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Cin’in Wuhan kentinde Aralik 2019 tarihinde baglayan yeni koronaviriis pandemisi
diinyay1 etkilemektedir. SARS-CoV-2 viriisiiniin neden oldugu bu hastaliga COVID-19
ismi verildi. Diinya capinda 647 milyon kisi yakalanirken; 6,6 milyon kisi hayatini
kaybetti. Ulkemizde ise 17 milyonu askin vaka yasanirken, can kaybi sayis1 ise 100
binin {izerindedir. Tedavi i¢in onaylanan 6 as1 ile viriisiin farkli hedefleriyle etkilesen 3
ilag ve farkli hastaliklar i¢in onay alip ikinci onayin1 COVID-19 igin alan 4 ilag olmak
tizere toplam 7 ilag vardir.

Koronaviriislerin membraninin iizerinde S, membran ve zarf proteinleri olmak tizere ii¢
yapisal protein bulunur. Viriis RNA’sinda 3-kimotripsin-benzeri proteaz (3CLpro),
papain-benzeri proteaz (PLpro), RNA'ya bagimli RNA polimeraz (RdRp) ve helikaz
olmak tizere dort fonksiyonel protein bulunur. COVID-19 tedavisi i¢in yeni inhibitor
arastirmalart i¢cin 6nemli ila¢ hedefleri; PLpro, 3CLpro, RdRp ve S proteinidir. Tez
kapsaminda segilen ila¢ hedefi olan PLpro enzimi ile etkilesen inhibitdr heniiz yoktur.
PLpro enzimi, viriisiin kopyalanmasini saglayan ve ev sahibi bagisikligin1 bozabilen bir
enzimdir. PLpro enzimi bu gorevleriyle olduk¢a dnemli bir ilag hedefidir. PLpro enzimi
ubikuitin-benzeri (Ubl) kisim ile parmaklar, bagparmak ve avug i¢i alanlarmi igeren
aktif kisitm olmak iizere iki ana kisimdan olusur. PLpro enziminin aktif bolgesine

baglanan inhibitorler kovalent baglanirlar. Enzimin avug i¢i alaninda yeni kesfedilen



BL2 bolgesi vardir. PLpro enzim substratlar1 bu bolgeye baglanmamaktadir. BL2
bolgesine kovalent olmayan etkilesimlerle baglanan inhibitorler aktif bolgeyi dolayli
yoldan bozarak aktif bolgeye substrat baglanmasini engelleyerek enzim inhibisyonunu
saglayabilir.

Bu tez calismasi, validasyon, molekiiler doking (kenetlenme), sanal ligand tarama ve
ADMETt olmak iizere dort hesaplama igermektedir.

Birinci asamada, SARS-CoV-2 PLpro enziminin yeni kesfedilen BL2 bolgesi ile
etkilesebilecek diisiik ICso degerine sahip (0.56 uM) 7LBS PDB kodlu protein-ligand
kompleksi ile bu komplekse ait XR8-24 ligandi i¢in Autodock Vina programi
kullanilarak validasyon calismast yapildi. Yeniden doking (redoking) hesaplamalari
sonucu, deneysel (x-ray) ve hesapsal sonuglarmnin ¢akistirilmasi sonucu RMSD degeri
1.723A bulundu ve degerin 2A degerinden diisiik olmas1 segilen yéntemin uygunlugunu
gostermektedir. Ligandin hesaplanan Kjdegeri 108 nM olarak bulunmustur.

Ikinci asamada, literatiirde PLpro enzimi ile etkilesebilecegi diisiiniilen tibbi etkiye
sahip oldugu yapilan deneysel calismalarla belirlenen kirmizi adagayi, hus bitkisi gibi
10 farkl bitkiye ait 35 bitki fitokimyasali ile farkli hastaliklar i¢in onaylanan 8 adet ilag
olmak iizere toplam 43 ligand i¢in molekiiler doking hesaplamalar1 Autodock Vina
programi ile 7LBS protein-ligand kompleksi ile doking hesaplamalar1 sonucu baglanma
enerjisi ile hesapsal Ki degerleri bulundu. En yiiksek dolayisiyla en iyi baglanma
enerjisi ve hesaplanan Ki degerine sahip olan molekiilin Tansinon IIA oldugu
belirlendi.

Ucgiincii asamada, Tansinon IIA molekiiliine, sanal ligand taramasi yapilarak bu
molekiile benzer 6zellik gosteren 98 molekiil ZINC15 veri tabani ile veri seti olarak
indirildi. Bu molekiillere, molekiiler doking hesaplamalari ile ayni1 parametrelerle ikinci
doking hesaplamalar1 yapilarak en yiiksek baglanma enerjisi gosteren 21 molekiil tespit
edilerek; son asama olan ADME ve toksikoloji (emilim-dagilim-metabolizma-atilim-
toksisite) hesaplamalar1 yapildi. Belirlenen ADMEt testlerinden uygun sonug alan 14
molekiil belirlenerek ¢alisma tamamlandi.

Elde edilen bu molekiiller, COVID-19 pandemisi i¢in PLpro enzim inhibitorii olarak
antiviral ilag tasarimi agisindan etkili olabilir, 6ncii molekiil bulma konusunda 6nemli
katkida bulunabilir.

Anahtar Kelimeler: COVID-19, Papain-benzeri proteaz, in silico, Moleculer Doking,
Sanal Ligand Tarama, ADMEt
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The new coronavirus pandemic, which started in December 2019 in Wuhan, China,
affects the world. This disease, caused by the SARS-CoV-2 virus, was named COVID-
19. While 647 million people were caught worldwide; 6.6 million people lost their lives.
While there are more than 17 million cases in Turkey, the number of deaths is over 100
thousand. There are a total of 7 drugs, including 6 vaccines approved for treatment, 3
drugs that interact with different targets of the virus, and 4 drugs that have been
approved for different diseases and received their second approval for COVID-109.
There are three structural proteins on the membrane of coronaviruses: S, membrane and
envelope proteins. Virus RNA contains four functional proteins: 3-chymotrypsin-like
protease (3CLpro), papain-like protease (PLpro), RNA-dependent RNA polymerase
(RdRp), and helicase. Important drug targets for new inhibitor research for the treatment
of COVID-19; PLpro is 3CLpro, RdRp and S protein. There is no inhibitor that interacts
with the PLpro enzyme, which is the drug target selected within the scope of the thesis.
The PLpro enzyme is an enzyme that enables the replication of the virus and can impair
host immunity. The PLpro enzyme is a very important drug target with these functions.
The PLpro enzyme consists of two main parts, the ubiquitin-like (Ubl) part and the
active part, which includes the areas of the fingers, thumb and palm. Inhibitors that bind
to the active site of the PLpro enzyme are covalently bound. The enzyme has a newly
discovered BL2 region in the palm area. PLpro enzyme substrates do not bind to this
site. Inhibitors that bind to the BL2 region by non-covalent interactions can indirectly



disrupt the active site and prevent substrate binding to the active site, thereby providing
enzyme inhibition.

This thesis includes four calculations: validation, molecular docking, virtual ligand
scanning and ADMEt.

In the first step, validation study was performed using Autodock Vina program for
7LBS PDB encoded protein-ligand complex with low IC50 (0.56 uM) that can interact
with the newly discovered BL2 region of SARS-CoV-2 PLpro enzyme and XR8-24
ligand belonging to this complex. As a result of redoking calculations, the experimental
(x-ray) and computational results were matched, the RMSD value was found to be
1.723A, and the value being less than 2A indicates the suitability of the chosen method.
The calculated Ki value of the ligand was found to be 108 nM.

In the second stage, molecular docking calculations for a total of 43 ligands, 8 drugs
approved for different diseases, and 35 plant phytochemicals belonging to 10 different
plants such as red sage and birch, determined by experimental studies that are thought to
interact with the PLpro enzyme in the literature, were determined by experimental
studies Autodock Vina program. As a result of docking calculations with 7LBS protein-
ligand complex, binding energy and computational Ki values were found. It was
determined that the molecule with the highest binding energy and calculated Ki value
was Tanshinone I1A.

In the third step, 98 molecules with similar properties to Tanshinone IIA were
downloaded as a data set with the ZINC15 database by scanning virtual ligands. Second
docking calculations were made to these molecules with the same parameters as the
molecular docking calculations, and 21 molecules with the highest binding energy were
determined; ADME and toxicology (absorption-distribution-metabolism-excretion-
toxicity) calculations were made. The study was completed by identifying 14 molecules
that obtained appropriate results from the determined ADMEt tests.

These obtained molecules may be effective in terms of antiviral drug design as PLpro
enzyme inhibitor for the COVID-19 pandemic, and may contribute significantly to
finding a precursor molecule.

Keywords: COVID-19, Papain-like protease, in silico, Molecular Docking, Virtual
Ligand Screening, ADMEt
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1. GIRIS

Cin’in Wuhan kentinde Aralik 2019 tarihinde baglayan COVID-19 (Koronaviriis
Hastaligi 2019) kiiresel bir salgina neden olan olduk¢a bulagici bir solunum yolu
hastaligidir. Bu hastaliga SARS-CoV-2 viriisii sebep olmaktadir. 16 Aralik 2022 tarihi
itibariyle Diinya Saglik Orgiitii'niin (WHO) verilerine gore kiiresel capta salgina
yakalanan kisi sayist 647 milyonu asarken, can kaybi ise 6,6 milyonu asmistir [1].
Ulkemizde ise 17 milyonu askin vaka yasanirken, can kaybi sayisi ise 100 binin
tizerindedir [2].

Giiniimiizde sadece COVID-19 tedavisi igin onaylanan Lagevrio, Paxlovid ve Xevudy
olmak ftizere 3 antiviral ila¢ vardir. Bu tig ilag, virtistin 3CLpro (3-kimotripsin benzeri
proteaz), RARp (RNA’ya bagimli RNA polimeraz) ve S proteinleri ile etkilesir. SARS-
CoV-2 viriisiiniin ¢ogalmasini saglayan ve insan bagisiklik sistemini baskilayan PLpro

enzimi i¢in onaylanan ilag¢ heniiz yoktur.

Koronaviriisler (CoV), hayvanlarda veya insanlarda ciddi hastaliklara, cesitli
problemlere neden olan oldukga biiyiikk Coronaviridae isimli viriis ailesinde yer alir. Bu

viriisler, zarfli ve tek iplik¢ikli RNA virtsleridir.

2003 yilinda SARS (Siddetli Akut Solunum Yolu Sendromu) salgini ve 2012 yilinda ise
MERS (Orta Dogu Solunum Sendromu) salgini ortaya ¢ikmistir. Bu salginlara sebep
olan viriisler SARS-CoV ve MERS-CoV’dur. Yapilan genom analizleri, SARS-CoV-2
(ilk adiyla 2019-nCoV) isimli virlisiin genomunun %80-90 oraninda SARS-CoV ile
ayni oldugunu gostermektedir. Bu sebeple COVID-19 pandemisine neden olan viriise
SARS-CoV-2 ismi verilmistir.

SARS-CoV-2 dahil tiim koronaviriisler i¢in membran iizerinde S protein, membran
proteini (M) ve zarf proteini olmak fiizere {i¢ yapisal protein bulunmaktadir. Bu
proteinlere ek olarak viriis RNA’sinda papain-benzeri proteaz (PLpro), 3-kimotripsin
benzeri proteaz (3CLpro), RNA’ya bagli RNA polimeraz (RdRp) ve helikaz olmak

tizere dort fonksiyonel protein (yapisal olmayan protein) bulunur [1].

COVID-19 tedavisinde sadece COVID-19 igin onaylanan ilaglara ek olarak, Ebola
virlisii i¢in onaylanan Remdesivir, anti iltihap ilac1 olarak onaylanan Barisitinib ve
Anakinra ile iltthapli romatizma hastaligi i¢in onaylanan Tocilizumab ilaci da

kullanilir [2]. Farkli hastaliklar i¢in onay alan ve ikinci onay1 COVID-19 olan ilaglardan



Remdesivir (RdRp inhibitdrii) haricindeki ilaglarin SARS-CoV-2 viriisiiniin hangi
hedefi ile etkilestigi bilinmemektedir.

lag tedavisine ek olarak giincel kullanilan AstraZeneca, Janssen, Moderna,
Nuvaxovid, Pfizer-BioNTech, bitki bazh viriis benzeri parcaciklar, rekombinant

COVID-19 asis1 olmak iizere 6 as1 bulunmaktadir.

SARS-CoV-2 viriisiiniin PLpro enziminin aktif bolgesine baglanan inhibitorler kovalent
baglanirlar. Enzimin yeni bulunan BL2 bdlgesine baglanan inhibitorler enzime kovalent
baglanmayarak, enzimin aktif bolgesini dolayli yoldan bozarlar. Bu sayede viral

proteinlerin par¢alanmasina dolayisiyla da viriisiin kendini kopyalamasina engel olur.

Bu c¢alismadaki amag, SARS-CoV-2 viriisii i¢in etkili olabilecegi deneysel olarak
belirlenen kirmizi adagay1 ve acem dutu gibi 10 farkli bitki igerisindeki 35 bitki
fitokimyasalmn, viriisiin PLpro enzimine ligandlarin kovalent baglanmadigi BL2
bolgesi i¢in inhibitor 6zelliklerinin yapi-temelli ilag tasarim yontemlerinden; Autodock
Vina programi ile molekiiler doking (kenetlenme) hesaplamalari, en aktif fitokimyasal
icin ZINC15 veri tabani kullanilarak hazirlanan ligandlarin Autodock Vina ile sanal
ligand taramasi ve pkCSM ile SwisSADME kullanilarak ADME ve toksikoloji
hesaplamalari ile in silico aktivitesi en iyi molekiillerin farmakokinetik ve toksikolojik
ozelliklerinin belirlenerek, COVID-19 tedavisi i¢in PLpro inhibitorii i¢in 6ncii molekiil
bulmaktir. Ayrica farkli hastaliklar i¢in onay alan 8 ilacin PLpro inhibitér 6zelikleri
yapi-temelli ilag tasarimi yontemleri kullanilarak belirlendi. Bitkilerden izole edilen 35
bitki fitokimyasali ile 8 adet ilacin ile birlikte toplam 43 molekiiliin in silico

hesaplamalari ilk kez bu tez kapsaminda yapildi.

Bu tezde yapilan arastirmalar sonucu elde edilen veriler, COVID-19 tedavisinde PLpro

inhibitdrii olarak etkili olabilecek yeni inhibitdrlerin tasarlanmasina katkida bulunabilir.



2. GENEL BILGILER

2.1. SARS-CoV-2 Viriisii ve COVID-19 Salgini

Siddetli akut solunum sendromu koronaviriisii-2 (SARS-CoV-2) viriisii Cin’in Wuhan
kentinde Aralik 2019 tarihinde baslayarak tiim diinyay1 etkilemektedir. 16 Aralik 2022
tarihi itibariyle Diinya Saglik Orgiitii’niin (WHO) verilerine gore kiiresel ¢apta salgina
yakalanan kisi sayis1 647 milyondan fazlayken, can kaybi ise 6,6 milyonu gecti [1].
Ulkemizde ise 17 milyonu askin kisi hastaliga yakalanirken, can kaybi sayisi ise 100
binden fazladir [2].

Son 20 yilda, koronaviriislerin sebep oldugu 3 biiyiik salgin yasanmigtir. 2002 yilinda
yasanan Siddetli Akut Solunum Sendromu koronaviriisiiniin (SARS-CoV-1) neden
oldugu SARS ve 2012 yilinda Orta Dogu Solunum Sendromu koronaviriisiiniin (MERS-
CoV) neden oldugu MERS ile 2019 yilinda baslayan SARS-CoV-2 viriisiiniin neden
oldugu COVID-19 salgin1 yasanmaktadir. (Cizelge 2-1)

COVID-19 i¢in bugiine kadar var olan ilaglardan onaylanan ve yalnizca COVID-19 i¢in
tasarlanarak onay alan 3 ila¢ bulunmaktadir. SARS-CoV-2 virlisiiniin proteinlerini
hedefleyen ilaglar; Paxlovid, Lagevrio ve Xevudy ilaglaridir. Paxlovid 3CLpro enzimi
ile, Lagevrio RdRp enzimi ile ve Xevudy S protein ile etkilesmektedir. SARS-CoV-2
virlisliniin kendisini kopyalamasini saglayan ve insan bagisiklik sistemini bozabilen

PLpro enzimi i¢in onaylanan ila¢ heniiz yoktur.

Cizelge 2-1 Biiyiik viral salgina sebep olan koronaviriisler

Hastahk Viriis Cinsi Tasiyict hayvanlar Salgin Yih

COVID-19 SARS CoV-2 Yarasa/Misk Kedisi 2019

Orta Dogu Solunum

Sendromu MERS-CoV Deve 2012
Siddetli Akut Solunum
Yolu Sendromu SARS-CoV Yarasa/Misk Kedisi 2002

COVID-19 tedavisi ig¢in ilk yaklasim farkli hastaliklar i¢in onaylanan ilaglarin
kullanilmastydi1. Hastaligin tedavisi igin antiviral etki gdsteren ilaglar ile SARS-CoV-2

viriisiiniin genom haritasinin belirlenmesi sonucu tasarlanan yeni antiviral ilaglar,




COVID-19 tedavisi icin kullanilmaktadir. Tez kapsaminda ele alinan antiviral
hedeflerden PLpro yapisi ile etkilesen heniiz bir ilag yoktur. Yalnizca COVID-19
tedavisi i¢in tasarlanip onay alan 3 ilag bulunmaktadir [3].

e Lagevrio (Molnupiravir): Lagevrio, SARS-CoV-2 viriisiiniin RdRp enzimi ile
etkilesen bir ilagtir. Lagevrio ilact bir 6n ilag olarak alinip insan viicudunda
hidrolize olarak aktif ila¢ halini alir. Ilag, RNA viriisiiniin genomu ile etkileserek
virliste mutasyona yol acar ve virliste viral hata felaketine neden olarak viriislin
etkinligini bitirmektedir. Lagevrio ilact ABD’de Aralik 2021 yilinda acil kullanim
onay1 almistir. (Sekil 2-1)
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Sekil 2-1 RdRp inhibitorii Lagevrio ilacinin yapisi

e Paxlovid: Paxlovid nirmatrelvir ile ritonavir ilaglarinin karisimi seklinde verilen ve
3-kimotripsin-benzeri proteaz (3CLpro) ile etkilesen kokteyl bir ilagtir. Nirmatrelvir
ile ritonavir SARS-CoV-2 3CLpro inhibitorleridir. Aralik 2021 tarihinde FDA
nirmatrelvir ile ritonavir karigimi halinde kullanilmasi i¢in acil kullanim onay1 verdi.

(Sekil 2-2)
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Nirmatrelvir Ritonavir

Sekil 2-2 3CLpro inhibitérii Paxlovid (Nirmatrelvir ve Ritonavir karigimi) ilacinin
yapisi



Xevudy (Sotrovimab), COVID-19 tedavisinde kullanilan bir monoklonal
antikordur. Xevudy ilaci, SARS-CoV-2 viriisiiniin S proteini ile etkilesmektedir.
Xevudy, SARS-CoV-2’nin S proteinine baglanmak iizere tasarlanmistir. ilag bir
makromolekiil olan protein yapisindadir. Avrupa Birligi tarafindan Aralik 2021

tarihinde onaylandi.

SARS-CoV-2 viriisiiniin neden oldugu COVID-19 tedavisi i¢in yalnizca bu hastalik i¢in

onay alan yeni antiviral ilag tasarimina ek olarak hali hazirda mevcut olan ilaglar da bu

hastaligin tedavisi i¢in kullanilmaktadir. Farkli hastaliklar i¢in onay alan ve COVID-19

tedavisinde de kullanilan 4 ila¢ bulunmaktadir [3].

Veklury (Remdesivir): Remdesivir, 2016 yilinda ebola viriisii i¢in bir tedavi
olarak tanimlanan ve yiiksek antiviral aktivitesi nedeniyle COVID-19 tedavisinde de
kullanilarak SARS-CoV-2 viriisiinin RNA’ya bagimli RNA polimeraz (RdRp)
hedefiyle de etkilestigi goriilen bir adenozin trifosfat analogudur (Sekil 2-3) [4].
SARS-CoV-2 viriisiiniin zincir sonlandirici olarak RdRp hedefiyle etkilestigi
goriilerek, Kasim 2020 tarihinde COVID-19 tedavisi i¢in de onay almstir.

Sekil 2-3 Remdesivir ilacinin yapisi

Baricitinib, ilaci JAK1 ve JAK2 inhibitorii olan kullanilan anti iltihap ilac1 olarak
onay alan bir ilactir. (Sekil 2-4) JAK'lar, pro-iltihap sinyal yollarinda 6nemli bir rol
oynayan tirozin protein kinazlardir. Barisitinib, JAK1 ve JAK2'nin etkilerini inhibe
ederek JAK aracili bagigiklik etkilerini azaltir. Baricitinib ilact, Mayis 2022 yilinda
FDA tarafindan acil kullanim onay1 alarak COVID-19 tedavisinde de kullanilmaya
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Sekil 2-4 Baricitinib ilacinin yapisi

baslanmistir.
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e Anakinra, Anakinra, iltihapli romatizma tedavisinde kullanilan bir ilagtir. 153
amino asitten olusan bir rekombinant insan interlokin-1 (IL-1) reseptori
antagonistidir. Bu ilag, IL-1 reseptoriine baglanarak IL-1 alfa ve beta ile rekabet
ederek bu reseptorlerin aktivitesini inhibe eder. 8 Kasim 2022'de FDA tarafindan,
ciddi solunum yetmezligine ilerleme riski tasiyan ve hastanede yatan hastalarda
COVID-19 tedavisi i¢in acil kullanim iznini (EUA) yayinladi. Anakinra protein

yapisinda olan bir ilagtir.

e Tocilizumab: Tocilizumab, iltihapli romatizmaya neden olup otoimmiin bozukluga
yol acan problemleri tedavi etmek i¢in kullanilan insan interlokin-6 (IL-6)
reseptoriiyle etkilesen bir ilagtir. Aralik 2021'de Avrupa Komisyonu tarafindan ve
Ekim 2022'de Health Canada tarafindan ek oksijen veya mekanik ventilasyon
(solunum destegi) alan eriskinlerde COVID-19"'u tedavi etmek i¢in onaylanmistir.

Tocilizumab, protein yapisinda olan bir ilagtir.

SARS-CoV-2 viriisiiniin neden oldugu COVID-19 tedavisi i¢in, SARS-CoV-2 viriisii
hedef yapilarindan, viriisiin ¢ogalmasini saglayan ve insan bagisiklik sistemini
bozabilen papain-benzeri proteaz (PLpro) enzimini inhibe edebilecek bir ilag heniiz

yoktur.

2.1.1 Koronaviriisler

Koronaviriis ilk kez 1930’lu yillarda kesfedilen, memelileri ve gesitli tiirleri enfekte
edebilen en biiylik virlis grubudur. “Koronaviriis” adi, anlam1 “ta¢” veya “gelenk” olan
Latinceden tiiretilmistir. Bu isim, gilinese benzeyen bir goriintii olusturan, ¢ikintilarla
siislenmis lipit bir zarfa sahip viryonlarn ifade eder. Bu viriisler, Coronaviridae viriis

ailesinin Orthocoronavirinae alt ailesinde yer alan Nidovirales takimina aittir.

COVID-19 isimli bu hastalik olduk¢a bulasici solunum yolu hastaligidir. COVID-19
hastaligina sebep olan SARS-CoV-2 viriisiiniin, Cin’in Wuhan kentindeki bir deniz
trlinleri toptan satis pazarinda ortaya c¢iktigi bilinmektedir [5]. Viris, ciddi akut
solunum sendromu koronaviriisii-2 (SARS-CoV-2) (Sekil 2-5) olarak adlandirilir ve
insan-insan bulasmasiyla oldukg¢a bulasicidir. 6 kitaya yayilarak kisa siire i¢cinde endise

verici diizeyde yayilma gostererek kiiresel bir pandemi olarak ortaya ¢ikmustir.
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Sekil 2-5. SARS-CoV-2 viriisiiniin sematik yapist

Koronaviriisler genellikle, yiizeylerinden ¢ikintt yapan ve benzersiz kopyalanma
slirecini izleyen sivri uglariyla karakterize edilirler. Koronaviriislerdeki RNA genomu,
replikaz proteinlerini (tekrarlama) kodlayan alti ila on agik okuma g¢ergevesinden
(ORF’ler) ve ug, zar proteini, zarf proteini ve niikleokapsit proteinlerini igeren dort ana
yapisal proteinden olusur. S proteinlerin viral giriste ve ev sahibi belirlenmesinde yer

aldig1 durumlarda hem zar hem de zarf proteinleri viriis yapist i¢in ¢ok énemlidir.

Oldukga biiyiik bir viriis ailesi olan koronaviriislerden son 20 yilda salginlara neden
olan {i¢ Kkoronaviriis (CoV) tiirli bulunmaktadir [5]. Aralik 2019°da ortaya ¢ikan
COVID-19 salgmina yol acan SARS-CoV-2 viriisii kiiresel salgina yol agti. Diger
pandemik koronaviriisler, SARS-CoV ve MERS-CoV, genomik ve protein
seviyelerinde oOnemli diizeyde benzerlik gosterir ancak aralarindaki farkliliklar
birbirinden farkli davranislara yol agar. Bu farkliliklar, koronaviriis enfeksiyonu,
patojenitesi, bulagsmas1 ve evriminde 6nemli bir rol oynayan spike (S) glikoproteininin

dizi ve yapisindaki mutasyonlardan kaynaklanmaktadir.

Insanlarda SARS enfeksiyonlar1 ilk olarak Aralik 2019°da Cin’in Hubei eyaletinin
Wuhan sehrinde gizemli etiyolojisi olan bir zatiirre vakasi olarak ortaya ¢ikti. Solunum
yolu 6rneklerinden elde edilen yiiksek verimli bir genom dizileme, Coronaviridae, beta
koronaviriis cinsi olarak yeni bir virlisi ortaya c¢ikardi ve Uluslararast Viriis
Taksonomisi Komitesi (ICTV) ve Diinya Saglik Orgiitii tarafindan SARS-CoV-2 olarak
resmi bir isim verildi. DSO, 11 Subat 2020°de bu hastalizit COVID-19 olarak ilan etti ve
30 Ocak 2020°de resmi olarak uluslararasi endise yaratan bir halk saghig: acil durumu

ilan etti.



2.1.2. SARS-CoV-2 Viriisiiniin Yapisi

SARS-CoV-2 dahil tiim koronaviriisler icin membran {izerinde en az ii¢ yapisal protein
bulunmaktadir: spike (S) protein, membran proteini (M) ve zarf proteini (E). Bu
proteinlere ek olarak, 3-kimotripsin benzeri proteaz (3Clpro), papain-benzeri proteaz
(PLpro), RNA’ya bagli RNA polimeraz (RARp) ve helikaz olmak iizere dort yapisal
olmayan protein (fonksiyonel protein) daha bulunur. (Sekil 2-6)

PLpro, koronaviriisiin replikasyonunu saglayan ve insan bagisikhk sistemini
bozabilen bir enzimdir. Tez kapsaminda, onemli bir ilag hedefi olan enzim PLpro
yapisi se¢ilmistir. PLpro enzimi, SARS-CoV-2’nin Nsp3 (1945 amino asit) biriminin

i¢ginde bulunan 315 amino asit igeren bir proteindir [6].
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Sekil 2-6. SARS-CoV-2 genom dizilimi

COVID-19 pandemisini sona erdirmek i¢in asilamayr c¢alismalarini destekleyici
antiviral ilaclara ihtiya¢ vardir. SARS-CoV-2 PLpro enzimi, hem viral replikasyon
(tekrarlanma) i¢in hem de ev sahibi (insan) proteinlerinden insanda iltihap
reaksiyonlarindan sorumlu ubikuitin ile antiviral reaksiyonlardan sorumlu uyarilms
genl5 proteini (ISG15) parcalamada 6nemli bir role sahiptir. Bu nedenle, PLpro
enzimi ¢ift fonksiyonlu olmasi yoniiyle olduk¢a dnemli bir ilag hedefidir [7].



Yeni koronavirlis SARS-CoV-2 viriisii tercihen ubikuitini parcalarken, SARS-CoV
virlisit ISG15’1 parcalamaktadir [8]. SARS-CoV-2 PLpro enzimi bu proteinleri ev
sahibinden ayirarak insan bagisikligini bozar. Bu nedenle PLpro enziminin inhibe
edilmesi ¢ok dnemlidir.

