedavisine yonelik yeni bir ilag dnder bilesiginin
gelistirilmesi hedeflenmistir. Bu dogrultuda 2 basamakli bir yontem kullanilarak; ilk
basamakta PharmMAPPER web aracit vasitasiyla hedefe yonelik farmakofor
modelleme, ikinci basamakta ise Ligandscout programi kullanilarak ligand temelli
farmakofor modelleme gergeklestirilmistir. Ligandscout programindan alinan 10
model i¢in ZINCPharmer veri tabani lizerinden taramalara gerceklestirilerek 46 adet
molekiil elde edilmistir. Daha sonra, bu molekiillerin in siliko ortamda ADME/Tox
(Absorbsiyon, Dagilim, Metabolizma, Itrah, Toksisite) 6zellikleri incelenmis ve ligand
sayis1 5’e disiiriilmiistiir. AutoDock Vina programi vasitasiyla, PKM2 enzimi ile 5
adet ligand molekiiliin molekiiler kenetleme islemi yapilarak baglanma afiniteleri ve
baglanma profilleri belirlenmistir.

Tim oOzellikler degerlendirildiginde ZINC33366193, ZINC33686099,
ZINC49539596, ZINC49539672, ZINC49539770 molekiillerinin Ankilozan Spondilit
hastalig icin ilag 6nder bilesikleri olabilecegi ortaya konmustur.

Anahtar Kelimeler: Ankilozan Spondilit, Piruvat Kinaz M2, farmakofor modelleme,
Molekiiler kenetlenme
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ABSTRACT

COMPUTATIONAL DRUG DEVELOPMENT STUDIES FOR THE
TREATMENT OF ANKYLOSING SPONDYLITIS DISEASE

With this thesis, it is aimed to develop a new drug lead compound for the
treatment of Ankylosing Spondylitis disease through computational studies. In this
direction, using a 2-step method; In the first step, target-oriented pharmacophore
modeling was performed using the PharmMAPPER web tool, and in the second step,
ligand-based pharmacophore modeling was performed using the Ligandscout
program. 46 molecules were obtained by scanning the ZINCPharmer database for 10
models taken from the Ligandscout program. Later, the ADME/Tox (Absorption,
Distribution, Metabolism, Excretion, Toxicity) properties of these molecules were
examined in silico environment and the number of ligands was reduced to 5. Molecular
docking of 5 ligand molecules with the PKM2 enzyme was performed through the
AutoDock Vina program, and their binding affinities and binding profiles were
determined.

When all features are evaluated, it has been revealed that ZINC33366193,
ZINC33686099, ZINC49539596, ZINC49539672, ZINC49539770 molecules may be
drug lead compounds for Ankylosing Spondylitis disease.

Keywords: Ankylosing Spondylitis, Pyrivate Kinase M2, pharmacophore modeling,
molecular docking
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GIRIS

Bilgisayar destekli ilag tasarimi, ¢agdas klinik oncesi ilag kesfine yonelik en
onemli yaklagimlardan biridir ve ¢esitli hesaplama teknikleri ve yazilim programlari,
istenen sonuca ulagmak i¢in tipik olarak kombinasyon halinde kullanilir. CADD’1n
yardimiyla birka¢ onayli ilag gelistirilmistir. En son trendleri yansitmak adina en
giincel veriler 2015-2020 yillar1 arasinda elde edilmis olup en sik kullanilan teknikler
ve yazilim programlari kayit altina alinmistir (Sabe vd., 2021).

Cesitli platformlarda veya Linux, Mac veya Windows gibi isletim
sistemlerinde kullanilabilirligi de dahil olmak {izere, bir sanal tarama programinin
kullanim sikligin1 etkileyen cesitli faktorler vardir. Kullanimlar1 veya uygulamalariyla
ilgili en bliyiik katkida bulunan faktorlerden biri bulunabilirlik veya lisanslamadir.
Bunlar ticari, kamuya agik iicretsiz yazilimlar, akademik kullanima yonelik {icretsiz
yazilimlar ve agik kaynak arasinda degismektedir. Ligand ve protein hazirligr i¢in
sanal tarama veya yerlestirme oncesinde kullanilan BIOVIA Discovery Studio, UCSF
Chimera ve Visual Molecular Dynamic (VMD) gibi diger popiiler tamamlayici yazilim
programlarini vurgulamak da 6nemlidir (Sabe vd., 2021).

Ilgili uygulamalarin, erken kesif adimlarinin hizini muazzam bir sekilde
tyilestirdigi ve ila¢ benzeri kimyasal alanin asir1 ugsuz bucaksizligi arasinda arzu
edilen bir terapétik ihtiyac i¢in uygun bilesiklerin yetkin ve rasyonel se¢imine izin
verdigi gosterilmistir (Bassani ve Moro, 2023)

Makine 6grenimi (ML), farmasétik bilimciler i¢in hi¢ bu kadar erisilebilir
olmamigtir. Hesaplama performans: ve yiiksek hizli bilgi islemleri, 1970’lerden bu
yana katlanarak artmistir. ML i¢in bagka modern algoritmalar da mevcuttur. Bunlarin
ilag tirtinii gelistirmede uygulanmasina biiyiik ilgi vardir ve yayinlanmis veriye dayali
modelleme ¢aligmalarinin sayis1 her gecen yil artmaktadir. Buna paralel olarak, ila¢
kesfi de onceki yillarda teknolojik olarak gelistikce iiriin gelistirme daha zorlu hale
gelmistir. Kiigiik molekiillii ilag tasarimi, biyolojik hedefin ayrintili yapisal bilgisine
dayal1 6ncii molekiiller tiretmektedir (Murray vd., 2023). Yapay zeka, 6zellikle makine
O0greniminin uygulanmasi, yeni ila¢ gelistirmenin maliyetini disiiriir ve ila¢ kesfi ve
gelistirmesinin basar1 oranmni artirir. Bilgisayar destekli ilag sentezi teknolojisinin

ylkselisi sliphesiz ilag sentezine kolayliklar getirmektedir (Jia vd., 2022).



Glinlimiizde bilgisayar destekli ila¢ kesfi (CADD), bu maliyetleri diisiirmenin
en etkili yontemlerinden biridir. Post-genomik ¢agda CADD, biiyiik 6lgekli genomik
dizi bilgisini, protein yap1 bilgisini ve kii¢ciik molekiil bilesik bilgisini kullanma
yetenegine sahip hale geldi. Bu nedenle, hedef proteinleri belirlemek, ligandlari
aramak ve hatta absorpsiyon, dagilim, metabolizma, atilim ve toksisite (ADMET)
profillerini tahmin etmek i¢in kullanilmaktadir (Yasuo, Ishida ve Sekijima, 2021)

Nihayetinde, klinik oOncesi ilag kesfinde CADD’in baslangicindan ve
uygulamasindan bu yana, 70'ten fazla onayl ila¢ kesfedildi ve bu say1 zaman i¢inde
istikrarl bir sekilde artmaktadir. Docking yazilim programlarinin ¢ogunun, kuantum
mekanigi (QM) ve deneysel veriler tarafindan ydnlendirilen, baglanma enerjisinin
tahminlerini yapan kuvvet alani1 hesaplamalar1 kullandig1 bilinmektedir (Sabe vd.,
2021).

Kuantum mekanigi, bilgiyle ilgili disiplinleri yeniden tanimlama potansiyeline
sahip yaratict bir tekniktir. Kuantum siiper pozisyonu ve dolanikligin benzersiz
ozellikleri, klasik bilgisayarlara gore daha hizli ve daha verimli bir hizda giiglii
hesaplama Olge8i saglayacak ve kuantum hesaplama, daha genis endiistrilerde
uygulanmak tizere gelistirilecektir. Kuantum bilgisayarlar, atomlarin ve pargaciklarin
davraniglarin1 inceleyen kuantum fiziginden ilham alan gelismis makinelerdir.
Kuantum bilgisayarlar bu parcgaciklarin davraniglarini inceleyerek ve kontrol ederek
caligmaktadir. Bu, klasik bilgisayarlardan hatta siiper bilgisayarlardan da tamamen
farkli bir sekilde yapilir (Lu vd., 2023).

Kuantum mekanigi (QM) yontemleri 1980'lerden bu yana, DFT, MP2 ve
CCSD(T) dahil olmak iizere QM yontemleri dogruluk agisindan énemli gelismeler
kaydetmistir. Bu elektronik yap1 yontemleri hesaplamali kimya, fizik ve materyallerde
yaygin olarak kullanilmaktadir. Son yillarda van der Waals dispersiyonu; DFT'ye dahil
edilmistir, periyodik kosullar DFT ve MP2'ye dahil edilmistir, bu diizeltmeler de ab
initio hesaplama teorilerini daha dogru ve uygulanabilir hale getirmistir (Han vd.,
2021).

