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OZET

YUKSEK LISANS TEZI

KOVALENT DOKING TABANLI SANAL TARAMA ILE PBP3 (PENISILIN
BAGLAYICI PROTEIN 3) INHIBITORLERININ BELIRLENMESI

Sefa BAYRAM
Damsman: Dr. Ogr. Uyesi Deryanur KILIC

Amag: Penisilin baglayici protein 3 (PBP3), murein (peptidoglikan) sakkulus, bakteri zarina
gomiilii temel bir polimerdir. Murein sentetik reaksiyonlar1 ve sakkulusu biiyiiten enzimler,
penisilin baglayici proteinler olarak bilinmektedir. PBP3 bakteri enfeksiyonlarinin tedavisinde
yeni ve umut verici bir hedef olmaktadir. Bu bilgi 15181nda, tezde Drugbank databazindaki ilag
molekiilleri (FDA onayli, deneysel, arastirma) igerisindeki PBP3 kovalent inhibitorlerin
hesaplamali olarak belirlenmesi amaglanmistir.

Yontem: Drugbank databazindaki ila¢ molekiillerinin 2B yapilar1 Ligprep ile 3B’a ¢evrildi;
PBP3 kristal yapis1 ise Protein Hazirlama Sihirbazi kullanilarak hazirlandi. Glide kovalent
doking algoritmasi ile sanal tarama yapildi ve ardindan Ligand temelli benzerliklerden
kaynaklanan Tanimoto benzerlik matrisi ile kiimeleme gerceklestirildi ve 8 farkli kiime elde
edildi. Kiimelerdeki etkilesimler ve skorlar incelendi ve Terbogrel hedef ilag molekiilii olarak
secildi. Son olarak Desmond program araciligiyla komplekslerin 200 ns’lik molekiiler dinamik
simiilasyonlar1 gerceklestirildi.

Bulgular: Bu tez calismasinda Glide kovalent doking sanal tarama ve molekiiler dinamik
simiilasyon yaklasimlarinin kombinasyonu ile Terbogrel hedef ilag molekiilii olarak belirlendi.
PBP3’iin aktif bolgesini hedefleyen hedef ilacin potansiyel yeni kovalent inhibitor olabilecegi
hesaplamali yaklasim sonucu bulundu.

Sonug¢: Bu calisma, Terbogrel’in PBP3’{in potansiyel yeni kovalent inhibitdrii ve bakterilerin
sebep oldugu enfeksiyonlarin tedavisi i¢in potansiyel yeni tedavi ajan1 olabilecegini
gostermistir. Ayrica bu ilag, PBP3 kovalent inhibitorii olarak yeni bilesik dizayn caligsmalari
i¢in Oncii bilesik olabilir.

Anahtar Kelimeler: PBP3, Kovalent Doking, Molekiiler Simiilasyon, Sanal Tarama
Agustos 2022, 79 sayfa
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ABSTRACT

DETERMINATION OF PBP3 (PENICILLIN BINDING PROTEIN 3) INHIBITORS
BY COVALENT DOCKING BASED VIRTUAL SCREENING

Sefa BAYRAM
Supervisor: Assist. Prof. Deryanur KILIC

Purpose: Penicillin binding protein 3 (PBP3), murein (peptidoglycan) sacculus is an essential
polymer embedded in the bacterial membrane. Murein synthetic reactions and enzymes that
enlarge the sacculus are known as penicillin-binding proteins. PBP3 is a new and promising
target in the treatment of bacterial infections. In the light of this information, it is aimed to
determine the PBP3 covalent inhibitors in drug molecules in the Drugbank database (FDA
approved, experimental, investigational) computationally.

Method: 2D structures of drug molecules in the Drugbank database were converted to 3D with
Ligprep; The PBP3 crystal structure was prepared using the Protein Preparation Wizard. Virtual
screening was performed with the Glide covalent docking algorithm, and then clustering was
completed with the Tanimoto similarity matrix resulting from ligand-based similarities, and 8
different clusters were obtained. Interactions and scores in the clusters were examined and
Terbogrel was chosen as the hit drug molecule. Finally, 200 ns molecular dynamics simulations
of the complexes were performed using the Desmond program.

Findings: In this thesis study, Terbogrel was determined as the hit drug molecule with the
combination of Glide covalent docking virtual screening and molecular dynamics simulation.
The computational approach found that the hit drug targeting the active site of PBP3 could be
a potential new covalent inhibitor.

Results: This study showed that the Terbogrel could be a potential new covalent inhibitor of
PBP3 and a potential new therapeutic agent for the treatment of infections caused by bacteria.
In addition, the drug may be the lead compound for new compound design studies as a covalent
PBP3 inhibitor.

Key Words: PBP3, Covalent Docking, Molecular Simulation
August 2022, 79 pages
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GIRIS

Diinya c¢apinda 700.000'den fazla hastane Sliimiiniin antimikrobiyal kazandig1 direng
kaynakli oldugu tahmin edilmekte ve 2050 yilina kadar 10 milyona ¢ikmast beklenmektedir
Gram-negatif ve pozitif bakterilerin, antimikrobiyal ajanlarin ¢ogunun etki modundan
kagiabildigi bilinmektedir. Staphylococcus aureus'taki mec A,B,C genleri ve Enterococcus
spp’deki van A,B genleri tarafindan kuvvetlendirilen gram-pozitif diren¢, zamanla gelismeye
devam ederek kalic1 ve tedavisi zor enfeksiyonlara neden olmaktadir (O’Neill, 2016; World
Health Organization 2021; Périchon and Courvalin, 2009). Beta-laktamazin Ambler siniflar
tarafindan tanimlanan gram-negatif diren¢ mekanizmalari, disa akis pompalarinin asiri
ekspresyonu ve porin kaybi, antibiyotik silahlarimizi 6zellikle Enterobacterales ve
Acinetobacter baumannii-Pseudomonas aeruginosa gibi fermente olmayan Gram-negatif

organizmalara karsi ciddi sekilde sinirlamaktadir (Breijyeh et al. 2020).

Antimikrobiyal direncin artan prevalansi nedeniyle, gelismis mikrop direncinin
istesinden gelmek i¢in donatilmis terapétik stratejilere artan bir ihtiyag oldugu bilinmektedir.
Ek olarak, ila¢ sirketlerinin yeni antimikrobiyal ajanlar1 pazarlarken karsilastiklar1 degisken
finansal zorluklar, ¢oklu ila¢ direncinin iistesinden gelmek ic¢in yeni ila¢ mekanizmalarinin
mevcudiyetini olumsuz etkilemektedir (FakhriRavari et al. 2022). Son 15 yilda hem Gram
pozitif hem de Gram negatif patojenlerde bulunan diren¢ mekanizmalarindan kurtulmayi
hedefleyen az sayida antibiyotik gelistirildigi bilinmektedir (Freire-Moran et al. 2011). Yeni
Antimikrobiyal kesfindeki duraklama siireci, mevcut olanlarin optimizasyonu ilgi gérmeye
basladi. Aktiviteleri degisik ajanlarla kombinasyon tedavileri, Gram pozitif, negatif duyarl ve
direncli mikroorganizmalara karst makul bir yaklagim olarak onerilmektedir. Ancak, bazi
antibiyotiklerin (aminoglikozit + beta-laktam, florokinolonlar + beta-laktam) hem negatif
anormal durumlar hem de iyilestirilmis hasta klinik sonuglariyla ilgili ¢eliskili kanitlarla iligkili

oldugu bilinmektedir (Brochado ef al. 2018; Rahme et al. 2014).

S. aureus, morbidite ve mortalitenin 6nde gelen nedenlerinden biri olmaya devam
etmekte ve hastane kaynakli kan dolagimi enfeksiyonlarinin %20'sinden sorumlu oldugu
bilinmektedir (Klein et al. 2007). Antimikrobiyal se¢imi hem MSSA hem de MRSA fenotipleri
icin kandaki S. aureus yonetiminde onemli bir rol oynamaya devam etmektedir (Schweizer et

al. 2011; Alosaimy et al. 2021). Ozellikle kalic1 enfeksiyon vakalarinda MRSA 'nin yonetimi



icin ¢esitli ajanlarla kombinasyonu tedavisini destekleyen literatiirler artmaktadir, bu

kombinasyonlarin ¢ogu ise en az bir beta-laktam icermektedir (Molina et al. 2020).

Bakteri Hiicre Duvari Sentezi

Bakteri hiicre duvari, ana stres tasiyan ve sekil koruyan elementtir ve protoplasti
ozmotik lizizden korumaktadir (Scheffers and Pinho, 2005; Holtje, 1998) Hiicrelere kendine
0zgili formunu verir, mekanik stabilitesinden sorumludur ve koruyucu bir bariyer olusturarak
bu hiicresel biitiinliigiin korunmasini saglamaktadir. Gram-negatif, pozitif bakteri hiicrelerini
murein sacculus olarak da adlandirilan bir tiir dis iskelet olusturmaktadir. Peptit kopriileri
aracilifiyla capraz baglanmis lineer glikan ipliklerinden olugan bir polimer olan peptidoglikan
(PGN) yapisindan olusan hiicre duvart iskeleti bulunmaktadir. Gram-pozitif organizmalarda
hiicre duvariin ana bileseni olmakla birlikte, Gram-negatif bakterilerde énemli 6l¢iide daha
ince oldugu ve bir dis zarla kapli oldugu bilinmektedir. Anyonik duvar teikoik asitleri,
lipoteikoik asitler ve teikoronik asitler gibi ikincil polimerler ve ayrica yiizey proteinleri, Gram-
pozitif bakterilerin peptidoglikan agma baglanmaktadir. Ozellikle patojenlerde polisakkarit

kapsiilii ile hiicre duvar1 kaplh bir sekildedir.

Makromolekiil olan peptidoglikan, alternatif N-asetilglukozamin (GIcNAc) ve N-
asetilmuramik asit (MurNAc) birimlerinden olusan lineer glikan zincirlerinden olusmakta ve 3-
1,4 glikosidik baglariyla baglanmaktadir. L-Ala, D-Glu, 3. pozisyonda bir diamino asit ve D-
Ala-D- Ala'dan olusan govde peptidi, her MurNAc biriminin D-laktil par¢asina bir amid bagi
ile baglanmaktadir. Kok peptidin 3. pozisyonuna L-Lys eklenmesinin ¢ogu Gram pozitif
bakteriye 0zgii oldugu bilinmektedir. mDap ve daha az siklikla L-Orn, bunun yerine Gram-
negatif organizmalarin PGN 0Onciiliine 6zel olarak dahil edilmektedir. Mekanik stabiliteyi
saglamak icin, komsu glikan ipliklerinin kok peptitleri, dogrudan veya kompozisyon tiirlerine
0zgii olarak degisebilen kisa peptitler yoluyla ¢apraz baglanmaktadir (Schleifer and Kandler,
1972).

Antibakteriyel tedaviler i¢cin en O6nemli hedeflerden biri, bakteriyel hiicre duvari
biyosentezidir. Insanlarda homolog yapilar ve benzer yollar olmadig1 icin 1940'lardan beri
klinik kullanimda basarili olan ajanlar, hiicre duvari biyosentetik reaksiyonlarina miidahale
etmektedir. Bakteri hiicre duvart inhibitorleri, yiiksek etkinlik ve iyi gilivenlik profilleri ile
sonuclanan diisiik hedefle iligkili yan etkilerle birlikte yiiksek hedef 6zgiilliik sergiler ve bu

nedenle en giiclii ve yaygin olarak kullanilan antibiyotikler arasinda gosterilmektedir.

Bakteri hiicre duvari, bakteriler i¢cin ¢ok 6nemli bir koruyucu yapiy1 temsil eder ve

ayrica biitiinligi hiicre canlilig1 icin kritik 6neme sahiptir. Bu yapi, hiicre i¢i ve hiicre dis1



boliimlerinde gorev alan bir¢ok enzimin ortak aktiviteleriyle korunmaktadir. Biiylime ve
boliinmede hiicre canliligini i¢in, biyosentetik siiregler koordine edilmelidir. Tek bir hedefi
bloke etmenin yani sira bireysel reaksiyonlara miidahale, tiim biyosentez siiregleri
bozabilmektedir. Bu, bakterilerin hayatta kalmasini ciddi sekilde tehlikeye atan boliicii ve
replizom gibi enzimatik mekanizma komplekslerini daha da etkileyebilmektedir. Hiicre duvari
biyogenezi icin gerekli enzimlerin inhibisyonunun yani sira, Ozellikle membrana bagh
biyosentetik ara iiriinlerin bloke edilmesi, duyarli bakterilerin hiicre duvarinda bir bozulma
meydana getirebilmektedir. Bu hiicre duvar yapisin1 olusturan peptidoglikanlarin (PGN) nihai
onciisii olan Lipid II, Gram pozitif bakterilerde 6nemli bir noktay1 temsil etmekte ve bakteri
hiicre duvar1 biyosentezinin zayif noktasi olarak kabul edilmektedir (Schneider and Sahl.,

2010).

