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OZET

MOLEKULER MODELLEME YONTEMLERI KULLANILARAK BAZI
ENZIM VE PROTEINLERIN ALOSTERIK ETKIi ILE iNHiBiSYON VE
AKTiVASYONLARININ ARASTIRILMASI

Mehmet Murat YASAR
Doktora Tezi, Fizik Anabilim Dah

Damisman: Prof. Dr. Ismail Hakki SARPUN
Temmuz 2022; 59 sayfa

Glinlimiizde bir¢ok alanda oldugu gibi saglik alaninda da molekiiler dinamik
simiilasyon (MDS) yontemleri yaygin bir sekilde kullanilmaktadir. MDS yontemleri, ¢ok
atomlu sistemlerin incelenmesinde deneysel analizlerde kullanilan sarf malzeme ve
harcanan zaman diistiniildiigiinde bilim insanlar1 tarafindan bir tercih sebebi olmaktadir.
MDS yontemleri ile ilag tasarimi alaninda enzimlerin kataliz fonksiyonlarini arastirmak
miumkiindiir. Bu tez ¢alismasinda Covid Temel Proteaz (MPro) ve Karbonik Anhidraz 11
(CA 1I) enzimlerinin alosterik mekanizma ile inhibe edilip edilemeyecegi MDS
hesaplamalari ile arastirildi. Calismada her bir enzimin hem ligandsiz hem ligandli
yapilart igin Amber-18 Molekiiler Dinamik Simiilasyon Paketi kullanilarak 200 ns’lik
simiilasyonlar gergeklestirildi.

Calismaya konu olan enzimlerden biri 6M03 PDB erisim kodlu SARS-CoV-2
virlistiniin salgiladigi MPro’dur. Bu enzim viral replikasyon ve transkripsiyon i¢in gerekli
olan kritik bir sistein enzimidir. Inhibisyonu, bulasici viral partikiillerin {iretimini
durdurabilir ve boylece COVID-19 enfeksiyonunun hastalik semptomlarini hafifletebilir.
Bu nedenle, salginin baglangicindan bu yana MPro, Sars-CoV-2 enfeksiyonunun tedavisi
icin ilag gelistirme arastirmalarinin merkezinde yer almaktadir. Bu amaca yonelik olarak,
bu arastirmada DrugBank veri tabanindaki FDA onayh ilaglar Molekiiler Kenetlenme
(MK) teknigi ile sanal tarama deneyine tabi tutuldu. MPro'nun katalitik bolgesinden
uzaga giiclii bir sekilde baglanan ilaglar MK teknigi kullanilarak belirlendi. En giiglii
baglanma skoruna sahip olan Dihidroergotamin (DHE) ilact MDS ¢aligsmasi igin segildi.
Bu tez ¢alismasina konu olan diger enzim ise PDB veri bankasinda 4QY3 erisim kodlu
CA Il metalo-enzimidir. Halihazirda basta glokom olmak iizere bir¢ok hastaligin
tedavisinde kullanilan CA II’nin inhibisyonu temeline dayanan birgok ilag mevcuttur.
Tiim bu ilaglarin inhibisyon mekanizmasinda inhibitor, CA II’nin aktif bolgesinin iginde
bulunan Cinko (Zn) ile yar1 kovalent karakterli bag yapar. Bu ¢alismaya konu olan CA 11
inhibitort 2-[(S)-benzylsulfinyl]benzoic acid (3G1) ligandinin aktif bolge icerisinde Zn
atomu ile direkt etkilesim yapmadan aktif bdlge disinda bir noktaya baglanarak
inhibisyon gergeklestirdigi literatiirde gosterilmistir. Bu ¢aligmada alosterik etki ile CA
II’yi inhibe eden 3G1 ligandinin inhibisyon mekanizmasi incelendi.

Alosterik inhibisyon etkisini ortaya koymak i¢in DHE-MPro kompleksi, Apo-
MPro, 3G1-CA Il ve Apo-CA Il sistemlerinin MDS’lerinden elde edilen yoriinge
dosyalar1 kullanilarak hidrojen baglama analizi, dinamik ¢apraz korelasyon, iletisim
egilimi, dinamik etkilesim amino asit ag analizi ve transfer entropisi gibi hesaplama
araglari kullanildi. Elde edilen sonuglar, DHE'nin Protomer A ve Protomer B arasinda yer



alan GLU278 ve THR280 ile hidrojen baglama etkilesimlerinin, MPro'nun katalitik
bolgesinde CYS145'in yan zincirinin yapisini etkiledigini desteklemektedir. CYS145'in
katalitik dongiideki rolii g6z Oniine alindiginda, bu yapisal degisikligin MPro'yu inhibe
etmek icin bir mekanizma olmasi muhtemeldir. CA Il enziminde ise TYR7 ve ASN11
amino asitleriyle hidrojen bagi yaparak baglanan 3G1 ligandinin enzimin aktif bolgesinde
yer alan GLN92, GLY102, GLN103, GLN104, ASP110, LYS113 ve THR198 amino
asitlerin dihedral agilarinda belirgin degisimlere yol agtigi gozlendi. Aktif bolgesi iginde
olusan bu yapisal degisikligin H.0, CO2, CO3s2 ve OH déngiisiinii etkilemesi yiiksek
olasilikli oldugu degerlendirilebilir. Bu dongiiniin sekteye ugramasi ile inhibisyonun
gergeklestigi diisiiniilebilir.

Elde edilen bulgular MPro ve CA Il enzimlerinin alosterik etki ile inhibe
mekanizmalar1 hakkinda hangi amino asitlerin manipiile edilmesi gerektigi hususunda
onemli bilgiler tagimaktadir. Bu bilgilerin sozii edilen enzimlerin yeni alosterik
inhibitorlerinin tasariminda yararli olacagi diisiintilmektedir.

ANAHTAR KELIMELER: Alosterik Etki, CA 11, Inhibisyon, Molekiiler Dinamik
Simiilasyon, MPro.
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ABSTRACT

INVESTIGATION OF INHIBITION AND ACTIVATION OF SOME ENZYMES
AND PROTEINS BY ALLOSTERIC EFFECT USING MOLECULAR
MODELING METHODS

Mehmet Murat YASAR
PhD Thesis in Physics Department

Supervisor: Prof. Dr. ismail Hakki SARPUN
July 2022; 59 pages

Molecular dynamic simulation (MDS) methods are widely used in the field of
health, as in many other fields. MDS methods are preferred by scientists considering the
consumables used in experimental analyzes and the time spent in the examination of
polyatomic systems. It is possible to investigate the catalysis functions of enzymes in the
field of drug design with MDS methods. In this thesis, it was investigated whether Covid
Basic Protease (MPro) and Carbonic Anhydrase Il (CA Il) enzymes can be inhibited by
allosteric mechanism or not by MDS calculations. In the study, simulations of 200 ns
were performed using the Amber-18 Molecular Dynamics Simulation Package for both
ligand-free and ligand-based structures of each enzyme.

One of the enzymes subject to the study is MPro secreted by the SARS-CoV-2
virus with the access code 6M03 PDB. This enzyme is a critical cysteine enzyme required
for viral replication and transcription. Its inhibition can stop the production of infectious
viral particles and thus alleviate the disease symptoms of COVID-19 infection. Therefore,
since the beginning of the epidemic, MPro has been at the center of drug development
research for the treatment of Sars-CoV-2 infection. For this purpose, FDA-approved
drugs in the DrugBank database were subjected to a virtual screening experiment with
Molecular Docking (MK) technique in this study. Drugs that bind strongly away from the
catalytic site of MPro were identified using the MK technique. The drug
Dihydroergotamine (DHE) with the strongest binding score was selected for the MDS
study. The other enzyme that is the subject of this thesis is the CA Il metallo-enzyme with
access code 4QY3 in the PDB database. There are many drugs based on the inhibition of
CA 11, which are currently used in the treatment of many diseases, especially glaucoma.
In the inhibition mechanism of all these drugs, the inhibitor makes a semi-covalent bond
with Zinc (Zn) in the active site of CA Il. It has been shown in the literature that the CA
Il inhibitor 2-[(S)-benzylsulfinyl]benzoic acid (3G1) ligand, which is the subject of this
study, performs inhibition by binding to a point outside the active site without interacting
directly with the Zn atom in the active site. In this study, the inhibition mechanism of 3G1
ligand, which inhibits CA 11 with allosteric effect, was investigated.

Hydrogen bonding analysis, dynamic cross-correlation, communication bias,
dynamic interaction amino acid network analysis using trajectory files obtained from
MDSs of DHE-MPro complex, Apo-MPro, 3G1-CA Il and Apo-CA Il systems to reveal
the allosteric inhibition effect. and computational tools such as transfer entropy were
used. The obtained results support that the hydrogen bonding interactions of DHE with
GLU278 and THR280 located between Protomer A and Protomer B affect the structure



of the side chain of CYS145 in the catalytic site of MPro. Given the role of CYS145 in
the catalytic cycle, this conformational change is likely to be a mechanism for inhibiting
MPro. In CA 1l enzyme, it was observed that the 3G1 ligand bound by hydrogen bonding
with amino acids TYR7 and ASN11 caused significant changes in the dihedral angles of
amino acids GLN92, GLY102, GLN103, GLN104, ASP110, LYS113 and THR198 in the
active site of the enzyme. It can be considered that this structural change occurring in the
active site is highly likely to affect the H20, CO2, CO3-2 and OH cycles. It can be thought
that inhibition occurs with the interruption of this cycle.

The findings have important information about the allosteric effect and inhibition
mechanisms of MPro and CA 11 enzymes, and which amino acids should be manipulated.
It is thought that this information will be useful in the design of new allosteric inhibitors
of the mentioned enzymes.

KEYWORDS: Allosteric Effect, CA II, Inhibition, Molecular Dynamics Simulation,
MPro.
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Bu tez calismasinin yapilmasi planlanirken elde edilecek olan sonuglarin istenilen
dogrultuda ¢ikip ¢ikmayacagi konusunda biiyiik bir heyecan yasadim. Bu uzun siiregte
gerek protein yapilarinin incelenmesinde gerekse yapilan analizlerde karsilasilan her bir
sorun veya engel asildiginda dogru bir arastirma konusu oldugu hissini tagidim. Segilen
konu, saglik basta olmak iizere insanoglu i¢in bir nebze de olsa fayda sagliyor olmasi,
calisma hirsim1 daha da arttirmaktadir.

Bu tez caligmasinda benden desteklerini esirgemeyen basta Danigsman’im Sayin
Prof. Dr. Ismail Hakki SARPUN’e ve hem simiilasyon programlarinda hem analiz
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Prof. Dr. Erol EROGLU’ya, Tez izleme Komite’mde bulunan Sayim Prof. Dr. Abdullah
KAPLAN’a ve Sayin Prof. Dr. Riza ERDEM’e, calisma siiresince hep yanimda olan Ars.
Gor. Dr. Nuri YORULMAZ ve Ars. Gor. Ekrem YASAR’a, manevi olarak basta rahmetli
babam Hiiseyin YASAR olmak iizere esim G6zde YASAR ve diger aile liyelerime sonsuz
tesekkiirlerimi sunarim.
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GIRIS M. M. YASAR

1. GIRIS

Molekiiler Dinamik (MD), bir yapiy1 olusturan atomlarin veya molekiillerin
fiziksel hareketlerini ve davraniglarini betimlemek igin bilim diinyasinda arastirmacilar
tarafindan kullanilan bir bilgisayar simiilasyon yontemidir. Arastirilmasi diisiiniilen
yapilarin atom ve molekiillerinin belirli bir siire boyunca etkilesmelerine izin verilerek
ilgili yapinin dinamikleri hakkinda durum tespitleri yapilabilmektedir. Binlerce atom
veya molekiillerden olusan yapilarin i¢ dinamiklerine bakildiginda atomlar arasinda
meydana gelen etkilesimlerden dolayr olusan kuvvetlerin tanimlanmasiyla sayisal
analizler yapilmaktadir. Bu dogrultuda simiilasyon yoOntemleri, kuvvet alanlar
kullanilarak sanal ortamda ¢ok atomlu yapilarin durumlari hakkinda bir 6ngori
sunabilmektedir. Molekiillerin dinamiklerini arastirmak amaciyla kullanilan simiilasyon
yontemi 1950 yillarinda gelistirilmistir ve gilinlimiizde halihazirda yaygin olarak
kullanilan yontemlerden biridir (Frenkel 2002).

Molekiiler Dinamik Simiilasyon (MDS) yontemleri, fizik, kimya, biyofizik ve tip
alaminda yaygin olarak kullanilmaktadir. Ozellikle canlilarm yasamlar1 boyunca
karsilasabilecekleri hastaliklar1 onlemek veya tedavi etmek amaciyla ilaglarin
gelistirilmesinde kullanilan teknikler arasinda yer almaktadir. MDS yontemler bu
baglamda laboratuvar ortamlar1 gerektirmeyen, deneme yanilma ydntemlerinden ziyade
sayisal analizler yapabilmeye olanak saglamaktadir. Ozellikle insan viicudunda gesitli
kimyasal tepkimeleri yapan proteinlerin isleyis mekanizmalarini ve baska yapilardan
etkilenip etkilenmeyecegini analiz etmede 6n plana ¢ikmaktadir (Schlick 2010).