Ankilozan spondilit (AS), ¢evresel faktorlere yanit olarak hem dogustan gelen
bagisiklik sisteminin hem de edinilmis bagisiklik sisteminin dengesinin bozulmast

sonucu olusan kronik inflamatuvar romatizmal bir hastaliktir (Chen vd., 2021)



AS'nin klinik 6zellikleri inflamatuvar sirt agrisi, asimetrik periferik oligoartrit,
entezit ve anterior iiveit, sedef hastalig1 ve kronik inflamatuvar barsak hastalig1 gibi
spesifik organ tutulumunu igerir. Baslica klinik 6zellikleri sakroilit, spinal hareketlilik
kaybi1 ve spinal inflamasyonu icerir. Kronik inflamasyon fibrozis ve ossifikasyona yol
acar, burada sindesmofitler olarak bilinen kemik c¢ikintilar1 6zellikle intervertebral
disklerin kenarlarinda olusur ve ankiloza neden olur (Zambrano-Zaragoza vd., 2013).

AS esas olarak eksenel iskeleti, Ozellikle sakroiliak ve spinal eklemleri
etkileyerek ciddi kronik agr1 ve sakatliga neden olur. ilerlemis hastalikta AS,
omurlarin kaynasmasina, hareket kabiliyetinin azalmasina ve uzun siireli sakatliga
neden olan yeni kemik olusumu olan ankiloz ile karakterize edilir (Voruganti ve
Bowness, 2020).

Molekiiler yerlestirme, makro molekiiler hedefin (protein, DNA veya RNA)
baglanma bolgesine bir ligand (kiigiik molekiil) yerlestirmek i¢in algoritma kullanma
islemidir ve bunun rasyonel yonelimini ve baglanma konformasyonunu (baglanma
pozu olarak da bilinir) bulur. Ligand ve hedef arasinda optimal bir sekil ve 6zellik
eslesmesi ile sonuglanir. Klasik bir MD simiilasyonu, Newton'un hareket
denklemlerini ¢ozerek tiim atomlarin yoriingelerini elde etmek ve yoriingelerinden
molekiillerin ¢esitli 6zelliklerini hesaplamak i¢in Newton mekaniginin temel ilkelerini
kullanilmaktadir (Zhao vd., 2023).

MD simiilasyonu, yerlestirme sonuglarinin ve protein-ilag kompleksinin insan
viicudu kosullarinda stabilitesinin dogrulanmasina yardimci olur. Molekiiler
yerlestirmenin temel amaci, ila¢ kesfi ve tasarim siirecinde en {ist siralarda yer alan
ilaglar gelistirmektir (Uzzaman vd., 2023).

AS hastaliinda halihazirda kullanilan ilaglar semptomatik tedavi amaci
glitmektedir. Ayrica spesifitesi oldukea diisiiktiir. Bu tez kapsaminda AS’ye yonelik
yiiksek spesifiteye sahip yeni dnder bilesikler belirlenebilecektir. Ankilozan Spondilit
tilkemizde ve Diinya'da pek ¢ok bireyi etkileyen otoimmiin ve otoinflamatuvar bir
hastaliktir. Bu tez kapsaminda Molekiiler doking, in siliko ADME/Toksikoloji
analizleri gibi bilgisayar destekli yontemler kullanilarak AS hastaliginin tedavisine

yonelik yeni bilesiklerin belirlenmesi amaglanmaktadir.



1. LITERATUR TARAMASI

Kronik AS'li bazi hastalar daha fazla ankiloz ve omurga hareketsizligi
gelistirerek yasam kalitelerini dnemli 6l¢iide diisiiriir. AS ¢ogunlukla 45 yasindan 6nce
ortaya ¢ikar. AS'nin bilinen belirli bir nedeni olmasa da HLA-B27'yi (yiizlerce farkli
HLA-B genden biri) tasiyan bireyler ¢ok daha biiyiik risk altindadir (Sun vd., 2022).
Erken teshis ve uygun tedavi, hastaligin siddetini ve ilerleme riskini azaltabilir

(Perrotta vd., 2022)

1.1. AS Patolojisi

AS'min patogenezi bilinmemektedir. Bununla birlikte, inflamasyonun
tetikleyicisi, onceden belirlenmis bir genetik gegmise sahip bir kiside ¢evresel veya
bakteriyel bir antijene kars1 bir bagisiklik reaksiyonu olabilir. Bu, interlokin-12 (IL-
12), IL-17 ve timdr nekroz faktorii alfanin (TNF-a) asir1 ekspresyonunu
tetikleyebilmektedir. AS de dahil olmak iizere anterior {iiveitin altta yatan farkli
nedenleri olan hastalarin serumlarinda yiiksek TNF-a seviyeleri oldugu saptanmistir
(Zhu vd., 2019).

Hastalik patofizyolojisinde yer alan genler icin diizenleyici mekanizmalarin
ifadesi ve koordinasyonunun hiicre tipine 6zgii olmasi muhtemeldir (Brown vd.,
2023). AS patofizyolojisi tedavisinde son on yilda onemli ilerlemeler kaydedilmistir.
Immiin hiicreler ve dogal sitokinlerin, dzellikle insan 18kosit antijeni (HLA) B27 ve
interlokin 23/17 ekseninin AS patogenezinde ¢ok onemli oldugu One siiriilmiistiir.
ERAP1 ve ERAP2'nin asir1 ekspresyonu da AS'nin 6énemli bir patogenezi olarak kabul
edilir. Bu yoldaki bir¢ok faktor ve ilgili gen siirekli olarak kesfedilmektedir. Ek olarak,
ilgili arastirmalar IL-23/IL-17 eksenindeki bozukluga ve lenfosit aktivasyonu ve
farklilagsmasindaki anormallige odaklanmistir. Bagisiklik hiicrelerinin ve sitokinlerin
cogunun AS'nin patogenezinde yer aldig1 bildirilmektedir (Zhu vd., 2019).

TNF-a, inflamasyon ve bozulmus kemik homeostazi arasinda olasi bir baglanti
saglayabildigi i¢in AS patolojisinde oldukga ilging bir sitokindir (Quaden, De Winter,
ve Somers, 2016).

AS patogenezinde bakteri ve lokal mekanik stresin olasi roliine isaret

edilmistir. Tlging bir sekilde, her iki faktér de dogustan gelen bagisiklik tepkilerini



aktive edebilir. Ayrica, genom ¢apinda iliskilendirme ¢alismalarindan (GWAS) ve
kopya sayis1 varyasyonu (CNV) analizlerinden tanimlanan AS duyarlilik genlerinin
belirgin bir boliimiiniin dogustan gelen bagisiklik sisteminin bilesenlerini kodladigi
gozlemlenmistir (Vanaki vd., 2018).

Bagirsak mikrobiyotas1 olmak iizere bir¢ok faktdriin ¢cok onemli oldugu
kesfedildi. AS patogenezine katkida bulunabilecek onemli bir faktér, D vitamini
eksikligidir. Kalsiyum homeostazi ve kemik sagliginin korunmasi i¢in bir prohormon
olarak D vitamininin énemi iyi bilinmektedir. Bu vitaminin viicutta hiicre biiylimesi
ve farklilagmasinin modiilasyonu ve bagisiklik gibi diger 6nemli roller oynadigini
vurgulamak 6nemlidir. D vitamini eksikligi, otoimmiin ve inflamatuvar romatizmal
hastaliklarin daha yiiksek insidansiyla iligkilendirilmistir ve hastalik aktivitesini
etkileyebilir (Al-Naggar vd., 2023).

Ozellikle, IL-23/IL-17 yolu, hastaligin gelisiminde ¢ok &nemli bir rol oynar.
Su anda, AS'nin patogenezinin esas olarak immiin T hiicrelerini igerdigi kabul
edilirken, B hiicrelerinin de biraz dahil oldugu diisiiniilmektedir. B hiicrelerinin
aracilik ettigi AS'nin patogenezi ile ilgili bazi1 ¢alismalar mevcuttur ve gelecekte bu
konudaki c¢alismalar gii¢lendirilebilir. Son kirk yilda, AS'nin patogenezi iizerine
yapilan arastirmalar MHC genlerine odaklanmigtir. Bununla birlikte, GWAS
yontemlerinin gelistirilmesi ve 6nemli sayida genetik varyantin tanimlanmasi, MHC
olmayan genlerin 6nemini ortaya ¢ikarmistir. HLA-B27'nin genel katkis1 yalnizca
~%20 olmasina ve HLA-B27'yi 6nemli bir katki yapmasina ragmen, kalitsal riskin
~%7'st MHC olmayan varyantlardan kaynaklanmaktadir. Bu nedenle, MHC dis1
genetik de AS'nin patogenezinde islev gorebilmektedir. Ayrica son yillarda AS
siireclerinde baz1 yolaklar veya mekanizmalarin rol oynadigi bildirilmektedir (Zhu vd.,

2019).