PLpro enziminin avug i¢i bolgesinde, BL2 bolgesi isimli yeni kesfedilen bir bolge
mevcuttur. Bu bolgenin merkezindeki Tyr268-GIn269 amino asitleri aktif bolgede
gozlenen enzim-substrat arasindaki uyarilmis-uyum (aktif bolge ve substrat sekillerini
degistirerek ortak bir yap1 meydana getirerek birbirine tutunmasi) etkilerine dahil olarak
aktif bolgenin daha genis capta etkilesime girme konusunda dnemli bir gorevi olmasini
saglar. BL2 dongiisiiniin inhibe edilmesiyle, inhibitorlerin aktif bolgeyi dolayh yoldan
bozabilecegini ortaya ¢ikardi.

BL2 dongiisiiniin  kesfinin ardindan, BL2 bdlgesinin hareketlerini devre disi
birakabilecek kii¢iilk molekiiller tasarlamanin miimkiin olabilecegini gosterilmektedir.
BL2 dongiisii etkilesimlere kapatilirsa substratin enzime erisimi de kisitlanarak proteaz
aktivitesini inhibe edebilecegi yapilan ¢alismalarla ortaya konmaktadir. Bu inhibisyon
durumunda BL2 dongiisii bozulur ve inhibitor, bu dongiiyli engellemenin yaninda dar
konformasyondaki substrat baglama yarigin1 da kapatir, boylelikle substratin LXGG
motifine girmesini onler.

Yapilan ¢aligmalar, SARS-CoV-2 PLpro enziminin BL2 dongiisiiniin kapatilmasiyla
birlikte yeni bir “BL2 olugu” olusturularak PLpro ile yeni kovalent olmayan
etkilesimler yapabilecegini dogrular. SARS-CoV-2 ile yiiksek baglanma enerjileri ve
diisiik mikromolar aktivite (ICso) ile bugiine kadar bulunan en gii¢clii PLpro inhibitorleri
anlamina gelmektedir [9].

Enzimin aktif bolgesine inhibitorlerin kovalent baglandigi diistiniildiigiinde, SARS-
CoV-2 viriisii PLpro enzimine kovalent baglanilmayan BL2 bdlgesi i¢in inhibitorlerin
tasarimi, COVID-19 tedavisi i¢in 6nemli bir adimdir. BL2 bdélgesi, enzimin aktif
bolgesini dolayli yoldan bozarak enzim inhibisyonunu saglayabilir ve SARS-CoV-2
viriistiniin kendini kopyalamasinin dniine gegilerek COVID-19 hastaliginin tedavisi igin

PLpro inhibitorleri tasarlanabilir.



2.1.3. SARS-CoV-2 Viriisiiniin Hiicre ile Etkilesim Mekanizmasi

SARS-CoV-2 virlisii ev sahibi hiicrelere girmek icin anjiyotensin doniistiiriicli enzim 2
(ACE2) reseptoriinii kullanir. (Sekil 2-7) SARS-CoV-2 viriisiine ait S proteini, insan
ACE2 reseptoriinii tanir ve reseptore baglanir. Baglanmasinin ardindan viral girisi
desteklemek i¢in hiicre yiizeyi serin proteaz TMPRSS2’yi kullanir. Girisin ardindan
viral RNA, iki biiyiik poliprotein, ppla ve pplab’yi pargalayarak yeni yapisal olmayan

proteinler olusturacak sekilde ev sahibi ribozomu tarafindan g¢evrilir.

Koronaviriis

S Protein

A
3

Adsorpsiyon ve icsellestirme siireci

v -~
™ .
. A
» " a d » G'\
Hiicre hucle reseptorii 2. . od
Genom RNA (-)ssRNA sablonu Yeni
Replikasyon \/.\/V Hiicreler

. RdRp
o~ _/‘ %
(+)ssRNA Riboz —————
+)ssRNA omlar (€3] .
protein (#)ss A~~~

Proteinler

RdRp

, ‘k ° Yeni viral
genomlar

biyosentezi

" Proteazlar
PLpro ve 3CLpro

Sekil 2-7 Bir ev sahibi hiicreye giren ve igeride ¢ogalan bir koronaviriisiin yasam
dongiisti.

Koronaviriisler ev sahibi hiicrelerine girigini hiicre ylizeyi reseptoriine baglanmak icin S
proteinleri kullanarak yapar [10]. SARS-CoV-2 viriisii anjiyotensin doniistiiriicii enzim
2 (ACE?2) ile etkileserek insan hiicresine girer. Viriislin ev sahibi hiicreye girmesinden
sonra RNA’s1, yeni viryonlart olusturmak i¢in proteoliz yoluyla bilesenlere ayrilan iki
biiyikk koterminal poliproteinin protein sentezi igin dogrudan ev sahibi ribozomuna
baglanir. Bu proteoliz siirecine katilan iki proteaz enzimi, koronaviriis ana proteinazi
(3CLpro) ve papain benzeri proteazidir (PLpro). RNA genomunu kopyalamak i¢in
koronaviriis, RNA’ya bagimli bir RNA polimerazi (RdRp) olan bir kopyay1 kodlar. Bu

proteinler patojen (hastaliga neden olan organizma) i¢in gereklidir.
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SARS-CoV-2 viriisii ana proteaz (3CLpro; nsp5) ve papain benzeri proteazi (Plpro;
nsp3) yapisal olmayan proteinleri olusturur. PLpro enzimi, yapisal olmayan protein 1-
3’1 pargalamak i¢in poliprotein igindeki {i¢ bolgede boliiniir. 3CLpro ve PLpro’nun
katalitik aktiviteleri, viral replikasyon i¢in onemlidir ve bu enzimlerin inhibisyonu

antiviral tedavi i¢in oldukg¢a 6nemlidir.

2.1.4. SARS-CoV-2 PLpro Enzimi: Yap1 ve islev

SARS-CoV-2 viriisiine ait PLpro enzimi viriisin ¢ogalmasini saglayan ve insan
bagisiklik sistemini bozabilen 6nemli bir enzimdir. PLpro enzimi ubikuitin benzeri
kisim (Ubl) ve aktif bolge olmak tizere iki ana kisimdan olusmaktadir. PLpro
enziminin aktif bolgesine baglanan inhibitorler kovalent baglanirlar. Enzimin yeni
kesfedilen BL2 bolgesine baglanan inhibitorler kovalent baglanmayarak dolayli yoldan
aktif bolgeyi bozarak enzim aktif bolgesine viral proteinlerin baglanmasina engel olarak
enzimi inhibe ederler. PLpro enziminin, viriisiin ¢ogalmasini saglamasinin yaninda
islevsel olarak insanda bulunan viicudun iltihap reaksiyonlarini diizenleyen ubikuitin
zincirlerini  hidroliz  edebilme ve interferon ile wuyarilan genl5 (ISG15)
modifikasyonlarin1 proteinlerden ¢ikarip antiviral tepkiyi tersine c¢evirerek insan
bagisikligini bozabilme gorevleri vardir. Bu gérevler, PLpro enziminin ¢ift fonksiyonlu

olmasin1 saglar ve enzimi 6nemli bir ilag hedefi haline getirir.

2.1.4.1 SARS-CoV-2 PLpro Enzimi Yapisi

PLpro enzimi, SARS-CoV-2 viriisiiniin yapisal olmayan protein-3 (nsp3) alt
birimlerinden biri olan, 315 aminoaside sahip bir enzimdir. PLpro enzimi N
terminalinde yer alan ubikuitin-benzeri (Ubl) kisim ile parmaklar, bagparmak ve avug

i¢i alanlarini i¢eren aktif kisim olmak tizere iki ana kisimdan olusur. (Sekil 2-8)

Parmaklar ~ Basparmak

N

J Terminal

Ubl

Sekil 2-8 SARS-CoV-2 PLpro enzim yapisi
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Enzimin aktif bolgesinde bulunan katalitik {i¢lii, avug i¢i ve bagparmak alanlarinin
arasinda bulunan Cysl111 (sistein111), His272 (histidin272) ve Asp286'dan (aspartik
asit286) olusur. Cinko-parmak kismi, bir ¢inko iyonu ile dort sistein igerir ve PLpro'nun
yapisal biitiinliigii ve proteaz aktivitesi i¢in 6nem tasir [11]. Enzimin yeni kesfedilen
BL2 bolgesi, substrat baglanmasi sonucu agik konumdan kapali konuma gegecek
sekilde konformasyonel degisikliklere ugrar (Sekil 2-9). Bu boélge aym zamanda
GRLO0617 ve analoglar i¢in ila¢ baglama bolgesidir. (GRL0617 analogu olan 7LBS
protein-ligand kompleksi ligand1 XR8-24 gibi)

Apo yapidaki (ligand icermeyen yap1) SARS-CoV-2 PLpro enzimi ig¢in X-1s1m1 kristal
yapilari, ubikuitin (Sekil 2-9a) ve ISG15 (Sekil 2-9b) igeren karmasik formlar ile
coziilerek yapi-temelli ila¢ tasariminin ve PLpro'nun virolojisinin anlasilmasinin yolunu
acmustir. Bu ¢aligmalarla SARS-CoV-2 PLpro enzim substratlarinin kovalent baglandig:
belirlenerek enzimin aktif bolgesinin islevsiz oldugu gorildi ve yeni bir baglanma

bolgesi aranarak BL2 bolgesi kesfedildi.

Lys48-poliubikuitin <\
S Ry P \hISG15

" '3 \ basparmak Ubikuitin
alam 3 ) 2
\y alam & benzeri alan
Ly S 1 o

avug ici Y i -
alam

a) b)

Sekil 2-9 SARS-CoV-2 PLpro enziminin substratlari
a) LYS48 poliubikutin bagli SARS-CoV-2 PLpro C111S mutantinin X-igin1 kristal
yapisi. BL2 bolgesi mor renktedir. b) insan ISG15'li SARS-CoV-2 PLpro X-1gin1 kristal

yapist

Onemli bir ilag hedefi olan SARS-CoV-2 PLpro enziminin temelde iki gorevi vardur;
I. SARS CoV-2 viriisiiniin tekrarlanmasi i¢in ana proteaz (3CLpro) ile viral proteinleri
(ppla ve pplab) pargalar. SARS-CoV-2 PLpro enzimi “LXGG|XX” motifini tantyarak

tic kisma parcalar. Viral proteinler nspl ve nsp2 arasindaki, nsp2 ve nsp3 arasindaki,
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nsp3 ve nsp4 arasindaki tetrapeptit LXCG motifini tanir. Viral ¢ogalma i¢in énemli
nspl, nsp2 ve nsp3 proteinlerini salar. Boylece viriisiin cogalmasi saglanr.

ii. PLpro enzimi ev sahibinin bagisiklik sistemini bozar. Ubikuitasyon ve 1SGleme
olaylar1 ile canlinin bagisiklik sistemini baskilar. Viral PLpro enzimi, viral enfeksiyona
kars1 insan bagisiklik tepkisinin aktivasyonundan sorumlu sitokinlerin ve kemokinlerin
tiretimini durdurur. Ev sahibinin iltihap reaksiyonu i¢in 6nemli olan ubikuitin
zincirlerini hidroliz eder ve ev sahibinin antiviral reaksiyonunu durdurmak igin
interferon-uyarimh gen 15 (ISG15) modifikasyonlarmi da uzaklastirir. Bu sekilde

insan bagisikligini bozar.

2.1.4.2 SARS-CoV-2 PLpro Enzimi Islevi

PLpro ve 3CLpro enzimleri SARS-CoV-2 viriisiiniin ¢ogalmasi i¢in gerekli iki proteaz
enzimdir. Cogalma isleminde, SARS-CoV-2 viriistiniin genomik sSRNA’s1, iki biiyiik
protein olan Ppla ve Pplab’yi 15 adet yapisal olmayan protein iiretmek igin mRNA
olarak kullanir (Sekil 2-10) [12]. Viriisiin Ppla/Pplab zincir LXGG motifi, enzimi
tarafindan taninir ve parcalanir bdylece yapisal olmayan proteinler olusur [13]. SARS-
CoV-2 viriisii PLpro enzimi Nspl ve Nsp2 arasindaki (LNGG|AYTR motifi), Nsp2 ve
Nsp3 arasindaki (LKGG|APTK motifi) ve Nsp3 ve Nsp4 (LKGG|KIVN motifi) peptit

baglarini kirarak, yapisal olmayan ii¢ protein Nsp1, Nsp2 ve Nsp3’ii olusturur.

& % Cppra (7096 aminoasio

o
. pplab
’_. ‘ s C (4405 amino asit)
N
CLEVAGE BY Plpro and 3CLpro
Pipro and 3CLpro inhibitor
0 Nsp1-16

Sekil 2-10 Viriistin Ppla/Pplab proteinlerinin viral PLpro ve 3CLpro tarafindan
pargalanarak Nspl-16 iiretimi

PLpro enziminin substratlari; viral poliproteinler, parcalayici Lys48-poliubikuitin,
antiviral 1SG15 sinyalleridir. PLpro enzimi bu substratlar ile aktif bolgede kovalent

bag etkilesimine sahiptir. Enzim aktif bolgesine baglanan inhibitorler kovalent
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baglandig1 i¢in antiviral ila¢ tasariminda enzimin yeni bulunan ve kovalent etkilesime
sahip olmayan BL2 bdlgesi ile etkilesen inhibitorler temel alinir. Bu inhibitorler aktif

bolgeyi dolayli yoldan bozarak aktif bolgeye substrat baglanmasini engeller.

Yapilan c¢alismalar SARS-CoV-2 viriisiinin PLpro enziminin DUB (ubikuitin
uzaklastirma) aktivitesine sahip oldugunu ve ISGilasyon yoluyla viral proteinlerin
parcalanmasi Ve ayrilmasmnin da ev sahibi bagisikliginda rol oynadigini agikca

gostermistir [6].

SARS-CoV-2 virlisiiniin viral ¢ogalmasini saglayan PLpro enzimi, bu gorevinin
yaninda ev sahibinin bagisiklik sistemini bozabilmesi nedeniyle 6nemli bir ilag
hedefidir. PLpro insanda bulunan viicudun iltihap reaksiyonlarini diizenleyen ubikuitin
zincirlerini  hidroliz  edebilen ve interferon ile wuyarilan genl5 (ISG15)
modifikasyonlarini proteinlerden ¢ikararak antiviral tepkiyi tersine c¢evirip insan
bagisikligin1 bozabilme yetenegine sahip olmasi enzimin 6nemli bir ila¢ hedefi haline

gelmesini saglayan nedenlerdir. (Sekil 2-11) [7].

INSAN
Proteolitik Deubikitinaz
aktivitesi aktivitesi
Py
3 R }
SARS-CoV-2 ISG-15 ile kompleks olusturan
cotaini sinval molekiilleri
proteini Hedef yapi )
—{rura— |
enzimi
{) ¢ e :J,":‘j'.ﬁ
NSP1 Sinyal molekiilleri I1SG-15 (UBL)
NSP2
NSP3 PLpro, ubikuitin ve ISG15'i ev

sahibi proteinlerden ayirarak ev
sahibi bagisikligini bozar

Sekil 2-11 PLpro enziminin ¢ift fonksiyonunun sematik gosterimi
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PLpro enzimi viral poliproteinleri pargalayarak NSP1, NSP2 ve NSP3 olusturarak
enzimin kopyalanma siirecine dahil olur. Buna ek olarak insan ubikuitin ve ISG15’1

pargalayarak insan bagisikligini bozar. (Sekil 2-12)

a) b)

N-terminus

== Lysine 63 /\/7 <

S

C-terminus

ISG15

Ubikuitin

Sekil 2-12 Ubikuitin ve ISG15 proteininin yapist

(a) Ubikuitin proteinin yapist. (b) ISG15 proteinin yapisi.

PLpro, proteolitik (protein pargalama) olarak ii¢ yerden viral proteinleri pargalar.
PLpro, sinyal molekiillerine ubikuitin ve ISG15 proteinlerinin baglanmasini inhibe
ederek antiviral bagisiklik tepkisini engeller ve viriisiin ev sahibi hiicrede hayatta
kalmasini saglar. PLpro enzimi viral kopyalamay: tamamlamak i¢cin Ppla/Pplab’yi
par¢alamasinin yani sira ubikuitin ve ISG15 uzaklagtirma aktivitesine sahiptir. Viral
enfeksiyon igin ev sahibi ubikuitin ve ISG15 proteini ile etkilesen PLpro enzimi, C-
terminalinde PLpro tanima motifi igerdigi i¢in, proteinler viriis tarafindan uzaklastirilir
ve viral enfeksiyona karsi viicudun tepkisi engellenir ve bagisiklik bozulur [14] (Sekil
2-13).

a8 Ve
@ ,‘t» A
-l po
- »° viral poliprotein
hep1 2 3 4. 16
¢ @ 15615
1o 5
e—1.

Plpro —
o iltihap

viriis kaynakh ev sahibi yamti

Sekil 2-13 PLpro enzimi aktivitelerinin sematik goriintiisii.
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Koronaviriisler genellikle proteazlarini verimli delSGilazlar (ISG uzaklastirict) ve
deubikuitinazlar (ubikuitin uzaklastirict) olacak sekilde kullanirlar. Koronaviral PLpro
enzimleri, ISG15 ve ubikuitin modifikasyonlarin1 kaldirarak iltihaplanmay1 ve antiviral
sinyali azaltir. Yapilan ¢alismalarla birlikte, SARS-CoV-2 viriisii PLpro enziminin
tercihen ubikuitin zincirlerini hidroliz ettigi, SARS-CoV viriisiit PLpro enziminin ise
ISG15 modifikasyonlarini proteinden ¢ikarma gorevini tercih ettigi belirlendi [6].

Ubikuitin (Ub), yok-edilecek proteinlerin bozunmasini diizenlemek igin proteinlere
baglanir. Ubikuitinaz-uzaklastirici (DUB) enzimler protein ile ubikuitin arasindaki
peptit veya izopeptit baglarini kirarak bu olay1 tersine ¢evirir. Ubikuinasyon, yikima
gidecek substrat proteinine insan-ubikuitin proteinin baglanmasini igeren enzimatik bir
prosestir. Enzim substratlarindan ubikuitin 76 aminoasit uzunlugundaki bir polipepttir
ve 7 lizin aminoasidi igerir. Ubikuitin, hiicrede yikima ugramas: gereken proteinlere

veya yabanci proteinlere yapisan bir proteindir. (Sekil 2-14)

Ubikuitinasyon, ubikuitinin 7 lizini ile substratin proteinlere kovalent baglanmasini
iceren modifikasyonlarina verilen isimdir.  Ubikuitin, hiicre igindeki yabanci
proteinlere kovalent olarak baglanir ve bu proteinler hizli bir sekilde yikima ugrar. Bir

protein i¢in bu “oliim opiiciigii” molekiilii olarak adlandirilir.

C-terminus

7% Lysine 48
Ubikuitin

Sekil 2-14 Ubikuitin proteininin yapisi

Katalitik ticliiden biraz uzaktaki BL2 bolgesine baglanan PLpro inhibitorleri LXGG
peptit motiflerinin baglanmasini engeller. Yeni bulunan BL2 bolgesi avug icindedir.
PLpro enzim substratlar1 bu bolgeye baglanmamaktadir. BL2 bolgesi ile etkilesen
ligand, aktif bolgeyi dolayli yoldan bozarak aktif bolgeye substrat baglanmasini

engelleyerek enzim inhibisyonunun yolunu agar.
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2.1.5. SARS-CoV-2 Plpro enziminin X-ray kristal yapilar

SARS-CoV-2 viriisiine ait PLpro, yapisal olmayan protein-3 (nsp3) alt biriminde yer
alan ve 315 aminoasit i¢eren bir enzimdir. RCSB Protein veri bankasinda yer alan 53
adet PLpro x-ray kristali ile ¢6ziilmiis tig-boyutlu yap1 vardir. Bunlarin 28 tanesi liganda
sahiptir [15]. (Cizelge 2-2) Bu ii¢-boyutlu yapilar incelendiginde;
(a) 25 adet ligandsiz,
(b) AKTIF BOLGEYE baglanan;
i. 1 adet substrat ubikuitin ile ¢oziilmiis yap1 (6xaa),
Ii. 2 adet substrat ISG15 ile ¢oziilmiis yap1 (6yva, 6xa9),
iii. 2 adet kovalent-bagli VIR250 ve VIR251 ligandi igeren yapi (6wuu,
6wx4),
iv. 6 adet S1-S2 bolgesi ile kovalent-bagli yap1 (7qcg v.S.) vardir.

PLpro enziminin aktif bdolgesine baglanan inhibitorler, aktif bolgeye kovalent

baglandigi i¢in PLpro enziminin aktif bolgesi in silico ¢alismalari igin uygun degildir.

(c) BL2 bélgesine bagl kovalent-baglanmayan;

11 adet yeni bulunan GRL0617 ve analogunu(benzeri) iceren kompleks yap1
(7cmd, 7cjm, v.s.)

(d) BL2 bélgesi-avug igi arasindaki kisma bagh kovalent-baglanmayan;
5 adet yeni bulunan GRL0617 analogu XR8-89 (7lbr), XR8-24(7Ibs) gibi

yapilar
(e) Ayn bir bolgeye baglanan,;

Ebselen ligand: i¢eren yapi 7mly, in silico i¢in uygun degildir.

SARS-CoV-2 viriisiiniin kendini kopyalamasini saglayan ve insan bagisiklik sistemini
bozabilen PLpro enziminin aktif bolgesine baglanan inhibitérler hedef yapi ile kovalent
etkilesir. Bu c¢alismadaki ama¢ PLpro enziminin BL2 boélgesine kovalent baglanmayan
PLpro inhibitérlerini arastirmaktir. Bu bolgeye baglanan inhibitorler, kovalent olmayan
etkilesim gostererek aktif bolgeyi dolayli yoldan bozarlar ve aktif bolgeye substrat

baglanmasini engellerler.

17



Cizelge 2-2 Protein veri bankasinda bulunan SARS-CoV-2 PLpro kompleks yapilar™

No PDB Etkilesim Tiirii Baglanma Coziiniirlik 1Cso Referans
Kodu Bolgesi/Bolgeleri A [uM]
1 7LBR | Kovalent olmayan BL2 bolgesi-avug igi arasi 2.20 0.11 [9]
2 7LLF | Kovalent olmayan BL2 bélgesi-avug ici arasi 2.30 0.21 [9]
3 7LOS | Kovalent olmayan BL2 bolgesi-avug igi arasi 2.90 0.33 [9]
4 | 7LLZ | Kovalent olmayan BL2 bolgesi-avug igi arasi 2.90 0.37 [9]
5 | 7LBS* | Kovalent olmayan BL2 bélgesi-avug igi arasi 2.80 0.56 [9]
6 7TZ] Kovalent olmayan BL2 Bolgesi 2.66 1.02 [16]
7 7JRN Kovalent olmayan BL2 Bolgesi 2.48 1.60 [17]
8 7NT4 | Kovalent olmayan BL2 Bolgesi 2.68 1.66 [18]
9 7CJM | Kovalent olmayan BL2 bolgesi 3.20 2.10 [19]
10 | 7CMD | Kovalent olmayan BL2 bolgesi 2.59 2.20 [20]
11 | 7JIR Kovalent olmayan BL2 Bolgesi 2.09 2.30 [21]
12 | 7D7L Kovalent olmayan BL2 Bolgesi 211 2.47 [22]
13 7TE35 Kovalent olmayan BL2 Bolgesi 2.40 2.69 [23]
14 70T Kovalent olmayan BL2 Bolgesi 1.95 5.10 [21]
15 IV Kovalent olmayan BL2 Bolgesi 2.05 6.40 [21]
16 | 7JIW Kovalent olmayan BL2 Bolgesi 2.30 6.40 [21]
17 | 6BWX4 Kovalent Aktif Bolge 1.66 - [24]
18 | 7QCG Kovalent Aktif Bolge 1.75 - [25]
19 | 7QCI Kovalent Aktif Bolge 1.76 - [25]
20 | 7TQCM Kovalent Aktif Bolge 1.77 - [25]
21 | 7QCJ Kovalent Aktif Bolge 1.84 - [25]
22 | 7TQCH Kovalent Aktif Bolge 1.88 - [25]
23 | 7QCK Kovalent Aktif Bolge 1.92 - [25]
24 | 6XAA Kovalent Aktif Bolge 2.70 - [14]
25 | 6WUU Kovalent Aktif Bolge 2.79 - [24]
26 | 6XA9 Kovalent Aktif Bolge 2.90 - [14]
27 | 6YVA Kovalent Aktif Bolge 3.18 - [8]
28 | TM1Y ? - 2.02 - -

*Tez kapsaminda kullanilan PLpro enzimi i¢in segilen veri bankasi kodu
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2.1.6. Viral hedef yap1 PLpro enziminin BL2 bdlgesi

SARS-CoV-2 PLpro enzimi, hem viral replikasyon (tekrarlanma) i¢in hem de ev
sahibi (insan) proteinlerinden insanda iltihap reaksiyonlarindan sorumlu ubikuitin ile
antiviral reaksiyonlardan sorumlu uyarilmis genl5 proteini (ISG15) pargalamada
onemli bir role sahiptir. Bu nedenle, PLpro enzimi ¢ift fonksiyonlu olmasi yoniiyle
olduk¢a 6nemli bir ilag¢ hedefidir [7]. SARS-CoV-2 PLpro enzimini inhibe edebilecek
bir antiviral ilag heniiz yoktur. PLpro’nun aktif bolgesindeki birka¢ aminoasit, farkli
substratlarla etkilesmek i¢in dinamik yan/ana zincirleri igerir [26]. PLpro enziminin
yeni kesfedilen BL2 bdlgesine baglanan inhibitdrler enzimin aktif bolgesinin aksine

kovalent etkilesim gostermezler [9]. (Sekil 2-15)

< o |
' BL2groove site
& 4 (siteV) B9
activesite

~15A

“ A

BL2groove

Sekil 2-15 SARS-CoV-2 PLpro enzimi BL2 bolgesi

(A) XR8-24: SARS-CoV-2 PLpro yapisinin apoenzim yapisi (PDB: 7CJID) ile {ist iiste
bindirilmesi. XR8-24 BL2 dongiisiindeki GIn269 aminoasidi ile hidrojen bag: etkilesimi
yaparak BL2 dongiisiiniin yeniden diizenlenmesini saglar. (B) Ubikuitin-bagli PLpro
(PDB: 6XAA, turuncu) ve ISG15-bagli PLpro yapilari (PDB: 6YVA, deniz mavisi) ile
iist iiste binen XR8-24-bagh PLpro yapisinin yapisi. (C) XR8-24, BL2 dongiisiine
bitisik B8 ve B9 seritleri arasinda konumlanan yeni bir baglanma bolgesi olan BL2
oluguna uzanir. BL2 olugu aktif bélgeden yaklasik 15 A uzakliktadir.

7LBS protein-ligand kompleksinin ligandi XR8-24'in BL2 bdlgesine baglanmasi,
ubikuitin (turuncu) veya ISG15'in (deniz mavisi) kuyruklarimin aktif bolge kanalina

erismesini engeller. Boylece enzim gorevini yapamayarak insan bagisikliginit bozamaz.
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SARS-CoV-2 viriisii PLpro enziminin aktif bolgeden biraz uzakta avug i¢i alaninda
BL2 bolgesi isimli yeni kesfedilen bir bolge mevcuttur. Bu bdlgedeki Tyr268-GIn269
aminoasitleri aktif bolgede gozlenen enzim-substrat arasindaki uyarilmis-uyum
etkilerine (aktif bolge ve substrat sekillerini degistirerek ortak bir yapi meydana
getirerek birbirine tutunmasi) dahil olarak aktif bolgenin daha genis capta etkilesime
girme konusunda 6nemli bir gorevi olmasini saglar.

Yapilan galismalar, BL2 bolgesine baglanan inhibitorlerin aktif bolgeye ubikuitin ile
ISG15 baglanmasimi  engelleyebilecegini ortaya ¢ikararak BL2  dongiisiiniin
hareketlerini devre dig1 birakabilecek kiigiik molekiiller tasarlamanin miimkiin
olabilecegini gosterdi. BL2 dongiisii kapatilirsa substratin erisimini kisitlayarak proteaz
aktivitesini inhibe edebilir [18].

