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OZET

YUKSEK LiSANS TEZi

LASSA VIRUS PROTEINLERINE KARSI IN SILIKO YONTEMLERLE iLAC
YENIiDEN KONUMLANDIRMA

Handan SIMSEK

istanbul Universitesi
Fen Bilimleri Enstitiisii

Biyoteknoloji Anabilim Dali

Damisman : Doc. Dr. Seref GUL

Lassa virlisii (LASV), Lassa Atesine (LF) sebep olarak her y1l binlerce 6liime neden olmaktadir.
Bat1 Afrika’da yillik 100.000-300.000 LASYV enfeksiyonu rapor edilmisken heniiz onaylanmis
bir agis1 yoktur. Diinya Saglik Orgiitii tarafindan LF’nin diinyanin farkli bélgelerinde gériilme
potansiyelinin yiiksek oldugu raporlanmistir. LF’ye karsi antiviral ilag olarak ribavirin
denenmis fakat yan etkileri nedeniyle kullanimi durdurulmustur. Bu nedenle LF’ye kars ilag
gelistirme c¢alismalar1 biiylik 6nem tasimaktadir. Yenilik¢i ilag gelistirme calismalar1 uzun
stireli molekiil kesfi ve faz calismalar1 gerektirdigi i¢in kullanimda olan ilaglarin yeni ortaya
c¢ikan hastaliklara kars1 yeniden konumlandirilmasi zaman ve maliyet kazanimi saglamaktadir.
LASV’in konake¢iya giris mekanizmast ve yasam dongiisiindeki proteinler ilag gelistirme
caligmalari i¢in kritik hedeflerdir. LASV, S ve L olarak bilinen iki tek sarmalli boliimden olusan
negatif anlamli bir RNA genomuna sahiptir. S boliimii, hem niikleoproteini (NP) hem de zarf
glikoprotein kompleksinin (GPC) onciisiinii kodlar. NP, viral genomik ve antigenomik
RNA'larla baglanarak niikleokapsidler olarak bilinen riboniikleoprotein (RNP) kompleksleri
olusturup LASV yasam dongiisiinde 6nemli bir rol oynar. Bu niikleokapsidler, L polimeraz ile
etkilesime girer ve hem viral mRNA transkripsiyonunu hem de viral genom replikasyonunda
gorev alir. Bu nedenle bu ¢alismada NP hedef protein olarak belirlenmistir. Coziilmiis NP
kristal yapilarinda, N ve C uglarindaki iki kritik bolgeye yerlestirme simiilasyonu metoduyla
FDA onayl ilaglarin aktif molekiillerinin baglanma afiniteleri belirlenmistir. Her iki bolge i¢in
de en iyi baglanma afinitesine sahip, yan etkisi diisiik ve yaygin kullanimda olan ilaglar
belirlenmistir. Bu ilaglarin yerlestirme simiilasyonu analizinden gelen NP ile kompleks yapilari
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detayl1 olarak molekiiler dinamik (MD) simiilasyonlari ile incelenmistir. MM/GBSA analizi ile
molekiil-NP baglanma enerjileri detayli olarak hesaplanmis ve in siliko alanin-tarama y6ntemi
ile secilen molekiillerin kritik olarak baglandigi amino asitler belirlenmistir. |

Aralik 2023, 84 sayfa.

Anahtar kelimeler: Lassa, Niikleoprotein, Ilag¢ Yeniden Konumlandirma, Doking, MD
Simiilasyonu
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SUMMARY

M.Sc. THESIS

DRUG REPURPOSING AGAINST LASSA VIRUS PROTEINS BY USING IN
SILICO METHODS

Handan SIMSEK

Istanbul University
Institute of Graduate Studies in Sciences

Department of Biotechnology

Supervisor : Assoc. Prof. Dr. Seref GUL

Lassa virus (LASV) causes thousands of deaths every year by causing Lassa Fever (LF). While
100,000-300,000 LASV infections have been reported annually in West Africa, there is no
approved vaccine yet. It has been reported by the World Health Organization that LF has a high
potential to occur in different parts of the world. Ribavirin was tried as an antiviral drug against
LF, but its use was discontinued due to its side effects. Therefore, drug development studies
against LF are of great importance. Since innovative drug development studies require long-
term molecule discovery ve phase studies, repositioning of drugs in use against newly emerging
diseases provides time ve cost savings. The host entry mechanism of LASV ve the proteins in
its life cycle are critical targets for drug development studies. LASV has a negative-sense RNA
genome consisting of two single-stranded segments known as S ve L. The S segment encodes
both the nucleoprotein (NP) ve the precursor of the envelope glycoprotein complex (GPC). NP
plays an important role in the LASV life cycle by binding with viral genomic ve antigenomic
RNAs to form ribonucleoprotein (RNP) complexes known as nucleocapsids. These
nucleocapsids interact with L polymerase ve are involved in both viral mRNA transcription ve
viral genome replication. Therefore, NP was determined as the target protein in this study.
Binding affinities of active molecules of FDA-approved drugs were determined by the docking
simulation method at two critical regions at the N ve C termini in solved NP crystal structures.
Drugs with the best binding affinity for both regions, with low side effects ve in widespread
use were determined. The complex structures of these drugs with NP from the docking
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simulation analysis were examined in detail by molecular dynamics (MD) simulations. By
MM/GBSA analysis, molecule-NP binding energies were calculated in detail, ve the amino
acids to which the selected molecules were critically bound were determined by the in silico
alanine-scanning method.

December 2023, 84. pages.

Keywords: Lassa, Nucleoprotein, Drug Repositioning, Docking, MD Simulation
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1. GIRIS
1.1. LASSA VIRUSU TARIHSEL EVRIMIi VE KESFi

Lassa virlisii, Arenaviridae ailesine ait bir RNA viriisiidiir ve Bat1 Afrika'da endemik olarak
bulunan bir zoonotik patojendir (Ogbu, Ajuluchukwu vd., 2007). Bu viriisiin tarihsel evrimi,
mikrobiyoloji ve bulasici hastaliklar alanindaki ¢aligmalarin bir {iriinii olarak sekillenmistir.
LASV ilk olarak 1969'da Nijerya'nin kuzey dogusundaki kiigiik bir kasaba olan Lassa'daki bir
klinikte ¢alisan bir hemsireden izole edilmistir (Frame, Baldwin Jr vd., 1970). Bu hastaligin
karakteristik ozellikleri, ates, bas agrisi, halsizlik gibi semptomlar ve zaman zaman kanamali
sendromlari igermektedir (McCormick, King vd., 1987). Juliette Dalgleish ve Max S. Gear gibi
arastirmacilar, bu salginin etkeninin viral bir patojen oldugunu kesfetmislerdir. Bu yeni virtis,
Lassa atesi olarak adlandirilmis ve hastaligin seyrini belirleyen onemli bir faktoér olarak
belirlenmistir (Buckley ve Cabals 1970). 1970'lerde, Lassa virlisliniin daha ayrintili
karakterizasyonu ve molekiiler yapisinin ¢oziilmesi baglanmigtir. Bu donemde viral genomunun
RNA yapist belirlenmis ve protein bilesenleri ayrmtili olarak analiz edilmistir. Ozellikle
viriisiin zarfin1 olugturan glikoproteinlerin hiicreye giris mekanizmasindaki roliine dair ilk
ipuclart elde edilmistir (Fichet-Calvet ve Rogers 2009). Sonraki yillarda, Lassa viriisiiniin
fareler araciligiyla insanlara bulasma mekanizmalar1 ve enfeksiyonun molekiiler diizeydeki
ayrintilar1 daha fazla arastirilmistir. Genetik analizler, virlisiin farkli suslarmmin evrimsel
iligkilerini ortaya ¢ikarmis ve cografi yayilma paternleri incelenmistir. Bu donemde, Lassa
virlisliniin neden oldugu hastaligin epidemiyolojisi ve bulasma yollarinin daha iy1 anlagilmast,
enfeksiyonun kontrol altina alinmasi ve yayilmasimin smirlanmasi agisindan biiyiikk 6nem

tasimuigtir (Yun ve Walker 2012).

Gilinlimiizde, Lassa virlisii ve Lassa atesi hala Bat1 Afrika'da 6nemli bir halk saglig1 sorunu
olarak goriilmektedir (WHO 2023). Genomik analizler, viral bilesenlerin fonksiyonlar1 ve
immiinolojik tepkiler {izerine yapilan c¢alismalar, Lassa viriisiiniin patojenezini daha
derinlemesine anlamamiza yardimei olmaktadir. Ayrica, as1 gelistirme ¢abalari ve ilag tedavi
stratejileri, gelecekteki salginlarin etkisini minimize etme amaciyla devam etmektedir. Tarihsel

evrimi boyunca, Lassa virlisii aragtirmalart mikrobiyoloji ve bulasic1 hastaliklar alaninda



onemli bilimsel ilerlemelere sebep olmustur. Bu ¢alismalar, viriisiin biyolojisi ve etkilesimleri

hakkindaki anlayisimizi artirmis ve hastaligin kontroliine yonelik stratejilere yol gostermistir.
1.2. LASSA VIRUSU BULASMA YOLLARI

Lassa virilisiinlin insanlara bulagmasi, kontemine olmus kemirgen digkisinin solunmasi veya
kontemine olmus gida tiikketimi ile veya temasiyla gergeklesir (Stephenson, Larson vd., 1984).
Mastomys natalensis tiiri kemirgen Lassa viriisiiniin dogal konakg¢isidir (Monath, Newhouse
vd., 1974). Lassa atesi (LF) 6zellikle Nijerya, Liberya, Sierra Leone ve Gine’de yaygin olan
enfekte kemirgenlerle temasin neden oldugu hemorajik bir insan hastaligidir. Diinya Saglik
Orgiiti'ne (WHO) gore, ozellikle yeterli enfeksiyon onleme ve kontrol tedbirlerinin
bulunmadigr hastanelerde, bireyler arasinda ve laboratuvar ortamlarinda da bulasma
gerceklesebilmektedir. Hastalik Kontrol ve Onleme Merkezleri, Afrika'da yilda 100.000-
300.000 LASV enfeksiyonu ve ~5.000 LF'ye bagli 6liim oldugunu bildirmistir (Department of
Health ve Human Services 2023). Ortalama 10 giinliik bir kulugka doneminden sonra ates,
halsizlik ve bas agris1 gibi genel grip benzeri semptomlar goriiliir. Siddetli LF vakalarina
hemorajik ve/veya norolojik tutulum eslik edebilir (Basler 2017). Her yil 300.000’e kadar
enfeksiyon ve 5000°den fazla 6liim meydana gelmekte olup, mortalite oranlar1 hastanede yatan
hastalarda %50’ye, gebeligin son ayindaki kadinlarda %90’a kadar ulagsmaktadir (Ogbu,
Ajuluchukwu vd., 2007). Hastaliktan kurtulanlarda ise sagirlik dahil norolojik komplikasyonlar
stk goriliir (Cashman, Wilkinson vd., 2018). Viriisiin tagiyicisi olan kemirgenlerin bulundugu
bolgelerde niifus artisi, cevresel degisiklikler veya iklim degisiklikleri, yeni salginlarin olugsma
riskini artirabilir. Lassa atesi hastaliginin hem bolgesel hem de kiiresel saglik agisindan 6nemi,
yiiksek 6liim orani, zorlu tani siireci, uluslararas1 yayilma riski ve saglik altyapisina olan etkileri
gibi faktorlerle belirlenir (Glass, Cheek vd., 2000). Hastalik, sadece bolgesel degil, ayni
zamanda uluslararasi saglik otoriteleri ve topluluklar i¢in de dikkate alinmasi gereken bir saglik
sorunudur. Lassa viriisii, seyahat eden kisiler aracilifiyla da diger bolgelere yayilabilir. Bu

nedenle, diinya genelinde Lassa viriisiiniin potansiyel bir tehdit oldugu diisiiniilmektedir.

Lassa viriisliniin ¢ogalmasin1 ve yayilmasini azaltabilen veya yok edebilen antiviral ilaglar,
hastanin hastaliga kars1 diren¢ gostermesini saglayabilir. Fakat patojen hakkinda bilinenlerin az
olmasi antiviral ilaglarin gelismesinde ¢ok biiyiik bir zorluktur (Garry 2023). Antiviral ilag
olarak denenen ribavirin, erken LF teshislerinde 6liim riskini azaltabilmektedir, fakat ilacin yan

etkilerinden dolay1 nadiren kullanilmaktadir (McCormick, King vd., 1986).



1.3. LASSA VIiRUSU YAPISI

Lassa viriisii (LASV) Mammaarenaviriis cinsinde ve Arenaviriis ailesinde olan negatif anlamli
zarfli, iki segmentli bir RNA virlisidiir (Kuhn, Adkins vd., 2020). Arenaviriisler, sitozol ile
siurl, litik olmayan bir yasam dongiisiine sahip zarfli zincirli RNA viriisleridir. Arenaviriis
genomu, zarf glikoprotein onciisii (GPC) ve niikleoproteini (NP) kodlayan S (kiiclik) segmenti
ve matris proteini (Z) ve viral polimeraz1 (LP) kodlayan L segmentinden olusur (Buchmeier
2007).

Glikoprotein Onciisii viriisiin hiicreye girisini saglar. GPC tek polipeptit olarak sentezlenmesine
ragmen sonra ii¢ boliime ayrilir: kararl sinyal peptit (SSP), reseptdr baglama alt birimi GP1 ve
membran fiizyon alt birimi GP2 (Beyer, Popplau vd., 2003). SSP, spike ile yer degistirmesi,
olgun kompleksin bir par¢asini olusturmasi, trans halinde eklenebilmesi ve spike olgunlagsmasi
ve islevi igin gerekli olmasi bakimindan arenaviriislere 6zgiidiir (Cosset, Marianneau vd.,
2009). Tiim arenaviriisler tarafindan paylasilan yapilar olsa da, farkl viriisler farkli hiicresel
reseptorler kullanir: Lassa viriisiinde a-distroglikan (Cao, Henry vd., 1998, Kunz, Rojek vd.,
2005) (a-DG) kullanr.

Arenaviriislerde bulunan a-DG’nin yapisal temeli bilinmemektedir (Cohen-Dvashi, Cohen vd.,
2015). LASV kompleksi ve ilgili proteinler (Israeli, Cohen-Dvashi vd., 2017) tizerindeki diger
yapisal c¢aligmalar, reseptor tanimanin temeli hakkinda ek ipuglart saglamistir, ancak

mekanizma tam olarak ¢oziilmemistir. LASV yapisinin genel yapist Sekil 1°de gosterilmistir.
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SSP
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Sekil 1: LASYV yapisina genel bakis. Sol iistte elektron yogunlugu haritasi. Trimer yapi, her
protein icin farkl bir renkle (mavi, gri veya pembe) ve SSP, GP1 ve GP2 alt birimleri farkh
tonlarla gosterilir. N-bagh glikanlar kiireler olarak gosterilmistir. Membran cift tabakasinin

kaba simirlar ve goriiniir terminaller belirtilmistir. Sekil Katz, Weinstein vd., (2022)’dan
uyarlanmistir.

1.4. LASSA VIRUSUNUN YASAM DONGUSU

Lassa virilisiiniin reprodiiksiyon dongiisii, virlisiin dncelikle hiicre ylizeyindeki reseptorlere
baglanarak hiicreye girmesiyle baglar (Hastie, Zandonatti vd., 2017). Viris, spesifik hiicre
yiizey reseptorleri araciligiyla endositoz yoluyla hiicreye alinir (Hastie, Igonet vd., 2016).
Hangi endositotik yolun kullanildig1 heniiz bilinmemektedir, fakat viriis giriginin kolesterol
tikenmesi ile smirli oldugu kanitlanmistir (Hastie, Zandonatti vd., 2017). Hiicre girisi igin
kullanilan reseptor, hiicre dist matris (ECM) proteinleri i¢in yiiksek oranda korunan ve her
yerde eksprese edilen bir hiicre yiizeyi reseptorii olan distroglikandir (Kunz 2009). Daha sonra
alfa-distroglikan ve beta-distroglikan olarak pargalanan distroglikan, orijinal olarak ¢ogu
hiicrede olgun dokulara eksprese edilir ve ECM ile aktin bazli hiicre iskeleti arasinda molekiiler

baglant1 saglar (Kunz 2009).



1.4.1. Lassa Viriisii Giris Mekanizmasi

Lassa viriisiiniin hiicreye girisini saglayan GPC’dir (Fedeli, Moreno vd., 2020). GPC tek bir
polipeptit olarak sentezlenir fakat daha sonra sinyal peptidaz ve substilin/heksin-izoenzim-
1/site-1 proteaz (SKI-1/S1P) tarafindan kararli sinyal peptit (SSP), reseptdr baglama alt birimi
GP1 ve membran flizyon alt birimi GP2 olarak ii¢ boliime ayrilir. SSP, GP1 ve GP2 birbirine
kovalent olmayan sekilde baglidir ve hepsi bir viriis yiizeyinde paketlenen trimerler olusturur.
SSP’de iki transmembran alan1 ve bir ektodomain vardir. SSP 58 amino asitten olusur (Bederka,
Bonhomme vd., 2014). GP1 alt birimi, reseptor tanima ile ilgilidir ve hiicresel reseptorler
alfadistroglikan (a-DG) (Acciani, Alston vd., 2017) ve lizozomla iliskili membran proteini 1
(LAMP1) ile etkilesime girer (Jae, Raaben vd., 2014). LASV GP1, hiicre yiizeyinde a-DG
tarafindan goriintiillenen O-matriglikan polisakkaritlerini, ardindan makropinositoz ile ilgili
olagandis1 bir yol ile endositozu etkiler (Iwasaki, Ngo vd., 2014). Ge¢ endozom asitlenmesi,
LASV GPl'de DG'den ayrilan ve bir histidin {igliisii ile diisiik pH konformasyonunu
benimseyen yapisal bir degisiklige neden olur. GP1'de H230'un protonlanmasi, onu 6n fiizyon
durumunda "kilitler" ve erken fiizyonu onler. LAMP1 aktivasyonu, GP1'in H230 tizerindeki
pozitif yiikii notralize eder ve ge¢ endozom/lizozom sinirlayict membran ile verimli fiizyona

neden olur (Sekil 2) (Cohen-Dvashi, Israeli vd., 2016).
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Sekil 2: Reseptor kullamimi, hiicre girisi ve LASV ge¢ endozomal reseptor anahtari icin model
(Torriani, Galan-Navarro vd., 2017).