Molekiiler bir yap1 goz oniine alindiginda binlerce atomdan olugmakta ve bu gibi
cok atomlu sistemlerin analizleri analitik olarak yapilamamaktadir. Bir¢ok etkilesim
mekanizmasint bilinyesinde barindiran molekiiler sistemler incelenirken simiilasyon
yontemleri biiyiik katki saglamaktadir. MDS yontemleri, mikrokanonik topluluklarin
termodinamik 6zelliklerini inceleme ve arastirma olanagi sunarak karmasik sistemlerin
isleyis mekanizmalarinin anlasilmasinda vazgegilmez duruma gelmistir (Kumar 2011).

MDS yontemleri ¢ok atomlu bir yapiy1 belirli bir algoritmaya gore simiile eder.
Algoritma birkag adimdan olusmaktadir. ilk olarak, yapiy1 olusturan atomlarm
koordinatlar1 gibi temel bilgileri iceren baslangi¢ verilerine ihtiya¢ duyulmaktadir.
Ornegin; halihazirda kullanilan bazi simiilasyon yontemleri, incelenecek olan sistemlerin
i boyutlu yapilarini, X-1511 kristalografisi veya Niikleer Manyetik Rezonans (NMR)
spektroskopisinden deneysel olarak elde edilen bilgileri kullanmaktadir. Bu giris
dosyalarinda her bir atomun koordinatlari, diger atomlarla olusturduklar1 baglar gibi
bilgiler yer almaktadir. Gerekli bilgileri igeren veriler kullanilarak sistem minimize edilir
ve sistemi olusturan atomlarin hizlar1 degistirilerek dogal ortamindaki sicakliga ulagsacak
sekilde simiile edilir. Bu islemlerin ardindan denge durumuna gelen yapilarin simiilasyon
iretim adimlarma gecilir. Molekiillerin siirekli dengede olmasim1 saglamak i¢in bu
asamada atomlarin hizlar1 kontrol edilerek dogal ortamlar1 korunmaya caligilir. Bir yap1
ne kadar dogal simiile edilirse analiz sonuglar1 o kadar verimli olacaktir. Gergeklestirilen
simiilasyon adimlarinin belirli bir slirede olmasi1 gerekmektedir. Cok uzun olmasi, yapilan
analizlerin aylarca siirmesi anlamina gelirken, ¢ok kisa tutulmasi da gerceklikten
uzaklagmasi demektir. Simiilasyon sonunda elde edilen ¢iktilar ¢esitli analiz yontemleri
ile islenerek incelenen yapilar hakkinda istenilen sonuglar elde edilebilmektedir.



GIRIS M. M. YASAR

Bir veya daha fazla amino asidin bir araya gelerek zincir seklinde biyomolekiiller
veya makromolekiiller olusturmasi protein olarak tanimlanmaktadir. Proteinler, canli
organizmalar i¢inde, metabolik faaliyetlerde bulunmak, islevlerine 6zgii kimyasal
reaksiyonlar1 gerceklestirmek, hiicrelere ve canli organizmalara iirlin saglamak gibi
bir¢ok fonksiyonlara sahiptirler. Viicudumuzda bulunan hiicreler, dokular, organlar gibi
tim yapitaslari, protein olmadan var olamazlar. Kaslarda, ciltte, iskelet sisteminde ve
viicudun diger bir¢ok bolgesinde 6nemli dl¢iide protein bulunmaktadir. Protein, viicudun
agirlik olarak yaklasik %20’lik kismini olusturmaktadir. Bu anlamda viicudumuzda sudan
sonra en ¢ok bulunan bilesen proteindir. Enzimler, hormonlar ve antikorlar hepsi birer
proteindir. Proteinler ayn1 zamanda sinir sistemi boyunca kimyasal bilgi tasiyici olarak
gorev yaparlarken kandaki oksijenin tasinmasini da saglarlar. Her bir protein, kendine
0zgii yapisindan dolay1 diger proteinlerden farklidir. Bunun yani sira proteinler, tek
baslarina yapamadiklar1 belirli bir islevi gergeklestirmek i¢in birlikte de ¢aligabilirler.
Proteinler canli organizmalarin temel 6gelerinden olup hiicredeki bir¢ok reaksiyonda
islevleri vardir. Protein, genellikle kararli yapidaki bir biyolojik molekiilii belirtmek igin
kullanilir (Lodish 2004). Proteinler, genlerde kodlanmis bilgiler kullanilarak amino
asitlerin bir araya gelmis halidir. Her proteinin, bu proteini kodlayan genin niikleotid
dizisi tarafindan belirlenen kendine 6zgili bir amino asit dizisi vardir. Genetik kod,
kodonlar ad1 verilen ti¢ niikleotitli bir settir ve her ii¢ niikleotit kombinasyonu bir amino
asidi belirtir, 6rnegin AUG (adenin-urasil-guanin) metiyonin kodudur (Van Holde 1995).
Proteinler tam olarak kati molekiiller olarak taninmaz. Elastik yapilarindan dolay1
islevlerini yerine getirirken birden fazla farkli yapida bulunabilirler. Bulunduklar1 bu
yapilar, konformasyonel degisiklikler olarak tanimlanir. Konformasyonel degisiklikler
diisiiniildiiglinde genellikle bir substrat yapinin, bir enzimin aktif bolgesine veya kimyasal
tepkimeye katilan proteinin fiziksel bolgesine baglanmasiyla katalize olur. Buna ek
olarak ¢ozelti icinde termal titresim ve diger molekiillerle ¢arpisma yoluyla yapilarinda
farklilagmaya da ugrayabilirler (Mathews 1996). Giiniimiizde herhangi bir proteinin
yapisini ve islevini incelemek i¢in yaygin olarak kullanilan yontemler arasinda X-1s1n1
kristalografisi ve NMR ydntemleri mevcuttur.

Organizmalarda biyolojik katalizor olarak gorev yapan proteinlere enzim
denilmektedir. Enzimler kimyasal reaksiyonlar1 hizlandiran yapilardir. Enzim,
substratlar1 “lirlin” olarak ifade edilen farkli molekiillere doniistiiriir. Bir hiicredeki
yaklagik biitiin metabolik agamalarda ve bu asamalarin yasami siirdiirecek kadar ytiksek
hizlarda ger¢eklesmesi i¢in enzim katalizine ihtiyaci1 vardir (Stryer 2002). Giiniimiizde
enzimlerin 5000’den fazla biyokimyasal tepkimeyi katalize ettigi bilinmektedir
(Schomburg 2013). Enzimler, aktivasyon enerjilerini diisiirerek reaksiyon hizini arttirma
egilimindedirler. Enzimlerden bazilar1 substratin {irline doniismesinin daha hizh
gerceklesmesini saglayabilir. Kimyasal olarak enzimler katalizore benzerler ve bunun
yani sira kimyasal tepkimelerde de tiiketilmezler. Bir enzimde meydana gelen aktivite,
diger molekiillerden etkilenebilir. Ornegin; inhibitorler enzim aktivitesini azaltirken
aktivatorler aktiviteyi arttirirlar. Tipta tedavi amaciyla kullanilan bir¢ok ilag, enzim
inhibitoriidiir. Enzimler genellikle substratlarindan daha biiyiik yapilara sahiptir.
Yapilarinin sadece kiiciik bir kism1 dogrudan katalize gorevi yapar ve buna katalitik bolge
denir (Furnham 2014). Katalitik bolge, amino asitlerin substratlar yonlendirdigi bir veya
daha fazla baglanma bolgesinin yaninda bulunur. Katalitik ile baglanma bdlgesi, enzime
ait olan aktif bolgeyi olusturur (Suzuki 2015). Enzimler, kiigiik bir molekiiliin
baglanmasiyla meydana gelen aktiviteyi artiran veya azaltan konformasyonel bir
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degisiklige neden oldugu alosterik bolgeler de igerebilir (Krauss 2003).

Canli organizmalarda bulunan biyolojik molekiiller arasindaki etkilesimler,
genellikle bu molekiillerin sekline ve yapisina baghdir. Birgok etkilesim enzimlere
baglidir ve bu enzimlerin bazi biyolojik reaksiyonlari inhibe veya aktive etme kabiliyeti,
enzimin farkli bir kismina baglanan bagka bir molekiilden kaynaklanabilir. Buna alosterik
etki denir. Boyle bir etki, enzimin seklinde degisikliklere neden olarak islevini bozabilir.
Alosterik etki, ozellikle biyokimyada molekiillerin ve enzimlerin meydana getirmis
oldugu kimyasal tepkimeleri degistirmek icin kullanilir. Ornegin; tedavi amaciyla
kullanilacak olan bir ilag, bir enzimin aktif bolgesine baglanirken bir substratin o enzime
baglanmasini engelleyerek enzim aktivitesinde bir azalmaya neden olur. Fakat alosterik
etkide ise bir etkileyici bilesik, enzimin alosterik bolgesine (aktif bdlgeden uzak bir
bolge) baglandiginda enzim aktivitesinde degisiklik meydana getirir. Alosterik
inhibitorler veya aktivatorler, enzimde konformasyonel (6zellikle aktif bolgenin seklinde)
bir degisiklige yol agarak aktivitesinde bir deformasyonun meydana gelmesine neden
olur. Bu sayede alosterik etki gosteren yapilar, enzim aktivitesinde bir artiga neden olan
aktivatdr veya enzim aktivitesinde bir azalmaya neden olan inhibitér olarak gorev
alabilirler (Abdel 2015). Alosterik etki gosteren bolgeler, tedavi edici ilag tasarimlari igin
kullanilabilir. Klasik inhibisyon mekanizmalarina kars: tercih edilen tedavi edici ilag
olarak alosterik inhibitorlerin kullanilmasmin avantajlari yadsinamayacak boyuttadir.
Gilintimiizde kullanilan klasik yontemleri temel alan ilaglarin meydana getirdigi bir¢cok
yan etki, alosterik etki gosteren ilaglar sayesinde elimine edilebilir.

2020 yilinin ilk ¢eyreginden itibaren kiiresel bir pandemiye neden olan Viris
Coronaviridae ailesine ait tek sarmalli bir RNA (+sSRNA) viriisiidiir (Hu vd. 2021).
Koronaviriis genomunun boyutu 26 ila 32 kb araligindadir ve 9680 amino asit
poliproteinini kodlayan 6-11 agik okuma cercevesi (ORF, Open Read Frame) icerir. Ilk
ORF, 16 yapisal olmayan proteini (nsps) kodlayan genomun yaklasik %67'sini
olustururken, kalan ORF'ler aksesuar ve yapisal proteinleri kodlar (Guo vd. 2020; Kumar
vd. 2020). Kodlanmis 16 nsps arasindan iki viral sistein proteazi, yaygin olarak 3CLPro
veya MPro olarak adlandirilan ana proteaz (nsp5) ve papain benzeri proteazin (nsp3)
SARS-CoV-2'nin replikasyon siirecinde kritik rol oynadigi bilinmektedir. ORF'ler,
nsps'nin yani sira dort ana yapisal proteini de kodlar: Sivri yiizey ¢ikintisi (S), zar (M),
niikleokapsid proteini (N), zarf (E) ve yardimci proteinler. N-terminal glikosillenmis
ektodomain, {i¢ transmembran alanindan (TM) ve uzun bir C-terminal CT alanindan
olusan M proteininin N-terminal ucunda bulunur (Chan vd. 2020). Viral enfeksiyonun bu
ilk kritik adimu, bir tip I membran proteini olan ve bir trimer olusturan trimerik spike S
glikoproteini tarafindan katalize edilir, transmembran segmenti tarafindan viral
membrana sabitlenir ve virion ylizeyini biiyiik ektodomain ile siisler (Zhang vd. 2021).
Replikasyon dongiisii i¢in, SARS-CoV-2'nin bir konake1 hiicreye giris mekanizmasi, bir
konakge1 hiicrenin S proteininin aracilik ettigi ACE2 reseptoriine demirlenmesiyle baslar,
ardindan proteolitik aktivasyonu, endositozu ve membran flizyonu gelir (Jackson vd.
2022). ACE2'ye baglanmanin yaninda, S proteini, membran flizyonunu desteklemek icin
konformasyonel degisime ugrar (Zhou vd. 2020). Viral enfeksiyondaki énemli rolleri ve
enfeksiyon sirasinda konakgilarda koruyucu hiimoral ve hiicre aracili bagisiklik tepkileri
ortaya ¢ikarmasi nedeniyle (Duan vd. 2020), S proteini, yeni antiviral terapdtikler
tasarlamanin yani sira mevceut asilar igin birincil hedeflerden biridir (Amanat vd. 2020).
SARS-CoV-2'nin S proteini, enfekte hiicrelerde furin gibi proprotein doniistiiriictiler
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tarafindan S1 ve S2 alt birimlerine béliiniir (Hoffmann vd. 2020). S proteininin boliinmiis
alt birimleri (S1 ve S2), farkli islevlerle kovalent olmayan bir sekilde birbirleriyle iliskili
kalir: yeni hedef hiicrede, S1 alt birimi reseptorii baglarken, diger yandan S2 alt birimi, S
proteinini virion zarina tutturur ve membran fiizyonuna aracilik eder (Jackson vd. 2022).