1.2. AS Etiyoloji

Otoimmiin bir hastalik olarak AS, genetik arka plan ve gevresel faktorler
arasindaki karmagik etkilesimler yoluyla gelisir. Son yillarda 6nemli ilerlemeler
kaydedilmesine ragmen, AS'nin etiyolojisi bir dereceye kadar belirsizligini

korumaktadir. Bugiine kadar yapilan ¢aligmalar, genetik arka plan, immiin reaksiyon,



mikrobiyal enfeksiyon ve endokrinal anormallik dahil olmak iizere AS'min ortaya

cikmasiyla iligkili olabilecek bazi faktorleri ortaya ¢ikarmistir (Zhu vd., 2019).
Hastaligt  gelistirme  riskinin>%90'min  genetik  olarak  belirlendigi

gosterildiginden, yiiksek oranda kalitsal oldugu bilinmektedir (Zambrano-Zaragoza

vd., 2013).

1.3. Piruvat kinaz Kas izozim M2 (PKM2)

Piruvat kinaz izozim tip M2 (PKM2), memeli hiicrelerinde ifade edilen dort
PK izoformundan biridir ve genellikle embriyonik izoform olarak kabul edilir, ayrica
kanserde ve lenfositler ve bagirsak epitel hiicreleri gibi normal ¢ogalan hiicrelerde de
ifade edilir. PKM2, glikolizde 6nemli bir kontrol noktasi olmasinin yani sira,
mitojenik, onkojenik ve LPS stimiilasyonu iizerine, ¢ok sayida proglikolitik enzimin
ekspresyonunu diizenledigi ¢ekirdege yer degistirir (Alves-Filho ve Pélsson-
McDermott, 2016).

Piruvat kinaz, hiicre metabolizmasinin diizenlenmesinde ¢ok 6nemli bir rol
oynamaktadir. Glikolizin son ve hiz smirlayici adimi, fosfoenolpiruvat'in (PEP),
piruvat kinaz tarafindan katalize edilen piruvat'a doniistiiriilmesidir. PKM2'nin
oligomerleri, yiiksek aktiviteli tetramer ve diisiikk aktiviteli dimer formlarinda
bulunmaktadir. Dimer PKM2, glikoz metabolizmasini normal solunum zincirinden
tiimor hiicrelerinde laktat iiretimine kaydiran hiz sinirlayici glikoliz adimini diizenler.

Metabolik diizenleyici roliiniin yani sira, timdr olusumuna katkida bulunan
protein kinaz olarak da islev gormektedir. Hiicrenin normal solunum yolundan aerobik
glikolize gegmesi Warburg etkisi olarak bilinir (Zahra vd., 2020).

PKM2'nin dokuya 6zgii fonksiyonlarinin siirekli arastirilmasi, daha kesin
hedefleme ve potansiyel olarak daha az yan etki ile gelismis farmakolojik miidahaleye
yol agabilmektedir. Ayrica, PKM2'min pankreas ve karaciger gibi kritik metabolik
dokulardaki roliinii anlamak, PKM2 ve kanseri iceren etkilesimlerin agikliga

kavusturulmasina yardimci olur (Puckett vd., 2021).



1.3.1. Aktif ve Aktif Olmayan izomerik Piruvat Kinaz M2

Piruvat kinaz izozimleri tip PKM1, PKL ve PKR, kararsiz ve yiiksek aktiviteli
tetramer formlarda bulunurken, PKM2 hem oldukga aktif bir tetramer formda hem de
diisiik aktiviteli bir dimer formda bulunur. PKM?2, glikolizde hayati bir rol oynar ve
glikolizin son reaksiyonunda ATP iiretimi ile fosfoenolpiruvat'in (PEP) piruvata
doniistimiini katalize eder. PKM2, tercihli ekspresyonu ve ROS birikimi olmadan
allosterik enzimatik aktivitesi ile kanser hiicrelerinde in vivo biiyiime avantaji saglar.
PKM2'nin yiiksek aktivite ve diisiik aktivite durumlar1 arasindaki geg¢is, allosterik
diizenlemeye tabidir. Tetramerik PKM2'nin artan katalitik aktivitesi, normal bir
hiicrede artan ATP {iiretimi ve glikolitik ara iiriinlerin katabolizmasu ile ilgilidir (Zahra

vd., 2020).

1.4. Ankilozan Spondilit ve Piruvat Kinaz Kas izozim M2

Hiicresel metabolizma esas olarak glikoliz, amino asit (6rnegin glutaminoliz)
ve yag asidi metabolizmasi yoluyla ¢alisir. Son zamanlarda yapilan arastirmalar, her T
hiicresi alt kiimesinin tercih edilen bir metabolik yola sahip oldugunu gostermistir.
Ayrica hiicresel metabolizma, T hiicresinin hayatta kalmasini, aktivasyonunu,
farklilagmasini ve fonksiyonunu diizenler. Th1, Th2 ve Th17 hiicreleri de dahil olmak
tizere kisa Omiirlii efektor T hiicresi alt gruplari tarafindan kullanilan birincil metabolik
yol, aerobik glikolizdir. Saf T hiicreleri, Treg hiicreleri ve hafiza T hiicreleri ise yag
asidi oksidasyonunu ve oksidatif fosforilasyonu (Kono, 2022).

Piruvat kinaz kas izoenzimi 2 (PKM2), glikolizin son asamasinda yer alan bir
enzimdir. PKM2 ayn1 zamanda Thl ve Thl7 hiicre farklilagsmasi i¢in de bir
gerekliliktir. PKM2'nin Shikonin tarafindan farmakolojik olarak inhibisyonu Thl ve
Th17 hiicre farklilagmasini azaltir ve EAE'de hastalik aktivitesini iyilestirir. TEPP-
46'nin PKM2 tetramerizasyonunu indiikledigi, PKM2 niikleer translokasyonunu bloke
ettigi ve EAE gelisiminin yani sira Thl ve Thl7 polarizasyonunu inhibe ettigi
gosterilmistir (Kono, 2022).

Th17 hiicreleri, sitokin IL-17A, IL-17F ve graniilosit-makrofaj koloni uyarici
faktoriin (GM-CSF) iiretimi ile karakterize edilen bir CD4 + T yardime1 hiicre alt

kiimesidir. STAT3"n fosforilasyonunu ve RAR ile iliskili yetim reseptér gama



(RORyt ) transkripsiyonunu indiikleyerek Th17 hiicre farklilasmasini yonlendirmek
icin sitokin ortamlar1 IL-6, TGF-B1 ve IL-23 ile birlestirilmis T hiicresi reseptorii

( TCR ) sinyali , Th17 hiicrelerinin soya 6zgii transkripsiyon faktorii. Th17 hiicreleri,
epitelyal biitiinligli korumak ve homeostazda konakgilari hiicre dis1 bakteri ve mantar
enfeksiyonlarindan korumak i¢in bagirsak mukozal bariyerinde bol miktarda bulunur.
Bununla birlikte, kontrolsiiz Th17 hiicre tepkileri, multipl skleroz (MS), inflamatuvar
bagirsak hastaligi (IBD), sedef hastalig1 ve ankilozan spondilit (AS) dahil olmak iizere
otoimmiin inflamasyona yol acar. Th17 hiicre farklilagsmasini ve patojenitesini yoneten
mekanizmalarin anlasilmasi, Th17 hiicresiyle iliskili bir¢cok otoimmiin hastaligin
tedavisi i¢in potansiyel terapdtik miidahale saglayabilir (Chen vd., 2022).

Piruvat kinaz izoformu 2 (PKM2), fosfoenolpiruvatin (PEP) piruvata
dontistimiint katalize eden glikolitik bir enzimdir ve makrofajda metabolik yeniden
programlamanin énemli bir belirleyicisi oldugu gosterilmistir. PKM2'nin dimerik ve
monomerik formlari, tetramerik izoformdan enzimatik olarak daha az aktiftir ve
cekirdege yer degistirebilirler; burada glikolitik gen ekspresyonunu diizenlemek i¢in
HIF1a ile etkilesime girebilirler. Buna karsilik, tetramerik PKM2 sitozolde lokalizedir
ve glikolizin son agamasini katalize etme islevi goriir: fosfoenolpiruvatin PKM1
aktivitesi ile gereksiz piruvat'a doniistliriilmesi. Th17 hiicre farklilagmasi sirasinda,
PKM2'nin enzimatik aktivitesinin shikonin tarafindan inhibe edilmesinin, hem
glikolizi hem de proinflamatuvar sitokin iiretimini inhibe ettigi gosterilmistir (Chen

vd., 2022).

1.5. AS I¢in Halihazirda Kullanilan flaclar

1.5.1. Farmakolojik Tedaviler

AS tedavisinin amaci, omurga esnekligini ve normal durusu iyilestirmek ve
siirdiirmek, semptomlar1 hafifletmek, fonksiyonel sinirlamalar1 azaltmak ve
komplikasyonlar1 azaltmaktir. Farmakolojik tedavinin temel dayanaklar1 nonsteroidal
anti-inflamatuvar ilaglar1 (NSAID'ler) ve TNF-a inhibitorlerini (TNFi'ler) igerir. Ek
tedaviler arasinda TNFi olmayan biyolojik maddeler (secukinumab), metotreksat ve

stilfasalazin bulunur (Zhu vd., 2019).