TAM ailesi, C tipi lektinler ve AxI, LASV i¢in potansiyel reseptorler olarak tanimlanmistir
(Shimojima, Stroher vd., 2012). Bu, arenaviriislerin birden fazla reseptore ve giris noktasina
sahip olabilecegini diisiindliirmektedir. Ayrica viriis, GP1'in hiicresel reseptore baglanmasindan
sonra endositoza tabi tutulur. LASV’lerin endositozu, bilinmeyen bagimsiz bir yol araciligiyla
gerceklesir (Rojek ve Kunz 2008). Bu girdi, hiicresel giriste nakil i¢in gerekli endozomal
siralama kompleksi (ESCRT) proteinlerinin 6nemini agiklamaktadir (Pasqual, Rojek vd.,
2011). Son aragtirmalar ayrica makropinositoz yollarinin Lassa viriisiiniin viral girisinde rol
oynayabilecegini diisiindiirmektedir (Oppliger, Torriani vd., 2016).

GP2 alt birimi, sinif I viral fiizyon proteini olmasiyla birlikte asidik ortam etkisi altina girdikten
sonra membran fiizyonunu tetikleyen bir konformasyonel degisim gegirir (Igonet, Vaney vd.,
2011). GPC olgunlasmasi i¢in SSP temeldir (Burri, Pasquato vd., 2013) ve GP2 alt birimi ile
etkilesime girip GPC aracili pH’a bagli membran fiizyonuna destek olur (Messina, York vd.,

2012).

1.4.2. Transkripsiyon ve Protein Sentezi

Viriis, alfa-distroglikan aracili endositoz yoluyla hiicreye girdikten sonra, diisiik pH ortami,
pH'a bagli membran flizyonunu tetikler ve RNP (viral riboniikleoprotein) kompleksini
sitoplazmaya birakir (Hass, Golnitz vd., 2004). Bu, viriisiin hiicre igine serbestge girmesine
olanak tanir. Virilis, hiicre i¢inde cogalabilmesi i¢in genomunu hiicrenin sitoplazmasina
salmalidir. Genom salindiktan sonra, viriisiin genleri hiicrenin ribozomlar1 tarafindan g¢evrilir
ve sitoplazmada replikasyon ve transkripsiyon baslayarak viral proteinlerin iiretilmesi saglanir
(Rojek ve Kunz 2008). Cogaltma basladiginda hem S hem de L RNA genomlar1 antigenomik
S ve L RNA'larin1 sentezler ve antigenomik RNA'lardan genomik S ve L RNA sentezlenir.
Transkripsiyon ve ¢eviri i¢in hem genomik hem de antigenomik RNA'lar gereklidir. S RNA,

GP ve NP proteinlerini kodlarken; L RNA, Z ve L proteinlerini kodlar. L proteini viral RNA'ya



bagimli RNA polimerazi temsil eder (Haas, Breuer vd., 2003). Uretilen viral mRNA'lar viriisiin
replikasyonu, montaji ve diger yasamsal islevleri i¢in gereklidir. Ayrica viriisiin RNA'sini1
replike edebilmek ve yeni virlis partikiillerini olusturabilmek i¢in de kullanilir (Loureiro,
D'Antuono vd., 2019).

Yeni olusan viral partikiiller hiicrenin yiizeyine tasimir ve hiicrenin zarindan salinir. Bu,
hiicrenin 6liimiine veya daha az ciddi sekilde, viriisiin hiicreden salinmasina neden olabilir. Bu
serbest birakilan viral partikiiller, enfeksiyonun yayilmasini saglar (Loureiro, D'Antuono vd.,
2019). Hiicre viriis tarafindan enfekte oldugunda, genomik RNA’nin transkripsiyonuna bagli
olarak LP (L proteini) viral RNP ile iliskilendirilir. Her iki RNA segmentinin 5 've 3' terminal
19 nt viral promoter bolgeleri, viral polimerazin taninmasi ve baglanmasi i¢in gereklidir.
Birincil transkripsiyon ilk olarak , sirasiyla NP ve L proteinlerini kodlayan genomik S ve L
RNA'larindan mRNA'lar1 transkripte eder (Kranzusch, Schenk vd., 2010). Transkripsiyon,
intergenomik bolge i¢indeki kok-dongii (SL) yapisinda sona erer (Yun ve Walker 2012).
Arenaviriisler, hiicresel mRNA'lardan baslik yapilarini elde etmek i¢in bir kapak baglama
stratejisi kullanir ve buna LP endoniikleaz aktivitesi ve NP'nin kapak baglama aktivitesi aracilik
eder (Qi, Lan vd., 2010). Antigenomik RNA, sirasiyla S ve L segmentlerinden genomik yonde
kodlanan viral genler GPC ve Z'yi kopyalar. Antigenomik RNA ayni zamanda replikasyon igin
sablon gorevi gorir (Yun ve Walker 2012). GPC'nin ¢evirisinden sonra, endoplazmik
retikulumda g¢eviri sonrasi olarak degistirilir. GPC, salgilama yolunun sonraki asamasinda GP1
ve GP2'ye boliinlir. Bu boliinmeden hiicresel proteaz SKI-1/S1P'nin sorumlu oldugu
bildirilmistir  (York, Romanowski vd., 2004). Bolinmiis glikoproteinler, viriis
tomurcuklandiginda ve hiicre zarindan salindiginda viriis zarfina dahil edilir (Sekil 3) (Bederka,

Bonhomme vd., 2014).



Viriisiin reprodiiksiyon dongiisii igerisinde gerceklesen viral gen ekspresyonu, hiicre iginde

cogalmas1 ve yeni virlis partikiillerinin {retilmesi i¢in kritik bir adimdir. Viral genlerin

transkribe edilmesi ve ¢evrilmesi ise, viriisiin yasam dongiisiiniin devam etmesi i¢in gereklidir

(Smither ve Bell-Kareem 2021).
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Sekil 3: Lassa viriisiiniin yapisi, genom organizasyonu ve replikasyon stratejisi (Garry
2023)’dan uyarlanmstir.



1.5. POTANSIYEL iLAC HEDEF BOLGELERI

LASV’nin niikleoproteini (NP), molekiiler mekanizmalar1 bilinmeyen viral RNA sentezinde ve
immiin baskilanmasinda kritik roller oynar (Hass, Gélnitz vd., 2004, Loureiro, D'Antuono vd.,
2019). LASV NP’nin 1.80 Angstorm (A) ¢dziiniirliigiinde kristal yapisi rapor edilmekte ve daha
once bildirilen viral NP’lerden farkli olarak N ve C alanlarin yapilarin1 ortaya koymaktadir
(Green, Zhang vd., 2006).

N alani, viral RNA transkripsiyonu i¢in gerekli olan m7GpppN kapak yapisini baglamak icin
derin bir bosluga sahip yeni bir yapiya katlanirken, C alani, interferon (IFN) indiiksiyon
baskilamasinda yer alan 3'-5' ekzoriboniikleaz aktivitesini icerir. Bu bulgular as1 ve ilag
gelistirme i¢in biiyiik bir potansiyel sunmaktadir (Buchmeier, de la Torre vd., 2007).

NP, viral genomik RNA'lar1 RNP komplekslerini kaplar ve hem RNA replikasyonu hem de
transkripsiyon i¢in gereklidir (Loureiro, D'Antuono vd., 2019). LASV, kesin mekanizmasi
bilinmeyen viral transkripsiyonu baslatmak i¢in primer olarak kullanmak iizere hiicresel
mRNA'larin kapak yapisii baglar. LASV kapak baglama mekanizmasi, sitoplazmik
lokalizasyonlar1 ve ¢ok daha kisa 5' sablonsuz mRNA dizileri (Plotch, Bouloy vd., 1981) ile
kamtlandig1 gibi benzersiz goriinmektedir. Oliimciil LF vakalar1 da dahil olmak iizere siddetli
arenaviriis enfeksiyonlarr, kesin mekanizmasi bilinmeyen ancak NPnin tip I IFN
indiiksiyonunu baskilama yetenegini igerdigi diisiiniilen enfekte konaklarda genellestirilmis

bagisiklik baskilanmasi ile iligkilidir (Polyak, Zheng vd., 1995).

1.5.1. NP Yapisi

LASV NP’i, N- ve C-terminal alanlarindan olusur (Sekil 4a) (Qi, Lan vd., 2010). Biiyiik N alani
cogunlukla alfa sarmallarindan ve bobinlerden olusurken, C alanmi tipik bir sandvig
mimarisinden olusur (Sekil 4b). Yiizey isleme, sirasiyla baslik baglama bolgesi ve 3' ila 5'

ekzoriboniikleaz aktif bolgesi olan N alaninin altina yakin derin bir bosluk ve C alaninin
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tepesinde biiyiik bir bosluk ortaya koymaktadir (Sekil 4c-d). Trimerik formda, ii¢ alt birim, ti¢
katli simetriye sahip halka seklinde bir yap1 olusturmak i¢in bastan sona diizenlenir (Pattis ve

May 2020).

Sekil 4: a) LASV NP gosterimi. Turkuaz renginde N alanim ve turuncu renkte C alanim temsil
etmektedir. Siyah kiire Mn2+, mavi kiire Zn2+ gosterir. b) LASV NP trimerinin halka
seklindeki yapisi. ik protein (Sekil 4a) turkuaz ve turuncu renklidir, ikinci protein mavi ve
ti¢iincii protein eflatun renklidir. ¢) NP proteininin elektrostatik yiizey potansiyel haritasi. Beyaz
noktah daire, kapak baglama boslugunun girisi. Mavi alan pozitif yiiklii kalintilari, kirmiz alan
ise negatif yiiklii kalintilar1 temsil eder. d) 3'-5' ekzoriboniikleaz boslugunun elektrostatik yiizey
potansiyel haritasi (Qi, Lan vd., 2010)’dan uyarlanmstir.

1.5.1.1. C Terminal Alani

Yapilan ¢aligmalar, bakteri ve insanlarda (6rnegin, insan TREXT1), hepsi DEDD (DnaQ) siiper
ailesine (de Silva, Choudhury vd., 2007) ait oldugu bilinen birkag 3 ' ila 5 ' ekzoniikleaz /

ekzoriboniikleaz dahil olmak tizere NP'nin C alanina benzer birkag¢ yapi ortaya ¢ikarmistir.
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Insan TREX1'in aktif bolgesi iki Mn2+ katyonu igerdigi bulunmustur (Hastie, Kimberlin vd.,
2011).

NP C alani, TREX1'in Mn2+ katyonlarin1 koordine eden kismiyla iyi bir sekilde iist {iste gelir
(Sekil 5a), NP'nin 5, 6, 7, 8 ve 9 sarmali, TREX1'in merkezi tabakalar1 ile tamamen Ortiigiir.
Varsayilan eksoniikleaz katalitik tortular1 D389, E391, D466, D533 ve H528, bilinen tiim
arenaviriis NP proteinlerinde bulunur ve TREX1 aktif boslugundaki ile ayn1 pozisyonlardadir
(Sekil 5Sb). Yapisal kanitlar birlikte degerlendirildiginde, LASV NP'nin DEDD 3'-%'

eksoniikleaz siiper ailesinin yeni bir {iyesi oldugu goriilmektedir (Qi, Lan vd., 2010).

Ek olarak, NP yapisinda bir ¢inko iyonu tanimlanmistir. Cinko baglama bdlgesi, C alanindaki
3'-5 " eksoniikleaz aktif bolgesine yakindir. C alani yapisin stabilize etmek ve/veya substrat
baglanmasina ve ekzoniikleaz aktivitesinin Ozgiilliigiine katkida bulunmak i¢in ¢inko

baglanmasinin gerekli oldugunu varsayilmistir (Hall 2005).

Sekil 5: LASV NP proteininin C alam bir 3'-5' ekzoriboniikleazdir. a) C bélgesinin (turuncu)
insan TREXI1 proteini (yesil) ile iist iiste binmesi, iki yap1 arasinda yiiksek derecede benzerlik
oldugunu ortaya koymaktadir. LASV NP'de siyah Mn2+ ve TREX1'de kirmizi, Zn2+ mavi. b)
LASYV NP ve TREX1'in ekzoniikleaz katalitik kalintilar1 aym1 konumlarda bulunur ve NP icin
turuncu ve TREXI1 i¢in yesil ile gosterilir (Qi, Lan vd., 2010)’dan uyarlanmstir.

Hem viral enfeksiyon kaynakli hem de immiin sistemi uyarict RNA kaynakli IFN {iiretimini
baskilamak icin NP ekzoriboniikleaz aktivitesinin gerekli oldugu kanitlanmigtir. NP

riboniikleaz aktivitesi, viriis kaynakli IFN {iretimini baskilamada, hiicresel PRR'ler (kalip
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tanima reseptorleri) tarafindan taninacak olan viral PAMP (Patojenle iliskili molekiiler model)

RNA'larin1 ¢ikarabilme roliinii oynar (de Silva, Choudhury vd., 2007).
1.5.1.2. N Terminal Alani

NP’nin N terminal alaninin dogal ligandi dTTP (deoxythymidine triphosphate) olarak
raporlanmistir. Protein veri bankasindan alman yapi, elektron yogunlugu dTTP igin
sekillendirilerek NP'nin yapisin1 dTTP ile kompleks haline getirilmis ve gorsellestirilmistir
(Sekil 6a) (Qi, Lan vd., 2010).

Sekil 6: a) NP ile dTTP kompleks hale getirilmistir (PDB kodu:3MX2). b) UTP ile kompleks
haline getirilmis NP (PDB kodu:3MX5) gosterilmistir. (Qi, Lan vd., 2010)’dan uyarlanmistir.

dTTP'nin trifosfat grubu, korunan K253, R300, K309, R323 kalintilarinin yan zincirleriyle
olusturulan tuz baglartyla, UTP'nin baglandig1 sekilde (Sekil 6b) bosluga baglandigi
gosterilmistir (Qi, Lan vd., 2010).

Timidinin, boslugun derin ucunda F176, W164, L172, M54, L120, L239 ve 1241 artiklarindan
olusan hidrofobik bir cep isgal ettigi goriilmiistiir. Bu dTTP baglayic1 cebin, baslik yapisi
m7GTP i¢in baglanma yeri oldugunu ve i¢indeki kalintilarin, baslik par¢asina uyum saglamak
icin konformasyonu degistirmesi gerekebilecegi Onerilmistir. NP'nin N alanmin, kapak
baglayici proteinlerin higbirine yapisal olarak benzer olmamasina ragmen, hidrofobik timidin

baglayici cebi, kapak baglama 6zelliklerini paylagtigi goriilmiistiir. Ayrica, NP baslik baglama
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boslugu, girisinin hidrofobik kalintilar Y319, Y209, Y213, L265 ve asidik kalinti E266'dan
olusan ve potansiyel olarak m7GpppN (Qi, Lan vd., 2010) i¢in baglanma bolgesi olarak islev
gorebilen baska bir hidrofobik bolge icermesi bakimindan benzersiz bir 6zellige sahip oldugu
belirlenmistir, (N, G, C, U veya A) kapak yapisinin ikinci tabanini temsil ettigi belirtilmistir.
Kapak baglama bosluguna giris oval sekildedir ve 9 — 13 A ¢apa sahiptir, bu da onu tek sarmalli
mRNA’nin baglanmasi i¢in uygun oldugunu gostermektedir (Fechter ve Brownlee 2005). Derin
boslugun, baslik m7G, trifosfat ve en az bir niikleotid de dahil olmak tizere m7GpppN'nin tiim
yapisini igerdigini ve K236 ila S242 kalintilarindan olusan bir halkanin, baglikli sablon i¢in
baglayici bir "gecit" olarak hizmet ettigi goriilmiistiir. Bu baglanma 6zelligi, bilinen diger baslik
baglayict proteinlerden farkli ozelliktedir, ¢linkii yalnizca m7G kapaklar1 sandvi¢ arasinda
kilitlenir ve kalan molekiillerin agikta kaldig1 a¢iklanmistir (Guilligay, Tarendeau vd., 2008).
Viral RNA transkripsiyonunda kapak baglama kalintilarinin rolii arastirllmis ve IFN

baskilamasinda NP fonksiyonunu etkilemedigi kanitlanmistir (Qi, Lan vd., 2010).

