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OZET

DMD TEDAVISINDE ALTERNATIF ILAC MOLEKULLERININ TESPIT
EDILMESI

Geleneksel yontemlerle bir ilacin raflardaki yerini almasi hem yillar siiren bir
arastirmay1 hem de bu arastirmanin yiiriitiilmesinde harcanilacak yiiklii miktarda paray1
gerektirmektedir. Bu durum ilag sirketlerini yeni yontem arayisina siiriiklemistir. Ilac
yeniden konumlandirmak, bir hastaligin tedavisinde kullanilan onayli bir ilacin baska
hastaliklara uygulanmas halinde etkinligi ve giivenilirliginin arastirilmasidir. Ozellikle
nadir ve benzer hastaliklarda bu yonteme ilgi artmistir. Bu arastirmada, Duchenne kas
distrofisi (DMD, Duchenne Muscular Dystrophy) hastaliginda rol oynayan 3 proteinden
toplamda 4 adet kristal X-1s1n1 yapisi iizerinde galisilmis, hastaligin tedavisinde kullanilan
ilaglarin yapica veya islevsel benzerlerinin afiniteleri arastirilmistir. Bunun igin basta
referans molekiiller olmak {izere biitiin molekiillerin optimizesi Spartan’14 programinda
yapilmistir. Autodock Vina programiyla baglanma degerleri dlgiiliip, Discovery Studio
Visualizer programindan faydalanarak ligandin etkilesimde oldugu ¢evre amino asitlerin
diyagrami1 elde edilmistir. Molekiillerin Spartan’14 programi ile ulasilan c¢esitli

parametrelerinin afiniteye olan etkisi incelenmistir.

Bu c¢aligmada hastaligin tedavisinde kullanilan ilag aktiflerinin hem yapisal hem
islevsel olarak benzerlerinin taranmasiyla yeniden konumlandirilacak olan ilaglar
secilmistir. Hastalik proteinleri ve ilag etkilesimleri molekiiler kenetlenme c¢alismalari ile
gerceklestirilmistir. Boylelikle onaylanan ilaglarin kullanim alanmi genisletilmis olup

hastaya alternatif ilaglar sunulabilecektir.

Anahtar Kelimeler: Ila¢ dizayni. DMD. Kenetlenme. QSAR



ABSTRACT
Detection of Alternative Drug Molecules in DMD Treatment

Taking a medicine on the shelves with traditional methods requires both years of
research and a large amount of money to be spent in conducting this research. This
situation has led the pharmaceutical companies to seek new methods.
Drug repositioning is the study of the efficacy and safety of an approved drug which is
used in the treatment of a disease when applied to other diseases. Particularly. interest in
this method has increased in rare and similar diseases. In this study, a total of 4 crystal X-
ray structures from 3 proteins that play a role in DMD (Duchenne Muscular Dystrophy),
have been studied. The affinity of the drugs used in the treatment of the disease and their

structural or functionally analogues were investigated.

For this, firstly the reference molecules, then the optimization of all molecules were
done by the Spartan'14 program. Binding values were measured with the Autodock Vina
program, and the 2D diagram of the surrounding amino acids that are interacted with the
ligand was obtained by wusing the Discovery Studio Visualizer program.
Various molecular parameters that were reached by Spartan' 14 program were

investigated for their effect on affinity.

In this study, the drugs to be repositioned will be selected by scanning both
structurally and functionally similar drugs used in the treatment of the disease. Disease
proteins and drug interactions will be carried out by molecular docking studies, Thus, the
use of approved drugs will be expanded, and alternative drugs can be offered to the

patient.

Key Words: Drug design, DMD, Docking, QSAR
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SIMGE VE KISALTMALAR
DMD: Duchenne Kas Distrofisi (Duchenne Muscular Dystrophy)
FDA: Amerikan Gida ve Ila¢ Dairesi (Food and Drug Administration)
HF: Hartree—Fock metodu
LogP: Lipofilisite. oktanol/su partisyon katsayisinin logaritmasi
PDB: Protein Veri Bankas1 (Protein Data Bank)

* [lgili ligandlar, tabloda altinda yazilmis oldugu ligandin yapi/islevsel benzeridir.



GIRIS

Mlaglarin hayatimiza girisi tahminlerimizin de 6tesinde bir zorlukla gergeklesmektedir.
Var olmasindan pratik olarak hastalik tedavisinde kullanim1 15 ila 20 yil arasinda degisen
bu siirecte harcanan miktar ise yaklasik olarak 2-3 milyar dolardir. ilaglarin onay
alabilmesi i¢in klinik faz asamalarindan ge¢mesi, kullaniminin insan viicudundaki
giivenilirligi ve tedavideki etkinliginin dl¢iilmesi gerekmektedir. Bu zorlu ortaya ¢ikis
slirecine ragmen zamaninda onay almis olan ilaglar, istenmeyen etkilerinden dolay1
tiretimi durdurulup geri ¢ekilebilmektedir. Ilac1 yeniden konumlandirmak, temelde iki
sebepten dolay1 uygulanmaktadir. Oyun dis1 birakilan ilaglar1 yan etkilerinden siyirip
yeniden raflardaki yerine almasini saglamak ya da belirli bir hastalik i¢in onaylanmig olan
ilacin, benzer bir hastaligin tedavisinde kullaniminin arastirilmasiyla daha yiiksek
basariya sahip ilaglarin daha kisa bir siirede hastalara oOnerilmesini saglamaktir.
Genellikle etkilerinin iyi bilinmesinden dolayr Amerikan Gida ve Ila¢ Dairesi (FDA,
Food and Drug Administration) tarafindan onayl ilaglar {izerinde yapilan bu ¢alisma,
hastalara ilac1 uygun hale getirmekte kestirme bir yol olup, mali riski azalttigindan
ozellikle ilag sirketleri tarafindan aktif olarak uygulanan bir yontemdir. Boylesi ¢ekinceli
yatirim alaninda 6zellikle nadir hastaliklar icin ilac1 yeniden konumlandirma c¢alismalari
ayr1 bir onem arz etmektedir. Bu ¢alismada nadir goriilen DMD hastaliginin tedavisinde
kullanilan ilaglarin yap1 veya islevce benzerlerinin hastalik proteinlerine baglanma
iliskileri incelenmistir. Ilaglara ait elde edilen tiirlii parametreler 1s18inda hastanin

faydalanabilecegi ilaglari ¢esitlendirmek amaglanmustir.



GENEL BIiLGILER

2.1. DMD Hastaliginin Tanimi

Kas dokusunu kasilip gevsetmekle gorevli olan miyofibrillerin islevselliginden
sorumlu olan hiicre iskeleti proteini distrofinin, basta delesyon mutasyonu olmak {izere
gerceklesen mutasyonlar sonucu sentezlenememesi ya da yetersiz islevine sebep olmast
hastaliginin temelini olusturmaktadir(Birnkrant ve digerleri, 2018a; Birnkrant ve
digerleri, 2018b). Distrofin eksikliginde kas biitiinliigli sekteye ugrayip, kasilmasi
sonrasinda  kirllgan  yapist  doku kaybina ugrayip, yerine yag dokusu
yerlesmektedir(Vitiello ve digerleri, 2019). Kas dokusunun kayb1 viicuttaki iltihap ve
oksidatif stres ile de yakindan iligkilir(Tidball ve digerleri, 2018).

DMD hastaligina bagh kas yikimi ve fonksiyon kaybi yaklasik 3 yasinda kendini
gostermeye baslamaktadir. Hizli gelisen bu asamanin ilk evrelerinde ¢ocuk kosmakta,
merdiven tirmanmakta ve yerden kalkmakta zorlanmakla baslayip, el destegi olmadan
ayakta duramamay1 miiteakip yliriime yetisini kaybetmesi lizerine yaklasik 10 yaslarinda
tekerlekli sandalyeye bagimli hale gelmektedir(Falzarano ve digerleri, 2015; Crisafulli ve
digerleri, 2020). Kortikosteroid ilaglarin kullanimi ile hastalik belirtileri ertelenebilmis
olsa da yiiksek standart olarak sayilan solunum destegine baglanmasina ragmen genellikle
hastanin omrii 30’lu yaslarinda kalp ve solunum yetmezliklerinden dolay:

sonlanmaktadir(Bourke ve digerleri, 2018)
2.2. DMD Hastah@inin Goriilme Sikhg:

DMD hastaliginin diinya genelinde erkek ¢ocuk dogumlarinda goriilme siklig
1/3500 olup, Avrupa’da Amerika’ya kiyasla yaklastk 100 kat daha fazla
goriilmektedir(Falzarano ve digerleri, 2015). X kromozomuna bagl ¢ekinik gen olan bu
hastaligin erkeklerde daha sik goriilmesinin nedeni cinsiyet kromozomunda tek kopya X
kromozomu igermesi ve olusan mutasyona maruz kalma riskinin ¢ok daha fazla

olmasidir. Kiz ¢ocuklarinda ise DMD’ye yakalanma riski 50 milyonda birdir.
2.3. DMD Hastahgindaki Tedavi Yontemleri

DMD hastalig1 i¢in bilinen tam bir tedavisi yoktur. Tedavinin asil odag: islevsiz

distrofin proteinlerinin yerine cesitli gen tedavileri sayesinde islevsel olanlarinin



getirilmesiyle kas yikimimi engellemektir(Boccanegra ve digerleri, 2020). Bunun
paralelinde kas yikimini engellemek amaciyla viicuttaki iltihap, oksidatif stresi kontrol
altina almaya yonelik ¢alismalar da mevcuttur(Grounds ve digerleri, 2020). Gen tedavisi
yontemleri ile kas yapisinin yenilenmesini saglamak diger arastirma

konularindandir.(Danisovic ve digerleri 2018; Peay ve digerleri, 2019)
2.4. Calismada Kullanilan Hastalik Proteinleri

Hastaligin genlerinin PDB ID’ye ¢evrilmesi sonucu Protein Veri Bankasi taranarak
¢oziiniirliigii en kotii 2.3 A olacak sekilde secilen proteinlerin bilgileri asagida Tablo 1°de

verilmigtir.

Tablo 1: Proteinlerin ¢6ziiniirliik tablosu

Molekiil Céziiniirliik (A) PDB ID
Serum albiimin 2.01 418U
Nérofibromin 2.189 3PG7
Norofibromin 2.3 2D4Q
Sirtuin 2 1.42 4RMH

2.4.1. Serum Albiimin

Asagida Sekil 1°de verilen 4L8U PDB ID kodlu serum albiimin proteinin Discovery
Visualizer programi (Jamkhande ve digerleri 2017) ile alinmig goriintiisii verilmistir.
Serum albilimin proteininin islevi tam olarak ¢éziilememis olsa da Su, Ca2 +, Na +, K +,
yag asitleri, hormonlar, bilirubin ve ilaglar1 bagladigi ve ana islevinin, kanin koloidal

ozmotik basincinin diizenlenmesi oldugu diistiniilmektedir(Lu ve digerleri, 2008)

Sekil 1: 4L8U PDB kodlu serum albiimin proteininin kristalize yapisi



2.4.2. Sirtuin 2

Asagida Sekil 2°de verilen 4RMH PDB kodlu sirtuin 2 proteinin Discovery
Visualizer programi ile alinmis goriintiisii verilmistir. NAD-bagimli protein deasetilaz
sirtuin-2, hiicre dongiisii kontrolii, genomik biitiinliik, mikrotiibiil dinamikleri, hiicre
farklilagsmasi, metabolik aglar ve otofaji gibi ¢ok sayida ve gesitli biyolojik siireglerin
modiilasyonuna katilir. Hiicre dongiisii ilerlemesinin ve genomik stabilitenin kontroliinde

onemli bir rol oynar.(Serrano ve digerleri, 2013)

Sekil 2: 4RMH PDB kodlu sirtuin 2 proteininin kristalize yapist

2.4.3. Norofibromin

Asagida Sekil 3’de iki farkli PDB ID’si calisilmig olan norofibromin proteinin
Discovery Visualizer programi ile alinmig goriintiisii verilmistir. 2D4Q dogal protein
olup, 3PG7 ayni proteinin del 1750 mutantidir. Dogal proteindeki lizin aminoasidi yerine
mutant proteinde valin amino asidi yer almaktadir. Norofibromin, bir GAP proteini olarak
islev goriir ve hiicre i¢i sinyal iletim proteini Ras'i, inaktive ederek asag: regiilasyonuna
yol agar. Norofibromin aktivitesinin kaybi, Ras aktivitesini arttirir ve bu da hiicre
biliylimesi ve proliferasyonu i¢in gerekli olan bir dizi genin transkripsiyonunu

destekler(Anon n.d., 2020).

Sekil 3: 3LDP PDB kodlu nérofibromin proteininin kristalize yapisi



2.5. Cahsmada Kullanilan la¢ Aktifleri

Protein Veri Bankasindan (Burley ve digerleri, 2019) (https://www.rcsb.org/) elde

edilen proteinlerin kristalizasyon esnasinda kullanilmis olup aktif bolgesinde konumlu
olan ligandlar referans ligand olarak alinmistir. Literatiir taramasi sonucu elde edilmis,
hastaligin  tedavisinde kullanilan ilaglarin yap1 veya islevsel benzerleri ise
DrugBank(Wishart ve digerleri, 2006) ve Drug+R(Masoudi-Sobhanzadeh ve digerleri,

2019) veri tabanlarindan ulasilmistir.

l— Aminoglycosides™

/ | Dystroplin deficiency |

Absence of dystrophin-associated
complex
l \. sarcolemmal damage
nNOS delocalization
/ MAOi \
1 Idebenone

PDEST —| 1 NO. functional ischemia —— | TROS Tamoxifen 1 intracellular Ca®*
Metformin | | - Simvstatin

I AmmW
MO —H Mitochondrial dysfunction |

Idebenone l
- progressive depletion li Sunitinib
/ of satellite compartment
ACEi _Cardiac fibrosis and l
eplerenone dilated cardiomyopathy DAMP release

Replacement of skeletal muscle Metformin

Tamoxifen
Glucocorticoids skeletal m!.lscle
Simvastatin dysfunction

Sekil 4: DMD patojenik diyagrami(Vitiello ve digerleri 2019)

Ataluren harig biitlin ilaclar FDA tarafindan yayinlanmis giincel Haziran 2020 onayli
ilaglar listesinden secilmistir. Ataluren FDA onay1 i¢in ciddi ilerleme kaydetmis olup
henliz onay belgesi bulunmamaktadir. Bitirme kodonunun erken isleve ge¢mesi
sonucunda distrofin eksikligine yol acan anlamsiz mutasyonun Oniine geg¢ilebilmesi
amasctyla tiretilen bu ilag, yapilan arastirmalara gore distrofin seviyesini arttirmis oldugu

sonucuna varilmistir(Welch ve digerleri, 2007; Finkel ve digerleri, 2013).