SARS-CoV-2 viriistiniin ana proteazt (MPro veya 3CLPro olarak adlandirilir),
viral replikasyon ve transkripsiyon ig¢in kritik olan bir sistein enzimidir. Bu nedenle,
inhibisyonu, bulasic1 viral partikiillerin iiretimini durdurabilir ve bdylece COVID-19
enfeksiyonunun hastalik semptomlarini hafifletebilir (Anand vd. 2003; Ullrich ve
Nitsche, 2020). MPro, katalitik merkezinde bir sistein-histidin dyad igerir ve viral
poliproteinleri, ppla ve pplab'yi, boliinme sekanslar1 LQ|(S,A,G) ile 11 farkli bolgede
bolerek 12 kiiglik fonksiyonel protein iretir (Lee vd. 1991; Chan vd. 2020; Zhang vd.
2020; Ziebuhr vd. 2000) . MPro, ii¢ farkli alt alandan (alan I, II ve III) olusan 306 amino
asitlik bir uzunluga sahiptir. Substrat baglama bolgesi, antiparalel 3-katman yapilarindan
olusan ortak bir kivrimi paylagan alan I (8-101 amino asitleri) ve alan 11 (102-184 amino
asitleri) arasindaki bir yarikta bulunur (Zhang vd. 2020). Alan Il (201-303 amino
asitleri), bes a-helisinden olusan bir antiparalel kiiresel kiimeden olusur ve MPro
aktivitesi i¢in gerekli olan MPro dimerizasyonunda rol alir. Model substrat olarak Ac-
VAL-LYS-LEU-GLN-ACC polipeptidi kullanilarak MPro'nun proteolizinin molekiiler
mekanizmalarini arastirmak i¢in bir QM/MM modelleme ¢alismasi yapilmistir (Swiderek
ve Moliner 2020). Sonuglar, dort adimda gergeklesen MPro'nun etki mekanizmasinin,
diger sistein proteazlarindan biraz farkli oldugunu gostermistir. Katalitik dongiiniin ilk
adimi, substrat S1 cebinin etrafina geldiginde polarize olan CYS145'in kiikiirt atomuna
(SG) bagl1 hidrojenin, HIS41'in imidazol halkasinin azotuna (NE2) aktarilmasiyla baslar.
Gegmiste incelenen koronaviral hedefler arasinda MPro, 6zellikle 2000'lerin basindaki
ilk SARS-CoV salgininin ardindan biiyiik ilgi géormistiir (Anand vd. 2003; Ullrich ve
Nitsche 2020). S proteini, RNA'ya bagli RNA-polimeraz (RdRp, nsp12), NTPase/helikaz
(nsp13) ve papain benzeri proteaz (PLPro) da alternatif koronaviral ila¢ hedefleri olarak
kabul edilmektedir (Wu vd. 2020).

COVID-19 salgininin baglangicindan bu yana, kiigiik molekiillerin kimyasal veri
tabanlarinin sanal tarama yontemi kullanilarak taranmasini iceren ve bunlari MPro'ya
kars1 ongoriilen baglanma enerjisine gore siralamay1 igeren ¢esitli ¢alismalar yapilmistir.
Bu strateji, deneylerde sentezlenecek, elde edilecek veya degerlendirilecek en iyi
adaylarin secilmesinde oldukg¢a faydalidir. Bu sanal tarama c¢alismalarinin ¢ogunda,
MPro'nun katalitik bolgesi oncelikle uygun kovalent veya kovalent olmayan baglayicilar
bulmay1 hedeflemistir (Banerjee vd. 2021; Macip vd. 2022). Bazi ¢alismalarda, MPro'nun
dimerizasyon siirecini Onlemek i¢in kiigiik molekiillerin baglanma hedefi olarak
MPro'nun protomerleri arasindaki arayiiz bolgesi secilmistir. Cilinkii MPro sadece
dimerik formdayken islevini yerine getirebilir (Goyal vd. 2020; Liang vd. 2020; Ton vd.
2020; Gupta vd. 2021). MPro inhibisyonuna dayali ila¢ gelistirme c¢aligmalari,
glinlimiizde ¢esitli arastirma gruplar1 tarafindan deneysel ve in silico yontemler
kullanilarak yogun bir sekilde siirdiiriilmektedir. Bu ¢alismalardaki en son durum yakin
zamanda Lv vd. (2022) tarafindan derleme makalede verilmistir.

Bu arastirmay1 baglatmaktaki ana motivasyon, MPro'nun alosterik inhibitor
bolgelerine sahip olabilecegi varsayimina dayanarak bu enzimin alosterik inhibitorlerini
aragtirmakti. Ciinkii alosterinin tiim dinamik proteinlerin i¢sel bir 6zelligi oldugu ve bir
proteinin konformasyonel toplulugunun yeniden dagilimindan kaynaklandig: literatiirde
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yer almaktadir. Proteinlere ligand baglanmasi neticesinde bir pertiirbasyon ortaya ¢ikar
bu durum popiilasyonun yeniden dagilimima yol acar (Gunasekaran vd. 2004). Bu
calismadaki ana hedef, MPro'nun olas1 alosterik bolgelerini aramak ve bu bolgelere
baglanan halihazirda onaylanmis ilaglarin (baska hastaliklarin tedavisi i¢in onaylanmis)
bu enzimi alosterik etki ile inhibe edip edemeyecegini arastirmaktir. Yaklagim olarak
katalitik bolge disindaki MPro ceplerine baglanan ilaglari filtrelemek i¢in DrugBank veri
tabanindaki ilaglara bazi dogrulama araglar1 kullanilarak kor yerlestirme prosediirii
uygulandi.

Bu tez ¢alismasina konu olan diger enzim ise Karbonik Anhidraz olup, bu enzim
tim canlilarda var olan bir metalo-enzimdir. CA Il enziminin en temel fonksiyonu
dokularda

H,0 + CO, & HCO3 + H* (1.1)

reaksiyonunu katalize etmektir. Bu reaksiyonun viicuttaki birgok fizyolojik siirecte
onemli fonksiyonu vardir. Halihazirda CA enziminin inhibisyonu temeline dayanan alt1
adet ilag mevuttur. CA’nin katalitik aktif bolgesinde ¢inko (Zn*?) iyonu vardir. Cinko
iyonu, enzimin inhibisyonu esnasinda genellikle inhibitor ile yar1 kovalent karakterli
tetrahedral bir bag yapis1 gerceklestirir. Mevcut ilaglarin tamaminin etki mekanizmasi bu
sekildedir (Alterio vd. 2012). Bunun haricinde ii¢ farkli inhibisyon mekanizmasi daha
oldugu x-iginlart kristalografisi c¢alismalar1 ile gosterilmistir. Bu {i¢ mekanizmadan
birincisinde, inhibitor aktif bolge icerisindeki Zn*2 iyonuna bagli su molekiilii ile hidrojen
bag1 yapmaktadir. ikincisinde enzim aktif bolgesinin agzina inhibitor polar, elektrostatik
etkilesimler ve hidrojen baglar1 ile baglanarak, aktif bolge igerisine girip ¢ikan H* iyonu
ve su trafigini bozarak inhibisyon gerceklestirdigi gosterilmistir. Ugiinciisiinde ise
inhibitor aktif bolge disina yerlesmesine ragmen inhibisyon gergeklestirmektedir. Bu
mekanizmada, inhibitoriin enzim aktif bolgesine proton akisinda aktif rol oynayan HIS64
amino asidinin  konformasyon degisimini engelleyerek inhibisyon yaptigi
diistiniilmektedir. Bunlara ilaveten bir de bilinmeyen mekanizma(lar) mevcuttur. Bu
inhibitdrlerin enzimin hangi noktasina baglandigi heniiz bilinmemektedir. Ancak bu
molekiillerden bir¢cogu bulk yapilarindan dolay: sterik engellere ugrayarak enzim aktif
bolgesi igerisine yerlesmesi miimkiin olmadig1 agik¢a ortadadir. Bu nedenle enzimi
inhibe edebilecek olan inhibitorlerin aktif bolgeden belirli bir mesafede baska amino
asitlere baglanarak aktif bolgedeki amino asitleri alosterik etki ile dolayli yollardan
etkileyebilir.

[laglarin gogunun viicut icindeki hedefi hiicresel proteinlerdir. Ilag, hiicre igerisine
ulastiginda ilgili protein ile segici sekilde etkilesimi neticesinde tedavi veya teshis etkisi
ortaya ¢ikar. 2002 yilinda tamamlanan insan genomasi ¢aligmalar1 sonuglarina gore
(Golden 2003), insan geni tarafindan {iretilen 6000 ile 8000 arasinda farmakolojik agidan
ilag hedefi olabilecek proteinin varligi tahmin edilmistir (Landry 2008). 2003 yilinda
yapilan bir ¢alisma, insan genomasi ¢alismalarinda ortaya konulan proteinler arasindan
sadece 273 proteinin o giinkii mevcut ilaglarin hedefi oldugunu gostermistir (Golden
2003). Giintimiizde 330 civarinda ilag hedefi protein vardir ve bunlardan 270 kadari insan
genomasi tarafindan iretilen proteinler iken geriye kalanlar ise patojen organizmalar
(bakteri, viriis, mantar vs.) tarafindan iiretilenlerdir. CA, ila¢ gelistirme ¢alismalarinda
kullanilan popiiler enzimlerden birisidir (Supuran 2008).



GIRIS M. M. YASAR

CA enzimin inhibisyonu temeline dayanan ilk ilaglar 1950-1960 yillar1 arasinda
piyasaya c¢ikmustir. Bunlar halihazirda kullanilmakta olan  Acetazolamide,
Methazolamide, Ethoxzolamide, Sulthiame ve Dichlorophenamide’dir. Bunlar diiretik
(idrar soktiiriicii) ve antiepileptik (epilepsi tedavisi ilact) olarak kullanilirken CA enzimi
inhibisyonunun Glukoma (goz tansiyonu) tedavisinde de kullanilabileceginin farkina
varilmistir (Supuran 2008). Bu bahsedilen ilaglar halen gbz tansiyonu tedavisinde
kullanilmaktadir. Bunlara ilaveten 1990’11 y1llarda damla formunda kullanilabilen iki g6z
tansiyonu ila¢ daha piyasaya c¢ikmistir. Bunlar Dorzolamide ve Brinzolamide olup
oncekilere gore cok daha az istenmeyen yan etkiye sahiptir. Bu ilaglarin tamami
siilffonamit fonksiyonel grubu igermekte olup, enzim aktif bolgesi igerisinde kofaktor
olarak bulunan, katalitik merkezdeki Cinko atomu ile koordinasyon bagi yaparak
inhibisyon islevini yaptig1 X-isinlar1 kristalografi sonuglarindan goriilmektedir. Ancak,
D’Ambrosio (2015)’in yaptig1 bir calismada, x-1sinlart kristalografisi ve enzim kinetigi
Olglimlerine gore bir molekiiliin (2-(Benzylsulfinyl) benzoic acid) (3G1) CA enzimini
yukarida bahsedilen ilaglardan farkli bir mekanizma ile inhibe ettigi gdsterilmistir. X-
1sinlart kristalografisi sonuglarina gore yukarida bahsedilen molekiiliin (inhibitor) klasik
ilaglar gibi ¢inko atomu ile bag yapmayip, 14 A kadar uzak bir noktada polar etkilesimler
ve (TYR7 ve ASN11 amino asitleri ile) hidrojen baglar1 yaparak baglandigi gosterilmistir.
Buna ilaveten, Alp vd.’nin (2012)’de yaptig1 ¢calismada ikincil siilfonamit (tosilat grubu)
iceren bazi molekiillerin CA I, II ve VI nolu izoenzimlerine kars1 gii¢lii inhibitor etkisi
gosterdigi rapor edilmistir. Bu molekiiller hakkinda yapilan yorumda bulk yapilarindan
dolay:1 enzim aktif bolgesi igerisine girmesinin miimkiin olmadigi ve diger siilfonamit
tirevleri gibi ¢inko ile bag yapmasmin miimkiin olamayacagi belirtilmistir (Supuran
2015). Yukarida bahsedilen molekiiller, Supuran (2015) tarafindan inhibit6r
mekanizmasi bilinmeyen molekiiller olarak siniflandirilmistir.

Yapilan bir yayinda bir inhibitoriin (2-[(S)-benzylsulfinyl]benzoic acid) CA Il
aktif bolgesi disina baglandigi x-iginlart kristalografisi ¢alismasinda gosterilmistir
(D’Ambrosio 2015). Bu ligantin alosterik etki ile inhibisyon yaptigi anlasilmaktadir. Bu
aragtirmada bu alosterik etkinin mekanizmasinin nasil ¢alistigi ortaya konulmaya
calisilmistir.