En az iki NSAIDS'in basarisiz oldugu hastalarda aktif AS tedavisi i¢in TNF- a
inhibitorleri (TNFi) Onerilmektedir. Sitokin TNF-a'nin osteoklast aracili kemik
rezorpsiyonunu aktive ettigi gosterilmistir; bu nedenle, AS'de meydana geldigi bilinen
TNF- a yiikselmesi AS'de kemik kaybini modiile edebilir. TNFi'nin, TNF- a kaynakl
osteoklast stimiilasyonunu azaltarak kemik rezorpsiyonunu azaltmak icin hareket
edebilecegi varsayilmaktadir (Hinze ve Louie, 2016).

Dort TNF-a antagonistinin de AS ve {iveitin spinal belirtilerini kontrol etmede
esit derecede etkili oldugu kanitlanmistir; bununla birlikte infliksimab ve
adalimumabin akut iiveit dahil olmak {izere hastaligin omurga dis1 6zelliklerinin
tedavisinde biraz daha etkili oldugu gosterilmistir. Bu iki ajan, 6zellikle infliximab,
tiveit alevlenmelerinin sayisin1 6nemli Slgiide azaltir. TNF-a inhibitorleri de dahil
olmak {izere biyolojik ajanlar, hastaligin seyrini degistirdikleri ve tiveit niiks oranini
onemli Olglide azalttigi gosterildigi icin spondiloartropatilerin tedavisinde devrim
yaratmigtir.  TNF-a inhibitorleri dort monoklonal antikordan (adalimumab,
certolizumab, golimumab ve infliximab) ve bir TNF-reseptor fiizyon proteininden
(etanersept) olusur. TNF-a'ya baglanarak, lenfosit Fc reseptorlerine baglanmasini
Onlerler. Bu nedenle hiicresel bagisiklik baskilanir. Hizli etki baslangiglarina ve
hastaligin inflamatuvar seyrini degistirmedeki umut verici sonuglarina ek olarak, bu
ilag sinifi eklem hareketliliginin ve gorsel iyilesmenin iyilesmesine onemli dlgiide
katkida bulunmustur ve monoterapi olarak kullanilabilir (Ebrahimiadib ve dig., 2021).

Anatomik patoloji bulgular1 g6z 6niinde bulundurularak adalimumab kesilerek
kortikosteroid tedavisi baglatilmistir. 3 giin intravendz 500 mg metilprednizolon
ardindan 20 mg/giin idame dozuna ulasana kadar azalan dozlarda oral prednizon
baslatilmistir. 6 ayda CK seviyeleri 120-130 IU/L'ye diismiis ve kas agris1 devam
etmesine ragmen motor defisitlerde hafif bir iyilesme olusturulmustur. Azatiyoprin 50
mg/12 h agriy1 diisiik diizeyde iyilestirmistir (Douds vd., 2019).

Lokal glukokortikoid enjeksiyonlari, entesopati ve artrit tedavisi igin bir
secenek gibi goriinmektedir. Ilgili periferik eklemlere, sakroiliak eklemlere veya
entezlere glukokortikoid enjeksiyonlari, ani semptomlarda rahatlama saglayabilir.
Onceki calismalar, kismen artmis osteoporoz, hiperlipidemi ve insiilin direnci riskleri
nedeniyle, sistemik glukokortikoidlerle uzun siireli tedavinin nispeten kontrendike

oldugunu gostermistir. Yakin zamanda yapilan bir ¢alisma, AS hastalarinin yiiksek



dozda glukokortikoidlerle (50 mg/gilin) kisa siireli tedaviden sonra belirti ve

semptomlardan kurtuldugunu bildirilmistir (Zhu vd., 2019).

1.5.2. Cerrahi Tedaviler

Tedavi edilmeyen AS, spinal deformiteye neden olabilir ve AS hastalarinin
%?30'undan fazlas1 torakolomber kifozdan muzdariptir. Diizeltici osteotomi ve
stabilizasyon, cerrahi prosediirlerde ¢cok yaygindir ve siddetli kifoz veya ilerlemis
kalga artriti olan yetigkin hastalar gibi belirli kosullar altinda tavsiye edilir. Bu
prosediiriin perioperatif mortalite orant %4 ve kalici nérolojik sekel oran1 %5'tir. 202
Bu ameliyatin, ilerleyici deformitenin dogal siireglerinin Onlenmesine, kas
yorgunlugunun neden oldugu agrinin azaltilmasina, sakatligin iyilestirilmesine, genel
dengenin ve yatay goriis ekseninin yeniden saglanmasina ve solunum ve sindirim

fonksiyonunun iyilestirilmesine katkida bulundugu onaylanmistir (Zhu vd., 2019).

1.5.3. Kombinatoryal Tedavi Yaklasimi

Kore Ulusal Saglik Sigortas1 Sistemi, veri setini kullanarak 2006'dan 2016'ya
kadar Kore'de AS i¢in tedavi egilimleri iizerine bir ¢aligma yiiriittii. En ¢ok recete
edilen ilaglar non-steroidal anti-inflamatuvar ilaglar (NSAID) idi, bunu DMARD'lar
ve TNFa inhibitorleri izledi. 10 yillik ¢alisma déneminde TNFa inhibitorleri igin
regeteler %10'dan %35'e yiikseldi. AS kombinasyon tedavisinde NSAII+DMARD
2006 yilinda tiim ilag tedavilerinin %90'm1 olustururken bu oran 2016'da %65'e
diismiis, TNFa inhibitori+NSAIl kullammi ise %3'ten %28'e ¢ikmustir. ilag
kullanimindaki bu degisiklik, TNFa inhibitoriiniin ulusal sigorta kapsamina kabuliine
karsilik gelmektedir. 1.352 AS hastasinin yer aldigi iki yillik retrospektif bir caligmada
TNFa inhibitoriiniin doz azalmistir %17.8 oraninda bulunmustur ve tibbi maliyetler
%30 oraninda azalmistir (Kwon vd., 2022).

Secukinumab, aktif AS'nin tedavisi i¢in onaylanmig sinifinin birincisi bir IL-
17A inhibitoriidiir. Secukinumabin ABD'de onaylanmasindan Once yayinlanan
America/Spondyloarthritis Research and Treatment Network (ACR/SAA/SPARTAN)
kilavuzlari, NSAID'lerle birinci basamak tedaviye ragmen hastaligi aktif kalan AS
hastalar1 icin TNFa inhibitorlerini kuvvetle tavsiye etmektedir. Ancak, su anda

secukinumab, JAK inhibitorii tofasitinib ve TNFa inhibitorii biyobenzerler dahil

10



olmak flizere yeni tedavi segeneklerini dahil etmek i¢in gilincellenmis tavsiyeler
gelistirilmektedir. Yakin zamanda gilincellenen ASAS-European League Against
Rheumatism (EULAR) kilavuzlari, geleneksel tedavilere (NSAID'ler dahil) ragmen
siirekli olarak yiiksek hastalik aktivitesi olan hastalarda biyolojik hastalik modifiye
edici antiromatizmal ilaglarin (yani TNF inhibitorleri ve IL-17 inhibitorleri)

diisiiniilmesini 6nermektedir (Blair, 2019).
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2. MATERYAL VE YONTEM

2.1. Materyal

2.1.1. Molekiiler Kenetlenme Cahsmasinda Kullanilacak Reseptoriin

Belirlenmesi

Reseptorlerin tayini icin RCSB (Research Collaboratory for Structural
Bioinformatics) protein veri tabani1 (www.rcsb.org) kullanilmistir. Reseptorlerin aktif
kisimlari, X-RAY rezoliisyonlar1 ve i¢erdikleri inhibitdr molekiiller gozden gecirilerek
en elverisli 3 boyutlu protein yapilar secilmistir.

Piruvat kinaz m2 reseptoriine ait 3 boyutlu (3D) yapilar gbzden gecirilerek
PDB ID: 6V74 (Nandi ve Dey, 2020) calisma i¢in en elverisli 3D yap1 olarak tayin
edilmistir. Homo sapiens’ten yalitilmig olan 3D yapidaki reseptdr proteini,
Escherichia coli ekspresyon sisteminde ifade edilmistir. Kristal yapinin
saptanmasinda, X-RAY Kirmim Kiristalografi yontemi kullanilmistir, rezoliisyon

degeri 2,32 A’dur. Sekil 1°de verilmistir.

Sekil 1. Piruvat kinaz m2 yapis1 (PDB ID: 6v74)
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2.1.2. Farmakofor Modelleme Calismasinda Kullanilacak Ligandlarin

Belirlenmesi

BindingDB (Liu vd.,2007) veri tabani araciligiyla calismada kullanilacak
ligandlar tayin edilmistir. BindingDB veri tabaninda pkm’i modiile eden 173 adet
molekiil tayin edilmistir. Tablo 1’de verilen molekiiller ile farmakofor gelistirme

caligmalar1 uygulanmstir.