Sekil 6’da yesil ile renklendirilmis ligandlarin yapi/islevsel benzerleri ¢aligmada
bulunan ligandlarin ¢ogunu olusturmaktadir. Kortikosteroid ilaglarinin yardimi ile hasta
yasami bir miktar uzatilabildigi saptanmistir. Hastalik tedavide etkisinin aragtirildig: bir
aragtirmada, yan etkilerine ragmen glukokortikoid ilaclariin tedavilerine eklenmeyen

hastalarda hastalik daha erken bag gostermis ve 6liim orani daha fazla olmustur. DMD


https://www.rcsb.org/

hastalar1 i¢in 1-2 yil kullanim siirecinde iskelet kaslarin1 kuvvetlendirip kontroliinde
yardimet oldugu gozlemlenmistir. 2017 yilinda FDA onay1 almis ve DMD tedavisinde
kullanilan steroid ilag olan Deflazacort’un Prednisone’a gore hastaniligin ilerlemesini
erteletmekte daha etkin oldugu saptanip, daha az yan etki gosterdigi tespit
edilmistir(McDonald ve digerleri, 2018). Yapilan bir arastirmada Tamoxifen ilag aktifi
serbest radikalleri stipiirlip, kok hiicre tiirii olan fibroblastin ¢ogalmasini tetiklemekle
diyaframda ve kalp kasi yikiminin azaldigi ve kayda deger bi¢cimde kas dokusunu
gliclendirdigi gozlemlenmistir(Dorchies ve digerleri, 2013). Sunitinib, iskelet kasina
0zgili kok hiicresi olan uydu hiicrelerini uyarip kas dokusunun derlenmesine 6nemli

olgiide katki saglamistir(Fontelonga ve digerleri, 2019).

Protein Veri Bankasi’ndan elde edilmis proteinlerin kristalize edilirken kullanilan

referans ligandlari asagida verilmistir.

NH o  OH OO

>\f~\<"<?l’

Sekil 5: Referans ligandlarin 2D yapilari. a, 4L8U referans ligandi; b, 4ARMH referans ligands; c,
2D4Q ve 3PG7 referans ligandi



Asagida ila¢ molekiillerinin DrugBank veri bankasindan alman 2D yapilari

verilmisgtir.

CH,

H4C NH
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o
o H/\/ :@
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Sekil 6: Tlag molekiillerinin 2D yapilari. a; Deflazacort, b; Ataluren, ¢; Oxandrolone, d; Drodtanolone
propionate, e; Safinamide, f; Pentoxyfylline, g; Carvedilol, h;Pindolol, i; Methylprednisolone, j;
Prednisone, k; Hydrocoritisone asetate, I;Diflorosone, m; Celecoxib, n; Flurpibrofen, o; Tamoxifen, p;
Ospemifen, r; Sunitinib, s; Simvastatine, t; Lovastatin

Asagida elde edien ligandlarin DrugBank sitesindeki yap1 benzerlik skorlari, islevleri ve
cesitli bilgileri igeren tablo yer almaktadir. Benzerlik skoru aranan ligand degeri 1 olup,
tabloda altinda yer alan ayn1 renkli satira sahip ligand veya ligandlar 1 degerine ne
kadar yakinsa, benzerlik skoru aranan ligand ile o kadar yap1 benzerligi gosterdigini

ifade etmektedir. Bazi ligandlarin DrugBank sitesinde yap1 benzeri bulunmamaktadir.



DrugR+ sitesinden ilaglarin islevsel benzerlik verilerinden yararlanilip yeniden

konumlandirma igin ila¢ taramasi yapilmis olup, ligandlarin ortak islev ve hedeflerinin

listelenmesinde faydalanilmstir.

Tablo 2: Ilaglar hakkinda gesitli bilgiler

ila¢ Molekiilleri Kapal Formiilii DrugBank Benzerlik Skoru Hedef islev
Deflazacort C25H31NO6 Yok/ sadece kendisi Glukokortikoid reseptor Agonist
Oxandrolone C19H3003 1 Androjen reseptér Agonist
*Drostanolone propionate C23H3603 0.824 Androjen reseptér Agonist
Methylprednisolone C22H3005 1 Glukokortikoid reseptor Agonist
*Prednisone C22H3005 0.881 Glukokortikoid reseptor Agonist
*Hydrocortisone acetate C23H3206 0.723 Glukokortikoid reseptor Agonist
*Diflorosone C22H28F205 0.718 Glukokortikoid reseptor Agonist
Safinamide C17H19FN202 Yok/ sadece kendisi Amin oksidaz [flavin-igeren] B Antagonist
Pentoxyfylline C13H18N403 Yok/ sadece kendisi Adenosin reseptor Al Antagonist
Carvedilol C24H26N204 1 Beta 1 adrenerjik reseptdr Antagonist
*Pindolol C14H20N202 0.833 Beta 1 adrenerjik reseptor Kismen agonist
Tamoxifen C26H29NO 1 Ostrojen alfa reseptor Agonist ve antagonist
*Ospemifen C24H23Cl02 0.779 Ostrojen alfa reseptor Agonist ve antagonist
Simvastatin C25H3805 1 3-hidroksi-3-metil glutaril-co A rediiktaz inhibitér
*Lovastatin C24H3605 1 3-hidroksi-3-metil glutaril-co A rediiktaz inhibitér
Sunitinib C22H27FN402 Yok/ sadece kendisi vaskiiler endotelyal biiylime faktorii reseptor 1 inhibitér
Celecoxib C17H14F3N302S 1 Prostaglandin G/H sentaz 2 inhibitor
*Flurbiprofen C15H13F0O2 Yok/ sadece kendisi Prostaglandin G/H sentaz 2 inhibitér
Ataluren C15H9FN203 Yok/ sadece kendisi Anlamsiz mutasyon iceren mRNA inhibitér

* Tlgili ligandlar, tabloda altinda yazilmis oldugu ligandin yapi/islevsel benzeridir.



3. GEREC ve YONTEM

3.1. Hastahigin Proteinlerinin Elde Edilmesi

Ulusal Biyoteknoloji Bilgi Merkezi (NCBI, National Center For Biotechnology

Information) (https://www.ncbi.nlm.nih.gov/) veri tabanindan DMD hastaligina ait elde

edilen genleri PDB ID’ ye ¢evirmek iizere Biological Database Network
(https://biodbnet-abce.ncifcrf.gov/) web servisi kullanilmis olup, cevirilen PDB ID’

lerden hastaliga ait proteinlerin X-ray kristal yapilar1 Protein Veri Bankasi sitesinden
taranarak ¢dziiniirliigii 2.3 A ve altinda olanlari tercih edilmistir. Serum albiimin (4L8U),
norofibromin (2D4Q, 3PG7) ve sirtuin2 (4RMH) proteinlerine ait toplamda 4 adet PDB

ID iizerinde ¢alisilmistir.
3.2. ila¢ ve Referans Molekiillerin Optimizasyonlari

Konformer analizi ardindan molekiillerin geometrik optimizasyonu Sekil 7’de
gosterildigi izere denge geometrisi HF/6-31G* yontemi (Hickey ve Rowley, 2014) gaz
fazinda yiiriitilmustiir. Optimizasyon sonucunda elde edilen bazi parametreler goklu
regresyon analizinde kullanilmistir. Ayrica kenetleme islemine hazirlik asamasi igin pdb

formatina ¢evirimi yapilmigtir.

Ilag ve aday molekiillerin dogadaki en kararli konformasyonlarin tespit edebilmek
i¢cin molekiil i¢indeki tekli baglarin donme serbestligi 60° olarak ayarlanip konformeri
yapilmistir. Molekiiler Mekanik Gii¢ Alani (MMFF, Molecular Mechanics Force Field)
metodu kullanilarak en diisiik enerjiye sahip kararli konformer yapi elde edilmistir.
Konformer analizi ardindan molekiillerin geometrik optimizasyonu Sekil 7°de
gosterildigi tizere denge geometrisi HF/6-31G* metodu kullanilarak yapilara ait
Kantitatif Yap1 Aktivite Iliskisi (QSAR) (Neves ve digerleri, 2018) verileri gaz fazinda
elde edilmistir. Tiim yap1 analizi hesaplama ¢alismalar1 Spartan’14(Wavefunction Inc,

Irvine, CA, 2014) programinda yiirtitilmistiir.
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Sekil 7: Molekiillerin optimize edilmesinde kullanilan metodun incelenmesi
3.3. Kantitatif Yap1 Aktivite iliskisi

llag protein etkilesimlerinde yapimin molekiil yapisim Fizikokimyasal
ozelliklerinin 6neminin tespiti ¢ok eski bir gegmise sahiptir. Glinlimiizde yaklagik olarak
3000 olarak farkli molekiiler tanimlayici oldugu bilinmektedir. Bizde bu ¢alismada 6ne
cikan fizikokimyasal parametrelerin sayisal degerlerini hesaplayarak ila¢ ve aday
molekiillerinin QSAR verilerini (LogP, A(A?), V(A3%), M(amu), a, p(D)) topland1 ve
hesaplandi. Boylece yapilacak olan kenetlenme calismasindan elde edilen baglanma
enerjisinin hangi parametreler ile nasil degistigi hakkinda bir yol haritas1 ¢izildi buna
ilave olarak proteinlerin aktif bdlgesinin hangi tip molekiiler 6zelliklere sahip olan

ligandlar ile daha iy1 bir etkilesime girdigi tespit edildi.
3.4. XYZ Koordinatlarinin Eldesi

Protein yapisinin referans ligandla etkilesiminin Discovery Studio Vizualizer
programinda incelenmesi sonucunda 4L8U i¢in X= 29.053. y= 7.077. z= 25.707; 2D4Q
icin x=-36.168. y=16.563. z= 6.394; 3PG7 i¢in x=-29.021. y=16.891. y= 18.545; 4ARMH
icin x= 0.745. y= 21.343. z= 8.343 koordinatlar1 belirlenmistir.

3.5. Kenetleme Dosyalarinin Hazirlanmasi

Kenetlenme ¢alismalar yapilirken ligandin aktif bolge iginde hareket serbestligi olan

hacminin biiyiikliigii olduk¢a 6nemlidir. Eger olmasi gerekenden daha biiyiik bir kiip
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(grid box) tanimlanmus ise ligand proteinin reaksiyon mekanizmasinda birincil dereceden
Oonemi olmayan amino asitler ile etkilesime girerek aslinda anlamli olmayan ancak say1
degeri acisindan iyi gibi goziiken pseudo etkilesimler elde edilmektedir. Dolayisi ile grid
box’in Olgiilerinin tespit edilmesi kenetlenme ¢alismalarinda olduk¢a 6nemlidir. Bu
calismada da 35 A3. 40 A3ve 45 A® liik hacme sahip grid box’larda 6n deneme yapilarak
olan etkilesimler incelendi. Anlaml1 olan grid box hacmi 35A3 tespit edilerek kenetlenme

calismalarina bu sekilde devam edilmistir.

Oncelikle proteinlerin kodlar1 4L8U. 2D4Q. 3PG7. 4RMH olan X-ray kristal yapilari
Protein Veri Bankasi’ndan pdb formatinda elde edilmistir. Elde edilen yapilarin
icerigindeki su molekiilleri ve hetero atomlar1 Discovery Studio Visualizer programi

kullanilarak temizlenip pdb formatinda kaydedilmistir.

Autodock Vina 1.5.6 (Trott ve Olson, 2009) programi protein ve ligandlar1 pdbqt
formatinda yiiriittiigi i¢in kenetleme asamasini gergeklestirmek tizere uygulanan islemler
sonrasi protein ve ligandlara pdb formatindan pdbqt uzantisinda kaydedilmelidir. Yapilan

islemler asagida siralandig: gibidir:

1. Proteinlerin ve ligandlarin pdb uzantili dosyalari beraberinde config dosyasi bir
Klasor i¢ine yerlestirilir. Config dosyasinin ayrintili bigimi Sekil 9” da verilmistir.

2. Autodock programinda proteinin temizlenmis pdb uzantili dosyasi agilip
hidrojelerin eklenmesi iizerine hedef klasére proteinin pdbqt uzantili bigimi
kaydedilir.

3. Grid Options penceresinden grid box boyutu ve x. y. z konumu girisi yapilir. Bu
calismada 35 A3, 40 A3 ve 45 A3 ile veriler elde edilmistir.

4. Ardindan ligand pdb uzantili dosyasi acilip ayarlamalarin yapilmasi ardindan

ligandin pdbqt uzantili hali hedef klasoriin igine kaydedilir.

Asagida Sekil 8’de kenetleme asamasinda kullanilmak tizere hazirlanan config

dosyasi1 6rnegi yer almaktadir.
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| config.txt - Not .. — O X

Dosya Dizen Bigim Gé&rinim Yardim
keceptor = 418u_tmz.pdbqt
ligand = def_ligand.pdbqt

29.053
= 7.077
25.787

center_
center_
center_

N X
noun

40
40
40

size_x
size_y
size_z

10( Windows (CRLF) UTF-8

Sekil 8: Deflazacort ilag aktifi icin olusturulmus 6rnek config dosyasi

Asagida Sekil 9°da Autodock Vina’nin kenetleme esnasinda kullanilan komut
sisteme yardimiyla ¢alistirilmasi gorseli yer almaktadir.

B Komut istemi — O x

Microsoft Windows [Version 10.0.18362.1016]
(c) 2019 Microsoft Corporation. Tim haklari saklidir.