Alosterik iletisim, herhangi bir proteinin bir bolgesindeki eylemin ya da hareketin,
proteinin aktivitesini ger¢eklestirdigi baska bir alana iletildigi islemi tarif eder. Baska bir
ifade ile birbirinden belirli bir uzaklikta bulunan ve dogrudan bagli olmayan iki amino
asidin birbiriyle iletisim halinde olup olmadigini ve eger bir iletisim varsa bu iletisimden
kaynakli durumlarin analizi entropi transferi ile agiklanabilmektedir (Hacisuleyman ve
Erman 2017a). Entropi transferi, herhangi bir ana olay ya da durum altinda birbirinden
bagimsiz iki alt olay ya da durumun dolayl1 yollarla asimetrik zaman iginde tek yonlii
bilgi aktarimini dlgen istatistiksel bir yontemdir (Schreiber 2000). Entropi transferi, bilim
diinyasinda bir¢cok alanda uygulanan istatistiksel bir yontem olup aynm1 zamanda
molekiiler arastirmalarda da herhangi bir sistemi olusturan alt yapilar arasindaki
etkilesimleri incelemek i¢in de kullanilabilmektedir. Konum olarak birbirinden uzak olan
herhangi iki amino asidin dalgalanmalar1 degerlendirilebilir ve bir amino asitten digerine
bilgi aktariminin olup olmayacagi arastirilabilir.

Bu doktora tez ¢alismasinin hedeflerinden biri sanal tarama sonucu MPro’nun
dimer yapisinin protomerleri arasina yerlesen DHE ilacinin alosterik etki ile katalitik
dyad (HIS41 ve CYS145) yapisina etki edip etmediginin ortaya konulmasidir. Bir diger



GIRIS M. M. YASAR

hedef ise CA Il aktif bolgesi disina baglandigi deneysel ¢alisma ile ortaya konulan 3G1
inhibitoriiniin nasil alosterik etki gosterdiginin mekanizmasinin ortaya konulmasidir. Bu
hedefler vasitasiyla, adi gecen enzimlerin alosterik inhibitorlerinin tasariminda alosterik
etkiden ne sekilde yararlanilabilecegine dair 6nemli bilgiler edinilmesi amaglanmistir.
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2. KAYNAK TARAMASI

Alp (2012) tarafindan yapilan bir ¢alismada iki insan sitozolik CA izoenzim I, Il
ve insan serum izozim VI’nin, bir dizi tosile edilmis aromatik amin tiirevleri olan
benzenesulfonamidler ile inhibisyonu iizerine arastirma yapilmistir. Tosile edilmis
aromatik amin tiirevlerinin CA I, II ve VI izozimleri i¢in inhibitér olduklart tespit
edilmistir. Insan eritrosit CA I ve II izoenzimlerinin saflastirilmasi, Sepharose-4B-anilin
stlfanilamid afinite jel kromatografisi basit tek asamali yoOntem kullanilarak
benzenesiilfonamidler (1-14) ve AZA’nin CA esteraz aktivitesi lizerindeki inhibitor
etkileri tizerine olan ilk ¢caligma ger¢eklesmistir.

Birkag yil 6nce proteinlerde alosterik iletisimin varlig1 iizerine Hacislileyman ve
Erman tarafindan 2017°de yapilan bir ¢alismada, proteinlerin Gauss Ag Modeliyle
birlikte Schreiber’in entropi kavrami kullanilarak proteinlerdeki bilgi aktariminin farkl
yollarla gerceklesebildigi bulunmustur. Model incelendiginde alosterik iletigimi
belirlemek igin yalnizca entropi bilgisinin yeterli olmadigi ve proteinlerde zaman
gecikmeli korelasyonlara dayanan ek bilgilerin sunulmasi gerektigi vurgulanmistir.
Calismada, entropi hedef-kaynak iligkileri amino asit ciftlerine uygulanmak icin
kullanilabilen basit bir arag oldugu yaklasimiyla protein aktivitesinin kontrol edilmesi
icin bazi1 amino asitlerin manipiilasyonunun gerekliligi belirtilmistir. 600 ns’lik yapilan
molekiiler dinamik simiilasyon ¢alismasinda Ubiquitin, Piruvat Kinaz ve PDZ proteinleri
icin alosterik iletisimin agiklanabilmesi i¢in amino asitler arasinda transfer entropinin ve
tim protein i¢in net transfer entropinin uygulanabildigi gosterilmistir. Elde edilen
sonuclardan yola ¢ikarak molekiiler dinamik simiilasyonlarin ve deneysel verilerin uyum
iginde oldugu anlasilmistir (Hacisiileyman ve Erman 2017b).

MDS calismalarinda kanser tedavilerinde kullanilacak olan birgok ilag ¢alismasi
gerceklesmistir. Ozellikle son yillarda kullanilan ilaglarin olusturdugu yan etkileri
azaltma konusunda tasarimlar gergeklestirilmektedir. Ornegin; 90kDa (Hsp90) proteini
ozellikle kanser i¢in uygulanabilir bir ila¢ hedefi oldugu goriilmiistiir. Son yillara kadar
ATPase alanin1 hedefleyen tasarlanmis inhibitorler, gii¢lii anti-proliferatif etkiler
sergilemektedir. Ama yiiksek seviyelerde iligkili toksisite nedeniyle klinik deneylerde
basarisiz olmustur. Bu durumun 6niine gecilebilmesi i¢in alosterik aktivasyon/inhibisyon
yoluyla proteinin modiilasyonu arastiritlmaya baslanmistir. Penkler ve Bishop (2019) yeni
bir yaklasimla inhibitor yerlestirme amaciyla alosterik ilag hedefleme bdlgelerini
tanimlamak i¢in dinamik amino asit agi1 analizi ve amino asit pertiirbasyon taramasi
lizerine ¢aligma yapmislardir. Caligmalarinda alosterik kontrol elemanlari ile ortiisen ilag,
uygulanabilen alanlar i¢in insan Hsp90a’nin acik konformasyonunu aragtirip varsayilan
tic dogal bilesik i¢in alosterik modiilatdr tanimlamiglardir. Bu ligandlar; Cephalostatin
17, 20 (29) Lupene 3p-isoferulate ve 3'-Bromorubrolide F olarak belirlenmistir. Bu
ligandlarin alosterik inhibisyon ile proteinin konformasyonel dinamikleri {izerindeki
etkilerini incelemislerdir. Ligand baglanmasina yanit olarak Hsp90’in kapali duruma
dogru bicimsel gecisinin segici alosterik aktivasyonu ve inhibisyonu ig¢in kanitlar
bulunmustur. Yapilan calismada GROMACS 5.1.2 simiilasyon programi, CHARMM 36
kuvvet alani, 1,5 nm boyutunda ortohombik periyodik kutu ve TIP3P su modeli
uygulanarak kullanilmigtir.

Alterio (2012) yilinda CA metalo-enziminde aktif bolge disina baglanan
inhibitorler lizerine yapilan bir ¢alismasinda 2-benzilsiilfinilbenzoik acid’in klasik
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inhibisyon yontemleri disinda alosterik etki ile proteinin aktif bdlge disinda bagka bir
bolgeye baglandigi ve ligandin bu boélgeden inhibisyonda bulundugunu gostermistir.
Caligmada inhibitoriin, alosterik bolgede birkag polar etkilesimle kararli duruma geldigi,
karboksilat kisminin bir oksijeni, TYR7 amino asitinin omurga nitrojen atomundan bir
hidrojen bag1 olarak kabul edilmigken, bagka bir oksijenin ASN11 amino asitinin ND2
atomu ile etkilesime girdigi ve karboksilat grubunun her iki oksijen atomu, TRP5 amino
asitinin omurga oksijenine ve HIS64’iin ND1 atomuna bagli olan su molekiilleri ile iki
gliclii hidrojen bag1 yaptig1 gozlenmistir. Buna ek olarak inhibitoriin kavite i¢indeki
organik iskelesini kararli duruma getirdigi, 6zellikle fenil halkasi, GLY6, TYR7, GLYS,
PHE231 ve GLU239 amino asitleri ile bir dizi giiglii Van Der Waals bag1 olustururken,
benzisiilfinil kisminin PHE231 ve ASN232 amino asitleri ile etkilesime girdigi de
gozlenmistir. Elde edilen bulgular ¢ergevesinde karboksilik asitlerin CA’lara kars1 farkl
inhibisyon mekanizmalarinda bulunabilecegi gosterilmistir (Alterio 2012).

Hacisiileyman ve Erman (2017a) alosterik iletisim tizerine yaptiklar1 bir galigmada
Gunasakaran (2004) tarafindan alosterik etkinin bazi proteinlerin kendine &zgii bir
0zelligi olabilecegi One siiriilmesinden sonra bir proteindeki alosterik aktiviteyi
belirleyebilen ve dlgebilen bir hesaplama yontemi gelistirmigler. Schreiber’in transfer
entropi formiilasyonuna dayanan yaklagimlariyla protein i¢in entropi hedeflerinin ve
kaynaklarinin varligini gésteren ve amino asit ¢iftlerinin entropi transferini kullanarak
birbirleriyle iletisim kurdugunu aciklayan bir bilgi aktarim modeli sunmuslar. Modele
gore herhangi bir amino asidin dalgalanmalarina neden olan amino asitlerin
belirlenebilmesinden yola ¢ikarak yakin zamana kadar alosterik aktivitesi bilinmeyen
Ubiquitin proteinine uygulanmis ve proteinin aktiviteleriyle iligkili olan amino asitler
arasinda sistematik entropi yollarinin ve bilgi transferinin oldugunu goéstermislerdir.
Ubiquitin’in insan polimeraz iyota ile kompleksi i¢in 600 ns’lik molekiiler dinamik
yoriingeleri kullanilmig ve tiim Ubiquitin amino asit ¢iftleri arasindaki entropi transferi
degerlendirilmistir. Ubiquitin’in konformasyonel hareketleri, entropi transferi agisindan
aciklanmig ve alosterik iletisimde yer alan 6nemli amino asitler i¢in elde edilen verilerin,
NMR deneylerinin sonuglariyla uyumlu oldugu gozlenmistir. Ek olarak, etkilesen iki
amino asit dalgalanmalarinin zaman gecikmeli korelasyonunun, hangi amino asitin
etkilesimi kontrol ettigini ve hangisinin kontrol edildigini, ayni zamanda zaman
gecikmeli korelasyonlarin, entropi transferinin proteinlerdeki alosterik iletisimi
aciklayabildigini gdstermislerdir.

[laglarin ¢ogunun viicut i¢indeki hedefi hiicresel proteinlerdir. ilag, hiicre igerisine
ulastiginda ilgili protein ile secici sekilde etkilesimi neticesinde tedavi veya teshis etkisi
ortaya ¢ikar. 2002 yilinda tamamlanan insan genomasi calismalar1 (Golden 2003)
sonuglarina gore, insan geni tarafindan {iretilen 6000 ile 8000 arasinda farmakolojik
acidan ilag hedefi olabilecek proteinin varligi tahmin edilmistir (Landry ve Gies 2008).

Shcherbinin’in  (2019) yapmis oldugu bir c¢alismada karmasik sistemlerin
topolojisini ve dinamiklerini analiz etmek i¢in yaygin olarak kullanilan ag tanimindan
yola ¢ikarak RIN’1n baglantilari (kenarlar1) ile bir dizi diigiim (node) olarak proteinin ii¢
boyutlu yapisini temsil ettigi ifade edilmistir. RIN’dan hesaplanan topolojik
parametrelerin protein yapisi ve fonksiyonunun gesitli yonleriyle iliskili oldugunu,
fonksiyonel olarak onemli amino asitlerin ve ligand baglanma bdlgelerinin analizi ve
tahmini i¢in RIN uygulamalarini, protein-protein etkilesimlerini, alosterik iletisimi, nokta
mutasyonlarin proteinlerin yapisi ve dinamikleri {izerindeki etkisini incelemistir.
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TE ile ilgili 2020 y1l1 i¢inde yapilan bir calismada Sembolik Bilgi Akist Olgiimii
yazilimi kullanilarak herhangi bir dinamik sistemin farkli bilesenlerinin veya farkli
dinamik sistemler arasindaki bilgi akisinin hesaplanabilecegi arastirilmistir. Zaman
serileri, dinamik bir sistemin zaman-evrim yoriingesini temsil ettigi, makine 6grenimi
yaklasimi ve goémme parametrelerinin hesaplanmasi kullanilarak kaba taneye dayali
zaman serilerinin sembolik bir analizini gergeklestirmek i¢in bir yontem sunulmustur.
Bilgi akisi, yerel ve ortalama sembolik transfer entropileri cinsinden dlgiilerek sembolik
analize dayali yeni bir karsilikli bilgi 6l¢iisii analiz edilmistir. Calismada bahsi gecen
sembolik transfer entropisi hesaplamalar1 yapan program kullanilarak karsilikli bilgi ve
yerel transfer entropisi hesaplanabilmektedir. Uygulama sirasinda eklenen bilgisayar
programinin bazi islevleri arasinda tasimabilirlik, ayarlanabilir hesaplama hassasiyeti,
verimli bellek yonetimi, kullanish ve pratik veri yonetimi sistemi ve MPI protokoli
kullanilarak hesaplamalarin paralellestirilmesi de yer almaktadir (Nebiu ve Kamberaj
2020).