PLpro enziminin yeni kesfedilen BL2 bolgesi igin saflastirilan yeni protein-ligand
kompleksler, PLpro’nun BL2 dongiisiiniin kapatilmasiyla birlikte yeni bir “BL2 olugu”
olusturarak PLpro ile yeni etkilesimleri sagladigin1 dogrulamaktadir [7]. Bu inhibitorler
kovalent olmayan etkilesimlere sahip olup, yiiksek baglanma afiniteleri ve disiik
aktivite ile bugiine kadar bildirilen en gii¢lii PLpro inhibitorleri anlamina gelmektedir.
Bu inhibitorlerden ikisi ayrica [XR8-23 (Sekil 2-16A) ve XR8-24 (7LBS) (Sekil 2-
16B)] diisiik mikromolar aktivite sahip olmalar1 ve aktivitesini GRL0617’ye gore biiyiik
6l¢iide arttirmalari sebebiyle 6nemli inhibitorlerdir.

Kovalent olmayan, katalitik olmayan bir bolge PLpro inhibitoriiniin tasarlanabilmesi
onemlidir, clinkii boyle bir inhibitdr, diger viral hedefleri (remdesivir gibi) bloke eden
antivirallerle kombinasyon halinde COVID-19 tedavisi ve gelecekteki koronaviriis

salginlari lizerinde biiyiik bir etkiye sahip olabilir.

0 \ N ,O O
HN
N

Sekil 2-16 BL2 bdlgesi ile etkilesen molekiiller
a) XR8-23 b) XR8-24 (7LBS)

20



Yapilan ¢alismalarla, SARS-CoV-2 PLpro enziminin 7LBS PDB koduna sahip protein-
ligand kompleksinin ligandi olan XR8-24’iin protein ile su araciligtyla bir hidrojen bagi
olusturarak su kopriisii yaptigi goriildii [9]. (Sekil 2-17) Bu su kopriisii bu protein-ligand
kompleksinin {istiin aktivitesini agiklayan nedenlerden biri olabilir. Bu su molekiilii de
tez c¢alismast kapsamina alinarak baglanma enerjisine ve baglanma anindaki

etkilesimlere katkis1 da incelendi.

k « BL2 Ioi)/
| /

Pirolidin
e~ ;L/L:&. \ | Leu162

\Tyr273 \ Cys111
) \— "

,( 4 Thr265 active site

Pro299 VA N\
. / His272

Sekil 2-17 7LBS protein-ligand kompleksinin protein ve ligandi arasindaki su kopriisii

SARS-CoV-2 viriisiine ait viriisiin kopyalanmasini saglayan ve insan bagisikligini
bozabilen PLpro enziminin inhibisyonu i¢in enzimin yeni kesfedilen BL2 bdlgesi
etkilesimlerinin incelenmesi 6nemlidir. Bu bolgeye aktif bolgeye baglanan inhibitorlerin
aksine kovalent baglanmayan mikromolar diizeyde aktiviteye sahip inhibitdrlerin olmasi
COVID-19 tedavisi i¢in heniiz antiviral ilag bulunmayan PLpro enzimini inhibe
edebilecek antiviral tasarimi i¢in 6nemli bir asama olabilir. Bu baglamda bu bdlge
etkilesimleri incelenerek nanomolar diizeyinde inhibitdr tasarlanmasi bu tez

kapsamindaki amagtir.

2.2. PLpro ile in silico Calismas1 Yapilan Farkh Hastahklar icin Onaylanan Ilaglar

COVID-19 tedavisi i¢in ila¢ tasariminda ilk yaklasim farkli hastaliklarin i¢in onay alan
ve farkl ilag hedefleriyle etkilesen ilaglarin denenerek tedavi i¢in antiviral etkilerine
bakilmasiydi. Bu kapsamda farkli hastaliklar i¢in onay alan ilaglardan 8 tanesinin (Sekil
2-18) SARS-CoV-2 PLpro yapisinin BL2 bdlgesi ile etkilesimleri Autodock Vina
yazilimi ile molekiiler doking c¢aligmasi yapilarak teorik olarak hesaplandi. (Cizelge 2-

3)
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Cizelge 2-3 COVID-19 Tedavisi i¢in denenen farkli hastaliklar igin onaylanan ilaglar

ila¢ Ad1 ila¢c Hedefi Kullamldig Hastahk in silico*
kcal/mol
Darunavir Insan bagisiklik yetmezlik viriisii HIV llact -25.7*%*
tip 1 proteaz
Famotidin Histamin H2 reseptorii Mide Ilact 7.4
Favipiravir RNA'ya yonelik RNA polimeraz Influenza lact 5.4
katalitik alt birim
Sinakalset Hiicre dis1 kalsiyum algilayan Primer hiperparatiroid | 26 nM-3 uM***
reseptor
Penformin 5'-AMP ile aktive olan protein Antidiyabet -7.4
kinaz katalitik alt birim alfa-1
Isotretinoin - Akne ve Cilt Kanseri -
Ilaci
Kloroksazon Kalsiyumla aktive olan potasyum Kas Gevsetici -
kanal1 alt birimi alfa-1
Asiklovir DNA polimeraz katalitik alt birim Antiviral Ilag -

* Baglanma enerjisi degeri (kcal/mol) PLpro enziminin aktif bolgesi ile hesaplanmaktadir.
** MM-GBSA molekiiler mekanik hesaplamalari sonucu. *** SEESAR doking programi ile hesaplandi.

H
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?L* Ty Ly

Famotidin

Darunavir

H  H
N . H
N
N f
0 = /¥— 0
| 0
0 N
H

Kloroksazon

Favipiravir

Asiklovir

Sinakalset
Sekil 2-18 Farkli hastaliklar i¢in onaylanan ilaglardan doking ¢alismasi yapilan ilaglar
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Darunavir ilact HIV tedavisi ig¢in onaylanan ilagtir. COVID-19 tedavisi i¢in faz 3
calismalar1 da yapilmistir [3]. Bu ilacin PLpro enzimi aktif bolgesi igin 3E9S
protein-ligand kompleksi ile Autodock Vina yazilimiyla baglanma modlari
belirlenip, MM-GBSA (molekiiler mekanik) kullanilarak baglanma serbest enerjisi
-25.7 kcal/mol olarak Vaibhav Srivastava ve arkadaslari tarafindan hesaplandi
[27,28]. SARS-CoV-2 PLpro enzimi aktif bolgesine baglanan inhibitorler,
kovalent baglanirlar. Bu sebeple Darunavir ilaci yeni bulunan ve baglanan
inhibitorlerin kovalent etkilesime sahip olmadigi BL2 bolgesi ile doking
hesaplamalari i¢in tez ¢alismasina dahil edildi.

Famotidin ilact mide ilaci olarak kullanilan ilagtir. PLpro enzimi aktif bolgesi i¢in
6WIC protein-ligand kompleksi ile baglanma enerjisi degeri Malay Kumar Rana
ve arkadaglar1 tarafindan -7.41 kal/mol olarak Maestro doking program: ile
tarafindan hesaplandi [29,30]. Famotidin ilact yeni bulunan BL2 bdlgesi ile doking
hesaplamalari i¢in tez ¢alismasina dahil edildi.

Favipiravir, influenza tedavisinde kullanilan bir ilagtir. PLpro enzimi aktif bolgesi
icin 6W9C protein-ligand kompleksi ile Autodock Vina ile doking calismasi
yapilarak baglanma afinite degeri Vaibhav Srivastava ve arkadaslari tarafindan -
5.4 kcal/mol olarak bulundu [28,31]. Favipiravir ilact yeni bulunan BL2 bdlgesi
ile doking hesaplamalari igin tez ¢alismasina dahil edildi.

Sinakalset ilact primer hiperparatiroid tedavisi i¢in kullanilan ilagtir. PLpro enzimi
aktif bolgesi i¢in 3E9S protein-ligand kompleksi SEESAR doking programi ile
hesaplanarak baglanma afinitesi Mukesh Kumar ve arkadaslari tarafindan 26 nM-3
M olarak bulundu [32]. SARS-CoV-2 Sinakalset ilact yeni bulunan BL2 bolgesi
ile doking hesaplamalari igin tez ¢alismasina dahil edildi.

Penformin ilac1 antidiyabet amacgli kullanilan ilagtir. PLpro enzimi aktif bolgesi
icin 6WIC protein-ligand kompleksi ile molekiiler dinamik ¢alismasi yapilarak
baglanma afinite degeri Mahmoud A A lbrahim ve arkadaglar tarafindan -7.41
kal/mol olarak Maestro doking programi ile tarafindan hesaplandi [29,33].
Penformin ilaci yeni bulunan BL2 bdlgesi ile doking hesaplamalar igin tez
caligmasina dahil edildi.

Isotretinoin akne ve cilt kanseri ilaci olarak kullanilir. COVID-19 tedavisi igin
klinik ¢alismalarda denenen bir ilagtir [27,34,35]. Isotretinoin ilact yeni bulunan

BL2 bolgesi ile doking hesaplamalari igin tez ¢alismasina dahil edildi.
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e Kloroksazon (kas gevsetici) ve Asiklovir (antiviral ilag) bu tez kapsaminda SARS-
CoV-2 PLpro enziminin BL2 bdlgesi ile doking calismas1 Autodock Vina yazilimi

ile yapilarak iki molekiiliin baglanma enerjisi teorik olarak hesaplandi.
2.3. PLpro ile Aktivite Gosteren Tibbi bitkiler ve Bitki Fitokimyasallari

SARS-CoV-2 virlisiiniin neden oldugu COVID-19 tedavisi i¢in antiviral ilag
tasariminda farkli hastaliklar ig¢in onay alan ilaglarin denenmesine ek olarak tibbi
etkisinin oldugu bilinen bitkilerin igeriginde yer alan bitki fitokimyasallar1 da ilag aday1
olarak in vitro ve in silico hesaplamalarina dahil edildi.

SARS ve MERS salginlarinda antiviral etkisinin oldugu belirlenen ve SARS-CoV-2
virlisii i¢in de etkili olacagi yapilan testlerle ortaya konan, COVID-19 tedavisi inhibitor
aday1 bitki fitokimyasallarinin belirlenmesinin ardindan, SARS-CoV-2 viriisiiniin
cogalmasini saglayan ve insan bagisiklik sistemini bozabilen etkileri nedeniyle 6nemli
bir ila¢ hedefi olan PLpro enzimini inhibe edebilecek bir ila¢ tasarimi konusunda bu
bitki fitokimyasallar1 da ilag tasarimi ¢alismalarina dahil edilmistir.

Bu tez kapsaminda belirlenen 35 bitki fitokimyasali Cizelge 2-4’tedir. Bu bitki
fitokimyasallarindan 16 tanesiyle SARS-CoV-2 PLpro enzimi deneysel c¢aligmalar
mevcuttur. Tansinon molekiillerinin SARS-CoV-2 PLpro i¢in segici inhibitorler oldugu
yapilan c¢alismalarla ortaya konuldugu i¢in kirmizi adagay: bitkisinden saflagtirilan
toplam 26 tansinon molekiilii tez kapsamina dahil edildi. Bu molekiillerden 19 tansinon
molekiiliiniin SARS-CoV-2 PLpro enzimi ile in silico ¢alismalar1 ilk kez bu tez
kapsaminda yapildu.

SARS-CoV-2 PLpro enzimi aktif bdlgesine baglanan inhibitorler, kovalent
baglandiklari i¢in s6z konusu bitki fitokimyasallarina SARS-CoV-2 PLpro enziminin
yeni kesfedilen ve bu boélgeye baglanan inhibitorlerin kovalent baglanmadiklari
belirlendigi i¢cin enzimin BL2 bdlgesi ila¢ hedefi olarak secildi. SARS-CoV-2 PLpro
enziminin BL2 dongiisiinii kapatabilecek inhibitor tasarimi ig¢in yapilan in silico
caligmalar ile baglanma afiniteleri ile hesaplanan Ki degerleri belirlenerek dncii molekiil
adaylarinin belirlenmesi hedeflenmektedir.

Bu tez kapsaminda tibbi etkileri oldugu belirlenen 10 farkli bitki icerisinde bulunan
toplam 35 bitki fitokimyasali, COVID-19 tedavisi i¢in papain-benzeri proteaz enzim
inhibitori tasarimi konusunda 6ncii molekiil bulma g¢alismasi dogrultusunda in silico

metotlar kullanilarak yapilacak hesaplamalara dahil edildi. (Sekil 2-19 ve 2-20)
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Cizelge 2-4 PLpro enzimi ile aktivite gosteren bitki fitokimyasallari

No Bitki Adi Icerigi in vitro calismalar in silico*
Fitokimyasal 1Coo nM ECoyr k'cal/nmol .
ng/mL (AKtif bolge ile)
1 Hint Ekinezyas1 Andrografolid - - -6.5
2 Cin Takkesi Baikalin - 125 -
3 Kapari Kuersetin 8.6 - -7.3
4 Kirmizi Gromwell Sikonin - - -8.1
5 Cay Kaemferol 16.3 - -7.1
6 Batawali n-cis-Feruloiltiramin - - -3.1
7 Cehri ¢igegi Luteolin - - -7.5
8 Acem Dutu Abisinon |1 - - -7.3
9 Hus Betiilinik asit - - -8.3
Kriptotansinon 10.1 - -9.0
Tanginon 115 - -8.6
Tansinon ITA 17.1 - -8.6
10 Kirmizi Adagay1 Dihidrotanginon I 10.7 - -6.6
Metil Tansinon 9.2 - -
Tansinon 11B 10.7 - -
Miltiron 30.0 - -
Referans ligand: 7LBS protein-ligand kompleksi ligand1 XR8-24 ligandi. (ICso : 0.56 nM)

* Baglanma enerjisi degeri (kcal/mol) PLpro enziminin aktif bolgesi ile hesaplanmaktadir.
** Bir enzimin %350’sini inhibe etmek i¢in gerekli olan bir inhibitoriin konsantrasyonu.
*** Maksimum olas1 etkinin %350’sini {iretmek i¢in gereken ilacin konsantrasyonu.

Abisinon |1

Sekil 2-19 PLpro enzimi ile aktivite gosteren 9 tibbi bitkiye ait bitki fitokimyasallar
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Sekil 2-20 PLpro enzimi ile aktivite gdsteren kirmizi adacayna ait bitki fitokimyasallar
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2.3.1. Hint Ekinezyas1 (Andrographis paniculata): Andrografolid

Sekil 2-21 Hint Ekinezyasi bitkisi

Hint Ekinezyas: (Acanthaceae familyas1) kanser, diyabet, yiiksek tansiyon, iilser,
bronsit, cilt hastaliklari, grip gibi bir dizi hastaligin tedavisinde geleneksel olarak
kullanilan en popiiler sifali bitkilerden biridir [36]. (Sekil 2-21) Hint Ekinezyas1 bitkisi,
Asya'da yiizyillardir ¢esitli rahatsizliklarin tedavisi i¢in geleneksel tip olarak
kullanilmaktadir. Andrografolid fitokimyasali da dahil olmak {izere ¢ok sayida
fitokimyasal i¢cermektedir. Bu fitokimyasalin PLpro enzimi aktif bolgesi icin 3E9S
protein-ligand kompleksi ile baglanma modlart belirlenip baglanma enerjisi Lianxiang
Luo ve arkadaglari tarafindan -6.5 kcal/mol olarak hesaplandi [27,37]. SARS-CoV-2
PLpro enzimi aktif bolgesine baglanan inhibitorler, kovalent baglanirlar. Bu sebeple
andrografolid ilgand1 yeni bulunan ve baglanan inhibitorlerin kovalent etkilesime sahip

olmadig1 BL2 bolgesi ile doking hesaplamalari i¢in tez ¢caligmasina dahil edildi.

2.3.2. Cin Takkesi (Scutellaria baicalensis G.i): Baikalin

Sekil 2-22 Cin Takkesi bitkisi

Scutellaria baicalensis Georgi. (SB), geleneksel Cin tibbinda yaygin olarak kullanilan
tibbi bitkidir [38]. (Sekil 2-22) Klinik olarak daha ¢ok soguk alginlig: ve oksiiriik gibi

hastaliklarin tedavisinde kullanilir. Modern fitokimyasal analizler, SB'nin ana
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fitokimyasallar1 favonoidler olan yiizlerce fitokimyasal igerdigini bulmustur.
Farmakolojik ¢alismalar, SB'nin antibakteriyel, antiviral, antikanser gibi genis bir
farmakolojik aktivite araligina sahip oldugunu gostermistir. Bu bitki igerigindeki
baikalin fitokimyasalinin SARS-CoV koronaviriisiine kars1 ECso degeri Lianxiang Luo
ve arkadaslar1 tarafindan 12.5 pg/ml olarak belirlendigi i¢in, SARS-CoV-2 viriisii
inhibitor tasarimi ¢aligmalarina dahil edilerek PLpro enzimi aktif bolgesi i¢in doking
caligmas1 ile baglanma modlar1 belirlenip baglanma enerjisi olarak hesaplandi
[27,33,37]. SARS-CoV-2 PLpro enzimi aktif bolgesine baglanan inhibitérler, kovalent
baglanirlar. Bu sebeple baikalin ligandi yeni bulunan BL2 bélgesi ile doking c¢alismasi

igin tez ¢alismasina dahil edildi.

2.3.3. Kapari (Capparis spinosa): Kuersetin

Sekil 2-23 Kapari bitkisi

Kapari (Capparis spinosa L.), zorlu ortamlara olaganiistii bir uyum yetenegi olan
kurakeil bir ¢alidir [39]. (Sekil 2-23) Bu bitki tiirii, farmakolojik 6zellikleri nedeniyle
biyiikk 1ilgi gormektedir. Kuersetin dahil birgok fitokimyasal igermektedir. Bu
fitokimyasalin PLpro enzimi aktif bdlgesi icin 6W9C protein-ligand kompleksi ile MM-
GBSA (molekiiler mekanik) kullanilarak baglanma serbest enerjisi Mahmoud A. A.
Ibrahim ve arkadaslar1 tarafindan -40.9 kcal/mol degeri ve 1Cso degeri Tewin
Tencomnao ve arkadaslari tarafindan 8.6 pM olarak hesaplandi ayrica aktif bolgesi igin
doking c¢alismasi ile baglanma modlar1 belirlenip baglanma enerjisi Lianxiang Luo ve
arkadaglan tarafindan -7.3 kcal/mol olarak hesaplandi [29,31,33,34,37,40,41]. SARS-
CoV-2 PLpro enzimi aktif bolgesine baglanan inhibitdrler, kovalent baglanirlar. Bu
sebeple kuersetin ligandi yeni bulunan BL2 bolgesi ile doking calismasi i¢in tez

calismasina dahil edildi.
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2.3.4. Kirmz1 Gromwell (Lithospermum erythrorhizon): Sikonin

Sekil 2-24 Kirmizi1 Gromwell bitkisi

Kirmizi Gromwell olarak bilinen L. erythrorhizon'un kurutulmus koki, Cin ve
Tayvan'da yaygin olarak kullanilan geleneksel bir Cin bitkisel ilacidir [42]. (Sekil 2-24)
Binlerce yildir kizamik, ¢icek hastalii, egzema ve yaniklarin tedavisinde
kullanilmaktadir. Sikonin ve tiirevleri, geleneksel Cin sifali bitkisi L. erythrorhizon'un
kok dokularindan izole edilen aktif fitokimyasallardir ve genis anti-iltihap aktiviteleri
ile anti-tiimor aktivitelerine sahiptir. Bu fitokimyasalin PLpro enzimi aktif bolgesi i¢in
doking c¢alismasi ile baglanma modlar1 belirlenip baglanma enerjisi Lianxiang Luo ve
arkadaglari tarafindan -8.1 kcal/mol olarak hesaplandi [37]. SARS-CoV-2 PLpro enzimi
aktif bolgesine baglanan inhibitorler, kovalent baglanirlar. Bu sebeple sikonin ligandi

yeni bulunan BL2 boélgesi ile doking ¢aligsmasi igin tez ¢alismasina dahil edildi.

2.3.5. Cay: Kaemferol

Sekil 2-25 Cay bitkisi
Kaemferol, meyve ve sebzelerde bulunan bir flavonoid antioksidandir. Birgok ¢aligsma,
diyetle alinan kaemferoliin kronik hastalik, 6zellikle kanser riskini azaltmadaki faydali
etkilerini tanimlamistir [43]. (Sekil 2-25) Bu fitokimyasalin PLpro enzimi igin 1Cso
degeri Tewin Tencomnao ve arkadaslar tarafindan 16.3 pM olarak hesaplandi ayrica

PLpro enzimi aktif bolgesi i¢in SE6J protein-ligand kompleksi ile baglanma enerjisi
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Lianxiang Luo ve arkadaslan tarafindan -7.1 kcal/mol olarak hesapland1 [34,37,40,41].
SARS-CoV-2 PLpro enzimi aktif bolgesine baglanan inhibitorler, kovalent baglanirlar.
Bu sebeple kaemferol ligandi yeni bulunan BL2 bolgesi ile doking ¢aligmasi icin tez

calismasina dahil edildi.

2.3.6. Batawali (Tinospora tuberculata): n-cis-Feruloiltiramin

Sekil 2-26 Batawali bitkisi

Tinospora tuberculata, Malayca adi Batawali, Menispermaceae ailesine aittir ve
geleneksel bir tibbi bitkidir [44]. (Sekil 2-26) Malezya, Tayland ve Endonezya'nin her
yerinde birincil yagmur ormanlarinda yetisen bir bitkidir. n-cis-Feruloiltiramin dahil
birgok fitokimyasal igermektedir [45]. Bu fitokimyasalin PLpro enzimi aktif bolgesi i¢in
5E6J protein-ligand kompleksiyle doking g¢alismasi ile baglanma modlar1 belirlenip
baglanma enerjisi AutoDock 4 programi ile Bin Peng ve arkadaslari tarafindan -3.11
kcal/mol olarak hesaplandi [40]. SARS-CoV-2 PLpro enzimi aktif bolgesine baglanan
inhibitorler, kovalent baglanirlar. Bu sebeple n-cis-feruloiltiramin ligandi yeni bulunan

BL2 bolgesi ile doking caligmast i¢in tez ¢alismasina dahil edildi.
2.3.7. Cehri cicegi (Reseda luteola): Luteolin

Sekil 2-27 Cehri Cigegi bitkisi

Reseda luteola L., yiliksek luteolin igerdiginden dolayi tibbi olarak kullanilan bir bitkidir
ve bitkinin taze ¢igeklerinden ve dis kisimlarindan izole edilmistir [46]. (Sekil 2-27)
Luteolin, Diisiik toksisiteye ve kilcal direng tizerinde etkiye sahiptir ve idrar soktiiriicii

ozelliklere sahiptir [47]. Bitkinin tahrisi hafiflettigi ve agrilari hafiflettigi
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bildirilmektedir. Luteolin fitokimyasalinin PLpro enzimi aktif bolgesi igin 6WX4
protein-ligand kompleksi ic¢in doking c¢alismasi ile baglanma modlar1 belirlenip
baglanma enerjisi Autodock Vina programui ile Lianxiang Luo ve arkadaslar1 tarafindan
-7.5 kcal/mol olarak hesaplandi [37,48]. SARS-CoV-2 PLpro enzimi aktif bolgesine
baglanan inhibitdrler, kovalent baglanirlar. Bu sebeple luteolin ligandi yeni bulunan

BL2 bolgesi ile doking caligmasti i¢in tez ¢alismasina dahil edildi.

2.3.8. Acem Dutu (Broussonetia papyrifera): Abisinon Il

Sekil 2-28 Acem Dutu bitkisi

Broussonetia papyrifera'nin yapraklari, meyvesi ve kabugunun ¢esitli geleneksel tibbi
kullanimlar1  vardir [49]. (Sekil 2-28) Abisinon Il dahil birgok fitokimyasal
icermektedir. Abisinon Il fitokimyasalinin PLpro enzimi aktif bolgesi i¢in 6WX4
protein-ligand kompleksi igin doking c¢alismasi ile baglanma modlar1 belirlenip
baglanma enerjisi Autodock Vina programi Md. Ashraful Hasan ve arkadaslar
tarafindan -7.3 kcal/mol olarak hesaplandi [48]. SARS-CoV-2 PLpro enzimi aktif
bolgesine baglanan inhibitorler, kovalent baglanirlar. Bu sebeple abisinon Il ligand:

yeni bulunan BL2 bolgesi ile doking ¢alismasi icin tez calismasina dahil edildi.

2.3.9. Hus (Betula): Betiilinik Asit

Sekil 2-29 Hus bitkisi

Betula (Betulaceae) cinsinin aga¢ ve calilari, kuzey yarimkiirenin iliman ve kuzey iklim

bolgelerinde c¢esitli ekosistemlerde yasar [50]. (Sekil 2-29) Betula kabugu ozlerinin
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tyilestirici Ozellikleri, diinyanin farkli yerlerinde geleneksel tipta uzun zamandir
bilinmektedir. Betulanin ¢esitli tiirleri geleneksel olarak iltihapli romatizma dahil olmak
tizere ¢esitli iltihap hastaliklarinin tedavisi i¢in kullanilmastir. Betiilinik asit dahil birgok
fitokimyasal igermektedir. Bu fitokimyasalin PLpro enzimi aktif bolgesi i¢in doking
calismasi ile baglanma modlar1 belirlenip baglanma enerjisi Lianxiang Luo ve
arkadaslar1 tarafindan -8.3 kcal/mol olarak hesaplandi [37]. SARS-CoV-2 PLpro enzimi
aktif bolgesine baglanan inhibitorler, kovalent baglanirlar. Bu sebeple betiilinik asit

ligand1 yeni bulunan BL2 bdlgesi ile doking caligsmasi igin tez ¢alismasina dahil edildi.

2.3.10. Kirmiz1 Adagay (Salvia miltiorrhiza): Tansinon Molekiilleri

Sekil 2-30 Kirmiz1 Adagay1 bitkisi

SARS-CoV virlisii icin inhibitér arayisinda, Salvia miltiorrhiza'dan tiiretilen
tansinonlarin, viral sistein proteazlar1 olan SARS-CoV 3CLpro ve PLpro i¢gin spesifik
ve segici inhibitorler oldugu bulundu [51,52]. (Sekil 2-30) Tansinon molekiillerinin her
iki sistein proteazinin da (3CLpro ve PLpro) inhibitérleri oldugunu belirlendi. Tiim
izole edilmis molekiiller PLpro inhibitorleri olarak islev goriirler. Ayrintili bir kinetik
mekanizma ¢alismasinda tiim tansinon molekiilleri enzim inhibitorleri olarak
tanimlandi.

Bu noktada; tansinon molekiillerinden; kriptotansinon 10.1 uM ICso ile -9.0 kcal/mol
baglanma enerjisi, tanginon 11.5 uM ICsg ile -8.6 kcal/mol baglanma enerjisi, tansinon
IHA 17.1 uM ICsp ile -8.6 kcal/mol baglanma enerjisi, dihidrotansinon I 10.7 uM ICsg
ile -6.6 kcal/mol baglanma enerjisi, metil tanginonat 9.2 uM ICsg Ve Tanginon IIB 10.7
uM ICso ve miltiron ise 30.0 uM ICso degeri bulundu [33,34,37,40,41,52]. 1Cso degerleri
Young Bae Ryu ve arkadaglari tarafindan, baglanma enerjileri ise Lianxiang Luo ve
arkadaslar1 tarafindan hesaplandi. Tanginon molekiillerinin PLpro i¢in segici inhibitorler

olmasi sebebiyle ICso degeri hesaplanan bu molekiillere ek olarak kirmizi adagay:
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bitkisinden izole edilen molekiiller de dahil olmak iizere toplam 26 tansinon molekiili
(Sekil 2-20) SARS-CoV-2 PLpro enziminin yeni bulunan BL2 bdlgesi ile doking

calismasi i¢in tez ¢alismasina dahil edildi.

2.4. Protein Veri Tabanlan

Protein Veri Tabani, biyolojik molekiillere, proteinlere ve niikleik asitlere ait 3 Boyutlu
(3D) yapilar igeren bir veri tabanidir [53]. RCSB, PDBSum, PDBe (PDB in europe),
PDBj (PDB Japan), wwPDB (world wide PDB) olmak iizere farkli protein veri tabanlari
bulunmaktadir. Tez kapsaminda RCSB Protein Veri Tabam kullanildi. (Sekil 2-31)
Bir molekiiliin formiilii ve yapisi, ilag gelisim siirecinde ¢ok Onemlidir. Protein veri
tabaninda yer alan yapilar kiiciik proteinlerden DNA pargalarina, ribozom gibi karmasik
molekiillere kadar c¢esitlenen bir¢ok farkli bicimde bulunmaktadir. Protein veri
tabanlarinda bulunan protein-ligand kompleksleri 3 boyutlu formda indirilerek, in silico
calismalar icin protein hazirlamak igin kullanilir. Ug boyutlu yapilari iceren bu
molekiiller bakteri, bitki veya hayvanlar ile insanlar1 i¢eren organizmalarda bulunan
molekiiller olabilir.