C:\Users\Sudenur>cd Desktop
C: \Users\Sudenur\Desktop>cd 418u

C: \Users\Sudenur\Desktop\418u>cd def

C: \Users\Sudenur\Desktop\418u\def>"\Program Files (x86)\The Scripps Research Institute\Vina\vina.exe" --config
config.txt --log result_4@_ 1.log

Sekil 9: Autodock Vina’ nin komut sistemi yardimiyla galistirilmasi

Baglanma degerinin elde edilmesinin ardindan amino asit-ligand etkilesiminin
goriintiilenmesi i¢in ligandin out dosyas: kullanilarak Discovery Studio Visualizer

programiyla yapilmigtir.
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4. BULGULAR

4.1. Cahsilan Molekiillerin Spartan’ 14 Parametreleri

Asagida bulunan Tablo 3 verileri HF/6-31G* yontemi kullanilarak Spartan’14 programi aracilidi ile elde edilmistir

Tablo 3: Caligilan ila¢ molekiilleri i¢in hesaplanan fizikokimyasal parametreler

ila¢ Aktifleri A (A% V (A% M (amu) Log P a (D)
Deflazacort 434.34 436.25 441.524 2.38 73.82 551
Ataluren 279.36 260.91 284.246 1.28 59.93 2.20
Oxandrolone 321.65 325.61 306.446 3.29 64.04 6.43
*Drostanolone propionate 395.56 394.30 360.538 5.30 69.87 231
Pentoxyfylline 305.27 278.07 278.12 -0.36 61.14 2.13
Carvedilol 450.00 421.31 406.482 -2.69 73.07 3.58
*Pindolol 299.48 269.16 248.326 -1.09 60.53 2.99
Methylyprednisolone 372.31 378.72 374.477 2.47 69.15 4.88
*Prednisone 351.52 356.73 358.434 2.47 67.36 6.43
*Diflorosone 380.56 388.03 410.457 2.01 69.90 5.59
*Hydrocortisone acetate 402.85 405.77 404.50 2.22 71.27 6.09
Safinamide 340.33 311.13 302.349 -0.67 63.82 2.69
Simvastatin 465.18 451.52 418.574 4.56 75.19 7.79
*Lovastatin 457.15 434.31 404.547 3.89 73.79 5.23
Celecoxib 360.20 333.06 381.378 1.02 65.79 3.55
*Flurbiprofen 265.73 249.36 244.265 1.33 58. 97 5.55
Sunitinib 438.43 411.09 398.482 -2.29 72.65 4.65
Tamoxifen 444.42 426.91 371.524 2.81 73.47 1.25
*Qspemifen 414.94 398.50 378.899 2.32 71.17 2.27

* [1gili ligandlar, tabloda altinda yazilmis oldugu ligandin yapv/islevsel benzeridir.
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4.2. Ligand- Protein Kenetlenme Skorlar:

Calisilan proteinlerin farkli grid box 6lgiilerinde tiim ligandlar ile 3 kez kenetlenme denemesinin sonuglari kkal/mol cinsinden Tablo 4 ile Tablo

7 arasinda verilmistir.

Tablo 4: 4L.8U kenetleme denemelerinin en yiiksek skorlari

. P 45 A8 40 A® 35 A8

Ila¢ Molekiilleri 1 > 3 1 > 3 1 > 3
Referans -7.9 -8.9 7.9 -8.9 -8.9 -8.2 -8.3 -7.8 -8.9
Deflazacort -9.9 -9.9 -9.9 -10.5 -9.9 -9.9 -9.9 -9.2 8.9
Ataluren -10.8 -10.8 -10.7 -10.8 -10.8 -10.8 -10.8 -10.7 -10.7
Oxandrolone -9.8 -9.8 -9.8 -9.8 -9.8 -9.8 -9.8 -9.8 -9.8
*Drostanolone propionate -10.5 -11.2 -11.2 -10.6 -10.5 -10.1 -11.2 -10.6 -10.6
Safinamide -9.3 -9.2 -9.3 -9.4 -9.2 -9.3 -9.6 -9.3 -94

Pentoxyfylline -7.9 -8.2 -8.1 -8.1 -8 -8.1 -8.1 -7.9 -8
Carvedilol -9.5 -9.6 -9.8 -9.6 -9.9 -9.3 -9.7 -9.5 -9.3
*Pindolol -1.5 -7.6 -1.5 -7.2 -7.6 -7.3 -7.3 -7.3 -1.4
Methylprednisolone -8.8 -9.2 -8.8 9.1 9.1 -8.2 -8.6 -8.6 -9.1
*Prednisone -9.7 -9.7 -9.7 -9.7 -9.7 -9.7 -9.7 -9.7 -9.7
*Hydrocortisone acetate -9.9 -9.7 -9.8 -9.9 -9.7 -9.9 -9.8 -9.6 -9.7
*Diflorosone -9.6 -9.6 -9.6 -9.5 -9.5 -9.5 -9.6 -9.5 -9.6

Tamoxifen -9 -8 -9 -9 -9 -9 -9 -9 -9
*QOspemifen -8.4 -8.9 -7.8 -8.9 -7.8 -7.9 -8.4 -8.5 -8.9
Simvastatin -10 -10 -9.8 -8.7 -9.4 -9.5 -9.8 -9.7 -9.8
*Lovastatin -9.6 -9.7 -9.7 -9.8 -9.8 -9.7 -9.7 -9.7 -9.7
Sunitinib -9.8 -9.4 -9.5 -9.5 -9.5 -9.5 -9.8 -10 -9.9
Celecoxib -10.7 -10.7 -10.7 -10.7 -10.7 -10.7 -10.7 -10.7 -10.7
*Flurbiprofen -9.2 -9.1 -9.1 -9 -9 -9.1 -9 -9.1 -9.1
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Asagida bulunan Tablo 5 4RMH PDB ID’ye sahip sirtuin2 proteinine ait kenetlenme skorlarini igermektedir

Tablo 5: 4RMH kenetleme denemelerinin en yiiksek skorlari

. . 45 A3 40 A3 35 A3
Ila¢ Molekiilleri
1 2 3 1 2 1 2 3 1
Referans -11.3 -11.3 -11.3 -11.2 -11.2 -11.2 -11.2 -11.1 -11.2
Deflazacort 9.6 9.6 -9.6 9.6 -9.7 9.6 -9.6 -9.6 -9.6
Ataluren -10.3 -10.3 -10.3 -10.3 -103 -10.3 --103  -10.3 -10.3
Oxandrolone -10.1 -10.1 -10.1 -10.1 -10.1 -10.1 -10.1 -10.1 -10.1
*Drostanolone propionate  .10.5 -10.6 -10.5 -10.5 -10.6 -10.5 -10.6 -10.5 -10.5
Safinamide 9.7 9.7 9.7 9.7 9.6 9.7 9.6 9.7 9.7
Pentoxyfylline -7 7.2 7.3 73 7.4 7.4 75 7.4 7.4
Carvedilol 9.9 -10.1 -9.9 -10.1 -103 -10 -10.4 -10.4 -9.9
*Pindolol 7.4 7.4 7.4 73 7.4 7.3 7.4 7.4 7.3
Methylprednisolone -8.9 9.1 -9 8.9 -8.9 8.9 9.5 9.7 -8.9
*Prednisone 9.4 9.4 9.8 9.8 9.2 9.2 9.8 9.4 -9.8
*Hydrocortisone acetate 9.3 9.3 9.6 95 -11.4 95 9.3 9.3 9.3
*Diflorosone 9.8 9.8 9.7 9.8 9.8 9.8 9.8 -9.8 -9.8
Tamoxifen -8.6 -8.6 -8.9 8.7 -8.9 -8.8 -8.9 -8.5 -8.8
*Ospemifen -8.4 -8.4 -8.4 -85 -8.4 -85 -8.4 -8.4 -8.4
Simvastatin -10.3 -10 -10 9.9 -10.4 -8.6 9.9 -10 -10.3
*Lovastatin 8.9 8.7 8.7 -8.9 8.9 -8.9 -10.3 -10.3 -10.2
Sunitinib 9.8 9.6 -9.9 9.9 9.9 9.9 9.9 -9.6 -9.9
Celecoxib 9.2 9.3 9.3 9.3 9.3 9.3 9.3 9.3 9.3
*Flurbiprofen -8.6 -8.8 -8.8 -8.8 9.2 -8.8 -8.8 -8.8 -8.8
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Asagida bulunan Tablo 6 2D4Q PDB ID’ye sahip norofibromin proteinine ait kenetlenme skorlarini igermektedir

Tablo 6: 2D4Q kenetleme denemelerinin en yiiksek skorlart

. . 45 A3 40 A® 35A8
Ila¢ Molekiilleri
1 2 3 1 2 3 1 2 3

Referans -6.5 6.7 -6.6 -6.6 -6.6 -6.6 -6.6 -6.7 -6.8
Deflazacort -10.3 -10.3 -10.3 -10.2 -10.3 -10.3 -10.3 -10.3 -10.3
Ataluren 9.9 9.9 -9.9 9.9 9.9 --9.9 9.9 9.9 -9.9
Oxandrolone -10 -10 -10 -10 -10.1 -10.1 -10.1 -10 -10
*Drostanolone propionate  .10.8 -10.8 -10.8 -10.7 -10.8 -10.8 -10.8 -10.6 -10.7
Safinamide -8.6 8.7 -8.7 8.7 -8.6 8.7 -8.7 -8.6 -8.7
Pentoxyfylline -6.8 6.8 -6.8 6.7 -6.8 -6.8 -6.8 -6.8 -6.8
Carvedilol -8.8 7.8 -8.7 7.9 -8.6 7.6 -8.9 7.7 -8.2
*Pindolol -6.8 -6.3 -6.4 6.4 -6.9 6.4 -6.4 -7 -6.9
Methylprednisolone 9.3 9.3 9.3 8.9 9.4 9.4 9.3 -9.3 9.3
*Prednisone 9.3 9.3 -9.3 9.3 9.3 9.2 9.3 9.3 9.3
*Hydrocortisone acetate 9.7 95 9.7 9.6 9.6 9.6 9.6 9.7 9.7
*Diflorosone 9.8 9.8 -9.9 9.7 9.7 9.7 9.8 -9.9 -9.8

Tamoxifen 9 -9 -8.9 9.8 -9 9 -8.9 9.2 -9
*Ospemifen 9.4 9.4 9.3 95 9.4 95 9.3 9.4 -9.4
Simvastatin -10.1 -10.1 -10.1 -10 -10 -10 -10.1 -10 -10.1
*Lovastatin 9.6 9.7 9.7 9.8 9.6 9.6 9.6 9.7 9.7
Sunitinib -10 -10.1 -10.1 -10.1 -10.2 -10.1 -10.1 -10.1 -10.1
Celecoxib 95 95 9.5 9.7 9.7 9.6 9.5 9.5 9.5
*Flurbiprofen 8.5 8.5 -8.5 -85 -8.5 -85 -85 -8.5 -8.5
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Asagida bulunan Tablo 7 3PG7 PDB ID’ye sahip norofibromin proteinine ait kenetlenme skorlarini igermektedir

Tablo 7: 3PG7 kenetleme denemelerinin en yiiksek skorlari

. 45 A3 40 A3 35 A8
Ila¢ Molekiilleri
1 2 3 1 2 3 1 2 3

Referans 6.7 6.7 6.7 6.7 6.8 6.7 -6.8 -6.9 -6.7
Deflazacort -10.4 -10.3 -10.4 -10.3 -10.3 -10.3 -10.4 -10.3 -10.3
Ataluren 9.6 9.6 -9.6 9.6 -9.6 9.6 -9.6 -9.6 -9.6
Oxandrolone 9.8 9.8 -9.8 9.9 9.8 9.8 9.8 -9.8 -9.8
*Drostanolone propionate -10.2 -10.2 -10.2 -10.2 -10.2 -10.3 -10.2 -10.2 -10.2
Safinamide -8.7 -8.8 -8.8 -8.8 -8.8 -8.9 -8.8 -8.8 -8.8
Pentoxyfylline -6.8 6.7 -6.7 6.7 -6.7 6.7 -6.7 -6.7 -6.8
Carvedilol 8.9 9 -8.8 7.7 -8 8.8 -8.9 9.1 -7.9
*Pindolol 6.7 6.7 6.7 -6.6 -6.5 6.5 -6.4 -6.3 -6.3
Methylprednisolone 9.2 9.6 9.6 95 9.6 95 9.6 -9.6 -9.6
*Prednisone 95 95 9.6 9.6 9.5 95 9.6 9.5 9.6
*Hydrocortisone acetate -10.2 -10.2 -10.2 -10.1 -10.1 -10.1 -10.2 -10.1 -10.2
*Diflorosone 9.6 9.6 -9.6 9.6 -11.7 -11.7 -9.6 -9.6 -9.6
Tamoxifen 9.2 9.2 9.2 9.2 9.3 9.2 9.2 9.2 9.2

*Ospemifen -8.8 9 -8.8 9 -9 8.8 -8.9 -8.9 -9
Simvastatin 9.8 9.8 9.8 9.8 9.8 9.7 9.8 9.8 9.8
*Lovastatin 9.7 9.6 9.6 -10 9.6 9.6 9.2 9.2 9.6
Sunitinib -10 9.9 -10 9.9 -10 -10 9.9 9.9 9.9
Celecoxib -10.1 -10.1 -10.1 -10.1 -10.1 -10.1 -10.1 -10.1 -10.1
*Flurbiprofen -8.4 -8.4 -8.4 -8.4 -8.4 -8.4 -8.4 -8.4 -8.4
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4.3. Ligand- Protein Etkilesim Diyagram

Asagida 4L8U referans ligandinin protein ile etkilesim diyagrami verilmistir.

LEU
VAL A:115 LYS
1 3.71 HIS !
A:116 e A:190
He 5 gg452
1 GLY
37807189
H SER
o H A:193
RN LEU
4.94 A:154
,' \ 4.38
O ARGE5 92
ARG © A:186 et 5.77
QLY ' 4.43 PHE
- T A:149
TYR @Y a4 A
A:161 g
LEU
A:185
Interactions
[] van der Waals | Alkyl
[ conventional Hydrogen Bond | Pi-Alkyl

Sekil 10: 418U referans ligandinin protein ile etkilesim diyagrami

Sekil 11: 4RMH referans ligandinin protein ile etkilesim diyagramiSekil 12:
4L8U referans ligandinin protein ile etkilesim diyagrami

Sekil 13: 4RMH referans ligandinin protein ile etkilesim
diyagrami

Sekil 14: 2D4Q ve 3PG7 referans ligandinin protein ile etkilesim
diyagramiSekil 15: 4RMH referans ligandinin protein ile etkilesim
diyagramiSekil 16: 4L8U referans ligandinin protein ile etkilesim diyagrami

Sekil 17: 4ARMH referans ligandinin protein ile etkilesim diyagramiSekil 18:
4L8U referans ligandinin protein ile etkilesim diyagrami

418U referans ligand1 ile 4L8U proteini arasindaki 40 A3 gridbox’a ait

kenetlenme sonucu meydana gelen etkilesim diyagrami yukarida Sekil 10°da verilmistir.

Sekil 10°da verilen 2D etkilesim sonucu elde edilen afinite degeri -8.9 kkal mol™ olup,

denenen diger iki A% boyutlarda da ayni baglanma enerjisine sahiptir(Tablo 4). Sekil
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10°da verilen diyagram incelendiginde amin grubunun H’leri ile His146 arasinda 4.52 A;
Gly189 arasinda 3.78 A uzunlugunda geleneksel H bag etkilisimi meydana geldigi
goriilmiis olup, ¢evreleyen diger amino asitler ile de alkil, pi-alkil ve zayif van der Waals
ve alkil etkilesimlerinde bulundugu tespit edilmistir. Ilgili ligandin Tablo 3’de verilen
QSAR verilerine bakildiginda hacim ve alan olarak yiiksek degerlere sahip oldugu
goriilmektedir. Bu noktada zayif etkilesimde oldugu disiinlilen ancak hacimsel
hareketlilik noktasinda ligandin yapiya fit olmasina destek saglayan ¢evre amino asitlerin

afinite lizerindeki katkilar1 yadsinamayacak kadar 6nemli oldugu anlasilmaktadir
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Asagida 4RMH referans ligandinin protein ile etkilesim diyagrami verilmistir.