LASV NP'in tim basglik yapist m7GpppN'nin bosluk i¢cine gomiildiigii benzersiz kapak
baglama 6zelligi sayesinde, Arenaviriislerin mekanizmalar1 hakkinda da 6nemli ¢ikarimlar elde
edilmistir. NP, 5’ kapak m7GpppN'ye baglandiginda ve onu korudugunda, boslugun disindaki
mRNA molekiiliiniin geri kalani, viral ve/veya konak ekzoniikleaz aracili bozulmaya ve/veya
endoniikleaz aracili bdliinmeye duyarli olabilecegi tahmin edilmistir. Bu, arenaviriis
mRNA'larinin nispeten kisa (1-4 nt) 5' sablonsuz dizilerini (Meyer ve Southern 1993,
Buchmeier 2007) agiklamaya yardimci olabilir. Son arastirmalar, LASV NP’nin, N
terminalinde kapaga bagli viral RNA transkripsiyonu i¢in gerekli olan bir endoniikleaz alani

icerdigini ileri stirmektedir (Lelke, Brunotte vd., 2010, Morin, Coutard vd., 2010).
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2. GENEL KISIMLAR

Yenilikei ilag gelistirme agamalar1 zaman ve biit¢e olarak oldukc¢a maliyetlidir. Yeni bir etken
maddenin ilag olarak genis insan kitlelerine ulasmasi, faz c¢alismalari ve gesitli onay
asamalarindan dolay1 10 yillar almaktadir. Bu nedenle yeni ortaya ¢ikan hastaliklarda veya acil
ila¢ tedavisi bulunmasi gereken hastaliklarda, FDA onayli ilaglarin yeniden konumlandirma
yaklasimi bu siiregleri asmamiza olanak saglamaktadir. In siliko ve in vitro deneylerinde yeni
hastaliklara kars1 etkinligi belirlenen FDA onayl ilaglarla direkt olarak faz 2 ve 3 ¢alismalari
baslatilabilmektedir. ila¢ tasariminda in siliko analizler biyolojik molekiillerin fizikokimyasal
ozelliklerini temel alarak ligand (ilag) ve protein arasindaki etkilesimi modellemeye ve yiiksek
kapasiteli bilgisayarlar yardimiyla baglanma enerjilerini hesaplamaya yardim eder. Bu nedenle
in siliko analizler, in vitro ve sonrasindaki analizler i¢in rasyonel bir baslangi¢c noktasi
olusturmaktadir. In siliko analizlerin ¢ok ¢esidi bulunmaktadir. Bunlardan iki tanesi yerlestirme
ve molekiiler dinamik (MD) simiilasyonlaridir. Bu iki metot ile Lassa viriisii i¢in hedeflenen
aktif bolgelere virlislin yasam dongiisiinii  engelleyebilecek potansiyeldeki ilaglar

modellenebilir.
2.1. CALISMANIN AMACI

Calismada amacimiz, Lassa viriisiiniin yasam dongiisiinde kritik 6neme sahip niikleoprotein
(NP) hedefine ila¢ yeniden konumlandirma yaklagimiyla in siliko yontemlerle yaklasik 3500
FDA onayl ilacin aktif molekiillerinin baglanma ilgisinin belirlenmesidir. NP’ nin aktivitesi
icin hem N hem de C ucu kritik dneme sahiptir (Qi, Lan vd., 2010). Bu amagla temel olarak
hem N bolgesine hem de C bolgesine ayr1 ayri yerlestirme ve molekiiler dinamik (MD)
simiilasyon yontemleri kullanilmistir. Yerlestirme simiilasyonu analizinden iyi baglanma
afinitesine sahip ilaclardan yan etkisi olmayan ve yaygin kullanimda olanlar belirlenerek bu
ilag-protein kompleksinin detayli MD simiilasyonu yapilmistir. Simiilasyon siiresince aktif
bolgede kalan molekiillerin ilgili bolgeye kararl bir sekilde baglandigi sonucuna ulasilmistir.
Temel olarak reseptor-ligand kompleksinin molekiiler dinamik simiilasyonlarina dayanan
Poisson-Boltzmann veya Generalized Born ve Surface Area Solvation (MM/PBSA ve
MM/GBSA) yontemleriyle birlestirilen molekiiler mekanik enerjiler, ligandlarin biyolojik
makromolekiillere baglanmasinin serbest enerjisini tahmin etmek i¢in kullanilan yaklagimlardir

(Genheden ve Ryde 2015). Kararli baglanan molekiillerin MM/GBSA metoduyla baglanma
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enerjileri hesaplanmistir, etkilestigi amino asitler ve bu amino asitlerin baglanma enerjilerine
katkilar1 in siliko alanin tarama metodu ile belirlenmistir. Calismada N-terminal bolgesi igin
kendi dogal ligandi kontrol olarak kullanilmistir. Bu kontrol kadar ya da daha gii¢lii baglanan
molekiillerin LASV inhibitdrii olabilecegi 6n goriilmektedir. C-terminal i¢in dogal bir ligand
olmadig1 i¢in, bu caligmada, en iyi baglanma afinitesine sahip ilaglar (yaygin kullanimda ve
yan etkisi olmayan) rapor edilmistir. Boylece in vitro ¢alismalarda denemek i¢in ilag sayisi

rasyonel bir sekilde azaltilmistir.
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3. MALZEME VE YONTEM

Yerlestirme simiilasyonu analizlerinde genellikle hedef protein sabit bir konformasyonda
tutulurken hedef bolgesine ilaglarin esnek bir sekilde baglanmasina izin verilir ve o poz igin
ilacin baglanma konformasyonu ile beraber, baglanma afinitesi veya skoru da hesaplanir (Fan,
Fu vd., 2019). Bu metot hesap giicii ve siiresi olarak olduk¢a ekonomiktir ve kisa zaman iginde
binlerce molekiil analizine olanak saglar. Diger yandan biyolojik sistemler olduk¢a dinamik
sistemlerdir ve proteinin sadece bir konformasyonu {izerinden yapilan yerlestirme simiilasyonu
analizi bazen yanlis pozitiflere sebep olmaktadir. Soyle ki analizde kullanilan konformasyonda
bazi amino asitler molekiillerin baglanmasi i¢in uygun pozisyon almis olabilirken, fizyolojik
sartlarda dinamik olarak davranan proteinlerde bu amino asitler farkli konformasyonlar almakta
ve yerlestirme simiilasyonu analizinde hesaplanan baglanma sekli korunamamaktadir. Bu
secenegi ortadan kaldirmak ve yerlestirme simiilasyon analizlerini dogrulamak i¢cin MD

simiilasyonu yontemi kullanilmaktadir.

MD simiilasyonlarindan ve MM/GBSA analizlerinde elde edilen biitiin bu detayli veriler bize
kritik bilgiler vermektedir:

» Molekiil-protein etkilesiminin kararliligi,

* Molekiillerin protein lizerinde kararli olarak etkilestigi amino asitlerin belirlenmesi,
* Molekiille kararli olarak etkilesen amino asitlerin baglanma enerjisine katkisi,

* Molekiillerin proteinle etkilestigi ortak bolgelerin belirlenmesi,

* Yenilik¢i ilag tasarimi i¢in molekiil etken fragmanlarinin ve kritik amino asitlerin

belirlenmesi (Gul, Aydin vd., 2020, Gul 2021).

NP’nin C ve N terminalleri, NP’ nin aktivitesi i¢in 6nemli olan iki ayr1 enzimatik reaksiyonda
yer almaktadir (Green, Zhang vd., 2006). N-terminalinin dogal ligand1 dTTP veya UTP olarak
rapor edilmisken C-terminal i¢in herhangi bir dogal ligand raporlanmamistir (Qi, Lan vd.,
2010). Bu nedenle ¢alismada N-terminal i¢cin UTP veya dTTP biitiin analizlerde kontrol olarak
kullanilmistir. Kontrolden daha iyi baglanma afinitesine sahip ilaclar; C-terminal i¢in ise en iyi

baglanma afinitesine sahip ilaglar potansiyel LASV inhibitdrii olarak raporlanmustir.
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Calismada sirayla su asamalar gergeklestirilmistir:

i. Raporlanan kristallerde goriilemeyen amino asitleri tamamlamak ig¢in protein veri
bankasindaki NP (PDB:3MX2) yapist kullanilarak homoloji modelleme yontemi ile protein

modellenmistir.

ii. Modellenen NP’nin C ve N uglarindaki aktif bolgeler hedef alinarak iki bolge igin FDA
onayli ilaglar yerlestirme simiilasyonu yontemiyle taranmistir. Hedef alinan bdlgeler icin
kullanilan 1zgara kutusu C alani icin 14x18x16 A3 olarak, N alani igin ise 18x20x18 A% olarak

belirlenmistir.

iii. Yan etkisi az ve yaygin kullanimda olan ve en iyi baglanma afinitesine sahip ilaglarda atom
sayisi basina baglanma enerjisi hesaplanarak en etkin sekilde baglanan ilaglar belirlenmistir ve

diger analizler bu ilaglar lizerinde yapilmistir.

iv.En etkin baglanan ilaglardan 9 ilag-protein kompleksi ve dTTP-protein kompleksi 100
ns boyunca MD simiilasyonuyla kosulmustur. MD simiilasyonlarinda molekiillerin baglanma

bolgesinden ¢ikmast durumunda baglanma zayif olarak degerlendirilmistir.

V. Simiilasyon boyunca baglanma boélgesinde kalan ilaglarin proteinle baglanma enerjisi

MM/GBSA metoduyla belirlendikten sonra ilagla etkilesen amino asitler tespit edilmistir.

vi. Etkilesen amino asitlerin baglanma enerjisine katkisi in siliko alanin mutasyonu yapilip

tekrar baglanma enerjisi hesaplanarak belirlenmistir.

Calisma sonunda LASV NP aktivitesini N ve C uglarindan inhibe etme potansiyeli olan ilaglar
belirlenmistir. Bu ilaglar potansiyel LASV inhibitor 6zelligine sahip ileriki in vitro deneyler
icin baslangi¢c molekiilleri olarak rapor edilmistir. Ayrica ¢alismada ilaglarin baglanmasi i¢in
O6nemli amino asitler belirlenerek yenilik¢i ilag tasarim caligsmalari i¢in yol gosterici olacagi

diistiniilmektedir.
3.1. YERLESTIRME SIMULASYONU METODU

Molekiiler yerlestirme, makromolekiillerin veya daha sik olarak bir makromolekiiliin (reseptor)
ve kiigiik bir molekiiliin (ligand) kovalent olmayan baglanmasini verimli bir sekilde tahmin

etmeye calisan bir hesaplama prosediiriidiir. Amag, bagli konformasyonlar1 ve baglanma
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afinitesini tahmin etmektir. Kii¢lik molekiillerin proteinlere baglanmasinin tahmini, daha fazla
ilag gelistirmeye yonelik ipuglar1 elde etmek amaciyla ilag benzeri molekiillerin sanal ilag
kiitliphanelerini taramak i¢in kullanildigindan pratik 6neme sahiptir. Caligma siiresini 6nemli
o6l¢iide kisaltmak icin sistemdeki birden fazla CPU c¢ekirdeginden yararlanir. AutoDock Tools,
MGL Tools yazilim paketi i¢ginde, 6zellikle AutoDock veya Vina i¢in girdi (PDBQT dosyalar)
olusturmaya yonelik bir modiildiir (Morris, Huey vd., 2009). Sonuglar1 goriintiillemek igin de
kullanilabilmektedir. AutoDock Vina, en yaygin kullanilan acik kaynakli yerlestirme
yazilimlarindan biridir (Trott ve Olson 2010). Basit bir kullanima ve hizli gradyan

optimizasyonlu konformasyonel aramaya dayanan bir hesaplamali yerlestirme programidir.

AutoDock Vina programu ile proteinin aktif aminoasitlerini kapsayacak sekilde 1zgara kutusu
olusturulur. Baglanma cebi denilen bolge ligandin aktif aminoasitler ile etkilesim icerisinde
iken donerek bag olusturmasini ve bu sekilde konformasyon gelistirmesini saglar. Ligand en
iyl baglanma pozunu bulduktan sonra baglanma afinitesi hesaplanir. Sekil 7°de 1zgara

kutusunun koordinatlarinin secilimi gosterilmistir.
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Sekil 7:AutoDock Vina programinda baglanma bélgesi i¢in 1zgara kutusu. (Tang, Ding vd.,
2023)’den uyarlanmstir.
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Sekil 8: Bir konformasyonu digerine doniistiirmek icin tekli biitan bag etrafinda donme. Ustte:
Newman projeksiyonu; asagida: Uzaysal yonelimin tasviri gosterilmistir (Commons 2023).

Konformasyon gelistirme ligandin donebilen baglart ile gerceklesmektedir. Sekil 7°da

gosterildigi gibi spesifik bolge secilir. Yerlestirilen molekiillerin yapilari ve baglanma bolgesi
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de dahil olmak {iizere spesifik bolge secimi yapildiktan sonra ligand farkli konformasyonlar
gergeklestirir, ardindan en iyi baglanma pozunun baglanma afinitesi hesaplanir ve AutoDock

Vina programu ile gorlintiilenir (Sekil 9).

Hedef Ligand Kompleks
/

+ }I‘)\ Yerlestirme
L

Sekil 9: Yerlestirme simiilasyonunu ¢alisma prensibi (Commons 2023)’den uyarlanarak
gosterilmistir. Stabil kompleksin proteini siyah renk ile ligandi yesil renk ile temsil edilmistir.

AutoDock Vina ile baglanma afiniteleri Denklem 1’e gore hesaplanir (Trott ve Olson 2010):
AGbinding = AGvdW + AGelec + AGhbond + AGdesolv + AGtors (1)

AGvdW: Lennard — Jones Potansiyeli

AGelec: Solmajer — dielektrik ile Coulombic

AGhbond: Goodford Yonlilugi ile Potansiyel

AGdesolv: Stouten Cift Yonli Atom Coézme Parametreleri

AGtors: Donebilen Bag Sayist

Caligmada oncelikle, SWISS-MODEL sunucusu kullanilarak tam dizi LASV NP yapisi, yiiksek
¢oOziiniirlikli NP yapis1 (PDB ID: 3MX2) kullanarak homoloji modellemesi yapilmistir
(Waterhouse, Bertoni vd., 2018). AutoDock Tools (ADT) araciligiyla polar hidrojenler
eklenmis ve polar olmayan hidrojenler bagli atomlarla birlestirilmistir ve yerlestirme
simiilasyonlarini ¢alistirmak i¢in atom yiikleri (Gasteiger) tanimlanmistir (Huey, Morris vd.,
2012). Tlaglarin yapilar;, FDA onayli ilaglarin ZINC15 veritabani kitaphigindan indirilmistir
(Gul, Ozcan vd., 2021). Bu ¢alismada kullanilan ilag seti (3948 molekiil), ABD Cevre Koruma
Ajansi’nin (EPA) dagitilmis yapr aranabilir toksisite (DSSTox) veri tabanindan alinmistir. 3948
molekiil ve LASV NP inhibitérii (dTTP), ADT programi kullanilarak yerlestirme i¢in
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hazirlanmistir. LASV NP inhibitor baglanma cebi, N alan1 ve C alani i¢in ayr1 hedeflenmistir.
C alan1 inhbitdér baglanma bolgesi Asp389, Glu391, Asp466 ve His528 amino asit kalintilari
merkezine; N alani i¢in inhibitor baglanma cebi ise, Trp164, Phel76, Lys253, Glu266 amino
asit kalintilarinin merkezine yerlestirildigi yerlestirme simiilasyonlar1 i¢in hedeflenmistir (Qi,
Lan vd., 2010). Yerlestirme i¢in AutoDock Vina (v. 1.1.2.) kullanilmistir (Seeliger ve de Groot
2010).

3.2. MD SIMULASYONLARI

Molekiiler Dinamik (MD) simiilasyonlar1 biyolojik makromolekiillerin veya ilag gibi kiigiik
molekiillerin zamana baglh davranislarini, 3 boyutlu olarak in siliko ortamda incelenmesini
saglamaktadir. MD simiilasyonlar1 sayesinde bu molekiillerin birbirleri ile veya icinde
bulunduklar1 biyomolekiiler sistem ile zamana bagli davraniglari hesaplanabilir (Hansson,
Oostenbrink vd., 2002). AutoDock Vina programi kullanarak ligandin proteine baglanma
afinitesi hesaplanabilirken, fizyolojik sartlarda molekiil kararli olarak baglanma halini
koruyamayip proteinden ayrilabilir. Bu nedenle molekiil-protein kompleksi MD simiilasyonu

kosarak molekiiliin kararli olarak baglanip baglanmadig1 incelenmistir.

MD simiilasyonlarinda CHARMM36m kuvvet alani ve NAMD program: kullanilmistir
(Phillips, Hardy vd., 2020). Ilaglarin parametrelerini olusturmak icin CHARMM-GUI sunucusu
kullanilmigtir (Jo, Kim vd., 2008). VMD programi kompleksleri simiilasyonu hazirlamada ve

simiilasyon sonrasi sistemi analizde ve goriintiilenmede i¢in kullanilmistir (Humphrey, Dalke

vd., 1996).

VMD yardimiyla, LASV NP’nin en distaki atomdan 15A uzaklikta olacak sekilde TIP3P su
molekiilleri kullanilarak ¢oziilmiistiir. Coziilmiis protein notrlestirilerek, fizyolojik kosullar
taklit etmek i¢in sodyum kloriir tuzu (Nat+ ve CI-) ile 150 mM nihai konsantrasyona
tyonlastirilmistir (Gul ve Kavakli 2022). 20,000 adim enerji minimizasyonu (eslenik gradyan
yoluyla) gerceklestirilmistir (Karplus ve Petsko 1990). Minimize edilmis sistem kademeli
olarak 1sitilmig ve ardindan protein {izerindeki kisitlamalarla 1.4 ns (NPT toplulugu) icin
dengelenmistir (Rappe ve Goddard III 1991). 2 kcal/mol/A?'den baslayan kisitlamalar, her 0,4
ns dengeleme ¢alismast igin 0,5 kcal/mol/A? azaltilmistir. Dengelenmis her ilag niikleoprotein
kompleksi i¢in 100 ns'lik iiretim simiilasyonu, 310K ve latm basingta 2 fs zaman adimi

kullanilarak ¢alistirilmistir (Gul ve Kavakli 2022). Langevin termostati1 ve Langevin barostat,
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sirastyla sicaklik ve basinci korumakta kullanilmistir. Sisteme etki eden kuvveti hesaplamak
i¢in van der Waals (12A cut-off) ve uzun menzilli elektrostatik etkilesimler (partikiil agli Ewald
araciligiyla) hesaplanmistir (Gul, Rahim vd., 2021).

Protein-ilag etkilesimlerinin analizleri, su adimlar izlenerek yapilmistir:

1. Her bir ilag-protein simiilasyonunun MD yoriingesi, ilacin konumunu incelemek i¢in

gorsellestirilmistir. Ligandlarin aktif bélgeden ¢iktig1r durumlarda ligand elemeleri yapilmastir.

2. Ilag-protein etkilesiminin 100 ns siireyle siirdiiriildiigii simiilasyonlar igin, sistemin basarili
bir sekilde dengelendigini dogrulamak i¢in Ca atomlarinin kok ortalama kare sapmasi (RMSD)

hesaplanmustir.

3. MD simiilasyonundan sonra proteinin ve ligandin simiilasyon boyunca topluluk temsili
yapisi elde edilmistir ve en kalabalik toplulugun temsili yapis1 2 boyutlu ve 3 boyutlu olarak
gorsellestirilmistir. Kiime analizi ile en kalabalik topluluk temsili yapisini bulmak ve

goriintiilemek i¢in CHIMERA programi kullanilmistir (Pettersen, Goddard vd., 2004).

4. 2 boyutlu protein-ligand etkilesim diyagramlarimin olusturulmast i¢in LigPlot

uygulamasindan yararlanilmistir (Laskowski ve Swindells 2011).

5. Baglanma kalintilarin1 belirlemek i¢in ilag ve yakindaki amino asit kalintilar1 arasindaki

temas siklig1 zaman-gizelgesi analizi ile incelenmigtir.
6. Ilaglarin baglanma serbest enerjisi (BFE), MM/GBSA yontemi kullanilarak hesaplanmustir.

7. Temas siklig1 yiiksek olan amino asit kalintilari, ilaglarin BFE'sine olan katkilarini

hesaplamak i¢in alanin mutasyonuna ugratilmistir.