SARS-CoV-2 viriislinlin ana proteazi, viral replikasyon ve transkripsiyon i¢in
kritik olan bir sistein enzimidir. Bu nedenle, inhibisyonu, bulasici viral partikiillerin
tiretimini durdurabilir ve bdylece COVID-19 enfeksiyonunun hastalik semptomlarini
hafifletebilir (Anand vd. 2003; Ullrich ve Nitsche 2020). MPro, katalitik merkezinde bir
sistein-histidin dyad icerir ve viral poliproteinleri, ppla ve pplab'yi, boliinme sekanslari
LQJ(S,A,G) ile 11 farkli bolgede bolerek 12 kiigiik fonksiyonel protein iiretir (Chan vd.
2020; Lee vd. 1991; Ziebuhr vd. 2000; Zhang vd. 2020). MPro, ii¢ farkli alandan (alan I,
I ve III) olugan 306 amino asitlik bir uzunluga sahiptir. Substrat baglama bdlgesi,
antiparalel B-sarmal yapilarindan olusan ortak bir kivrimi paylasan alan I (8—101 amino
asitleri) ve alan 1l (102-184 amino asitleri) arasindaki bir bolgede bulunur (Zhang vd.
2020). Alan 111 (201-303 amino asitleri), bes a-helisinden olusan bir antiparalel kiiresel
kiimeden olusur ve MPro aktivitesi i¢in gerekli olan MPro dimerizasyonunda rol alir.
Model substrat olarak Ac-VAL-LYS-LEU-GLN-ACC polipeptidi kullanilarak MPro'nun
proteolizinin molekiiler mekanizmalarini arastirmak icin bir QM/MM modelleme
calismas1 yapilmustir (Swiderek ve Moliner, 2020). Sonuglar, dort adimda gerceklesen
MPro'nun etki mekanizmasinin, diger sistein proteazlarindan biraz farkli oldugunu
gostermistir. Katalitik dongiiniin ilk adimi, substrat S1 ¢ukurunun etrafina geldiginde
polarize olan CYS145'in kiikiirt atomuna (SG) bagh hidrojenin, HIS41'in imidazol
halkasinin azotuna (NE2) aktarilmasiyla baglar. Ge¢gmiste incelenen koronaviral hedefler
arasinda MPro, 6zellikle 2000'lerin basindaki ilk SARS-CoV salgiminin ardindan biiyiik
ilgi gérmiistiir (Anand vd. 2003; Ullrich ve Nitsche, 2020). S proteini, RNA'ya bagh
RNA-polimeraz (RdRp, nspl2), NTPase/helikaz (nspl3) ve papain benzeri proteaz
(PLPro) da alternatif koronaviral ilag hedefleri olarak kabul edilmektedir (Wu vd. 2020).

Literatiir incelendiginde, COVID-19 salgininin baslangicindan bu yana, kiiciik
molekiillerin kimyasal veri tabanlarmin sanal tarama yontemi kullanilarak taranmasini
iceren ve bunlart MPro'ya kars1 dngdriilen baglanma enerjisine gore siralamayi igeren
cesitli caligmalar yapilmistir. Bu strateji, deneylerde sentezlenecek, elde edilecek veya
degerlendirilecek en i1yi adaylarin secilmesinde oldukg¢a faydalidir. Bu sanal tarama
calismalarinin ¢ogunda, MPro'nun katalitik bolgesi Oncelikle uygun kovalent veya
kovalent olmayan baglayicilar1 bulmayi hedeflemistir (Banerjee vd. 2021; Macip vd.
2022). Bazi caligmalarda, MPro'nun dimerizasyon siirecini Onlemek icin kiiciik
molekiillerin baglanma hedefi olarak MPro'nun protomerleri arasindaki arayiiz bolgesi
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secilmigtir. Clinkii MPro sadece dimerik formdayken islevini yerine getirebilir (Goyal ve
Goyal, 2020; Gupta vd. 2021; Liang vd. 2020; Ton vd. 2020). MPro inhibisyonuna dayali
ilag gelistirme calismalari, giiniimiizde ¢esitli arastirma gruplari tarafindan deneysel ve in
silico yontemler kullanilarak yogun bir sekilde siirdiiriilmektedir. Bu ¢alismalardaki en
son durum yakin zamanda (Lv vd. 2022) tarafindan gozden gegirilmistir.
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3. MATERYAL ve METOT
3.1. Molekiiler Dinamik Simiilasyon

Giliniimiizde molekiiler modelleme yapilirken birgok program kullanilmaktadir.
Bu programlar, molekiillerin dogal durumlarinin en iyi sekilde simiile edilmesi i¢in her
gecen giin yenilenmektedir. Simiilasyon programlari sayesinde bir molekiilde meydana
gelen fiziksel veya kimyasal olaylar incelenebilmektedir. Bu tez ¢alismasinda 1970
yilindan bu yana siirekli yenilenen Amber Biyomolekiiler Simiilasyon Programi
kullanildi. Amber iki unsuru temel alir: Birincisi, biyomolekiillerin modellenmesi i¢in bir
dizi molekiiler mekanik kuvvet alam kullanilir. ikincisi ise kaynak kodu ve demo
paketleri barindirir. Amber’de kuvvet alanlari, bes terimden olusan Amber Potansiyeli’ne
bagli olarak olugsmaktadir. Herhangi bir molekiiliin simiilasyonu yapilmak istendiginde
molekiilde meydana gelebilecek potansiyel etkilesimler hesaba katilarak yapilmaktadir.
Amber Potansiyeli;

Npag Nag
Vamper = z b;(r; — ri,denge)z + Z a;(0; — gi,denge)z
i i
Ndihedral imaks Natom
(A By
+ (Vln/Z)[l + cos (n@i - yi,n)] + 2 %
ke rd
i n i<j H Y
Natom
* 2 '4Z;q;~ (3.1)
i< 0ty

ile ifade edilmektedir. Denklem (3.1); bes terimden olusmakta ve birinci terim birbirine
bagli atomlarin bag uzanimlarini, ikinci terim bag biikiilmelerini, {i¢lincii terim baglarin
torsiyon biikiilmelerini, dordiincii terim bag yapmayan atomlarin Van Der Waals
etkilesimlerini ve besinci terim de elektrostatik etkilesimleri temsil etmektedir. Newton
hareket denkleminden yola ¢ikarak;

) = myd; (3.2)
F=-V,V (3.3)
av _ dZTi 34
dt, ez 34D

ifadesi elde edilir. Burada V; Amber Potansiyeli ri ise i’inci atomun yer degistirme
vektoridiir. Denklem (3.4)’te yer alan yer degistirme vektori igin ilgili konum verileri
“Protein Data Bank” (Anonymous 2) veri tabanindan temin edilen “pdb” uzantili
dosyalarda yer almaktadir. Amber-18’de kullanilan ff19SB ve ff14SB kuvvet alanlar
birinci dereceden protein modelidir. Yeni ff19SB kuvvet alani, sarmal egilimler gibi
amino aside bagimli 6zellikleri gelistirip, amino aside 6zgii CMAPS kullanilarak yine
amino aside 6zgli Ramachandram Haritasi’ndaki farkliliklari yeniden tiretmistir. Ff19SB,
daha dogru olan OPC su modeliyle en iyi sekilde uyusmaktadir. Ff14SB modeli, TIP3P
su ile kullanilmak iizere tasarlanmis olup ff14Shonlysc ile ayn1 modeldir. Ama TIP3P
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icin ampirik omurga diizeltmeleri yoktur. Ff15ipq kuvvet alani, tutarli bir fiziksel model
ile gelistirilmis olup proteinler i¢in neredeyse tiim yiik, aci, burulma ve baz1 Van-Der
Waals parametrelerini yeniden olusturmaktadir. FF15FB “Kuvvet Dengesi” kuvvet alani,
birden fazla bilgi kaynagina dayali olarak bagl parametrelerin bagka bir yeni tiirevidir
(Anonymous 1).

Amber-18, her program gibi belirli bir algoritmaya gore simiilasyon
gerceklestirmektedir (Sekil 3.1). Algoritma ii¢ ana asamadan olusur: Birincisi
minimizasyon, ikincisi 1sitma ve tglinciisii ise iretimdir. Bu asamalar géz oniinde
bulundurularak simiilasyonda sirasiyla;

e Simiilasyonu yapilacak olan biyomolekiiliin baglangi¢ koordinatlarini iceren pdb
uzantili veri dosyasi “Protein Data Bank” (Anonymous 2) veri tabanindan elde
edilir.

e Molekiil, yaklasik bin adimlik bir islemle minimize edilir.

e Dogasi1 geregi hareket halinde oldugu diisiiniilerek yap1 icindeki her bir atom i¢in
bir “ilk hiz” atanir.

e {lgili molekiil dogal ortaminda hangi sicaklikta bulunuyorsa o sicakliga ulagsmasi
icin 1s1tma dinamigi gerceklestirilir.

e Molekiiliin denge durumuna gelmesi i¢in “Denge Dinamigi” uygulanir.

e Molekiiliin sicakligi degerlendirilir. Eger istenilen sicaklikta degilse tekrar
“Denge Dinamigi” uygulanir.

e Sicaklik uygunsa “Uretim Dinamigi” ne gegilir.

e Uretim Dinamigi’'nin ardindan iiretilen ¢ikti dosyasi olan ilgili molekiile ait
“trajektor (trajectory) dosyas1” analiz edilir.

Yapinin Baslangig Koordinatlar S Yapinin Minimizasyonu ; Yapidaki her bir atomun baglama (ilk)
(Protein Data Bank-pdb dosyasi) (~ 10000 adim) hizlarinin atanmasi

dinamigi

¥
Devam dinamigi "f}p di s
(Production dynamics) cevet ‘%,09444 - Denge dinamigi ® Yapinin oda sicakhigina (298 K) isitilma
£
Y

*l Hizi gi.im.:elle

Yapinin Trajektérii (Koordinat)
dosyalarinin analizi

Sekil 3.1. Amber Simiilasyon Programinin isleyis algoritmasi

Amber-18 Programi’nda bahsedilen her bir ana asama i¢in bir giris (input) dosyasi
hazirlanir. Giris dosyalarinda her bir asama i¢in programin kullanacagi parametreler yer
alir. Incelenecek olan molekiile bagli olarak degismekle birlikte genel olarak bir
minimizasyon asamasi i¢in giris dosyast i¢cindeki parametreler Cizelge 3.1°de ve 1sitma

13



MATERYAL ve METOT M. M. YASAR

asamas1 icin giris dosyasi igindeki parametreler Cizelge 3.2°de verilmistir. Uretim
asamasi icin giris dosyasi i¢indeki parametreler ise Cizelge 3.3 te verilmistir.

Cizelge 3.1. Amber Simiilasyon Programi 6rnek minimizasyon giris dosyast

Parametre Aciklama

imin=1, Minimizasyon seger.

Ntx=1, Koordinatlar1 okur ve ASCII formatli rst7 koordinat dosyasindan
hizlar1 okur.

irest=0, Simiilasyonu yeniden baslatmaz. (minimizasyon i¢in gegerli
degildir).

Maxcyc=2000, Maksimum minimizasyon dongiisii.

Ncyc=1000, [k 0-ncyc déngiileri igin en dik inis algoritmasi, daha sonra ncyc-
maxcyc dongiileri i¢in eslenik gradyan algoritmasini degistirir.

Ntpr=100, Her ntpr dongiisiinde Amber mdout ¢ikt1 dosyasina yazdirir.

Ntwx=0, Amber mdcrd yoriinge dosyasi yazilmaz (minimizasyon igin
gegerli degildir).

Cut=8.0, Angstrom cinsinden toplam alan sinir1 (8.0’1n altina diismemek
kaydiyla daha yiiksek sayilar biraz daha iyi dogruluk saglar).

Cizelge 3.2. Amber Simiilasyon Programi 6rnek 1sitma giris dosyasi

Parametre Aciklama

imin=0, Minimizasyon adimi olmayan bir molekiiler dinamik (MD)
caligmasi seg.

Nstlim=10000, | Calismadaki MD adimlarinin sayist (nstlim * dt = ps cinsinden
calisma uzunlugu).

Dt=0.002, Pikosaniye (ps) cinsinden zaman adimi. Her bir MD adiminin
zaman uzunlugu.

Ntf=2, Kisith baglar i¢in kuvveti hesaplamama ayari.

Ntc=2, Hidrojen igeren tiim baglar1 kisitlamak i¢in SHAKE1 etkinlestir.