ILE ARG
A:93 :
- PHE
EHQE A:235
TYR ASP ¢
A3 A:170 ILE 4.81
A:168
4.80
PRO 562  LEU w ‘Tﬁg
A:146.75 61 A-134 A:131 485 =
PHE 5.46
A:143
.40
5.44 I
549 . o 6.34 0
5.48 6.76
PHE
PHE = = A:234
A:190 LEU A3 A104
A:138 ALA VAL
A:135
A:233
Interactions
van der Waals Pi-Pi Stacked
Conventional Hydrogen Bond Pi-Pi T-shaped
Pi-Sigma Amide-Pi Stacked
Pi-Sulfur Pi-Alkyl

Sekil 19: 4RMH referans ligandinin protein ile etkilesim diyagrami

4RMH referans ligandinin 4RMH proteini arasindaki 35 A% gridbox’a ait
kenetlenme sonucu meydana gelen etkilesim diyagrami yukarida Sekil 11°de
verilmistir. Sekil 11°de verilen 2D etkilesiminin baglanma degeri ¢ok yiiksek olan -11.1
kkal mol? olup 45 A*'te -11.2 kkal mol™ baglanma enerjisine sahip iken 40A3 él¢iisiinde
-11.3 kkal mol™ olarak elde edilmistir(Tablo 5). Sekil 11°de verilen diyagram
incelendiginde N ile Tyr104 arasinda 6.76 A mesafeli geleneksel H bag: etkilesimi
olustugu gorilmiistiir. Aktif bolge amino asitleri ve ¢evresi ile yapilmis olan alkil, pi-
alkil, pi-sigma, pi-siilfiir, pi-pi stacked, pi-pi t-shaped, amide-pi stacked ve zayif van der
Waals etkilesimleri igerisinde oldugu goriilmiistiir. ilgili ligandin Tablo 3°de verilen
QSAR verilerine bakildiginda hacim ve alan olarak oldukg¢a yiiksek degerlere sahip
oldugu goriilmektedir. Hacminin vermis oldugu avantaj ile ¢evresinde daha fazla amino

asit ile etkilesime geg¢ip, proteindeki konumuna yerlesme firsati bulmustur.
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Asagida 2D4Q ve 3PG7 referans ligandinin protein ile etkilesim diyagrami

verilmistir.
LEU
2:1752 VAL
2:1656
LEU LEU
2:1676 ; VAL
2:1679 2:1606
TYR
VAL 2:1587
{éesy 4.73 4.64 2'P1FS|52
e R 5.15 £3J60 '
. . 2:161
G- o - g 9.98
I : 6.23
L ' 4.47
ﬁK - 6.35 L A l
Rl R 6.05 : >S4E
. 6.13 .
e [ s 2:1620
. : « .3 649
. +4.20
ARG ~_4.52 e
2:1632 e VAL P
£ ey 2ieat
: TYR 3 :
2:1668 2:1624
ASN
2:1631
Interactions
[] van der Waals [ Alkyl
P Conventional Hydrogen Bond [ pi-Alkyl

I pi-Sigma

Sekil 28: 2D4Q ve 3PG7 referans ligandinin protein ile etkilesim diyagrami

2D4Q ve 3PG7 referans ligandinin 2D4Q proteini arasindaki 35 A3 gridbox’a ait
kenetlenme sonucu meydana gelen etkilesim diyagrami yukarida Sekil 12°de verilmistir.
Sekil 12°de verilen 2D etkilesiminin baglanma degeri ¢ok yiiksek olmayan -6.7 kkal mol
Lolup 45 A3ile baglanma enerjisini sergilemis iken 40A3 6l¢iisiinde -6.6 kkal mol™ olarak
elde edilmistir(Tablo 6). Sekil 12’de verilen diyagram incelendiginde O ile Phel1633
arasinda 3.46 A mesafeli geleneksel H bagi etkilesimi olustugu goriilmiistiir. Aktif bolge
amino asitleri ve gevresi ile yapilmis olan alkil, pi-alkil, pi-sigma ve zayif van der Waals
etkilesimleri icerisinde oldugu goriilmiistiir. Ilgili ligandin Tablo 3’de verilen QSAR
verilerine bakildiginda hacim ve alan olarak oldukc¢a yiiksek degerlere sahip oldugu
goriilmektedir. Hacminin vermis oldugu avantaj ile ¢evresinde daha fazla amino asit ile

etkilesime gecip, proteindeki konumuna yerlesme firsatt bulmustur.
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Asagida Deflazacort ilag aktifinin protein ile etkilesimi verilmistir.

PHE
2:1642
5.60
LEU LEU 437
2:1676 2:1679 6.31 Ol am
SER
2:3482
554 596 547
?" 4.29
~ ARG
LEU ° 3.99 Z-Tlgo <&
2:1638 N ' s
o /A VAL
5.68\O 2:1656
— VAL LEU
2:1653  2:1685
ILE
2 isa1 2:1620
PHE
2:1633 PHE
TYR 2:1572
2:1587
VAL
2:1606
Interactions
[1 van der Waals [ Alkyl
[P conventional Hydrogen Bond [ Pi-Alkyl

[ pi-sigma

Sekil 37: Deflazacort ilag aktifinin protein ile etkilesimi

....... Deflazacort ligand1 ile 2D4Q proteini arasindaki 45 A3 gridbox’a ait kenetlenme
sonucu meydana gelen etkilesim diyagrami yukarida Sekil 13°te verilmistir. Sekil 13’te
verilen 2D etkilesiminin baglanma degeri 35 A%ile aym olup -10.3 kkal mol*iken 40A3
dlciisiinde -10.2 kkal mol™ olarak degerler elde edilmistir(Tablo 6). Sekil 13’te verilen
diyagram incelendiginde kaboksil grubuna bagl O ile Argl684 arasinda 3.74 A ve
Ser1682 arasinda 4.71 A mesafeli geleneksel H bag etkilesimi olugmustur. Aktif bolge
amino asitleri ve gevresi ile yapilmis olan alkil, pi-alkil, pi-sigma, ve zayif van der Waals
etkilesimleri icerisinde oldugu goriilmiistiir. Ilgili ligandin Tablo 3’de verilen QSAR
verilerine bakildiginda hacim ve alan olarak oldukc¢a yiiksek degerlere sahip oldugu
goriilmektedir. Hacminin vermis oldugu avantaj ile ¢cevresinde daha fazla amino asit ile

etkilesime gecip, proteindeki konumuna yerlesme firsat1 bulmustur.
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Asagida Ataluren ilag aktifinin protein ile etkilesim diyagrami verilmistir.

VAL TYR
A:233 A:139
g0 FHE ALA
: A:190 A“135
5.20 A
sy
ILE
A:169 N H
N
6.17
ILE
A:118
PHE 535 581
A:234 . 4.80
PHE  5.38 e
PHE ILE A3l T A:138
A:119 A:232
A:96
TY¥R
A:104
ILE
A:93

Interactions

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

Sekil 46: Ataluren ilag aktifinin protein ile etkilesim diyagrami

Ataluren ligandi ile 4RMH proteini arasindaki 35 A3 gridbox’a ait kenetlenme sonucu
meydana gelen etkilesim diyagrami yukarida Sekil 14’de verilmistir. Sekil 14’de verilen
2D etkilesiminin baglanma degeri -10.3 kkal mol™ olup denenen diger iki A3 6lciilerde de
aynt baglanma skorlar1 elde edilmistir(Tablo 5). Sekil 14’de verilen diyagram
incelendiginde hidroksi ucunda Alal35 ile hem geleneksel H bagi hem de C-H bagi
etkilesimleri goriilmiis olup mesafeleri sirasiyla 4.01 A ve 3.71 A’dur. Karbonil ugtaki O
ile Pro140 arasinda 5.20 A mesafeli C-H etkilesimi var iken O ile Tyr104 arsinda 6.38 A
mesafeli geleneksel H bagi etkilesimi goriilmektir. Aktif bolge amino asitleri ve ¢evresi
ile yapilmis olan pi-alkil, pi-pi T-sahaped ve zayif van der Waals etkilesimleri icerisinde
oldugu tespit edilmistir. Ilgili ligandi Tablo 3’de verilen QSAR verilerine bakildiginda
kiiclik hacim ve alan degerlerine sahip olmasina ragmen ¢evre amino asidi ile etkilesime

gecmis ve proteindeki konumunu almasinda yeterli oldugu tespit edilmistir.
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Asagida Oxandrolone ilag aktifinin protein ile etkilesimi verilmistir.

GLU
A:141
LYS
A:137
PHE
A:134
Interactions

PRO
A:118

7.36

TYR
A:161

[ van der Waals

I Conventional Hydrogen Bond
] carbon Hydrogen Bond

Sekil 55: Oxandrolone ila¢ aktifinin protein ile etkilesimi

Oxandrolone ligand: ile 4L8U proteini arasindaki 45 A3 grid box’a ait kenetlenme
sonucu meydana gelen etkilesim diyagrami yukarida Sekil 15°te verilmistir. Sekil 15°te
verilen 2D etkilesiminin baglanma deger -9.8 kkal mol™ olup denenen diger A3 grid box
verileri ile aynidir(Tablo 4). Sekil 15°’te verilen diyagram incelendiginde Argl17 O ile
3.76 A uzunlugunda ve karbonil grubu ile 4.87 A uzunlugunda geleneksel H bagi kurmus
olmakla beraber ayn1 karboksil grubuna Argl86 ise 3.51 A mesafeli C-H bag: etkilesimi
olustugu goriilmektedir. Aktif bolge amino asitleri ve gevresi ile yapilmis olan alkil, pi-
alkil ve zayif van der Waals etkilesimleri icerisinde oldugu gériilmiistiir. Ilgili ligandin
Tablo 3’de verilen QSAR verilerine bakildiginda hacim ve alan olarak diisiik¢e degerlere

sahip oldugu ve bu nedenle diger hacmi biiyiik diger ligandlara kiyasla daha az ¢evre

amino asidi ile etkilesime gectigi diisliniilmektedir.
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A:142
LEU
A:115 ¢ 4c o
311 TYR A:186
4.27 A:138
4.68 351
LEU
oM - -{gags
%29 4.87
4.86.3.76
ARG
A:117
VAL
A:116
[ Alkyl
1 pi-Alkyl



Asagida Drostanolone propionate ilag aktifinin protein ile etkilesim diyagrami

verilmisgtir.

MET
ALEl'éjS LEU A:123
" A:182 TYR
ILE A:161
s 5.31 TYR
PHE ' 5.60 E PRO
A:149 GLY 2.18 6.17 A:138 A:118
A:189 T 4.27
4.63 (
o 5.21
0
PHE
y il A:165
_(/' 5:52'
/ ([ ,6.92
6.3i 32 5.23
4 a61r, *
SER 5.25 ARG
A:193 5 . VAL
ARG &Y (fcu A:116
A:186 A:115
HIS LYS
A:146 A:190
Interactions
[1 van der Waals [ Alkyl
B Conventional Hydrogen Bond [ Pi-Alkyl
I pi-Sigma

Sekil 64: Drostanolone propionate ilag aktifinin protein ile etkilesim diyagrami

Drostanolone propionate ligandi ile 4L8U proteini arasindaki 45 A3 grid box’a ait
kenetlenme sonucu meydana gelen etkilesim diyagrami yukarida Sekil 16’da verilmistir.
Sekil 16°da verilen 2D etkilesiminin baglanma degeri 35 A3ile ayn1 olup -11.2 kkal mol-
Liken 40 A3 grid box olgiisiinde -10.6 kkal mol™? baglanma skoruna sahiptir(Tablo 4).
Sekil 16’da verilen diyagram incelendiginde karbonil grubu ile Tyr161 arasinda 6,17 A
uzunlugundaki geleneksel H bagimin istenenden daha uzak bir etkilesimi gdstermesine
ragmen kilit aktif bolge amino asitleri ve ¢evresi ile yapilmis olan alkil, pi-alkil, pi-sigma,
amide-pi stacked bagi ve zayif van der Waals etkilesimlerinin katkisi ile yiiksek baglanma
skoru elde edildigi diisiiniilmektedir. Ilgili ligandin Tablo 3’de verilen QSAR verilerine
bakildiginda hacim ve alan olarak yiiksekce degerlere sahip oldugu goriilmektedir.
Hacminin vermis oldugu avantaj ile ¢evresinde daha fazla amino asit ile etkilesime ge¢ip,

proteindeki konumuna yerlesme firsat1 bulmustur.
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Asagida Pentoxyfylline ila¢ aktifinin protein ile etkilesim diyagrami

verilmisgtir.

LEU

A:154
TYR
A:128
PHE A
&Y., 428 G 1A149
SER .
A:193 "4y o** %5
ILE N /
o B e/
5.94 fle o/
- 75 e
HIS ¥
A:146 6.31 ,°
e \\
GLY 578 0
A:189
4.46
ARG
LYS A:186
A:190

Interactions

[1 van der Waals

I Conventional Hydrogen Bond
[ pi-Sigma

[ Pi-Pi T-shaped

PHE
A:165

LEU
TYR
W A:161

A:182
2.85

ARG
A:ll7

I Amide-pi Stacked
1 Alkyl
[ Pi-Alkyl

Sekil 73: Pentoxyfylline ilag aktifinin protein ile etkilesim diyagrami

Pentoxyfylline ligandi ile 4L8U proteini arasindaki 40 A3 grid box’a ait

kenetlenme sonucu meydana gelen etkilesim diyagrami yukarida Sekil 17°de verilmistir.

Sekil 17°de verilen 2D etkilesiminin baglanma degeri -8.1 kkal mol™ olup 45 A3 6lciide
ve 35 A¥te -8.1 kkal mol™ baglanma skorlar1 elde edilmistir(Tablo 4). Sekil 17°de verilen

diyagram incelendiginde karboksil uctaki O ile Argl17 arasinda 3.85 A ve baska bir

karboksile bagl O ile Tyr138 arasinda 6.14 A mesafeli geleneksel H bag: etkilesimi

goriilmiistiir. Aktif bolge amino asitleri ve ¢evresi ile yapilmis olan alkil, pi-alkil, pi-pi

T-sahaped, pi-sigma, amide-pi stacked bagi ve zayif van der Waals etkilesimleri

igerisinde oldugu tespit edilmistir. ilgili ligandin Tablo 3’de verilen QSAR verilerine

bakildiginda sahip oldugu hacim ve alanin ¢evre amino asitleri ile etkilesime gegmesi igin

yeterli oldugu ve proteindeki konumuna yerlesmesini kolaylastirdig diisiiniilmektedir
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Asagida Safinamide ilag aktifinin protein ile etkilesim diyagrami verilmistir.