Tiim MD analizleri yapilmis ve sirastyla VMD ve Pymol kullanilarak protein ve ligandlar diger
analizler i¢in hazirlanmigtir (Humphrey, Dalke vd., 1996, DeLano 2009). RMSD yoériinge aract
ve VMD'deki zaman ¢izelgesi islevi, sirasiyla proteinin RMSD'si ve ilag ile protein arasindaki
temas frekanslar1 hesaplanmistir. RMSD analizi Denklem 2 esasina gore hesaplanmistir

(Humphrey, Dalke vd., 1996):
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gNatoms (r,(¢,)-r;(t,))?

Natoms

RMSD = )

Kiime analizi igin CHIMERA porgrami kullanilmistir (Pettersen, 2004). Topluluk kiimesi ile,
konformasyonel bir toplulugun (her iiyenin ayni1 atomlar: igerdigi) iiyeleri kiimelenmistir ve

kiime temsilcileri belirlenmistir. Kiime analizi hesaplanmasi adimlar1 bir sema ile

Proteinin konformasyonel kiimesini olusturmak ‘/’\

7/ 3
Proteinin 6nemli fonksiyonel durumlannmn //:
d 1 § yapilanag o—e e

Yonlendirilmig MD simulasyonlan kullanilarak sisteme
6zgi toplu degigkenler boyunca yapisal gegig

Tlgili genisletilmis toplulugun segilmesi igin dengesizlik
galigma iligkileri.

Genisletilmis grupta yiksek verimli yerlegtirme

@ Baglama pozlarmimn kiimelenmesi
a Mesafe hesaplamalar igin bagimsiz

referans noktalarmin segimi

gosterilmistir:

@

Genisletilmis kiimeleri hedeflemek

Imig kilmenin etrafinda ortak bir
yerlestirme sistem kutusunun 1

Baglama modlannm hiyerarsik
kiimelenmesi

@ Analiz ve baglanma tahmini -
a Baglama kiimesini protein yapisina '
. g x
Sxy (=

esleme

Kiime enerjilerinin ve etkilegim )
frekanslannn hesaplanmasy '

Sekil 10: Kiime analizi semas1 (Kapoor, 2022)’dan uyarlanmstir.
MM/GBSA ve alanin tarama hesaplamalar1 i¢in AmberTools20'nin MMPBSA.py betigi
kullanilmistir (Case, Cheatham III vd., 2005). Her hesaplama i¢in 100 ns simiilasyonlarindan
1.000 kare kullanilmistir. MM-GBSA yonteminin genel amaci, ¢ogunlukla iki solvatlanmis
molekiiliin bagl ve baglanmamis durumunu temsil eden iki durum arasindaki serbest enerji
farkin1 hesaplamak veya alternatif olarak iki farkli solvatlanmis molekiiliin serbest enerjisini

karsilastirmaktir, fakat solvatlanmis durumlarin simiilasyonunda hesaplama ¢ok fazla zaman



alir. Dolayisiyla daha etkili bir yontem olarak, hesaplamay1 termodinamik dongiiye gore
hesaplanmaktadir (Sekil 10).

ﬂGobaE,]anma:;ﬁzme

«—

lFﬁGu — lTL‘.G” [ p—— lTﬂGU ¢zme komplekcs

AG® baglanma sofurma

Sekil 11: MM/GBSA hesaplamasi termodinamik dongiiye gore yapilmaktadir. (Hati ve
Bhattacharyya 2020)’den uyarlanmistir.

[lag ve protein arasindaki baglanma afinitesi Denklem 3’e gore hesaplanir (Macke, Svrcek-
Seiler vd., 2010):

AGbaglanma = Gkompleks - Greseptijr - Gligand (3)
Grompleks: Protein-ligand kompleksinin enerjisi
Greseptor: Sadece proteinin enerjisi

Giigand: Baglanmans ligandin enerjisi
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4. BULGULAR

Bir antiviral ilag kesfetmek icin viral replikasyon enzimlerinden viriis girisini kolaylastiran
konakg1 proteinlere ve viriis salinimindan sorumlu proteinlere kadar ¢esitli hedefler mevcuttur.
Hedef olarak LASV nin viral RNA sentezinde, transkripsiyonda ve immiin baskilamada 6nemli
roli oldugu belirlenen NP alinmistir. Yapilan ¢alismalarda NP’nin N ve C terminal
alanlarindaki aktif bolgeler tanimlanmistir; N terminal alani viral RNA transkripsiyonu i¢in
kritik bir dneme sahipken, C terminal alani ise immiin baskilamada kritik bir 6neme sahiptir

(Qi, Lan vd., 2010).

[lag yeniden konumlandirma ydntemi kullanarak NP’ninin N ve C terminal alanlarmin
baglanma cebine afinitesi yiiksek olan ilaglar, LASV’nin hiicrede transkripsiyon ve immiin
baskilamasini bloke ederek tedavi amaglh kullanilabilir. Calismada in siliko yontemlerinden

molekiiler yerlestirme ve MD Simiilasyonlar1 kullanilmistir.

4.1. YERLESTIRME SIMULASYONU

LASV NP yapist metot kisminda aciklandig: sekilde elde edilmistir. NP nin C terminal ve N
terminal alanlarindaki aktif bolgeler hedef alinarak iki bolge i¢in FDA onayli 3948 molekiil
yerlestirme simiilasyonu yontemiyle taranmistir (Seeliger ve de Groot 2010). C terminal alani
icin baglanma cebi Asp289, Glu391, Asp466 ve His528 amino asitleri kalintilarin1 kapsayacak
sekilde merkez olarak alinmigtir. C alani i¢in dogal bir inhibit6r belirtilmemis oldugu i¢in en
iyi baglanma afiniteleri raporlanmistir. C alani i¢in yerlestirme simiilasyonu sonuglar1 Tablo

1’de listelenmistir.
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Tablo 1: C alam i¢in yerlestirme simiilasyonu sonucu 25 molekiil listelenmistir.

ZINC tammlarvilag isimleri

2D Yapt

Baglanma Afinitesi

Ozellikler

i
L

Primer meme kanseri nedeniyle cerrahi rezeksiyon yapilan hastalarda koltuk alti lenf diigimii

ZINC000003938704 / Epirubi i | E
piraien A \]:i A 95 metastazlarnin tedavisinde yardime: madde olarak kullamir.
B J:\ A ] /J
A o
JINGO00003932831 ) Dutasterice 03 Yetiskin i i wzisinin (BPH) 5-alfa redikta inhibe
ederek tedavisinde kullamlan antiandrojenik bir bilesiktir.
ZINC00003920265 / Icarubicin o Vetiskinterde akut miyeloid Iosemiyi (AML) tedavi etmek igin kullanilan bir antrasiklin
antineoplastik ajandir.
ZINCO00003917708 / Daunorubicin 89 Lenfositik olmayan losemi ve akut len(nsnvlk.losen!mm .mm?sy‘ununu indiiklemek i¢in kullanilan bir
antrasiklin aminoglikozittir.
ZINC000003915154 / 88 Yetiskinlerde ve ergenlerde mevsimsel ve siirekli alerjik rinit ile iligkili nazal semptomlarin
Ciclesonide P ik olarak gideril il kullamilan bir ikoiddi
ZINC000003993855 / Tadalafil 85 Erektil disfonksiyon, iyi h}:ylu prostat hlp?rplaZISI‘VE pulmor.werAan?r !jl;?.enanslyonunu tedavi
etmek igin kullamlan bir fosfodiesteraz 5 inhibitoriidiir.
ZINC000004097308 / Flurandrenolide -85 Korti ide duyarl Kullanilan bir
ZINCO00004172334 / Algestone Acetophenide 85 Enjekte edilebilir bir kontraseptif olarak (ls‘rfl_]eltl ile kombinasyon halinde gésterilen bir
progestindir.
ZINC000064033452 / Lumacaftor 84 CFTR gcnlnd.ckl l'SOchl mulas;yonu igin hiomozlgol olan hx?stalard.n kistik fibrozun tedavisinde
ivacaftor ile kombinasyon halinde kullanilan bir protein saperondur.
Tiimérlerin anaplastik lenfoma kinaz (ALK) veya ROSI pozitif oldugunun dogrulandigi
ZINC000035902489 / Crizotinib -84 ‘metastatik kiigiik hiicreli dist akciger kanserini (NSCLC) tedavi etmek icin kullamilan bir reseptor
@ tirozin kinaz inhibitériidiir.
ZINCO00003977777 | Amcinonide 84 Cesitli bagh ve kasinti Kullanilan topikal bir

kortikosteroiddir.
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ZINC tanmlarvilag isimleri

2D Yapt

Baglanma Afinitesi

Ozellikler

Kafa derisinin inflamatuar ve kagintih dermatozlarini tedavi etmek igin kullanilan bir

ZINC000021981454 / Clocortol K . -
ocorolone 83 kortikosteroiddir.
ZINCO00006716957 / Nilotinib 83 Phllﬂdf‘lph{n .krc.nmommn p().zlllf .ﬂllll l‘(mm Il.)l_d Liéseminin (K'\.IL), krm_uk.){l:e?m.zlslndc
ve imatinib iceren tedaviye diren¢li KML tedavisinde kullamlan bir kinaz inhibitériidiir.
ZINC000003881958 / Danazol 82 Endometriozis tedavisinde ve iyi huylu fibrokistik memelerle iddetl agn ve hassasi
semptomatik tedavisinde kullamilan sentetik bir steroid ve hipofiz gonadotropin inhibitoriidiir.
ZINGO0003875560  Methyiprednisolone 82 Gesitl organ sistemleri, endokrin kosullan ve neoplastik hastaliklarda inflamasyonu veya
bagisiklik reaksiyonlarini tedavi etmek icin kullamilan bir Kortikosteroi
N
ZNCON0D0ES38212  Risport T 40 Sizofren, bipolar mani, psikoz gibi bir dizi zihinsel saghk bozuklugunu tedav ctmek isin veya
siddetli depresyona yardimer olarak kullanilan ikinci nesil bir antipsikotik ilagtr.
ZINC000004097305 / Flunisolide -8,2 Astimmn idame tedavisinde profilaktik tedavi olarak kullamilan inhale bir kortikosteroiddir.
ZINCO00001481955 / Paliperidone 82 Sizofreni ve diger sizoafektif veya sanrisal bozukluklarn tedavisinde kullanilan atipik bir
antipsikotiktir.
ZINC000004097286 / Budesonide 82 Crohn hastahgy, astim, KOAH, saman vncllcsl‘ ve a]t‘rj‘llcr. ile iilseratif kolit tedavisinde kullamlan
bir kortikosteroiddir.
ZINC000003977981 / 82 Cilt rahatsizliKlarini, ekzematbz otitis eksternay, diyabetik makiila 6demini ve goziin arka
Fluocinolone acetonide i segmentinin enfeksiybz olmayan iiveitini tedavi etmek i¢in kullamlan bir kortikosteroiddir.
ZINC000001530788 / 82 Astim, gbz ve burundaki alerjik reaksiyonlarn yami sira diger mast hiicresi reaksiyonlarim tedavi
Cromoglicic acid § etmek igin kullamlan bir ilagtir.
JINCO00003977978  Fluocinonide 82 inflamatuar cilt rahatsy topikal olarak yaygn olarak kullanilan yiksek etkili bir
kortikosteroiddir.
[N\
ZINCO00100003902 | Maravirac N 1\/‘ 82 CCRS5-tropik HIV-1 enfeksiyonunu tedavi etmek icin diger antiretroviral ilaglarla birlikte

Kullanilan bir CCRS yardimer reseptr antagonisti
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Tablo 1’in devamu listelenmistir.

CCRS-tropik HIV-1 enfeksiyonunu tedavi etmek igin diger antiretroviral ilaglarla birlikte
kullanilan bir CCRS yardimei reseptor antagonistidir.

-8,1 Gz iltihabim tedavi etmek igin kullanilan bir glukokortikoiddir.

Yerlestirme simiilasyonlar1 sirasinda, reseptor (NP) sabit bir govde olarak ele alinmistir ve
ilaclarin proteinin aktif bolgelerine farkli konformasyonlar ile baglanmasi saglanmistir. NP nin
N terminal alaninin dogal inhibit6rii olan dTTP (Qi, Lan vd., 2010), ilaglarin NP’e kars1
baglanma afinitelerini degerlendirmek icin kontrol olarak NP’nin N terminal alanina
yerlestirilmistir. N terminal alani i¢in dogal inhibitorii olan dTTP nin baglanma cebi, Trp164,
Phel76, Lys253, Glu266 amino asit kalintilarinin merkezi yerlestirme simiilasyonlari i¢in aktif
bolge merkezi olarak hedeflenmistir. AutoDock Vina programi, daha once agiklandigi gibi
baglanma afinitesini hesaplamak ve molekiillerin hedef cebe baglanma modunu tahmin etmek

icin kullanilmistir (Huey, Morris vd., 2012).

Kontrol ligandi olan dTTP’nin Vina baglanma afinitesi -10.3 kcal/mol olarak hesaplanmistir.
Ortaya c¢ikan baglanma modunun kristal yapida tanimlanana ¢ok benzer oldugu goériilmiistiir
(RMSD’si 1.8A) (Sekil 11a). Protein data bank’tan alman 3MX2 yapisindaki dTTP ile
yerlestirme simiilasyonu yapilan dTTP molekiili Pymol’de hizalanip gorsellestirilmistir
(Seeliger ve de Groot 2010). dTTP’nin sabitlenmis konformasyonu, kristal yapisinda (PDB:
3MX2) gozlemlenene benzer sekilde ¢esitli etkilesimlere girmistir. Etkilesimleri daha 1yi analiz

edebilmek i¢in LigPlot’ta 2 boyutlu diyagram ¢izilmistir (Sekil 11b).
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Sekil 12: a) Kontrol simiilasyonu icin PDB’den alinan dTTP ve yerlestirme simiilasyonu sonucu
dTTP’nin Pymol’de gosterimi. Yerlestirme simiilasyonu sonucu dTTP ligandimin karbon
atomlarn gri, oksijen atomlar1 kirmizi, azot atomlar mavi renk ile; PDB’den alinan dTTP
ligandinin karbon atomlari sar1, azot atomlar: mavi, oksijen atomlar: pembe renk temsil

edilmistir. b) Yerlestirme simiilasyonu sonucu dTTP’nin amino asitler ile etkilesiminin LigPlot

ile 2 boyutlu diyagrami. Hidrojen baglar1 noktal ¢izgiler ile gosterilmistir. Azot mavi renkile,
oksijen kirmizi renk ile, karbon deniz yesili renk ile, kiikiirt sar1 renk ile, fosfor atomlari
kahverengi renk ile, hidrofobik kalintilar1 tugla kirmizisi rengi ile gosterilmistir.

Bu etkilesimler hidrojen baglarini, tuz kdpriilerini ve Trp164, Thr178, Asn240, Lys253, Arg300
ve Lys309 ile atomlar arasi mesafelerin yaklasik 3 A veya daha az oldugu polar-polar
etkilesimleri icerdigini gostermistir. Ek olarak dTTP, Phel76 ile pi-pi etkilesimleri
sergilemistir. Ayrica dTTP ile Leul20, Leul72 ve Gly177 arasinda hidrofobik etkilesimler

meydana gelmistir.

Yerlestirme simiilasyonlari, 350 molekiiliin (kiitiiphanedeki tekrarlayan molekiiller dahil) -10.3
kcal/mol veya daha diisiik Vina baglanma afinitelerine sahip oldugunu ortaya ¢ikarmistir. Vina
baglanma afiniteleri -12.4 ile-10.3 kcal/mol arasinda olan ilaglar ZINC veri tabanindaki
tanimlari, yapilari ve tiirleri belirtilerek gosterilmistir. Yerlestirme simiilasyonundan elde edilen

ilk 100 molekiil Tablo 2’de verilmistir.
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Tablo 2: N alam i¢in yerlestirme simiilasyonu sonucu 100 molekiil listelenmistir.

. . Bagl .
ZINC tammlary/Ilac Isimleri 2D Yap1 astanma Ozellikler
Afinitesi
3 i
" J - Lenfositik olmayan lésemi ve akut lenfositik 16seminin
ZINCO000003830633 / Daunorubicin X -”\‘/‘-w : I-)\-l -12,4 remisy indiiklemek i¢in bir
?J-\.» PN antrasiklin aminoglikozittir
NH
Tetrasikline benzeyen ancak daha yavas atilan ve etkili
ZINC84480349 / Metacycline -12,3 kan seviyelerini daha uzun siire koruyan genis
spektrumlu yan sentetik bir antibiyotik.
S /]\ —,
TR
VRS . .
ZINC1612996 / Irinotecan L J \—(\ X 123 Esas olal:ak ko'lorcktsl l.(anscljm fcdavns:n?c Ffullanllan
T P bir antineoplastik enzim idiir.
! e
()
Aktinomiset Streptomyces niveus tarafindan iiretilen
ZINC3831234 / Novobiocin 122 blr.amlnoktfmarln antlblyot.lktlr.. Novobiocin, DNA
giraza bagl ve ad trifosf: (ATPaz)
aktivitesini bloke eder.
Kalp d karaciger ve karaciger
ZINC8101127 / Indocyanine Green -12 kan akisinin belirlenmesinde ve oftalmik anjiyografide
kullanilan bir teshis ajamdir.
=
0
f/":» R, A
A AL
i LN ileri immiin yetmezlikli HIV-1'in tedavisinde diger
ZINC3914596 / Saquinavir Al q) Ji ] -12 antiretroviral ajanlarla kombinasyon halinde
T T kullamlan bir HIV proteaz inhibitériidiir.
e
Oksitetrasiklin, ¢cok ¢esitli duyarh bakteriyel
ZINCO000036384720 / Oxytetracycline -11,9 enfeksiyonlar tedavi etmek i¢in kullamlan bir
tetrasiklin antibiyotiktir.
Kemoterapinin neden oldugu akut ve gecikmis kusma
ZINC11681563 / Netupitant 118 ‘ ve. I.Julnntlyl on'leme!( l:;'m [:alonos'etron'lle .
halinde antiemetik bir
ajandir.
)
Yetiskinlerde akut miyeloid 16semiyi (AML) tedavi
ZINC000003830924 / Idarubicin -11,8 etmek i¢in kullanilan bir antrasiklin antineoplastik
ajandir.
on Aurali veya aurasiz migrenleri ve kiime bas agrilarim
ZINC52955754 / Ergotamine 1+ 7 ')L“rh“ - -11,8 tedavi etmek i¢in kullanilan bir alfa-1 segici adrenerjik
(_-’ = agonist vazokonstriktordiir.
\ \“k
ZINC3978005 / Dihydroergotamine 11,8 Migren bas agrsi ve kilme bas agrisinn akut

bir ergot
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Tablo 2’nin devamu listelenmistir.