Antibiyotik hedefi olarak Lipid II'nin hedeflenmesi icin ¢esitli nedenler vardir. ilk
olarak, Lipid II bakteriler arasinda yiiksek oranda korunmakla birlikte Okaryotik karsiligi
olmamakta ve daha biiyiik antibiyotikler i¢in bile hiicrenin digindan erisilebilmektedir. Ayrica
bir bakteri hiicresinde Lipid II miktar1 sinirlidir ve temel baktoprenil tasiyict lipidin siirekli geri
dontistimiint gerektirmektedir (Kramer et al. 2004). Lipid II’nin boyutunun kii¢iik olmasina
ragmen, antibiyotikler i¢in ¢oklu etkilesim bolgeleri sunmakta ve protein olmayan bu yapinin
modifikasyonunun mutasyonla kolay bir sekilde elde edilemeyecek olmasi bu yapinin hedef
olarak gosterilmesine yol agmaktadir. Lipid II yapisinin yiiksek oranda korunmasinin nedeni
hiicre duvar1 biyosentez asamalar1 tarafindan substrat tanima ve enzimatik islemeyi saglamak
icin gerekmektedir. Lipid II'ye baglanan antibiyotiklere kars1 direng gelisimi genellikle zordur.
Daha da Onemlisi son arastirmalar, PGN'nin pasif bir yapi tasi olmasimin &tesine gegen
bakteriyel fizyolojide Lipid II'nin hiicresel roliinii ortaya ¢ikarmaktadir. Lipid II' nin, membran
fosfolipidlerinin diizenlenmesinin modiilasyonu ve enzimatik mekanizmalarin organizasyonu
icin ¢ok Onemli bir yapisal iskele olarak islev gorebilecegi diisiiniilmektedir. Lipid II,
peptidoglikanlarin ¢apraz duvar olusumunu, otoliz ve hiicre boliinmesini koordine eden Ser/Thr
kinaz, protein kinaz B (PknB) i¢in bir sinyal molekiilii olarak gorev yapmaktadir. Bu nedenle,
Lipid II veya hiicresel Lipid II seviyeleri, bakteriyel sinyal iletim yollarinda 6énemli roller
oynamaktadir (Ulm and Schneider, 2016; Hardt et al. 2017). Neticede, Lipid II'yi bloke etmek,
hiicre 6liimiine katkida bulunan bazi olaylar: tetikleyebilmektedir. Bu bloke islemi Lipid II'yi
prostaglandinin biyosentezi i¢in kullanilamaz hale getirmektedir. Ancak, Lipid [I'nin birikmesi,
biyosentez basamaklarinin par¢alanmasi, anormal septa olusumu ve hiicre boliinmesinde olusan
anormal durumlar gibi bir dizi hiicresel sonucu da tetiklemektedir. Septum alani, hiicre duvarini
hedefleyen antibiyotikler i¢in 6zel bir baglanma bdlgesi olusturan Lipid II ve anyonik

fosfolipidler gibi baktoprenil-bagli 6nciiler bakimindan zengin kabul edilmektedir.



Hiicre duvarinda peptidoglikanin 6nciisii Lipid II'nin yani sira, teikoik asit (WTA),
kapsiiler polisakarit (CP), enterobakteriyel ortak antijen (ECA) ve arabinogalaktan (AG) gibi
diger ylizey polimerlerinin, temel tasiyici lipid baktoprenil fosfat (C55-P) iizerinde
olusturuldugu ve farkli hedef bolgelerini temsil ettigi bilinmektedir.

Antibiyotikler

Peptidoglikan (PG), cogu bakteriyi ¢evreleyen temel bir makromolekiiler sakkulus
(kesecik) olarak gorev yapmaktadir. PG, bakteri hiicre seklini belirlemekte ve yiiksek
sitoplazmik ozmotik basing altinda yirtilmaya karst koruma saglamaktadir (Vollmer et al.
2008). PG yapisi, peptitlerle capraz baglanmis -1,4-bagli N-asetilglukozamin (GIcNAc) ve N-
asetilmuramik asit (MurNAc) rezidiilerinin olusan glikan ipliklerinden olugsmaktadir (Vollmer
et al. 2008). Yeni olusan glikan iplikleri ilk 6nce lipid II onciisii (undekaprenil-pirofosforil-
MurNAc-(pentapeptid)-GlcNAc)  kullanilarak  glikosiltransferazlar (GT'ler) tarafindan
polimerize  edilmekte @ ve  bunlar  arasinda  penisilin  baglayict  proteinler
(PBP'ler)/transpeptidazlar (TP’ler) tarafindan onceden var olan hiicre duvart ile capraz
baglanmaktadir (Sauvage et al. 2008; Bouhss et al. 2007). GT'lerin ve TP'lerin faaliyetlerinin
diizenlemesi, PG sakkulus'un uyumlu bir sgekilde oriilmesi ve biiyltiilmesi i¢in

birlestirilmektedir (Egan et al. 2015).
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Sekil 1. Penisilin baglayic1 proteinler tarafindan katalize edilen glikosiltransferaz ve
transpeptidaz reaksiyonlarinin sematik gosterimi (Sauvage and Terrak, 2016).
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PG biyosentezinin adimlarin ¢ogu (iiridin difosfat (UDP)-GIcNAc'den polimerik
sakkulusa kadar) antibakteriyel hedefler olarak kullanilmaktadir (Silver, 2013), ancak bu
hedeflenenler igerisinde en basarilist enzimleri inaktive eden "mucizevi" penisilin
antibiyotiginin adin1 tastyan PBP'ler oldugu bilinmektedir (Sauvage et al. 2008). 1940'larda
penisilinin kesfiyle tipta yaygin olarak kullanilmasindan bu zamana kadar gecen siirede bu
kullanima bagli olarak ortaya ¢ikan direncli suslarla bagarili bir sekilde savagmak i¢in yeni sinif
B-laktam antibiyotiklerinin gelistirildigi bilinmektedir. Ancak, f-laktamazlarin aracilik ettigi
cogu [-laktama karsi yaygin direng, B-laktamaz inhibitorleri ile kombinasyon halinde
kullanilmadikga etkinliklerini sinirlandirmaktadir (Fre're et al. 2016). Tiim antibiyotik siniflar
direncten etkilenmektedir ve dahasi ¢oklu ilaca direncli bakterilerin ortaya ¢ikmasi Diinya
capinda biiyiik bir halk sagligi krizi haline gelmektedir. Bu nedenle, ¢coklu ilaca direngli bakteri
suslarina kars1 diisiik diren¢ potansiyeline sahip yeni antibiyotik smiflarin1 belirlemek igin
mevcut tiim olasiliklar1 degerlendirmek ve yenilerini gelistirmek icin siirekli ¢abalanmaktadir

(Chang et al, 2015).

Penisiline ek olarak, diger birkac antibiyotik (glikopetidler, laktibiyotikler, vb.),
peptidoglikan polimerinin son monomerik Onciisii olan Lipid II substratina baglanip
polimerazlar tarafindan kullanimini 6nler ve boylece peptidoglikan polimerizasyonunun (GT
ve TP) son asamasini inhibe ederler (Schneider and Sahl, 2010). kiiltiirlenmemis bir toprak
mikroorganizmasindan izole edilerek yeni kesfedilen bir dogal iiriin olan teixobactin’in hiicre
duvan Onciilleri olan Lipid II ve Lipid IlI'e baglanarak hiicre duvari sentezini inhibe ettigi
bilinmektedir (Ling et al. 2015). Bu mekanizma, cesitli yollarla peptigoglikan sentezini
hedeflemenin c¢evredeki mikroplar tarafindan siklikla kullanildigi ve dogal {iirtinlerin en iyi
antibiyotik kaynagimiz oldugu bir kez daha gosterilmektedir. Mikroorganizmalarin sadece
kiiciik bir kismi izole edilmekte ve yenilik¢i tekniklerle analizi heniiz yeni baglayan dogal bir
irlin deposu olarak biiyiik potansiyeller gostermektedir (Clardy et al. 2006; Ling et al. 2015;
Nichols et al. 2010).

Peptidoglikan metabolizmas1 hakkinda derin bir bilgi, ilgili tiim potansiyel hedeflerin
daha iyi karakterizasyonu ve bu bilginin yenilik¢i tarama deneyleri gelistirmek icin
kullanilmasinda sadece PBP'lerin ve diger enzimlerin enzimatik aktivitesinin inhibisyonuna
degil, ayn1 zamanda diizenleyici mekanizmalarin, protein-protein etkilesimlerinin ve lipid II
substratinin hedeflenmesine de dayali olarak, yeni etki mekanizmalarina sahip yeni nesil
antibakteriyel = ajanlarin  kesfine  yol acacagi  diisiiniilmektedir.  Peptidoglikan
polimerizasyonunun ge¢ asamasinin inhibisyonundaki hedefin sitoplazmik zarin disinda yer

almas1 bir avantajdir ve bu nedenle 6zellikle Gram pozitif bakterilerde antibakteriyel ajanlara



daha kolay erisim saglanabilmektedir. PG'nin yapilar1 ve sentezinde yer alan enzimler
bakterilere 6zglidiir ve bu durum Skaryotik hiicreler {izerinde istenmeyen yan etkilerin goriilme

sikligin1 azaltmaktadir (Sauvage and Terrak, 2016).

Penisilin Baglayic1 Proteinler

PBP'lerden yoksun olan peptidoglikan igermeyen bakteriler (Mollicutes,
Dehalococcoides, Rickettsia) ve A smift PBP'lerinden yoksun olan, karakteristik sacculus
(Packiam et al. 2015; Liechti et al. 2014) yerine halka benzeri bir peptidoglikan yapisi iceren
Chlamydiae’nin disinda, bakterilerin tiimiiniin her siniftan en az bir PBP'ye sahip oldugu ve
genel olarak PBP’nin igeriginin bakteri morfolojisi ve hiicre dongisii ile iliskili oldugu
bilinmektedir (Zapun et al. 2008). Gram-negatif koklarin genellikle septumda aktif oldugu ve
boliinme adi verilen tek bir PG sentezleme mekanizmasina sahip oldugu bilinmektedir. Gram
negatif cubuk sekilli bakterilerin, uzama fazi sirasinda aktif olan ikinci bir peptidoglikan
sentezleme mekanizmasina sahip oldugu, bdylece en az iki A sinifi ve iki B sinifi PBP'ye sahip
oldugu bilinmektedir. Gram pozitif bakterilerde, cesitli yasam bigimlerinin ek PBP'ler
gerektirebilecegi daha karmagik durumlar olmaktadir. Baslica patojenik Gram-pozitif bakteriler
in vivo olarak antibiyotik varliginda fonksiyonel transpeptidaz aktivitesini korurken B-laktam
antibiyotiklerine karsi duyarli olan edinilmis veya endojen PBP'lerin olusumu, bakteriye
yiiksek diizeyde bir diren¢ kazandirmaktadir (Zapun et al. 2008). B-laktama duyarsiz PBP'ler
yalnizca Firmicutes'te, Bacilli'de ve ayrica bazi Clostridia'da bulunmaktadir. Clostridial
enfeksiyona kars1 antibiyotik tedavisi genellikle B-laktamlara degil, B-laktama duyarsiz PBP'nin
varliginin hak ettigi ilgiyi gormedigi ve lgiincii kusak sefalosporinler dahil olmak {izere
bagirsak mikroflorasini bozan faktorlere maruz kalmasiyla meydana gelen Clostridia difficile

enfeksiyonuna dayanmaktadir (Slimings and Riley, 2014).

Penisilin baglayici proteinler, yiiksek ve diisiik molekiiler agirlikli diye ayrilan genis bir
protein grubu temsil etmektedir. Bu ayrim sadece protein boyutu meselesi degil bu proteinlerin
farkli fonksiyonlarin1 da yansitmaktadir. Ornegin, peptidoglikan sentezinin ge¢ asamalari
yiiksek molekiiler agirlikli (HMW) penisilin baglayici proteinler tarafindan saglanirken, diistik
molekiiler agirlikli (LMW) penisilin baglayici proteinler esas olarak peptidoglikanin bakimi,
yeniden sekillenmesi ve geri doniisiimii ile ilgilenmektedir (Sauvage et al. 2008; Van
Heijenoort, 2011; Denome et al. 1999; Vollmer et al. 2008). Genel olarak, bakterinin hayatta
kalmasi igin HMW-PBP’nin (sinif A ve smif B) gerekli oldugu, tiim LMW-PBP'lerin (sinif C)
silinmesinin zararli olmasina ragmen bakteri i¢in 6liimciil olmadig1 bilinmektedir (Denome et
al. 1999). Sonug olarak, HMW-PBP'ler B-laktam antibiyotiklerin birincil hedefleridir, ancak
LMW-PBP'ler bakterinin bu antibiyotiklerin duyarliligin1 etkileyebilmekte ve HMW ve LMW-



PBP'lerin eszamanl1 inhibisyonu ilging bir sinerjistik etki sunabilmektedir (Sarkar et al. 2010;

Dutta et al. 2015).

PBP'lerin ¢ogunlukla etki alan1 organizasyonuna ve islevine gore ii¢ sinifa (A, B ve C)
ayrilan ¢cok bolgeli enzimler oldugu bilinmektedir. B sinifi PBP'lerin dizilerine dayali olarak alt
boliimleri, bunlarin inhibisyonu ve direnci ile ilgili sorunlar1 anlamak i¢in 6zellikle ilgi ¢ekici
olmaktadir. Alt simif Bl (B1-PBP'ler) gruplarinin, Firmicutes'te bulunan duyarsiz PBP'ler
oldugu; B2- PBP ve B3-PBP'lerin, sirastyla uzama ve boliinme sirasinda aktif olan Gram-
negatif PBP'ler oldugu bilinmektedir. B4- ve B5-penisilin baglayic1 proteinler, B2- ve B3-
penisilin baglayici proteinlerin Gram pozitif esdegerleri olmaktadir. A sinifi penisilin baglayici
proteinlerin transpeptidaz alani, degismez bir sekilde bir N-terminal transglikosilaz alanina
bagli olmakta, ancak ek alanlarla karsilasilabilmektedir. B sinifi PBP'lerin N-terminal
modiiliiniin enzimatik aktivitesinin olmadigr ve C-terminal TP alanlarinin peptidoglikana
ulagmasina izin vererek bir sap gorevi gordiigii diistiniilmektedir (Macheboeuf et al. 2006). N-
terminal modiilii kiiciik domainlerden yapilmakta ve peptidoglikan sentez komplekslerindeki
protein-protein etkilesimleri i¢in 6nemli olabilmektedir. GT ve TP aktiviteleri, ayn1 A sinifi
PBP'ler i¢cinde ve B siifi ortaklariyla birlestirilerek diizenlenmis ve senkronize PG sentezini
gostermektedir (Sauvage et al. 2014; Banzhaf et al. 2012; Born et al. 2006; Bertsche et al.
2006).

Katalitik GT ve TP alanlarina ek olarak, E. coli'nin A sinifi PBP1a ve PBP1b gibi bazi
PBP'leri, GT ve TP alanlar1 arasinda yer alan UB2H olarak adlandirilan boélgede
gosterilmektedir (Sung et al. 2009). Sirasiyla PBPla ve PBPIb aktivitelerini uyaran,
diizenleyici lipoproteinler LpoA ve LpoB'nin baglanma yerleri olarak islev gordiikleri
gosterilmektedir (Typas et al. 2010; Paradis-Bleau et al. 2010). B Sinifi penisilin baglayict
proteinler ayrica ek etki domainler icerebilmektedir. Ornegin B4-PBPS’in iki ek C-terminal
PASTA alanina (PBP ve Serin/Treonin kinaz iligkili) sahip oldugu ve bu alanlarin B-laktam
baglanmasinda, protein stabilitesinde ve bakteriyel morfogenezde rol oynadigi bilinmektedir

(Maurer et al. 2012; Schweizer et al. 2014).