ASP
A:170
PHE
A:96
ILE
PRO A:169
A:140
5.07
ILE PHE
A:232 A:234
PHE
A:143 o 3.00
4,90
4.52 H
7.12 H
LEU
A:206 PHE462 5 ce 6.00 H
" TYR A:190
A:139 4.52
PHE
ALA LEU A:131
\ . VAL
%l32 P A:233
PHE
A:119
LEU
A:134
Interactions
[1 van der Waals [T pi-Pi Stacked
[P conventional Hydrogen Bond [ pi-Pi T-shaped
[ carbon Hydrogen Bond [ pi-Alkyl

[1 pi-Donor Hydrogen Bond

Sekil 82: Safinamide ilag aktifinin protein ile etkilesim diyagrami

Safinamide ligand: ile 4RMH proteini arasindaki 40 A® grid box’a ait kenetlenme

sonucu meydana gelen etkilesim diyagrami yukarida Sekil 18°de verilmistir. Sekil 18°de
verilen 2D etkilesiminin baglanma degeri pek kuvvetli sayilmayan -7.6 kkal mol™ olup
40A3 gridbox ve 35 A%’te sirasiyla -7.2 kkal mol™ ve -7.4 kkal mol™? baglanma skorlar
elde edilmistir(Tablo 5). Sekil 20’de verilen diyagram incelendiginde hidroksil ucunda
Argl86 ve Lys190 amino asitleri arasinda sirasiyla 4.56 A ve 4.28 A geleneksel H bag
etkilesimi goriilmiistiir. Aktif bolge amino asitleri ve ¢evresi ile yapilmis olan pi-alkil, pi-
pi T-sahaped, pi-sigma bag1 ve zayif van der Waals etkilesimleri igerisinde oldugu tespit
edilmistir. ilgili ligandin Tablo 3’de verilen QSAR verilerine bakildiginda hacim ve alan
olarak oldukca yiiksek degerlere sahip oldugu goriilmekte ve bu sayede daha fazla ¢evre

amino asidi ile etkilesime gecme firsat1 yakalayip, proteindeki konumuna yerlestigi

diistiniilmektedir.
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Asagida Flurpibrofen ilag aktifinin protein ile etkilesim diyagrami verilmistir.

ARG
A:186
AS:§§3 PHE ILE YR
R Y A:161
s 4.89
\5.87 449 *6.33
GLY - Q
A:189 . 3.96 -
3 LEY
= A:182
HIS : S -
A:146 7.34 .6‘-29 §.62
' 856 . 4.01
3 ARG
' TYR LEU A:117
PHE A:138 A:185
A:149
LEU
A:154
Interactions

[1 van der Waals
I Conventional Hydrogen Bond
7] Halogen (Fluorine)

I pi-Pi T-shaped
I Amide-Pi Stacked
[1 Pi-Alkyl

I pi-Sigma

Sekil 91: Flurpibrofen ilag aktifinin protein ile etkilesim diyagrami

Flurpibrofen ligand ile 4L8U proteini arasindaki 45 A3 gridbox’a ait kenetlenme
sonucu meydana gelen etkilesim diyagrami yukarida Sekil 19°da verilmistir. Sekil 19°da
verilen 2D etkilesiminin baglanma degeri pek kuvvetli sayilmayan -9 kkal mol™ olup 40
A3 gridbox ve 35 A®te sirasiyla -9 kkal mol™ ve -9.1 kkal mol? baglanma skorlar1 elde
edilmistir(Tablo 4). Sekil 19°da verilen diyagram incelendiginde benzene bagl F atomu
ucu ile Tyr138 arasinda 6.56 A geleneksel H bag etkilesimi goriiliirken, Leu185 ile 4.01
A uzunlugunda halojen bagi etkilesimi goriilmiistiir. Aktif bolge amino asitleri ve gevresi
ile yapilmis olan pi-alkil, pi-pi T-sahaped, pi-sigma, amide-pi stacked bag1 ve zayif van
der Waals etkilesimleri icerisinde oldugu tespit edilmistir. Ilgili ligandin Tablo 3’de
verilen QSAR verilerine bakildiginda hacim ve alan acgisindan diisiik degerlere sahip
oldugu goriilmekte ve bu yiizden c¢alisilan hacmi biiytik diger ligandlara kiyasla daha az

cevre amino asidi ile etkilesime gectigi tespit edilmistir.
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Asagida Pindolol ilag aktifinin protein ile etkilesim diyagrami verilmistir.

PHE
A:157
LEU
A:154
LEU
PHE LEU LEU A:115
-, 400 A:185 A:182
‘463", T
. TYR
A:142 6.27
5.60 A:138
¥ : 539
SER . >
A:193 ke , ‘ e Sl A6l
K4 e " ~
iy (cih/ |
A:189 e 5.56
HIS TR
A:146 478 . 4.66
Lys" ARG
A:190 A:186
ASP
A:187
Interactions
[1 van der Waals [ Pi-Pi T-shaped
[ Conventional Hydrogen Bond [ Pi-Alkyl
I Pi-Sigma

Sekil 100: Pindolol ilag aktifinin protein ile etkilesim diyagrami

Pindolol ligandu ile 4L8U proteini arasindaki 45 A3 grid box’a ait kenetlenme sonucu
meydana gelen etkilesim diyagrami yukarida Sekil 20°de verilmistir. Sekil 20°de verilen
2D etkilesiminin baglanma degeri pek kuvvetli sayilmayan -7.6 kkal mol™ olup 40 A3
grid box ve 35 A®te sirasiyla -7.2 kkal mol? ve -7.4 kkal mol? baglanma skorlar1 elde
edilmistir(Tablo 4). Sekil 20’de verilen diyagram incelendiginde hidroksil ucunda
Argl86 ve Lys190 amino asitleri arasinda sirasiyla 4.56 A ve 4.28 A geleneksel H bag
etkilesimi goriilmiistiir. Aktif bolge amino asitleri ve ¢evresi ile yapilmis olan pi-alkil, pi-
pi T-shaped, pi-sigma bag1 ve zayif van der Waals etkilesimleri igerisinde oldugu tespit
edilmistir. Tlgili ligandin Tablo 3’de verilen QSAR verilerine bakildiginda sahip oldugu
hacim ve alan degerleri ile ¢evre amino asidi ile etkilesime ge¢me firsati yakalayip,

proteindeki konumuna yerlestigi diisliniilmektedir.
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Asagida Carvedilol ilag¢ aktifinin protein ile etkilesim diyagrami verilmistir

ARG
A:186
HIS
A:l45 5.39 LyS
4.66 6.43 A90
PHE MET
5.46 A:134 A123
GLY - = B¢
A:189
4.00 \O"
512
SER PRO
A:193 4.71 / |
d —a_ 7 A:118
4.39
7.18
X A:138
A ey ade2 57 634
FHE A85 . '
A48 LEU LYS
LEU A:115 TYR A:137
A:l54 PHE ARG A:161
A:157 A:117
GLU
A:141
Interactions
van der Waals Pi-Pi T-shaped
Conventional Hydrogen Bond Amide-Pi Stacked
Pi-Donor Hydrogen Bond Pi-Alkyl
Pi-Sigma

Sekil 109: Carvedilol ilag aktifinin protein ile etkilesim diyagrami

Carvediolol ligand: ile 4L8U proteini arasindaki 40 A® grid box’a ait kenetlenme
sonucu meydana gelen etkilesim diyagrami yukarida Sekil 21°de verilmistir. Sekil 21°de
verilen 2D etkilesiminin baglanma degeri -9.9 kkal mol* olup 45A3 grid box ve 35 A3’te
sirasiyla -9.8 kkal mol? ve -9.5 kkal mol™ baglanma skorlari tespit edilmistir(Tablo 4).
Sekil 21°de verilen diyagram incelendiginde azot ile His146 arasinda 4.66 A geleneksel
H bagi ve benzen yapisi ile Tyrl61 arasinda 6.31 A pi-dondr H bag etkilesimleri
goriilmiistiir. Aktif bolge amino asitleri ve gevresi ile yapilmis olan pi-alkil, pi-pi T-
sahaped, pi-sigma, amide-pi stacked bagi ve zayif van der Waals etkilesimleri i¢erisinde
oldugu goriilmiistiir. Ilgili ligandin Tablo 3’de verilen QSAR verilerine bakildiginda
hacim ve alan olarak oldukga yliksek degerlere sahip oldugu goriilmektedir. Hacminin
vermis oldugu avantaj ile cevresinde daha fazla amino asit ile etkilesime gecip,

proteindeki konumuna yerlesme firsat1 buldugu diisiilmektedir..
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Asagida Methylprednisolone ilag aktifinin protein ile etkilesim diyagrami1 verilmistir.

PHE
A:235
VAL
a:233
PHE
HIS A:234
VAL A:187 ~-14 k.
A:266 . ILE
A:232
5.38 4rt
H -({ By
4.23 o
ARG ~
A:97 0
[1 ALA
A:135
A
465
291 466 ™o
5.43 LEU
. .24 A:134
4.81 5.06
A:96 5.72
ILE LEU
PHE 3 i
Ao A69 A:138
TYR
Interactions
[1 van der Waals [ Alkyl
P conventional Hydrogen Bond [ Pi-Alkyl

[ carbon Hydrogen Bond
Sekil 118: Methylprednisolone ilag aktifinin protein ile etkilesim diyagrami

Methylprednisolone ligandi1 ile 4RMH proteini arasindaki 35 A® gridbox’a ait
kenetlenme sonucu meydana gelen etkilesim diyagrami yukarida Sekil 22°de verilmistir.
Sekil 22°de verilen 2D etkilesim sonucu elde edilen afinite degeri oldukga iyi bir deger
olan -9,7 kkal mol ™ olarak tespit edilirken 35 A®te -8.9 kkal mol™ ve 45 A®liik gridboxta
-9.1 kkal mol? olarak elde edilmistsir(Tablo 5). Sekil 22’de verilen diyagram
incelendiginde ..bagl karboksil grubu ile Arg97 arasinda 4.23 A, hidrosi grubu ile de
Val233 5.14 A geleneksel hidrojen bagi kuruldugu goriilmiis olup ¢evreleyen diger
amino asitler ile de zayif van der Waals ve alkil etkilesimleri bulundugu tespit edilmistir.
Ilgili ligandi Tablo 3’de verilen QSAR verilerine bakildiginda hacim ve alan olarak
yiiksekge degerlere sahip oldugu goriilmektedir. Cevre amino asitleri ile girdigi zayif
etkilesimlerin, yapiya protein ile etkilesim asamasinda yardimer oldugu

diistiniilmektedir.
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Asagida Prednisone ilag aktifinin protein ile etkilesimi verilmistir.

GLU LEU ILE
! MET : :
A:141 e A:115  A:142
4.92
TYR
LYS A:128 ARG
A:137 4.805.20 A126
497
0
PHE A\
A:124 —0 LEU
| A:185
0_
H LD
\\ LEU
5.98 0 A:182
5.42 4.38
4.22
TYR ARG
A:l61 S
PRO
AT, <y
Interactions
van der Waals Alkyl
Conventional Hydrogen Bond Pi-Alkyl

Carbon Hydrogen Bond
Sekil 127: Prednisone ilag aktifinin protein ile etkilesimi

Prednisone ligand1 ile 4L8U proteini arasindaki 40 A® grid box’a ait kenetlenme
sonucu meydana gelen etkilesim diyagrami yukarida Sekil 23°te verilmistir. Sekil 23’te
verilen 2D etkilesim sonucu elde edilen afinite degeri -9.7 kkal mol™ tespit edilmis olup,
35 A® ve 45 A®lik grid box’lardan elde edilen afineteler ile ayni skoru
paylagsmaktadir(Tablo 4). Sekil 23°te verilen diyagram incelendiginde Tyr161 aminoasidi
ile ligandin hidroksil grubunun arasinda 5.98 A ve karboksil ucunda aktif bélge amino
asitlerinden olan Arg186 ile 4.97 A uzunlugunda geleneksel H bag: etkilesimi; karboksil
ucta Argl17 ve Pro 118 ile sirasiyla 4.38 A ve 4.82 A uzunlugunda C-H bag: etkilesimi
meydana geldigi, goriilmiis olup, cevreleyen diger amino asitler ile de zayif van der Waals
ve alkil etkilesimlerinde bulundugu tespit edilmistir. Ilgili ligandin Tablo 3’de verilen
QSAR verilerine bakildiginda hacim ve alan olarak yiiksek degerlere sahip oldugu
goriilmektedir. Bu noktada zayif etkilesimde oldugu diisiiniilen ancak hacimsel
hareketlilik noktasinda ligandin yapiya fit olmasina destek saglayan ¢evre amino asitlerin

afinite lizerindeki katkilar1 yadsinamayacak kadar 6nemli oldugu anlasilmaktadir.

33



Asagida Hydrocortisone acetate ilag aktifinin protein ile etkilesim diyagrami

verilmisgtir.

HIS

[ ILE PHE
QS A:232 A:96
5.16%:233 6.18 6.43
ILE
ARG 3
A-Q7 4.68 7.24 A69
A
—0
— |
o 0
hY PHE
\ H A:190
o) 3.695 gg PHE
PHE 4.70 Al131
A:235 EHE
A:119
VAL
S A:234
Interactions
van der Waals Alkyl

Conventional Hydrogen Bond Pi-Alkyl

Carbon Hydrogen Bond
Sekil 136: Hydrocortisone acetate ilag aktifinin protein ile etkilesim diyagrami

Hydrocortisone asetate ligand1 ile 4RMH proteini arasindaki 40 A%’ e ait kenetlenme
sonucu meydana gelen etkilesim diyagrami yukarida Sekil 24°te verilmistir. Sekil 24’te
verilen 2D etkilesim sonucu elde edilen afinite degeri oldukga iyi bir deger olan -11.4
kkal mol™ olarak tespit edilirken ¢alisilan diger 35 A3 ve 45 A%liik grid box’lardan elde
edilen afiniteler sirasiyla -9.3 ve -9.6 kkal mol™? olarak hesaplanmistir(Tablo 5). Sekil
24’te verilen diyagram incelendiginde Phel19 aminoasidi ile ligandin hidroksil grubunun
arasinda 3.85 A uzunlugunda H bag: etkilesiminin meydana geldigi.ve ¢evreleyen diger
amino asitler ile de zayif van der Waals ve alkil etkilesimlerinde bulundugu tespit
edilmistir. ilgili ligandin Tablo 3’de verilen QSAR verilerine bakildiginda hacim ve alan
olarak yiiksek degerlere sahip oldugu goriilmektedir. Bu noktada zayif etkilesimde
oldugu diisiiniilen ancak hacimsel hareketlilik noktasinda ligandin yapiya fit olmasina
destek saglayan ¢evre amino asitlerin afinite tizerindeki katkilar1 yadsinamayacak kadar

onemli oldugu anlagilmaktadir.
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Asagida Diflorosone ilag aktifinin protein ile etkilesim diyagrami verilmistir.