Genel olarak protein veri tabanindaki proteinler, X-ray veya NMR ile kristal yapilar
¢oziilen protein-ligand komplekslerini, varsa farkli protein zincirlerini, iceriginde yer

alan kristal su molekiillerini ve inorganik elementleri igerir.
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Sekil 2-31 RCSB Protein Veri Taban1 Araylizii
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2.5. Ila¢ Tasariminda Bilgisayarlar

Ilag tasarim siireci genel olarak karmasik bir siirectir ve dolayisiyla ¢ok fazla zaman ve
kaynak gerektirir [54]. Bu sebeple bilgisayar destekli ilag¢ tasarimi metotlar1 kullanilarak
zaman ve maliyetten kazang yoluna gidilmesi hedeflenir. Bilgisayar destekli ilag
tasariminda yer alan metotlar ihtiyaca ve gerekli zamana gore degerlendirilir. Bu
metotlar; yapi1 tabanli ve ligand tabanli ila¢ tasarimidir. Hem molekiiler doking
yontemlerine hem de sanal tarama yoOntemlerine Oncii bilesigin tanimlanmasi ve
optimizasyon edilmesi i¢in bu metotlar uygulanabilir.

Yapi tabanh sanal tarama yonteminin ilk olarak hedef molekiil tizerindeki ligand-
baglanma bolgesini tanimlamaktir [55]. Bu noktada baglanma bdlgesi bir enzim
tizerindeki aktif bolge ya da baska bir molekiil ile etkilesim kurmak i¢in olusan bir
etkilesim bolgesi olabilir [56].

Yap1 tabanli sanal ligand taramasi hedef molekiiliin 3 boyutlu yapisinin taranmasiyla
baglar. Hedef yap1 deneysel verilerden elde edilebilir. Hedef yapimin 3 boyutlu yapisini
taramaya baslamadan Once taramasi yapilacak molekiiliin, molekiil kiitiiphanelerinden
uygun sekilde secgilmesi gerekir. Sanal kiitliphanelerin taranmasinin ve reseptoriin
hazirlanmasinin ardindan her bir molekiil doking programlar: ile sanal olarak hedef
proteine (baglanma bolgesine) yerlestirilir. Ardindan protein-ligand arasindaki dogru
konformasyonu bulmak igin serbest baglanma enerjilerini i¢eren skorlama fonksiyonu
kullanilir.

Doking ve skorlama fonksiyonu en uygun-iyi molekiilleri siraladiktan sonra hesaplanan
baglanma enerjilerinin siralanmasit ve dogru pozun uygun olup olmamasinin
belirlenmesiyle birlikte istenilmeyen kimyasal gruplar atilir ve istenen fizikokimyasal
ozellikler ile 6ncli molekiillere deneysel calismalar yapilir [57].

Ligand tabanh sanal tarama yontemleri ise hem 6ncii molekiiliin tanimlanmasi hem
de molekiiliin optimizasyonu i¢in bir hedef proteinin yapisit yerine bilinen aktif
ligandlarda bulunan bilgileri kullanir. Ligand tabanli yontemler, yalnizca hedef
proteinin 3D yapisi bulunmadiginda kullanilir. Temelde hedef yapiy1 bilmeden, genelde
ilgilenilen hedefe karsi bir dizi ligandin aktif oldugu bilinir. Ligand tabanli bir
hesaplama yontemi iki temel unsur icermektedir. Bunlar: iyi bir benzerlik 6l¢iimii ve
giivenilir bir skorlama yontemidir. EK olarak hesaplama yontemi yiiksek hiz ve

dogruluk ile sayica fazla potansiyel ligand1 tarayabilmelidir [58].
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Bilgisayar destekli ilag tasarim metotlar1 sik kullanilmaktadir. Birgok ilacin tasarim
stirecinde bilgisayar kullanilir. Giiniimiizde in silico yontemler kullanilarak gelistirilen

ve onay alarak raporlanan birgok ila¢ bulunur [59]. (Cizelge 2-5)

Cizelge 2-5 Son yillarda in silico yontemler kullanilarak gelistirilen onaylanmis ve
raporlanmis ilaglar

No Ila¢ Adx Onay Aldig Onay Yih
Hastahk
1 Fosamprenavir HIV 2003
2 Atazanavir HIV 2004
3 Tipranavir HIV 2005
4 Sorafenib Karaciger Kanseri 2005
5 Darunavir HIV 2006
6 Lapatinib Meme kanseri 2007
7 Abiraterone Prostat kanseri 2011
8 Crizotinib Kanser 2011
9 Ribociclib Meme kanseri 2017
10 Apalutamide Prostat kanseri 2018
11 | Larotrectinib Sulfate Kanser 2018
12 Cladribine MS hastalig1 2019
13 Erdafitinib Mesane Kanseri 2019
14 Zanubrutinib Lenf kanseri 2019
15 Selinexor Kanser 2019

2.6 Molekiiler Doking Yontemi (Molekiiler Kenetlenme)

Molekiiler doking, ilag kesif ve tasarimi siirecinde ¢ok 6nemli bir agsamadir. Molekdiler
doking yontemi temel olarak bilgisayar kullanimin1 igeren metotlar kullanarak ligand ile
reseptoriin kompleks yapist hakkinda tahminler yapmasina dayanir [60].

Molekiiler doking yontemi genel olarak iki adimda gerceklesir. ilki, proteinin aktif
bolgesindeki  ligandin  konformasyonlarii ~ bulmaktir. Diger adim ise bu
konformasyonlar1 skorlama fonksiyonlarini kullanarak siralamaktir. Bu islemin temel
prensibi olusan konformasyonlar arasinda en yiiksek skora sahip olanin baglanma
modlarinin deneysel olarak olusturulabilecegidir. Molekiiler doking ¢alismalar1 iicretli
ve tcretsiz birgok program tarafindan cesitli metotlarla yapilir [61]. (Cizelge 2-6) Bu
programlardan en c¢ok kullanilan1 Autodock Vina programidir. Tez kapsaminda

molekiiler doking hesaplamalari i¢in Autodock Vina kullanild.
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Cizelge 2-6 Molekiiler Doking Hesaplamas: Yapan Programlar

Doking Program Program
Adi Tanim ve Islevi Tasarim | Lisans*
Yih

AutoDock / Lamarck Genetik Algoritmasi ve Ampirik

Autodock Vina Serbest Enerji Puanlama Fonksiyonu ile 1990 +
ligandin makromolekiile otomatik dokingi

icin kullanilir.
CABS-dock Baglanma yeri hakkinda 6n bilgi olmadan esnek 2015 +
protein-peptit dokingi i¢in kullanilir.

DOCK Geometrik Eslestirme Algoritmasina dayalidir. 1988 +
EADock Evrimsel algoritmalara dayali olarak galisir. 2007 +
FlexAID Hedef yapi ile zincir esnekligine gore calisir. 2015 +

GalaxyPepDock Etkilesim benzerligine dayali protein-peptit 2018 +
dokingi i¢in kullanilir.

Glide Kapsamli arama tabanli yerlestirme 2004 -

programidir.

Temelde protein-protein dokingi i¢in

HADDOCK gelistirildi, ancak protein-ligand dokinginde de 2003 +

kullanilabilir.

Kiigiik molekiillerin bir proteine hizli, dogru ve

LeDock esnek bir sekilde yerlestirilmesi igin tasarlanan 2016 +

programdir.

Protein-protein, protein-DNA, farkli skorlama

LightDock fonksiyonlari kullanan protein-peptit dokingi 2018 +

programidir

Molecular Operating ‘MOE’ iginde doking yapilabilen ticretli bir
Environment (MOE) yazilimdir. 2008 -
MOLS 2.0 Karsilikli ortogonal Latin kareler algoritmasini 2016 +
kullanan protein-ligand doking programidir.
PSI-DOCK Poz Duyarli Egimli (PSI)-DOCK programidir. 2006 -
Proteinlere ve niikleik asitlere kars1 kiigiik
rDock molekiillerin sanal taramasi ile baglanma modu 2012 +
tahmini yapar.

Serbest baglanma enerjisinin degerlendirilmesi 1999 +

SEED ile fragmentlerin otomatik dokingi ile ¢alisir.

SwissDock Bir protein ile kiigiik molekiil ligand: arasindaki 2011 +
etkilesimi tahmin etmek igin online hizmettir.
VFLP (VirtualFlow for Ligand Preparation),
¢ok sayida kiigiik molekiil igeren
VirtualFlow kiitiphanelerin iyilestirilmesine 2020 +

yoneliktir. VFVS, sanal tarama prosediirlerini
gerceklestirmeyi hedefler.

*(+) olanlar iicretsiz, (-) olanlar ticretli yazilimlardir.
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2.6.1 Baglanma Enerjisi

Doking programlart yapilan hesaplamalar sonucunda kullaniciya skorlama
fonksiyonlarin yaninda bir de baglanma enerjisi yani AGB degerini verir. Buna gore
ilk once protein ve ligand etkilesime girerek protein ligand kompleksini olugturur.
Ligandin sabit proteinin esnek oldugu yontemlerin yani sira her ikisinin de esnek
oldugu fonksiyonlar daha dogru sonug verir. Bunun nedeni protein-ligand
etkilesimlerinin her iki yapida da oldugu ve bu yapilarin sabit halde olmamasidir. Tez
caligmasinda kullanilan Autodock Vina programi hem ligandin hem proteinin esnek
oldugu Lamarck algoritmasimni kullanir. Baglanma enerjisinin hesabi i¢in elde edilen
formiil:

i. Denklem: Protein (P) + Ligand(L) <=> Kompleks (PL)

ii. Baglanma: Protein (P) + Ligand (L) — Kompleks (PL), K(baglanma)=Ky

iii. Ayrisma: Kompleks (PL) — Protein (P) + Ligand (L), K(ayrisma)=Kg

K(baglanma)=1/K(ayrisma)

In K(baglanma)= -InK(ayrigsma)

Ki= Protein-Ligand kompleksinin ayrigma sabiti

Bu durumda;

InKb = -InK; olacaktir.

I. AGBaglanma= -RT InKp

ii. AGinhibisyon =RT InKj  buradan Ki degeri ¢ekilirse;
Ki=e(AGb/RT) formiilii ile Ki degerine ulasilir [62].

2.7 Sanal Ligand Taramasi

Sanal ligand taramas1 yeni Oncii molekiil tasarimi icin ortaya ¢ikan oldukca kullanisl
bir aragtir. Yiiz milyonlarca molekiiliin biyolojik olarak taranmasi olduk¢a zor bir
islemdir. Sanal ligand taramasi bu islemi kolaylastiran yontemler sunar. X-Ray ya da
NMR vyapisindan tiiretilmis biyoaktif bir konformer elde edildiginde, bu konformerler
ligand bazli sanal tarama yeni ligandlar1 3D benzerlik aramasi yapilarak siralanabilir.
Bu hesaplamalar ve/veya teorik yontemler, kii¢iik molekiiller ve farmasotik olarak
onemli biyolojik reseptorlerin baglanma afinitelerin tahmini i¢in kullanilir [63]. Tarama
cok biiylik veri tabanlar1 yardimiyla yapilir. ZINC15 Veri tabani bunlar igerisindeki en
kullanigh olanlardan birisidir ve ligand veri tabani olarak isimlendirilebilir. Biiyiik

molekiil kiitiiphanesinden ¢ok hizl1 olarak molekiil taramas1 yapar.
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3. MATERYAL VE METOT
3.1. Tezde Kullamlan Program ve Veri Tabanlar

3.1.1. Gaussian 09W

Gaussian 09W ligandlarin optimizasyonunu yapabilen programidir. Molekiilleri en
kararli haline getirilmesini saglayan Gaussian 09 programi, teorik hesaplamalarla
molekiilleri en kararli hale getirir. (Sekil 3-1, 3-2) Program GaussView isimli arayiiz
goriintiileyici araciligiyla ligandlar1 goriintiiler. Yari deneysel ve DFT (Yogunluk
fonksiyonel teorisi) metotlar1 kullanarak ¢aligabilir. DFT daha kapsamli ve net sonuglar
verir. Optimize edilecek molekiillere DFT/B3LYP/6-31G(d,p) seti gibi birgok farkli
optimize setleri kullanilarak c¢alisilacak molekiillerin en kararli hale getirilmesi saglanir
[64].

& Gausstiew 60,16 - o x

File Edit Tools Builder View Calculate Results Windows Help

Tt SEASBRH= | XBA-X 9 BILEARL,F T

@i W IEdl @M ER s W w PO DB
| & $6. ~|Defoultschene) - @) @ A - Defaksteme) @ FEee
J Builder Fragment:

Sekil 3-1 GaussView araytizii

GLM1VT - tanshinonellAoptt.pdb (C:/Vina/tanshinenellAoptt.pdb) - O X

40 atomns, 156 electrons, neutral, singlet Inquire  Select Atom 1

Sekil 3-2 GaussView arayliziinde goriintiilenen Tansinon IIA molekiilii
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3.1.2 RCSB Protein Veri Bankasi

Tez kapsaminda protein veri tabanlarindan RCSB protein veri tabani kullanildi. RCSB
veri tabaninin arayiiz kullaniminin oldukg¢a kolaydir. RCSB veri tabaninda ¢alisilan
proteine ait mevcut x-ray makalesi varsa o makalenin linkinin yer almasi literatiir
taramasi agisindan énemlidir. https://www.rcsb.org/ linki ile veri tabanina ulasilabilir.

RCSB’de proteinlerin 3 boyutlu yapilar1 Autodock Vina programinda kullanilmak tizere
hazirlanabilen farkli yazilim kodlar ile indirilebilir. Proteinlerin igeriginde bulunan
kristal sular ve/veya inorganik molekiillere ek olarak yapida varsa farkli protein
zincirleri yer alabilir. Bu sebeple doking calismasi oncesinde bir protein hazirlig
gereklidir. X-ray difraksiyonu, elektron mikroskopisi veya NMR yontemleriyle kristal

yapilar1 aydinlatilan proteinler, dort haneli kodlarla isimlendirilirler. (Sekil 3-3)

a7es

SARS-CoV-2 papain-like protease (PLpro) bound to inhibitor XR8-24
PDB DOI: 10.2210/pdb7LBS/pdb

Classification: VIRAL PROTEIN/INHIBITOR

Organism(s): Severe acute respiratory syndrome coronavirus 2
Expression System: Escherichia coli BL21(DE3)

Mutation(s): No €

Deposited: 2021-01-08 Released: 2021-02-24

Deposition Author(s): Ratia, K.M., Xiong, R., Thaicher, G.R

Funding Organization(s): National Institutes of Health/National Center for Advancing Translational Sciences
(NIH/NCATS)
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Find Similar Assemblies

Biological assembly 1 assigned by authors and Ligand Structure Quality Assessment @
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Waorse 0 IEEE— 1 I 1 Better

Biological Assembly Evidence: gel filtration Ligand structure goodness of fit to experimental data

Sekil 3-3 RCSB protein veri tabani araytiizii ve 6rnek protein-ligand kompleks yapisi

3.1.3. AutoDock Vina

Autodock Vina ilk olarak 1990 yilinda Scripps Arastirma Enstitiisii tarafindan
tasarlanan ve temelde molekiiler doking hesaplamalari ile protein hazirlama islemlerinin
yapilabildigi bir yazilimdir. Autodock Vina hem ficretsiz olmasi hem de molekiiler
doking islemini ¢ok hizli bir bigimde yapabilmesi ve yiiksek kesinlik verebildigi i¢in
giivenilir hizli ulagilabilir olmasi nedeniyle en ¢ok tercih edilen yazilimdir. Molekiiler
doking yontemi, X-ray kristalografisiyle X-ray yapilarinin ¢6ziildiigii makromolekiiliin

(enzim, reseptor gibi) ve kiicik bir molekiilin (ligand) kovalent olmayan
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baglanmalarini, molekiiler dinamik (MD) simiilasyonlarindan elde edilen yapilarindan
veya homoloji modellemelerinden baslayarak etkili bir sekilde tahmin etmeye g¢alisan
bir hesaplama yontemidir. (Sekil 3-4) Amag, baglanma anindaki etkilesimleri
belirlemek ve baglanma afinitesini tahmin etmektir. Kii¢iik molekiillerin bir proteine
baglanmasinin 6zelliklerini tahmin etmek énemlidir bunun nedeni ilag tasarim siirecinde
ilag benzeri molekiillerin sanal kiitliphanelerini taramak i¢in bu prosediirlerin
kullanilmasidir [74].

AutoDock Vina ile AutoDock girdi/gikti formatinda aynmi PDBQT isimli formati
kullanir. PDBQT formati interaktif olarak olusturularak MGLTools yazilimi ile
okunabilen bir formattir. Autodock Vina tasarim nedeni arastirmacinin uygulama
detaylarin1 anlamasini, arama parametrelerini degistirmesini, kiimeleme sonuglarini ya
da gelismis matematiksel bilgileri bilmesini gerektirmemesidir ve bu yonleriyle oldukca
kullanighdir. [75] RMSD degerinin 2 A degeri limit deger olarak kabul edilir ve bu
degerin altindaki degerler olumludur [65].
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Sekil 3-4 Autodock Vina ile goriintiilenen 7LBS proteini

3.1.4 ZINC 15 Veri Tabam

ZINC15 veri tabani tamamen {cretsiz ve iceriginde molekiil bulunduran bir veri
tabanidir. ‘https://zinc15.docking.org/’ linki ile ZINC15 veri tabanina erisilebilir [66].
ZINC ticari degildir sloganiyla hareket eden veri tabanmmin asil amaci molekiil

kiitiiphanesi olmasidir. Oncelikli olarak sanal tarama igin gelistirilen ZINC15 zamanla
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yeni ligandlarin kesfedilmesinin de etkisiyle bilinen hedef yap1 i¢in birbirine en ¢ok
benzeyen ligandlar aranmasina imkan vermistir [67]. ZINC15 veri tabaninda 230
milyondan fazla molekiiliin 3 boyutlu yapis1 bulunmaktadir. Bu molekiiller, molekiiler
doking caligmasi i¢in .pdb ve .pdbqt kodlariyla hazir formatta indirilebilen halde
bulunur. (Sekil 3-5) ZINC15 analoglar1 bir dakikadan kisa siirede aranabilen 750
milyondan fazla satin alinabilir molekdil igerir. Yap: tabanli sanal tarama ig¢in, 3D
yapilarin mevcut her molekiil i¢in tek tek hesaplanmas1 gerekmektedir. ila¢ aday:
olabilecek molekiillerin birgogunun 3D yapilar1 ¢esitli doking programlarinda yer

almaktadir.
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Sekil 3-5 ZINC15 Veri Taban1 Arayiizii

3.1.5. SwissADME ve pkCSM Online Programlari

Farmakokinetik ve toksikolojik hesaplamalar yapilmasi bir ila¢g adayr i¢in oldukga
onemli bir siirectir. ADME ve toksikoloji, ilag tasarimi i¢in Oncii molekiil adayi
olabilecek molekiillere uygulanan; emilim, dagilim, metabolizma, atilim ve toksisite
kavramlarini igeren terimdir [68].

Bu c¢alismada Swiss ADME ve pkCSM farmakokinetik olmak iizere iki veri tabani
kullanildi. Bunlardan pkCSM (Grafik Tabanli Imzalar1 Kullanarak Kiiciik Molekiil
Farmakokinetik ve Toksisite Ozelliklerini Tahmin Etme) ADME ve toksikoloji igin
kullanildi. Farmakokinetik ozelliklerden karacigerdeki P450 enzim inhibitorleri
incelendi. SwisSADME ise molekiillerin fizikokimyasal 6zellikler, CYP inhibisyonlari,

ila¢ benzerlikleri ile biyoyararlanim radari tespiti i¢in kullanildi.
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pkCSM ile yapilan testler; [69] (Cizelge 3-1)

Emilim: ilag¢ hangi miktarda ve ne kadar hizda emilir? Sorularini1 cevaplamaktadir. Tez
kapsaminda emilim icin uygulanan testler: Caco-2 gegirgenligi, Bagirsak emilimi/Insan
testleridir.

i. Caco-2 gecirgenligi: Caco-2 tek tabakali hiicre agizdan alinan ilaglarin emilimini
tahmin etmek i¢in insan bagirsak mukozasinin bir modeli olarak yaygin olarak
kullanilir. Bu model, goriiniir gegirgenlik katsayisinin (log Papp; log cm / s)
logaritmasin1 tahmin eder.

ii. Bagrsak emilimi: Bagirsak normal sartlarda bir ilacin agizdan alinan bir soliisyondan
emilmesi i¢in birinci bolgedir. Bu yontem, insan ince bagirsagi tarafindan emilen

molekiillerin oranini tahmin etmek i¢in tasarlanmistir.

Dagilim: Ilac viicutta hangi bdlgeye dagilir? Bu dagilimin oram1 ve kapsami nedir?
Sorularini cevaplamaktadir. Dagilim i¢in uygulanan test, VDss (insan) testidir.

VDss (kararli durum dagilim hacmi): Kararli durum dagilim hacmi (VDss), bir ilacin
toplam dozunun kan plazmasindaki ile ayn1 derisimi vermek igin esit olarak dagitilmasi
gereken teorik hacimdir. VD ne kadar yiiksek degerli ise ilag plazma yerine dokuda o
kadar ¢ok dagilacaktir. Belirli bir bilesigin VDss'sinin tahmin edilen logaritmasi, log L /
kg olarak verilir.

Metabolizma: ilag ne kadar hizli metabolize olur, etki mekanizmasi nedir? Hangi
metabolitler olusur? Aktif veya toksik midir? Sorularini cevaplamaktadir. Metabolizma
icin uygulanan testler: CYP2D6 ve CYP3 A4 substrat1 testidir.

CYP2D6 ve CYP3A4 substrati: Cogunlukla karacigerde bulunan sitokrom P450'ler
bir¢ok ilacin metabolizmasindan sorumludur. Ayrica P450'nin inhibitorleri, bu ilaglarin
farmakokinetigini énemli Slglide degistirebilme 6zelligine sahiptir. Bu sebeple, belirli
bir bilesigin bir sitokrom P450 substrati olup olmadiginin belirlenmesi oldukca
Oonemlidir.

[lag metabolizmasi i¢in gorevli iki ana izoform 2D6 ve 3A4'tiir.
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Atim: Ilag hangi hizda ve ne kadar atilir? Sorularmi cevaplamaktadir. Atilim igin
uygulanan test, Toplam Klirens (maddenin bobrekler tarafindan uzaklastirilmasi)
testidir.
Toplam Anlim (Klirens): ilag klirensi orantililik sabiti CLtot ile dlciiliir ve temel olarak
hepatik klirens (karacigerde metabolizma ve safra klirensi) ve renal klirensin (bobrekler
yoluyla atilim) bir kombinasyonu olarak ortaya ¢ikmustir.

Cizelge 3-1 pkCSM veri tabani ile yapilan ADME metotlari

Metot Uygulanan Testin degerlendirmesi
Testler
Emilim Caco-2 pkCSM tahmin modeli i¢in 0,90’1n {izerinde tahmin
gecirgenligi edilen Caco-2 degeri yiiksek kabul edilir.
Bagirsak Bir molekiil %630'dan daha az sogurmaya sahip ise
Emilim emilimi/Insan zayif emilir.

Dagilim VDss (insan) | VDss degeri 0,71 L / kg altindaysa diistik ve 2,81 L
/ Kg tizerindeyse yiiksek olarak kabul edilir.

Metabolizma CYP2D6 ve Bu belirli bir molekiiliin P450 tarafindan metabolize

CYP3A4 edilip edilmeyecegini degerlendirir.
substrati
Atilim Toplam Belirli bir bilesigin tahmin edilen toplam atilim
Atilim (klirens) log’unu (CLtot), log (ml/dak/kg) sonucu
olarak verir.

pkCSM i¢in yapilan Toksikoloji testleri; [69] (Cizelge 3-2)

Toksisite: Ilacin viicut sistemleri veya organlarinda toksik etkisi var midir? Sorularini
cevaplamaktadir. Toksisite i¢in uygulanan testler: AMES Toksisitesi, Maksimum
Tolere Doz (insan), Oral Fare Akut Toksisite (LD50), hERG I-II inhibit6r, Oral Fare
Kronik Toksisite (LOAEL) testleridir.

I. AMES Toksisitesi: AMES testi, bakteriler kullanilarak molekillerin mutajenik
potansiyelini degerlendirmek icin ¢ok kullanilan bir metottur. AMES toksisitesi pozitif
cikan bir test sonucu bilesigin mutajenik oldugunu ve bu nedenle bir kanserojen gibi

davranabilecegini gostermektedir.
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ii. Maksimum Tolere Doz (insan): Onerilen maksimum tolere edilen doz (MRTD),
insandaki kimyasallarin toksik doz esiginin bir tahminini saglamaktadir. MRTD'nin
logaritmasi (log mg/kg/giin) tahmin edilir. Faz I klinik ¢alismalarda, farmasoétikler igin
onerilen maksimum baslangi¢ dozunun belirlenmesine yardimci olan metottur.

iii. Oral Fare Akut Toksisite (LDso): ilag adayr bir molekiiliin toksisitesini belirlemek
onemlidir. Oliimciil doz degerleri (LDso), farkli molekiillerin toksisitesini
degerlendirmede kullanilan standart bir akut toksisite ol¢timiidiir. LDso, tek seferde
verilen ve bir grup test hayvaninin %50'sinin 6liimiine neden olan bir molekiiliin
miktaridir.

iv. hERG I-1I inhibitor: HERG (insan eter-a-go-go geni) tarafindan kodlanan potasyum
kanallarinin inhibisyonu, 6liimciil ritim bozukluguna yol acan uzun QT sendromunun
gelismesinin temel nedenleridir. Bir¢ok ilag adayr HERG kanallarin1 engelledigi igin
piyasadan c¢ekilmistir.

v. Oral Fare Kronik Toksisite (LOAEL): Uzun siireli olarak diisiik veya orta dozda
kimyasallara maruz kalma insan i¢in onemli bir problemdir. Yapilan c¢alismalar,
gozlemlenen bir yan etkiye (LOAEL) sebep olan bir molekiilin en diisiik dozunu

belirlemeyi amaglamaktadir. LOAEL degeri diistiikge olumsuz etki azalmaktadir.

Cizelge 3-2 pkCSM veri tabani ile yapilan Toksikoloji metotlari

Uygulanan Testin Degerlendirmesi
Testler
AMES Toksisitesi Belirli bir molekiiliin Ames pozitif ve dolayisiyla

mutajenik olup olmadigini test eder.

Maksimum Tolere | Belirli bir molekiil i¢in, 0,477 log (mg / kg / giin) veya
Doz (insan) daha diisiik bir MRTD ise diisiik, 0,477 log'dan (mg / kg
/ giin) biiytikse yliksek kabul edilir.

Oral Fare Akut LDso, tek seferde verilen ve bir grup test hayvaninin
Toksisite (LDso) %50'sinin dliimiine neden olan bir molekiiliin miktaridir.

hERG I-II inhibit6r | Test, belirli bir molekiiliin bir hRERG I/ II inhibitorii olma
olasiligiin olup olmadigini belirler.

Oral Fare Kronik Belirli bir molekiil i¢in, giinliik tahmini log En Diigiik
Toksisite (LOAEL) Gozlemlenen Olumsuz Etki (LOAEL) iiretilir.
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SwissADME ile yapilan testler; [70]
Fizikokimyasal Ozellikler ve Biyoyararlanim Radar1: Her eksendeki fizikokimyasal
aralik molekiiliin radar grafiginin ilag benzeri olarak kabul edilmesi i¢in pembe bir alan
olarak tasvir edilir. (Sekil 3-6) Biyoyararlanim Radari, bir molekiiliin ilag benzerligine
ilk bakis1 saglar. Pembe alan, her 6zellik igin optimal aralig1 temsil eder. Ilag aday1 bu

pembe alanin ne kadar i¢indeyse biyoyararlanim radar1 o kadar iyi olacaktir.