C smifi PBP'ler, tekli alanlar (tip-7 PBP'ler; AmpH tipi) olarak bulunmaktadir ancak
PBP alanina eklenen ek bir C- tip-5 veya tip-4 PBP'leriyle de karsilasilmaktadir. DD-
karboksipeptidaz veya endopeptidaz aktivitesine sahip olmaktadir ve genellikle laboratuvar
kosullarinda terminal etki alaninda bakteriyel canlilik i¢in gerekli degildir fakat PG'de ¢apraz
baglanma derecesinin diizenlenmesinde rol oynamaktadir (Sauvage et al. 2008; Vollmer et al.

2008).



PBP/TP alaninin genel yapisi, bir alfa-beta ve bir tamamen alfa alt alanindan olugsmakta
ve her ikisi arasinda aktif bir bolge bulunmaktadir (Sauvage et al. 2008). Transpeptidaz
aktivitesi, aktif bolgelerini siisleyen ii¢ korunmus motifin (SxxK, SxN ve KTGT) birka¢ 6nemli
rezidiisiine dayanmaktadir (Sauvage et al. 2008; Goffin and Ghuysen, 1998). SxxK motifinin
serini, iki asamal1 ¢apraz baglama reaksiyonunda énemli bir rol oynamaktadir. ilk olarak, bir
pentapeptitin terminal D-Ala-D-Ala amid bagmmin CO'su iizerinde bir niikleofil saldirisi
gerceklestirmekte ve bu terminal D-Ala'nin ayrilmasiyla bir a¢il enzim ara iirlintiniin olusumuna
yol agmaktadir; ikinci olarak, komsu bir glikan zincirinden bir peptit bir amino grubu bu
komplekse saldirmakta ve ¢apraz kopriinlin olusumuna, serbest enzimin salinmasina neden
olmaktadir. PBP'lerin aktif serininin B-laktamlar tarafindan agilasyonu, enzimi uzun siire bloke
etmektedir. Peptidoglikan Onciisliniin peptit yan zincirinin amidasyon veya siibstitiisyon gibi
modifikasyonlarinin, bazi enzimlerin TP aktivitesinin 0zgiilliiglinlin ve Vankomisin gibi
substrat ile etkilesime giren bazi antibiyotiklerin etkinliginin énemli bir belirleyicisi oldugu

bilinmektedir (Zapun ef al. 2013; Lebar et al. 2014; Levefaudes et al. 2015).

Yiiksek molekiil agirlikli penisilin baglayici proteinlerim transpeptidaz alani, ¢apraz
baglama reaksiyonu i¢in bir dondr substrat olarak polimerik peptidoglikana eklenmis bir peptit
gerektirmekte ve bunlar D-Ala-D-Ala ile biten kisa peptitler {izerinde aktif olmamaktadir
(Terrak et al. 1999; Qiao et al. 2014). Ancak, bazi LMW PBP'leri, basit peptit substratlari
kullanarak transpeptidaz aktivitesini katalize edebilmektedir (Pollock et al. 1972; Nguyen-
Distéche et al. 1982). Staphylococcus aureus diisiik molekiil agirlikli PBP4'{in donér olarak
Lipid I-1I ve peptidoglikan zincirlerini kullandig1 gosterilmektedir. Ote yandan, hemen hemen
tiim penisilin baglayici proteinlerin transpeptidaz reaksiyonu, alici substrat i¢in daha az kati
olmakta ve ¢esitli D-amino asitleri kullanabilmektedir (Qiao et al. 2014; Pollock et al. 1972;
De Pedro et al. 1997; Lupoli et al. 2011). Bu durum onlarin PG'ye dahil edilmesine izin
vermekte ve S. aureus PBP4' Lipid 11 ve Lipid II dnciillerine doniistiirmektedir. Bu 6zellikler,
canlt hiicrelerde peptidoglikan sentezini ve bakteriyel morfogenezi incelemek igin uygun bir
ara¢ saglayarak, farkli organizmalarda floresan D-amino asitler tarafindan peptidoglikan ve

onciilleri etiketlemek icin kullanilmaktadir (Van Dam et al. 2009; Kuru ef al. 2012).

Staphylococcus aureus Bakterisi ve PBP’ler

Staphylococcus aureus bakterisi genellikle insan derisine, {ist solunum yolu kanallarina,
en ¢ok da burun pasajlarina kolonize olan ve yaralanma, ameliyat gibi durumlarda ciddi
enfeksiyonlara sebebiyet veren gram pozitif bakteri susudur. Cok ¢esitli klinik durumlarda bu
bakterinin sebep oldugu enfeksiyon toksik sok sendromunu meydana getirmektedir. Bu

enfeksiyonun tedavisi i¢in Benzilpenisilin antibiyotigi kullanilmaktaydi. Fakat 1950'lerde



Benzilpenisiline direngli suslarin ortaya ciktigi goriildii. Bu direncgli suslarin tedavisinde
kullanilmak iizere B-laktamazlar tarafindan daha az parcalanabilen iki ekstra metoksi grubu
tasiyan benzilpenisilin tiirevi olan metisilin antibiyotigi gelistirildi. Ancak zamanla Metisiline
direngli S. Aureus (MRSA) suslar1 meydana geldi. Bu direncin sebebi PBP2a,3"'ii kodlayan
mecA geninin aktiflesmesiyle olusmaktadir. Bu nedenle ¢oklu direngli MRSA bizlere ¢ok
onemli klinik zorluk sunmaktadir (Morell and Balkin, 2010).

Staphylococcus aureus (gram pozitif) bakterisinde de bulunan peptidoglikan, penisilin
baglayici proteinler (PBP'ler) tarafindan sentezlenen bakteri hiicre duvarinin ana bilesenidir
(Vollmer et al. 2008; Sauvage et al. 2008). Hiicre canlilig1 i¢in neredeyse degismez bir sekilde
gerekli olan ve Okaryotlarda bulunmayan bu bilesen, PBP i¢in ¢ekici ilag hedefleri olarak
degerlendirilmektedir (Banerjee et al. 2010). Hem Gram pozitif hem de Gram negatif
bakterilerde, peptidoglikan Onciisiiniin kok peptidi, son transpeptidasyon reaksiyonunda salinan
iki D-alanin rezidisti ile bitmektedir (Yoshida et al. 2012). Hiicre duvarinda bulunan bu bilesen

Staphylococcus aureus (gram pozitif) bakterisinde yaklasik 30 nm kalinliginda bulunmaktadir

Bugiine kadar incelenen tiim PBP'lerin transpeptidasyon aktif bolgeleri, kesin olarak
korunmus birka¢g motife sahiptir. Aktif bolge serin rezidiisii, bir SxxK motifi yapmak i¢in a2
sarmalinin baslangicinda standart adlandirma kuralina gore korunmus bir lizinden once {i¢
rezidii bulundurmaktadir. Ikinci bir motif olan SxN, a4 ve o5 sarmallar1 arasindaki bir ilmek
tizerinde bulunur ve bir KTG motifi, 3 ipligi izerindeki aktif bolgeye cok yakin bir bolgede yer
almaktadir. B-laktamlara direng, ilaci hizla yok eden hidrolazlarin ekspresyonu gibi cesitli
mekanizmalar yoluyla ortaya c¢ikmaktadir. Ayrica PBP'lerin kendi i¢inde de igsel direng
geligebilmektedir. Bu da antibiyotiklerin varliginda PBP’lerin substratlara olan afinitelerini
yeterince islev gorecek sekilde diisiirmektedir. Bu mutasyonlar degisen protein esnekligi gibi,
protein modellerinin basit gorsel incelemesinden anlagilmayan dolayli mekanizmalar yoluyla

aciklanabilir (Contreras-Martel et al. 2009).

PBP'ler boyutlarina gore diisiik molekiiler agirlikli PBP'ler ve yiiksek molekiiler agirliklt
PBP'ler olarak iki ana grupta siniflandirilmaktadir (Goffin and Ghuysen, 1998). Diisiik
molekiiler agirlikli PBP'ler (LMW PBP), capraz baglanma seviyesini sinirlamak i¢in esas
olarak DD-karboksipeptidazlar olarak islev goren tek alanli proteinlerdir ve bu diisiik molekiiler
agirliklt PBP'ler genellikle dikkate alinmazlar (Ghosh et al. 2008). Yiiksek molekiiler agirlikli
PBP'lerde (HMW PBP), yalnizca bir tanesi peptidoglikan peptitleri iizerinde etkili olan birkag
alan1 tagimaktadir. A Sinift HMW PBP'ler temel transglikozilasyon aktivitesine sahipken, B
sinift HMW PBP'lerin ekstra alani bilinmeyen bir isleve sahiptir (Memmi et al. 2008). S.
aureus'un dort PBP'si (PBP1-PBP4) vardir ve bunlardan yalnizca PBP4 diisiik molekiiler



agirlikli bir PBP'dir. Bunlar toplumdan edinilmis MRSA'min ilag¢ direncinde rol oynamis ve
kristal yapis1 boylece belirlenmistir. PbpC geni tarafindan kodlanan PBP3, bir C-terminal
penisilin baglama alanina sahiptir ve N-terminal alan1 diger tiirlerle karsilastirildiginda iyi
korunur, boylece S. aureus PBP3, Bacillus'un birkag tiiriinde neredeyse degisime ugramadan

bulunmaktadir (Pinho et al. 2000).

Bilgisayar Destekli ila¢c Tasarimi (CADD)

Hastaliklarin zorlu siiregleri diisiiniildiigiinde ila¢ tasarimi ve kesfi, maliyetli, karmasik
ve zahmetli bir siirectir. Bu tasarim ve kesif, hedef tespiti ve terapotik olarak giivenli ve etkili
olabilecek ilaglarin gelistirilmesini i¢cermektedir (Grechishnikova, 2021; Emmerich et al.
2021). Bu siiregte, hedef belirlemek, hedefi dogru tespit edebilmek ve biyomedikal belirtegleri
etkin bir sekilde analiz etmek icin cesitli hesaplamali ve istatistiksel yontemlerin
uygulanabilecegi bilgisayar destekli ila¢ tasarimindan yararlanilabilir (Gupta et al. 2021). ilag
gelistirmenin tamamlanmasi i¢in gerekli gilivenlik, yeterli etkinligi kazanmak ve toksisiteyi
onlemek i¢in CADD birlesik biyokimyasal alan1 daha fazla kullanabilir. /n siliko tekniklerin
endiistri, akademi ve devlette benimsenmesiyle birlikte, ila¢ tasarimi ve kesfinde Snemli
ilerlemeler gerceklestirilmistir (Schaduangrat ef al. 2020). Son dénemlerde kimyasal, biyolojik
ve farmasotik tipta biiyiik verilerin biiyiimesiyle CADD alaninda ¢esitli makine 6grenme
algoritmalar1 optimize edilmis ve uygulanmaya baglanmistir. Bu baslangig, ilag tasarimi ve
kesif siirecinin verimliliginde 6nemli bir gelisme olmustur. Ilag tasariminda, gelistirilmesinde
ve kesfindeki basarili uygulamalar, ancak etkili hesaplama yontemleri ve araclari, 6nceden
islem gormiis dogru -giivenilir verilerle saglandiginda gerceklestirilmektedir (Lee ef al.2022).
Geleneksel ilag kesfinin mevcut yaklasimlari, yapisal biyoloji, protein biyokimyasi/biyofizigi,
hesaplamali ve tibbi kimya, sentetik kimya ve eczacilik gibi farkli disiplinleri kullanmaktadir.
(i) Hedef tanimlama asamasi: islevleri, belirli bir hastalik/bozukluk ile iligkili biyolojisi i¢in
daha fazla incelenen ve iliskilendirilen ilag hedeflerinin tanimlanmasini icermektedir. (i) Hedef
dogrulama asamasi: belirlenmis ila¢ hedefinin hastalikla iligkisinin ve korelasyonunun,
biyolojik fonksiyonlar1 diizenleme kapasitesinin degerlendirilmesini igeren biyolojik tahlillerle
dogrulandig1 asamadir. (iii) Onciil belirleme: diger basamaklarda tanimlanan bir ila¢ hedefine
kars1 daha yiiksek ve 6nemli derecede 6zgiilliik, duyarlilik ve potansiyele sahip sentetik bir
kimyasal parcanin tanimlanmasini veya kesfedilmesini saglamaktadir. Bu asamada belirlenen
onciil, ilaca benzer bir aday veya ilaca benzer bir varligin 6ncii pargasi olabilmektedir. (iv)
Onciil hedef taranmasi: bu asama belirlenen 6ncii hedef tahmininin tekrar eden déngiileri ile
onciil hedefin gelistirilmesini igerdiginden dnemli bir asamadir. Giivenli, spesifik ve verimli bir

ilac gelistirmek i¢in potansiyel adaylar1 siralamak ve filtrelemek i¢in in vitro ve in vivo deneyler
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gergeklestirilir. Daha fazla yapi-aktivite iliski (SAR) stratejileri onciil hedef bilesik analoglarini
tahmin edilebilen farmakodinamik ve farmakokinetik 6zellikleri bulmak i¢in gelistirilmistir. (v)
Klinik 6ncesi asama: Bu asama, bir ilacin laboratuvar dlgeginde sentezini ve formiilasyonunu
icerir ve bunu ilacin toksisitesi ve giicli i¢in in vivo ¢alismalar izlemektedir. (vi) Klinik
arastirmalar: Ilacin giivenliligini inceleyen, olasi yan etkileri degerlendiren, dozajin-
etkinliginin 6nceden belirlenmesini ve aday ilacin genel farmakolojik profilini inceleyen {i¢
klinik faz agamasini iceren ila¢ kesif ve gelistirme dongiisiiniin son asamasi olmaktadir

(Kalyaanamoorthy and Chen, 2011).

Yapiya dayali modelleme yaklasimi, deneysel olarak elde edilmis 3B yapinin sayesinde
elde edilen protein-ligand etkilesimleri hakkindaki bilgileri sunmaktadir. Yapi1 tabanl
yontemler, protein-ligand kristal yapilarinin sayisinin her gecen giin artmasiyla son yillarda
bliyiik ilgi gormektedir. Geleneksel yap1 tabanli ¢alismalar, bulussal yontemler kullanilarak
veya kuvvet alani enerji hesaplamalar1 sayesinde dogrudan protein-ligand komplekslerinden
tiiretilmektedir. Burada kullanilan 3B hedef proteine baglanan yapi i¢in reseptor bolgesi, tim
yapt kitaplig1 izerinde ligand baglanmasini saglayan rezidiilerin tamami olarak tanimlanir. Bu
hedefe baglanan c¢oklu inhibitérlerin karsilagtirilmasini saglayan etkilesim profillerini
kullanmaktadir. Bu nedenle, protein-ligand kompleksi boyunca etkilesimlerin korunma

derecesi Onem arz etmektedir.