VAL

PRO 1
A118 A:116
PHE
470 °39 A:134
—0
ARG az
A:117
o o
LEU
A:182
5.20
U
P e 4&41
LEU g ' 5.37
A:185 4SBYR iy
469 A:138 .
LYS
A:137
ARG LEU
A:186 ILE 15115
A:142
Interactions
[1 van der Waals [] carbon Hydrogen Bond
[ conventional Hydrogen Bond [ Alkyl

Sekil 145: Diflorosone ilag aktifinin protein ile etkilesim diyagrami

Diflorosone ligand1 ile 4L8U proteini arasindaki 40 A3 grid box’a ait kenetlenme
sonucu meydana gelen etkilesim diyagrami yukarida Sekil 25°te verilmistir. Sekil 25°te
verilen 2D etkilesiminin baglanma deger -9,5 kkal mol™ olup denenen diger A3 grid box
verileri ile benzerlik gostermektedir(Tablo 4). Sekil 25’te verilen diyagram
incelendiginde hidroksi grubu ile zayif H bagi olarak kabul edilmis C-H bagi kuran
Pro118 ile 4.70 A uzunlugunda, F atomu ile 5.20 A mesafeli bag kurmus olan Tyr161,
karbonil grubuyla etkilesimde olan Argl86’nin 4.69 A uzunlugunda oldugu
goriilmektedir. Bag mesafelerinden dolay1 ¢ok tesirli sayilmayacak bu H baglarinin yine
de baglanma enerjisindeki pay1 yadsinamaz oldugu diisiiniilmektedir. Aktif bolge amino
asitleri ve gevresi ile yapilmis olan alkil ve zayif van der Waals etkilesimleri igerisinde
oldugu goriilmiistiir. ilgili ligandin Tablo 3’de verilen QSAR verilerine bakildiginda
hacim ve alan olarak yiiksekce degerlere sahip oldugu goériilmektedir. Haciminin vermis
oldugu avantaj ile cevresinde daha fazla amino asit ile etkilesime gecip, proteindeki

konumuna yerlesme firsati bulmustur
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Asagida Tamoxifen ilag aktifinin protein ile etkilesim diyagrami verilmistir.

ARG TYR
A:145 A:161
PRO
ARG 7.56
J A118
AL:jElElSJE A:117 MET
LEU ILE A123
HIS A<115 A:142
A146 4.29°5.23
LEU 6.11 4.41
A:185
5.08
5.64
- PHE
ARG 4.71 ]
- A:134
VAL
A:116
TYR GLY
A:138 A:189
Interactions
[1 van der Waals [ Amide-Pi Stacked
[ carbon Hydrogen Bond [ Alkyl
B ri-Sigma [1 Pi-Alkyl

Sekil 154: Tamoxifen ilag aktifinin protein ile etkilesim diyagrami

Tamoxifen ligand: ile 4L8U proteini arasindaki 35 A® gridbox’a ait kenetlenme
sonucu meydana gelen etkilesim diyagrami yukarida Sekil 26°te verilmistir. Sekil 26’te
verilen 2D etkilesiminin baglanma degeri -9 kkal mol™ olup denenen diger A3 grid box
verileri ile ayni baglanma skoruna sahiptir(Tablo 4). Sekil 26’te verilen diyagram
incelendiginde azota bagli metil grubu ile Tyr161 arasinda zayif H bagi olarak kabul
edilmis C-H bagmin mesafesi uzak kabul edilip degeri 7.56 A’dur. Aktif bolge amino
asitleri ve gevresi ile yapilmis olan alkil, pi-alkil, pi-sigma, amide-pi stacked bagi ve zayif
van der Waals etkilesimleri igerisinde oldugu goriilmiistiir. Ilgili ligandin Tablo 3’de
verilen QSAR verilerine bakildiginda hacim ve alan olarak olduk¢a yiiksek degerlere
sahip oldugu goriilmektedir. Hacminin vermis oldugu avantaj ile ¢evresinde daha fazla

amino asit ile etkilesime ge¢ip, proteindeki konumuna yerlesme firsati bulmustur.
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Asagida Ospemifen ilag aktifinin protein ile etkilesimi verilmistir.

LYS
ARG A:190
A:186 AL%.]E)
529 5.61 .
5.08 5.91 4.16
A %
ARG
wis 6.59 A:114
’ ARG
4.70 A:145
g - {Eiie
A:185 :
643 o 4.20
GLY rFI:J SER
A:189 L :
PHE A142 A:193
A:157
PHE
A:149
TYR LEU
A:138 A:154
Interactions
[1 van der waals [ pi-Pi T-shaped
[P conventional Hydrogen Bond [ Alkyl
[P pi-sigma [1 Pi-Alkyl

Sekil 163: Ospemifen ilag aktifinin protein ile etkilesimi

Ospemifen ligand1 ile 4L8U proteini arasindaki 45 A3 gridbox’a ait kenetlenme
sonucu meydana gelen etkilesim diyagrami yukarida Sekil 27°te verilmistir. Sekil 27’te
verilen 2D etkilesiminin baglanma deger -8,9 kkal mol™ olup, 40A3 gridbox’ta -8,4 kkal
mol™ iken 35 A3te -8,5 kkal mol™ olarak gériilmiistiir(Tablo 4). Sekil 27°de verilen
diyagram incelendiginde oksijene ile Leull5 arasinda 4.16 A mesafeli geleneksel H
bagietkilesimi olmustur. Aktif bélge amino asitleri ve gevresi ile yapilmis olan alkil, pi-
alkil, amide-pi stacked bagi ve zayif van der Waals etkilesimleri icerisinde oldugu
goriilmiistiir. Tlgili ligandm Tablo 3’de verilen QSAR verilerine bakildiginda hacim ve
alan olarak oldukca yliksek degerlere sahip oldugu goriilmektedir. Hacminin vermis
oldugu avantaj ile ¢evresinde daha fazla amino asit ile etkilesime gecip, proteindeki

konumuna yerlesme firsat1 buldugu diistiniilmektedir.
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Asagida Simvastatin ilag aktifinin protein ile etkilesim diyagrami verilmistir.

ARG
LEU
A:115 Wy
ARG 3.35
HIS A:186 5.07 4.09
A:l46 5.424.63R5
6.58
ARG LYS
A:145 A:190 |
O =P
GLY
A:189
3.60 LEU
\tf A:185
H .~ Ny LEU
SER o ~0,
A:193 614 A:182 TVYR
ILE A:l6l
A:142
TYR
A:138
PHE
A:149 ™
L A157
Interactions
[] van der Waals [ Alkyl
P conventional Hydrogen Bond [ Pi-Alkyl

Sekil 172: Simvastatin ilag aktifinin protein ile etkilesim diyagranm

Simvastatin ligand ile 4L8U proteini arasindaki 45 A3 gridbox’a ait kenetlenme
sonucu meydana gelen etkilesim diyagrami yukarida Sekil 28°de verilmistir. Sekil 28°de
verilen 2D etkilesiminin baglanma degeri -10 kkal mol™ olup 40 A*'te -9.4 kkal mol™, 35
A%te -9,8 kkal mol™ (Tablo 4). Sekil 28’de verilen diyagram incelendiginde, karbonil
grubuna bagl Tyr138 ile 6.14 A uzunlugunda geleneksel H bag1 etkilesiminde olup,
hidroksil grubu ile 3.60 A uzunlugunda aktif bélge amino asitlerinden olan GLY 189 ile
daha etkin bir geleneksel H bagi etkilesimi igerisinde oldugu goriilmiistiir. Aktif bolge
amino asitleri ve ¢evresi ile yapilmis olan alkil ve zayif van der Waals etkilesimleri
igerisinde oldugu goriilmiistiir. ilgili ligandin Tablo 3’de verilen QSAR verilerine
bakildiginda hacim ve alan olarak oldukg¢a yiiksek degerlere sahip oldugu goriilmektedir.
Hacminin vermis oldugu avantaj ile ¢evresinde daha fazla amino asit ile etkilesime ge¢ip,

proteindeki pozisyonunu alma firsat1 yakaladig: diigiiniilmektedir.
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Asagida Lovastatin ilag aktifinin protein ile etkilesim diyagrami verilmistir.

LEU
A:185
TYR
A:161 ;ﬁge LEU
LYS - A:182
A:190 2-88 373
431 4.59 6.45
5.10
5
A:142 6.5
GLY ¢
A:189 RS
TYR (I) P
T A:138 P
A:146
5.46
™ VAL
A:116
H,. ~ S
. %o, 384 GLU
A:141
LEU
A:11S
ARG
A:145
ARG
A:l14
Interactions
[1 van der waals [ Alkyl
[P Conventional Hydrogen Bond 1 Pi-Alkyl

Sekil 181: Lovastatin ila¢ aktifinin protein ile etkilesim divagrami

Lovastatin ligand1 ile 4L8U proteini arasindaki 45 A3 gridbox’a ait kenetlenme
sonucu meydana gelen etkilesim diyagrami yukarida Sekil 29°de verilmistir. Sekil 29°de
verilen 2D etkilesiminin baglanma degeri -9.7 kkal mol™ olup 40 A3 ve 35 A®'te benzer
baglanma skoru sergilemistir. (Tablo 4). Sekil 29°de verilen diyagram incelendiginde,
karbonil grubundaki O ile etkilesime girmis aktif bélge amino asitlerinden olan Leull5
ile 3.84 A ve hidroksil grubuyla etkilesimde olan His146, 5.46 A uzunlugunda geleneksel
H bag: etkilesimindedir. Aktif bolge amino asitleri ve ¢evresi ile yapilmis olan alkil ve
zayif van der Waals etkilesimleri icerisinde oldugu gériilmiistiir. Ilgili ligandin Tablo 3°de
verilen QSAR verilerine bakildiginda hacim ve alan olarak oldukca yiiksek degerlere
sahip oldugu goriilmektedir. Hacminin vermis oldugu avantaj ile ¢evresinde daha fazla
amino asit ile etkilesime gecip, proteindeki pozisyonunu alma firsati yakaladig

distiniilmektedir.
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Asagida Celecoxib ilag aktifinin protein ile etkilesim diyagrami verilmistir.

SER TYR ARG
1 A:117
L L5 At1ES
5.53
TYR
o AP;IEQ A:138
A:157 . 5.98 3.72 kU
A:182
496 17
3.52 5.68
GLY T
A:189
3.27 o A:145
5.42 6.10
5.11 4.39
6.81
LEU 4.80 645 3 7eileu
A:154 115
ILE Vi 4.2’%
A:142 5.89 367
HIS
A:146 8 H
ARG
AE‘igD A:114
Interactions
[] van der Waals [ pi-Sigma
[ conventional Hydrogen Bond [ pi-Pi T-shaped
[] carbon Hydrogen Bond [ Alkyl
[T Halogen (Fluorine) [ Pi-Alkyl

[1 pi-Donor Hydrogen Bond
Sekil 190: Celecoxib ilag aktifinin protein ile etkilesim diyagrami

Celecoxib ligandi ile 4L8U proteini arasindaki 40 A% grid box’a ait kenetlenme
sonucu meydana gelen etkilesim diyagrami yukarida Sekil 30°da verilmistir. Sekil 30°da
verilen 2D etkilesiminin baglanma degeri -10.7 kkal mol™ olup, 40A3 ve 35 A%’liik grid
box’ta ayn1 baglanma enerjine sahip oldugu-goriilmistiir(Tablo 4). Sekil 30’da verilen
diyagram incelendiginde Leu 115’in siilfon grubundaki O ile arasinda 3.76 A
uzunlugunda; yine siilfonona bagli amin grubunun H’leri ile 3.67 A ve 4.28 A olmak
tizere toplamda 3 adet geleneksel H bag etkilesimi icerisinde oldugu goriilmiistiir. Aktif
bdlge amino asitleri ve ¢evresi ile yapilmis olan alkil, pi-alkil, amide-pi stacked bag1 ve
zayif van der Waals etkilesimleri i¢erisinde oldugu ve trifloroetana bagl flor atomu ile
3.52 A uzunlugunda halojen bagi1 kuruldugu goriilmiistiir. Ilgili ligandin Tablo 3’de
verilen QSAR verilerine bakildiginda hacim ve alan olarak oldukea yiiksek degerlere
sahip oldugu goriilmektedir. Hacminin vermis oldugu avantaj ile ¢evresinde daha fazla
amino asit ile etkilesime gecip, proteindeki konumuna yerlesme firsat1 buldugu

distiniilmektedir.
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Asagida Sunitinib ilag aktifinin protein ile etkilesim diyagrami verilmistir.

PHE
A:165 PHE
A:134
TYR
A:161 ARG
- WY e
TYR : 3.82  A:182 MET
) A:123
A:138 5.48 :
4.93 446 (1
LEU ’
A:185
A\
T 6.35 /
A:190 AN —~ 5.95 jgme
7 : A:118
PHE ¥r: 5 A:L15
A:149 AR Ln o
&34 A:116
ILE 6.46
A:142
LEU
PHE GLY A:154
A:157 A:189
HIS
A:146
SER
A:193
Interactions
[1 van der Waals [ Pi-pi Stacked
[P conventional Hydrogen Bond [ Alkyl
[ carbon Hydrogen Bond [ Pi-Alkyl

[ pi-Donor Hydrogen Bond
Sekil 198: Sunitinib ilag aktifinin protein ile etkilesim diyagrami

Sunitinib ligand ile 4L8U proteini arasindaki 35 A3 gridbox’a ait kenetlenme sonucu
meydana gelen etkilesim diyagrami yukarida Sekil 31°de verilmistir. Sekil 31°de verilen
2D etkilesiminin baglanma degeri -10 kkal mol™ olup, 40A3 gridbox’ta -9,5 kkal mol*
iken 45 A3te -9.8 kkal mol™ olarak goriilmiistiir(Tablo 4). Sekil 31°de verilen diyagram
incelendiginde karbonil grubundaki O ile ile 3.82 A uzunlugunda Arg117 ile geleneksel
hidrojen bag1 ve C’ye bagli Val116 ile 5.95 A arasinda zayif H bagi olarak kabul goren
C-H bagi bulunmaktadir. Aktif bolge kilit amino asitleri ve ¢evresi ile yapilmis olan alkil,
pi-alkil, pi-pi stacked bagi ve zayif van der Waals etkilesimleri icerisinde oldugu
goriilmiistiir. Tlgili ligandm Tablo 3’de verilen QSAR verilerine bakildiginda hacim ve
alan olarak oldukca yliksek degerlere sahip oldugu goriilmektedir. Hacminin vermis
oldugu avantaj ile ¢evresinden daha fazla amino asit ile etkilesime gegip, proteindeki

konumuna yerlesmesinin kolaylagtig1 diistintilmektedir.
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4.4. Ligand- Amino Asit Etkilesim Tablolar

Kenetlenme sonucunda elde edilen 2D diyagramlardan yararlanarak olusturulmus ligand- amino asit etkilesim tablolar1 agsagida verilmistir.
Asagida 4L8U kodlu serum albiimin proteinin 45 A® 6lciide ligandlar ile etkilesime giren amino asitler gosterilmistir Tablo 8 incelendiginde 4L8U
45 A3 igin Tyr138, Ile142, Argl86’nin biitiin ligandlar ile etkilesim iginde oldugu, Argl17, Leull5, Leul82, Leul85’in ise oldukga aktif oldugu
gbzlemlendi.