LIPO

FLEX SIZE

INSATU POLAR

INSOLU

Sekil 3-6 Biyoyararlanim radar1 6rnegi

Su Coziiniirliigii: Coziinebilir bir molekiile sahip olmak, molekiiliin kullanim1 ve
formiilasyon kolayligi gibi bir¢ok ila¢ gelistirme ¢alismalari i¢in olumlu bir durumdur.
Farmakokinetik Ozellikler (CYP inhibitorleri): Molekiillerin sitokromlar P450
(CYP) ile etkilesimi hakkinda bilgi sahibi olmak 6nemlidir. Terapotik molekiillerin
bliylik kismmin bes ana izoformun (CYP1A2, CYP2C19, CYP2C9, CYP2D6,
CYP3A4) substrati oldugu tahmin edilebilir. Bu izoenzimlerin inhibisyona ugramasi,
ilag veya metabolitlerinin daha diisiik atilim1 ve birikimi nedeniyle toksik ve/veya diger
istenmeyen yan etkilere yol acabilen farmakokinetik ile iligkili ilag-ila¢ etkilesimlerinin
onemli bir nedenlerinden birisidir. Bu sebeple, ila¢ tasarimi i¢in molekiiliin CYP'lerin
inhibisyonu yoluyla 6nemli ila¢ etkilesimlerine neden olma egilimini tahmin etmek
gerekir ve hangi izoformlarin etkilendiginin de belirlenmesi bu siirecte dnemlidir.

flac benzerligi: flac benzerligi, bir molekiiliin biyoyararlanima gore oral bir ilag olma
olasiligimi degerlendirir. Ilag benzerligi, oral ilag adaylar1 olarak kabul edebilecek kadar
gelismis molekiillerin yapisal veya fizikokimyasal incelemelerinden elde edilmistir.

Bu bélim, iginde molekiiliin ila¢ benzeri olarak tanimlandig: gesitli 6zelliklere sahip
farkli kural tabanli metotlar1 icerir. Bu metotlar genelde biiyiik ilag sirketlerinin kendi
ozel kimyasal molekiil setlerinin analizlerini kapsar. Ilag benzerligi kapsaminda

Lipinski (Pfizer) besler ve Veber kurali gibi yontemler bulunur.
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Lipinski Besler Kurah temelde,

e Molekiil agirlig1 500 g/mol’den kiiciik veya esit olmal

e Log Po/w (MlogP) degeri 4.15’ten kiigiik veya esit olmali
e NyadaO atomlar1 10’dan az olmal

e NH ya da OH sayis1 5’ten az olmali kurallarin1 igermektedir.

Veber Kurah ise
e Donebilen bag sayis1 10°dan kiiciik veya esit olmali

e TPSA(topolojik polar yiizey alan1 degeri) 140’tan kiiclik olmal1 kurallarini igerir.
3.1.6. BIOVIA Discovery Studio Visualizer

BIOVIA Discovery Studio biinyesinde doking sonucu etkilesimlerin goriintiileyicisi de
dahil birg¢ok in silico metot igin kullanabilen yazilimlar igeren bir programdir. 2D ve 3D
etkilesimlerin de goriintiilendigi BIOVIA Discovery Studio Visualizer iicretsiz olup
icerdigi diger metotlar belli bir {icret dahilinde kullaniciya sunulur [71].

Temelde BIOVIA Discovery Studio Visualizer programi doking sonuglarinin analiz
programidir. Bir protein-ligand doking hesaplamasinin ardindan elde edilen ikincil
etkilesimleri 2 boyutlu ve 3 boyutlu olarak goriintiileyebilir. (Sekil 3-7) Protein
yapisinin spesifik bir kismina odaklanarak molekiiler doking c¢alismasi yapilan bdlgenin

spesifik etkilesimleri gézlenerek baglanma anindaki etkilesimler goriintiilenir.

\,JYR264

PRO248

EES-
ASP
B:164 179
a1 4.27
LEU
B:162 AN
L HOH
B:267 B502
GLY
B:266
GLU
B:167
Interactions
I:I van der Waals I:I Fi-Sigma
:' Water Hydrogen Bond :l Pi-Sulfur
D Conven tional Hydrogen Bond D Pi-Pi T-shaped
I:I Carbon Hydrogen Bond I:I Fi-Alkyl

b) [ Pi-anion

Sekil 3-7 BIOVIA Discovery Studio Visualizer ile goriintiilenen protein-ligand
etkilesim 6rnegi

a) 3D etkilesimler b) 2D etkilesimler
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Vi.

3.2. Caliyma Adimlari

Bu tez calismasi alt1 kistmdan olusmaktadir.

Hedef protein secimi: SARS-CoV-2 virlisiiniin PLpro enzimi hedef yap1 olarak
belirlendi. PLpro enziminin yeni bulunan BL2 dongiisii ile etkilesebilecek bir
liganda sahip 7LBS proteini RCSB Protein Veri Bankasinda taranarak secildi.
Ligandlarin se¢imi: Tez ¢alismasi i¢in 10 farkli tibbi bitkiden izole edilen 35 bitki
fitokimyasali ile farkli hastaliklar i¢in onaylanan 8 ila¢ olmak iizere toplam 43
ligand Pubchem veri tabanindan indirildi.

Validasyon hesaplamalari: Bu asamada hem calisilacak proteinin hem de bu
proteine ait ligandin, molekiiler doking (kenetlenme) hesaplamalar1 i¢in uygunlugu
Autodock Vina programi ile degerlendirilir. Deneysel (x-ray) ve hesaplanan
sonuglarin karsilastirilmasi sonucu, RMSD (Ko6k Ortalama Kare Sapmasi) degeri
2A’nin altinda ise yapilan validasyon dogru kabul edilir. 7LBS protein-ligand
kompleksi ile bu proteinin ligand1 olan XR8-24 ile validasyon ¢aligsmasi yapilarak
RMSD degeri 1.723A bulundu.

Molekiiler doking hesaplamalari: Bu asamada, PLpro enziminin yeni kesfedilen
BL2 bolgesi ile etkilesen 7LBS PDB koduna sahip protein-ligand kompleksinin, 35
fitokimyasal ve farkli hastaliklar i¢in onay alan 8 ilacin, Autodock Vina programi
kullanilarak molekiiller arasi etkilesim modlar1 ve baglanma enerjileri incelendi.
Elde edilen sonuglara gore en yiiksek baglanmayi gosteren Tansinon ITA sanal
ligand tarama yapilmasi i¢in segildi.

Sanal ligand tarama hesaplamalari: Doking calismasi sonucunda en iyi sonug
veren fitokimyasal Tansinon ITA molekiilii alinip ZINC15 Veri taban: ile benzerlik
taramasi yapilarak bu molekiile benzer 98 molekiiliin veri seti hazirlanir. Hazirlanan
veri seti icin sanal ligand tarama (VLS) hesaplamalar1 Autodock Vina ile
yapilmigtir. Bir ilag aday1 i¢in hesapsal Ki degerinin nM diizeyinde olmasi gerekir
ve sanal ligand tarama hesaplamalarinin amaci da budur. Bu molekiillerden en
diisiik baglanma enerjisine sahip 21 molekiil belirlendi.

ADME ve toksikoloji hesaplamalari: ilag tasarimimin i¢in, ADME ve toksikoloji
hesaplamalar1 molekiillerin; absorpsiyon emilim, dagilim, metabolizma, atilim ve
toksisitesi incelenerek hesaplamalarda basarili olan molekiiller 6ncti molekiil aday1

olarak belirlenir. VLS c¢alismasi sonucu edilen 21 molekiil i¢in, ADME ve
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toksikoloji hesaplamalart pkCSM ile molekiillerin fizikokimyasal 6zellikleri ile ilag

benzerligi parametreleri de SWiSSADME online programlart ile hesaplandi.
3.2.1 Molekiiler Doking Hesaplamalari icin Hedef Protein Secimi

SARS-CoV-2 PLpro enziminin BL2 bélgesi ile etkilesecek inhibitor tasarimi i¢in x-ray
yapist ¢Oziilen, SARS-CoV PLpro enzimi inhibitérlerinden GRL0617°den daha iyi bir
aktiviteye sahip tiirevini igeren ligand XR8-24 7LBS proteini, bu tez kapsaminda hedef
protein-ligand kompleksi olarak belirlenmistir.

SARS-CoV-2 PLpro enzimi aktif bolgesine baglanan inhibitorler, kovalent baglanirlar.
Tez kapsaminda kovalent olmayan etkilesimler gereklidir. PLpro enzimi inhibitorleri
aktif bolgeye kovalent baglandiklar1 i¢in baglanmamalidir. Enzimin yeni kesfedilen
BL2 bolgesine baglanan inhibitorler kovalent baglanmayarak dolayli yoldan aktif
bolgeyi bozarak enzim aktif bolgesine viral proteinlerin baglanmasina engel olarak
enzimi inhibe ederler. Bu nedenle SARS-CoV-2 PLpro enziminin BL2 bdlgesi ile
etkilesecek inhibitor tasarimi igin yapilan in silico ¢alismalar ile baglanma afiniteleri ve
hesaplanan Ki degerleri belirlenerek 0Oncii molekiill adaylarinin  belirlenmesi
hedeflenmektedir. Belirtilen sebepler ile x-ray makalesinde yiiksek aktivite verdigi
belirtilen 7LBS PDB koduna sahip proteinin molekiiler doking c¢alismasi igin
secilmistir. (Sekil 3-8)
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HYRKHITSKETLYCIDGALLTRSSEYRGPITOVFYKENSYITTIK

:: &3
CERQATRYLVOQES PFVMMSAPPAQYELKHGTFTCASEYTGNYQCE:

Sekil 3-8 7LBS proteininin amino asit dizilimi

Tez ¢alismas1 kapsaminda 7LBS koduna sahip XR8-24 ligandi igeren protein
secilmigtir. Bu protein ICso degeri baz alindiginda ve X-ray yapisi aydinlatilan
proteinlere gore yiiksek aktivite verdigi igin segildi. Ayrica 7LBS protein-ligand
kompleksi ligand1 olan XR8-24, ubikuitin ile ISG15 kuyrugunun aktif bolgeye
girmesini engellemektedir. Boylece PLpro enzimini igeren SARS-CoV-2 viriisii ev
sahibi hiicreye giremeyecegi ve insan bagisikligini bozamayacagi goriildii.

7LBS protein veri bankasina koduna sahip protein-ligand kompleksinin XR8-24 isimli
ligandinin adi, 5-[(azetidin-3-il)amino]-2-metil-N-[(1R)-1-(3-{5-[(pirolidin-1-

il)metil]tiyofen-2-il}fenil)etil]benzamittir. Bu protein-ligand kompleksi iki monomer
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zincirinden olusur ve bu zincirler birbirinin aymisidir. 2.80 A ¢éziiniirliige sahip protein-
ligand kompleksinin yapis1 X-ray kristalografisi ile 2021 yilinda aydinlatildi. [9] (Sekil
3-9)
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Sekil 3-9 7LBS proteinin 6zellikleri

a) PLpro enziminin 7LBS koduna sahip protein-ligand kompleksi. b) 7LBS protein-
ligand kompleksinin ligandinin (XR8-24) yapisi ¢) Protein ve ligand etkilesimleri. d)
Protein-ligand BL2 bolgesi ve su kopriisii etkilesimleri. €) Protein-ligand su kopriisii

etkilesiminin BIOVIA Discovery Studio Visualizer ile goriintiilenmesi

49



3.2.2. Molekiiler Doking Hesaplamalari i¢in Ligandlarin Hazirlanmasi

SARS-CoV-2 virlisiiniin neden oldugu COVID-19 tedavisi i¢in antiviral ilag
tasariminda tibbi etkisinin oldugu bilinen bitkilerden saflastirilan bitki fitokimyasallar
da in silico ¢alismalara dahil edilmektedir. SARS-CoV viriisiiniin sebep oldugu salginda
yapilan ilag arastirmalarinda antiviral etkisinin oldugu belirlenen ve/veya SARS-CoV-2
viriisti i¢in de etkili olabilecegi yapilan testlerle bulunan, literatiirde COVID-19 tedavisi
icin inhibitér olabilecek tibbi bitkilere ait bitki fitokimyasallariin belirlenmesiyle
SARS-CoV-2’nin 6nemli bir ilag hedefi olan PLpro enzimini inhibe edebilecek bir ilag
tasarimi konusunda bu bitki fitokimyasallar1 da in silico ilag tasarimi ¢alismalarina dahil
edilmistir.

Kirmiz1 adagayi, hint ekinezyasi gibi 10 farkli tibbi etkisi bilinen bitkiden izole edilen
35 bitki fitokimyasali tez ¢alismasinda yer almaktadir. Bu fitokimyasallara ek olarak
farkli hastaliklar i¢in onay alan ve ¢esitli asamalarda COVID-19 tedavisi ig¢in denenen 8
ilag da tez c¢alismasina dahil edildi. Toplam 43 ligandin 3 boyutlu yapilar1 .sdf
formatinda PubChem molekiil veri tabanindan indirilerek Gaussian09w yazilimiyla
ligandlar en kararli hale getirilmesi i¢in optimize edilerek molekiiler doking calismasi

i¢in hazirlandi.

3.2.3. Molekiiler Doking Hesaplamalari icin Validasyon Calismasi

SARS-CoV-2 viriisiine ait PLpro enzimi protein-ligand komplekslerinden 7LBS protein
veri bankasina koduna sahip XR8-24 isimli ligandinin 3 boyutlu yapisini igeren dosya
RCSB Protein Veri Bankasindan indirilerek validasyon calismasi i¢in hazir hale
getirildi. 7LBS proteini icerisindeki molekiiler doking hesaplamalar1 icin ihtiyag
duyulmayan su molekiilleri, inorganik maddeler ile iki monomerik zincir igeren
7LBS’nin bir zinciri yapidan atilir. XR8-24 ligandinin protein ile su aracilifiyla bir
hidrojen bagi olusturarak yaptigi su kopriisii saglayan su molekiilii haricindeki tiim sular
yapidan atild1.

7LBS protein-ligand kompleksindeki ligand yapidan atilarak, tekrar ayni baglanma
bolgesine kenetlenmesi saglanir. Hesaplamalarin ardindan elde edilen RMSD degeri
1.723A olarak bulunmasi ve bu degerin 2A’dan kiiciik olmas1 sebebiyle parametrelerin
dogru oldugu kabul edildi.

Elde edilen konformasyonlardan en iyi sonug, validasyon oncesi ligand konumu ile

validasyon sonrast ligand konumunun cakistirilmasi ile en iyi sonucu elde eden
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konformasyon segilerek bulundu. Bu ¢akisma sonucu elde edilen en iyi konformasyon
olan 1. konformasyonu saglayan doking parametreleri Autodock Vina programi ile
molekiiler doking hesaplamalar1 yapilmasi i¢in kullanildi. Hesaplanan K; degeri ile

deneysel ICsp degeri kiyaslamasinin ardindan molekiiler doking hesaplamalari yapildi.

3.2.4. Molekiiler Doking Hesaplamalari

SARS-CoV-2 viriisiine ait PLpro enzimi 7LBS protein veri bankasi koduna sahip
protein-ligand kompleksinin validasyonu sonucunda elde edilen parametrelerle
molekiiler doking hesaplamalari, tibbi etkiye sahip 10 bitkinin igeriginde bulunan 35
bitki fitokimyasali ile farkli hastaliklar i¢in onay alan 8 ilacin dahil oldugu toplam 43
ligand icin yapildi. Hesaplamalar sonucu elde edilen sonuglara goére virlisiin PLpro
enziminin kovalent baglanmayan bolgesi olan BL2 bdlgesine en iyi baglanma enerjisi

gosteren ligand Tansinon ITA sanal ligand tarama icin se¢ildi.

3.2.5. Sanal Ligand Tarama Hesaplamalari

Molekiiler doking hesaplamalari sonucu en iyi baglanma enerjisi Sonucu veren tansinon
1A ligandina ZINCI15 veri tabaninda benzerlik taramasi yapilarak bu molekiile benzer
molekiillerin veri seti bulundu. Veri setinin i¢erdigi 98 molekiil ZINC15 veri tabanindan
indirilerek ¢oklu molekiiler doking hesaplamasi yapilmasi i¢in ligandlar Autodock Vina
ile hazirlandi. Validasyon ve molekiiler doking hesaplamalarinda kullanilan
parametreler sanal ligand taramada da kullanildi. En yiiksek baglanma enerjisi veren 21
ligand segildi. En yiiksek baglanma gdstermesi ilag aday1 olmasi igin yeterli olmadigi
icin bu ilaglarin farmakokinetik 6zelliklerinin incelenmesi i¢in hesapsal ADME ve

toksikoloji hesaplamalar yapildi.
3.2.6. ADME ve Toksikoloji Hesaplamalari

Bir ilag aday1 i¢in en 6nemli asamalardan biri olan emilim, dagilim, metabolizma, atilim
ve toksikoloji hesaplamalaridir. Sanal ligand tarama sonucu en iyi baglanma enerjisi
gosteren 21 ligand i¢cin ADME ve toksikoloji hesaplamalari, pkCSM ve SwissADME
online programlari kullanilarak yapildi. Elde edilen sonuglara gore toksik olmayan 14
molekiil belirlenerek bu molekiillerin 6ncii molekiill adayr olup olmadiklar
degerlendirilerek en iyi sonucu veren ligandlar belirlenerek 6ncii molekiil tasarimi

konusunda molekiiller incelendi.
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4. SONUCLAR

SARS-CoV-2 viriisiiniin PLpro enziminin aktif bolgesine baglanan inhibitorler kovalent
baglanirlar. PLpro enziminin yeni bulunan BL2 bolgesine baglanan inhibitorlerin
kovalent baglanmamasi nedeniyle tez kapsaminda secilen ligandlarin bu bdélge ile
etkilesimleri incelendi. Secilen 43 ligandin, viriisiin PLpro enzimine ait 7LBS protein
veri bankasina koduna sahip protein-ligand kompleksi ile Autodock Vina programiyla
yapilan molekiiler doking hesaplamalart sonucunda en iyi baglanma enerjisinin
tansinon IIA molekiili oldugu belirlendi. Bu molekiile ZINC15 veri tabaninda
benzerlik taramasi yapilarak tansinon IIA ligandina benzer 98 molekiil bulundu. Bu
molekiillere molekiiler doking hesaplamalar1 ile ayni1 parametrelerle tekrar doking
caligmasi yapilarak en yiiksek baglanma enerjisi gosteren 21 molekiil belirlendi. 21
molekiil i¢in yapilan ADME ve toksikoloji hesaplamalar1 ile toksikolojiye sahip
olmayan 14 molekiil belirlendi. Bu molekiiller 6ncii molekiil tasariminda etkili olabilir
ve SARS-CoV-2 viriisiiniin neden oldugu COVID-19 tedavisi i¢in, SARS-CoV-2 viriisii
hedef yapilarindan, viriisiin g¢ogalmasini saglayan ve insan bagisiklik sistemini

bozabilen papain-benzeri proteaz (PLpro) enzimini inhibe edebilir.

4.1. Validasyon Hesaplamalari

SARS-CoV-2 PLpro enzimine ait 7LBS protein kodunun XR8-24 isimli ligandinin 3
boyutlu yapisini igeren dosyasi indirilerek, protein igerisindeki ligand disinda kalan tim
molekiil ve iyonlar silinerek elde edilereck PDBQT formatinda kaydedildi. Sonraki
asamada 7LBS kodlu PLpro yapisinin 3D yapist RCSB Protein Veri Tabani kullanilarak
.pdb dosya formatinda indirildi. Indirilen 3D dosya AutodockTools ile agilarak
baglanma enerjisi i¢in Onemli olabilecek su molekiilii disindaki kristal sular ve
icerisinde protein disinda olan molekiiller ile monomerik yapida oldugu igin
zincirlerden belirlenen zincir silindi. (Sekil 4-1) Ardindan proteine polar hidrojenler
eklenmistir.

Validasyon c¢aligmasi yapilmasmin amaci, doking programi araciligiyla proteine
baglanan ligandin RMSD degerlerine bakilarak orijinal baglanmadan sapma derecesinin
belirlenmesiyle ¢alismada segilen yontemin dogrulugunun kanitlanmasidir. Temel
olarak RMSD degerinin 2A altinda olmas1 uygun sonug olarak kabul edilir ve basarili

bir validasyon yapildigin1 kanitlamaktadir.
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7LBS A Zinciri Ligandi ile 2D 7LBS B Zinciri Ligandi ile 2D

Etkilesimleri* Etkilesimleri*
HDH THR
A503 B:301 TR L

/\ ': ASH

L B267

GLI
TYR B:263

o Lagl A
P RE

%
AsP ~ i \ SN
Bl66 -
8268 - /7
T HOH b —
s B:502
ASN N
A267 et
Gl

LEU B:266

B:162
S pro
B:299

GLU
A266 BT
HOH
A501 LEU PRO
A:162 A:293
Interactions
I:I van der Waals I:I Pi-Bulfur
Interactions I:I Water Hydrogen Bond I:I Pi-Pi T-shaped
|:| van der Waals |:| Pi-Sulfur . L
|:| Conventional Hydrogen Bond |:| Amide-Pi Stacked
|:| Conventional Hydrogen Bond |:| Pi-Fi T-shaped b y | o
Carbon Hydrogen Bon Alkyl
|:| Carbon Hydrogen Bond |:| Amide-Pi Stacked :I :I
Pi-Ani Pi-Alkyl
[ Frven ] Ak [ R [ roa
Bl o ] P [ prsore

* Tki zincir de mononer yapisindadir ve aralarinda aminoasit sirasi, ligand yapisi ve konumu agisindan
fark bulunmamaktadir.

Sekil 4-1 BIOVIA Discovery Studio Visualizer ile goriintiilenen 7LBS Proteini ve Su
kopriisii etkilesimleri

7LBS proteininin ligandi XR8-24 5-[(azetidin-3-il)amino]-2-metil-N-[(1R)-1-(3-{5-
[(pirolidin-1-il)metil]tiyofen-2-ylI}enil)etil]benzamittir. SARS-CoV-2 PLpro enziminin
BL2 bolgesi ile etkilesebilecek inhibitdr tasarimi i¢in SARS-CoV viriisii PLpro enzimi
inhibitorlerinden GRL0617°den daha iyi bir aktiviteye (ICso) sahip tlirevini igeren
ligand XR8-24 7LBS proteini referans molekiil olarak kabul edilmistir. Validasyon

hesaplamalar1 B zinciri ile belirlenen parametreler ile yapildi. (Sekil 4-2)

receptor = 7lbsb.pdbqgt mode | affinity | dist from best mode
ligand = ligand.pdbqt | (kcal/mol) | rmsd 1.b.| rmsd u.b.
----- L

center_x = 19.665 1 9.5 0.000 0,000
center_y - 67.056 2 8.8 1.3
center_z = -4.11 3 8.2 4.476 8.000
4 7.8 2.861 18,845

size x = 28 5 7.8 2.937 11.542
size y = 208 b 7.8 3.048 11.2@5
size z = 16 7 1.6 1.489 2.640
8 7.4 2.993 11.646

) exhaustiveness = 16 b) ¢ 7.2 3.166 11.126

Sekil 4-2 Validasyon Calismast Sonuglari

a) Autodock Vina ile validasyonu yapilan config dosyasi b) Log sonug dosyasi
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Validasyon hesaplamalar1 sonucu RMSD degeri 1.723 A olan ligandin proteindeki
konumu ile ¢akistirilmasi Sekil 4-3’de gosterildi. Validasyon sonucu elde edilen ligand
ile referans ligandin cakistirilmast sonucu tam c¢akigsma goriildii. Bu sonug¢ yapilan

validasyonun basarili oldugu gostermektedir. (Sekil 4-4a ve b)

Sekil 4-3 Validasyon sonucu elde edilen ligand ile referans ligandin gakistiriimasi

Kirmiz1 molekiil: Ligand
Yesil molekiil: Redoking

TYR

B:268 193 o

421. goas
GLN 5.26 I
B:269 B:264
TYR 1.90 551
B:273 5.28
3%
ASP
B:154 4.79
3.53 4.27
LEU
3 ASN
e B:267 e
B:502
GLY
B:266
GLU
B:167
Interactions

van der Waals Pi-Sigma
Water Hydrogen Bond Pi-Sulfur
Conventional Hydrogen Bond Pi-Pi T-shaped
Carbon Hydrogen Bond Pi-Alkyl

Pi-Anion

b)

Sekil 4-4 Validasyon hesaplamasi sonucu elde edilen 2D ve 3D Etkilesimler
a) 3D etkilesimler b) 2D etkilesimler
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THR
B:301

TYR
B:264

FRO
B:248

TYR
B:268

PRO
421 pBo4g

ASN
T BG_ZLE"Q B267 GLN 3.26 YR
E - B:269 B:264
B:273 TYR 1.90 551
B:273 5.28
LR 34,
Eiga YR ASE
B:268 B:164 479
HOH
B502 353 127
LEU
GLY 3 ASN
LEU B:265 GEr B:267 HOH
B162 A1k
PRO GLY
B:299 259
GLU
B:167
GLU
Interactions LT
D van der Waals D Pi-Sulfur Interacti
nteractions
D Water Hydrogen Bond D Pi-Pi T-shaped D van der Waals D Fi-sigma
I:l Conventional Hydrogen Bond I:l Amide-Pi Stacked I:I Water Hydrogen Bond I:I Biosulfir
Carban Hyd Bond Alkyl
I:l arban Rydrogen Bon I:l ¥ I:I Conventional Hydrogen Bond |:| Pi-Pi T-shaped
I:l Pr-Anion I:l Pi-alky! D Carbon Hydrogen Bond D Fi-Alkyl
I:l Pi-Sigma I:I Pi-Anion
a) b)

Sekil 4-5 Redoking ligandi ile referans ligand karsilastirmasi
a) Referans ligand XR8-24 b) Redoking hesaplamasi yapilan XR8-24 ligandi

Referans ligand ile redoking hesaplamasi sonucu elde edilen ligandin sahip oldugu
molekiiller arasi etkilesimlerin benzer oldugu goriildi. (Sekil 4-5a ve b)

Validasyon hesaplamalar1 sonucunda belirlenen 1.723 A RMSD degerinin 2A’den
diisik olmasi hesaplamalarin anlamli bir sonu¢ verdigini gosterir. (Sekil 4-2b)
Autodock Vina araciliiyla hesaplanan bu validasyon ¢alismasinin deneysel olarak
hesaplanan Ki degeri su formiil ile hesaplanir; AGB = R.T.InKi (AGB= baglanma
enerjisi; R= 1.986 cal/mol.K; T= 298,15 K) Validasyonu yapilan 7LBS ligandinin
hesaplanan Ki degeri yukaridaki formiilden yararlanarak: Ki = 108 nM olarak

bulunmustur. Referans makaleye gore deneysel 1C50=0.56 pM’dir.