Liganda dayali farmakofor modelleme yaklasimi ise benzerlik alt yapi analizi
farmakofor taramasi, ii¢ boyutlu sekil eslestirme ve nicel yapi-aktivite iligkileri (QSAR) gibi
farkli teknikleri igerir. Bu bilinen aktif ligandlar, devasa veri kiimelerini olusturan topolojik
indeksler, kuantum mekanik tanimlayicilar gibi sayisiz tanimlayici veya 6zellik ile karakterize

edilebilir (Mostafa et al. 2022).
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Sekil 2. CADD'da kullanilan yaklagimlar

Bu tez caligmasinda da proteinin 3 boyutlu kristalografik yapisindan faydalanilarak
hesaplamali inhibitor taramasi gergeklestirildi. Bu tarama ile “Drugbank’taki yaklasik 10767
ila¢ molekiiliiniin S. aureus PBP3 ile kovalent bag yapabilme potansiyelleri hesaplamali olarak
belirlendi. En iyi etkilesime sahip ila¢ molekiilleri arasindan arastirma asamasinda olan
Terbogrel hedef bilesik olarak segildi. Ardindan Terbogrel ve hedef bilesigin molekiiler

dinamik simulasyonlar1 yapildi. Bu tez ¢aligmasinin genel basamaklar1 Sekil 3’de verildi.
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Sekil 3. Calismanin basamaklari
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KURAMSAL TEMELLER

Kovalent inhibitorler, enzimlere baglanan ve onlar1 gegici veya kalic1 olarak etkisiz hale
getiren kiiclik molekiillerdir. Kovalent inhibisyon iki asamadan meydana gelen bir islemdir
(Suto et al. 2021). Ik asamada, bir inhibitér hedef enzim ile tersine gevrilebilir bir sekilde
birlesir ve inhibitoriin ana kimyasal savascisin1 enzimdeki hedeflenen bir reaktif rezidiiniin
yakinina getirir. Ardindan ikinci adimda, bir kovalent bag olusturmak i¢in inhibitér ve enzimin
iki reaktif varlig1 arasinda tepkimeler meydana gelir. Tersinir inhibitorler ikinci adimi
icermezler ve bu nedenle de kovalent inhibitérlerden farkhidirlar. Kovalent olarak bagl
inhibitorler, bir siire sonra hedef enzimden salinmak i¢in farkli kimyasal doniisiimler
gecirebilir, hedefe kalic1 olarak baglanarak enzimin inaktif durumda kalmasina da neden
olabilir (Singh et al. 2011). Bayer'in bir agr1 kesici ve iltihap onleyici ilag olarak asetilsalisilik
asit (Aspirin) (1) tUrettigi 19. ylizyildan beri, hiicrelerde islevsel olarak kritik enzimleri
hedefleyen kovalent inhibitorler olarak kiiglik molekiillerin kullanimi uygulanmaktadir. 20.
yizyilin bagindan beri piyasada olmasina ragmen, Aspirinin etki mekanizmasi olan
prostaglandin biyosentezinde aragsal bir rolii olan siklooksijenaz 1'i (COX-1) geri doniisiimsiiz
olarak inhibe ettigi 1970'lere kadar ortaya ¢ikmamisti (Roth ef al. 1975). Burada aspirin COX-
1 ile etkilesime girdikten sonra, aktif bolge serin rezidiisiinii asetiller ve boylece COX-1'1 etkisiz

hale getirir.

)
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Sekil 4. Aspirin

Aspirinin kesfinden sonra asetaminofen (2) de 19. yiizyilda kesfedilerek hizli bir sekilde
agr1 kesici olarak tibbi uygulamaya girdi. Etki mekanizmasi net olarak bilinmese de,
asetaminofenin elektron acgisindan zengin Ozellikleri kinon benzeri yapilara yol acan
oksidasyona egilimlidir. Benzeri olmayan bu molekiiller, protein-enzim inhibisyonu ile
sonuglanabilecek niikleofilik protein/enzim rezidiilerinin saldirisina karsi savunmasizdir. Bu

nedenle, asetaminofen kovalent bir inhibitor olarak da diisiintilebilir (Baillie, 2015).

14



LT

N
H
Sekil 5. Asetaminofen

Bir bagka oncili kovalent ilag olan Penisilin (3), tesadiifen bir antibiyotik olarak
tanimlanmis ve ila¢ kesfi tarihinin en O6nemli bulgulardan biri olarak kabul edilmistir.
Giliniimilize kadar, insanlarin tedavisinde kullanilan bir dizi penisilin analogu onaylanmustir.
Penisilin ile birlikte, hepsi kimyasal savas baslig1 olarak bir B-laktam igerir ve benzer bir etki
mekanizmasini paylagirlar. B-laktam, bakteri hiicre duvari biyosentezinde yer alan d-Ala-d-Ala
transpeptidazinda aktif bolge serin rezidiisii ile reaksiyona girer. Bunun inaktivasyonu ile
bakteri hiicre duvar1 biyosentezinin bozulmasi gerceklesir ve bu durum da bakteri hiicre lizisine

yol acar (Yocum ef al. 1980).

Sekil 6. Penisilin ve Avibaktam

Avibaktam (4) (Ehmann et al. 2012), Tienamisin (5) (Kahan ez al. 1979) ve Sefalosporin
(Yotsuji et al. 1988) gibi diger kovalent antibiyotikler, baz1 B-laktamaz inhibitdrleri igerir. Insan
sagligin etkileyen kosullar tedavi etmek i¢in kovalent inhibitdrler uzun siiredir kullanilmasina
ragmen, kovalent inhibisyon fikri 1990'lara kadar 6n planda degildi, ¢iinkii bunun nedeni birgok
kovalent ilag metabolitinin olumsuz etkilerinin belirlenmesiydi (Davis et al. 1974). Ornegin,
Asetaminofenin hiicresel metabolitlerinin hepatotoksik oldugu tespit edildi. Asetaminofenin
metabolizmasinda Sitokrom P450 tarafindan, kovalent modifikasyonlar i¢in proteinlerde
bulunan glutatyon (GSH) veya sistein rezidiilerinin siilthidril grubu ile reaksiyona giren ytiksek
reaktif kinon ara {irlinlerine (NAPQI ve benzokinon) oksitlenir. Spesifik olmayan kovalent ilag-
protein etkilesimleri hastalarda istenmeyen immiinojenik tepkilere neden olabilir. Bu gibi
dezavantajlara ragmen, terapotik ajanlar olarak kovalent ilaglarin gelistirilmesine olan ilgi
birkag faktor sayesinde canlanmistir. Bunlardan birincisi, Aspirin ve Penisilin gibi piyasada
bulunan basarili kovalent ilaglardir. Ikinci olarak da, her kovalent ila¢ metabolik aktivasyona
ugradiktan sonra toksik hale gelmez. Ayrica, bircok dogal {iriin kovalent inhibitordiir ve tersinir
inhibitorlere gore hastalarda giiclii hedef afinitesi, uzun siireli aktivite gibi avantajlar sergilerler.

Bu nedenle, bu inhibitorlerin farmakodinamik o6zellikleri plazmadaki Olciilebilir inhibitor
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konsantrasyonlarindan daha uzun siire dayanabileceginden, istenmeyen farmakokinetik
ozellikler tolere edilebilir diizeydedir. Bu gozlemler ile birlikte, bir kovalent inhibitdriin ana
savascisinin reaktivitesi kontrol edilebilirse, terapotik olarak kullanimina iliskin 6nemli
endiselerin en aza indirilebilecegi sonucuna varilmistir. Boylece, son on yilda kovalent

inhibitorlerin gelisimi artmistir (Ghosh et al. 2019).

Sekil 7. Tienamisin

Son yillarda gelistirilen 6nemli bir baska husus, B-laktam antibiyotiklere direncte
PBP'lerin ve B-laktamazlarin roliinii anlamak i¢in aktinobakterilerde hiicre duvari yeniden
sekillenmesi kavramidir. Ticari olarak temin edilebilen PBP inhibitorleri neredeyse sadece dort
tiyesi P-laktam halkasim1 igermektedir. Penisilinler, Sefalosporinler, Monobaktamlar ve
Karbapenemler dogal temsilcilerinden gelistirilmekte ve Penisilin tiirevleri disinda en zararl
bakterilere karsi aktif yeni bilesikler bulmak i¢in aragtirmalar siirdiiriilmektedir. B-laktam
antibiyotikler, PBP'yi cezbetmek i¢in dogal substratin D-Ala-D-Ala pargasina olan yapisal

benzerliklerinden yararlanmaktadir (Tipper and Strominger, 1965).

Yeni nesil Sefalosporinlerin gelistirilmesindeki ¢abalar, metisiline direncli S. aureus’a
kars1 aktif iki bilesik olan Seftarolin ve Seftobiprolin pazarlanmasiyla doruga ulasmaktadir.
Seftarolin, P. aeruginosa ve genis spektrumlu B-laktamaz {ireten Enterobacteriaceae gibi
onemli istisnalar disinda, Gram pozitif patojenlere ve birka¢ Gram negatif patojene kars1 genis
spektrumlu bir aktiviteye sahiptir (Mpenge and MacGowan, 2015; Ghamrawi et al. 2015).
Seftobiprol’iin, Gram-negatif ve diger Gram-pozitif bakterilere, Ozellikle de Seftriakson
direngli streptokoklara karsi genis spektrumlu aktivitelerle MRSA'ya karsi aktif oldugu
bilinmektedir (Davies et al. 2012). Her iki bilesigin de PBP2a'ya ve E. faecium PBPS5'e
baglandigi, ancak PBP5’in PBP2a'ya kiyasla az afiniteye sahip oldugu gosterilmektedir (Henry
et al. 2013). Her iki bilesigin baglanmasi, aktif bolge rezidiilerinin yapisal olarak yeniden
diizenlenmesini, esas olarak B3 zincirinde bir kaymay1 ve rezidii omurgasimnin ve yan zincir
atomlarinin biikiilmesini icermektedir. PBP2a'min aktif bolgesinde Seftarolin baglanmasi
penisilin baglanma domaini disinda bulunan bir allosterik bolgeyi kapsamakta ancak bdyle bir
allosterik bolgenin varligi, ne PBP2a'da ne de PBP5fm'de diger B-laktamlarin baglanmasi

tizerine rapor edilmemistir (Fishovitz et al. 2014).
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Sekil 8. Seftarolin, Seftobiprolin

Han ve arkadaglari, P. aeruginosa PBP3'lin yapisini ¢esitli bilesiklerle ¢ozmektedirler.
Seftazidimin B3-PBP'ler i¢in afinitesinin, aminotiyazol halkasinin birka¢ aromatik rezidiiden
olusan bir oyuga oturmasindan kaynaklandigin1 géstermektedir. Aminotiyazol afinite oyugunu
kaplayan rezidiiler B3-PBP'lerde korunmakta ve bu nedenle aminotiyazol halkali bir yan zincir
tagtyan bilesiklerin Gram negatif bakterilere karsi aktif olma sansi yiliksek olmaktadir.
Seftazidim yan zinciri bir karboksipropiloksiimino parcasina sahip olmakta, ancak 2-amino-4-
tiazolil metoksiimino yan zincirinin bir¢ok ticlincli kusak sefalosporin igin ortak oldugu
bilinmektedir. C smifi PB-laktamazlarin zararli etkisine direnmekte ve yeni p-laktamaz
inhibitorlerinin gelistirilmesi i¢in kullanilabilmektedir. Ne yazik ki, bir 2-amino-4-tiazolil
metoksiimino yan zincir tasiyan bilesik ile kompleks halindeki bir B3-PBP'nin yapisi
coziilememekte ve metoksiimino kismimin aminotiyazol halka baglama oyuguna yerlesip

yerlesmeyecegi bilinmemektedir (Trehan et al. 2002).

Karbapenemlerin en son kullanilan -laktam antibiyotikler oldugu bilinmektedir. Genis
spektrumlu aktiviteleri ve antimikrobiyal ajanlar olarak yiiksek giicleri, B2-penisilin baglayici
proteinlerin yant sira B3- penisilin baglayict proteinleri baglama yeteneklerinden
kaynaklanmaktadir (Davies et al. 2008). LD-transpeptidazlar1 da inhibe etme yetenekleri
dikkate deger goriilmektedir (Mainardi ef al. 2007; Triboulet et al. 2013; Lecoq et al. 2013).
LD-transpeptidazlar, DD-transpeptidazlar tarafindan olusturulan klasik 4,3 ¢apraz bag yerine
bir 3,3 peptidoglikan capraz bag olusumunu katalize etmektedir (Schanda ef al. 2014). 3,3
capraz bag M. tuberculosis'in peptidoglikaninda baskin olmadig1 goriilmekte ve klavulanik asit
ile kombinasyon halinde olan karbapenemlerin ilaca direncli M. tuberculosis'e kars1 bakterisit

oldugu bilinmektedir (Lavollay ef al. 2008).

Beta-laktamaz iiretiminin aracilik ettigi direncin yayilmast ve yeni direng
mekanizmalarinin ortaya c¢ikmasiyla, bakteriler gelistiricilerin yaraticilifina karsi savasi
kazanmaktadir. Direncin tiim karbapenemleri etkilediginin goériilmesi yeni etkili karbapenem
arayisini azaltmis ve in silico analiz sonucu olarak belirlenen deneysel kanit bekleyen yeni tiirev

Onerileri artmistir (Chowdhury et al. 2015).
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Karbapenemlere direng, esas olarak [-laktamaz iiretimi ile saglanmaktadir.
Karbapenemazlarin ilk 6nce metallo B-laktamazlar olarak bulundugu, ancak simdi tiim (-
laktamaz smiflarinin karbapenemazlar igerdigi bilinmektedir. Son ¢aligmalara kadar, PBP2
mutasyonlarindan kaynaklanan bir karbapenem-direng mekanizmasi sadece deneysel olarak
mutS ve tolC eksikligi olan bir E. coli susunda goriilmekteydi (Yamachika ef al. 2013). Yakin
tarihli bir makale, E. coli'nin klinik izolatlarin1 Imipeneme duyarli olmayan hale getirmek igin
yeni bir mekanizma olarak PBP2'deki bir mutasyonu bildirmektedir (Aissa et al. 2015).
PBP2'de ikinci motif alaninin bir serin ile siibstitie edilmesi, muhtemelen Imipenem
hidroksietil grubu ile B2-PBP'lerin 2. motifinde bulunan aspartik asit arasindaki etkilesimi

bozarak, Imipenem'in PBP2'ye afinitesini azaltmaktadir.