Tablo 1. PKM ig¢in farmakofor gelistirme ¢alismalarinda kullanilan bazi

molekiillerin bilesik kodlar

Bilesik Kodlar:

CHEMBL6922 CHEMBL15870 CHEMBL1358228  CHEMBL1938914
CHEMBL28013 CHEMBL16171 CHEMBL1376335  CHEMBLI1938915
CHEMBL 26 CHEMBL16807 CHEMBL1377752  CHEMBL1938916
CHEMBL 141 CHEMBL19612 CHEMBL1397295  CHEMBL1938917
CHEMBL28 CHEMBL31574 CHEMBL1413238 = CHEMBL1938918
CHEMBL35 CHEMBL32749 CHEMBL1509101  CHEMBL1939074
CHEMBL49 CHEMBL129451 CHEMBL1514868  CHEMBL1939075
CHEMBLS50 CHEMBL138649 CHEMBL1877309  CHEMBL1939076
CHEMBL62 CHEMBL276915 CHEMBL1938901  CHEMBL1939077
CHEMBL97 CHEMBL294009 CHEMBL1938902  CHEMBL1939078
CHEMBL98 CHEMBL331627 CHEMBL1938903  CHEMBL1939079
CHEMBL100 CHEMBL450866 CHEMBL1938904  CHEMBL1939080
CHEMBL134 CHEMBL605425 CHEMBL1938905  CHEMBL1939081
CHEMBL143 CHEMBL605428 CHEMBL1938906 = CHEMBL1939092
CHEMBL142 CHEMBL606006 CHEMBL1938907  CHEMBL1939093
CHEMBLS590 CHEMBL606059 CHEMBL1938908 = CHEMBL1939094
CHEMBL1414 CHEMBL606476 CHEMBL1938909  CHEMBL1939095
CHEMBL9470 CHEMBL1084625 CHEMBL1938910 @ CHEMBL1939096
CHEMBL1089334 CHEMBL1085587 CHEMBL1938911  CHEMBL1939097
CHEMBL1311880 CHEMBL1085588 CHEMBL1938912  CHEMBL1939098
CHEMBL1939099 CHEMBL1939100 CHEMBL1938913  CHEMBL1939101
CHEMBL4128346 CHEMBLA4128501 CHEMBLA4128703 ~ CHEMBLA4128827
CHEMBL1939091 US10252984 CHEMBL1939084 CHEMBL4128900
US9144538 US11337935 CHEMBL1939085  CHEMBL4128970
CHEMBLS5187654 CHEMBL1939090 CHEMBL1939086 = CHEMBL4129013
CHEMBLS5189727 CHEMBL1939082 CHEMBL1939087 = CHEMBL4129165
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Tablo 1 (Devam). PKM i¢in farmakofor gelistirme ¢aligmalarinda kullanilan bazi

molekiillerin bilesik kodlar

CHEMBLS5189951 CHEMBL1939083 CHEMBL1939088 CHEMBL4129306
CHEMBLS5190040 CHEMBL5200796 CHEMBL1939089 CHEMBL4128010
CHEMBL5191355 CHEMBL5201754 CHEMBL3142968 CHEMBL4125882
CHEMBL4127929 SMRO000387068 CHEMBL3142978 CHEMBL4126021
CHEMBL4218770 SMR000440556 CHEMBL3339205 CHEMBL4126536
CHEMBLS5178887 US8877791, Al CHEMBL3609603 CHEMBLA4126628
CHEMBLS5179096 CHEMBL4877010 CHEMBL3727658 CHEMBL4126776
CHEMBL5170943 CHEMBL3732472 CHEMBL4126950 CHEMBL4127769
CHEMBLS5171047 CHEMBL4125726 CHEMBL4127005 CHEMBL4127909
CHEMBL4127111 CHEMBL4129726 CHEMBL1939121 CHEMBL1939116
CHEMBL4127266 CHEMBL4130043 CHEMBL2385099 CHEMBL1939117
CHEMBL4127315 CHEMBLA4130187 CHEMBL2386917 CHEMBL1939118
CHEMBL4127501 CHEMBL4130222 CHEMBL3104587 CHEMBL1939119
CHEMBL4127576 CHEMBL4130279 CHEMBL4129340 CHEMBL1939120
CHEMBL1939102 CHEMBL1939106 CHEMBL1939109 CHEMBL1939112
CHEMBL1939103 CHEMBL1939107 CHEMBL1939110 CHEMBL1939113
CHEMBL1939104 CHEMBL1939108 CHEMBLI1939111 CHEMBL1939114
CHEMBL1939115
2.2. Yontem

2.2.1. Farmakofor Modelleme

2.2.1.1. PharmMapper

BindingDB veri tabanindan elde edilen inhibitér molekiiller PharmMapper
web aracina (Wang vd.,2017) yliklenmistir. PharmMapper ¢evrimigi araci, sorgulanan
bilesige kars1 kendi veri tabanindaki bir farmakofor modeli ters farmakofor yoluyla
eslestiren bu sayede potansiyel ila¢ hedefinin tanimlanmasina yonelik bir web
sunucusudur. PKM2’ye 6zgii molekiiller web aracina yiiklenerek PKM2 hedefine

yonelik farmakofor modelleriyle eslesmeleri incelenmistir.
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2.2.1.2. Ligandscout

Ligandscout programinin (Wolber ve Langer, 2005) deneme siiriimii
kullanilarak PharmMapper’dan alinan 10 molekiil {izerinden farmakofor hipotezleri
elde edilmistir. Programin “Create ligand-based 3D pharmacophores” protokolii
uygulanmis ilk basamakta 3 boyutlu kiimeleme gerceklestirilmis bu islem ig¢in
“default” parametreler kullanilmis, kiimeleme mesafesi 0,4 kiimeleme mesafesi
hesaplama yontemi “AVARAGE” olarak belirlenmistir. Bu sayede molekiiller
arasindaki Ozellikler eslestirilerek model 6zelliklerinin belirlenmesi i¢in ilk basamak
gerceklestirilmistir. Ikinci basamakta ise eslesen 6zelliklere uygun 10 tane farmakofor
modeli bulunmustur. Bu islem i¢in yine “default” parametreler kullanilarak,
“Pharmacophore fit anda atom overlap” skorlama fonksiyonu ve “Merged feature

pharmacophore” farmakofor tipi secilmistir.

2.2.2. ZINCPharmer Veri tabam ile Farmakofora Uygun Bilesiklerin

Belirlenmesi

Hipotezler ZINCPharmer (Koes ve Camacho, 2012) web araci1 kullanilarak
hipotezler ile yiiksek ¢cakigma saglayan molekiiller tayin edilmistir. ikinci basamakta
molekiiller diisiitk Kok Ortalama Kare Hatas1 (RMSD) degeri, diisiik molekiiler agirlik
ve ylksek dondiiriilebilir bag sayis1 (Rbnds) ozelliklerine gore taranarak hedef
ligandlar sec¢ilmistir. Segilen molekiiller ADME-Toksikoloji tahminlemesine

alimustr.

2.2.3. ADME-Toksikoloji Tahminleri

ADME (Absorbsiyon, Dagilim, Metabolizma, Atilim) 6zellikleri klinik yonden
cok dnemlidir. Tlag 6zelligi gdsterebilmesi icin molekiiliin Lipinski yasalarma uymasi
gerekir. Lipinski yasalarina gore; molekiiliin agirlig1 500 Da’dan kiiciik, hidrojen bagi
donorii adedi 5’ten kiigiik, hidrojen bag1 akseptorii adedi 10°dan kiiclik, MLogP degeri
4’ten kiiclik degerlerde olmalidir. Calisma kapsaminda SwissADME (Diana vd., 2017)
veri tabanindan faydalanarak ADME-Toksikoloji analizi yapilmigtir. Molekiillerin
logP degerleri, molekiiler agirlik, H-bag1 akseptor ve dondr adetleri, biyoyararlanim

skoru, molekiiler polar yiizey alani, plazma proteinlerine tutunma, CYP2D6
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inhibisyonu, insan intestinal sisteminde emilim ve kan beyin bariyerinden gecis

ozellikleri aragtirilmigtir.

2.2.4. Hedef Temelli Ila¢ Tasarim

Molekiiler doking (kenetleme), reseptér ve ligand arasindaki etkilesimi
hesaplamali sekilde analiz eden bir yontemdir. Molekiillerin baglanma afinitesinin ve
baglanma konformasyonunun tayin edilmesi hedeflenmektedir. Molekiiler kenetleme
caligmalari, ADME-Toksikoloji tahminlemesi neticesinde en basarili goriilen ligandlar
ile, AutodockVina (Trott ve Olson, 2010) programi kullanilarak gergeklestirilmistir.
Reseptor olarak PKM2 i¢in PDB ID: 6V74 kodlu yap1 kullanilmistir.