Baglanma

Afinitesi Ozellikler

ZINC tammlary/ilag isimleri 2D Yap1

Doxorubisin, AIDS ile iliskili Kaposi Sarkomu ve
metastatik kanserlerin tedavisinde kullamlan bir
ilagtir. Epirubisin, primer meme kanseri nedeniyle
-11,8 cerrahi rezeksiyon gecirmis hastalarda aksiller lenf
bezi in ted dj olarak
kullamilan bir antrasiklin topoizomeraz I1
inhibitoriidiir.

ZINC3830732 / Doxorubicin /
Epirubicin

Cesitli etiyol
-11,7 aplastik anemiyi tedavi etmek i¢in kullamilan bir
trombopoietin reseptor agonistidir.

jilerle iliskili trombosi i veya

ZINCO000011679756 / Eltrombopag

Anaplastik lenfoma kinaz pozitif metastatik kiiciik
-11,6 hiicreli olmayan akciger kanserini tedavi etmek i¢in
bir kinaz inhibitoridiir.

ZINC66166864 / Alectinib

Homozigot ailesel hiperkolesterolemi ile iligkili
kolesterolii diisiirmek, miyokard enfarktiisii ve felg
-11,6 gibi kardiyovaskiiler olay riskini azaltmak icin
kullanmilan bir mikrozomal trigliserit transfer protein

inhibitoriidiir.

ZINC27990463 / Lomitapide

Veterinerlik amaciyla en yaygin olarak kullamlan ilk

ZINC14768423 / Chlortetracycline tetrasiklin antibiyotiktir.

-11,5

Philadelphia kromozomu pozitif olan Kronik Miyeloid
Loseminin (KML) kronik faz tedavisinde ve imatinib
iceren tedaviye direncli KML tedavisinde kullamlan

bir kinaz inhibitoriidiir.

ZINC6716957 / Nilotinib -11,5

Yetiski de tip 2 diyabeti davisind api
-11,4 olarak glisemik kontrolii iyilestirmek amaciyla diyet ve
egzersize ek olarak endikedir.

ZINC537791 / Glimepiride

Hiperprolaktinemiye bagh galaktore ve diger
prolaktin ile iliskili durumlarm yam sira erken
Parkinson Sendr bir
dopamin D2 reseptor agonistidir.

ZINC53683151 / Bromocriptine -11,4

Pulmoner ve ekstrapulmoner blastomikoz,
histoplazmoz ve onikomikoz gibi immiin sistemi
-11,4 baskilanmis ve immiin sistemi baskilanmams
hastalarda ¢esitli mantar enfeksiyonlarimin tedavisinde

kullanilan antifungal bir ajandir.

ZINC3830975 / Itraconazole

Crohn hastahig, astim, KOAH, saman nezlesi ve
-11,3 alerjiler ile iilseratif kolit tedavisinde kullamlan bir
kortikosteroiddir.

ZINC000004097286 / Budesonide

Yetiskin erkeklerde semptomatik iyi huylu prostat
-11,3 hlperplazlsmm (BPH) 5—d]fd rediiktaz inhibe ederek
-ojenik bir bilesiktir.

ZINC3932831 / Dutasteride
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ZINC tanimlary/ilag isimleri

Baglanma
Afinitesi

Ozellikler

ZINC3830732 / Doxorubicin /
Epirubicin

-11,8

Doxorubisin, AIDS ile iliskili Kaposi Sarkomu ve
metastatik kanserlerin tedavisinde kullamlan bir
ilactir. Epirubisin, primer meme kanseri nedeniyle
cerrahi rezeksiyon gecirmis hastalarda aksiller lenf
bezi metastazlaninin tedavisinde adjuvan olarak
kullamlan bir antrasiklin topoizomeraz I1
inhibitoriidiir.

ZINCO000011679756 / Eltrombopag

-11,7

Cesitli etiyolojilerle iliskili trombositopeni veya
aplastik anemiyi tedavi etmek i¢in kullamlan bir
trombopoietin reseptor agonistidir.

ZINC66166864 / Alectinib

-11,6

Anaplastik lenfoma kinaz pozitif metastatik kiiciik
hiicreli olmayan akciger kanserini tedavi etmek i¢in
bir kinaz inhibitoriidiir.

ZINC27990463 / Lomitapide

\—/

-11,6

Homozigot ailesel hiperkolesterolemi ile iligkili
kolesterolii diisiirmek, miyokard enfarktiisii ve fel¢
gibi kardiyovaskiiler olay riskini azaltmak igin
kullanilan bir mikrozomal trigliserit transfer protein
inhibitoriidiir.

ZINC14768423 / Chlortetracycline

-115

Veterinerlik amaciyla en yaygin olarak kullamlan ilk
tetrasiklin antibiyotiktir.

ZINC6716957 / Nilotinib

-115

Philadelphia kromozomu pozitif olan Kronik Miyeloid
Loéseminin (KML) kronik faz teda
iceren tedaviye direncli KML ted:

bir kinaz inhibitoriidiir.

de ve imatinib
nde kullamilan

ZINC537791 / Glimepiride

-11,4

Yetiskinlerde tip 2 diyabetin tedavisinde monoterapi
olarak glisemik kontrolii iyilestirmek amaciyla diyet ve
egzersize ek olarak endikedir.

ZINC53683151 / Bromocriptine

-11,4

Hiperprolaktinemiye bagh galaktore ve diger
prolaktin ile iliskili durumlarm yam sira erken
Parkinson Sendr bir

q in D2 bt

ZINC3830975 / Itraconazole

-11,4

Pulmoner ve ekstrapulmoner blastomikoz,
histoplazmoz ve onikomikoz gibi immiin sistemi
baskilanms ve immiin sistemi baskilanmans
hastalarda ¢esitli mantar enfeksiyonlarimin tedavisinde
kullamlan antifungal bir ajandir.

ZINC000004097286 / Budesonide

-11,3

Crohn hastahg, astim, KOAH, saman nezlesi ve
alerjiler ile iilseratif kolit tedavisinde kullamlan bir
kortikosteroiddir.

ZINC3932831 / Dutasteride

-11,3

Yetiskin erkeklerde semptomatik iyi huylu prostat
hiperplazisinin (BPH) 5-alfa rediiktaz: inhibe ederek
tedavisinde kullanilan antiandrojenik bir bilesiktir.
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ZINC tamimlary/ilag isimleri

Baglanma
Afinitesi

Ozellikler

ZINC3977781 / Methylprednisolone
Hemisuccinate

-11,2

Siddetli alerjik reaksiyonlar, dermatolojik
h 1, endokrin b 1, gastroi i
hastaliklari, h lojik b 1 plastik
hastahklar, sinir sistemi rahatsizhklarim, goéz
b hklarim, bobrek h i,
hastaliklarimi ve romatizmal bozukluklar tedavi etmek

icin kullanilan suda ¢é6ziiniir bir kortikosteroiddir.

ZINC27428713 / Aprepitant

-11,2

Kemoterapi ve ameliyatin neden oldugu bulant1 ve
kusmay tedavi etmek i¢in kullamlan bir P/nérokinin 1
reseptor antagonistidir.

ZINC1482077 / Gliquidone

-11,2

Tip 2 diyabetin tedavisinde kullamlan bir siilfoniliire
ilacidir.

ZINC19632618 / Imatinib

=ilil 2

Losemi, mi; p yeloproliferatif I
sistemik mastositoz, hipereozinofilik sendrom,
dermatofibrosarkom protuberans ve gastrointestinal
stromal tiimérlerin tedavisinde kullamilan bir tirozin
kinaz inhibitoriidiir.

ZINC49637509 / Isavuconazonium

=il 2

invaziv aspergilloz ve mukormikoz tedavisinde
triazol antif

ZINC000000155525 / (s)apomorphine

-11,1

Apomorfin, ilerlemis Parkinson hastaligimin hipomobil
"kapali" dénemlerini tedavi etmek icin kullamlan bir
morfin tiirevi D2 dopamin agonistidir.

ZINC000000538312 / Risperdal

-11,1

Sizofreni, bipolar mani, psikoz gibi bir dizi zihinsel
saghk bozuklugunun tedavisinde veya siddetli
depresyonda yardimei olarak kullamlan ikinci nesil bir
antipsikotik ilactir.

ZINCO000000537877 / Ketanserin

-11,1

Ketanserin, Septik Sok, Siddetli Sepsis ve Diyabetik
Ayak Ulseri tedavisinde arastinlmistir.

ZINC537805 / Glyburide

-11,1

insiiline

diyabet isind
kullamlan bir siilfoniliiredir

ZINC6745272 / Regorafenib

-11,1

Metastatik kolorektal kanser, rezeke edilemeyen, lokal
olarak ilerlemis veya metastatik gastrointestinal
stromal tiimérler ve hepatoseliiler karsinom
hastalarim tedavi etmek i¢in kullamlan bir kinaz
inhibitoriidir.

ZINC896717 / Zafirlukast

-11,1

Astimin profilaksisi ve kronik tedavisinde kullanilan
bir 16kotrien reseptor antagonistidir.
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Tablo 2 devamu listelemistir.

ZINC tammlary/ilag isimleri

Baglanma P
2D Yap1 Afinitesi Ozellikler

ZINC3939013 / Fosaprepitant

Kemoterapinin neden oldugu akut ve gecikmis bulant1
-11,1 ve kusmammn 6nlenmesi i¢in diger antiemetik ajanlarla
= yon halinde i

ik bir ilactir.

Itrakonazol, pulmoner ve ekstrapulmoner

1 ve gibi immiin
sistemi baskilanmis ve immiin sistemi baskilanmams
hastalarda cesitli mantar enfeksiyonlarimin tedavisinde

kullanilan antifungal bir ajandir.

ZINC4097344 / Itraconazole

-11,1

Menopozda vulvar ve vajinal atrofinin vazomotor

p 1, hipodst) i sonrasi
osteoporozun énlenmesini, meme kanserinin tedavisini
ve prostatin ilerlemis androjene bagimh karsinomunu
tedavi etmek i¢in kullamlan dstrojenik bir steroiddir.

ZINC000003830773 / Estradiol

ZINC64033452 / Lumacaftor

CFTR genindeki F508del yonu igin I 2

11 olan hastalarda kistik fibrozun tedavisinde ivacaftor
ile kombi halinde

saperondur.

bir protein

Sizofreni ve bipolar I bozuklukla iligkili depresif
ZINC3927822 / Lurasidone

donemleri tedavi etmek i¢in kullamlan atipik bir
antipsikotiktir.

Belirli melanom tiirleri, kiiciik hiicreli dis1 akciger
ZINC68153186 / Dabrafenib

kanseri ve tiroid kanseri olan hastalan tedavi etmek
igin bir kinaz i

idiir.

Yiiksek I r

yonlara ihtiya¢ duy

. : durumlarda veya oral uygulamanin pratik olmadigi
ZINC5767; Rolitetr: lin -11

C57678900 / Rolitetracycline durumlarda kullanilan genis spektrumlu bir tetrasiklin

antibiyotiktir.

ZINC100016058 / Tipranavir 1 Birden fazla proteaz inhibitériine direncli HIV-1'i

tedavi etmek icin bir proteaz i

oriidiir.

Endometriozis tedavisinde ve iyi huylu fibrokistik
ZINC000003830630 / Danazol -10,9 e
steroid ve hipofiz gonadotropin inhibitoriidiir.

Adrenokortikal yetmezli
ZINCO000003875348 / Prednisolone

nflamatuar durumlan ve
baz kanserleri tedavi etmek i¢in kullamlan bir

glukokortikoiddir.

-10,9

Kontraseptif olarak ve sekonder amenore, anormal

uterin
ZINC000005029557 / Provera

riozisten kay agr,
endometrial ve renal karsinomlar, erkeklerde parafili

ve erken ergenlik tedavisinde kullamlan bir
progestindir.

-10,9
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hastalarim tedavi etmek icin kullanilan bir kinaz
inhibitoriidiir.

ZINC tamimlarv/ilag isimleri 2D Yapr Baglgnm.a Ozellikler
Afinitesi
ZINC4214700 / Paliperidone 1109 Sizofreni tcdavns_mdf: klflla_mlan atipik bir
antipsikotiktir.
Lokal ileri rekiirren bazal hiicreli karsinomun cerrahi
ZINC68202099 / Sonidegib -10,9 ve rz:dyt)t.el:apl snnras‘mdajt_cdavnsmdc veya radyasyon
uygun durumlarda
antineoplastik bir ajandir.
Kalga veya dizde kapak disi atriyal fibrilasyonda inme
. R ve sistemik emboli ile pulmoner emboliye yol agan
ZINC11677837 / Apixaban 10,9 derin ven trombozunun profilaksisi i¢cin kullanilan bir
antikoagiilandir.
ZINC22446654 / Indinavir 1109 HIV enfeksiyonunu tc(.iaV{ clmek lfln kullamilan bir
proteaz inhibitoriidiir.
Sentetik bir progestasyonel hormon. Fonksiyonel
ZINC000039251873 / Norethynodrel -10,8 uterin kanama ve endometriozis tedavisinde
kullamlmaktadir.
ZINC000003936683 / Solifenacin -10,8 Muskarinik bir antagonisttir. Aciliyet ve asirt aktif
mesane ile iligkili idrar sikhginda kullamlir.
Cesitli organ sistemleri, endokrin kosullan ve
ZINC000003875560 / 10,8 lastik hast: -da inf yonu veya bagisikhik
Methylprednisolone ! reaksiyonlarim tedavi etmek icin kullanilan bir
kortikosteroiddir.
- Astimin idame tedavisinde profilaktik tedavi olarak
ZINCA4097305 / Flunisolide 108 kullanilan inhale bir kortikosteroiddir.
N
A,
1 HIV enfeksiyonlarinin tedavisinde diger
ZINC13831130 / Raltegravir ‘ -10,8 antiretrovirallerle birlikte kullamlan bir antiretroviral
ajandir.
Rezeke edil yen Karaciger Karsi ve
ZINC1493878 / Sorafenib -10,8 ilerlemis bobrek karsi davisind
bir kinaz inhibitoriidiir.
S ‘T’ Cesitli tiplerde kronik miyeloid l6semi (KML)
ZINC36701290 / Ponatinib /"<__ ,L //N.H/'\./\ -10,8
AL L
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Baglanma

ZINC tammlary/Ilag Isimleri Afinitesi Ozellikler
Egzersiz kaynakh bronk iksiyonu 6nl k ve
ZINC3831150 / Montelukast 108 mev.slAms?.l a!el:]lk .rmm tedavi etmek icin astlm.
tedavisi rejiminin bir parcasi olarak kullamlan bir
16Kotrien reseptor antagonistidir.
Onceden kemoterapétik tedavi almis hastalarda
- R ilerlemis veya metastatik HER-negatif meme
ZINC1550477 / Lapatinib 108 kanserinin tedavisinde kullamlan bir antineoplastik
ajan ve tirozin kinaz inhibitériidiir.
E jenik k apiden k Kkl I
ZINC000003795819 / Palonosetron 10,7 profilaksisi veya tedavisinde ve postoperatif bulant: ve
bir serotonin
antagonistidir.
Nébetler, i ve anksiyete L mda yaygin
ZINC000095626706 / Midazolam -10,7 olarak kullanilan, izl baslangich, kisa etkili bir
benzodiazepindir.
ZINC3831426 / Flavin .Aneml,. n‘flgrep, al!<0||zm.ve hlp.er.h0m05|ste|ner7.1|de
. -10,7 riboflavin'i eski haline getirmek icin kullamilan bir B2
Mononucleotide - s
vitamini seklidir.
BRAF V600 mutasyonuna sahip Erdheim-Chester
ZINC52509366 / VVemurafenib 10,7 Hastall'gl hastalarim ve BRAF V600Fj mutasyonuna
sahip hastalarda melanomu teda
bir kinaz i
Hipertansiyon ve iyi huylu prostat hiperplazisine bagh
ZINC94566093 / Doxazosin -10,7 idrar tikamkhgm tedavi etmek icin kullamlan bir alfa-
1 adrenerjik reseptordiir.
Tourette B gu olan da zay motor
ZINC4175630 / Pimozide -10,7 ve ses tiklerini yonetmek i¢cin kullanilan bir
antipsikotiktir.
ZINCO000002036732 / Florantyrone -10,6 Safra diskinezisinin tedavisind
Hipertansiyonu tek basina veya klortalidon gibi diger
ZINCO000014210642 / Azilsartan antihipertansif ajanlarla kombinasyon halinde tedavi
h -10,6 . PR . "
Medoxomil etmek icin kullanilan bir anjiyotensin IT reseptor
blokeridir.
Akut spesifik olmayan ishalin ve kronik fonksiyonel
ZINC000000601317 / Difenoxin -10,6 ishalin akut alevlenmelerinin tedavisinde yardimei

olarak kullanilan bir antidiyareik ajandir.
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ZINC tammlaryvilag isimleri

Baglanma
Afinitesi

Ozellikler

ZINC000000601317 / Difenoxin

-10,6

Akut spesifik olmayan ishalin ve kronik fonksiyonel
ishalin akut alevlenmelerinin tedavisinde yardimci
olarak kullamilan bir antidiyareik ajandir.

ZINC000001542113 / Vilazodone

-10,6

5-HT tasiyicisim ve 5-HT1A reseptorlerini hedef alan
major depresif b g davisinde kullamilan bir
antidepresan ajandir.

ZINC000070466416 / Cabozantinib

-10,6

ileri renal hiicreli karsinom, hepatoseliiler karsinom
ve mediiller tiroid kanserini tedavi etmek i¢in
kullanilan bir tirozin kinaz inhibitériidiir.

ZINC000000643153 / Ketoconazole

-10,6

Seboreik dermatit ve mantar cilt enfeksiyonlarim
tedavi etmek i¢in kullanilan genis spektrumlu bir
antifungaldir.

ZINC000001550499 / Cinacalcet

-10,6

Kronik bobrek hastah@ginda sekonder
hiperparatiroidizmi ve paratiroid karsinomunda
hiperkalsemiyi tedavi etmek i¢in kullanilan bir

kalsiyum algl: reseptor

ZINC000000000903 / Alprazolam

-10,5

Depresyonla iliskili anksiyetenin yam sira panik
11 ve genel anksiyeteyi tedavi etmek i¢in
yaygin olarak kullamlan, orta baslangich bir
triazolobenzodiazepindir.