Tempi=0.0, K cinsinden ilk termostat sicakligi.

Temp0=300.0, K cinsinden son termostat sicakligi.

(Devami Arkada)
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Cizelge 3.2°in devamu.

Ntwx=100, Her ntwx adiminda Amber yoriinge dosyas1 mdcrd dosyasina yaz.
Ntb=1, Sabit hacim i¢in periyodik sinirlar.

Ntp=0, Basing kontrolii yok.

Ntt=3, Langevin termostatl sicaklik kontrolii.

Gamma_In=2.0, | Langevin termostat ¢arpigsma frekansi.

Nmropt=1, NMR kisitlamalari ve agirlik degisikliklerini oku.

ig=-1, Rastgele say1 {reteci i¢in ¢ekirdegi rastgele hale getir [bir
simiilasyon probleminde hata ayiklanmadiginda bu komutu
kullanmak her zaman olumludur].

Cizelge 3.3. Amber Simiilasyon Programi 6rnek tiretim giris dosyasi

Parametre Aciklama

ntx =5, Bi¢imlendirilmemis rst7 koordinat dosyasindan koordinatlar1 ve
hizlar1 oku.

irest =1, Onceki MD ¢alismasini yeniden baslat [Bu, hizlarm rst7 dosyasinda
beklendigi ve baslangi¢c atom hizlarini saglamak igin kullanilacag:
anlamina gelir].

TempO = 300.0, | Termostat sicakligi. 300K’da calistir.

Ntb = 2, Sabit basingli periyodik sinir kosullart kullan.

Ntp =1, Sabit basing simiilasyonu i¢in Berendsen barostatini kullan.

Cizelgelerde bahsedilen parametrelerin sayisal verileri incelenen biyomolekiile
gore degisiklik gosterebilmektedir. Amber Simiilasyon Programi kullanilarak ilgili
parametrelere verilen degerler esliginde sirasiyla; minimizasyon, isitma ve {iretim
asamalar1 gerceklestirildikten sonra c¢ikti dosyasindaki verilere istenilen analizler
uygulanabilir.

Molekiiler yerlestirme ve MD simiilasyonlar1 i¢in MPromun kristal yap1
koordinat1 (6MO3 erisim numarasiyla PDB'de depolanmistir) kullanilmigtir. Homodimer
koordinatlari, COVID-19 Proteins Library of CHARMM-GUI Arsivi’nden elde
edilmistir (Anonymous 3). Hedef olarak MPro homodimer kullanilarak, DrugBank veri
tabanindan 2500'den fazla FDA onayl kii¢iik molekiillii ilag, PyRx yazilim1 kullanilarak
sanal tarama deneyine tabi tutulmustur (Dallakyan ve Olson 2015; Wishart vd. 2018).
PyRx (Dallakyan ve Olson 2015; Morris vd. 2009) tarafindan gelistirilen AutoDock 4
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yerlestirme simiilasyon motorunun uygulandigi sanal bir tarama yazilimidir. Birincil
amag, enzim i¢indeki baglanma yerini dikkate almadan yiiksek baglanma afinitesine
sahip ilaglar1 belirlemek oldugundan kor yerlestirme yaklagimi kullanildi. Docking skoru
yuksek olan ilaglardan baglanma afinitesi (Kd) -10 kcal/mol'den diisiik olan dort ilag
(Paliperidon, Dihidroergotamin (DHE), Balanol Analog 2 ve Tadalafil) ileri analiz i¢in
secildi. Bu sikica baglanmis ilaglarin her biri, bir stabilite kontrolii i¢in 20 ns MD
simiilasyonlarina tabi tutuldu. Dort ilag arasinda DHE, 20 ns MD simiilasyonu sirasinda
en stabil baglanma profilini sergiledi ve bu nedenle MPro'ya yonelik alosterik inhibisyon
potansiyelini arastirilmasi i¢in secildi.

DHE-MPro dimer kompleksi ve Apo-MPro dimer, Amber-18 yazilim paketi
kullanilarak MD simiilasyonlarina tabi tutulmustur (Salomon-Ferrer vd. 2013). TIP3P su
modeli ile doldurulmus kiibik solvasyon kutular1 ve titre edilebilir amino asitlerin
protonasyon durumlart H++ web sunucusu (Anonymous 4) kullanilarak hazirlandi.
Sistemi elektrostatik olarak nétralize etmek igin uygun sayida Na* iyonu eklendi. Tim
simiilasyonlar ff14SB kuvvet alani kullanilarak gergeklestirilmistir (Maier vd. 2015).
DHE i¢in genel amber kuvvet alan1 (GAFF) parametreleri Antechamber ve parmchk?2
programlari kullanilarak elde edilmistir (Wang vd. 2004; Wang vd. 2006). Parametreleme
i¢in gerekli olan kismi atomik yiikler (AM1-BCC teori seviyesi) Gaussian 16 yazilim
kullanilarak hesaplanmistir (Jakalian vd. 2000; Frisch vd. 2016). Simiilasyon
kurulumlarinin her biri i¢in iki kistmda 20000 iterasyon ile minimizasyonlar yapilmistir.
[Ik kisimda, tiim agir atomlarm konumlart harmonik kisitlamalar uygulanarak
sabitlenirken en dik 10000 adimini i¢geren minimizasyon yapildi ve ardindan herhangi bir
kisitlama olmadan konjugat gradyanimin 10000 adim1 daha ¢alistirildi. Minimize edilmis
sistemler, kademeli olarak 0 K'dan 310 K'ya yiikseltildi ve NVT grubunda 1 ps'lik bir
sicaklik esleme sabitine sahip bir Langevin termostati uygulanarak 300 ps'nin iizerinde
dengelendi. Yogunluk dengelemeleri (1 ns) ve liretim ¢alismalar1 (200 ns) bir sabit basing
grubu (NPT) kullanilarak ger¢eklestirildi, basing bir Berendsen barostat kullanilarak sabit
tutuldu. Tim simiilasyonlar, periyodik sinir kosullar1 ve 2-fs zaman adimi kullanilarak
gerceklestirilmistir. Uzun menzilli elektrostatik etkilesimler, 9 A‘luk bir mesafede
baglanmamis bir kesime sahip parcacik ag1 Ewald yontemi kullanilarak hesaplandi ve
kat1 kisitlamalar1 uygulamak i¢cin SHAKE algoritmasi kullanildi. Elde edilen MD ydriinge
dosyalarinin RMSD, RMSF, hidrojen bagi ve dihedral ag1 analizi, Amber-18 yazilim
paketinin CPPTRAJ modiilii kullanilarak yapildi. (Roe ve Cheatham 2013).

3G1-CA Il ve Apo-CA II sistemleri icin PDB data bankasinda 4QY3 erisim kodu
ile verilen koordinatlar kullanildi. Simiilasyon dosyalarini hazirlama siireci yukarida
MPro i¢in anlatilan adimlar bu sistem i¢inde benzer sekilde gergeklestirildi.

3.2. Kok Ortalama Kare Sapmasi

Kok Ortalama Kare Sapmasi (RMSD), bir model veya olayda tahmin edilen
degerler ile gozlemlenen degerler arasindaki farklarin olup olmadigini arastirmak i¢in
kullanilan bir 6l¢lim analizidir. RMSD, tahmin edilen degerler ile gézlemlenen degerler
arasindaki farkliliklarin ikinci dereceden ortalamasini betimler. RMSD, olcege baglh
oldugundan belirli bir veri kiimesi i¢in farkli model veya yapilarin olasi hatalarini
karsilastirmak igin bir dogruluk analizidir. RMSD, pozitif veya negatif degerler almakla
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beraber nadiren de olsa sifir degeri alabilir. RMSD’nin sifir degerini almasi; tahmin ile
gozlemlenen arasinda herhangi bir fark olmadigini, milkemmel bir uyum ya da benzerlik
oldugunu ifade eder. RMSD’nin almis oldugu degerler biiytlidiikce korelasyon yapilan
gruplar arasindaki benzerlik azalir.

RMSD, birgok bilimsel alanda oldugu gibi biyoenformatikte de kullanilan bir
analiz yontemidir. Molekiiler yapilar diistiniildiigiinde ilgili yapilar1 olusturan atomlarin
konumlarinin denge durumundan sapma miktarlarin1 ifade eder. RMSD, proteinleri
olusturan amino asitlerdeki atomlar arasindaki ortalama mesafenin bir Ol¢iistidiir.
Bununla birlikte RMSD, MDS yo6ntemlerinde kullanilan bir analiz yontemi olup,
arastirilan birgok atomik yapida meydana gelebilecek konformasyonlarin incelenmesine
olanak saglar. MDS yontemlerle gerceklestirilen simiilasyon sonuglarinda elde edilen
atomik pozisyonlardan yola ¢ikarak RMSD;

RMSD = \/ Molm ’;/I(Xi - )] (3.5)

ile ifade edilebilir. Denklem (3.5)’te N; yapiy1 olusturan atomlarin sayisini, mj; i’inci
atomun kiitlesini, Xi; i’inci hedef atomun koordinat vektoriini, Yj; i’inci referans atomun
koordinat vektoriinii ve M; yapiy1 olusturan atomlarin toplam kiitlesini ifade eder.

RMSD, MDS yontemlerinde simiilasyon siiresince kaydedilen atomik
konumlardan yola ¢ikarak incelenen yapida zamanla meydana gelebilecek
konformasyonel degisiklikler hakkinda bilgi sunar. Ornegin bir molekiiler sisteme
mevcut aktivitesini bozmak i¢in eklenen ligandin sisteme herhangi bir etkisinin olup
olmadig1 RMSD analizi ile de irdelenebilmektedir.

3.3. Kok Ortalama Kare Dalgalanmasi

Kok Ortalama Kare Dalgalanmasi (RMSF), istatistiksel mekanikte bir pargaciga
veya atoma ait konumun, bir referans konuma gore zaman igindeki sapmasinin bir
Olciisiidiir. Atomun rastgele hareketinin uzaysal kapsaminin en yaygin Olciilerinden
birisidir. Dinamik bir sistem, referans almmis bir ortalama konum etrafinda
dalgalandiginda RMSF ile tanimlanmaktadir. Bu atomik dalgalanmanin boyutu, 6nemli
fiziksel bilgiler saglamaktadir. RMSF, molekiiler bir yapida atomlarin referans
konumlarindan boyutsal ve diizlemsel olarak salinim oranlarini sunmaktadir.
Biyomolekiiler yapilar incelendiginde yapiyr olusturan atomlarin rotasyon ve Gteleme
hareketleri sonucunda meydana getirdikleri salinimlarla konformasyonel degisiklikler ve
davraniglar RMSF analizleriyle irdelenebilmektedir. Molekiiler bir yapida atomlar arasi
potansiyellerden kaynakli kuvvetlerin etkisiyle her bir atom bulundugu kosullar altinda
farkli salinim hareketleri yapabilir. Eger sisteme ek bir miidahale varsa veya yeni bir alt
yap1 miidahil olursa bu durumda atomlarin mevcut salinimlarindan farkli konformasyonel
degisiklik olusabilecektir. Buna benzer salinim hareketlerinin incelenmesinde RMSF
analizi fiziksel davranislar hakkinda 6ngdrii sunmaktadir. RMSF, analiz olarak RMSD’ye
benzerdir. Ama aralarinda kiigiik bir fark vardir. RMSF, her bir amino asidin esnekligini
veya MDS yontemlerinde simiilasyon boyunca her bir amino asidin dalgalanma miktarini
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Olger. Bu sayede bir biyomolekiiler yapida veya proteinde her bir amino asidin ana yapiy1
harekete gegirme olayindaki katkisini ifade eder. RMSD analizi, bir yapidaki ilgilenilen
atomun her bir zaman dilimindeki konumunun referans konumundan sapma miktarini
gosterirken, RMSF analizi ise her bir amino asitte bulunan ayni atomun dalgalanma
hareketini amino asit boyutunda gosterir. RMSD’de degisken zamana bagli konum iken,
RMSF’de amino asittir.

3.4. Dinamik Capraz Korelasyon

MDS’de herhangi bir protein yapist igindeki atomlarin veya amino asitlerin
uzaysal hareketleri analiz edilmektedir. Sistemi olusturan alt yapilar arasindaki
etkilesimler bir kuvvet alan1 varliginda simiile edilebilir ve simiilasyonun ongordigi
potansiyellere bagli olarak Newton’un hareket denklemlerinin uygulanmasinin ardindan,
alt yapilarin dinamik hareketlerine karsilik gelen anlik gorintileri (frame) elde edilir.
Yoriingeler, simiilasyon boyunca belirli zaman araliklarinda (nanosaniye) atomik
koordinatlar1 sunarak tiim sistemin anlik goriintiilerini temsil eder. Bu, sistemin zaman
icindeki dinamik degisikliklerinin incelenmesine olanak saglar. MDS yontemlerde birgok
analiz mevcuttur. Bu analiz yontemlerinden biri olan Dinamik Capraz Korelasyon (DCC),
sisteme ait olan yoriingeleri degerlendirerek tiim alt yapilarin birlikte hareket etme
derecelerini gosterir. DCC, -1 ile +1 arasinda degerlere sahip olan bir harita olusturarak
atomlar veya amino asitler arasindaki korelasyonlari belirlemeye ¢alisir. Bu noktada eger
DCC degeri +1 ise korelasyonlar1 degerlendirilen iki amino asidin senkronize hareket
gerceklestirdigi, -1 ise asenkron hareket ettiklerini ve 0 ise ilgili iki amino asit arasinda
herhangi bir korelasyon olmadigini ifade eder. Bir protein yapist veya kompleksi
diistintildiigiinde DCC, amino asitler arasinda var olan uyumun ya da uyumsuzlugun
belirlenmesi, inhibisyon veya aktivasyon mekanizmalarinin arastirilmasi igin
kullanilabilir bir analiz yontemidir.