4.1.1. Validasyon Degerlendirme

Validasyonu yapilan 7LBS proteini i¢in elde edilen sonuglara gore;

Referans Ligand ile validasyonu yapilan ligandin tam ¢akisma gdzlenmesi,
Validasyon caligmasi sonucu hesaplanan hesapsal Ki degerinin nanomolar
diizeyinde olmasi,

1.723A RMSD degerinin 2A degerinden diisiik olmasi, parametreleri sonucunda

belirlenen metotlarla molekiiler doking ¢alismasinin yapilmast uygundur.
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4.2. Molekiiler Doking Hesaplamalari

Molekiiler doking hesaplamalari igin secilen 7LBS protein ligand kompleksinin, RMSD
degerinin 2A’den diisiik olmasi sebebiyle molekiiler doking calismasina uygundur.
PLpro hedefiyle etkilesen heniliz bir ilag bulunmadigindan ve SARS-CoV PLpro
yapistyla etkilesim gosteren GRLO617 inhibitoriiniin bir tiirevi olan ve X-ray yapisi
¢oziilen 7LBS PDB koduna ait XR8-24 ligand: referans ligand olarak alindi. Bir protein
ile birden fazla ligandin belirlenen metotlarla molekiiler doking yapilabilmesine imkan
saglayan DwimPerl ile ¢oklu doking yapilarak en iyi baglanma afinitesi gosteren
ligandlar belirlenerek referans ligand olan XR8-24 ile kiyaslandi. Molekiiler doking
hesaplamalari, 10 farkli tibbi bitkiden izole edilen 35 bitki fitokimyasali ile farkli
hastaliklar icin onaylanan 8 ila¢ olmak tizere toplam 43 ligand ile yapildi. (Cizelge 4-1
ve Cizelge 4-2)

Cizelge 4-1 SARS-CoV-2 PLpro inhibitor 6zellikleri incelenen bitki fitokimyasallari

No Bitki Ad Icerigi Fitokimyasal
1 Hint Ekinezyas1 Andrografolid
2 Cin Takkesi Baikalin
3 Kapari Kuersetin
4 Kirmizi Gromwell Sikonin
5 Cay Kaemferol
6 Batawali n-cis-Feruloiltiramin
7 Cehri gicegi Luteolin
8 Acem Dutu Abisinon I
9 Hus Betiilinik asit
*  Kiriptotanginon *  Danseniksinkun B
*  Tansinon *  Danseniksinkun C
*  Tansinon ITA *  Danseniksinkun D
*  Dihidrotansinon I *  Metilentansinkinon
*  Neokriptotanginon *  Miltiron
10 Kirmizi Adagayt *  Tetrahidrotansinon | *  Neotanginlakton
*  Tansinon VI *  Nortanginon
*  Izotanginon I *  Tansindiol C
*  Izotanginon II *  Tansinlakton
* 1,2-dihidro tanginkinon | ¢  Tanginol A
*  3-hidroksimetilen e Tansinol B
tanginkinon »  Trijuganon B
*  4-Metilenmiltiron e Metil tanginonat
*  Tansinon IIB

Referans ligand: SARS-CoV PLpro inhibitér tasariminda yiiksek aktiviteye sahip
GRLO0617 ligandmin tiirevi olan 7LBS protein ligandi XR8-24 alindi.
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Cizelge 4-2 SARS-CoV-2 PLpro inhibitor 6zellikleri incelen farkli hastaliklar i¢in
onaylanan ilaglar

No Ila¢ Ad1 Kullamldig1 Hastalik

1 Darunavir HIV ilact

2 Famotidin Mide ilac1

3 Favipiravir Influenza ilact

4 Sinakalset Primer hiperparatiroid

5 Penformin Antidiyabet

6 Isotretinoin Akne ve Cilt Kanseri ilaci

7 Kloroksazon Kas Gevsetici

8 Asiklovir Antiviral lag

Referans ligand: SARS-CoV PLpro inhibitér tasariminda yiiksek aktiviteye
sahip GRL0617 ligandimin tiirevi olan 7LBS protein ligandi XR8-24 alind1.

4.2.1. Molekiiler Doking Sonuclari

Doking c¢aligmasi, validasyonu saglanan grid ve config dosyalarindaki koordinatlar ile
yapilmistir. PLpro enziminin yeni kesfedilen BL2 dongilisiiniin kapatilmasi i¢in secilen
7LBS PDB koduna sahip proteinin, 35 fitokimyasal ve farkli hastaliklar i¢in onay alan
8 ila¢ i¢in Gaussian programi ile gaz fazinda DFT/B3LYP/6-31G(d,p) seti ile
optimizasyon edilerek en kararli hale getirilen ligandlara, her ligand i¢in ii¢ tekrar

yapilarak doking ¢aligmas1 tamamlanmustir.

4.2.1.1. Fitokimyasal Doking Sonuclari

Yapilan molekiiler doking calismasinin ardindan elde edilen sonuglara gore, tansinon
molekiillerinin genel olarak baglanma afinitesinin (yiiksek) iy1 oldugu gorildii. Her bir
fitokimyasal i¢in 3 tekrar ile yapilan molekiiler doking c¢alismasi i¢in belirlenen
fitokimyasallarin doking sonuglar1 Cizelge 4-3’te ve bu sonuglarin ardindan elde edilen
en 1yi, orta ve en kotii baglanma enerjisine sahip ligandlarin protein ile yaptigi
etkilesimler Cizelge 4-4’te yer almaktadir. Tim ligandlarin protein ile yaptigi

etkilesimler ise ekte yer almaktadir.
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Cizelge 4-3 Fitokimyasal Doking Hesaplama Sonuglari

Referans Ligand: XR8-24

Fitokimyasal Baglanma Hesaplanan in vitro in silico**
Adi Afinitesi | Ki Degeri (NM) ICso pM kcal/mol
(kcal/mol)
Tansinon ITA -9.5 108 17.1 -8.6
Tansinon 1B -9.3 151 10.7 -
Metil tanginonat -9.3 151 9.2 -
Dihidrotansginon I -9.3 151 10.7 -6.6
Kriptotansinon -9.2 179 10.1 -9.0
3-Hidroksimetilen tansinkinon -9.2 179 - -
Tetrahidro tanginon I -9.1 212 - -
Miltiron -9.1 212 30.0 -
Tanginol B -9.0 250 - -
Trijuganon B -9.0 250 - -
Neocriptotansginon -8.8 351 - -
Izotanginon I -8.8 351 - -
Nortansinon -8.8 351 - -
Methilentanginkinon -8.8 351 - -
Tanginone -8.8 351 115 -8.6
Izotanginon II -8.7 416 - -
Tansinlakton -8.7 416 - -
1,2-Dihidro tansinkinon -8.7 416 - -
Neo-tansinlakton -8.7 416 - -
Tanginol A -8.7 416 - -
Tansinon VI (Dansenksinkun A) -8.5 583 - -
Dangenksinkun C -8.5 583 - -
Dangenksinkun B -8.5 583 - -
Dansenksinkun D -8.4 690 - -
4-Metilenmiltiron -8.4 690 - -
Sikonin -8.2 967 - -8.1
Tangindiol C -8.1 1.145* - -
Abisinon 11 -8.1 1.145* - -7.3
Baikalin*** -7.9 1.606* - -
n-cis-Feruloiltiramin -7.6 2.666* - -3.11
Luteolin -7.6 2.666* - -7.5
Kuersetin -7.4 3.727* 8.6 -7.3
Kaemferol -7.4 3.727* 16.3 -7.1
Andrografolit -6.7 12.190* - -6.5
Betiilinik asit -4.9 254.800* - -8.3
-9.5FxF* 108 0.56

* Hesaplanan Ki degerleri uM diizeydedir.

**Baglanma enerjisi degeri (kcal/mol) PLpro enziminin aktif bolgesi ile hesaplanmaktadir.

*** Antiviral EC50 degeri 12.5 pg/mL’dir.
**** Validasyon sonucu elde edilen baglanma enerjisi degeridir.
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Cizelge 4-4 En iyi, orta ve en kotii baglanma afinitesi veren fitokimyasallarin molekiiler
doking sonucu etkilesimleri

Ligand Adi ve Hidrojen 2D Etkilesimler ve Baglanma Enerjisi Degeri
Baglan
ARG
GLU B:l66
. B:167
Tansinon I1A
THR
B:301L
LYS
B: 157
TYR
LEU : e PRO Q285
B:162 GL‘.f BT;E!B B:248
B:163 .
Interactions
GLN269 2.46 A D van der Waals - Pi-Sigma
- Conventional Hydrogen Bond - Pi-Pi T-shaped
GLN269 257 A I:I Carbon Hydrogen Bond - Amide-Pi Stacked
GLN269 3.59 A [ Pi-anion [ akn
D Pi-Donor Hydrogen Bond D Pi-alkyl
Baglanma enerjisi: -9.5 kcal/mol
GLU
B:167
ASP
Dansenksinkun C EL
U J PRO Tug
N A B:248 4 Yeal
* e _L"I"S
) I I . h B:163 4134
YR
B:264
H LEU
B:162
GLN269 2.66 A
GLN269 3.45 A Interactions
I:I van der Waals I:I Pi-Anion
- Conventional Hydrogen Bond - Pi-Pi T-shaped
I:I Carbon Hydrogen Bond - Amide-Pi Stacked
Baglanma enerjisi: -8.5 kcal/mol

Devam ediyor...
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Ligand Adi ve Hidrojen 2D Etkilesimler ve Baglanma Enerjisi Degeri
Baglan
TYR
B:268
Betiilinik asit 1260
ASN
B:267
|
.-
I
H HOH
B:502
PRO
B:248
Interactions
) I:I van der Waals I:I Pi-Alkyl
Baglanma enerjisi: -4.9 kcal/mol

SARS-CoV-2 PLpro enzimi aktif bolgesine baglanan inhibitorler kovalent baglanirlar.
Daha once yapilan calismalardaki in silico hesaplamalari enzimin aktif bolgesi ile
yapildig1 i¢in bu hesaplamalarin enzimin yeni kesfedilen kovalent etkilesim icermeden
BL2 bolgesine baglanan inhibitorlerin in silico hesaplamalarinin yapilmasi 6nemlidir.
BI2 boélgesi dolayli yoldan aktif bolgeyi bozarak kovalent aktif bolgeye substrat
baglanmasini engeller ve enzim inhibe olur. BL2 bélgesi ile etkilesen ligandlar, enzimin
daha Once hesaplamalar1 yapilan aktif bolgesine baglanan ligandlara goére daha yiiksek
baglanma enerjisi verdi. En yiiksek baglanma enerjisi veren ligand tansinon ITA
molekiiliidiir.

Referans ligand (XR8-24) ile en iyi doking sonucu elde edilen Tanginon IIA ligandinin
baglanma afinitesi ile hesaplanan Kj degeri esittir. Doking hesaplamalar1 sonucu elde
edilen bu sonuca gére SARS-CoV-2 PLpro enziminin BL2 bolgesini inhibe edebilecek
oncii molekiil tasariminda bu ligand temel alinabilir. (Sekil 4-6) Validasyon
caligmasinda tam g¢akigsma goézlenen konformasyon 1 numarali konformasyon oldugu

icin 1 numarali konformasyon enerjisi doking hesaplamalarinda temel olarak alindu.
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Sekil 4-6 Tansinon IIA en iyi sonug¢ 3D hidrojen baglart

Elde edilen sonuclara gore gerek baglanma afinitesi gerekse hesaplanan K; degeri
olarak Tansinon IlA ligandi en iyi sonucu verdi. Buna goére bu ligand, PLpro
proteinine en iyi baglanmistir ayrica tansinon IIA en diisiik Ki degerine de sahiptir.
(Cizelge 4-3)

Elde edilen sonuglara gore, tansinon IIA bilesigi 7LBS proteinin ligand kompleksine
en iyi baglanmistir ve 6ncli molekiil tasarimi konusunda sanal ligand taramasinin
yapilmasi olduk¢a 6nemlidir.

7LBS koduna ait XR8-24 ligand1 ICsp degeri baz alindiginda ve X-ray yapisi
aydmlatilan proteinlere gore yiiksek aktivite verdigi secildi. 7LBS proteinine
baglanan XR8-24 ligandi, ubikuitin ile ISG15 kuyrugunun aktif bolgeye girmesini
engellemektedir. Boylece PLpro enzimini iceren SARS-CoV-2 viriisii ev sahibi
hiicreye giremez ve bagisiklig1 bozamaz.

Referans ligandin protein ile yapmis oldugu baglanma afinitesi ve hesaplanan Ki
degerinin tansinon ITA ligandinda da ayni1 degerde olmasi, tansinon IIA ligandinin

sanal ligand tarama hesaplamalari i¢in se¢ilmesini sagladi.
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4.2.1.2. Tla¢ Doking Sonugclari

COVID-19 tedavisi i¢in ilag tasariminda farkli hastaliklarin i¢in onay alan ve farkli ilag
hedefleriyle etkilesen ilaglarin denenerek tedavi igin antiviral etkilerine bakilmasiydi.
Bu kapsamda SARS-CoV-2 PLpro enzimi ile hesapsal baglanma enerjileri hesaplanan
var olan ilaglardan 8 tanesi segilerek SARS-CoV-2 PLpro yapisimin BL2 bolgesi ile
etkilesimleri Autodock Vina yazilimi ile molekiiler doking c¢alismasi yapilarak teorik
olarak hesaplandi.

Yapilan molekiiler doking ¢alismasinin ardindan elde edilen sonuglara gore, sinakalset
ilacinin genel olarak diger ilaglara gore baglanma afinitesinin (yiiksek) iyi oldugu
goriildii. Bu ilaglarin molekiiler doking hesaplamasi yapilan fitokimyasallardan daha
kotli bir afinite degeri verdigi belirlendi. Bunun nedeni doking hesaplamasi yapilan
ilaglarin, baska bir hedefle etkilesmesi i¢in tasarlanmis olmasi dolayisiyla o reseptore
0zgl bir molekiil olmasi olabilir.

Her bir ilag i¢in 3 tekrar ile yapilan molekiiler doking ¢aligsmasi i¢in belirlenen ilaglarin
doking sonuglar1 Cizelge 4-5’te ve bu sonuglarin ardindan elde edilen en iyi, orta ve en
kotii baglanma enerjisine sahip ligandlarin protein ile yaptigi etkilesimler Cizelge 4-
6’da yer almaktadir. Tiim ligandlarin protein ile yaptigi etkilesimler ise ekte yer
almaktadir. Elde edilen sonuglarin referans ligand baglanma afinite degerinden daha
yiiksek oldugu goriildii. Baglanma afinite degeri ne kadar kiiclikse yani ne kadar eksi
degeri yiiksekse molekiil o liganda o kadar iyi baglanacag: icin elde edilen sonuglar
bitki fitokimyasallarina gore 1yi netice elde edilemedi.

Cizelge 4-5 Var olan ilaglarin Doking Sonuglari

flac Adx Baglanma | Hesaplanan in silico*
Afinitesi Ki Degeri kcal/mol
(kcal/mol) M)
Sinakalset -8.3 0.817 26 NM-3 pM**
Isotretinoin -7.9 1.606 -
Darunavir -7.3 4.417 -25.7%**
Penformin -7.1 6.144 -7.4
Famotidin -7.1 6.144 -7.4
Kloroksazon -6.1 33.56 -
Asiklovir -6.1 33.56 -
Favipiravir -5.7 65.92 -5.4
Referans Ligand: XR8-24 -9.5 108 nm

* Baglanma enerjisi degeri (kcal/mol) PLpro enziminin aktif bolgesi ile hesaplanmaktadir.
** SEESAR doking programi ile hesaplandi. *** MM-GBSA molekiiler mekanik hesaplamalar1 sonucu.
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Cizelge 4-6 En iyi, orta ve zayif baglanma afinitesi veren farkli hedefler i¢in onaylanan

ilaglarin molekiiler doking sonucu etkilesimleri

Ligand Ad1 ve Hidrojen
Baglan

2D Etkilesimler ve Baglanma Enerjisi Degeri

Sinakalset

GLU
VAL B:167
B:165 GLN

B:269

.
-
I"'
"
=
e
=N\
S,
«

E ) g u\\//,v \‘\‘/ r- "-
R :( | 0‘ ' 0‘
e, ) R “ASP ARG

| N ., B:164 B:166
\"
PRO YR
THR B:248 'B:264
B:301 -
ASP164 1.87 A Interactions
I:I van der Waals I:I Pi-Anion
TYR2732.33 A - Conventional Hydrogen Bond - Pi-Sigma
ARG1662.43 A D Halogen (Fluoring) - Pi-Pi T-shaped
- Unfavorable Donor-Donor D Pi-alkyl
Baglanma enerjisi: -8.3 kcal/mol
LEU
PRO TYR Brl62
B:248 B:268 .
i .+ GLN
Penformin o o Biz6
B:264 N
ASP
B:164
O
yz Lvs
= B:157
=z —=z
b= = I =
Interactions

LEU1622.42 A
GLU1672.63 A

I:I van der Waals

- Conventional Hydrogen Bond

|:| Pi-Anion
|:| Pi-Alkyl

Baglanma enerjisi: -7.1 kcal/mol

Devam ediyor ...
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Ligand Adi ve Hidrojen 2D Etkilesimler ve Baglanma Enerjisi Degeri
Baglan
THR
B:301
Favipiravir AsP
P PRO. w
Y
~0 TYR
H N H B:264
H.t
N F o T,
0 = j/ ]
~ VAL
0 w BT;EB GLN B:165
H B:269
Interactions
THR301 2.10 A D van der Waals D Pi-Anion
D Conventional Hydrogen Bond D Pi-alkyl
ASP1642.56 A - Unfavorable Donaor-Donor
TYR273 1.63 A
Baglanma enerjisi: -5.7 kcal/mol
GLN269 2.34 A

Referans ligandin (XR8-24) baglanma afinitesi ile hesaplanan Ki degeri, en iyi doking
sonucu elde edilen Sinakalset ligandi degerinden iyi oldugu belirlendi. Validasyon
calismasinda tam cakigsma gozlenen konformasyon 1 numarali konformasyon oldugu
icin 1 numarali konformasyon enerjisi doking hesaplamalarinda temel olarak alindi. Bu
ligandin bitki fitokimyasallarina gére kotii afiniteye sahip oldugu goriildiigi i¢in temel
allmamayacag teorik olarak belirlendi. Elde edilen sonuglara gore tibbi etkisi oldugu
bilinen bitkilere ait bitki fitokimyasallarinin, SARS-CoV-2 viriisiiniin ¢ogalmasini
saglayan ve insan bagisiklik sistemini bozabilen PLpro enzimini inhibe edebilecek ilag
aday1 olabilecek ligandin kirmizi adagay1 bitkisine ait tanginon ITA molekiili oldugu
belirlendi. Bu molekiile sanal ligand tarama yapilmasi nanomolar diizeyinde inihibitor

tasarimi konusunda olduk¢a 6nemlidir.

4.3 Sanal Ligand Tarama

ZINC Database araciligiyla Tansinon IIA molekiiliine sanal ligand tarama yapilarak bu
molekiile benzer molekiiller belirlenerek oncti molekiil tasarimi konusunda sanal ligand
tarama hesaplamalar1 yapildi. ‘Tanginon IIA’ molekiili i¢in Similarity-30 (Tanimoto
katsayis1 0.30) secenegi kullanilarak tanimoto yontemi ile bu molekiile benzer
molekiiller bulundu. Tanimoto yodntemi, molekiil iskeletini sabit tutarak bu iskelet

disindaki yapilarin benzerlik oranina gore taranmasi1 metoduyla ¢alisir.
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4.3.1. Sanal Ligand Tarama Sonuclari

ZINC15 veri tabani ile yapilan sanal ligand tarama sonucunda tansinon IIA bilesigine
benzer; 98 molekiil bulunmustur. (Cizelge 4-7)

Cizelge 4-7 ZINC15 Veri Tabani ile indirilen Tansinon ITA molekiiliine benzer 98
ligand i¢in sanal ligand tarama sonuglari

Molekiiliin ZINC Kodu | Baglanma enerjisi | Molekiiliin ZINC Kodu | Baglanma enerjisi
(kcal/mol) (kcal/mol)
ZINC000014719982 -9.6 ZINC000299817544 -8.0
ZINC000006072087 -9.4 ZINC000002558132 -8.0
ZINC000102454863 -9.3 ZINC000006037872 -8.0
ZINC000107435663 -9.3 ZINC000006037874 -8.0
ZINC000014724905 -9.2 ZINC000015165365 -8.0
ZINC000095553621 -9.1 ZINC000095553927 -8.0
ZINC000101191916 -9.1 ZINC000504707895 -7.9
ZINC000102454861 -9.1 ZINC000001557770 -7.9
ZINC000102728363 9.1 ZINC000006072091 -7.9
ZINC000001616400 -9.0 ZINC000014719976 -7.9
ZINC000002109876 -9.0 ZINC000014724907 -7.9
ZINC000014681569 -9.0 ZINC000014615557 -7.8
ZINC001848443270 -9.0 ZINC000026893897 -7.8
ZINC000070451201 -8.9 ZINC000070454138 -7.8
ZINC000102554548 -8.9 ZINC000095553200 -7.8
ZINC000299817542 -8.9 ZINC000102728373 -7.8
ZINC000058494040 -8.8 ZINC000107435639 -7.8
ZINC000102455414 -8.8 ZINC000140676301 -7.8
ZINC000014719954 -8.7 ZINC000001537184 -7.8
ZINC000006072085 -8.7 ZINC000006072082 7.7
ZINC000006072084 -8.7 ZINC000026893894 1.7
ZINC000095553996 -8.6 ZINC000102474699 1.7
ZINC000100091468 -8.6 ZINC000102728356 7.7
ZINC000102157895 -8.5 ZINC000102728378 -1.7
ZINC000033833089 -8.5 ZINC000196512953 -1.7
ZINC000045288054 -8.4 ZINC000213168485 -1.7
ZINC000032273167 -8.4 ZINC000299817545 -1.7
ZINC000102474715 -8.4 ZINC000605706739 1.7
ZINC000102728360 -8.4 ZINC000014719956 -7.6
ZINC000110135655 -8.4 ZINC000026893891 -7.6
ZINC000006072083 -8.4 ZINC000102728368 -7.6
ZINC000102157897 -8.3 ZINC000110135652 -7.6
ZINC000107435656 -8.2 ZINC000014724903 -7.5
ZINC000006072094 -8.2 ZINC000070454950 -71.5
ZINC000014719958 -8.2 ZINC000070454951 -71.5
ZINC000026893888 -8.2 ZINC000238768654 -7.3
ZINC000045298609 -8.2 ZINC000002031811 -7.3
ZINC000095552037 -8.1 ZINC000006031260 -7.3
ZINC000102474709 -8.1 ZINC000014719978 -7.3
ZINC000006072088 -8.1 ZINC000070454137 -7.3
ZINC000014719960 -8.1 ZINC000102474703 -1.2
ZINC000014719970 -8.1 ZINC000001650575 -7.2
ZINC000014719980 -8.1 ZINC000100091474 -7.0
ZINC000014719989 -8.1 ZINC000213168424 -6.9
ZINC000015169808 -8.1 ZINC000015169804 -6.8
ZINC000006031262 -8.1 ZINC000070451203 -6.7
ZINC000095553928 -8.0 ZINC001079929364 -6.5
ZINC000107435643 -8.0 ZINC000014719962 -6.4
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4.3.1.1 Sanal Ligand Tarama Sonucu En Iyi Afiniteye Sahip Molekiiller

SARS-CoV-2 PLpro enzimine ait 7LBS protein-ligand kompleksi ile molekiiler doking

hesaplamalar1 sonucunda en iyi sonucu veren tanginon IIA molekiiliine yapilan

benzerlik taramasi sonucu elde edilen 98 molekiile yapilan sanal ligand tarama

hesaplamalar sonucunda en iyi afiniteye sahip 21 molekiil Cizelge 4-8’de yer

almaktadir. En iyi, orta ve en kotii baglanma enerjisine sahip ligandlarin protein ile

yaptig1 etkilesimler Cizelge 4-9’da yer almaktadir. Tiim ligandlarun etkilesimleri ekte

yer almaktadir.

Cizelge 4-8 Sanal Ligand Tarama Sonucu En lyi Baglanma Enerjisine Sahip Molekiiller

ZINC000014719982

A\

ZINC000102454863
-9.3 kcal/mol

ZINC000107435663
-9.3 kcal/mpl

ZINC000014724905

-9.2 kcal/mol

ZlI NCOOOO§5553621
-9.1 kcal/mol

ZINC000101191916

-9.1 kcal/mol
R \ /-.
/.. ]

ZINC000102454861
-9.1 kcal/mol

&

ZINC000102728363
-9.1 kcal/mol

ZINC000001616400
-9.0 kcal/mol

/ \
i N

ZINC000002109876
-9.0 kcal/mol

o)

\\

ZINC000014681569
-9.0 kcal/mol

W

y/

ZINC001848443270
-9.0 kcal/mpl

ZINC000070451201
-8.9 kcal/mol
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l

ZINC000102554548
-8.9 _kcal/mol

,-'//

ZINC000058494040

-8.8 kcal/mol

Vi

A\

ZINCO000102455414
-8.8 kcal/mol

S

ZINCO000006072084
-8.7 kcal/mol

S
‘a®=e

ZINC000006072085
-8.7 kcal/mol

A\
\

ZINCO000014719954
-8.7 kcal/mol




Cizelge 4-9 En iyi, orta ve zayif baglanma afinitesi veren molekiillerin sanal ligand
tarama sonucu elde edilen etkilesimler

Ligandin ZINC15 veri tabanmi kodu
Hidrojen Bag etkilesimleri

2D Etkilesimler ve Baglanma Enerjisi
Degeri (kcal/mol)

14719982

Baglanma enerjisi: -9.6

TYR
B:268
. GLU
0 m B:167
' —\ |
W, A\ \_| - pro
0 ¢ v 3 X B:248
bt | \ N\
i LYS //\ 4 . jo
B:157 ¢
—
/ N . THR
of .0 . B:301
GLN = ™ " *+ R
B:263 Ash’ B:264
LEU B:164
B:162
/ L N TYR
- B:273
HOM
o Interactions
0 & D van der Waals D Pi-Anion
- Conventional Hydrogen Bond I:I Pi-Donor Hydrogen Bond
I:I Carbon Hydrogen Bond
1616400 Baglanma enerjisi: -9.0

0

GLN
B:269

ARG
B:166
THR
B:301
Interactions

I:I van der Waals

- Conventional Hydrogen Bond

|:| Pi-Anion

- Pi-Pi T-shaped
- Amide-Pi Stacked
|:| Pi-Alkyl
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Ligandin ZINC15 veri tabam kodu
Hidrojen Bagi etkilesimleri

2D Etkilesimler ve Baglanma Enerjisi

Degeri (kcal/mol)

14719954

PRO247

HO NHZ GLU167

Baglanma enerjisi: -8.7

ASP

G B:164

GLU B:269

B:167

e O
‘Iﬂ\ s \
N
ks B
Gl
B:163 T o

B:268 B:264

LEU

B:162 Gl

B:273

Interactions

D van der Waals

I:I Conventional Hydrogen Bond
I:I Carbon Hydrogen Bond

|:| Pi-Anion

THR
B:301

—(r ALA
B:246

PRO
B:247

PRO
B:248

|:| Pi-Pi T-shaped
|:| Amide-Pi Stacked
[ Akl

|:| Pi-Alkyl

I:I Pi-Donor Hydrogen Bond

SARS-CoV-2 viriisiinlin PLpro enziminin aktif bolgesine baglanan inhibitorler kovalent

baglanirlar. PLpro enziminin yeni bulunan BL2 bodlgesine baglanan inhibitdrler enzime

kovalent baglanmayarak, enzimin aktif bolgesini dolayli yoldan bozarlar. Bu sayede

viral proteinlerin parcalanmasina dolayisiyla da viriisiin kendini kopyalamasina engel

olarak enzimi inhibe ederler.

BL2 bolgesini temel alan molekiiler doking hesaplamasi yapilarak elde edilen tansinon

ITA molekiiliine sanal ligand taramasi1 ZINC15 veri tabanindan yapilarak 98 molekiil

bulundu. Sanal Ligand Taramasi sonucu elde edilen sonuglara goére, en yiiksek afinite

degerini veren 21 molekiil tespit edilmistir. Buna gore bu molekiillerin, kiiresel salgina

yol acan COVID-19 tedavisi i¢in Oncii molekiiller olabilecegi in silico metotlar

kullanilarak belirlenmistir.

Oncii molekiil tasarim: konusunda umut verici olan bu molekiillere; ADME ve

toksikoloji hesaplamalar

"emilim, dagilim, metabolizma,

attllm ve toksisite"

caligmalarinin yapilmasi ilag¢ tasarimi ¢alismalari i¢in ¢ok dnemlidir.
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4.4 ADME ve Toksikoloji Hesaplamalar:

ADME ve toksikoloji hesaplamalar1 bir molekiiliin ila¢ aday1 olma potansiyeline dogrudan
katki sunan bir metotlardir. Ilag aday1 molekiillerinin biiyiik bir kismi toksisite nedeniyle
elenmektedir, bu baglamda ADME ve toksikoloji ¢alismasiin yapilabilmesi oldukca
Oonemlidir.

ADME ve toksikoloji hesaplamalari teorik olarak da belirli internet web sayfalarindaki veri
tabanlarindan yapilabilir. pkCSM ile SwissADME bu hesaplamalar kapsaminda kullanildi.
Bu veri tabanlar iicretsiz olup, ADME ve toksikoloji hesaplamasi yapilacak molekiiliin

site lizerinden ¢izilmesi veya molekiil kodlarinin siteye girilmesiyle yapilir.

4.4.1. ADME ve Toksikoloji Sonuglar:

ADMEY, ilag tasarimi igin Oncli molekiil adaylarina uygulanan emilim, dagilim,
metabolizma, atilim ve toksisite kelimelerinin bas harfleriyle tanimlanan terimdir.