Bircok monobaktam gelistirilmis olmasina ragmen, FDA onayli tek monobaktam,
Aztreonam antibiyotigidir. Gram-negatif bakterilere etki ederken Gram-pozitifleri
etkilememektedir. P. aeruginosa PBP3 yapisindaki, Seftazidim yan zincirinin aminotiyazol
halkasini sikica barindiran enzim oyugunun, gram-negatif B3-penisilin baglayici protein kristal

yapisi-aztreonamin aminotiyazol halkasini ayn1 sekilde kabul ettigini gosterir.
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Sekil 9. Aztreonam

Son yapilan yeni monosiklik B-laktam tasarim ¢alismalari, direnci 6nlemek i¢in demir
alim sistemlerinden yararlanan bir siderofor grubunun dahil edilmesini igermektedir.
Monosiilfaktam BAL30072 ’nin, 2-amino-4-tiazolil metoksiimino yan zincirinin metoksiimino
parcasina bagli bir siderofor grubuna sahip bir monobaktam oldugu bilinmektedir (Page et al.

2010).

P. aeruginosa, A. baumannii ve KPC'ye sahip Klebsiella pneumoniae'ye karsi aktif
oldugu ve meropenem veya kolistin ile kombine edildiginde artan aktiviteye sahip oldugu
bilinmektedir (Landman et al. 2014; Higgins et al. 2012; Russo et al. 2011). BAL30072,
PBP3'lin yan1 sira PBP1a ve PBP1b i¢in de yiiksek bir afiniteye sahip olmaktadir (Page et al.
2010). Aminotiyazol grubunun, PBP3 icin yiiksek bir afinite ile sonuclanan PBP3 aktif
bolgesine uymasi beklenmektedir. Ayni dogrultuda, yeni monokarbamlar N-1 konumunda bir
karbonilaminosiilfonil aktive edici gruba sahip monosiklik B-laktamlar olarak goriilmekte ve

Pfizer ve arkadaslar tarafindan gelistirilmektedir.
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Sekil 10. BAL30072

MC-1’in, P. aeruginosa klinik izolatlarina kars1 oldukga aktif bir siderofor-konjuge
monokarbam oldugu ve PBP3 ile eklentinin kristal yapisi, hedef optimizasyonu i¢in yapisal bir
temel saglamaktadir (Han et al. 2010). Tyi farmakokinetik 6zelliklere sahip giiclii P. aeruginosa
PBP3 inhibitorleri saglayan triazolon bazli siderofor-konjuge monokarbam igin yap1 aktivite
iliskileri  arastirilmaktadir  (Murphy-Benenato et al. 2015). Sideroforla konjuge
monokarbamlarin degerli 6zelliklerine ragmen, siderofor aracilt demir alim sistemlerinin ¢esitli
bilesenlerine bagli genlerdeki mutasyonlar yoluyla direng hizla ortaya ¢ikabilmektedir (Kim et

al. 2015).
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Sekil 11. MC-1

PBP'lerin B-laktam olmayan inhibitorleri B-laktamazlarin etkisinden kagmakta, ancak
higbiri heniiz klinik deneyleri baslatmak i¢in gerekli asamalardan ge¢memistir. Penisilin
baglayici proteinlerin en umut verici B-laktam olmayan inhibitorleri kesinlikle Laktivisin

analoglaridir.
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Sekil 12. Laktivisin
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Laktivisin tlirevleri 30 yi1ldan fazla bir siiredir bilinmekte ve genis bir bakteri yelpazesine karsi
antimikrobiyal aktivite sergilemektedir (Tamura et al. 1990; Brown et al. 2010). Laktivisin
analoglari, aktif bolge serin ve S. pneumoniae PBP1b (Macheboeuf et al. 2007) ve P.
aeruginosa PBP3- PBPla (Starr et al. 2014) ile rezidiilerinin kristal yapilar ile stabil bir
kovalent kompleks olusturmakta, aktif serinin agilasyonu iizerine hem monosiklik sikloserin
hem de y-lakton halkalarinin agilmasini ortaya g¢ikarmaktadir. Son gelismeler, siderofor
reseptorii alim stratejisinden yararlanmak igin bir siderofor parcasinin dahil edilmesini
icermektedir (Starr et al. 2014). Yan zincir oksiimino grubuna bagli bir hidroksipiridon
parcasinin dahil edilmesi, P. aeruginosa ve A. baumannii suslarinda MIC'leri iyilestirmektedir.
PBP-Lactivicin yapilarinda gozlemlendigi gibi her iki halkanin agilmasimna ek olarak, P.
aeruginosa PBP3’lin kristal yapisi, aminotiyazoliin Seftazidim ve Aztreonam’deki gibi
konumlanirken, etilen karboksilat parcasinin acilmasindan kaynaklanan etilen karboksilat
parcasi lakton halkas1 ve dihidroksipiridonun sideromimik kismi, enzim ile gii¢lii etkilesimler
olusturamamakta ve sasirtici bir sekilde, daha etkili bir sideromimik a-lakton pozisyonuna
baglamak, daha diisiik MIC'lerle sonug¢lanmaktadir. Ayrica penisilin baglayici protein'lerin
aktif serini ile diger reaktif merkezlerin reaksiyona girdigi gosterilmektedir. Uygun bir
peptidoglikan mimetik yan zinciri tasiyan bir boronik asit ve bir trifloroketon, Actinomadura
R39 DD-peptidaz ile kovalent kompleksler olusturabilmektedir (Dzhekieva ef al. 2013). Diger
boronik asitler de tasarlanmis ve pneumoniae PBP1b'ye baglandig1 gosterilmistir (Contreras-
Martel et al. 2011). Carpici bir sekilde, peptidoglikan mimetik boronik asit, HMW-PBP'lere
baglanamamakta, bu da HMW-PBP'lerin dogal substratlar1 i¢in zayif afinitesini ortaya
koymaktadir. Boronik asit gibi bir Seftazidimin CTX-M-9 16 smif A B-laktamazlara siki bir
sekilde baglandig1 gosterilmistir (Delmas et al. 2008).

Kovalent olmayan inhibitorler, ileriye doniik bir seviyede kalmaktadir. Genellikle in
silico taramaya dayanan son arastirmalar, oncelikle MRSA PBP2a'y1 hedefleyen ilging
bilesikleri ortaya ¢ikarmaktadir. Ornegin, oksadiazoller, ZINC veri tabanindan (Irwin et al.
2012) bilesiklerin in silico taramasiyla kesfedilmekte ve Gram-pozitif bakteri suslarina (Spink
et al. 2015) kars1 ¢ekici 6zellikler gostermektedir. Makrosikle gomiilii B-laktamlar ayrica S.
aureus PBP2a ve E. faecium PBPS5 ile orta diizeyde PBP inhibisyon 6zellikleri gostermektedir
(Dive et al. 2013).

PBP2a, aktif bolge acilmasini tetiklemek icin bir allosterik bdlge kullaniyor gibi
gorinmektedir (Otero et al. 2013; Fishovits et al. 2014). Bu goézlem, molekiiler doking
teknikleri (Rani et al. 2016; Lavanya et al. 2016) yardimiyla allosterik bolgeye baglanan yeni
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bilesiklerin arastirilmasini tesvik etmektedir. Bu bilesiklerin etki mekanizmasi ve klinik olarak

faydal1 bakterisidal ilaglara yol agma potansiyelleri daha fazla analiz gerektirmektedir.

Yakin zamanda, N. gonorrhoeae penisilin baglayici protein 2’ye karsi elli bin bilesigin
taranmasina ve penisiline direngli gonokok suslari iizerinde aktif olan, B-laktam olmayan 7
bilesigin tanimlanmasina izin veren in silico yontemlere ek yliksek verimli bir tarama testi
gelistirilmistir (Fedarovich et al. 2012). Test, bir floresan B-laktam olan Bocillin-FL'nin
¢oOziiniirlestirilmis PBP'ler ile etkilesimine dayanmakta ve bu, zamana bagl bir sekilde floresan
anizotropisinde bir artisa neden olmaktadir. Test, TP inhibitorlerinin nispeten yiiksek verimli

taramasinin gelistirilmesine izin veren mikrotitre plakalarinda stirekli olarak izlenebilmektedir.

Son olarak, antibiyotiklere direnci agmak icin PB-laktamlarin diger B-laktamlar, -
laktamaz inhibitorleri veya diger metabolik yolu hedefleyen ilaclarla kombinasyon halinde
sinerjik kullanimi1 yeniden canlandirilmaktadir. Bu kombinasyonlar sadece direngli patojenlerle
miicadelede degil, ayn1 zamanda in vitro, 6zellikle klinik durumlarda goriiniiste duyarli olan

bakterilerde de faydali olabilmektedir (English, 2014).

Yeni B-laktamaz inhibitorleri ve yeni PBP inhibitorleri bir araya getirilerek, esas olarak
karbapenemaz lireten Gram-negatif patojenlere kars1 hedeflenen orijinal kombinasyonlar elde
edilmektedir. Su anda birka¢g kombinasyon klinik asamada oldugu ve bunlardan ikisinin
(Seftolozan/Tazobaktam ve Seftazidim/Avibaktam) yakin zamanda FDA tarafindan
onaylandig1 bilinmektedir. Ayrica Gram-negatif bakteriler i¢in ikili B-laktam tedavisi, en az
Gram-negatif enfeksiyon tedavisi i¢in Onerilen (bir p-laktam +bir aminoglikozid)
kombinasyonlar1 kadar etkili oldugu belirlenmistir (Rahme et al. 2014). Ikili B-laktam tedavisi,
Gram-negatif bakterilerle sinirli olmamakta, ayn1 zamanda MRSA'da direngle miicadeleye de

katkida bulunabilmektedir (Gonzales et al. 2015).

Yeni kiiciik molekiillerin son zamanlarda ¢esitli patojenlere kars1 B-laktam aktivitesini
giiclendirdigi belirlenmistir; 6rnegin hipotetik hiicre duvari sentezi hedefleme islevine sahip -
siklodekstrin tlirevi olan Fosfomisin protein sentezi inhibitorleri ve MRSA'ya kars1 Sefepim
arasinda pozitif etkilesimler bulunmaktadir (Guignard et al. 2013; Deng, 2013; Del Rio et al.
2016; Nair et al. 2015).
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Ilag gelistirme ¢ok zaman alic1 ve yogun sermaye gerektiren bir siiregtir. 2014 yilinda
yapilan bir arastirma, regeteli bir ilacin gelistirilmesinin maliyetinin ortalama 2,87 milyar dolar
oldugunu gosterirken biiyiik olasilikla o zamandan giinlimiize maliyetler giderek artmistir.
Potansiyel bir ilacin elde edilmesi, ila¢ gelisim asamalar1 ve klinik deneme fazlarindan
olusmaktadir. Bu siire¢ ise yillar almakta ve ¢cogu zaman piyasaya ulasmadan once bilesikler
basarisiz olmaktadir. Ilag gelistirme siirecinin tamamma bakildiginda binlerce hatta
milyonlarca aday bilesik arasindan potansiyel oOnciil bilesigin belirlenmesinin problemli
evrelerinden biri oldugu gozlenmektedir. Bu evrede genellikle “Yiiksek Verimli Tarama”
sistemi kullanilmaktadir. Bu sistem oOzellikle ila¢ kesiflerinde kullanilan robotik, veri
isleme/kontrol yazilimi, sivi tasima cihazlari ve hassas dedektorleri kullanarak, bir
aragtirmacinin milyonlarca kimyasal, genetik veya farmakolojik testlerini hizli bir sekilde
yapmasini saglar. Bu sistemin tespit ettigi onciil ilag sayisina bakildiginda yapilan taramanin
cok agir maliyete ve zaman kaybina neden oldugu tespit edilmistir. Bu yiizden giinlimiizde
birgok arastirmaci in vitro “Yiiksek Verimli Tarama” y1 sanal Tarama ile desteklemeyi

segmektedir.

Sanal tarama, ila¢ kesfedilmesi siirecinde istenilen spesifik ozelliklere sahip yeni
hedeflerin tespiti i¢in ¢ok sayida molekiil igeren kiitiiphanelerin bilgisayar ortaminda tarandigi
giiclii bir hesaplama yaklasimi olarak ortaya ¢ikmaktadir. Diger hesaplama yaklasimlarina
benzer sekilde, bu sanal tarama ¢aligmalarinin amaci in vitro veya in vivo deneylerinin yerine
gecmek degil; kesif siirecini hizlandirmak, deneysel olarak test edilecek aday sayisini azaltmak
veya secimlerini rasyonellestirmektir. Yapi temelli ilag tasarimi giiniimiizde tedavi edici
ajanlarin etkin gelisimi ve metabolik siireclerin anlagilmasi i¢in 6nem arz etmektedir. Bu ilag
tasarimi, bir hastaligin molekiiler temelinin anlagilmasina ve biyolojik hedefin ii¢ boyutlu (3D)
yap1 bilgisinin kullanilmasina olanak sagladigi i¢in geleneksel ilag kesif yolundan daha verimli
oldugu kanitlanmistir. Hesaplamali yontemler ve protein hedeflerinin 3D yapisal bilgileri
kullanilarak, ligand-protein baglanmasinda yer alan temel molekiiler etkilesimler
arastirabilmekte ve bu sayede deneysel sonuclar atomik seviyede ayrintili olarak
yorumlanabilmektedir. Sonu¢ olarak hesaplama uygulamalar, ilag tasarim siirecini
hizlandirmis, binlerce bilesigin aninda taranmasini miimkiin kilmistir ve potansiyel adaylari
istenen biyolojik hedefe karsi se¢me olanagi saglamistir. Yiiksek verimli tarama siklikla hatali
negatiflerle sikint1 olusturdugundan, yap1 temelli ilag tasarimi ilag endiistrisi igin iimit verici bir
arac olarak ortaya ¢ikmaktadir. Dolayisiyla bu tez kapsaminda; 6zellikle baz1 hastaliklar i¢in
yiiksek maliyet gerektiren yeni molekiillerin sentezlenmesi yerine piyasada var olan ilaglarin

bakterilerin sebep oldugu enfeksiyonlarin tedavisinde kullanilmasi amaglanmaktadir.
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MATERYAL ve YONTEM

Materyal

Tez ¢alismasinda Maestro Schrédinger Programinin Protein Hazirlama Sihirbazi, Glide,
Desmond modiilleri ve sanal tarama i¢in Drugbank databazi kullanildi. Atatiirk Universitesi
Fen Fakiiltesi Kimya Boliimii ve Bilgisayar Bilimleri Aragtirma ve Uygulama Merkez’inde

bulunan bilgisayarlar kullanilda.