(d,.d,)

[tz )a?)

Denklem (3.6)’da DCCMi;;j; bir protein yapisinda mevcut olan her iki amino asit
arasindaki DCC degerlerini igeren matrisi ifade eder. Bu degerler; elde edilirken ikili
korelasyonlarda i. ve j. amino asitlerin di ve d; yerdegistirme vektorlerinin bulunma
olasiliklar1 hesaba katilarak olusturulan matrislerdir. Hesaplama sonucunda matrislerdeki
degerler +1 ile -1 arasinda olup birlikte hareket etme durumlari hakkinda bilgi
sunmaktadir.

3.5. Amino Asit Etkilesim Ag1

Amino Asit Etkilesim Agi (RIN), karmagik sistemlerin etkilesim dinamiklerini
analiz etmek i¢in kullanilan bir yontemdir. Bu analiz yonteminde herhangi bir protein
kompleksinde mevcut olan amino asitler arasindaki etkilesim baglantilarini, kenar ve
diigiim noktalar belirtilerek proteinin {i¢ boyutlu yapisi temsil edilmeye caligilir. RIN
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kullanilarak hesaplanan topolojik parametreler, ilgili proteinin yapisi1 ve davranis
fonksiyonlartyla iligkilidir. Bu noktada, RIN analizi ile fonksiyonel olarak proteinin
kimyasal tepkimelerinde Onemli rol oynayan amino asitlerin ve ligand baglanma
bolgelerinin belirlenmesi, protein-protein etkilesimleri, alosterik inhibisyonu veya
aktivasyonu gibi mekanizmalarin arastirilmast mimkiindiir. MDS yoOntemlerinde
gergeklestirilen RIN analizlerinde kenar (edge) ve diiglim (node) olmak iizere iki unsur
vardir. Diiglim, herhangi bir biyomolekiiler yapidaki amino asitleri, genleri veya daha
kiiglik yapidaki proteinleri, kenar ise mevcut olan diigiimler arasindaki etkilesimleri
temsil eder (Shcherbinin 2019).

3.6. Transfer Entropi

Bir karmasik sistemin isleyis mekanizmasinin arastirilmasinda sistemi karakterize
eden degiskenler analiz edilerek incelemeler gergeklestirilebilir. Birgok bilim alaninda
oldugu gibi molekiiler dinamikte de binlerce atomdan olusan yapilar karmasik bir sistem
olup, sistemi olusturan alt yapilar arasindaki iliskileri anlamak igleyis mekanizmasi
hakkinda bilgi sunabilmektedir. MDS yoOntemlerle arastirilan protein gibi ¢ok atomlu
sistemlerde her bir amino asidin kendine 6zgii hareketi, ayn1 yapi i¢indeki bagka bir amino
asidin davranisini zaman gecikmeli olarak etkileyebilir. Bu etkileyis mekanizmasinin
olup olmadig1 transfer entropi (TE) analiziyle irdelenebilmektedir. Ozellikle birbiri ile
dogrudan baglantili veya etkilesimli olmayan durumlarin incelenmesinde TE
vazgegilmez bir analiz yontemidir. Ornegin MDS ydntemlerde bir proteinin aktivitesini
inhibe etmek igin kullanilan ligandlarin alosterik etki ile baglandigi durumlarda ilgili
ligandin aktif bolgedeki kimyasal tepkimeyi etkileme mekanizmast TE ile
aciklanabilmektedir. Karmagik bir sistemdeki alt yapilar arasinda asimetrik bir bilgi
aktarimi1 varsa, her bir alt sistemin entropisini hesaba katarak toplam entropide bir
degisim meydana geliyorsa bu noktada TE analizi yapilmaktadir. TE analizlerine
dayanarak amino asit ¢iftleri arasindaki etkilesimler tanimlanabilmektedir. Bu sayede
mekansal olarak birbirinden uzak olan iki amino aside ait dalgalanmalarin zaman
yoriingesi degerlendirilebilir ve bir amino asidin yoriingesinden bir digerinin yoriingesine
bilgi aktariminin olup olmadig arastirilabilir.

Biyomolekiiller gibi karmagik bir sistemde TE’nin olugmasi i¢in her iki amino
asidin birbiri ile iligkili olmasi ve eger varsa bilgi akiginin asimetrik olmasi
gerekmektedir. Bilgi akisi iki yonli aymi degerde olursa bu noktada TE’den
bahsedilemez. Ayrica iki amino asit arasindaki TE incelenecekse bir amino asidin
meydana getirdigi salinim veya dalgalanma meydana geldikten belli bir siire sonra
digerinin etkilenmesi beklenir. Yani zamansal anlamda bir gecikme olmasi beklenir.
Etkilesimli iki alt sistem diistiniildiigiinde aralarindaki zaman gecikmeli korelasyon;

Cij(t,t + 1) # (6, t +7) (3.7)

ile ifade edilir. Burada Cij; i’inci amino asit ile j’inci amino asit arasindaki korelasyonu,
Ciji; J’inci amino asit ile i’inci amino asit arasindaki korelasyonu, t; dalgalanma siiresini
ve 1 ise gecikme zamanini temsil eder. Denklem (3.7) degerlendirildiginde karmasik
sistemlerde meydana gelen zaman gecikmeli korelasyonlar asimetrik ise aktarilan net
bilgi TE agisindan dl¢iilebilir.
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Biyomolekiillerde alosterik etki ile meydana gelen inhibisyon mekanizmalarinda
bilgi transferi, sadece sistemdeki dalgalanmalarin genlikleri ve sikliklarindaki
degisimlere bagl olarak gerceklesir. MDS yontemlerinde kullanilan biyomolekiillere ait
giris dosyalarindaki veriler goz 6niinde bulunduruldugunda, molekiillerde bulunan her bir
atoma ait simiilasyon siiresince dalgalanma hareketi yaparak degisen konum bilgileri bu
dosyalarda mevcuttur. Molekiiler dinamikte her bir atomun dalgalanma olasiligina bagl
olarak entropi;

N
Ent = —kBZ pilnp; (3.8)
i=1

ifadesi ile tanimlanabilir (Shannon 1948). Burada kg; Boltzmann Sabiti, N; sistemde
mevcut atom sayisi, Pi; i’nci atomun dalgalanma olasiligidir. Herhangi iki atomlu veya
amino asitli molekiil disiiniildiigiinde sistemi olusturan alt yapilarda meydana gelen
dalgalanmalar birbirinden bagimsizsa, birbirlerinden etkilenmiyorlarsa, sistemin toplam
entropisi, sistemi olusturan atom veya amino asitlerin entropileri toplamina esittir.

Stoplam =5+ Sj (3.9)

Bu duruma karsin molekiilii olusturan alt yapilarin dalgalanmalar1 arasinda bir iligki varsa
sistemin toplam entropisi;

Stoptam = Si + Sj - Iij (3.10)

Denklem (3.10) ile tanimlanir ve sistemin toplam entropisi, yapisinda bulundurdugu her
bir alt sistemin toplam entropisinden farkli sonug¢ verir. Burada ljj etkilesim halinde
bulunan iki alt sistem arasinda olusan bilgi aktarimini ifade eder.

Molekiiler bir sistem diisiiniildiigiinde sistemdeki her bir atomun konumu;
R(tm) = R(Rl(tm):RZ(tm);R3(tm): ---:RN(tm)) m = 1;2;3 Ny (3'11)

ile ifade edilir. Burada Rim her bir toplam yer degistirme vektorii, m molekiiler dinamik
simiilasyondaki adim sayisi, T ise toplam siiredir.

Simiilasyon siiresi boyunca sistemin toplam denge pozisyonu,
R=RE.BF; ... B (3.12)
ise tm zamaninda bir molekiiliin ani dalgalanma durumu;
AR(t,) = R(t,,) — R (3.13)
AR(t,,) = AR(AR,(t;), AR, (ty), AR3(t ), ... ARy (1) (3.14)

ile ifade edilir. Denklem (3.14); her bir atomun denge durumu referans alinarak
dalgalanma miktarin1 gosterir. N atomlu bir sistem diisiiniildiiglinde her bir atomun
dalgalanma olasiligi;
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p(ARl) = f ...f ...f p(ARl,ARz,...,ARN) dARl,....ARN (3.15)
0 0 0
ve sistemdeki her iki atomun birlikte dalgalanma olasilig1 ise;
p(AR;, AR)) = f f p(AR;,AR,, ...,ARy) dARy, .... ARy (3.16)
0 0

ile ifade edilir. Dalgalanma olasiligindan yola ¢ikarak bir molekiildeki iki alt yap1
arasindaki entropi;

Sy =k Y. > pyGm Dinpy(m,1) = —ks(inpy) (3.17)
m l
Si; = —kg (In (ﬂpip,)) (3.18)
pib;j

ile ifade edilir. Burada Sj iki alt sistemin toplam entropisini, S; i’inci alt sistemin
entropisini, Sj j’inci alt sistemin entropisini belirtirken

Ij = kg (ln< Pij )) (3.20)

iej

ise sistemin ortak bilgisini ifade eder. Her bir alt sistem, gevresi ile enerji aligverisinde
bulunan kanonik bir topluluk olarak ele alinabilir. Bahsi gecen alt sistemler bir molekiiler
yapidaki, atom veya amino asit formundaki yapilar olabilir. i’inci yapida meydana gelen
konformasyonel bir degisiklik j’inci yapida bir degisiklik meydana getirmiyorsa karsilikli
bilgi aktarimi sifirdir. Bunun aksine, karsilikli bilgi aktarimi her zaman sifirdan farkl
deger alacaktir. Molekiillerdeki alt yapilar diisiiniildiigiinde, birbirini etkileyen alt
yapilarin varliginda sistemin genel entropisinde azalma s6z konusudur.

Karmagik sistemlerin entropisinden yola ¢ikarak, sistemi olusturan alt yapilar
arasinda herhangi bir etkilesim olup olmadigimin aragtirilmasinda TE analizi yapilarak
etkilesim mekanizmalari irdelenebilir. Bu gibi sistemlerde alosterik etki ile bir etkilesim
mekanizmas1 mevcutsa herhangi bir alt yapinin hareketinden belirli bir siire sonra baska
konumdaki diger bir alt yapinin hareketi de degisiklik gosterecektir.

Tio;(t) = S(AR;(t + T)|AR;(t) — S(AR;(t + ©)|AR; (1), AR; (L) (3.21)
T = —(lnp (AR;(0), AR; (1)) + (Inp (AR;(0), AR;(0), AR;(T) ))

+(inp (AR;(0))) — (Inp (AR;(0), AR; (0) )) (3.22)

Denklem (3.22)’de T;_,; i’nci alt sistemden j’nci alt sisteme olan TE’yi ifade eder. i’nci
alt yapida meydana gelen bir hareket veya konformasyon t zaman sonra j’nci alt yapida
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bir degisiklik meydana getiriyorsa bu noktada transfer entropiden bahsedilebilir. Belirli
bir mesafede bulunan iki alt sistem arasinda bir iligki varsa T;_,; degeri sifirdan farkli
degerler alir. Eger herhangi bir etkilesim yoksa T;_, ; degeri sifirdir.

Bu tez galismasinda 4QY3 erisim kodlu (Anonymous 2) CA Il metalo-enziminin
(Sekil 3.2) ve 6MO03 erisim kodlu (Anonymous 1) Covid-19 viriistiniin (Sekil 3.3) her
birine farkli ligandlar dahil edilerek alosterik etki ile inhibisyon mekanizmasi arastirildi.
Amber Biyomolekiiler Simiilasyon Programi kullanilarak her bir biyomolekiiliin hem
ligandli hem de ligandsiz formlari igin sirasiyla minimizasyon, viicut sicakliginda (310
K) 1sitma ve 200 ns’lik iiretim asamalar1 gerceklestirildi. Elde edilen verilere RMSD,
RMSF, DCC, RIN, CP ve TE analiz yontemleri uygulandi.