Bir molekiiliin bir proteine baglanmasi onun ilag adayi olmasi igin yeterli bir sonug
degildir. Bircok ila¢ adaymin elendigi nokta ADME ve toksikoloji hesaplamalaridir. Ilag
tasariminin 6nemli asamalarindan birisi olan ADME ve toksikoloji hesaplamalar1 yapilarak
molekiillerin; absorpsiyon emilim, dagilim, metabolizma, atilim ve toksisitesi incelenerek
belirli metotlar1 basariyla gegen molekiiller 6ncii molekiil adayi olarak belirlenir.

Hesapsal in vitro hesaplamalari, en iyi molekiiler doking sonucu veren tanginon IIA
molekiiliiniin ZINC15 veri tabaninda benzerlik taramasi yapilarak ZINC15 veri tabanindan
indirilen veri setinden (98 molekiil) hesaplanan sanal ligand taramasi sonucunda en iyi
baglanma afinitesi gosteren 21 molekiil segilerek yapildi. Bu molekiiller Cizelge 4-10’da

yer almaktadir.
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Cizelge 4-10 ADME ve toksikoloji caligmasi yapilan molekiiller

No ZINC Kodu Baglanma Afinitesi
(kcal/mol)
1 ZINC000014719982 -9.6
2 ZINC000006072087 -9.4
3 ZINC000102454863 -9.3
4 ZINC000107435663 -9.3
5 ZINC000014724905 -9.2
6 ZINC000095553621 -9.1
7 ZINC000101191916 -9.1
8 ZINC000102454861 -9.1
9 ZINC000102728363 -9.1
10 ZINC000001616400 -9.0
11 ZINC000002109876 -9.0
12 ZINC000014681569 -9.0
13 ZINC001848443270 -9.0
14 ZINC000070451201 -8.9
15 ZINC000102554548 -8.9
16 ZINC000299817542 -8.9
17 ZINC000058494040 -8.8
18 ZINC000102455414 -8.8
19 ZINC000006072084 -8.7
20 ZINC000006072085 -8.7
21 ZINC000014719954 -8.7

ADME ve toksikoloji hesaplamalar1 pkCSM veri tabani ile molekiillerin fizikokimyasal
ozelliklerinin belirlenmesi ve ilag benzerligi parametreleri de SwissADME ile hesapland.
Bu molekiillerin hesaplama sonuglari ise Cizelge 4-11, Cizelge 4-12 ve Cizelge 4-13’te yer

almaktadir.
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No
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21

Not: * Kararli durum dagilim hacmi

Bilesigin
ZINC Kodu

14719982
6072087
102454863
107435663
14724905
95553621
101191916
102454861
102728363
1616400
2109876
14681569
1848443270
70451201
102554548
299817542
58494040
102455414
6072084
6072085
14719954

Emilim
Caco-2 Bagirsak
gecirgenligi emilimi/
(log Papp in Insan
10-6 cm/s) (% Absorbed)
1.163 96.128
1.245 95.317
1.005 93.781
1.245 95.385
1.317 98.744
1.402 96.605
1.089 96.159
1.005 93.781
1.37 97.317
1.375 96.928
1.42 98.144
1.122 97.217
1.17 78.609
0.143 95.076
1.092 96.235
1.419 97.602
1.449 94.608
1.169 99.149
1.322 97.922
1.245 95.317
1.174 95.852

Dagilim

VDss*
(insan)
(logL/kg)

0.316
0.299
0.28
0.361
0.169
0.329
0.466
0.28
0.057
0.23
0.109
0.524
0.25
0.218
0.491
-0.076
0.367
0.519
0.508
0.299
0.236

Metabolizma
CYP2D6 = CYP3A4
substrati substrat1

Hayir Evet
Hayir Evet
Hayir Hayir
Hayir Evet
Hayir Evet
Hayir Evet
Hayir Evet
Hayir Hayir
Hayir Hayir
Hayir Evet
Hayir Evet
Hayir Evet

Evet Evet
Hayir Evet
Hayir Evet
Hayir Evet
Hayir Evet
Hayir Evet
Hayir Evet
Hayir Evet
Hayir Hayir

Atilim

Toplam Atithm

(log
ml/min/kg)

0.67
0.105
0.646
0.446

0.8
0.092
0.221
0.646
0.072
0.168
0.845
0.702

1.244
0.056
0.233
0.055
-0.231
0.597
0.146
0.105
0.111
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AMES
Toksisitesi

Hayir
Hayir
Evet
Evet
Evet
Hayir
Hayir
Evet
Hayir
Evet
Hayir
Hayir
Evet
Evet
Hayir
Hayir
Hayir
Hayir
Hayir
Hayir
Hayir

Maks.Tolere

Doz (insan)
(log
mg/kg/day)
-0.038
-0.085
-0.054
0.4
-0.09
0.022
0.072
-0.054
-0.107
-0.114
0.125
0.208
0.277
-0.237
0.002
0.14
-0.164
-0.348
-0.008
-0.085
-0.034

Toksisite

Oral Fare Akut
Toksisite (LD50)
(mol/kg)

2.508
2.536
3.002
2.468
2.417
2.614
2.797
3.002
2.096
2.524
2.113
2.849
2.455
2.656
2.702
2.188
2.914
2.657
2.676
2.536
2.3

Cizelge 4-11 21 ligand i¢in pkCSM ile hesaplanan Emilim, Dagilim, Metabolizma, Atilim, Toksisite degerleri

hERG I-I1
inhibitor

Hayir- Evet
Hayir- Hayir
Hayir- Hayir
Hayir- Evet
Hayir- Hayir
Hayir- Hayir
Hayir- Hayir
Hayir- Hayir
Hayir- Hayir
Hayir- Hayir
Hayir- Hayir
Hayir- Hayir
Hay1r- Evet
Hayir- Hayir
Hayir- Hayir
Hayir- Hayir
Hayir- Hayir
Hayir- Evet
Hayir- Hayir
Hayir- Hayir
Hayir- Hayir

Oral Fare Kronik
Toksisite
(LOAEL)

(log mg/kg_bwi/day)

1.193
1.214
1.721
0.458
1.670
1.870
1.869
1.721
2.351
1.910
1.835
1.850
1.709
1.867
1.762
2.090
1.767
1.277
2.070
1.214
2.276



No

21

Cizelge 4-12 21 ligand igin SwissADME ile hesaplanan Fizikokimyasal ve Farmakokinetik Ozellikler

Molekiiliin
ZINC Kodu

14719982
6072087
102454863
107435663
14724905
95553621
101191916
102454861
102728363
1616400
2109876
14681569
1848443270
70451201
102554548
299817542
58494040
102455414
6072084
6072085
14719954

*Su Coziiniirliigii Tahmini
** Molekiiliin sonucu evet ise toksik yan etkilere agabilen sonuglara neden olabilir.

Fizikokimyasal Ozellikler

Donebilen
Baglar
0

0
1
0
0
0
1
1
1
0
0
1
0
1
1
0
0
1
0
0
1

H-bag1
akseptorleri
4

a A~ W0 o0 w o b~ OO N b W LW o g >~ W >~ w o >

H-bag1
donorleri
1

N P O P O N P N P P O O N N PO O o NP

Su ¢oziiniirligi

Log S (ESOL)*

-4.00 (Orta)
-3.41 (Coziiniir)
-3.14 (Coziiniir)

-6.05 (Zayif)

-4.72 (Orta)

-4.62 (Orta)
-3.27 (Coziiniir)
-3.14 (Coziiniir)
-2.29 (Coziiniir)

-4.08 (Orta)

-4.27 (Orta)
-3.99 (Coziiniir)

-5.87 (Orta)
-2.18 (Coziiniir)
-3.12 (Coziiniir)
-2.40 (Coziiniir)

-5.88 (Orta)

-4.36 (Orta)

-4.04 (Orta)
-3.41 (COziiniir)
-2.77 (Coziiniir)
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Sitokrom P450 enzim (CYP) inhibisyonlar1**

CYP1A2
inhibitor
Evet
Evet
Evet
Evet
Hayir
Evet
Evet
Evet
Evet
Evet
Evet
Evet
Evet
Evet
Evet
Hayir
Evet
Evet
Evet
Evet
Evet

CYP2C19
inhibitor
Evet
Evet
Hayir
Evet
Evet
Evet
Evet
Hayir
Hayir
Evet
Evet
Evet
Evet
Hayir
Evet
Hayir
Evet
Evet
Evet
Evet

Hayir

CYP2C9
inhibitor
Evet
Hayir
Hayir
Hayir
Evet
Evet
Hayir
Hayir
Hayir
Hayir
Hayir
Evet
Hayir
Hayir
Hayir
Hayir
Evet
Evet
Evet
Hayir
Hayir

CYP2D6
inhibitor
Evet
Evet
Hayir
Hayir
Hayir
Evet
Evet
Hayir
Hayir
Evet
Hay1r
Evet
Hayir
Hayir
Evet
Hayir
Hay1r
Hayir
Evet
Evet

Hayir

CYP3A4
inhibitor
Evet
Evet
Hayir
Hayir
Evet
Evet
Evet
Hayir
Hayir
Evet
Evet
Evet
Hayir
Hayir
Evet
Hayir
Hayir
Hayir
Evet
Evet

Hayir

Cilt
gecirgenligi
Log Kp
(cm/s)

-6.07
-6.57
-7.15
-3.88
-5.29
-5.18
-6.63
-7.15
-7.80
-5.47
-5.41
-6.01
-4.07
-71.92
-6.80
-7.75
-4.77
-5.88
-5.64
-6.57
-7.41



Cizelge 4-13 SwissADME ile hesaplanan ilag benzerligi ve biyoyararlanim radari

Ilag benzerligi
No | Molekiiliin ZINC Kodu Lipinski = Veber Biyoyararlanim Radar1
ve Iskelet Formulia Besler
Kurali
14719982 .
! i
Evet; 0 Evet o o
ihlal NSoLU
Biyoyararlanim Skoru: 0.55
2 | |
Evet; 0 Evet o
ihlal nsoL
Biyoyararlanim Skoru: 0.55
3 //[ J
Evet;0  Evet S i
ihlal
Biyoyararlanim Skoru: 0.55
107435663 Fex ‘\
. O
Evet; 0  Evet  wesmw -
S ihlal
Biyoyararlanim Skoru: 0.55
14724905
5 P
Evet; 0 Evet
ihlal INSATU POLAR
Biyoyararlanim Skoru: 0.55
FLEX ._\k\ SIZE
6 /
Evet;0  Evet weATy <& Bl
ihlal

INSOLU

Biyoyararlanim Skoru: 0.55
Devam ediyor ...
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Ilag benzerligi
No Molekilin ZINC Kodu Lipinski = Veber Biyoyararlanim Radari

ve Iskelet Formiilii Besler
Kurali
; A7)
Evet;0  Evet = -
|h|al INSATU POLAR
Biyoyararlanim Skoru: 0.55
! I
Evet; 0 Evet ——
ihlal AR
Biyoyararlanim Skoru: 0.55
9 s l
Evet; 0 Evet PoLAR
ihlal
Biyoyararlanim Skoru: 0.56
FLEX \ SIZE
N
’ J
Evet; 0 Evet INSATU Ny POLAR
ihlal
Biyoyararlanim Skoru: 0.55
2109876 FLEX
s}
11
Evet; 0 Evet "
0/ \0 Ihlal INSOLU
Biyoyararlanim Skoru: 0.85
14681569 L
1 )
H /\‘\ .
Evet; 0 EVEt INSATU POLAR
ihlal

INSOLU

Biyoyararlanim Skoru: 0.55

Devam ediyor ...
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No

13

14

15

16

17

18

Molekilin ZINC Kodu
ve Iskelet Formiilii

1848443270
0.

70451201
A\

Ilag benzerligi

Lipinski
Besler
Kural

Evet; 0
ihlal

Evet; 0
ihlal

Evet; 0
ihlal

Evet; 0
ihlal

Evet; 0
ihlal

Evet; 0
ihlal

75

Veber

Evet

Evet

Evet

Evet

Evet

Evet

Biyoyararlanim Radari

INSATU

INSOLU

Biyoyararlanim Skoru: 0.55

LA

INSATU POLAR

Biyoyararlanim Skoru: 0.56

FLEX size
e T
INSATU POLAR
INSOLU

Biyoyararlanim Skoru: 0.55

FLEX SIZE
NSATU FoLAR
INsoLU
Biyoyararlanim Skoru: 0.56
uro
FLE SIZE
INSATU ; POLAR
INSOLU

Biyoyararlanim Skoru: 0.55

LIPO

INSATU POLAR

INSOLU

Biyoyararlanim Skoru: 0.55

Devam ediyor ...



Ilac benzerligi
No Molel.dill'in ZINC Kodu | Lipinski Veber Biyoyararlanim Radar1
ve Iskelet Formila Besler
Kurali

6072084

19

Evet; 0 Evet
ihlal wso
Biyoyararlanim Skoru: 0.55

By
20 <
Evet; 0 Evet

ihlal Biyoyararlanim Skoru: 0.55

14719954

21 OO 2L
0 Evet; 0 Evet o o

ihlal
Biyoyararlanim Skoru: 0.55

4.4.2 ADMEt Degerlendirme

Sanal Ligand Taramasi yapilan ve en iyi sonucu verdigi belirlenen 21 molekiil icin
ADMEt calismasi yapildi ve ADMEt caligmasindaki en 6nemli asamalardan birisi olan
toksisteyi (AMES) gecen 14 molekiil belirlendi. Elde edilen sonuglara gore;

70451201 ZINC koduna sahip molekiil haricindeki tiim molekiiller yiiksek Caco-2
gecirgenligine sahiptir. Tiim molekiiller yiiksek bagirsak emilimine sahiptir. VDss
degeri diisiik olan bir molekiil bulunmazken, 101191916, 14681569, 102554548,
102455414, 6072084 ZINC koduna sahip molekiillerde yiiksek oldugu belirlendi. VD
ne kadar yiiksekse, ila¢ plazma yerine dokuda o kadar ¢ok dagilir. Tiim molekiillerin
maksimum tolere edilen doz (MRTD) degeri kii¢iik oldugu gozlemlendi. 21 molekiiliin
tamam lipinski besler kurali ve Veber kuralini sagladi. Biyoyararlanim degerleri
birbirine yakin ve 0.55 civarinda oldugu belirlendi. ADMEt ¢aligmasi i¢in en dnemli
test olan AMES toksisiteye sahip olmayan 14 molekiil belirlendi, diger molekiillerin
toksik olmasi molekiiliin ilag adayligini olumsuz etkilemektedir. AMES toksisiteye

sahip olmayan molekiillerin ADMEt degerlendirilmesi Cizelge 4-14’tedir.
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Cizelge 4-14 AMES Toksisitesine sahip olmayan molekiillerin ADMEt degerlendirmesi

ADME ve Toksikoloji Degerlendirilmesi

No ZINC Afinitesi Hidrojen
(kcal/mol) Bag
Kock Sayw | ST Ove [ Deferlendirme
Coziiniirliigii inhibitorleri inhibitorii

1 14719982 -9.6 6 Orta +/- CYP inhibisyonu

2 6072087 -9.4 2 Coziiniir CYP2C9 haricinde - ++ CYP inhibisyonu

3 95553621 -9.1 2 Orta ++ CYP inhibisyonu

4 101191916 -9.1 2 Coziiniir CYP2C9 haricinde - ++ CYP inhibisyonu

5 102728363 9.1 4 Coziiniir CYP1A2 haricinde + ++ CYP1A2 inhibisyonu
6 2109876 -9.0 1 Orta CYP2C9 haricinde - +/+ CYP inhibisyonu

7 14681569 -9.0 5 Coziinir ++ CYP inhibisyonu

8 102554548 -8.9 4 Coziniir CYP2CQ haricinde - +/+ CYP inhibisyonu

9 299817542 -8.9 3 Coziiniir + +/+ Genel olarak ADMETt testlerini basariyla gegti.
10 58494040 -8.8 2 Orta CYPZhDG_ ve CYP3A4 +/+ CYP inhibisyonu
11 | 102455414 -8.8 4 Orta CYPZSQ(\:/I: ieY-PSA“r +/- CYP inhibisyonu

haricinde -

12 6072084 -8.7 3 Orta ++ CYP inhibisyonu
13 6072085 -8.7 3 Cozintir CYP2C9 haricinde - +/+ CYP inhibisyonu
14 14719954 -8.7 6 Coziiniir CYP1A2 haricinde + +/+ CYP1A2 inhibisyonu
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5. YORUMLAR

SARS-CoV-2 PLpro enzimi aktif bolgesine baglanan inhibitorlerin kovalent baglanmasi
nedeniyle enzimin yeni kesfedilen BL2 bdlgesiyle etkilesen ilag tasarimi bu tez
kapsaminda temel alindi. BL2 bolgesine baglanan inhibitorler dolayli yoldan aktif bolge
yapisini bozarak enzimin tekrarlanmasin engellemektedir. Bu nedenle segilen 35 bitki
fitokimyasali ile farkli hastaliklar i¢in onay alan 8 ilacin BL2 bolgesine baglanmasi
hedeflendi.

Validasyon galismasinda oldukga iyi bir RMSD degeri olan 1.723A ile kabul edilebilir
bir doking ¢aligmasi yapilan 7LBS proteinini 8 adet ilac ve 35 adet bitki fitokimyasal
olmak iizere 43 ligand ile doking c¢aligmasi sonucunda tanginon molekiilleri genel
olarak diger ilag ve fitokimyasallara yiiksek baglanma afinitesi ve dolayisiyla da iyi
sonu¢ verdi.

Kirmizi Adagayr (Salvia miltiorrhiza) bitkisinden elde edilen, molekiil yapisi
tanimlanan tiim tanginon molekiilleri ve tez kapsaminda belirtilen diger ligandlarin (ilag
ve bitki fitokimyasallar1), SARS-CoV-2 PLpro’nun yeni kesfedilen BL2 bélgesi ile
etkilesebilecek diisitk ICso degerine sahip proteini olan 7LBS proteini ile doking
caligmasi sonucu baglanma afiniteleri ile Ki degerlerinin hesaplanmasi ve ADME ve
toksikoloji ¢aligsmasi ilk kez bu tez kapsaminda yapildi.

Daha 6nce yapilan in vitro ¢alismalar kapsaminda SARS-CoV ve SARS-CoV-2 PLpro
enzimini inhibe edilecegi belirtilen tibbi bitkilere ait bitki fitokimyasallarinin daha 6nce
enzim aktif bolgesine baglanan caligmalar yapildi. PLpro enziminin aktif bdlgesine
kovalent baglanan inhibitorler ila¢ tasarimi i¢in uygun olmadigindan bu tez kapsaminda
enzimin yeni kesfedilen inhibitorlerin kovalent baglanmadigi BL2 bolgesi temel alind.
SARS-CoV-2 PLpro proteinleri ile yapilan caligmalarda elde edilen tansinon
molekiillerinden daha iyi sonuglarin elde edilmesi ilag tasarimi i¢in olduk¢a umut verici
bir gelisme olacaktir. Tanginon molekiillerinin PLpro proteini ile yiiksek baglanma
afinitesi gostermesi biyolojik aktivite calismasi yapilmasi agisindan 6nemlidir.

Tanginon A molekiiliiniin -9.5 gibi oldukga iyi bir baglanma enerjisine sahip olmasi
nedeniyle hesaplanan Ki degerinin de 108 nM olmas1 bu tez kapsaminda sanal ligand
tarama ¢alismasinin bu molekiil sanal ligand tarama igin referans ligand olarak seg¢ildi.

(Sekil 5-1)
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Sekil 5-1 Tansinon A molekiiliiniin 2D etkilesimleri

Tanginon ITA molekiiliiniin etkilesimleri de incelendiginde gerek hidrojen baglar
gerekse diger ikincil etkilesimler géz Oniine alindiginda iyi baglanma afinitesi verdigi

goriildii.

0

0

Sekil 5-2 Tanginon ITA molekiilii ve Referans ligand (XR8-24)

Hidrojen baglarmi yapabilen yiiksek elektronegatiflige sahip element olan oksijeni
icermesi Tanginon IITA molekiiliiniin iyi baglanmasini agiklayan bir diger nedendir.
Tansinon ITA molekiiliinde su kdpriisii etkilesimi ise gozlenmedi. lyi sonug elde edilen
tanginon IIA ligandina, sanal ligand taramasi yapilan 98 molekiilden en iyi afinite
degerini veren 21 molekiil secildi. Bu molekiillere hesapsal ADME ve toksikoloji

hesaplamasi yapilarak molekiillerin ila¢ aday1 olup olmadig: degerlendirildi.
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Elde edilen tiim bu sonuclar neticesinde, ADMEt hesaplamalari i¢in 6nemli adimlardan

birisi olan AMES toksisiteye sahip olmayan bu 14 molekiil belirlendi. (Cizelge 5-1)

Cizelge 5-1 AMES Toksisiteye sahip olmayan ve en iyi afinite degeri veren molekiiller

14719982 6072087
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o

/
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N
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SARS-CoV-2 PLpro enziminin aktif bolgesine baglanan inhibitorler kovalent
baglanirlar. Enzimin avug i¢i alaninda yeni kesfedilen BL2 bdolgesine PLpro enzim
substratlarinin baglanmamasi nedeniyle bu bolge tez kapsaminda hedef bolge secildi.
BL2 bolgesine kovalent olmayan etkilesimlerle baglanan inhibitorler aktif bolgeyi
dolayli yoldan bozarak aktif bélgeye substrat baglanmasini engelleyerek enzim

inhibisyonunu saglayabilir. BL2 bdolgesine baglanan inhibitérler dolayli yoldan aktif
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bolge yapisini bozarak enzimin kopyalanmasini engellemektedir. Bu nedenle tibbi
etkiye sahip olan SARS-CoV-2 PLpro i¢in deneysel ICso degerleri hesaplanan 35 bitki
fitokimyasal ile farkli hastaliklar i¢in onay alan 8 ilacin BL2 bélgesine baglanmasi
hedeflendi.
Yapilan hesaplamalarin ardindan, SARS-CoV-2 viriisii PLpro enziminin BL2 bdlgesi
ile etkilesebilecek bir inhibitér igeren 7LBS PDB koduna sahip protein-ligand
kompleksi proteini temel alinan tez ¢alismasi kapsaminda, en iyi sonucu veren ve sanal
ligand taramasi yapilan tansinon IIA molekiilinden yola g¢ikilarak elde edilen
toksisiteye sahip olmayan ve yiiksek baglanma gosteren 14 molekiiliin BL2 bolgesi ile
etkilesebilecegi teorik olarak belirlendi. Elde edilen sonuglarin COVID-19 tedavisi igin
papain-benzeri proteaz inhibitor tasarimi ig¢in Oncii molekiil aday1 olmalarina katki
sunacagini diisiiniilmektedir.

Elde edilen sonuglarin ileri diizeyde yapilmasi gereken calismalar;

o Biyolojik aktivite calismalari, toksisiteye sahip olmayan 14 molekiil i¢in yapilmali,
bu molekiillerin deneysel K ve/veya ICso degerleri hesaplanarak molekiillerin
deneysel hesaplamalar1 yapilmalidir.

o Heniiz antiviral ilact bulunmayan SARS-CoV-2 virlisii PLpro enzimini inhibe
edebilecek ilag tasarimi i¢in, molekiiler dinamik (MD) gibi ileri seviye in silico

hesaplamalar yapilmalidir.
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EK

receptor = 71lbsb.pdbgt
center_x = 19.665
center y = 67.056
center_z = -4.11
size x = 20

size y = 20

size z = 16

exhaustiveness = 16

EK.1 Sanal Ligand Taramada kullanilan config dosyasi

EK.2 Sanal Ligand Taramada kullanilan dosya
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EKS3. Fitokimyasal Doking Sonucu Etkilesimleri

Ligand Ad1 ve Hidrojen 2D Etkilesimler ve Baglanma Enerjisi Degeri
Baglan
ARG
GLU B:166

Tanginon I1A

THR
B:30L

van der Waals Pi-Sigma

GLN269 2.46 A

— B

GLN269 2 57 A - Conventional Hydrogen Bond - Pi-Pi T-shaped
’ D Carbon Hydrogen Bond - Amide-Fi Stacked

| ]

— I

Pi-Anion Alkyl

GLN269 3.59 A

Pi-Donor Hydrogen Bond Pi-Alkyl

Baglanma enerjisi: -9.5 kcal/mol

GLU

3 ARG
: B:167
Tanginon |1B B/166
ALA
LYS ASP B:246
i TYR
B:157 B:164  Ipiaes
- P
—— 0
— . N o4
Bi162 N P E -
B:269 . =L et
~ . D?f
ORI |
» - THR
Gy © - - ‘L B:301
B:163
TYR PRO
GLN269 2.45 A iy W23
GLN269 258 A Interactions
GLN269 3 53 A D van der Waals - Pi-Sigma
. - Conventional Hydrogen Bond - Pi-Fi T-shaped
Carbon Hydrogen Bond Amide-Fi Stacked
ASP1643.61 A - o
I i-Anion I I y
I:I Fi-Donor Hydrogen Bond I:I Pi-Alkyl

Baglanma enerjisi: -9.3 kcal/mol
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Methil tansinonat

0
GLN269 2.48 A
GLN269 3.00 A
GLN269 3.41 A
ARG166 3.08 A

GLU
B:167

LYS
B:157

Interactions

I:I van der Waals

- Conventional Hydrogen Bond
I:I Carbon Hydrogen Bond

THR

B:301 SER
B.245

I:I Pi-Donor Hydrogen Bond
- Pi-Sigma

- Amide-Pi Stacked
|:| Pi-Alkyl

Baglanma enerjisi: -9.3 kcal/mol

Dihidrotansinon |

PRO248 3.31 A

- Pi-Anion
ARG
B:166
PRO
B:248
THR
B:301
Interactions

I:I van der Waals

I:I Carbon Hydrogen Bond

- Pi-Anion

- Fi-Pi T-shaped

- Amide-Pi Stacked

|:| Fi-Alkyl

Baglanma enerjisi: -9.3 kcal/mol

91




Kriptotansinon

0

LEU162 3.44 A

m GLN {xsp B:301
B:157 B:269 GUE)
.
LEU
B:162
GLU Y,
B:167 2
TYR
5163 B:268
ARG
B:166
Interactions
I:I van der Waals - Pi-Pi T-shaped
D Carbon Hydrogen Bond - Amide-Pi Stacked
[ Fi-Anion [] FicAlkyl

- Pi-Sigma

Baglanma enerjisi: -9.2 kcal/mol

3-Hidroksimetilen

tansinkinon

GLN2692.48 A
GLN269 3.54 A
THR301 2.83 A

THR
B:301
o

;

w

™
r
*
.
g
L¥'5
B:157
PRO
B:248
TYR
B:273
LEU TYR
B:162 B:264
Interactions
I:I van der Waals I:I Pi-Donor Hydrogen Bond

- Conventional Hydrogen Bond - Pi-Sigma
I:l Carbon Hydrogen Bond - Fi-Pi T-shaped
- Pi-Anion - Amide-Pi Stacked

Baglanma enerjisi: -9.2 kcal/mol
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Tetrahidro tanginon |

GLN2692.41 A
GLN269 3.57 A
GLU167 3.60 A

TYR

GLU ] B:268
B:167 g5
PRO
LYS B:247
B:157
A
& -
. PRO
Bi"& " B:248 THR
N 4 B:301
GLM
B:269
LEU TYR
B:162 B:264
Interactions

D van der Waals - Amide-Pi Stacked
- Conventional Hydrogen Bond D Allcyl

D Carbon Hydrogen Bond D Pi-Alkyl

- Pi-Anion

Baglanma enerjisi: -9.1 kcal/mol

Miltiron

GLN269 2.51 A

THR
B:301
GLN LEU
B:269 B:162
TYR ..
B:264 ..
‘o o
\ /
F N\
,/ .‘-. L)
\ - %
. LYS
. ., = e . B:157
-
PRO E B:268 b
B:248 GLY
e B:163
B:164
GLU
B:167
ARG
B:166
Interactions

D van der Waals - Amide-Pi Stacked
- Conventional Hydrogen Bond I:I Alkyl

[ Pi-Anion [] Pi-Aky

[ Pi-piT-shaped

Baglanma enerjisi: -9.1 kcal/mol
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Tansinol B