Yontem
Protein Hazirlama

RCSB Protein Databank’dan PDB ID’leri CEF ligand: ile kompleks 3VSL protein
kristal yap1 indirildi ve Maestro’nun Protein Hazirlama sihirbazi kullanilarak hazirlandi.
Hazirlama siirecinde hidrojenlerin eklenmesi, PROPKA ile pH 7'de hidrojen baglarinin
belirlenmesi, Kuvvet alani OPLS4 kullanilarak yapinin minimize edilmesi ve son olarak
baglanma oyugunda fonksiyonu bulunmayan su molekiillerinin yapidan uzaklastirilmasi
gerceklestirildi. Hazirlanan bu yapidan beraber kristalize edilmis ligandin Ser392 rezidiisii ile
olusturdugu kovalent bag koparildi. Ardindan Ser392 rezidiisiine hidrojen eklenerek tekrar insa
edildi.
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Sekil 14. S. aureus PBP3 proteinin 3B yapisi
Ligand Hazirlama

Drugbank databankindaki tiim molekiiller (~10767) indirildi ve LigPrep modiilii ile
hazirlandi (Schrodinger Release, 2019-4: LigPrep, 2019). Bu modiil 2D yapilarin 3D
koordinatlara doniistiiriilmesi, Epik kullanilarak pH 7.0 + 2,0'da olas1 iyonlasma durumlarinin
olusmasi, tautomer {iretimi, ligand basina en fazla 32 stereoizomer olusumu, 3D
koordinatlardan kiralite tayini, diisiik enerji halkasi iiretimi yaparak ligandlar1 hazirlamaktadir.
OPLS4 kuvvet alani kullanilarak konformasyon ve enerji minimizasyonu gerceklestirildi.
Sonugta Ligprep kullanilarak kiitiiphane hazirlandiginda ilag molekiil sayisinin ~23038 oldugu

belirlendi.

Sanal Tarama

Hazirlanan protein yapisina kovalent doking protokolii kullanilarak ko-ligand olan
Sefotaksim’in tekrar dokingi yapildi. Ardindan ila¢ databankasinda bulunan ilaglar i¢erisinde
“beta laktam katilma”, “boronik asit katilma”, “konjuge katilma alkene (nitril ile
aktiflestirilmis)”, “konjuge katilma alkine (karbonil ile aktiflestirilmis)”, “konjuge katilma

2 (13

alkine (aril ile aktiflestirilmis)”, “epoksit agilmasi”, “Micheal katilmas1” ve “liglii baga
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niikleofilik katilma” yapabilecek reaksiyon bolgeleri belirlendi ve ardindan Glide kovalent
doking isi baslatildi. Boylece ilaglarin S. aureus PBP3 ile etkilesimlerinin incelenebilmesi i¢in
pozlar elde edildi. Tarama sonucu belirlenen ilaglar i¢inde ayn1 Drugbank ID sine sahip birden
fazla sonug¢ elde edildi. Bu olusumun sebebi kiral merkeze sahip molekiillerin
enantiyomerlerinin olusmasindandir. Bu yiizden ayn1 Drugbank ID sine sahip skorlar incelendi
ve proteine ilgisi az olan enantiyomerler ve tani -kozmetik amacli kullanilan ilag ve ilag adaylar1
elendi. Kalan molekiiller i¢in Maestro Canvas Benzerlik ve Kiimeleme programi kullanilarak
kiimeler olusturuldu. Ligandlarin benzerlikleri, Tanimoto benzerlik matrisi izerinde "ortalama"
baglant1 yontemi kullanilarak hiyerarsik kiimeleme ile tamamlandi. Her kiimedeki en yiiksek
skora sahip molekiillerin iki boyutlu etkilesim grafiklerinin analizi yapildi. Aktif bolge
rezidiileri ile etkilesimleri gorsel olarak incelendi. Bu inceleme sonucu MD simiilasyonu
gergeklestirilecek ilag molekiilii belirlendi ve kompleksin stabilitesini belirlemek amaciyla 200
ns’lik simiilasyonu gergeklestirildi (Duan et al. 2010; Schrodinger Release, 2019-1: Desmond).
Sistem olusturucu paneli, TIP3P modeliyle bir orthorhombik simiilasyon kutusu hazirlamak
icin kullanilacak ve protein yiizeyi ile simiilasyon kutusunun arast minimum 10 A mesafe
olacak sekilde ayarlandi. Notralizasyon islemi igin iyonlar eklendi. Sistem, 1 kcal/mol/A
cakisma kriteri ile 2000 tekrarlamayla minimize yapildi. Minimize sistemler, simiilasyondan
Once varsayilan ayarlar ile 310 K ve 1.013 bar da NPT (normal Basing ve sicaklik) kullanilarak
200 ns’lik MD simiilasyonlaria tabi tutuldu. Nose-Hoover termostati ve Martyna-Tobias-
Klein barostat sirasiyla sicaklik ve basinct korumak i¢in kullanildi. Simiilasyon boyunca her 20
piko saniyede bir enerji ve yap1 yoriingeye kaydedildi. U¢ boyutlu yapilar ve yoriingeler

Maestro kullanilarak gorsel olarak incelendi (Hoover, 1985; Bowers et al. 2006).
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ARASTIRMA BULGULARI ve TARTISMA

Staphylococcus aureus yaygin bir Gram pozitif firsat¢1 patojendir ve metisiline direngli
formunun (MRSA) klinik olarak tedavisi 6zellikle daha zordur. PBP3, bazen dimerizasyon
alan1 olarak adlandirilan bir N-terminali penisilin baglamayan domaine ve bir C-terminal
transpeptidaz domainine sahip olan bir B sinifi PBP'dir. PBP proteinleri, proteinlerin
transpeptidaz alanlarimi devre dis1 birakan ve bodylece bakteri hiicre duvarmin PBP ile
indiiklenen ¢apraz baglanmasina miidahale eden [-laktam antibiyotikler tarafindan
hedeflenmektedir (Carlos, 2011). Bu tezde ise Staphylococcus aureus PBP3'line kars1 yeni, -
laktam olmayan inhibitorleri kesfetmek igin, var olan ilaglarin tekrar kullanimi amaciyla

Drugbank databazi kullanarak kovalent dokinge dayali sanal tarama gergeklestirildi.

Penisilin Baglanyici Protein Sanal Tarama Sonuclari

Kiictik molekiillerin geleneksel tasarimindan farkli olarak, kovalent inhibisyon, hedefle
tersinir veya tersinmez olabilen acik bir bag olusturarak calisir. Bagin ne kadar uzun siire de
olustugu, aktif bolgede bulunma yiizdesi ve 6zgiilliikk veya hedef dis1 baglanma gibi kavramlar,
bu molekiillerin tasariminda dikkate alinmasi gereken bircok onemli faktorden birkagidir.
Geleneksel ilag tasarimindan farkli olarak, kovalent inhibisyon, baglanma termodinamigi
yerine reaksiyon kinetigi tarafindan yonetilir. Sanal Tarama modu, kovalent protein-ligand
kompleksleri i¢in pozlar1 tahmin etmenin hizli ve dogru bir yolunu saglarken, Poz Tahmin

modu, kovalent yerlestirme hesaplamalarini gergeklestirmenin daha kapsamli bir yontemidir.

Bir kovalent doking isinin yapisal ¢iktisi, bir Maestro dosyasindaki kovalent olarak
bagli pozlardan olusur. Her pozun kendisiyle iliskili li¢ ana 6zelligi vardir: afinite puani (cdock
afinitesi), pozun Prime enerjisi (Prime Energy) ve ligandin birden fazla bolgesi varsa ligand
tizerindeki reaktif bolgeyi tanimlayan bir indeks (ligand reaksiyon bdlgesi). Pozlari
karsilastirmak yalnizca ayni bolgeye baglanan pozlar i¢in anlamli oldugundan, belirli bir ligand
bolgesi i¢in pozlar1 segcmek ve karsilastirmak icin indeks kullanilabilir. Puanlama 6zellikleri
(i)cdock afinite (tepkime Oncesi ve sonrasi pozlarin Glide Skorlarinin ortalamasi) (ii) score
docking score (tepkime sonrasi pozun Glide Skorlart) (iii). sample docking score (tepkime
oncesi pozlarin GlideSkorlar1) (iv) docking score (Afinitenin en iyi tahmincisi, bilesiklerin
siralanmasinda kullanilmasi onerilir. Poz tahmin modu i¢in “cdock afinitesi” ile ayni; tarama

modu i¢in “sample docking score” aynidir).
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Bu tezde PBP3 protein kristal yapisi kullanilarak Drugbank’da bulunan ilaglar i¢erisinde
“beta laktam katilma”, “boronik asit katilma”, “konjuge katilma alkene (nitril ile
aktiflestirilmis)”, “konjuge katilma alkine (karbonil ile aktiflestirilmis)”, “konjuge katilma
alkine (aril ile aktiflestirilmis)”, “epoksit agilmasi”, “Micheal katilmas1” ve “lglii baga
niikleofilik katilma” yapabilecek reaksiyon bolgeleri belirlendi ve ardindan Glide kovalent
doking baglatildi. Elde edilen sonug¢lardan doking skorlar g6z oniine alinarak siralama yapildi.
Siralamada ayn1 Drugbank ID’sine sahip birden fazla sonug olustugu belirlendi. Bu olusumun
sebebi kiral merkeze sahip molekiillerin enantiyomerlerinin de i¢inde olmasidir. Kiral merkeze
sahip molekiillerin enantiyomerlerinden ilgisi en fazla olanlar se¢ildi ve digerleri elendi. Geri
kalan molekiiller tek tek incelendi tan1 ve kozmetikte kullanilanlar hari¢ tutuldu. Son olarak
geri kalan molekiiller Maestro Canvas Benzerlik ve Kiimeleme programi kullanilarak kiimeler

olusturuldu ve bilesiklerin 8 farkli kiimeden olustugu belirlendi (Sekil 15). Ayrica ilaglarin
Drugbank ID’leri, doking skorlar1 ve hangi kiimede yer aldiklar1 Sekil 15'de verildi.
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Sekil 15. Sanal tarama sonucu belirlenen ilaglarin ID’leri, Docking skorlar1 ve kiime gruplari
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Sekil 15. Sanal tarama sonucu belirlenen ilaglarin ID’leri, Doking skorlar1 ve kiime gruplari

(Devami)
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Tablo 1. S. aureus PBP3 proteinine kars1 belirlenen ilaglar

ID ilag Adr Grup Doking Skor Kiime Hedef veya Tedavi
Numara
1 DB02820  1-azepan-1-yl-2-fenil-2-(4-tiyokso-1,4-dihidro-pirazolo[3.,4- Deneysel -9,700 8 3-hidroksiasil-CoA dehidrojenaz tip-2
d]pirimidin-5-yl)etanon
2 DB14052  Malasidin B Deneysel -9,211 3 Peptidoglikanin NAM/NAG peptid alt birimleri
3 DB04595  (E)-(4s,6s)-8-metil-6-((s)-3-metil-2-{(s)-2-[ (5-metil-izoksazol-3- Deneysel -8,884 3
karbonil)-amino]- propionilamino }-butirilamino)-5-okso-4-((r)-2- -
okso-pirrolidin-3-ilmetil)-non-2-enoik asit benzil ester
4 DB03698  5-merkaptoetanol-2-desenoil-koenzim a Deneysel -8,880 8 2,4-dienoil-CoA rediiktaz [NADPH]
5 DB12204  Terbogrel Arastirma -8,863 3 Pulmoner hipertansiyon tedavisi
6 DBI11385  Sefalonyum Deneysel, -8,836 1 Penisilin baglayici protein
Veteriner
onayl
7 DB13638  Sefbuperazon Deneysel -8,824 1 Penisilin baglayici protein
8 DB04210  3-(alfa-D-galaktopiranosiloksi)-N-(3-{4-[3-({2-[(3-{4-[3-({[3- Deneysel -8,563 Kolera enterotoksin alt birimi B
(heksopiranosiloksi)-5-nitrofenil]karbonil } )
amino)propil]piperazin-1-il}propil)amino]-3,4-dioksosiklobut-1-en-
1-il} amino)propil]piperazin-1-il} propil)-5-nitrobenzamid
9 DB00923  Seforanid Onayli -8,515 1 Penisilin baglayici protein 2
10 DB13054 ACT-451840 Aragtirma -8,458 2 Sitma tedavisi
11 DB00560  Tigesiklin Onayl -8,366 6 168 ribozomal RNA. 30S ribozomal protein S9, S12, S13, S14, S19
12 DB11935  Flomoksef Aragtirma -8,351 1 Idrar yolu enfeksiyon tedavisi
13 DB00303  Ertapenem Onayli, -8,325 1 Penisilin baglayici protein 2, 1A, 1B. Peptidoglikan sentaz Ftsl, D-alanil-D-
Aragtirma alanin karboksipeptidaz DacB, DacC
14 DBO01331  Sefoksitin Onayli -8,316 1 D-alanil-D-alanin karboksipeptidaz DacC, DacA, DacB. D-alanil-D-alanin
endopeptidaz. Penisilin baglayic1 protein 1A, 1B, 3, 1b, 2a, 2B. Peptidoglikan
sentaz Ftsl.
15 DB14879  Sefiderokol Onayli, -8,314 1 Penisilin baglayici protein 3, 1A, 1B, 2. D-alanil-D-alanin karboksipeptidaz
Aragtirma DacB.
16 DB01819  Fosfoenolpiruvat Deneysel -8,292 3 2-dehidro-3-deoksifosfooktonat aldolaz, beta-enolaz, Fosfoenolpiruvat
karboksikinaz (sitozolik [GTP]), Fosfo-2-dehidro-3-deoksiheptonat aldolaz,
(Phe'ye duyarli). Kapsiil biyosentez proteini
17 DB14733  Seftobiprol medokaril Onayli, -8,283 1 Bakteriyel enfeksiyon ve Zatiirre tedavisi
Deneysel,
Aragtirma
18 DB09062  Sefminoks Deneysel -8,250 1 Antibiyotik
19 DB03313  Sefalosporin C Deneysel -8,235 1 Penisilin baglayici protein 1b,-1A, 2B, 2a, 3, D-alanil-D-alanin karboksipeptidaz
20 DB06590  Seftarolin Fosamil Onayli, -8,191 1 Bakteriyel enfeksiyon tedavisi
Arastirma
21 DB02762  RU79072 Deneysel -8,180 3 Proto-onkogen tirozin-protein kinaz Src
22 DB13028  Biapenem Aragtirma -8,138 1 Bakteriyel enfeksiyon tedavisi
23 DB00430  Sefpiramid Onayli -8,087 4 Peptidoglikan sentaz Ftsl, Penisilin baglayici protein 1B, 1A, 2a, D-alanil-D-

alanin karboksipeptidaz DacC




[§3

Tablo 1. S. aureus PBP3 proteinine karsi belirlenen ilaglar (Devami)