Discovery Studio Visualizer (Dassault Systémes, 2019) programi araciligiyla
reseptorler hazirlanmistir. 3 boyutlu 6V74 yapisinin igerisindeki heteroatomlar (su
molekiilleri, ligandlar vb.) ¢ikarilmistir, protein yap1 kaydedilmistir. Yap1 igerisindeki
ligand olan asparajin aminoasiti ve ADME-Toksikoloji tahminlemesi sonucunda en
basaril1 goriilen ligandlar, Discovery Studio Visualizer 2020 programi araciligiyla
cizilip “clean geometry” secenegiyle diizeltilmistir.

Ardindan reseptdr protein, orijinal ligand molekiil ve tiim ligand molekiiller
Autodock Tools (Morris vd., 2009) paketi kullanilarak doking i¢in uygun hale
getirilmistir. Proteinlere polar hidrojenler ve Gasteiger yiikleri eklenip “pdbqt”
formatinda kaydedilmistir. Kiigilk molekiiller ise programin “Ligand” modiilii
vasitastyla “pdbqt” formatinda diizenlenmistir.

Reseptorler ile ligandlarin baglanma paketi icin Autodock Tools ile Grid
kutusu olusturulmustur. Bu islem i¢in ilgili programin “Grid” modiili kullanilmistir.
Piruvat Kinaz M2 (PKM?2) i¢in Grid kutusu olusturulurken, 6V74 kodlu yapidaki
arjinin baglanma bolgesi kaynak olarak kullanilmistir. PKM2 i¢in Grid kutusunun x,
y, z degerleri sirastyla 25, 25, 25 olarak; Grid kutusunun x, y, z merkezleri sirasiyla -
62.763, 36.41, -9.348 olarak tayin edilmistir. Sonrasinda, reseptorler ile ligandlarin
molekiiler doking islemi gerceklestirilmistir. Molekiiler doking ile varilan sonuglar

AutoDock Tools’da ve Discovery Studio Visualizer programinda analiz edilmistir.
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3. BULGULAR VE TARTISMALAR

3.1. Farmakofor Modelleme Sonuclari

Farmakofor incelemesi sonucunda, yiiksek skor adedi ve fazla ozellik
eslesmesi (aromatiklik, hidrofobiklik, hidrojen bag1 akseptorii, hidrojen bagi donorii,

negatif iyonize olma) 6zelliklerinden esas alinarak hipotezler tayin edilmistir.

3.1.1. PharmMapper Sonuclar

PKM2’ye 6zgili molekiiller web aracina yliklenerek PKM?2 hedefine yonelik
farmakofor modelleriyle eslesmeleri incelenmis 173 bilesik i¢erisinden diger hedeflere
gore PKM2 ile daha yiiksek potansiyelde (derece, “rank’) model olusturan 10 adet
molekiil se¢ilmistir. Elde edilen molekiillerin dereceleri ve molekiillerin ortiismesi
muhtemel farmakofor modellerinin 6zellikleri Tablo 2’de verilmistir. Tablo 3’te ise

ilgili molekiillerin 3D yapilar1 verilmistir.

Tablo 2. PharmMapper web aracindan elde edilen molekiiller ve 6zellikleri

Bilesik ad1 Derece Hidrofobik Pozitif Negatif Dondr Akseptor
Chembl605428 260 3 1 2 1 2
Chembl605425 173 3 1 2 1 2
Chembl4218770 257 3 1 2 1 2
Chembl4129726 247 3 1 2 1 2
Chembl4127266 248 5 0 0 2 2
Chembl294009 204 6 2 0 2 1
Chembl9470 322 6 2 0 2 1
Chembl 62 255 3 1 2 1 2
Chembl49 255 3 1 2 1 2
Chembl2672 328 3 1 2 1 2
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Tablo 3. PharmMapper’dan alinan molekiillerin 3D yapilari

Bilesik 3 Boyutlu Yapisi Bilesik 3 Boyutlu Yapisi
CHEMBL CHEMBL
605428 605425
CHEMBL CHEMBL
4218770 4129726
CHEMBL CHEMBL
4127266 294009
CHEMBL CHEMBL
9470 62
CHEMBL CHEMBL
49 2672

3.1.2. Ligandscout Programi ile Farmakofor Modelleme Sonuclar

Tablo 3’de verilen molekiiller vasitasiyla gergeklestirilen farmakofor analizi

sonucu Tablo 4’de verilen modelleme skorlar1 ve farmakofor modele ait 6zellikler elde

edilmistir. Farmakofor modellemede en yiiksek kiimeleme biiylikliigline sahip 2

molekiil ve model 1’in ¢akigsmasi Sekil 2’de verilmistir.
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Tablo 4. Farmakofor modelleme sonucu elde edilen hipotezler ve 6zellikleri

Model Skor Aromatik  Hidrofobik H-donérii H-akseptorii Negatif

iyonize
1 0.9886 2 2 0 15 6
2 0.9886 2 2 0 15 6
3 0.9886 2 2 0 15 6
4 0.9886 2 2 0 15 6
5 0.9886 2 2 0 15 6
6 0.9638 2 1 0 15 6
7 0.9578 2 2 0 15 6
8 0.9322 2 2 0 15 6
9 0.9287 2 2 0 15 6
10 0.9025 2 2 0 15 6
CHEMBLE05425 B CHEMBL605428
HEA NI HBA Ly
R Al HeA N
HB,{\__ < ’a{g HEA \:‘ﬁ HBAHEA

4-'1\

/ ﬂ H 2 A Hea
/‘ T\ HBA nea M
. H : AR
s M MU e A :
HEA ni WA HEHBA NI HBA Ty

Sekil 2. Model 1 ile CHEMBL605425 ve CHEMBL605428 molekiillerinin
cakigmasi
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3.2. ZINCPharmer Veri tabanindan Elde Edilen Bilesiklerin Taranmasi
Farmakofor modelleme sonucu elde edilen 10 farmakofor modeli
ZINCPharmer veri tabanina alinmis model 1 disindaki biitin modeller icin
ZINCPharmer veri tabaninda ¢akisan hi¢bir liganda rastlanmamistir. Model 1 hipotezi
ile ortiisen molekiiller arasindan RMSD, molekiiler agirlik ve Rbnds degerleri
gozetilerek bir segilim gergeklestirilmis ve molekiil sayis1 46’a diisiirilmiistiir.

Molekiillerin 6zellikleri Tablo 5’te verilmistir.

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

RMSD Moleliler RBnds Zinc No RMSD Moleliler RBnds Zinc No
Agirhk Agirhk
0.651 451 6 49539770  0.646 486 10 33686756
0.653 465 7 33366193 0.646 466 11 33900101
0.586 205 7 86855578 0.644 486 11 33880527
0.652 431 7 49539596  0.647 500 11 33672628
0.651 465 7 49539672 0.647 466 11 33686122
0.651 447 8 49539779 0.644 500 11 33721787
0.644 456 8 33540446  0.644 500 11 33682685
0.673 386 8 63529389 0.643 500 11 33617324
0.673 440 8 63526767 0.642 500 11 49539590
0.642 456 8 38007306  0.644 466 11 49539715
0.646 500 8 33750348 0.647 500 11 33594504
0.646 436 9 33686099 0.521 402 11 20784884
0.643 470 9 33672662 0.642 466 11 33726453
0.590 434 9 39943080  0.644 514 12 33551432
0.539 400 9 78602654  0.644 480 12 33386157
0.640 470 9 33396269 0.534 373 12 78534331
0.641 470 9 33721791 0.647 482 12 33541729
0.644 470 9 33594505 0.647 482 12 33690074
0.509 404 10 46028894  0.644 482 12 33856660
0.647 486 10 33686797 0.646 480 12 33554954
0.642 486 10 33692069 0.644 480 12 33560108
0.642 486 10 33695257 0.647 496 13 33679581

20



3.3. ADME-Toksikoloji Analizi Bulgular

Hipotez 1 ile ¢akisan 46 molekiilin ADME/toksikoloji sonuglar1 Tablo 6 ve

Tablo 7’de verilmistir.

Tablo 6. 46 bilesige ait ADME tahminlemesi (PKM).