ZINC000000537795 / Glipizide

-10,5

Pankreas beta hiicrelerini hassaslagtirmak ve insiilin
salimmini uyarmak icin Tip 2 Diyabette kullamlan bir
siilfoniliire ilacidir.

ZINCO000003875334 / Cortisone

-10,5

Dogal olarak olusan bir glukokortikoid. Adrenal
yetmezlik icin replasman tedavisinde ve anti-
infl uar ajan olarak .

ZINCO000011617039 / Pazopanib

-10,5

Onceden } -api gormiis k da ilerlemis
renal hiicreli kanser ve ileri yuamusak doku
davisinde kullam] plastik bir

anti
ajandir.

ZINC000084400879 / Nicardipine

-10,5

Hipertansiyon ve kronik stabil anjinanin kisa siireli
tedavisinde kullanilan bir kalsiyum kanal blokeridir.

ZINC000003797541 / Abiraterone

-10,5

Metastatik kastrasyona direngcli prostat kanseri ve
metastatik yiiksek riskli kastrasyona duyarh prostat
kanserinin tedavisinde kullanilan bir antiandrojendir.
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ZINC tamimlary/ilag isimleri

Baglanma
Afinitesi

Ozellikler

ZINC000003801163 / Quinapril

-10,5

Hipertansiyonu, konjestif kalp yetmezligini ve bobrek
hastahiginin yavas ilerleme hizim tedavi etmek i¢in
bir ACE i i 6n ilacidir.

ZINC000003830428 / Cefonicid

-10,5

intravenoz veya intramiiskiiler olarak uygulanan ikinci
Kkusak sefalosporin. idrar yolu enfeksiyonlar, alt
yolu i 1,y doku ve kemik

enfeksiyonlarinda kullamhir.

ZINC000000538564 / Bicalutamide

-10,5

Prostatin Evre D2 metastatik karsinomunu tedavi
etmek icin kullanilan bir androjen reseptor
inhibitéridiir.

ZINC000003938482 / Posaconazole

-10,5

Ciddi derecede bagisikhk sistemi baskal
hastalarda Candida tiirlerinin ve Aspergillus
tiirlerinin neden oldugu invaziv enfeksiyonlar: tedavi
etmek i¢in kullanilan bir triazol antifungal ilagtir.

ZINC000100014880 / Benidipine

-10,5

Hipertansiyon ve anjina pektoris tedavisinde
kullanilan sentetik bir dihidropiridin kalsiyum kanal
blokeridir.

ZINC000004212851 / Desonide

-10,4

Kortikosteroidlere yamt veren dermatozlarin
inflamatuar ve kasintih belirtilerinin semptomatik
tedavisinde kullamilan topikal bir kortikosteroiddir.

ZINC000000403566 / Praziquantel

-10,4

Sistozomiyaz gibi bir d araziter solucan
enfeksiyonunu tedavi etmek i¢in kullamlan antelmintik
bir ilactir.

ZINC000013986658 / Idelalisib

-10,4

Kronik lenfositik losemiyi (CLL), tekrarlayan
folikiiler B hiicreli Hodgkin olmayan lenfomay: (FL)
ve tekrarlayan Kkiiciik lenfositik lenfomay: (SLL) tedavi
etmek i¢in kullamlan bir antineoplastik kinaz
inhibitoriidiir.

ZINC000003872931 / Irbesartan

-10,4

Hipertansiyonu tedavi etmek, diyabetik nefropatinin

ilerlemesini geciktirmek ve konjestif kalp yetmezligini

tedavi etmek i¢in kullamlan bir anjiyotensin reseptor
blokeridir.

ZINC000003938652 / Prednicarbate

-10,4

Duyarh cilt durumlaryla iliskili kasinti ve
inflamasyonu yénetmek i¢in kullamlan orta etkili bir
topikal kortikosteroiddir.

ZINC000003818808 / Tofacitinib

-10,3

Romatoid artrit ve ankilozan spondilit ve iilseratif
kolit gibi romatizmal durumlann tedavisinde
kullanilan bir Janus kinaz (JAK) inhibitoriidiir.
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ZINC tamimlary/ilag isimleri

Baglanma
Afinitesi

Ozellikler

ZINC000003875469 / Metandienone

-10,3

Anoreksi hastalarinda istahin uyarilmasi i¢in endike
olan bir anabolik steroiddir.

ZINC000003875357 / Prednisone

-10,3

inﬂamasyonu veya immiin aracih reaksiyonlan tedavi
etmek ve endokrin veya neoplastik hastahklan tedavi
etmek icin kullanilan bir kortikosteroiddir.

ZINC000004215431 / Cloprednol

-10,3

Artrit ve astim tedavisinde endike olan bir
glukokortikoiddir.

ZINC000014768621 / Chlorhexidine

-10,3

Ameliyatlarda ve saghk uygulamalarinda sterilize
etmek, periodontitte cep derinligini azaltmak ve dis eti
iltihabim tedavi etmek icin kullamilan bir antiseptiktir.

ZINC000052509366 / Vemurafenib

-10,3

BRAF V600 mutasyonuna sahip Erdheim-Chester
Hastahgi hastalarim ve BRAF V600E mutasyonuna
sahip hastalarda melanomu tedavi etmek i¢in
kullamlan bir kinaz inhibitériidiir.

ZINC000052716421 / Flibanserin

-10,3

Edinilmi: llestirilmis hipoaktif cinsel istek
bozuklugu (HSDD) olan secilmis menopoz oncesi

m bir 5-HT reseptor
modiilatoriidiir.

ZINC000096272772 / Ceritinib

-10,3

Yetersiz klinik yanit1 veya krizotinib'e intoleransi olan
hastalarda anaplastik lenfoma kinaz (ALK)-pozitif
metastatik kiiciik hiicreli dis1 akciger kanserini
(KHDAK) tedavi etmek i¢in kullanilan bir

lastik kinaz inhibitoriidiir.

anti

ZINC000100003902 / Maraviroc

-10,3

CCRS5-tropik HIV-1 enfeksiyonunu tedavi etmek icin
diger antiretroviral ilaglarla birlikte kullamlan bir
CCRS yardimei reseptor antagonistidir.

ZINCO000003830434 / Ceforanide %”

-10,3

Sefalosporin antibiyotigi olan sefamandoliinkine ¢ok
benzer, tek fark, seforanidin gram-pozitif
organizmalarin ¢oguna karsi1 daha az etkin olmasidir.

ZINC000000896755 / Metolazone

-10,3

Hipertansiyon tedavisinde kullanilan tiyazid benzeri
bir diiiretiktir.

ZINC000003951740 / Lopinavir

-10,2

insan immiin yetmezlik viriisii (HI'V) enfeksiyonunu
tedavi etmek i¢in ritonavir ile kombinasyon halinde
kullamilan bir HIV-1 proteaz inhibitoriidiir.
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. . Bagl: N
ZINC tammlary/Ila¢ Isimleri 2D Yap: Aafgin‘:(l(:nsia Ozellikler
poz sonrasi kadinlarda t:
ZINC000003973334 / Exemestane -10,2 sonra meme kanserini tedavi etmek i¢in kullamlan bir
aromataz inhibitoriidiir.
AR
.?/. Hafif ila orta dereceli hipertansiyonu, konjestif kalp
. . Wb & tmezligini tedavi etmek ve hipertansif diyabetiklerde
ZIN 77764 1 F I A -10,2 ye
C000003977764 / Fosinopri e k( 7 \( o, 0, bébrek hastah@inin ilerlemesini yavaslatmak icin

. T bir ACE inhibitériidiir.
O~

Yerlestirme simiilasyonlar1, DrugBank’taki agiklamalara gore (Wishart vd, 2006), antikanser,
antipsikotikler, antiinflamatuar, antibiyotikler, antidiyabetikler ve 6strojen hormonu gibi gesitli
ilag tiirlerinin NP’e baglanabilecegini gostermistir. Ilerleyen analizlerde antiviraller ve
kemoterapotikler gibi yan etkilere duyarli farmasotik bilesikler hari¢ tutulmustur. Daha ileri
analizler i¢in yaygin olarak kullanilan ilaglar metacycline (-12.3 kcal/mol), eltrombopag (- 11.7
kcal/mol), glimepiride (-11.3 kcal/mol), lurasidone (-11 kcal/mol), paliperidone (-10.7
kcal/mol), doxazosin (-10.7 kcal/mol), pimozide (-10.7 kcal/mol), flavin mononiikleotid (fmn)
(-10.7 kcal/mol), prednisone (-10.3 kcal/mol) segilmistir. Segilen ilaglar igin yerlestirme
sonuglariin 2 boyutlu gorsellestirilmesi, kontrol ligandi dTTP yerlestirme simiilasyonunda

etkilesen amino asitlere yakinligini ortaya koymustur.
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Sekil 13: Metacycline ligandi (a) ve Eltrombopag ligandi (b) Ligplot ile gosterimi.
Ayrimtili olarak incelendiginde metacycline ilacinin, Asnl174, Arg300, Lys309, Arg329'un yan

zincirleri ve Glyl177'nin ana zinciri ile tuz kopriileri ve hidrojen bagi etkilesimleri kurdugu
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gozlemlenmistir. Ayrica Phel76 ile pi-pi etkilesimleri gézlemlenmistir ve Leul20, Leul72 ve
Leu312 ile hidrofobik etkilesimler olusturmustur (Sekil 12a). Eltrombopag, Phel76 ile bir pi-
pi etkilesimi sergilemistir ve Leul20 ve Leul76'y1 igeren ¢esitli hidrofobik etkilesimlerin yani
sira Glu266, Asn305 ve Lys309 ile polar etkilesimler gézlenmistir (Sekil 12b).
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Sekil 14: Glimepiride ligandi(a) ve Lurasidone ligandi(b) Ligplot ile gésterimi.

Glimepiride, Asn174, Thr178, Lys253, Lys309, Arg323 ve Arg329 ile hidrojen bagi ve tuz
kopriisii etkilesimleri olusturmustur. Ayrica Phel76 ile pi-pi etkilesimi goriillmiistiir ve Leul20,
Leul72 ve Gly177 ile hidrofobik etkilesimler olusturmustur (Sekil 13a). Lurasidone ise, Thr178

ve Lys253 ile hidrojen bag etkilesimleri ve Phel76 ile pi-pi etkilesimi olusturmustur. Leul20,
Leul72, Gly177, Ile241 ve Gly249 molekiille hidrofobik etkilesimler goriilmiistiir (Sekil 13b).
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Sekil 15: Prednisone ligandi(a) ve Paliperidone ligandi(b) Ligplot ile gosterimi.
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Prednisone, Trp164, Lys309 ve Arg300 ile hidrojen bag1 ve tuz kopriisii etkilesimleri kurdugu
goriilmiistiir. Molekiil ile Phel76 arasindaki pi-pi etkilesimi korunmustur. Leul20, Leul72 ve
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Glyl177 aminoasitlerinin hidrofobik etkilesimlere katkida bulunan amino asitler oldugu
gozlenmistir (Sekil 14a). Paliperidone ligandinin, Phel76 ile pi-pi etkilesimi korudugu ve
Thr178'in yan zinciri ve Gly249'un ana zinciri ile hidrojen bagi etkilesimleri kurdugu
goriilmistiir. Ayrica [1e241'in ana zinciri ve Asn305 ve Lys309'un yan zincirleri ile polar-polar
etkilesimler olusturdugu gézlemlenmistir. Ek olarak molekiil, hidrofobik kuvvetler araciligiyla

Luel20, Gly177 ve Ala250 ile de etkilesime girmistir (Sekil 14b).
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Sekil 16: Fmn ligandi(a) ve Doxazosin ligandi(b) Ligplot ile gosterimi.

Fmn, Phel76, Thr178, Ser238 ve Ile241'in omurga atomlartyla ¢ok sayida hidrojen bagi
etkilesimi olusturmustur. Ayn1 zamanda Ser238 Lys253, Arg300, Lys309 ve Arg329'un yan
zincirleriyle hidrojen bag1 ve tuz kopriisii etkilesimlerine de katilmistir. Ozellikle, bu hidrojen
bag: etkilesimlerine ek olarak da Phel76 molekiille pi-pi etkilesimini korumustur. Yalnizca
Leul20 ve Glyl77 amino asitleri Fmn ile hidrofobik etkilesimi igindedir (Sekil 15a).
Doxazosin, Thr178 ve Lys309'un yan zincirleri ile hidrojen bag: etkilesimleri olusturmustur.
Ayrica sirastyla Phel76 ve Ser238 ile pi-pi ve kutup-kutup etkilesimleri olusturmustur. Gly117,
Luel20, Leul70, Gly249 amino asitleri molekiil ile hidrofobik etkilesim igindedir (Sekil 15Db).
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Sekil 17: Pimozide ligandinin Ligplot ile gosterimi.
Pimozide, Phel76 ile pi-pi etkilesimleri, Asn240 ile kutupsal-kutupsal etkilesimler ve Leul20,
Leul72, Gly177, Leu230 ve Leu312 ile bir dizi giieglii hidrofobik etkilesim kurmustur (Sekil
16). Genel olarak yerlestirme simiilasyonlari, segilen tiim ilaglarin Phel76 ile pi-pi
etkilesimlerine girdigini ve Lizin (253 veya 309) veya Arjinin (300, 323 veya 329) amino
asitleriyle minimum iki hidrojen bag1 kurdugunu ortaya ¢ikarmistir. dTTP ile gozlemlenen
benzer baglar goriilmiistiir. Bu bulgular, bu bilesiklerin potansiyel olarak NP'nin N-terminal
bolgesine baglanabilecegini ve NP inhibitorleri olarak islev gorebilecegini gdstermistir.
Fizyolojik ortamlara yaklasan kosullar altinda molekiil-NP komplekslerinin saglamligini ve
baglanma giiciinii degerlendirmek i¢in Molekiiller Dinamik (MD) simiilasyonlari

gerceklestirilmistir.
4.2. MD SIMULASYONU

Molekiiler dinamik simiilasyonlar1 bir molekiilin veya kompleksin yerlestirme
uygulamalarinda konformasyonel alani arastirmak i¢in ligand baglanmasi gibi kimyasal
reaksiyonlar i¢in serbest enerji farklarini hesaplamak igin kullanilir (Hansson, Oostenbrink vd.,
2002). MD simiilasyonunda ilk yap1 yerlestirme simiilasyonu analizinden gelmekte fakat
sistem istenen siire boyunca (100 ns) fizyolojik sartlara yakin (bir su kutusu i¢inde, 310K ve
150mM NaCl tuz varhi§inda) sartlarda simiile edilmektedir. Simiilasyon boyunca biitiin amino

asitlerin ve ilacin fizyolojik sartlarda serbestce hareket etmesine yani farkli konformasyonlar
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almasina izin verilmektedir. Her olusan konformasyon 1 ps’lik araliklarla kaydedilmekte
bdylece 100 ns simiilasyonda 105 farkli konformasyon kaydedilmektedir. Ilag, MD
simiilasyonu boyunca yerlestirme simiilasyonu analizlerinde hesaplandigi gibi hedef bolge
iginde kalmasi bu etkilesimin kararli oldugunu gosterir. Bu kararligi nicel olarak ifade etmek
icin baglanma enerjisi hesaplanmaktadir. Baglanma enerjisini MM-GBSA metoduyla detayli
olarak simiilasyon boyunca eclde edilen 105 tane ilag-protein yapist kullanilarak
hesaplanmaktadir. Bu analizden, baglanma enerjisine katkida bulunan hidrofobik, elektrostatik,

van der Waals gibi etkilesim tiirleri de elde edilebilmektedir.
MD simiilasyonu 4 adimda gergeklestirilmistir:

1. Minimizasyon: Amag, sistemin enerjisini yapay olarak yiikseltecek atomlar arasindaki
carpigsmalar1 Onlemek i¢in proteinin koordinatlarin1 ayarlayarak enerjiyi en aza indirmektir.
Minimizasyon islemi, optimizasyon siirecinin sadece bir adimidir ve bize kinetik enerjiyi
hesaba katmadan potansiyel enerji minimumunu saglar. Bu nedenle sistemi optimize etmek ve
MD simiilasyonunu c¢alistirmak icin daha fazla analize ihtiyacimiz vardir. Bu asamada
sistemimizin koordinatlarini elimizde tutuyoruz. Ancak deneye devam etmeden 6nce atomlarin
baslangi¢ hizlarini da belirlememiz gerekir. Hizlarin, sistemin toplam momentumu sifir olacak

ve simiilasyon kutusunun stiriiklenmesini 6nleyecek sekilde ayarlanmasi gerekir.

2. Isitma: Minimizasyon adimminda kinetik enerjiyi hesaba katmadan potansiyel enerji
minimumu saglandiktan sonra 1sitma adiminda kinetik enerji i¢in baslangi¢ hizimi belirleyip

310K e kadar 1sitilir ve sabit sicaklik olarak 310K’de dengeleme adimina gegilir.

3. Dengeleme: Bu asamada, ilk konfigiirasyondan baglayarak sistemin dengeye gelmesi, ¢esitli
parametrelerin kararl degerlere ulagana kadar izlenmesi gerekiyor. Parametreler biiyiik dlctide
simiilasyon i¢in se¢ilen termodinamik toplulugun tiiriine baghdir. Stabilite amaciyla, liretim
asamasina gecmeden Once sabit sicaklikta ve hacimde bir dengeleme calismasi gergeklestirilir.
Bu nedenle, bir NVT dengeleme ¢alismasi ilk adimdir ve basing (P) ayarlanir sabit hacimde (V)

ve sicaklikta (T) bir simiilasyon gerceklestirilir.

4. Uretim: MD simiilasyonunun son adimu iiretim asamasidir. Bu siire¢ NPT veya NVT gibi
belirli bir topluluk i¢inde yiiriitiilen bir simiilasyondan olusur. Laboratuvardaki reaksiyonlarin
genellikle sabit basingta gerceklestirildigi i¢in NPT kullanilir. Uretim ¢alismasinin sonucunda

molekiillerin davranisi ve 6zellikleri incelenir.
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Ayrica, MD simiilasyonundan sonra MM/GBSA hesaplandiktan sonra simiilasyon boyunca ilag
ile etkilesim halinde olan amino asitler belirlenip, sik etkilesen amino asitlerin in siliko olarak

alanine ¢evrilerek o amino asidin baglanma enerjisine katkis1 hesap edilmektedir.