ID ila¢ Ad1 Grup Doking Skor  Kiime Hedef veya Tedavi
Numara
24 DB12587  Razupenem Aragtirma -8,036 1 Deri enfeksiyon tedavisi
25 DB12455  Omadasiklin Onayli, -7,989 6 308 ribozomal protein S3-S7, S8, S19, S14. 16S ribozomal RNA
Arastirma
26 DB15204  Fosravukonazol Aragtirma -7,853 3 Chagas hastaligi ve Micetom tedavisi
27 DB01330  Sefotetan Onayli -7,853 1 Penisilin baglayici protein 3
28 DB14553  Borat iyonu Deneysel -7,852 3 _
29 DBI15222  (GS-6620 Aragtirma -7,834 5 Kronik Hepatit C Viriisii (HCV) Enfeksiyonu
30 DB06211  Doripenem Onayli, -7,794 1 Penisilin baglayici protein 1A, 1B, 2, 3,4
Arasgtirma
31 DB03970  (7R)-7-(6,7-Dihidro-5H-siklopenta[d]imidazo[2,1-b][1,3]tiazol-2- Deneysel -7,791 3 Beta-laktamaz SHV-1, beta-laktamaz
il)-2,7-dihidro-1,4-tiazepin -3,6-dikarboksilik asit
32 DB09267  Stronsiyum ranelat Onayli, Geri -7,7156 3 Osteoporoz tedavisi
Cekildi
33 DB15284  Siilopenem Arastirma -7,748 Komplike Idrar Yolu Enfeksiyonu, Karin ici Enfeksiyonlar ve Bakteriyel
Pnémoni Tedavisi
34 DB01329  Sefoperazon Onayli, -7,722 1 Peptidoglikan sentaz Ftsl. Penisilin baglayici protein 1B, 2, 1A. D-alanil-D-
Aragtirma alanin karboksipeptidaz DacC, DacA, DacB.
35 DBI12941  Darolutamid Onayli, -7,679 3 Androjen reseptoril. Progesteron reeptorii
Aragtirma
36 DB06874  (6-[4-(aminometil)-2,6-dimetilfenoksi]-2-{[4- Deneysel -7,674 3 Gag-Pol poliproteini
(aminometil)fenillamino}-5-bromopirimidin-4-il)metanol
37 DBI12301  Doravirin Onayli, -7,673 3 Ters transkriptaz / RNaseH
Arasgtirma
38 DB04328  Shikimate-3-Fosfat Deneysel -7,649 3 3-fosfosikimat 1-karboksiviniltransferaz
39 DB01328  Sefonisit Onayli, -7,635 1 Penisilin baglayici protein 1A, 1B, 2. Peptidoglikan sentaz Ftsl. D-alanil-D-
Aragtirma alanin karboksipeptidaz DacB.
40 DB04342  7-((karboksi(4-hidroksifenil)asetil)amino)-7-metoksi-(3-((1-metil- Deneysel -7,626 1 Beta-laktamaz OXA-10
1h-tetrazol-5-yl)tiyo)metil)-8-okso-5-oksa-1 -azabisiklo[4.2.0]okt-
2-en-2-karboksilik asit
41 DB00229  Sefotiam Onayli, -7,617 1 Penisilin baglayici protein 1A
Arasgtirma
42 DB00157 NADH Onayli, -7,568 8 144 farkli hedef
Nutrasotik
43 DB04647  Boc-gamma-d-glu-l-lys(cbz)-d-boroala Deneysel -7,549 3 D-alanil-D-alanin karboksipeptidaz DacA
44 DB00760  Meropenem Onayli, -7,549 1 D-alanil-D-alanin karboksipeptidaz DacB
Arasgtirma
45 DB04293  7-(2-amino-2-fenil-asetilamino)-3-kloro-8-okso-1-aza- Deneysel -7,510 1 Beta-laktamaz
bisiklo[4.2.0]okt-2-en-2-karboksilik asit
46 DB00493  Sefotaksim (Referans) Onayli -6,667 - Penisilin baglayici protein 1B, 2A, 3, 1A, 2B




Kiimeleme sonucu elde edilen ilaglarin hedef reseptorleri ve tedavileri, kiime 1
(Penisilin baglayict protein 1A, 1B, 2, 3, 1b, 2a, 2B, 4; Peptidoglikan sentaz FtsI; D-alanil-D-
alanin karboksipeptidaz DacA, DacC, DacB; D-alanil-D-alanin endopeptidaz; Peptidoglikan
sentaz Ftsl; Bakteriyel, Deri enfeksiyon ve Zatiirre tedavisi; Beta-laktamaz OXA-10), kiime 2
(Sitma tedavisi), kiime 3 (Peptidoglikanin NAM/NAG peptid alt birimleri; Pulmoner
hipertansiyon tedavisi; 2-dehidro-3-deoksifosfooktonat aldolaz; beta-enolaz; Fosfoenolpiruvat
karboksikinaz (sitozolik [GTP]); Fosfo-2-dehidro-3-deoksiheptonat aldolaz (Phe'ye duyarli);
Kapsiil biyosentez proteini; Proto-onkogen tirozin-protein kinaz Src; Chagas hastaligi ve
Migetom tedavisi; Beta-laktamaz SHV-1, beta-laktamaz; Osteoporoz tedavisi; Androjen
reseptOrii, Progesteron reeptorii, Gag-Pol poliproteini; Ters transkriptaz / RNaseH; 3-
fosfosikimat 1-karboksivini), kiime 4; (Peptidoglikan sentaz FtsI, Penisilin baglayici protein
1B, 1A, 2a, D-alanil-D-alanin karboksipeptidaz DacC), kiime 5 (Kronik Hepatit C Viriisii
(HCV) Enfeksiyonu), kiime 6; (16S ribozomal RNA, 30S ribozomal protein S9, S12, S13, S14,
S19, S3-S7, S8), kiime 7 (Kolera enterotoksin alt birimi B), kiime 8 (3-hidroksiasil-CoA
Dehidrojenaz tip-2, 2,4-dienoil-CoA rediiktaz [NADPH], 144 farkli hedef protein). Glide
doking skor degerleri Kiime 2’de -8,458, kiime 4’de -8,087, kiime 5’de -7,834, kiime 7°de -
8,563 diir. Geri kalan 4 kiimenin Glide doking skor deger araliklar1 1. kiimede -7,510/-8,836,
3. kiimede -7,549/-9,211, 6. kiimede -7,989/-8,366, 8. kiimede -7,568/-9,700 seklindedir. Bu
calismada Tablo 5°de verildigi gibi hedef bilesik olarak belirlenen 45 bilesikten (DB02820,
DB14052, DB04595, DB03698, DB12204, DB11385, DB13638, DB04210, DB00923,
DB13054, DB00560, DB11935, DB00303, DB01331, DB14879, DB01819, DB14733,
DB09062, DB03313, DB06590, DB02762, DB13028, DB00430, DB12587, DB12455,
DB15204, DB01330, DB14553, DB15222, DB06211, DB03970, DB09267, DB15284,
DB01329, DB12941, DB06874, DB12301, DB04328, DB01328, DB04342, DB00229,
DB00157, DB04647, DB00760, DB04293) 18 tanesi deneysel asamada (DB02820, DB14052,
DB04595, DB03698, DBI11385, DB13638, DB04210, DB01819, DB09062, DB03313,
DBO02762, DB14553, DB03970, DB06874, DB04328, DB04342, DB04647, DB04293), 1
tanesi onaylanmis ve sonrasinda geri c¢ekilmis (DB09267), 8 tanesi arastirma (DB12204,
DB13054, DB11935, DB13028, DB12587, DB15204, DB15222, DB15284), 18 tanesi onayli
(DB00923, DB00560, DB00303, DB01331, DB14879, DB14733, DB06590, DB00430,
DB12455, DB01330, DB06211, DB01329, DB12941, DB12301, DB01328, DB00229,
DB00157, DB00760) ve bu 18 taneden 12 tanesi ayn1 zamanda yeni hedefler i¢in arastirma
asamasindaki (ilaglar oldugu belirlendi. Ayrica Glide doking skorlar ve kiimelerdeki iki boyutlu
etkilesimler g6z Oniine alinarak hedef bilesik olarak 8. kiimede bulunan Pulmoner hipertansiyon

tedavisi i¢in arastirma agsamasinda olan DB12204 (Terbogrel) secildi.
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Sekil 16. PBP3-Sefotaksim (referans)’ in 2B gosterimi

Referans olan Sefotaksim ligandin PBP3’lin aktif bolgesi olarak bilinen Ser392 ile
kovalent bag; Ser448, Thr619, Thr603, Thr621, GIn524 ile giiglii hidrojen baglar1 olusturdugu

belirlenmis ve Sekil 16’da 2B olarak verilmistir.
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Sekil 17. DB11385 ilacin 2B gosterimi

DB11385 (1. Kiime) ilacin PBP3’iin aktif bolgesi olarak bilinen Ser392 ile kovalent bag
olusturdugu belirlenmis ve Sekil 17°de 2B olarak verilmistir. Ser429, Ser448 Thr 603 Thr619,
Thr621 GIn656, Ser634 rezidiileri ile hidrojen bagi; Lys618 rezidiisii ile tuz kopriisi

olusturdugu goézlemlenmistir.
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Sekil 18. DB13054 ilacin 2B gosterimi

DB13054 (2. kiime) ilacin PBP3’{in aktif bolgesi olarak bilinen Ser392 ile kovalent bag
olusturdugu belirlenmis ve Sekil 18’de 2B olarak verilmistir. Val606 ile hidrojen bagi

olusturdugu gézlemlenmistir.
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Sekil 19. DB14052 ilacin 2B gosterimi

DB14052 (3. kiime) ilacin PBP3’{in aktif bolgesi olarak bilinen Ser392 ile kovalent bag
olusturdugu belirlenmis ve Sekil 19’de 2B olarak verilmistir. Glu 623 ile tuz kopriisii; Leu425,
Lys427, Serd29, Glu623 rezidiileri ile hidrojen bagi olusturdugu gézlenmistir.
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Sekil 20. DB00430’in 2B gdsterimi

DB00430 (4. kiime) ilacin PBP3’iin aktif bolgesi olarak bilinen Ser392 ile kovalent bag
olusturdugu belirlenmis ve Sekil 20’de 2B olarak verilmistir. Ayrica Lys618 ile tuz kopriisii;
Asn450, Serd48, Thr619, Pro660, Thr603, Lys600 rezidiileri ile hidrojen baglari olusturdugu

gozlemlenmistir.
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Sekil 21. DB15222 ilacin 2B gosterimi

DB15222 (5. kiime) ilacin PBP3’iin aktif bolgesi olarak bilinen Ser392 kovalent bag
olusturdugu belirlenmis ve Sekil 21°de 2B olarak verilmistir. His447, Pro660 ve Glu623 ile

hidrojen baglar1 olusturdugu gézlenmistir.
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Sekil 22. DB00560 ilacin 2B gosterimi

DB00560 (6. kiime) ilacin PBP3’iin aktif bolgesi olarak bilinen Ser392 ile kovalent bag
olusturdugu belirlenmis ve Sekil 22°de 2B olarak verilmistir. Thr603, Thr619, Thr621, Ser448

rezidiileri ile hidrojen bagi olusturdugu gézlemlenmistir.
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Sekil 23. DB04210 ilacin 2B gosterimi

DB04210 (7. kiime) ilacin PBP3’{in aktif bolgesi olarak bilinen Ser392 ile kovalent bag
olusturdugu belirlenmis ve Sekil 23°de 2B olarak verilmistir. Thr603, Ser448, Ser392, Tyr636,

Glu629, Leu663 rezidiileri ile hidrojen bagi olusturdugu gozlemlenmistir.
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Sekil 24. DB02820 ilacin 2B gosterimi

DB02820 (8. kiime) ilacin PBP3’{in aktif bolgesi olarak bilinen Ser392 ile kovalent bag
olusturdugu belirlenmis ve Sekil 24’de 2B olarak verilmistir. Glu623, Ser448, Asn450, Ser429,

Pro657 rezidiileri ile hidrojen bagi olusturdugu gézlemlenmistir.
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Sekil 25. DB12204 ilacin (Terbogrel) 2B gosterimi
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DB12204 (3. kiime) ilacin PBP3’iin aktif bolgesi olarak bilinen Ser392 ile bag

olusturdugu belirlenmis ve Sekil 25°de 2B olarak verilmistir. Lys618 ile tuz kopriisii; Ser392,

Asn450, Thr621, Serd448, Thr619, Thr603 rezidiileri ile hidrojen baglar1 olusturdugu

gozlemlenmistir.
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Sekil 27. PBP3-Terbogrel kompleksinin Ca ve Terbogrel atomlarinin RMSD-zaman grafigi