ZINC Lipinski Konsensus Biye Log Kp ¢l
Bilesik TPSA (A?) yararlanim Absorbsi
No Kurallar Log Po/W (Cm/S)
Skoru yon
1 49539770 Uygun 131.14 A? 2.23 0.55 -6.79 Yiiksek
2 33366193 Uygun 131.14 A? 2.48 0.55 -6.62 Yiiksek
3 86855578 Uygun 69.61 A2 0.62 0.55 -7.80 Yiiksek
4 49539596 Uygun 131.14 A? 2.02 0.55 -6.85 Yiiksek
5 49539672 Uygun 131.14 A2 2.48 0.55 -6.62 Yiiksek
6 49539779 Uygun 140.37 A2 1.71 0.55 -7.23 Disiik
7 33540446 Uygun 135.10 A2 2.45 0.55 -5.99 Disiik
8 63529389 Uygun 146.04 A2 2.95 0.55 -6.64 Disiik
9 63526767 Uygun 140.97 A2 3.56 0.55 -5.91 Diisiik
10 38007306 Uygun 135.10 A2 2.59 0.55 -5.99 Diisiik
11 33750348 Uygun 135.10 A2 2.57 0.55 -6.21 Diisiik
12 33686099 Uygun 135.10 A2 2.37 0.55 -6.05 Yiiksek
13 33672662 Uygun 135.10 A2 2.82 0.55 -5.82 Disiik
14 39943080 Uygun 98.35 A2 3.75 0.55 -5.32 Yiiksek
15 78602654 Uygun 86.72 A2 3.68 0.55 -5.47 Yiiksek
16 33396269 Uygun 135.10 A2 2.87 0.55 -5.82 Disiik
17 33721791 Uygun 135.10 A2 2.90 0.55 -5.82 Diisiik
18 33594505 Uygun 135.10 A2 2.77 0.55 -5.82 Diisiik
19 46028894 Uygun 101.76 A2 2.26 0.55 -7.50 Yiiksek
20 33686797 Uygun 144.33 A2 2.44 0.55 -6.19 Diisiik
21 33692069 Uygun 144.33 A2 2.57 0.55 -6.19 Disiik
22 33695257 Uygun 144.33 A2 2.52 0.55 -6.19 Disiik
23 33857009 Uygun 144.33 A2 2.02 0.55 -6.43 Disiik
24 27105110 Uygun 144.33 A2 1.95 0.55 -6.43 Disiik
25 33686756 Uygun 144.33 A2 2.50 0.55 -6.19 Diisiik
26 33880527 Uygun 144.33 A2 2.74 0.55 -6.02 Diisiik
27 33900101 Uygun 144.33 A2 2.38 0.55 -6.26 Diisiik
28 33672628 Uygun 144.33 A2 2.78 0.55 -6.02 Diisiik

21



Tablo 6 (Devam). 46 bilesige ait ADME tahminlemesi (PKM).

29 33686122 Uygun 144.33 A? 2.86 0.55 -6.02 Diisiik
30 33721787 Uygun 144.33 A? 2.83 0.55 -6.02 Diisiik
31 33682685 Uygun 144.33 A? 231 0.55 -6.26 Diisiik
32 33617324 Uygun 144.33 A? 2.80 0.55 -6.02 Diisiik
33 49539590 Uygun 144.33 A? 2.82 0.55 -6.02 Diisiik
34 49539715 Uygun 144.33 A2 2.23 0.55 -6.25 Diisiik
35 33594504 Uygun 144.33 A2 2.78 0.55 -6.02 Diisiik
36 20784884 Uygun 79.48 A2 2.89 0.55 -6.73 Yiiksek
37 33726453 Uygun 144.33 A2 2.37 0.55 -6.26 Diisiik
38 33551432 Uygun 144.33 A? 3.24 0.55 -5.80 Diisiik
39 33386157 Uygun 144.33 A2 2.55 0.55 -6.03 Diisiik
40 78534331 Uygun 86.72 A> 3.35 0.55 -5.63 Yiiksek
41 33541729 Uygun 153.56 A? 1.90 0.55 -6.63 Diisiik
42 33690074 Uygun 153.56 A2 2.07 0.55 -6.63 Diisiik
43 33856660 Uygun 153.56 A2 2.01 0.55 -6.63 Diisiik
44 33554954 Uygun 144.33 A2 2.49 0.55 -6.03 Diisiik
45 33560108 Uygun 144.33 A2 2.67 0.55 -6.03 Diisiik
46 33679581 Uygun 153.56 A> 2.31 0.55 -6.45 Diisiik

Bilesiklerin tiimii Lipinski yasalarini saglamaktadir. Model 1 ile cakisan
ZINC33366193, ZINC33686099, ZINC49539596, ZINC49539672, ZINC49539770
molekiillerinin uygun ADME/Toksisite 6zelliklerine sahip oldugu tayin edilmistir.
Consensus Log Po/w degeri lipofilik davranisi simgeler ve degerin 5’ten kiiciik olmasi
beklenir. Consensus LogPo/w degeri ZINC33366193 igin 2.48, ZINC33686099 i¢in
2.37, ZINC49539596 icin 2.02, ZINC49539770 i¢in 2.23 ve ZINC49539672 i¢in
2.48’dir, bu degerler beklenen araliktadir. Molekiillerin 0.1°den yiiksek
biyoyararlanim skoruna sahip olmasi gerekir, bu dort molekiil de 0.55 biyoyararlanim
skoruna sahiptir. TPSA degerinin 30’dan biiyiikk olmasi beklenir. Bu deger
ZINC33366193 molekiiliinde 131.14 A2, ZINC33686099 molekiiliinde 135.10 A2,
ZINC49539596 molekiiliinde 131.14 A2, ZINC49539672 molekiiliinde 131.14 A2 ve
ZINC49539770 molekiillerinde 131.14 A>dir. Molekiiller yiiksek gastrointestinal
absorbsiyon (GI) 6zelligine sahiptir. Secilen 5 bilesikte P-glikoprotein substrat (P-gp)
Ozelligine  sahiptir, bu, proteinlere tutunarak gastrointestinal sistemde

absorbsiyonlarinin diismesine sebep olabilmektedir. Sitokrom P (CYP) enzimleri
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karaciger fonksiyonlar1 iizerinde etkilidir, inhibe olmamalar1 gerekir. CYP2D6,
cogunlukla ilaglarin metabolizmasindan ve eliminasyonundan gdorevlidir, segili 5

molekiil de CYP2D6 enzimini inhibe etmemektedir.

Tablo 7. Bilesiklerin toksikoloji 6zellikleri (PKM)

Bilesik KBB P—gp CYPIA2 CYP2C19 CYP2C9  CYP2D6 CYP3A4
Gegebilme  Substrat  Inhibitérii  Inhibitérii  Inhibitérii  Inhibitori  Inhibitori
Ozellik
1 Hayir Evet Evet Evet Hayir Hayir Hayir
2 Hayir Evet Evet Evet Hay1r Hay1r Hay1r
3 Evet Hayir Hayir Hay1r Hayir Hayir Hayir
4 Hayir Evet Evet Evet Hayir Hayir Hayir
5 Hayir Evet Evet Evet Hayir Hayir Hayir
6 Hayir Evet Hayir Evet Hayir Hayir Hayir
7 Hayir Evet Evet Evet Hayir Hayir Hayir
8 Hayir Evet Hayir Evet Evet Hay1r Evet
9 Hayir Evet Hayir Evet Evet Evet Evet
10 Hayir Hayir Evet Evet Evet Hayir Evet
11 Hayir Evet Evet Evet Hay1r Hay1r Hayir
12 Hayir Evet Evet Evet Hayir Hayir Evet
13 Hayir Evet Evet Evet Evet Hayir Evet
14 Hayir Evet Hayir Evet Evet Evet Evet
15 Hayir Hayir Hayir Evet Evet Evet Evet
16 Hayir Hayir Evet Evet Evet Hay1r Evet
17 Hayir Hayir Evet Evet Evet Hay1r Evet
18 Hayir Evet Evet Evet Hay1r Hay1r Evet
19 Hayir Evet Hayir Evet Evet Evet Evet
20 Hayir Hayir Evet Evet Evet Hayir Evet
21 Hayir Hayir Evet Evet Evet Evet Evet
22 Hayir Hayir Evet Evet Evet Evet Evet
23 Hayir Evet Hayir Evet Evet Hay1r Evet
24 Hayir Evet Hayir Evet Hay1r Hay1r Evet
25 Hayir Hayir Evet Evet Evet Hay1r Evet
26 Hayir Hayir Hayir Evet Evet Hay1r Evet
27 Hayir Hayir Hayir Evet Evet Evet Evet
28 Hayir Hayir Hayir Evet Evet Hayir Evet
29 Hayir Hayir Hayir Evet Evet Evet Evet
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Tablo 7 (Devam). Bilesiklerin toksikoloji 6zellikleri (PKM)

30 Hayir Hayir Hayir Evet Evet Evet Evet
31 Hayir Evet Hayir Evet Evet Hay1r Evet
32 Hayir Hay1r Hayir Evet Evet Hay1r Evet
33 Hayir Hay1r Hayir Evet Evet Hay1r Evet
34 Hayir Evet Hayir Evet Evet Evet Evet
35 Hayir Hayir Hayir Evet Evet Hayir Evet
36 Hayir Evet Hayir Hayir Hayir Evet Evet
37 Hayir Hayir Hayir Evet Evet Evet Evet
38 Hayir Hay1r Hayir Evet Evet Evet Evet
39 Hayir Evet Hayir Evet Evet Evet Evet
40 Hayir Hay1r Hayir Evet Evet Hay1r Evet
41 Hayir Evet Hayir Evet Evet Hayir Evet
42 Hayir Hayir Hayir Evet Evet Evet Evet
43 Hayir Hay1r Hayir Evet Evet Evet Evet
44 Hayir Evet Hayir Evet Evet Evet Evet
45 Hayir Hayir Hayir Evet Evet Evet Evet
46 Hayir Hayrr Hayir Evet Evet Evet Evet

Tim ozellikler degerlendirildiginde ZINC33366193, ZINC33686099,
ZINC49539596, ZINC49539672, ZINC49539770 molekiilleri molekiiler kenetlenme

calismalari i¢in se¢ilmistir.
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3.4. Molekiiler Kenetlenme Calismasi Bulgular:

ADME/ Toksikoloji sonucuna gore segilen tiim molekiiller (Tablo 8) ile 6V74
reseptOrlerinin baglanma afinitesi degerleri Tablo 9’te gosterilmistir.