MD simiilasyonlar1 yapildiktan sonra ilaglarin aktif bolgeden uzaklagsmasina gore elemeleri
yapilmistir. C-terminal alanina yerlestirilen ve en iyi baglanan ilaglarin (flurandrenolide,
danazol, methylprednisolone, risperidone) MD denemeleri yapilmistir fakat simiilasyon
tamamlanmadan ilaglarin aktif bolgeden uzaklastigi, N-terminal alanindaki ilaglarin ise
simiilasyon boyunca aktif bolgede kaldig1 goriilmiistiir. N alani icin segilen ilaglarin 100 ns
stiren simiilasyonlarda dengelendigini kanitlamak i¢in Ca atomlarinin kok kare sapmasi
(RMSD) hesaplanmistir. Daha sonra bu simiilasyonda protein ve ligandin simiilasyon boyunca
en stabil kaldig1 goriintiiyii elde etmek i¢in CHIMERA programi kullanilarak kiime analizi
yapilmistir. CHIMERA analizinden elde edilen kompleks pdb formatinda kaydedildikten sonra
2 boyutlu etkilesim diyagrami olusturulmustur. Bu 2 boyutlu diyagramlar i¢in LigPlot programi
kullanilmistir. Bununla birlikte simiilasyon sonrasinda proteinin aktif bolgesindeki amino
asitler ile ligandin temas siklig1 incelenmek tizere VMD programi kullanilarak zaman ¢izelgesi
analizi yapilmistir. Ligandlarin baglanma serbest enerjisi MM/GBSA metodu ile
hesaplanmistir. Zaman-¢izelgesi analizi yapildiktan sonra temas siklig1 yiiksek olan amino
asitler segilerek, ligandlarin baglanma serbest enerjisine olan etkilerini hesaplamak amaciyla

alanin mutasyonuna ugratilmistir.
4.2.1. RMSD Analizi

Bir yoriinge i¢indeki farkli protein konformasyonlari arasindaki yapisal benzerligin bir 6l¢iisii
olan RMSD, MD yériingelerinin degerlendirilmesinde yer alir. Bir referans yapisi ile ardigik
gergeveler arasindaki segilen atomlarin koordinat sapmalarinin derecesini tahmin ederek bir

proteinin konformasyonunun simiilasyon sirasinda nasil degistigini gosterir.

dTTP-NP ve molekiil-NP kompleksleri 100 ns boyunca simiile edilmistir. Uzun
simiilasyonlarin gorsel incelemesi, secilen tiim ilaglarin ve inhibitdriin, tiim simiilasyon
boyunca baglanma pozisyonlarmin dikkate deger bir stabilitesi oldugunu gosterdi. Ca
atomlarinin  kok ortalama kare sapma analizi (RMSD) hesaplanip gorsellestirerek
konformasyonel degisikliklerin kapsamli bir degerlendirilmesi yapilmistir. RMSD yoriinge

aract ve VMD'deki zaman ¢izelgesi islevi, sirasiyla proteinin RMSD'sini ve ilaglarin molekiiler
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konformasyonel dinamikleri hakkinda daha fazla bilgi edinmek icin ilacin RMSD’sini
hesaplamak i¢in kullanilmistir. MD simiilasyonu yapilirken izlenen adimlar igerisinde 100 ns
kosulan tiretim adiminin ilk ¢erceve referans olarak alinmistir ve ilk adimdan son adima RMSD

analizi ¢ikartilmistir.

NP-dTTP simiilasyonunda proteininin RMSD'si NP-dTTP similasyonunda dTTP'nin RMSD'si
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Sekil 18: NP-dttp simiilasyonunda proteinin ve dTTP ligandinin RMSD sonuglari
NP-dTTP kompleksinin protein RMSD’sinde, simiilasyonun 20 ns ve 80 ns civarinda kiigiik
sigramalar goriilmiistiir, 100 ns icinde 4A civarma ulastig1 gosterilmistir (Sekil 17). Kontrol
ligand: (dTTP) igin yapilan RMSD analizinde (Sekil 17) molekiiliin 1A civarinda RMSD
degerine sahip oldugu belirlenmistir. Bu sonu¢ dTTP’nin baglanma konformasyonun
simiilasyon boyunca biiyiikk degisimlere ugramadig1 ve kararli bir sekilde hedef bolgede
kaldigin1 gostermektedir.

NP-lIlag simiilasyonunda proteinin RMSD'si NP-ilag simiilasyonunda ilaclarm RMSD'si

— Glimepiride
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Sekil 19: NP-ila¢ simiilasyonunda proteinlerin ve ilaclarin RMSD sonuclari
Daha 6nce de bahsedildigi gibi yerlestirme simiilasyonundan sonra antikanser gibi yan etkisi
¢ok olan ligandlar elendikten sonra secilen ligandlarin MD simiilasyonu (100 ns) kosulmustur.

Kontrol ligandindan sonra ilk olarak glimepiride, eltrombopag ve lurasidone ilaclarinin RMSD
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analizi c¢ikartilmistir. Proteinlerin RMSD sonugclar iiretim adimi basladiktan 3-4 ns sonra
yaklasik 4A degerine ulasmistir (Sekil 18). Ligandlarm RMSD sonuglarma bakildiginda,
glimepiride 100 ns’lik simiilasyonda 80 ns civarinda kiigiik bir sigrama yasamis olsa bile,
baglanma cebinde kaldig1 goriilmiistiir. Glimepiride, eltrombopag, lurasidone ilaglarinin

yaklasik 2A degerinde oldugu hesaplanmistir (Sekil 18).

NP-ilag simiilasyonunda proteinin RMSD'si NP-Ilag simiilasyonunda ilaglarin RMSD'si
8 8-
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o
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= ‘ =
o 24
) 2_'MM
0 I I ! I 0 T T T T 1
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Sekil 20: NP-ila¢ simiilasyonunda proteinlerin ve ilaclarin RMSD sonucu
Proteinlerin RMSD sonuglari iiretim adimi basladiktan yaklasik 2-3 ns sonra yaklasik 3A
cevresinde hesaplanmistir (Sekil 19). Ligandlarin RMSD sonuglarina bakildiginda hepsi
oldukca kararli bir sekilde ilk baglanma bdlgesinde kaldigr goriilmektedir. Doxazosin, flavin
mononiikleotid (fmn), pimozide ilaclar1 incelendiginde organik yapisi nedeniyle pimozide
donebilen agilart nedeniyle yaklasik 65 ns araliginda farkli konformasyon gelistirmistir (Sekil
19).

NP-1lag simiilasyonunda proteinlerin RMSD'si NP-ilag simiilasyonunda ilaglarm RMSD'si
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Sekil 21: NP-ila¢ simiilasyonunda proteinlerin ve ilaclarin RMSD sonucu
Paliperidone, metacycline ve prednisone ilaglarinin NP ile komplekslerinin proteinleri 100 ns

simiilasyonda benzer stabilite gostermistir. Proteinlerin RMSD degerleri Sekil 20°de
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gosterilmistir. Ilaglarn RMSD degerleri arasindan en stabil konformasyonda kalan ilacin
metacycline oldugu Sekil 20’de gorsellestirilmistir. Paliperidone ilaci tiim simiilasyon boyunca
yaklagik 15 ns ve 22 ns araliklarinda farkli konformasyonlar gelistirse de stabilitesini
korumustur. Paliperidone, metacycline ve prednisone ligandlarimin kimyasal yapilar
incelendiginde donme agisi ile en fazla konformasyon gelistiren paliperidone ligandidir. RMSD
analizleri gorsellestirilip degerlendirilmistir, tiim simiilasyonlardaki proteinler 3-4 A civarinda
ilaglar ise 1-2 A civarindadir. 1-2 A'luk diisiik RMSD degerleri, ligandlarin simiilasyonlar
boyunca kenetlenme konformasyonlarini stabil bir sekilde koruduklarini gostermistir. RMSD

analizinden sonra Zaman-Cizelgesi analizi yapilmistir.
4.2.2. Zaman-Cizelgesi ve Kiime Analizi

Zaman-Cizelgesi analizi bir tuz kopriisiinin kirilma olayint anlamak, kullanict tanimli
secimdeki protein ve niikleotid kalintilar listelemek, tim kalintilarin ikincil yapilarini elde
etmek veya ilaglar ve amino asit kalintilar1 arasindaki etkilesimleri degerlendirmek igin
kullanilir. Kiime analizi simiilasyon boyunca protein ve ligand icin topluluk temsili yapilar

elde edilir ve en kalabalik topluluk CHIMERA programu ile goriintiilenebilir.

MD simiilasyonlarinda secilen amino asitler ve ilaglar arasindaki etkilesimleri degerlendirmek
icin, temas sikligini niceliksel olarak analiz etmek iizere VMD Zaman-Cizelgesi programi

kullanilmistir.
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Sekil 22: dTTP ligandinin zaman cizelgesi analizi ve kiime analizinin 2 boyutlu diyagramu.
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dTTP kontol simiilasyonunun zaman ¢izelgesi analizi, yerlestirme simiilasyonunda
gozlemlenen etkilesimlerin simiilasyon boyunca neredeyse tamamen korundugunu gostermistir
(Sekil 21). dTTP ile Thrl78, Lys253 ve Arg300 amino asitleri arasinda yerlestirme
simiilasyonunda karakterize edilen hidrojen baglar1 veya tuz kopriileri etkilesimleri biiyiik
Olgiide bozulmadan kalmistir. Her ne kadar Ser238, Leu239 ve Asn240 amino asitleri ile
etkilesimleri agirlikli olarak korunmus olsa da simiile edilmis molekiiliin baz1 kisimlari,
muhtemelen biiylik baglanma cebi sebebiyle coklu donebilen baglar ile yonlenme yetenegi
nedeniyle baglantilarini kaybetmistir. Bununla birlikte, dTTP’nin baglanma cebinde giivenli bir

sekilde kalmasina olanak saglayan temel etkilesimler korunmustur.

dTTP ile yapilan bu kontrol simiilasyonu yalnizca deney diizenegini dogrulamakla kalmamigtir
ayn1 zamanda bunun diger ligand-NP komplekslerine uygulanabilirligini de 6nermistir. Daha
sonra CHIMERA kullanilarak kiime analizi yapilmistir ve protein ile ligandin 100 ns’lik
simiilasyon i¢in topluluk temsili yapilar1 kiimelenmistir. En kalabalik toplulugun temsili yapisi
LigPlot ile 2 boyutlu diyagram olarak ¢izdirilmistir (Sekil 21) ve Pymol’de 3-boyutlu olarak
yerlestirme simiilasyonu ¢iktis1 ve MD simiilasyonu sonrasi kompleks yapilar goriintiilenmistir
(Sekil 22).

Sekil 23: Yerlestirme simiilasyonu ve kiime analizi sonras1 dTTP ligandlarinin karsilagtirilmasi.
Yerlestirme simiilasyonu sonucu gri renk ile karbon, kirmiz ile oksijen, mavi ile azot, kiime
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analizi sonucunda da sar1 renk ile karbon, turuncu ile kiikiirt, pembe ile oksijen atomlari
gosterilmistir, ten rengi ile de aktif aminoasitler gorsellestirilmistir.
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Sekil 24: Paliperidone ligandinin zaman c¢izelgesi analizi ve kiime
diyagramu.
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analizinin 2 boyutlu

NP-Paliperidone kompleksi disindaki tiim NP-ila¢ komplekslerinde en az bir hidrojen bag:
olusturan etkilesim korunmustur (Tablo 3) . Asnl174, Phel76, Gly177, Thrl78, Ser238, lle241,
Lys253, Lys300, Asn305, Arg308, Lys309 ve Arg323 amino asit kalintilar1 yan zincirleri veya

omurga atomlar1 yoluyla hidrojen bagi olusturan amino asitler oldugu goriilmiistiir. Zaman-

Cizelgesi analizi, baz1 simiilasyonlarda ilag ile etkilesime giren amino

degisiklikler sergiledigini gostermistir (Sekil 23).
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Sekil 25: Lurasidone ligandimin zaman cizelgesi analizi ve kiime analizinin 2 boyutlu diyagrami.
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NP-lurasidone kompleksinin simiilasyonunda molekiil ile Vall113, Glul17, Tyr308 ve Arg323

amino asitler arasindaki etkilesim simiilasyonun ilk 20 ns’indan sonra kaybolmasa bile

azalmustir.

Bu degisiklikler, baglanma cebinin biiyiik olmasindan kaynaklanmaktadir. Biiytik

bir cep ile donebilen baglara sahip esnek molekiiller simiilasyon boyunca daha uygun bir konum

bulmak amaciyla kendilerini yeniden y&nlendirilebilirler. Ote yandan, Asn240, Ile241 ve

Lys253 amino asitleri ile arasindaki etkilesim simiilasyon boyunca korunmustur (Sekil 24).
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Sekil 26: Pimozide ligandinin zaman cizelgesi analizi ve kiime analizinin 2 boyutlu diyagramu.

NP-pimozide kompleksine bakildiginda, pimozide ilac1 ile Vall13, Phel176, Arg300 ve Thr308

amino asit kalintilar1 arasindaki etkilesim siki bir sekilde korunmaktadir (Sekil 25). Toplu

olarak, zaman-gizelgesi ve kiime analizi, segilen ilaglarin, 100 ns NP-ilag simiilasyonlar

tizerinde baglanma bdlgesi amino asitleri ile stabil bir sekilde etkilesime girdigi goriinmiistiir.
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Sekil 27: Glimepiride ligandinin zaman cizelgesi analizi ve kiime analizinin 2 boyutlu diyagram.

NP-glimepiride kompleksinin simiilasyonunda molekiil ile Thr178, Ser238, Lys253 ve Lys309

amino asitleri arasindaki etkilesim simiilasyonun 80 ns’indan sonra kaybolmasa bile azalmistir

(Sekil 26). Bunun sebebi, baglanma cebi biiyiik oldugu i¢in donebilen baglar ile daha uygun

konum bulmak i¢in konformasyon gelistirmesidir. Ayni1 zamanda, Vall13, Glull7, Phel76,

Asn240, Ile241 ve Arg300 amino asitleri ile arasindaki etkilesim simiilasyon boyunca

korunmustur.
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Sekil 28: Eltrombopag ligandinin zaman c¢izelgesi analizi ve kiime analizinin 2 boyutlu

diyagrami.
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NP-eltrombopag kompleksi simiilasyonu, molekiiliin 6zellikle Phel76, Thr178, Leu239, lle241

ve Lys253 amino asitleri ile etkilesiminin korundugunu gostermistir. Kiime analizi de Leu239

haricinde
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ayn1 amino asitlerin korundugunu kanitlamistir (Sekil 27).

W] nEin Jaos
I oot )

LI \I”Illllﬂ“ 1

Leulg(‘)% :

0 20 40 60 80 100

Sekil 29:

Doxazosin ligandinin zaman cizelgesi analizi ve kiime analizinin 2 boyutlu diyagrami.

NP-doxazosin simiilasyonu ise, molekiiliin en fazla Phel76 ve Lys253 amino asitleriyle

etkilesimini gdstermistir. Arg323 amino asiti ile yaklasik 35 ns civarinda etkilesimi tamamen

yok olmamistir fakat 6nemli l¢tide azalmistir (Sekil 28).
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Sekil 30: Fmn ligandinin zaman c¢izelgesi analizi ve kiime analizinin 2 boyutlu diyagrama.

Fmn ligandinin NP ile olusturdugu kompleksin simiilasyonu sonucunda yapilan zaman-

cizelgesi analizi, molekiil ile Phel76 amino asiti arasinda etkilesim simiilasyonun 80. ns’inden
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sonra azalmistir fakat etkilesim hala iyi diizeydedir. Ayn1 sekilde, Arg300 amino asiti de
yaklasik 75-80 ns civarindan sonra ¢ok daha iyi bir etkilesim gostermistir. Kiime analizinden
¢ikan sonuca gore de zaman-gizelgesi analizi ile ortak etkilesimi ¢ikan amino asitlerin Phel76,

Ser238, Asn240 ve Arg300 oldugu goriintiilenmistir (Sekil 29).
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Sekil 31: Metacycline ligandinin zaman c¢izelgesi analizi ve kiime analizinin 2 boyutlu diyagrami.

Metacycline ligandinin NP ile kompleksin simiilasyonundan ¢ikan sonucuna gore yapilan
zaman-gizelgesi analizi, molekiiliin 6zellikle 100 ns simiilasyon boyunca Glul17 ve Phel76 ile
cok iyi etkilesim icerisinde oldugunu gostermistir. Asn240 amino asitinin ise Glul117 ve Phel76
amino asitlerine gore daha az etkilesim gostermis olmasina ragmen iyi etkilesim icerisinde
oldugu gorilmistiir. Kiime analizi ve zaman-gizelgesi analizinin ortak sonuclarina gore
gozlemlenen ise (Sekil 30), Glu11l7, Phel76 ve Asn240 amino asit kalintilarinin molekiil ile

simiilasyon boyunca etkilesiminin gii¢lii oldugudur.



54

VAL 113 ’i;,frf‘fg
GLU 117 ' : gr: .
SRRt MM 1 AN

PHE 176
GLY 177
THR 178|
SER 238

ceu 23o|fl [N [ 1O
i

: %Iulﬂ

%ﬁu]ZO
%eﬁb‘

Trpl64

ASN 240
ILE 241
LYS 253
ARG 300
ASN 305

TYR 308
LYS 309
ARG 323

M | W

Arg59

0 20 40 60 80 100

Sekil 32: Prednisone ligandinin zaman cizelgesi analizi ve kiime analizinin 2 boyutlu diyagrama.
Prednisone-NP kompleksinin simiilasyon boyunca etkilesimi ve kiime analizi incelendiginde
ortak etkilesimde olan amino asitlerin Glul17, Phel76, Asn240, Tyr308 ve Arg323 oldugu
gorilmustiir (Sekil 31).

Protein ile ligandin 100 ns’lik simiilasyonu i¢in topluluk temsil yapilar kiimelenmistir. En
kalabalik topluluk ise Pymol ile 3 boyutlu gorsellestirilmistir. Simiilasyon boyunca en kalabalik
topluluk aktif bolgede yerini korumustur. Aktif amino asitler de 3 boyutlu olarak gdsterilmistir
(Sekil 32).
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Sekil 33: NP-ligand komplekslerinin kiime analizi sonuclarinin Pymol’de gorsellestirilmesi.