Protein RMSD, aktif bolgede ligand varliginda proteindeki biiylik 6lgekli hareketleri
anlamak icin hesaplanir. Sekil 27°de verilen PBP3-Terbogrel kompleks Ca RMSD profili, 80
ns’den sonra yaklasik 5,6-7,4 A aralikta kararli durum dinamikleri gosterdigi belirlendi. Bu
gbzlem, proteinin aktif bolgesinde Terbogrel varliginin, simiilasyon ¢alismasi1 boyunca protein
omurgasinin stabilitesini etkilemedigini 6ne siirdii."(Lig) fit on Prot", protein-ligand kompleksi
protein omurgast iizerinde hizalandiginda (t=0 ns'de) ilgili ligandin RMSD'sini gosterirken;
“(Lig) fit on Lig”, t=0 ns'deki konformasyonuna gore ligandin RMSD'sini gdsterir. Ayrica (Lig)
fit on Lig), ligand i¢ dalgalanmalarin1 anlamak i¢in hesaplandi ve 200 ns’lik simiilayon
sirasinda herhangi bir biiyiik sapma olmaksizin kabul edilebilir araliginda (0,43 ile 2,76 A)
degistigi belirlendi. Simiilasyon etkilesim diyagraminda protein omurgasi iizerine hizalanan
Terbogrel ligandin RMSD (Lig) fit on Prot)’sindeki degisim kirmizi olarak sunuldu ve 120
ns’den sonra 4,9 ile 7,9 A aralikta oldugu belirlendi. (Lig) fit on Prot) RMSD, proteine gore
ligandin dalgalanmalarini 6lger. Bu degerler incelendiginde Protein RMSD’sinden genel olarak
kiictik olan ligandin RMSD (Lig) fit on Prot) degerleri, ligandin baslangi¢ konumundan uzaga
dagilmadigimi gosterdi. Hesaplanan ligand RMSD’ler Terbogrel’in baglanma oyugunda aktif

ve ayrica hidrojen bagi etkilesimlerinin muntazam bir sekilde oldugu tespit edildi.
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Sekil 28. PBP3-Terbogrel kompleksinin Ca atomlarinin 200 ns i¢in RMSF grafigi

Kare Kok Ortalama Dalgalanma (RMSF), protein polipeptidi boyunca bdlgesel
degisiklikleri karakterize etmek i¢in kullanildi. Sekil 28°de protein rezidiilerinin dalgalanmalari
gosterildi, ikincil yap1 (Pembe: o sarmal; Mavi: B kirmali) ve ligand ile etkilesen rezidiiler yesil
dikey cizgilerle verildi. Pikler, zincir tizerindeki en hareketli rezidiileri gosterir. Bu komplekste
Asp150 (9,27 A) rezidiisiiniin diger rezidiilere gére en hareketli kisim olduklar1 belirlendi.
Bunlar incelendiginde en fazla dalgalanma olan rezidiilerin bazilarinin ligand ile etkilesim

halinde oldugu belirlendi.
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Sekil 29. PBP3-Terbogrel kompleks atomlarinin 200 ns’de RMSF grafigi

Ligand atom pozisyonlarindaki degisiklikleri karakterize etmek i¢in Ligand Kare Kok
Ortalama Dalgalanmasi (L-RMSF) kullanildi. Ligand RMSF (Sekil 29), grafigin iist panelinde
verilen atomlarinin dalgalanmalarint gosterdi. PBP3 ve Terbogrel'n baglanma olayinda

cogunlukla 7 ve 8 nolu atomlarda dalgalanmalarin oldugu belirlendi. Bu atomlardaki

dalgalanmalarin yaklasik 3,5 A’luk mesafede oldugu gézlemlendi.
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Sekil 30. PBP3-Terbogrel kompleksinin 'Simiilasyon Etkilesimleri Semast'

Terbogrel ve PBP3 rezidiileri arasindaki etkilesimler hesaplandi ve Sekil 30'da temsil
edildi. Terbogrel’in PBP3’deki Lys395, Thr603, Ser607, Lys618, Thr619, Thr621 ve Tyr636
rezidiileri ile hidrojen bagi olusturduklar belirlendi. Ser448 ile olusan su kopriisii ve Tyr430
rezidiisii ile olusan hidrofobik etkilesimlerin Terbogrel’in proteine baglanmasina ayrica

yardimci oldugu belirlendi.
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Sekil 31. PBP3 rezidiileri ile ayrintilt Terbogrel atom etkilesimleri

Sekil 31, 200 ns’lik simiilasyon siiresinin %20,0'undan daha fazla devam edebilen PBP3
ve Terbogrel arasindaki spesifik etkilesimleri gostermektedir. Terbogrel'in Lys395, Thr621 ve
Thr603 rezidiileri ile hidrojen bag1 olusturduklar1 ayrica sirasiyla bu temaslarin, simiilasyon

stiresinin en az %58, %64 ve %40 boyunca tutuldugu belirlendi.
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Sekil 32. PBP3-Terbogrel kompleksinin MD simiilasyonlar1 boyunca etkilesimlerinin ve
temaslarinin zaman ¢izelgesi

Sekil 32'da hidrojen baglari, su kopriileri, hidrofobik ve iyonik etkilesimler gibi PBP3-
Terbogrel etkilesimlerinin ve 200 ns simiilasyon periyodu sirasinda olusan bir zaman ¢izelgesi
c¢izilmis ve temas siiresine gore gosterilmistir (X ekseni), belirli rezidiiler ve etkilesimleri renk
yogunluguna gore verilmistir (Y ekseni). Bu grafigin iist paneli, belirli PBP3-Terbogrel
etkilesimlerinin toplam sayisin1 gosterirken, alt panel, Terbogrel’in rezidii seviyesindeki
etkilesimleri gosterdi. Bu ¢izelgede Terbogrel'in PBP3 aktif bolge rezidiisii Lys395, Tyr430 ve

Thr621ile etkilesimlerinin simiilasyon sirasinda cogunlukla devam ettigi belirlendi.
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Sekil 33. PBP3-Sefotaksim (Referans) kompleksinin Ca ve Sefotaksim atomlarinin RMSD-
zaman grafigi

Protein RMSD, aktif bolgede ligand varliginda proteindeki biiyiik 6lgekli hareketleri
anlamak i¢in hesaplanir. Sekil 33’de verilen PBP3-Sefotaksim (Referans) kompleks Ca RMSD
profili, baslangigta 10,4 A'a kadar kademeli olarak arttigim ve ardindan 42 ns’den sonra
yaklasik 8,3-12,8 A aralikta kararli durum dinamikleri gosterdigi belirlendi. Bu gozlem,
proteinin aktif bdlgesinde Sefotaksim varliginin, simiilasyon caligmasi boyunca protein
omurgasinin stabilitesini etkilemedigini 6ne siirdii."(Lig) fit on Prot", protein-ligand kompleksi
protein omurgast iizerinde hizalandiginda (t=0 ns'de) ilgili ligandin RMSD'sini gosterirken;
“(Lig) fit on Lig”, t=0 ns'deki konformasyonuna gore ligandin RMSD'sini gosterir. Ayrica (Lig)
fit on Lig), ligand i¢ dalgalanmalarin1 anlamak i¢in hesaplandi ve 200 ns’lik simiilayon
sirasinda herhangi bir bilyiik sapma olmaksizin kabul edilebilir araliginda (0,81 ile 1,83 A)
degistigi belirlendi. Simiilasyon etkilesim diyagraminda protein omurgasi iizerine hizalanan
Sefotaksim ligandin RMSD (Lig) fit on Prot)’sindeki degisim kirmizi olarak sunuldu ve 63
ns’den son 5,9-10,0 A aralikta oldugu belirlendi. (Lig) fit on Prot) RMSD, proteine gére
ligandin dalgalanmalarin1 6lger. Bu degerler incelendiginde Protein RMSD’sinden 6nemli
Ol¢iide daha kiiciik olan ligandin RMSD (Lig) fit on Prot) degerleri, ligandin baslangi¢
konumundan uzaga dagilmadigini gosterdi. Hesaplanan ligand RMSD’ler Sefotaksim’in
baglanma oyugunda aktif ve ayrica Ser 392 ve hidrojen bagi etkilesimlerinin muntazam bir

sekilde oldugu tespit edildi.
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Sekil 34. PBP3-Sefotaksim (Referans) kompleksinin Ca atomlarinin 200 ns i¢in RMSF grafigi

Kare Kok Ortalama Dalgalanma (RMSF), protein polipeptidi boyunca bdlgesel
degisiklikleri karakterize etmek i¢in kullanildi. Sekil 34’da protein rezidiilerinin dalgalanmalari
gosterildi, sekonder yap1 (Pembe: a sarmal; Mavi:  kirmali) ve ligand ile etkilesen rezidiiler
yesil dikey ¢izgilerle verildi. Pikler, zincir iizerindeki en hareketli rezidiileri gosterir. Asp150
(9,21 A)’nin diger rezidiilere gore en hareketli rezidii oldugu belirlendi. Bunlar incelendiginde

en fazla dalgalanma olan rezidiilerin ligand ile etkilesim halinde olmadig: belirlendi.
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Sekil 35. PBP3-Sefotaksim (Referans) kompleks atomlarinin 200 ns’de RMSF grafigi

Ligand atom pozisyonlarindaki degisiklikleri karakterize etmek i¢in Ligand Kare Kok
Ortalama Dalgalanmasi1 (L-RMSF) kullanildi. Ligand RMSF (Sekil 35), grafigin iist panelinde
verilen atomlarinin dalgalanmalarin1 gosterdi. PBP3 ve Sefotaksim'in baglanma olayinda
cogunlukla 29 ve 30 nolu atomlarda dalgalanmalarin oldugu belirlendi. Bu atomlardaki

dalgalanmalarin yaklasik 3 A’luk mesafede oldugu gozlemlendi.
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Sekil 36. PBP3-Sefotaksim (Referans) kompleksinin 'Simiilasyon Etkilesimleri Semast'

Sefotaksim’in ve PBP3 rezidiileri arasindaki etkilesimler hesaplandi ve Sekil 36'da
temsil edildi. Sefotaksim’in PBP3’deki Ser392, Lys395, Ser448, Asn450, GIn524, Lys618,
Thr619 ve Thr621 rezidiileri ile hidrojen bagi olusturduklar1 belirlendi. Asn450 ile olusan su

kopriisiit ve Tyr430 rezidiisii ile olusan hidrofobik etkilesimlerin Sefotaksim’in proteine

baglanmasina ayrica yardimci oldugu belirlendi.
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Sekil 37. PBP3 rezidiileri ile ayrintil1 Sefotaksim atom etkilesimleri

Sekil 37, 200 ns’lik simiilasyon siiresinin %20,0'undan daha fazla devam edebilen PBP3
ve Sefotaksim arasindaki spesifik etkilesimleri gostermektedir. Sefotaksim'in Lys395, Lys618,
Serd48, Thr619, Ser392, GIn524 ve Asn450 rezidiileri ile hidrojen bagi olusturduklart ayrica

sirasiyla bu temaslarin, simiilasyon siiresinin en az %64, %58, %75, %69, %55, %44 ve %57’ si

boyunca tutuldugu belirlendi.
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Sekil 38. PBP3-Sefotaksim (Referans) kompleksinin MD simiilasyonlar1 boyunca
etkilesimlerinin ve temaslarinin zaman ¢izelgesi

Sekil 38'de hidrojen baglari, su kdpriileri, hidrofobik ve iyonik etkilesimler gibi PBP3-
Sefotaksim (Referans) etkilesimlerinin ve 200 ns simiilasyon periyodu sirasinda olusan bir
zaman c¢izelgesi ¢izilmis ve temas siiresine gore gosterilmistir (X ekseni), belirli rezidiiler ve
etkilesimleri renk yogunluguna gore verilmistir (Y ekseni). Bu grafigin iist paneli, belirli PBP3-
Sefotaksim (Referans) etkilesimlerinin toplam sayisini gosterirken, alt panel, Sefotaksim’in
rezidii seviyesindeki etkilesimleri gosterdi. Bu c¢izelgede Sefotaksim'in PBP3 aktif bolge
rezidiisii Ser392, Lys395, Tyr430, Serd48, Asn450, Lys618 ve Thr619 ile etkilesimlerinin

simiilasyon sirasinda ¢gogunlukla devam ettigi belirlendi.
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SONUC VE ONERILER

Yeni ilag kesfi ¢calismalari uzun zaman almasi, siirecin zor olmasi ve maliyetinin yiiksek
olmasi sebebiyle aragtirmacilar1 yeni stratejiler bulmaya yoneltmistir. Bu yontemlerin baginda
hesaplamali stratejiler gelmektedir. Hesaplamali stratejiler zamandan ¢ok biiylik tasarruf etmesi
ve yeni ilag¢ kesfi maliyetlerinin azaltilmasina yol agmasi nedeniyle yeni inhibitorlerin kesfine

olanak saglamaktadir

B-laktam antibiyotikler, hiicre duvari biyosentezi i¢in hayati 6nem tasiyan enzimler olan
Penisilin Baglayic1 Proteinlere (PBP) geri doniisiimsiiz olarak baglandiklar1 i¢in bakteriyel
enfeksiyonlar i¢in uzun stiredir tercih edilen bir tedavi yontemi olmustur. Fakat bir¢ok patojen,
ilaca duyarsiz PBP'leri ifade ederek B-laktamlari etkisiz hale getirmekte ve direngli suslara kars1

aktif olan yeni tip PBP inhibitdrlerine olan ihtiyaci ortaya ¢ikarmaktadir.

Bu amagla tezde Drugbank databazinda bulunan yaklasik 10767 ilag icinden PBP3'iin
yeni inhibitdrlerini belirlemek kovalent doking tabanli sanal tarama kullanildi. En 1yi etkilesime
sahip ilag molekiilleri arasindan aragtirma asamasinda olan Terbogrel hedef bilesik olarak
secildi. Ardindan Terbogrel ve referans bilesik (Sefotaksim) komplekslerinin stabilitesini
incelemek i¢in molekiiler dinamik simulasyonlari yapildi. 200 ns'lik bu simiilasyonlar sirasinda
tiim sonuglar ayrintili analiz edildiginde Terbogrel 'in Ser392 ile kovalent bag, Ser 448, Thr619,
Thr603, Thr621 ve GIn524 ile hidrojen bag yaparak baglanma oyuguna yerlestigini belirlendi.
Ayrica referans bilesige kiyasla Terbogrel-PBP3 kompleksinin daha diisik RMSD degerinde
stabil oldugu belirlendi. Sonu¢ olarak, bu ¢alisma hesaplamali olarak belirlenen bu hedef
bilesigin yeni inhibitdr olabilecegini, bakterilerin sebep oldugu enfeksiyonlarin tedavisi igin
potansiyel yeni tedavi ajani olabilecegini gostermistir. Ayrica bu ilag, PBP3 kovalent inhibitorii

olarak yeni bilesik dizayn ¢aligsmalari i¢in 6ncii bilesik olabilir.
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