ARG
GLY B:166

THR
B:301
LY5
B:157
H-0
PRO
GLN269 2.46 A (e 2. ) quq B248
B:l62 Gy TYR i
GLN269 2.60 A B163 B-268
GLN269 3.48 A
Interactions
D van der Waals - Pi-Sigma
- Conventional Hydrogen Bond - Pi-Pi T-shaped
I:l Carbon Hydrogen Bond - Amide-Pi Stacked
- Pi-Anian |:| Alkyl
I:l Fi-Donor Hydrogen Bond I:I Pi-Alkyl
Baglanma enerjisi: -9.0 kcal/mol
GLU
.. B:167
Trijuganon B
ASP
B: 164
L]
LYS .
B:157
GLN
B:269
TYR
’ .
GLY B:264
B:163 PRO
B:248
TYR
B:273
Interactions
I:l van der Waals - Amide-Pi Stacked
- Fi-Anion |:| Alkyl
- Fi-Pi T-shaped |:| Pi-Alkyl

Baglanma enerjisi: -9.0 kcal/mol
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H.
0

Neokriptotansinon
0
0
0

H
ASP1642.01 A
GLN2692.28 A
GLN269 2.36 A
GLU1672.36 A
TYR2642.97 A

ARG

B:166
I:’ GLU
B:157 Bil67
e
!
PRO
B:248
LEU
THR B:162
B:301
Interactions
D van der Waals - Pi-Pi T-shaped
- Conventional Hydrogen Bond - Amide-Pi Stacked
- Unfavorable Donor-Donor D Alkeyl
- Unfavorable Acceptor-Acceptor D Pi-alkyl

- Pi-Anion

Baglanma enerjisi: -8.8 kcal/mol

Izotansinon |

PRO248 3.58 A

TYR
B:273 TYR
B:264

PRO
B. 248

MET
B:208
ARG
B:166
Interactions

D van der Waals - Amide-Fi Stacked
I:I Carbon Hydrogen Bond I:I Alkyl

- Pi-Anion |:| Pi-Alkyl

- Pi-Pi T-shaped

Baglanma enerjisi: -8.8 kcal/mol
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Nortanginon

0

| N\
0

0

GLN2692.45 A
GLN2692.57 A
GLN2693.52 A

GLU
B:167

LYS / W
B:157 4 ;‘ . \.,\
o ‘. !
@), . .50
B:268 .
— , .
LEU ¥ aLy
B:162 r B163
TYR
B:268
Interactions

I:I van der Waals

Conventional Hydrogen Bond

I
D Carbon Hydrogen Bond
I

Pi-Anion

PRO

B:248
TYR THR
B:264 B:301

I:I Fi-Donar Hydrogen Bond
- Pi-Sigma

- Pi-Pi T-shaped

- Amide-Pi Stacked

Baglanma enerjisi: -8.8 kcal/mol

Metilentanginkinon

PRO
B:247

Interactions

I:I van der Waals
- Pi-Cation
- Fi-Anion

LYS
B:157
GLN
B:269
» LEU
TYR ,
B:268 112
TYR
B:264

- Pi-Pi T-shaped
|:| Alleyl

Baglanma enerjisi: -8.8 kcal/mol
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GLU

. B:167
Tansinon
0]
0]
o 1
70N
. 1 /, " r )
@LN,“w.q.-- 'o. .
LYS Qz_ﬁg ML 1 " v
B:157 ' v TYR
[ : e PRO B:264
B:248
GLN269 2.48 A = o B:268
GLN269 2.78 A GlEs
GLN269 3.48 A Interactions
I:I van der Waals - Pi-Sigma
- Conventional Hydrogen Bond - Pi-Pi T-shaped
I:I Carbon Hydrogen Bond - Amide-Pi Stacked
- Pi-Anion |:| Pi-Alkyl
I:I Fi-Donar Hydrogen Bond
Baglanma enerjisi: -8.8 kcal/mol
TYR
B:273
Izotanginon 1l
THR
0 B:301
0
0 Ry
TYR
B: 264
PRO
B:247
PRO
= B:248
Interactions

D van der Waals
- Pi-Anion
- Pi-Sigma

- Pi-Pi T-shaped

- Amide-Pi Stacked

[ Ao

Baglanma enerjisi: -8.7 kcal/mol

97




Tansinlakton

PRO
B:248

LYS
B:157

B:247 w;' ASP - B:269
B26g B84 Tpig3
TYR
B:264 LEU
B:162
TYR
B:273

Interactions

D van der Waals
- Pi-Cation

- Amide-Pi Stacked

[ Ao
|:| Pi-Alkyl

- Pi-Anion
- Pi-Pi T-shaped

Baglanma enerjisi: -8.7 kcal/mol

1,2-Dihidro tanginkinon
0

=]

| N
0

GLN269 2.50 A
GLN269 3.46 A

GLU
B:167

LYS
B:157
LEU , .
B:162 '
GLY
B:163
TYR
B:273
Interactions

I:I van der Waals
I:I Carbon Hydrogen Bond
- Pi-Anion

D Fi-Donor Hydrogen Bond

PRO
B:248

- Pi-Sigma
- Fi-Fi T-shaped

- Amide-Pi Stacked

|:| Pi-Alkyl

Baglanma enerjisi: -8.7 kcal/mol
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Neo-tansinlakton

REEC

THR
B:301

Interactions

van der Waalz
Pi-Cation
Pi-Anion

Pi-Sigma

- Fi-Fi T-shaped
- Armide-Pi Stacked
[] Ak

|:| Fi-alkyl

Baglanma enerjisi: -8.7 kcal/mol

=0

Tansinol A

ASP164 1.82 A
LYS1572.82 A
PRO248 3.22 A

MET
B:208
PRO
B:247
PRO
B:248 TYR
B:264
Interactions

I:I van der Waals

- Conventional Hydrogen Bond

D Carbon Hydrogen Bond
- Unfavorable Donor-Donor

- Pi-Cation

=

OCNEN

LEU
B:162

TYR
B:273

Pi-Anian

Pi-Pi T-shaped
Amide-Pi Stacked
Alkyl

Pi-Alkyl

Baglanma enerjisi: -8.7 kcal/mol
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|/-.
Tansinon VI s
(Dansenksinkun A)
> H
g
c*\l'--- * s
o s
B:157
TYR e
. B:264
. LEU
Jew B:162
ASP164 1.96 A s \ 4
GLU1672.18 A
A Interactions
LYS1572.20 I:I van der Waals - Pi-Pi T-shaped
GLN269 2.49 A - Conventional Hydrogen Bond - Amide-Pi Stacked
[ Pi-Anion [] Pi-Alky
Baglanma enerjisi: -8.5 kcal/mol
167
Dansenksinkun C '
Asp
B:1654
.-
0 =
\ : =\ {
: )
PRO — Yy L
B:248 NSV ,\"_\}'—-_
ke . .. s
K " . L ,{/ % e B157
0 * > :.' t’ -
H TYR - o :
B:254 L .
GLN269 2.66 A : " LEU
i~ B:162
GLN269 3.45 A B289
Interactions

D wan der Waals

- Conventional Hydrogen Bond
D Carbon Hydrogen Bond

Baglanma enerjisi: -8.5 kcal/mol

- Pi-Anion
- Pi-Pi T-shaped

- Amide-Pi Stacked
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Dansenksinkun B

0
H

PRO248 3.28 A

Dansenksinkun D

LYS1572.20 A
GLN269 2.46 A
GLN2693.17 A
LYS1576.18 A

PRO
B:248
ARG
THR B:166
B:301
Interactions
I:I van der Waals - Fi-Pi T-shaped
D Carbon Hydrogen Bond - Amide-Pi Stacked
- Pi-Anion |:| Pi-Alkyl
- Pi-Sigma
Baglanma enerjisi: -8.5 kcal/mol
TYR
B:273
My GLU
Lvs "'I B:167 cLy
B:157, ’ B:163

LEU
B:162
i TYR
TYR B:264
B:268
Interactions
D van der Waals - Pi-Sigma
- Conventional Hydrogen Bond - Pi-Pi T-shaped
- Pi-Aniion - Amide-Pi Stacked
I:I Pi-Donor Hydrogen Bond I:I Pi-alkyl

Baglanma enerjisi: -8.4 kcal/mol
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4-Metilenmiltiron 6LU

B:157
0]
0
/\\
BF:';:’S B?ZLSNQ
LEU
_— . B:162
./?v;\f LY
8269 B:163
YR
B:273
Interactions
D van der Waals - Pi-Pi T-shaped
- Pi-Anion - Amide-Pi Stacked
- Pi-Sigma
Baglanma enerjisi: -8.4 kcal/mol
£ GLU
THR TYR
i B y 972 ASP B:167
Sikonin B301 273 B268 B:164
TYR
B:264
LEU1622.01 A
TYR2732.79 A PRO
B:248
GLN269 2.97 A
Interactions
I:I van der Waals - Pi-Pi T-shaped
- Conventional Hydrogen Bond - Amide-Pi Stacked
- Pi-Anion |:| Alkyl
I:I Pi-Donor Hydrogen Bond I:I Pi-alkyl
- Pi-Sigma

Baglanma enerjisi: -8.2 kcal/mol
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indi ARG
Tansindiol C £
BT-'3—|0R1
i ALA
Bl:ﬁ? B:245
LEU
B:162
PRO
B:163 ] TYR B248
YR B:273
" B:268
TYR
GLN269 2.29 A B354
PRO2482.92 A
A Interactions
GLN269 3.45 I:I van der Waals - Pi-Sigma
D Carbon Hydrogen Bond - Pi-Fi T-shaped
- Pi-Arion - Amide-Fi Stacked
I:I Pi-Donor Hydrogen Bond
Baglanma enerjisi: -8.1 kcal/mol
LEU
. B:162
Abisinon 1l
ASN
B:267
GLN
PRO B:269
o B:248

TYR2732.04 A
ASP1643.29 A

N\ a
< \ ‘K /—/ B\:flAﬁLS
PR \{( ,{: ) S R

R BT."’
. 1273
\ / AN
4 '
v '
N ASP
: B:164
TYR
B:264
THR
B:301

Interactions

I:I van der Waals

- Conventional Hydrogen Bond
D Carbon Hydrogen Bond

- Pi-Pi Stacked
|:| Pi-alkyl

Baglanma enerjisi: -8.1 kcal/mol
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T¥R GLU
B:264 B167
#

W HOH
B502
o H,
Hio
O,\-r " o H
Ili
4]
H
BGELEE
GLN269 2.51 A . = gy
B:267 GLy B:273
GLU167 2.64 A B:271
Interactions
I:I van der Waals - Fi-Pi T-shaped
- Conventional Hydrogen Bond I:I Pi-alkyl
Baglanma enerjisi: -7.9 kcal/mol
. A THR Leu
n-cis-Feruloiltiramin B:301 Bi162
-
5, PRO %
S Gl 2 GLN .
H H [ 3 'l B:247 ASP
- » *
o H ASN - ’ -H
o ; . HOH .
- 2P s B.502 s/
° q ? PRO ¥
o, » B:248 < . \
( I %
\ 2./
/

/
H20 502 2.11 A 5 4L s
GLY266 2.40 A SN p— =
/ / \\ / . B:273

LEU162 2.96 A
PRO247 3.41 A =i
ASP164 3.41 A

B:268
PRO248 3.57 A

Interactions

I:I van der Waals - Pi-Arion

I:I Water Hydrogen Bond - Pi-Pi Stacked
- Conventional Hydrogen Bond - amide-Pi Stacked

I:I Carbon Hydrogen Bond I:I Pi-alkyl

Baglanma enerjisi: -7.6 kcal/mol
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Luteolin

GLY
B:266
ASP
B:164
TYR2732.16 A
GLN269 2.52 A VAL
B:165
THR
B:301
Interactions
I:I van der Waals - Fi-Pi T-shaped
- Conventional Hydrogen Bond - Amide-Fi Stacked
- Pi-Pi Stacked |:| Fi-alkyl
Baglanma enerjisi: -7.6 kcal/mol
Kuersetin 8269
AsP
. B:164
.-"‘\\
TYR2732.12 A \ T2y
GLN269 2.54 A
GLY2662.82 A B:165
ASN267 3.08 A Interactions
ASP1643.24 A D van der Waals - Pi-Pi Stacked
- Conventional Hydrogen Band - Fi-Pi T-shaped

D Carbon Hydrogen Bond D Fi-alkyl

Baglanma enerjisi: -7.4 kcal/mol
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Kaemferol

TYR273 2.11 A
ASN2672.84 A
ASP1643.23 A

GLN
B:269

Interactions

I:I van der Waals

- Conventional Hydrogen Bond
D Carbon Hydrogen Bond

- Pi-Pi Stacked

Baglanma enerjisi: -7.4 kcal/mol

- Fi-Pi T-shaped

- Amide-Pi Stacked

|:| Pi-Alkyl

Andrografolid

GLY2662.95 A
H20 502 3.39 A

ASN
B:
+

HOH +
B:502 ‘c\
o/\<
/ /
AY
PRO
B:248
PRO
B:247
Interactions

I:I van der Waals

l:l Water Hydrogen Bond

Baglanma enerjisi: -6.7 kcal/mol

1267
ASP
TYR B:164
B:264
\ i THR
\ \ B:301
\{\\ TYR
B:273
TYR
B:268
GLN
B:269

- Unfavorable Acceptor-Acceptor

I:I Alkyl
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Betulinik asit

TYR
TYR B:268
B:264
ASN
B:267
-
HOH
B:502
PRO
B:248
Interactions

I:I van der Waals I:I Pi-Alkyl

Baglanma enerjisi: -4.9 kcal/mol

EKA4. Ila¢ Doking Sonucu Etkilesimleri

Ligand Adi ve Hidrojen
Baglan

2D Etkilesimler ve Baglanma Enerjisi Degeri

Sinakalset

ASP164 1.87 A
TYR2732.33 A
ARG166 2.43 A

ARG
B:166
Interactions
I:I van der Waals I:I Pi-Anion
- Conventional Hydrogen Bond - Pi-Sigma
I:I Halogen (Fluorine) - Fi-Pi T-shaped

- Unfaveorable Donor-Donor

|:| Fi-Alkyl

Baglanma enerjisi: -8.3 kcal/mol
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TYR

THR _
Izotretinoin Gy %y aw B3 R
B:266 . B:267
TYR T
" B26%  Bis2
Oy | "
\ e —
GLN
H y 9 i />\ — B:269
A"
_ \ ( "
H o X/
PRO
H H B:248 \
TYR
B:268 ASP
B:164
15
B:157
GLU
B:167
GLN269 2.16 A
Interactions
I:l van der Waals I:I Alkeyl
- Conventional Hydrogen Bond I:I Pi-Alkyl
- Pi-Sigma
Baglanma enerjisi: -7.9 kcal/mol
LEU
B:162
Darunavir
ASP
ARG B:164
B: 166 VR
- B:264
TYR ©
B%Elg JB273
r’/@\ % j
.
\ \u/ )
\1
I
GLU
B:167
(0] ~0
" PRO
- B:248
ARG1662.61 A ‘
PRO247 3.39 A Interactions

D van der Waals

- Conventional Hydrogen Bond
|:| Carbon Hydrogen Bond

|:| Pi-Anion
- Pi-Pi Stacked

Baglanma enerjisi: -7.3 kcal/mol
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Penformin

LEU162 2.42 A
GLU1672.63 A

LEU
PRO TYR B:la2
B:248 B:268 _.‘
.+ GLN
TYR H" B:269
B:264 0|
ASP
B:164
LYS
B:157
B:273
Interactions

I:I van der Waals I:I Pi-Anion
- Conventional Hydrogen Bond I:I Pi-alkyl

Baglanma enerjisi: -7.1 kcal/mol

Famotidin

2 N '
H:-‘b?/\’ \/(H/)\N)\’:‘H

LEU1622.38 A
GLN269 2.85 A
ASP302 1.82 A
ASP3022.32 A
THR301 2.62 A
LYS1572.76 A
ASP1642.36 A
ASP164 2.44 A

GLU

B:167
s
B:157
{ GLN >y
'B;269 .
;: ‘ .
» .
e
N 0]
; N
\ PR il
N
® \\d_,‘
i
//
+I
H
YR TYR
B:273  B:268 .,
)i N
" LEU
'B:162

Interactions

I:I van der Waals I:I Pi-Anion
- Conventional Hydrogen Bond D Pi-Alkyl

Baglanma enerjisi: -7.1 kcal/mol

109




TYR

B:268
ASP
Klorzoksazon LEU B:164
B:162 PRO
B:248
H
Cl N'l /A ;
GLN : :
/;D B:269 : :
. P
THR
- B:301
TYR
B:264 8273
Interactions
D van der Waals D Alkyl
|:| Pi-Anion
Baglanma enerjisi: -6.1 kcal/mol
. . PRO
Asiklovir B:248
TYR
B:264 LEU
TR B:162
o-H THR B:273
[// B:301 ", oLy
., . “Bi163
.0 ' //-\ a®®
H . N el ¢
h“ N N[J O\\/\\D \ ﬁ ’ Y LS
! Y Y, B B:157
| > # 3\ B:269 :
N 4 4 : 2_-:0
H N g \
P Al
u ARG ’ 2 '
A RS o7 e ASP
TYR268 2.34 TR~ B:164
B:263
TYR2732.72 A
GLU
B:167
Interactions
I:I van der Waals - Fi-Sigma

- Conventional Hydrogen Bond

|:| Pi-Anion

Baglanma enerjisi: -6.1 kcal/mol

- Fi-Pi T-shaped
- Amide-Pi Stacked
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THR
Favipiravir B39}
PRO "
B:248
H H
N’
) TYR
: B:264
VAL
51268 W
Interactions
I:I van der Waals I:I Pi-Anion
- Conventional Hydrogen Bond I:I Pi-alkyl
- lUnfavorable Donor-Donor
Baglanma enerjisi: -5.7 kcal/mol

EKS5. Sanal Ligand Taramada En Iyi Sonucu Veren Ligandlarin Etkilesimleri

Ligandin ZINC15 veri tabam kodu
Hidrojen Bag etkilesimleri

2D Etkilesimler ve Baglanma Enerjisi Degeri
(kcal/mol)

14719982

Baglanma enerjisi: -9.6

B:268
GLU
B:167
p— i
e
o O\ \ V- PRO
\i J N T\ B:248
8157 //\ N\ ) _/_'0
L ,
/ i\ A »'
/ \¥ RS THR
0.._,.-0 . B:301
6Ll d ¢ TYR
"
B:263 ASP B:264
LEU B:164
B:162
TYR
B:273
Interactions
D van der Waals D Pi-Anion

- Conventional Hydrogen Bond
D Carbon Hydrogen Bond

I:I Pi-Donor Hydrogen Bond
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6072087

Baglanma enerjisi: -9.4

ARG
Bi166
0 OH
GLU ASP PRO
e B167, RGINe B:164 B:248
HN
THR
B:301
H OH L¥S
Bi157
LEU LY
3 TYR
0 \ Bi162 B:163 i
0
TYR
B:273
Interactions
I:I van der Waals - Pi-Fi T-shaped
D Carbon Hydrogen Bond - Amide-Pi Stacked
- Pi-Anion |:| Alkeyl
I:I Pi-Donor Hydrogen Bond I:I Pi-Alkyl
102454863 Baglanma enerjisi: -9.3
TYR
B:273
¢} THR
OH B:301
N =N
HO NHZ o) NH, GLN269 ;)
1]
\ \\ r
h //' \\\
e o' T \U
o, .
B . x
> s a PRO
LYE. ' B:248
L ASP
1 B:164
GLU
B:167 ARG
B:166
0
Interactions

ASP164

van der Waals - Pi-Sigma
- Pi-Pi T-shaped
I:I Alkyl

|:| Pi-Alkyl

Conventional Hydrogen Bond
Carbon Hydrogen Bond
Pi-Anian

ORCED

Pi-Donor Hydrogen Bond
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107435663

Baglanma enerjisi: -9.3

TYR
B:273
FTYR)
LEU -E:gﬁ,l'
B:162 P
- .
* )
-» .
. -1 K
Ve THR
\— B:301
LYS
B:157
TYR
B:268
GLU
B:167 PRO
B:248
Interactions

I:I van der Waals - Pi-Sigma
D Carbon Hydrogen Bond - Pi-Pi T-shaped
- Pi-Anicn |:| Alkoyl

I:I Fi-Donor Hydrogen Bond

14724905

LEU162

Baglanma enerjisi: -9.2

LEU
GLN B:162
B:269

LYS

N \ B:157
Y’ //}\
N

[
J

//‘\D/\c,

GLU
. B:167
TYR
PRO B:268
B:248
ARG
B: 166
Interactions

I:I van der Waals - Fi-Sigma

I:I Carbon Hydrogen Bond - Fi-Fi T-shaped

- Pi-Anion |:| Alkyl
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95553621 Baglanma enerjisi: -9.1
ARG
ASP164 0 B:166
0 PRO o
HO NH, OH B:248 8157
0 \ GLN
A B:269
GLN269 - | LEU
B:162
0] ~
GLU
B:167
TYR
B:264
THR
B:301
Interactions
I:I van der Waals - Pi-Pi T-shaped
- Conventional Hydrogen Bond - Amide-Pi Stacked
D Pi-Anion D Alkyl
D Pi-Donor Hydrogen Bond D Pi-Alkyl
Baglanma enerjisi: -9.1
101191916
LEU TYR
HO O B:162 B:273
"’ J-“P TYR
; HN  OH GLN B:164 o=
0 GLU - B:301
TYR268 B:167
PRO
8157 UL
0
OH
NH2 GLN269
Interactions

van der Waals

- Fi-Pi T-shaped

- Amide-Pi Stacked

|:| Pi-Alkyl

Conventional Hydrogen Bond
Pi-Anion
Pi-Donor Hydrogen Bond

OEEO
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Baglanma enerjisi: -9.1

102454861
TYR
TYR
B:264 ;
LEU ; B:273
B:162 .
HO MM, :
GLU16! :
0 T W G
B:269 ﬁ —~ \r
| A
A ]
4 .‘
HN /\( /,l\/:j)l
HO (177 YERTL S
0 LYSIS T ) RS
. TYR
0 4 B:268
GLU
B:161 GLU
TYR264 H2N OH B:167
Interactions
I:I van der Waals I:I Pi-Donor Hydrogen Bond
- Conventional Hydrogen Bond D Pi-Alkyl
|:| Pi-Anion
Baglanma enerjisi: -9.1
102728363
NH, ALA
Ho\h/ B:246
GLU
L O OH B:167 ASp
| B:164
0. _OH
0 OH..
~ PRO247
- LYS
HN B:157
\\\\\\\“" OH
O/
OH oo H
o HZN,/' 0 TYR264
B:162 GLN
GLN269 0 B:263
H,N
o NH OH Interactions
2 D wan der Waals - Pi-Pi T-shaped
- Conventional Hydrogen Bond I:I Alkyl

D Carbon Hydrogen Bond

|:| Pi-Anion

|:| Pi-Alkyl
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1616400 Baglanma enerjisi: -9.0
(o)
SGLN
\ B:269
/ ARG
0 0 B:166 TYR
" '-: - == RIRS
\HZN
TYR
HoN o) B:273  LEU
B:162
GLN269 N
INZ Y
HO GLY
0 B:163
THR
B:301
Interactions
D wan der Waals - Pi-Pi T-shaped
- Conventional Hydrogen Bond - Amide-Pi Stacked
- Pi-Anion |:| Pi-alkyl
2109876 Baglanma enerjisi: -9.0
0
ure THR
15
v 0. o3t
“H,N
NH TYR
HO . B:268
JLN269
0 CLN26 0
Interactions

- Pi-Anion

I:I van der Waals

- Conventional Hydrogen Bond

- Amide-Pi Stacked

|:| Alkyl
|:| Pi-Alkyl
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14681569 Baglanma enerjisi: -9.0

GLN269 Ijlg---HgN NH, o~

TYR
B:264

LEU162

THR
B:301
! LYS157
HaN o -+ PRO
0 - B:248 o
I B:164 &
HN  OH 51167
Interactions

D van der Waals D Pi-Donor Hydrogen Bond
- Conventional Hydrogen Bond - Pi-Sigma

D Carbon Hydrogen Bond D Alkeyl

I:I Fi-Anion I:I Pi-alkyl

1848443270 Baglanma enerjisi: -9.0
HO NH
? e LI
GLN269
(0]
HoN
O .
PRO
B:248

LYS
B:157

GLU
B:167

ARG
B:166

Interactions

I:I van der Waals - Pi-Pi T-shaped
[ pianion [ Amide-Fi Stacked
D Pi-Donor Hydrogen Bond D Pi-alkyl

- Pi-Sigma
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70451201

GLU167

GLN269

GLU
B:167

LYS
B:157

Interactions

|:| Pi-Anion

I:I van der Waals

- Conventional Hydrogen Bond
I:I Carbon Hydrogen Bond

Baglanma enerjisi: -8.9

LEU 27
B1273
B:162 Asp qua
B:164 _
THR
B:301
PRO
B:248

I:I Fi-Donor Hydrogen Bond
- Pi-Sigma
[ Amide-PiStacked

|:| Pi-Alkyl

TYR
B:264

Interactions

|:| Pi-Anion

I:I van der Waals

- Conventional Hydrogen Bond
I:I Carbon Hydrogen Bond

Baglanma enerjisi: -8.9

THR TYR
B:301 B:273

LEU
Bil62

I:I Pi-Donor Hydrogen Bond

- Amide-Pi Stacked
|:| Alkyl
|:| Pi-Alkyl
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299817542

HO
NH
o) 2
ASPI64 OH o
|
0----- HO
7o SHOle ,l///
PRO248 .
NH
HO 0
6} N
HoN NH,
HOM GLN269
0

Baglanma enerjisi: -8.9

ARG
ASP B166
64

LYS
B:157
GLU
B:167
LEU , 3
B:162 , Y PRO
A * B:248
TVR 5
. GLN
G259 B:269
TYR
B:264
Interactions

I:I van der Waals I:I Pi-Anion

- Conventional Hydrogen Bond - Fi-Pi T-shaped

I:I Carbon Hydrogen Bond

58494040

GLN269 e

i’ ~{

O]
OH

Baglanma enerjisi: -8.8

ARG
B:166

ASP
B:164 TYR
GLU B:268

B:167

THR
B:301

LYS

B:157 TYR
B:264
PRO
LEU B:248
B:162
Interactions

D van der Waals D Pi-Donor Hydrogen Bond

- Conventional Hydrogen Bond I:I Alkyl
I:I Pi-Anion I:I Pi-Alkyl
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102455414 Baglanma enerjisi: -8.8
ARG
B:166
e} OH
— ASP GLU
GLN269 BTYHFB B:164 Bi167
THR
B:301
TYR
B:264
TYR
B:273 PRO
GLU167 B:248
(0]
HaN ]
OH Interactions
I:I van der Waals - Pi-Pi T-shaped
- Conventional Hydrogen Bond D Alkeyl
I:I Carbon Hydrogen Bond I:I Pi-Alkyl
|:| Pi-Aniion
6072084 Baglanma enerjisi: -8.7
ARG
B:166
ASP
B:164
PRO
1 )
o RN | B:248
B 167 PR
- TYR % TYR
B:268 & B:264
GLN
B:269
Interactions
I:I wvan der Waals I:I Pi-Donor Hydrogen Bond
- Conventional Hydrogen Bond - Pi-Pi T-shaped
I:I Carbon Hydrogen Bond I:I alkyl
|:| Pi-Anion |:| Pi-Alkyl
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6072085 Baglanma enerjisi: -8.7
B 167
N s 0 '
. i OH
J NH,
’ o HO
O 0 PRO
. B:248
H,N
-
to W\
q \ ASP164 THR 2 // N
. 0 HO B:301 4% 0 0
K 0 e : Bﬁzlgg
+B:163 : 9 LEU
OH ¢ . B:162
TYR '
B:264 T‘ER
TYRam 0 B:273
H,N
HO Interactions
I:I van der Waals - Pi-Sigma
- Conventional Hydrogen Bond - Fi-Fi T-shaped
- Pi-Anion - Amide-Pi Stacked
14719954 Baglanma enerjisi: -8.7
e
NHy it
HO 2 GLUI6 NH 0 ALA
0 O / B:246
HN 3
HO B:157
0 GLN269
LEU
. TYR
B:162 o
Interactions

ASPI64

HO

I:I van der Waals

- Conventional Hydrogen Bond
I:I Carbon Hydrogen Bond

- Pi-Ariion

I:I Pi-Donor Hydrogen Bond

- Pi-Pi T-shaped
- Amide-Pi Stacked
[ Ak

|:| Fi-Alkyl
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