Tim ligandlarin RMSD degerleri ve baglanma afiniteleri incelenerek Tablo

9’te verilen modlar i¢in baglanma profillerinin incelenmesine karar verilmistir.

Tablo 8. PKM2 i¢in secilen inhibitér molekiiller.

Bilesik TUPAC Adi 3 Boyutlu Yap1

ZINC33366193  5-(3-Kloro-2-tolil)-3-metil-6-
[(4-0kzo-1,4a-diaza-2
naftil)metiltiyo]-1H-1,2,5,7-

tetraazainden-5-yum-4-amin

ZINC33686099 3-Metil-6-[(N-o0
metoksifenilkarbamol)metiltiyo

]-5-(m-tolil)-1H-1,2,5,7-

tetraazainden-5-yum-4-amin

ZINC49539596  3-Metil-6-[(4-okso-1,4a-diaza-
2-naftil)metilltiyo]-5-(o-tolil)-
1H-1,2,5,7-tetraazainden-5-
yum-4-amin

ZINC49539672  5-(4-Kloro-3-tolil)-3-metil-6-
[(4-0kzo-1,4a-diaza-2-
naftil)metiltiyo]-1H-1,2,5,7-
tetraazainden-5-yum-4-amin

ZINC49539770  5-(m-Klorofenil)-3-metil-6-[(4-
okzo-1,4a-diaza-2-

naftil)metilltiyo]-1H-1,2,5,7-

tetraazainden-5-yum-4-amin
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Tablo 9. Reseptor ve segili ligandlarin baglanma afiniteleri.

Bilesik PKM?2 ile doking
Baglanma Baglanma En iyi moddan uzakhk (A)
modu Afinitesi
RMSD Lb. RMSD U.b.

ZINC33366193 1 -1.5 0.000 0.000
13 -6.3 2.662 3.917
19 -6.2 2.714 4.744
ZINC33686099 1 -6.5 0.000 0.000
11 -6.0 2.306 5.950
18 -5.5 2.139 6.215
ZINC49539596 1 -7.4 0.000 0.000
4 -6.8 2.385 3.714
13 -6.4 2.660 5.248
ZINC49539672 1 -1.7 0.000 0.000
5 -7.1 2.497 6.403
11 -6.8 2.075 3.147
ZINC49539770 1 -7.5 0.000 0.000
6 -6.9 2.647 6.668
17 -6.5 2.630 4.587
] 1 -4.6 0.000 0.000
Inhibitor 6 35 2,678 5331
4 -3.7 2.682 4.852

Tablo 9 incelendiginde ZINC49539672 kodlu bilesigin ilk baglanma modunun
afinitesinin -7.7 kcal/mol oldugu belirlenmistir. ZINC33366193, ZINC33686099,
ZINC49539596, ZINC49539770 molekiillerinin ise en yiiksek baglanma skorlari

strastyla -7.5, -6.5, -7.4 ve -7.5 kcal/mol olarak hesaplanmaistir.

Chimera programi vasitasiyla asparajinin bagli bulundugu oluk yapisi

incelenmis, bu oluk yapisinin farkli bilesikler tarafindan kapatilma bigimi

incelenmigtir. Sekil 3’te PKM2 de baglanma bolgesini olusturan oluk yapisi ve

Asparajin aminoasiti hem ¢ubuk modeliyle hem de kapanmanin anlasilmasi i¢in yiizey

modeliyle gosterilmistir.
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Sekil 3. Oluk yapis1 ve asparajin aminoasiti

Piruvat kinaz Kas izozim M2 (6V74) ile 5 bilesigin baglanma profili Sekil 3°te

verilmisgtir.
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Sekil 4. a) ZINC33366193, b) ZINC33686099, c) ZINC49539596, d)
ZINC49539672, e) ZINC49539770 bilesiklerinin PKM2 ile baglanma profilleri
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Sekil 4’teki gosterimde sar1 noktalar siilfiir etkilesimlerini, turuncu noktalar pi-
pi etkilesimlerini, agcik pembe noktalar alkil ve pi-alkil etkilesimlerini, koyu pembe
noktalar pi-pi kiime etkilesimleri ile pi-amid etkilesimlerini, yesil noktalar ise karbon-
hidrojen baglarmi1 ifade etmektedir. Buna goére baglanma paketindeki biitlin
molekiillerin etkilesimlerle sikica paketlendigi ortadadir. ZINC49539672 kodlu
molekiil hari¢ biitiin molekiiller karbon hidrojen bagi yapmis olmasinin yanisira
ZINC49539770 molekiiliiniin His379, Arg383 ve Arg500 aminoasitleri ile 3 adet
hidrojen bag1 gerceklestirdigi gdzlenmistir. Ote yandan Leul04 aminoasiti ise pi ve
pi-alkil etkilesimleri acisindan olduk¢a 6nemli bir aminoasit olarak belirlenmistir.
Bunun yanisira ZINC33366193 ve ZINC49539672 molekiilleri Arg500 aminoasiti ile
pi ve pi-alkil etkilesimi gergeklestirirken, ZINC49539770 hidrojen bagi
gergeklestirmistir.

Aynmi1 zamanda biitiin bilesiklerin oluk icerisindeki konumlart incelenmis,
ZINC33686099 molekiilii harig biitiin bilesiklerin oluk disarisinda kaldig1 gozlenirken
ZINC33686099°un olugu asparajine benzer bicimde kapattig1 tespit edilmistir (Sekil
5).

Sekil 5. ZINC33686099 molekiiliiniin oluk igerisindeki cubuk ve yiizey gosterimi
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4. SONUC

Bu ¢alisma kapsaminda ligand temelli ve hedef temelli yontemler kullanilarak
yeni bir Ankilozan Spondilit ila¢ aday molekiilii gelistirilmesi hedeflenmistir.

Calismada 2 basamakl1 bir farmakofor modelleme ¢alismasi gergeklestirilmis,
ilk basamakta PharmMapper web araci kullanilarak ilk veri setindeki 173 molekiil
igerisinden farmakofor modelleme uygun veri setini olusturacak 10 molekiil segilerek
Ligandscout programi vasitasiyla 10 adet farmakofor modeli elde edilmistir.

ZINCPharmer veri tabani vasitasiyla, tiim farmakofor modelleri uygun
molekiiller taranarak 46 adet molekiil bulunmustur. Daha sonra bu molekiiller arasinda
ADME/Toksikoloji 6zellikleri iizerinden bir inceleme vyiiriitiilmiistiir. Inhibitdrlerin
KBB’yi gegebilmesine ve CYP2D6 enzimini inhibe etmemesine dikkat edilerek S1P1
calisma seti i¢in inhibitdr sayis1 5’e (ZINC33366193, ZINC33686099,
ZINC49539596, ZINC49539672, ZINC49539770) diistiriilmiistiir.

Bu 5 inhibitér ile gergeklestirilen molekiiler kenetlenme sonuglarina
bakildiginda her ne kadar ZINC49539672 molekiilii en yiiksek baglanma afinitesini -
7.7 kcal/mol vermis olsa da oluk yapis1 iizerindeki etki ve baglanma profili
incelendiginde ZINC33686099 molekiilii daha etkili bulunmustur.

Sonu¢ olarak, c¢alismalarimiz kapsaminda her 5 molekiilin de
(ZINC33366193, ZINC33686099, ZINC49539596, ZINC49539672, ZINC49539770)
potansiyel ilag Onciil molekiil olabilecegi diistiniilmektedir.

5 farkli molekiil igerisinde oOzellikle baglanma afinitesi en yiiksek olan
ZINC49539672 molekiilii ve literatiire oldukca uygun olan ZINC33686099
molekiillerinin  molekiiler dinamik simiilasyonlariyla ve farkli simiilasyon
yontemleriyle incelenmesi 6nerilmektedir. Devaminda, molekiil ile in vitro ve in vivo

deneyler yapilmali ve basarili bulunmalidir.
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