Tablo 14: 4L8U Ligand- Amino Asit Etkilesim Tablosu (45 A%)

Arg Leu Val Arg Pro Met Phe Lys Tyr Leu Ille Arg His Phe Leu Phe Tyr Phe Leu Leu Arg Asp Gly Lys Ser
Referans 116 118 138 142 146 154 161 182 186 189 193
Ataluren 138 142 146 154 161 182 186 189 193
Deflazacort 116 118 134 - 138 - 142 161 182 186
1

Safinamide 116 118 (123 138 142 146 149 154 157 161 165 182 186 189 193
Tamoxifen 118 134187 138|141 142 . 146 161 182 186 189

*Ospemifen 114 138 142 146 154 186 189 193
Sunitinib 116 118 - 138 142 146 154 161 - 182 186 189 193
Celecoxib 114 138 142 - 146 154 161 182 186 189 193
*Flurbiprofen 138 142 146 154 161 182 186 189 193
Carvedilol 118 138 - 142 146 154 161 182 186 189 193
*Pindolol 138 142 146 154 161 182 186 - 189 193
Oxandrolone 116 118 134 - 138 - 142 161 182 186

*Drostanolone propionate 116 118 - 138 142 146 161 182 186 189 193
Pentoxyfylline 138 142 146 154 161 182 186 189 193
Methylprednisolone 116 118 134 138 142 161 182 186

*Prednisone 116 118 134 138 142 161 182 186

*Hydrocortisone acetate 116 118 134 138 142 - 161 182 186 189
*Diflorosone 116 118 138 142 161 182 186

Simvastatin 138 142 146 - 154 - 161 182 186 189 193
*Lovastatin 114 116 138 142 146 161 182 186 189
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Asagida 4L.8U kodlu serum albiimin proteinin 40 A3 6l¢iide ligandlar ile etkilesime giren amino asitler gosterilmistir Tablo 9 incelendiginde 4L8U
40 A3 icin Tyr138, lle142, Leul82 ve Argl86’nin biitiin ligandlar ile etkilesim i¢inde oldugu, Argl17, Leull5, Leul82, Leul85, Tyr161’in ise
oldukca aktif oldugu gdzlemlendi

Tablo 15: 4L8U Ligand- Amino Asit Etkilesim Tablosu (40 A%)
Arg Leu Val Arg Pro Val Met Ala Phe Lys Tyr Leu lle Arg His Phe Leu Phe Tyr Phe Leu Leu Arg Gly Lys Ser

Referans 116 138 142 146 154 161 182 186 190
Ataluren 138 142 146 154 161 182 186 190
Deflazacort 116 118 - 138 142 161 182 186
Safinamide 116 118 138 142 146 - 154 - 161 182 186

*Ospemifen

Sunitinib

Celecoxib 114
*Flurbiprofen 138 142 146 154 161 186
118 123 134 - 138 - 142 146 154 161 182 186

138 142 146 154 182 186

118 134 - 138 142 161 182 186
142 161 - 182 186 190
10 i

Tamoxifen 118 134 138 142 146 161 182 186 -
118 134 138 142 . 146 161 182 186
118 123 - 134 138 142 161 - 182 186
138 142 - 146 154 161 182 186 190
Carvedilol 190
*Pindolol 190
Oxandrolone 116
118 123 138
138 142 146 - 154 161 182 186
118 123 134 138 142 161 - 182 186
118 123 134 138 142 161 182 186

118 - 123 - 134 138 142 161 182 186

118 134 138 142 161 182 186

118 138 142 146 161 182 186 190
138 142 146 161 182 186 190

*Drostanolone propionate 116
Pentoxyfylline

Methylprednisolone 116
*Prednisone 116
*Hydrocortisone acetate 116
*Diflorosone 116
Simvastatin 114 116
*Lovastatin 114 116
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Asagida 4RMH kodlu sirtuin 2 proteinin 45 A3 dl¢iide ligandlar ile etkilesime giren amino asitler gosterilmistir. Tablo 10 incelendiginde 4L8U
35 A% icin Tyr138, Ile142, Leul82’nin biitiin ligandlar ile etkilesim i¢inde oldugu, Argl17, Leull5, Leul82, Leul85, Tyr161’in ise oldukga aktif
oldugu gozlemlendir

Tablo 24: 4L8U Ligand- Amino Asit Etkilesim Tablosu (35 A%)

Arg Leu Val Arg Pro Met Phe Lys Tyr Leu lle Arg His Phe Leu Phe Tyr Phe Leu Leu Arg Gly Lys Ser

Referans 116 - 118 138 182 186 190
Ataluren 182 186 190

Deflazacort 116 118 134 - 138 - 142 182 186

Safinamide 116 118 138 146 - 154 - 161 182 186 -
Tamoxifen 116 118 134 138 142 146 161 182 186

*Ospemifen 116 118 134 138 142 . 146 161 182 186

Sunitinib 116 118 134 138 142 146 154 161 l 182 186 190
Celecoxib 114 138 142 - 146 154 161 182 186 190
*Flurbiprofen 138 142 146 154 161 182 186 l

Carvedilol 116 118 - 138 - 142 146 161 182
*Pindolol 138 142 - 154 161 182 186 190 -

Oxandrolone 116 118 134 - 138 - 142 161 182 186

*Drostanolone propionate 116 118 - 138 142 146 161 182 186 190
Pentoxyfylline 138 142 146 l 154 161 182 186 l 190 l
Methylprednisolone 116 118 134 138 142 l 161 182 186

*Prednisone 116 118 134 138 142 161 182 186
*Hydrocortisone acetate 116 118 134 138 142 - 161 - 182 186 -
*Diflorosone 116 118 134 138 142 161 182 186

Simvastatin 138 145 146 - 154 - 161 182 186 l 190 -
*Lovastatin 114 116 138 142 - 146 161 - 182 186 190
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Asagida 4RMH kodlu sirtuin 2 proteinin 45 A3 &l¢iide ligandlar ile etkilesime giren amino asitler gosterilmistir. Tablo 11 incelendiginde
4RMH 45 A3 i¢in Phe96, Phel19, Phel31, Ile169’nin biitiin ligandlar ile etkilesim icinde oldugu, Tyr104, 11e232 ve Val233’iin ise oldukga aktif

oldugu gozlemlenmistir.

Tablo 33: 4RMH Ligand- Amino Asit Etkilesim Tablosu (45 A%)

lle Pro Phe Arg Ser Pro Leu Tyr Glu |lle Phe Phe Leu Ala Leu Tyr Pro Phe 1lle Asp Thr His Phe Ser Leu lle Val Phe Phe Leu Val GIh Pro

Referans 93 9% - 119 134 138 140 - 169 - 190 233 235

Ataluren 93 9% 119 138 140 169 190 233

Deflazacort 96 - 116 119 169 233 235 266
Safinamide 96 119 134 - 138 - 140 - 169 - 190 206 233

Tamoxifen 96 98 - 119 169 233 266
*Ospemifen 9% 119 169 233 235 266
Sunitinib 93 - 9% - 119 134 - 138 - 140 169 190 233 235
Celecoxib 96 - 116 119 169 233 235 - 266 - 268
*Flurbiprofen 93 - 96 103 - 119 138 169 190 233 235
Carvedilol 93 96 - 119 134 138 - 140 - 169 - 190 233 235
*Pindolol 96 103 119 134 138 169 - 190 233

Oxandrolone 9% 119 169 233 235
*Drostanolone propionate 96 119 134 138 169 190 233 235
Pentoxyfylline 93 9% 119 134 138 140 169 190

Methylprednisolone 9% 103 119 134 138 140 169 171 190 -

*Prednisone 93 9 119 134 138 140 169 171 190

*Hydrocortisone acetate 96 119 134 138 169 190 233 235 266
*Diflorosone 96 119 169 233 235 266
Simvastatin 93 9 103 119 134 138 140 169 190 233 235
*Lovastatin 93 9% 119 134 138 140 169 - 190 233 235
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Asagida 4RMH kodlu sirtuin 2 proteinin 35 A3 6l¢iide ligandlar ile etkilesime girdikleri amino asitler gdsterilmistir. Tablo 12 incelendiginde
Phe96, Phel19, Phel31, Phe234, Tyrl04, Ile169, Ile232 ve Val233’iin ise oldukga aktif oldugu gézlemlenmistir.

Tablo 42: 4RMH Ligand- Amino Asit Etkilesim Tablosu (40 A®)

lle Pro Phe Arg Ser Pro Leu Tyr Glu 1lle Phe Phe Leu Ala Leu Tyr Pro Phe 1lle Asp Thr His Phe Leu lle Val Phe Phe Leu Val GInh Pro
Referans 93 96 - 119 140 - 169 - 190 232 234 -
Ataluren 96 119 190 232 234
Deflazacort 96 - 116 119 - 232 234 - 239 -
Safinamide 96 119 134 - 138 - 140 - 169 - 190 - 232 234
Tamoxifen 96 98 - 119 169 232
*Ospemifen 96 119 169 232 234
Sunitinib 93 96 - 119 134 - 138 - 140 169 - 190 232 234
Celecoxib 96 116 119 169 232 239 - 267 -
*Flurbiprofen 93 96 103 138 140 169 171 190 -
Carvedilol 93 96 119 134 138 140 169 190 232 234 -
*Pindolol 96 119 34 138 169 190 232 234
Oxandrolone 96 119 169 232 234
*Drostanolone propionate 96 119 134 138 169 190 232 234 l
Pentoxyfylline 93 96 119 134 138 - 140 - 169 - 190 232
Methylprednisolone 96 - 116 - 119 232 - 234 -
*Prednisone 93 96 119 134 - 138 - 140 - 169 - 171 190 232
*Hydrocortisone acetate 96 119 169 190 232 234
*Diflorosone 119 169 232 234
Simvastatin 93 - 96 103 - 119 134 - 138 - 140 169 190 232 234
*Lovastatin 96 116 119 169 - 232 234
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Asagida 4RMH kodlu sirtuin 2 proteinin 35 A3 6l¢iide ligandlar ile etkilesime girdikleri amino asitler gdsterilmistir. Tablo 13 incelendiginde
Phe96, Phel19, Phel31, Ile169 nin biitiin ligandlar ile etkilesim i¢inde oldugu, Tyr104, 1le232 ve Val233 ve Phe234’{in ise oldukg¢a aktif oldugu

Tablo 51: 4RMH Ligand- Amino Asit Etkilesim Tablosu (35 A®)

lle Pro Phe Arg Ser Pro Leu Tyr Glu lle Phe Phe Leu Ala Leu Tyr Pro Phe lle Asp Thr His Phe Leu lle Val Phe Phe Gly Leu Val GInh Pro
Referans 93 96 - 119 134 138 140 - 169 - 190 232 234 -
Ataluren 93 96 119 138 140 169 190 232 234
Deflazacort 96 - 116 119 169 - 232 234 - - 266
Safinamide 96 119 134 - 138 - 140 - 169 - 190 - 232 234
Tamoxifen 96 98 - 119 169 232 266
*QOspemifen 96 119 169 232 234 266
Sunitinib 93 - 96 - 119 134 - 138 - 140 169 190 232 234
Celecoxib 96 - 116 119 169 232 235 - 266 - 268
*Flurbiprofen 96 103 - 119 138 169 190 232 234
Carvedilol 93 96 119 134 - 138 - 140 - 169 - 190 232 234
*Pindolol 93 96 103 119 134 138 169 - 190 232
Oxandrolone 96 119 169 232 234
*Drostanolone propionate 96 119 134 138 169 190 232 234
Pentoxyfylline 93 96 119 134 138 - 140 - 169 - 190
Methylprednisolone 96 - 119 134 138 169 - 190 232 - 234 - 266
*Prednisone 93 96 119 134 138 - 140 - 169 - 171 190 232
*Hydrocortisone acetate 96 119 169 190 232 234 236 - 266
*Diflorosone 96 119 169 232 234 266
Simvastatin 93 96 103 119 134 138 140 169 190 232 234
*Lovastatin 93 96 119 134 138 140 169 - 190 232 234
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Asagida 2D4Q kodlu nérofibromin proteinin 45 A3 6lgiide ligandlar ile etkilesime girdikleri amino asitler gosterilmistir. Tablo 14
incelendiginde Tyr1587 ve Phel633’lin biitiin ligandlar ile etkilesim i¢inde oldugu, 11€1620, Val1622, Arg1632 ve Tyrl668’in ise oldukga aktif

oldugu gozlemlenmistir.

Tablo 60: 2D4Q Ligand- Amino Asit Etkilesim Tablosu(45 A%

Phe Tyr Ala Phe Leu Val

Referans

Ataluren

Deflazacort

Safinamide

Tamoxifen

*QOspemifen

Sunitinib

Celecoxib
*Flurbiprofen
Carvedilol

*Pindolol

Oxandrolone
*Drostanolone propionate
Pentoxyfylline
Methylprednisolone
*Prednisone
*Hydrocortisone acetate
*Diflorosone
Simvastatin

*Lovastatin

Leu Tyr lle Val Leu Thr Asn Arg Phe Leu Trp Phe Phe Ala Tyr Val Val

lle Trp Val Tyr Thr Leu Leu Ser Arg Leu Phe Val Leu

1610 1620 1624 1631 1633 1641

1631 1633
1633
1631 1633 1641 1645
1631 1638 1641 - 1645
1631 1633 1641
1631 1633 - 1641
1631 1633
1631 1633
1631 1633 1641 - 1645
1631 1633 1641
1631 1633
1633 1641
1631 1633

1633 - 1641

1641
1641 l 1645
1641
1641

1664 - 1668
1664 1668

1650 1656
1668

1668
1656 - 1664 1668

1676 - 1682 - 1685

1676 l
w2

1685 - 1751 -

1645 - 1650 - 1656 1664 1668 1676

1656 - 1664- 1668 -

1656 1668
1650 - - 1676
1656 1664 1668
1656 1664 1668
1656 1664 1668
1656 1664 1668 - 1685
1656 1668 - 1676

1650 1656 1685

1664 1668 1676

1685
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Asagida 2D4Q kodlu nérofibromin proteinin 40 A3 &lciide ligandlar ile etkilesime girdikleri amino asitler gdsterilmistir. Tablo 15
incelendiginde Tyr1587 ve Phel633’iin biitiin ligandlar ile etkilesim i¢inde oldugu, 1le1620, Val1622, Argl632 ve Tyr1668’in ise olduk¢a aktif

oldugu gozlemlenmistir.