Pymol ile gorsellestirilen ligandlar i¢in; beyaz renk ile hidrojen atomlari, kirmiz1 ile oksijen
atomlar1, mavi ile azot atomlar1, sar1 ile kiikiirt atomlar1 ve turuncu ile fosfor atomlar1 temsil
edilmistir. Karbon atomlar1 glimepiride ligandi i¢in yesil renk ile (Sekil 32-A), doxazosin i¢in
mor renk ile (Sekil 32-B), eltrombopag i¢in agik mavi renk ile (Sekil 32-C), fmn igin gri renk
ile (Sekil 32-D), lurasidone i¢in turuncu renk ile (Sekil 32-E), metasiklin i¢in pembe renk ile
(Sekil 32-F), pimozide icin agik yesil renk ile (Sekil 32-G), paliperidone i¢in turkuaz renk ile
(Sekil 32-H), prednisone i¢in koyu pembe renk (Sekil 32-1) ile temsil edilmistir.

Kiime analizinde goriilen temsili yapi, zaman-gizelgesi analizini ve yerlestirme simiilasyonu
sirasinda gozlemlenen etkilesimleri dogrulayarak, hidrojen bag1 ve tuz kopriisii olusumunda yer
alan amino asitleri gosterir. Tiim NP-ilag simiilasyonlar1 i¢in ayni analizler yapilmistir.
Yerlestirme simiilasyonu, zaman-¢izelgesi ve kiime analizinde toplu olarak gozlemlenen

hidrojen bag1 ve van der Waals etkilesimleri Tablo 3’te verilmistir.
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Tablo 3: Hidrojen bagi ve van der Waals etkilesimleri

ilag:
Metacycline
Eltrombopag
Glimepiride
Lurasidone

Prednisolone

Paliperidone

Flavin
Mononucleotide
Doxazosin

dTTP

Hidrojen bag: van der Waals
Asnl74, Glyl77, Arg308 Glull7, Asn 174, Phel76, Tyr308
Asn305 Glull7, Thrl78, Phel76, Ser238, Lys253, Arg300, Lys311
Asnl74, Thrl78, Lys253, Arg323 Glull7, Asn 174, Phel76, Gly177, Arg300, Tyr308
Thrl78, Lys253 Ser238, Leu239, Asn240, Leu241, Arg300
Arg300 Glull7, Asnl74, Glyl77, Thrl78, Phel76, Asn240, Tyr308,
Arg323
Phel76, Asn240, Arg300, Ser238, Gly177, Asn305, Thrl78,
) Lys253

Ser238, Lys253, Lys309, Thrl78, Phel76, Gly177, Asn174, Tyr308, Asn240, Glull7

Arg300
Thrl78, Lys309 Glull7, Phel76, Gly177, Ser238, Arg300, Asn305
Glull7,Thrl78, lle241, Lys253, Arg300, Phe176, Asn240
Lys309

4.2.3. MMGBSA Hesaplamasi ve Alanin Mutasyonu

Segilen ilaclarin ve NP'nin baglanma afinitesi hakkinda daha derin bilgi edinmek i¢in baglanma

serbest enerjilerini (BFE'ler) hesaplamak icin Molekiiler Mekanik Genellestirilmis Dogan
Yiizey Alan1 (MM/GBSA) yontemini kullanilmistir (Tablo 4).

Tablo 4: MM/GBSA metodu ile hesaplanan baglanma serbest enerjileri listelenmistir.

Tlag BFE (kcal/mol)
Dttp -32.54
Fmn -32,26
Prednisone -30.98
Metacycline -28.65
Pimozide -27.87
Glimepiride -27.42
Eltrombopag -22.04
Lurasidone -17.14
Paliperidone -13.63
Doxazosin -12.06
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DTTP'nin BFE'si -32,54 kcal/mol olarak hesaplanmistir. Se¢ilen molekiiller i¢ginde Fmn,
Prednisone, Metasiklin, Pimozide ve Glimepiride ligandlari dTTP'ye benzer baglanma
afiniteleri sergilemistir; ilgili BFE'ler -32,3, -31,0, -28,7, -27,9 ve -27,4 kcal/mol olarak
hesaplanmistir. Diger ilaglar ise; eltrombopag, lurasidone, paliperidone ve doxazosin, NP'ye

gore dTTPminkinden 10 kcal/mol'den daha diisiik BFE'ler sergilemistir (Tablo 4).

[lag baglanmasindan sorumlu temel amino asitleri belirlemek igin, zaman ¢izelgesi analizi
boyunca ilaglarla dikkate deger etkilesimler sergileyen amino asitlere odaklanan bir alanin
tarama analizi gergeklestirilmistir. Bunlar arasinda Phel76, Asn240, Lys253, Arg300, Lys309
ve Arg323 amino asitleri daha once bildirildigi gibi NP'nin enzimatik aktivitesinde belirlenmis
Oonemleri nedeniyle secilmistir (Qi ve digerleri, 2010). Bu segilen amino asitlere alanin
mutasyonlarinin eklenmesinin ardindan, mutant NP ile ilaglar arasindaki baglanma serbest
enerjileri (BFE'ler) hesaplanmistir ve ardindan baglanma enerjilerindeki degisiklikleri (AAG)
hesaplanmistir (Tablo 5). 0'1 asan bir AAG degeri, mutasyonun etkilesimi istikrarsizlastirdigini

gosterirken, 0'in altindaki bir AAG degeri, mutasyonun etkilesimi stabilize ettigini gdsterir.

Tablo 5: Alanin mutasyonu sonucu BFE’ler ve AAG degerleri listelenmistir.

Mlac Mutasyonlar

Phel70Ala  Asn240Ala Lys253Ala Arg300Ala Lys309Ala Arg323Ala

dTTP -31.6/1.0  -32.4/0.2  -31.8/0.7 -17.1/154 -283/42  -30.3/2.3
Fmn -30.0/2.2  -31.7/0.5  -31.3/1.0  -30.5/1.8 = -31.9/0.4 -32.3/-0.1
Prednisone  -28.5/2.4 -30.70.3 -31.0/0.0  -29.8/1.2  -30.3/0.7  -29.2/1.8
Methacycline -25.9/2.8  -27.5/1.1 -28.7/0.0 = -28.1/0.6 = -28.8/-0.1 -28.7/-0.1
Pimozide -25.32.6  -27.1/0.8  -28.1/-0.2  -25.7/2.2  -28.0/-0.2 -27.4/-0.4
Glimepiride  -25.8/1.7  -26.3/1.2  -26.4/1.0 -25.7/1.7  -259/1.5  -25.9/1.5
Eltrombopag -19.8/22  -21.9/0.1 -21.1/1.0  -22.2/-0.1 -23.2/-1.2 -22.3/-0.2
Lurasidone = -17.1/0.1 -16.9/0.3  -144/27  -16.0/1.1  -16.7/0.5  -16.9/0.3
Paliperidone -10.9/2.7  -13.3/0.3  -13.4/0.2 -10.8/2.8  -13.5/0.1  -13.9/0.3

Doxazosin -10.8/1.2 = -12.2/-0.1 -5.9/6.1 -12.0/0.1 -8.8/3.3 -10.5/1.5
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Dengede protein-protein etkilesimlerindeki serbest enerji degisimi asagidaki formiil
kullanilarak hesaplanabilir: AG® = -RTInKeq, burada AG® standart serbest enerji degisimini
temsil eder, R gaz sabitidir ve T mutlak sicakliktir. Bu formiilde R = 1,987 x 10-3 kcal/mol ve
T =298 K olarak alindiginda, AG®'de (verilerimizde AAG) ~ 0,5 kcal/mol'liik bir artis, ligand
bagl protein durumunda iki kat azalmaya neden olur. Bu nedenle, AAG > 0,5 kcal/mol'e yol
acan mutasyonlari, ilag-protein baglanmasi i¢in kritik amino asitler olarak degerlendirilmistir

(Sekil 33).
Tablo 6: ila¢ NP baglanmasinda kritik kalintilarin BFE'ye katkisi.

AAG Baglanma Serbest Enerjisi (kcal/mol)

Doxazosin .

Paliperidone

Lurasidone

-
—

Eltrombopag

il

Gli irid —
imepiride =
P e

Pimozide g
[
Methacycline ‘==
[ Tm——
Prednisole _'_‘—'
1
T ——
%
Dttp = 7
-4,0 -2,0 0,0 2,0 4,0 6,0 8,0 10,0 12,0 14,0 16,0 18,0

HArg323Ala  ELys309Ala  EArg300Ala HLys253Ala M Asn240Ala ®Phel76Ala

Hesaplamalar, Phel76'nin lurasidone hari¢ secilen diger ilaglarin NP'ye baglanmasinda ¢ok
onemli bir rol oynadigin1 ortaya c¢ikarmistir. Phel76 disinda secilen tiim amino asitler ilag
baglanmasi {izerinde farkli etkiler sergilemistir. Arg300Ala, Lys309Ala ve Arg323Ala
mutasyonlarr, dTTP'nin BFE'sinde sirasiyla 15.4, 4.2 ve 2.3 kcal/mol gibi dikkate deger
degisikliklere neden olmustur. Lys253Ala, BFE'yi 0,5'ten fazla degistirirken Asn240Ala, dogal
baglayict niikleotid dTTP’nin BFE'sinde hafif bir degisiklige neden olmustur. Fmn i¢in, Lys
309 ve Arg323 hari¢ segilen tiim amino asitler, baglanma serbest enerjisine (BFE) 0,5
kcal/mol'ii asan 6nemli katkilarda bulunmustur; Phel76 ise en belirgin katkiy1 yapmistir (2,2
kcal/mol). Prednisone dikkate alindiginda, Phel76 (2,4 kcal/mol), Arg323 (1,8 kcal/mol),
Arg300 (1,2 kcal/mol) ve Lys309 (0,7 kcal/mol) amino asitleri, bu sirayla NP baglanmasina en
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onemli katkilar1 sergilemistir. Ozellikle Asn240 ve Lys253, BFE'ye katkida bulunmadig
goriilmiistiir. Phel76 (2,8 kcal/mol), Asn240 (1,1 kcal/mol) ve Arg300 (0,6 kcal/mol) amino
asitleri bu agidan Metasiklin ligandinin BFE'sine en fazla katkida bulunan amino asitler
olmustur. Pimozide i¢in Phel76 (2,6 kcal/mol), Arg300 (2,2 kcal/mol) ve Asn240 (0,8
kcal/mol) BFE'ye kritik katki yapmistir. Alanin taramasi igin secilen tim amino asitler,
Glimepiride'in BFE'sinde 1 kcal/mol'den fazla degisiklige neden olmustur. Phel76 (2,2
kcal/mol) ve Lys253 (1,0 kcal/mol), Eltrombopag'in BFE'sine katkida bulunan amino asitlerdir.
Sasirtict bir sekilde, Lys309Ala mutasyonu olumlu bir BFE (AAG = -1,2 kcal/mol) ile
sonuclanmistir; bu, Lys309 ile Eltrombopag arasindaki etkilesimin simiilasyon boyunca
olumsuz goézlemlendigini gostermistir. Lys253 (2,7 kcal/mol), Arg300 (1,1 kcal/mol) ve
Lys309 (0,5 kcal/mol), Lurasidone-NP baglanmasina kritik katkida bulundugu goriilmiistiir.
Arg300 (2,8 kcal/mol) ve Phel76 (2,7 kcal/mol), Paliperidon'un BFE'sinde dikkate deger
degisikliklere neden olmustur. Her ne kadar Doxazosin, analiz edilen ilaglar arasinda NP i¢in
en diisiik afiniteyi (-10,8 kcal/mol) gosterse de, Lys253Ala mutasyonu, baglanma serbest
enerjisinde (BFE) kritik bir degisime yol acarak afinitede 6,1 kcal/mol'liik 6nemli bir diisiise
yol agmustir. Ek olarak Lys309 (3,3 kcal/mol), Arg323Ala (1,5 kcal/mol) ve Phe 170 (1,2
kcal/mol) BFE'yi belirgin sekilde degistirdi. Toplu olarak analizimiz, secilen her ilacin farkl
amino asitlerle kritik olarak etkilesime girdigini gostermistir. Phel76 ve Arg300, ilaglar
arasinda baglanma serbest enerjisine (BFE) en 6nemli katkiyr yapan iki amino asit oldugu

gozlemlenmistir (Tablo 6).
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5. TARTISMA VE SONUC

Lassa viriisii (LASV), insanlarda Lassa atesinden sorumlu olan ve oOncelikle kemirgen
digkilariyla temas yoluyla bulasan zoonotik bir viriistiir (Ogbu, Ajuluchukwu vd., 2007).
Enfeksiyon onleme tedbirlerinin bulunmadigi saglik bakim ortamlarinda insandan insana
bulasma meydana gelebilir (McCormick, King vd., 1987). Bu, yilda tahmini 100.000-300.000
LASV enfeksiyonu ve 5.000 Lassa atesi viriisiine baglh 6liimle Afrika'da onemli bir saglik
tehdididir (Department of Health ve Human Services 2023). LASV, artan kiiresel hareket
nedeniyle dnem kazanmistir. Su an itibariyle, hastaligin erken evrelerindeki ribavirin tedavisi
disinda Lassa atesi i¢in onaylanmis herhangi bir ilag veya as1 mevcut degildir (McCormick,
King vd., 1986). Geleneksel ilag gelistirme siireciyle iliskili zaman ve ekonomik kisitlamalar
g6z Oniine alindiginda, bu calismada 6zellikle NP hedeflenmistir ve mevcut ilaglarin potansiyel
olarak yeniden tasarlanma potansiyelini arastirmak i¢in FDA onayl ilaglarla in siliko
yerlestirme ve molekiiler dinamik deneyler yapilmistir. FDA onayli ila¢ molekiilleri NP'nin N-
terminaline ve C-terminaline (PDB ID:3MX2) yerlestirilmistir ve baglanma afiniteleri
hesaplanmistir. Bu ¢alismada N-terminal alanindaki tiim analizler i¢in kontrol olarak dTTP
kullanilmistir. Kontrol olarak dTTP niikleotidi ile yapilan yerlestirme simiilasyonu, RMSD'si
1,8 A ve baglama enerjisi -10,3 kcal/mol olan kristal yapiya benzer bir baglanma modunu ortaya
cikarmustir (Sekil 11A). C alani icin baglanma enerjileri, ZINC/Ilag isimleri, yapilar1 ve tibbi
uygulamalariyla birlikte ilk 25 molekiiliin bir listesi Tablo 1'de verilmistir, N alan1 i¢in ise ayn1
sekilde, ilk 100 molekiiliin listesi Tablo 2’de listelenmistir. Kanser 6nleyici anti-kanser gibi yan
etkilere duyarli bilesikler hari¢, yaygin olarak tanmnan ve iyi tolere edilen ilaglara
odaklanilmistir. Fark edilebilir kenetlenme baglanma enerjilerine sahip ilaglar metasiklin,
eltrombopag, glimepiride, lurasidone, paliperidone, prednisone, doxazosin, fmn ve pimozide -
12,3 ile -10,3 kcal/mol arasinda baglanma afiniteleri sergilemistir (Tablo 2). MD simiilasyonlar1
sirasinda, C alani i¢in segilen ilaglar MD simiilasyonu sirasinda aktif bolgeden uzaklastig1 icin
simiilasyon sonrasi analizleri tamamlanamamistir. N alani1 i¢in ise, secilen ilaglar 100 ns siiren
simiilasyonda aktif bolgeden uzaklasmamistir ve MD simiilasyonu sonrasinda RMSD analizi,
Zaman-Cizelgesi analizi, Kiime analizi ve MM/GBSA ve Alanin hesaplamalar1 yapilmistir.
Genel olarak zaman ¢izelgesi ve kiime analizleri, secilen ilaglarin 100 ns'lik ilag-NP
simiilasyonlar1 boyunca baglanma bolgesindeki amino asitlerle tutarli bir sekilde etkilesime
girdigini gostermistir. Ilag-NP baglanmasinin giiciinii degerlendirmek amaciyla aralarmdaki

BFE'leri hesaplamak i¢in MM/GBSA yontemi kullanilmigtir. DTTP i¢in BFE'nin -32,5



61

kcal/mol oldugu belirlenmistir. Segilen molekiiller arasinda Fmn, Prednisone, Metasiklin,
Pimozide ve Glimepiride, sirasiyla -32,3, -31,0, -28,7, -27,9 ve -27,4 kcal/mol BFE'lerle
dTTP'ye benzer baglanma afiniteleri gdstermistir (Tablo 4). Ila¢ baglanmasindan sorumlu kritik
amino asitleri tanimlamak i¢in, zaman c¢izelgesi analizinde gozlemlenen ilaglarla Gnemli
etkilesimlere sahip amino asitlere odaklanan bir alanin tarama analizi yapilmistir. Phel76,
Asn240, Lys253, Arg300, Lys309 ve Arg323, NP enzimatik aktivitesinde bilinen énemleri
nedeniyle se¢ilmistir. Bu amino asitlere in siliko alanin mutasyonlart uygulanmistir ve mutant
NP ile ilaglar arasindaki baglanma enerjilerindeki (AAG) degisiklikler hesaplanmistir (Tablo
6). Yapilan analiz, Phel76'nin, lurasidone disinda secilen ilaglarin NP'ye baglanmasinda ¢ok
onemli bir rol oynadigini ortaya c¢ikarmistir. Segilen diger amino asitlerin ila¢ baglanmasi
lizerinde cesitli etkileri goriilmiistiir. Ozetle, analiz segilen her ilag ile gesitli amino asitler
arasindaki 6nemli etkilesimleri vurgulamistir. Ozellikle Phe176 ve Arg300, hem dTTP hem de
ilaclar icin baglanma serbest enerjisinin (BFE) belirlenmesinde siirekli olarak 6nemli roller
oynamistir (Tablo 6). Bu amino asitlerin dogal ligand dTTP'ye baglanmada tamamlayici
olduklar1 ve NP'nin enzimatik fonksiyonu i¢in gerekli olduklari g6z 6niine alindiginda, dTTP'ye
benzer BFE seviyeleri sergileyen secilmis ilaglar, 6zellikle Fmn, Prednisone, Metacycline,
Pimozide ve Glimepiride ilaglarimin sonuglarinin umut verici oldugu gériilmistiir. Bu in siliko
bulgulari, bu molekiillerin LASV'ye kars1 gii¢lii inhibitorler olma potansiyelini giiclii bir sekilde
vurgulamaktadir. Bu nedenle, bu calismada tanimlanan ilaglar, deneysel ve klinik

aragtirmalarda daha ileri degerlendirmeler i¢in onceliklendirilmeyi hak etmektedir.
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