Tablo 69: 2D4Q Ligand- Amino Asit Etkilesim Tablosu (40 A®)

Phe Tyr Ala Phe Leu Val Leu Tyr lle Val Leu Thr Asn Arg Phe Leu Trp Phe Phe Ala Tyr Val Val lle Trp Val Tyr Thr Leu Leu Ser Arg Leu Leu

Referans 1656 m 1676 -
Ataluren 1602 1664 1668

Deflazacort 1650 1653 1656 1676 1679 1652 1684
Safinamide 1610 1645 l 1668

Tamoxifen 1656 1658 1664 1665 1668 1679

*QOspemifen 1656 l 1664 l 1668 l
Sunitinib 1610 - 1620 1645 - 1650 - 1656 1664 1668 1676

Celecoxib 1656 1658 1664 1679 1685 1752
*Flurbiprofen 1656 1668

Carvedilol 1610 - 1620 1641 1645 1650 - 1668 1676

*Pindolol 1641 1656 1664 1668

Oxandrolone 1656 1664 1668

*Drostanolone propionate 1656 1664 1668

Pentoxyfylline
Methylprednisolone
*Prednisone
*Hydrocortisone acetate

1656 1664 1668 - 1685

1656 l 1668 - 1676 l
1650 - 1656 1685

l 1610 1641 l 1645 1664 1668 1676

*Diflorosone 1641 1656 1668 - 1676 -
Simvastatin 1641 1656 11658 1664 1665 1668 1685
*Lovastatin 1641 1656 1658 1664 1665 1668 1685
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Asagida 2D4Q kodlu nérofibromin proteinin 35 A® 6lciide ligandlar ile etkilesime girdikleri amino asitler gosterilmistir. Tablo 16
incelendiginde Tyr1587, Ile1620 ve Phe1633’iin biitlin ligandlar ile etkilesim i¢inde oldugu, Val1622, Argl632 ve Tyr1668’in ise oldukga aktif

oldugu gozlemlenmistir.

Tablo 78: 2D4Q Ligand- Amino Asit Etkilesim Tablosu (35 A3)

Phe Tyr Ala Phe Leu Val Leu Tyr |lle Val Leu Thr Asn Arg Phe Leu Trp Phe Phe Ala Tyr Val Val lle Trp Val Tyr Thr Leu Leu Ser Arg Leu Phe Val Leu

Referans 1572 1610 1620. 1624 1631. 1633 1641 1656 1664- 1668 1676- -
Ataluren 1572 1589 - 1602 1620 - 1631 1633 1664 1668

Deflazacort 1572 1633 1650 - 1656 1676 - 1682 - 1685

Safinamide 1572 1589 1631 - 1633 1641 1645 1650 1668

Tamoxifen 1572 1589 1633 1641 - 1645 1676

*QOspemifen 1572 1589 1631 1633 1641 1656 - 1664 - 1668 l -
Sunitinib 1572 1589 1631 1633 - 1641 1645- 1650 - 1656 1664 1668 1676

Celecoxib 1572 1589 1631 1633 1656 - 1664 - 1668 - 1685 - 1751 -
*Flurbiprofen 1572 1631 1633 1656 1668

Carvedilol 1572 1589 1631 1633 1641 1645 1650 - 1668 1676

*Pindolol 1572 1589 1631 1633 1641 1656 1664 1668

Oxandrolone 1589 1631 1633 1656 1664 1668

*Drostanolone propionate 1572 1589 1633 1641 1656 1664

Pentoxyfylline 1589 1633 1656 1664

Methylprednisolone 1633- 1641 1656. l
*Prednisone 1572 1641 l 1656

*Hydrocortisone acetate 1589 1641 1645

*Diflorosone 1641 -
Simvastatin 1572 1589 1641

*Lovastatin 1589 -
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Asagida 3PG7 kodlu nérofibromin proteinin 45 A3 6lgiide ligandlar ile etkilesime girdikleri amino asitler gosterilmistir. Tablo 17
incelendiginde Tyr1587, Vall622 ve Phe1633’lin biitlin ligandlar ile etkilesim i¢inde oldugu, Leul624 ve Trpl1641’in ise oldukga aktif oldugu

gozlemlenmistir.

Tablo 87: 3PG7 Ligand- Amino Asit Etkilesim Tablosu (45 A%)

Phe Tyr Ala Phe Val Leu Tyr lle Val Leu Thr Asn Arg Phe Leu Trp Phe Phe Ala Tyr Val Val le Trp Val
1622

Tyr Thr Leu Leu Arg Leu Phe Leu

Referans 1572 1606
Ataluren 1572 1589 1606
Deflazacort 1572 1589 1606
Safinamide 1572 1589 1606

1627 1632
1622 1627 1632
1622 1627
1622 1627 1632

1653

1649 1653
1649 1653

1665

1638

1665 1679

Tamoxifen 1572 1589 1606 1622 1632 1658 1665 1679 1685
*Ospemifen 1572 1589 1606 1622 1632 1665 1679 1685 1751
Sunitinib 1572 1589 1606 1622 1627 1632 - 1649 - 1653

Celecoxib 1572
*Flurbiprofen 1572
Carvedilol 1572 1589

1589 - 1606 1622 1627 1632
1622 1627 1632

16061610 1618 1622 1632 1638 {1645 1650 1653
1622 1627 1632

1679 1685 1751

1665

*Pindolol 1589 1665 1669 - 1679 - 1751
Oxandrolone 1589 1627 1632 1638 1642- - 1665
*Drostanolone propionate 1606 - 1622 1627 1632 - 1665
Pentoxyfylline 1589 1622 1627 - 1632 1638 1658 1665

Methylprednisolone
*Prednisone
*Hydrocortisone acetate
*Diflorosone
Simvastatin

*Lovastatin

1622
1622

1638

1669 . - 1751
- 1658 1665 1669 1679 1685 1751

1653

1653 - 1665

1653 1676 1679

1653 1679

16581664 16651668 1679 1685

1622 16271631

1622

1649

1649
1642 1649
1642

1622

1622 /1624 1627 1631 1632
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Asagida 3PG7 kodlu nérofibromin proteinin 40 A3 6lciide ligandlar ile etkilesime girdikleri amino asitler gosterilmistir. Tablo 18 incelendiginde

Tyr1587 ve Phel633’iin biitiin ligandlar ile etkilesim i¢inde oldugu, Val1622, Leul624 ve Trp1641°in ise oldukea aktif oldugu gozlemlenmistir.

Tablo 96: 3PG7 Ligand- Amino Asit Etkilesim Tablosu (40 A%)

Phe Tyr Ala Phe Val Leu Tyr Tyr lle Val Leu Thr Asn Arg Phe Leu Trp Phe Phe Ala Tyr Val Val lle Trp Val Tyr Thr Leu Leu Arg Leu Phe Val Leu

Referans

Ataluren

Deflazacort

Safinamide

Tamoxifen

*Ospemifen

Sunitinib

Celecoxib

*Flurbiprofen
Carvedilol

*Pindolol

Oxandrolone
*Drostanolone propionate
Pentoxyfylline
Methylprednisolone
*Prednisone
*Hydrocortisone acetate
*Diflorosone
Simvastatin

*_ovastatin

1572 1589 1606 1624 1631 l 1633 1641 - 1668
1572 1589 - 1606 1624 1631 1633 - 1641 1664 1668
1572 1589 1606 1624 1631 1633 1641 1645 - 1650 l 1664 - -
1572 1589 - 1606 1631 1633 1641 1645 1656 1668
1572 1589 1606

1572 1587 1589 1592 1606 1624 1627 1631 1632 1633 1641 1656 1658 1664
1572 1587 1589 1624 163101632 16331638 16411642 1645 1650/1653 1668 1676
1687 1750 1751
1624 1633 1641 1656 1664 1665 1668
1589 1624 1633 1641
1589
1641 1668

1624 163116321633 1641 1645 1656 1668
1572 1587 1589 1606 1624 16311632 1633 1641 1656 1668
1589 1502 16241627 1631 1632 1633 11658 1664 1665 1668 /1669 1676
1624 1633 1641
1641

15721567 1569 16061610 1618 1620 16311632 16331638 1641 16451649 16501653 1656 1664 1668
1572 1624 1633 1641 1664 1665 1668
1589 1624 1627 1631 1632 1633 1638 1641 1650 1664 1665 1668
1589 1624 1627 1631 1632 1633 1638 1664 1665 1668 1669 1676 1751
1656 1685
1624 /1627 16311632 1633 1641
1641
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Asagida 3PG7 kodlu nérofibromin proteinin 35 A2 6lciide ligandlar ile etkilesime girdikleri amino asitler gosterilmistir. Tablo 19 incelendiginde
Tyr1587 ve Phel633’iin biitiin ligandlar ile etkilesim i¢inde oldugu, 1le1620, Val1622 ve Trp1641’in ise oldukga aktif oldugu gézlemlenmistir.

Tablo 104: 3PG7 Ligand- Amino Asit Etkilesim Tablosu (35 A%)
Phe Tyr Ala Phe Val Leu Tyr lle Val

Referans 1572

Ataluren 1572 1589
Deflazacort 1572 1589 1606
Safinamide 1572 1589 - 1606
Tamoxifen 1572 1589 1606

Trp Val Tyr Thr His Leu Leu Arg Leu Leu

16761679

1679
-
1679

Leu Thr Asn Arg Phe Leu Trp Phe Phe Ala Tyr Val Val Il

1649 1653
1649 1653

1665

1658

*Ospemifen 1572 1589 1606

Sunitinib 1572 1589 - 1649- 1653

Celecoxib 1572 1589 - 1606 - 1751
*Flurbiprofen 1572 1627

Carvedilol 1572

16061610 1618 1627
1502 1627 16761679 1685 1751

I 1669

*Pindolol

Oxandrolone 1627 1632

*Drostanolone propionate 1627 1632

Pentoxyfylline 1627 - 1632 1658

Methylprednisolone 1653 - 1658 -

*Prednisone 1653
*Hydrocortisone acetate 1653
*Diflorosone 1653
Simvastatin 1653
*Lovastatin
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5. TARTISMA

Vitiello ve ekibinin (Vitiello ve ark. 2019) DMD igin ilac1 yeniden konumlandirma
calismasindan segilen bazi ligandlar ve onlarin yap1 benzerlerinin 4L8U. 4RMH. 2D4Q
ve 3PG7 PDB ID’ lerinde kenetlenme sonucunda elde edilen degerler Tablo 4 ile Tablo 7

arasinda yer almaktadir.

Tablo 3’ de Spartan 14’ programi araciligi ile ¢alisilan molekiillerin ¢esitli
parametrelerinin analiz sonuglar1 yer almaktadir. Tablo 3 ve ligand-amino asit 2D
diyagramlarinin birlikte incelenmesi sonucu hacim ve alan Olglileri yiiksek olan
ligandlarin ¢evre amino asitleri ile etkilesime girme oranmnin artmis oldugu, boylelikle
zayif dahi olsa olusan etkilesimler sonucunda ligandlarin baglanma bdlgesinde daha etkin
yer edinmelerine katki sagladigi tespit edilmistir. Tablo 3 incelendiginde calisilan
ligandlarin ¢ogunun dipol momentlerinin yiiksek olduklar1 goriilmektedir. Dipol
momentin yiiksek olmasi, polar amino asitler ile etkilesime ge¢me egiliminde olduklarini
gosterir. Hacimsel olarak daha az yer kaplayan Flurpibrofen ligandinin daha az amino asit
ile etkilesime girmis olmasma ragmen baglanma enerjileri koti degildir. Celecoxib
islevsel benzeri olan Flurpibrofen ligandinin hacminin, eklenecek fonksiyonel gruplar ile
biiyiitiilerek hedef protein ile daha etkin baglanma degeri elde edilebilecegi
diistintilmektedir. Tablo 3’de verilen QSAR verilerine bakildiginda hacim ve alan olarak
yiiksek degerlere sahip olan ligandlarin zayif etkilesimde oldugu diisiiniilen ancak
hacimsel hareketlilik noktasinda ligandin yapiya fit olmasina destek saglayan ¢evre amino

asitlerin afinite lizerindeki katkilar1 yadsinamayacak kadar 6nemli oldugu anlasilmaktadir.

Molekiiller arasi etkilesimlerde diger etkilesimlere kiyasla hidrojen bag etkilesiminin
baglanma enerjisine katkis1 daha fazla olmakla beraber, etkilesim mesafeleri de 6nem arz
etmektedir. Hidrojen bagi etkilesimi igin 3.5 A- 4.5 A aras1 mesafeler daha etkili oldugu

diistiniilmektedir.

Ataluren ligandinin baglanma enerjileri incelendiginde ¢alisilan diger proteinlere
nazaran 3PG7 proteini ile daha diisiikk baglanma enerjine sahip oldugu tespit edilmistir.
Carvedilol, Safinamide ve Flurpibrofen ligandlarinin 6zellikle nérofibromin proteinindeki

baglanma degerlerinde diisiis gozlemlenmistir.

....... Del 1750 mutasyonuna sahip 3PG7 PDB ID kodlu nérofibromin proteininde olusan
mutasyon sonucu 2D4Q dogal proteininde bulunan ve daha polar bir yapiya sahip olan
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lizin amino asidi yerine valin amino asidinin degisimi olmustur. Val1570 ile sadece
pindolol ligand: etkilesime girmis oldugu, bunun disinda ¢alisilan diger higbir ligandin
belirtilen amino asit ile etkilesim igerisinde olmadigindan bizim ¢alismamiz igin pek bir
Oonem arz etmedigi diisiiniilmektedir. Fakat durum tam tersi olsaydi, proteinde mutasyon
sonucu daha polar bir amino asit yer edinseydi, ligandlar ile etkilesimlerde degisiklik
olusmasi bekleneceginden dolayr c¢alismamiz i¢in mutasyon Onemli bir fark

olusturabilirdi.
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6. SONUC ve ONERILER

Heniiz kesin tedavisi bulunmayan nadir hastaliklar arasinda bulunan DMD
hastaliginin hasta yasamini daha katlanilabilir kilmak amaciyla kullanilan ilaglarin
alternatiflerinin bulunmas: i¢in bilgi tretilmesi planlanan bu c¢alisma yiiriitiilmiistiir
Fluribrofen ilag aktifinin fonksiuonel gruplar ile hacminin arttirilmasi ile daha fazla amino
asit ile etkilesime girmesi saglanip baglanma degerinin iyilestirilmesi, ayrica ilag

yapilariin kuantum mekanik ile iyilestirilmesi dnerilmektedir
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