Sekil 3.3. 6MO03 erisim kodlu Covid-19 Viriisii

4QY3 erisim kodlu CA Il metalo-enzimin aktif bolgesinde meydana gelen hem
HIS64 amino asitinin enzim aktif bolgesine proton tasimasini inhibe etmek hem de aktif
bolgede bulunan diger amino asitlerde meydana gelebilecek inhibisyon veya aktivasyon
durumlarini incelemektir. Eger aktif bolgeden belirli bir mesafede bulunan bir bolgeye
hidrojen baglartyla baglanan 3G1 ligand: alosterik etki ile basta HIS64 amino asiti olmak
tizere aktif bolgedeki amino asitlerin isleyis mekanizmasini etkiliyorsa bu durum, bahsi
gecen analiz yontemlerle ortaya konulmus olacaktir.
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Calismaya konu olan diger enzim yapisit Covid-19 viriisiine ait bir enzim yapisi
olup ¢alisma mekanizmas: Sekil 3.4’teki gibidir. Ilgili yapida HIS41 ile CYS145 bir
makas gibi birbirine yakinlasip uzaklagsmaktadir. Bu ¢alisma mekanizmasindan dolay1
HI1S41 ile CYS145 arasindaki mesafenin artis gosterdigi durumlarda araya giren yapiy1
mesafenin azalmasiyla keserek viriislin cogalmasina yol agmaktadir. 4QY3’te oldugu gibi
6MO03 kodlu yapida aktif bolgenin belirli bir mesafesinde hidrojen baglariyla baglanan
DHE ligandinin alosterik etki ile bu mekanizmay1 bozup bozmadigi ¢aligmada bahsedilen
analiz yontemleri kullanilarak gézlemlenmis olacaktir.
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Sekil 3.4. 6MO03 erisim kodlu Covid-19 Viriisiiniin ¢alisma mekanizmast
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4. BULGULAR ve TARTISMA

6MO03 erisim kodlu hem DHE-MPro hem de Apo-MPro dimer sistemleri i¢in 200
ns MD simiilasyonu iki replika olarak gergeklestirildi. Sekil 4.1 (a), protomer A ve
protomer B'den (koyu gri) olusan DHE-MPo heterodimer sistemini gostermektedir. Her
protomer, Sekil 4.1 (a)'da protomer A i¢in farkli renklerle sunulan {i¢ alan igerir.
Birbirinden yaklasik 40 A ayr1 olan DHE baglanma yeri ve Kkatalitik bolge
(HIS41/CYS145) konumlari, sirasiyla Sekil 4.1 (b) ve Sekil 4.1 (c)'de yakinlastirilmisg
goriiniimler olarak gosterilmektedir.

Protomer B

omain

HIs41

lomain

Sekil 4.1. 6M03’lin a) Heterodimer yapisi; b) DHE baglanma bolgesi; ¢) CYS145 ile
HIS41 amino asitlerinin konumlart

4.1. 6M03 icin RMSD

Sekil 4.2, her iki replika i¢in DHE-MPro kompleksinin agir atomlar1 ve Apo-
MPro dimer sistemleri igin RMSD ¢izimlerini gostermektedir. Goriilebilecegi gibi, her
iki replika da benzer sonuglar sergilemektedir, bu nedenle bundan sonra yoriingenin kalan
analizleri birinci replikanin verileri kullanilarak gergeklestirilmistir.
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Sekil 4.2. 6M03 kodlu MPro i¢cin RMSD degerleri

4.2. 6M03 icin RMSF

Sekil 4.3 (a) ve (b) 'deki protomer A ve B karsilastirildiginda, MPro'ya DHE
baglanmasinin Protomer A ve Protomer B'deki amino asit dalgalanmalarini farkl sekilde
etkiledigi goriilmektedir. En belirgin fark, alan II ve alan III arasinda yer alan baz1 kdprii
(linker) amino asitlerin dalgalanmalarinda ortaya g¢ikmigtir. DHE’nin baglanmasi,
Protomer A'daki koprii amino asitlerdeki dalgalanmalari artiriyor gibi goriinse de aksine,
Protomer B'deki koprii amino asitlerdeki dalgalanmalari stabilize ettigi goézlenmistir.
Arayliz bolgesindeki ligand etkilesimlerinin katalitik bdlgenin yapisini etkileyip
etkilemedigini ve bu etkilesimler nedeniyle katalitik bolge amino asitlerin yapisinda
meydana gelen herhangi bir yap1 degisikligi belirlenmeye odaklanildi.
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Sekil 4.3. 6M03 kodlu molekiiliin; @) Protomer A; b) Protomer B i¢in RMSF degerleri

4.3. 6MO03 i¢in Iki Amino Asit Aras1 Mesafe

6MO03 kodlu molekiiler yapinin isleyis mekanizmasi géz oniinde bulundurularak
HIS41 ile CYS145 amino asitleri arasindaki mesafenin degisimi, yapiya entegre edilen
ligandin alosterik etki olusturup olusturmadigini goézlemleme noktasinda Onem arz
etmektedir. Bahsedilen iki amino asit arasindaki mesafenin artmasi, ligandin alosterik etki
ile 6M03’1in isleyis mekanizmasini manipiile ettigi anlasilmis olacaktir. Bu dogrultuda
Sekil 4.4 incelendiginde siyah ile belirtilen ligandsiz, kirmizi ile belirtilen ligandl1 yapinin
HIS41-CYS145 amino asitleri arasindaki mesafe degerlerindeki degisim goriilmektedir.
Grafik incelendiginde 10.000 framelik bir zaman diliminde ligandsiz durumdayken iki
amino asit arasindaki mesafe ortalama 3,5 A iken DHE baglandigi durumda
simiilasyonun 1 ile 4800 ve 8000 ile 8500 frameler arasindaki zaman dilimlerinde iki
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amino asit aras1 mesafenin ortalama 4,5 A oldugu gériilmektedir. Corona viriisiin Sekil
3.4°te belirtildigi {izere ilgili iki amino asit arasindaki mesafenin yakin olmasi sonucu
virlisiin ¢ogalma mekanizmasinin aktif oldugu bilinmekte olup, ilgili ligandin yapiya
dahil edilmesiyle birlikte bu mesafenin biiyiik oranda arttig1 goriillmektedir.

9 T ‘| T T T T I T 2

Angstrom

I HLWI! h ‘JM'M',JJ‘

2 1 l 1 I 1 l 1 I 1 =
2000 4000 6000 8000 10000
Frame

Sekil 4.4. 6M03 kodlu molekiil i¢in HIS41-CYS145 aras1 mesafe degerleri

4.4. 6MO03 icin Hidrojen Bag1 Analizi

DHE ve arayiiz amino asitleri arasindaki hidrojen bagi etkilesimleri, Amber-18
simiilasyon paketinin bir parcasi olan Cpptraj programi ile izlendi. Sekil 4.5°te DHE nin
arayliz amino asitleri ile kurdugu hidrojen baglarmin zaman bagli degisimi
gosterilmektedir. Sekil 4.5 incelendiginde, yoriingenin ilk ¢ceyreginde hidrojen baglarinin
cogunlukla oksijene bagli hidrojen DHE (O4) ve THR280 (HG1), GLY278 (O) arasinda
meydana geldigi goriilmektedir. Bu etkilesimler, toplam simiilasyon siiresinin yaklasik
yiizde 29'u olan 14637 framede gerceklesmektedir. Simiilasyon sirasinda katalitik bolge
amino asitleri olan CYS145 ve HIS41'in yapisinda DHE baglanmasina bagli bir degisiklik
olup olmadigi arastirildi. Bu durumun anlasilmasi igin, yoriinge frameleri iizerinde
CYS145'in 1 yan zincir burulma agis1 ve CYS145'in SG atomu ile HIS41'in NE2 atomu
arasindaki mesafe izlendi.
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Sekil 4.5. 6M03 kodlu molekiil i¢in Hidrojen Bag1 degerleri

Sekil 4.6 (a) ve (c), sirasiyla DHE-MPo kompleksi ve Apo-MPro sistemlerinin
simiilasyon siiresince CYS145'in y1 agilarin1 géstermektedir. Sekil 4.6 (b) ve (d) ise SG-
NE2 arasindaki mesafeyi gostermektedir. Sekil incelendiginde DHE baglanmasinin
simiilasyonun ilk ¢eyreginde SG-NE2 arasindaki mesafeyi 3,5 A‘dan 4,5 A’a cikarttig
ve CYS145'in x1 agisin1 180°°den 60°’ye doniistiirdiigi izlenmektedir.

Sekil 4.1 (c)'de gosterilen iki farkli frameden CYS145'in y1 acilarinin ist {iste
temsili anlik gorilintlisii yer almaktadir. Bu c¢alismanin geri kalaninda, CYS145'in %1
acilar1 60 ve 180 derece oldugunda sirasiyla “disa konformasyon” ve “i¢e konformasyon”
olarak adlandirilacaktir. CYS145'in 1 ag¢isinin degistirilmesi, MPro katalitik aktivitesi
icin hayati 6nem tasiyan HIS41 (NE2) ve CYS145 (SG) atomlar1 arasindaki mesafede bir
degisiklige neden olmaktadir. Ac-Val-Lys-Leu-GIn-ACC (ACC, 7-amino-4-
karbamoilmetilkumarin floresan etiketidir) polipeptidinin MPro tarafindan katalize edilen
proteoliz reaksiyonunun modellendigi bir hesaplama calismasi gerceklestirilmistir
(Swiderek ve Moliner 2020). Arastirmacilar, proteoliz reaksiyonunun ilk asamasi igin
CYS145'ten HIS41'in nitrojenine (NE2) bir proton (HG) transferinin gerekli oldugunu
gostermistir. Daha sonra reaksiyon, CYS145'n kiikiirt (SG) tarafindan peptit baginin
karbonil karbon atomuna niikleofilik bir saldir1 ile ilerler ve bdylece bir tiyohemiketal
(THA) ara maddesine yol acar. Yukaridaki sonuca dayanarak, hidrojen donérii SG ile
alict NE2 arasindaki mesafenin proteoliz reaksiyonunu baglatmak i¢in kritik bir anahtar
oldugu iddia edilebilir. Bir sekilde bu mesafe kritik bir degerden daha uzun tutulursa,
proton transfer reaksiyonu gerceklesemeyecegi i¢in MPro'nun katalitik islevi bozuldugu
hipotezi Onerilebilir. Yukaridaki bulgulara dayanarak, dimer arayiiziinde meydana gelen
hidrojen bag: etkilesimleri ile katalitik bolgedeki CYS145'in ¢1 acis1 arasinda bir iliski
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olabilir. Ciinkii Sekil 4.5 ve Sekil 4.6 (b) birlikte degerlendirilirse DHE'min THR278 ve
GLU280 ile hidrojen bag1 yaptiginda (simiilasyonun ilk ¢eyreginde) y1 agisinin 60 derece
oldugu goriilmektedir.

CYS145'in ¢1 acisinin disa konformasyonundan (60 derece) i¢ce konformasyona
(180 derece) degismesi, daha kisa SG-NE2 mesafesi ile sonuglandigi goriilmektedir. Kisa
SG-NE2 mesafesi durumunda, proteoliz reaksiyonunu baslatmak i¢in gerekli olan SG'den
NE2'ye proton transferi daha olasidir (Swiderek ve Moliner 2020). Bu nedenle,
calismanin geri kalani, “ige konformasyon” ve “disa konformasyon” sirasiyla “aktif yapi
ve inaktif yap1” olarak adlandirilacaktir. DHE ve onu ¢evreleyen amino asitler 6zellikle
GLY278 ve THR280 ile arasindaki belirli hidrojen bag1 etkilesimlerinin muhtemelen
katalitik bolgenin yapisini alosterik olarak etkiledigi goriilmektedir. Bu nedenle, GLY278
ve THR280 amino asitleri, uzaysal komsular1 GLY2, PHE3, ARG4, GLN127, ASP216,
ARG217, SER284 ve ALA28S5 ile birlikte bundan boyle alosterik amino asitler olarak
adlandirilacaktir. Ilerleyen boliimlerde, farkli ydriinge analiz araclar1 kullanarak bdyle bir
alosterik etkinin varligi rasyonellestirmeye calisilacaktir.
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Sekil 4.6. 6MO03 i¢in CYS145’in dihedral agis1 ve CYS145 ile HIS41 aras1 mesafe
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4.5. 6M03 icin DCC

Onceki boliimlerde bahsedildigi gibi, 200 ns simiilasyonu boyunca DHE-MPo
kompleks yoriingesinin incelenmesi, DHE'nin dimer arayiiz bolgesinde oldukc¢a hareketli
oldugunu ve onu ¢evreleyen aminoasitlerle farkli etkilesimler sergiledigi ortaya konuldu.
Simiilasyonun ilk ¢ceyreginde, MPro'nun katalitik bolgesi aktif olmayan bir durumdayken,
simiilasyonun geri kalani, yoriingenin son ¢eyreginde yaklasik 2500 frame (10 ns) disinda
aktif bir durumdadir. Burada, aktif durum ve aktif olmayan durum ile Apo-MPro durumu
icin amino asitlerin ¢apraz korelasyonlar1 ve iletisim egilimlerindeki farkliliklar
arastirildi. Sekil 4.7 (a), (b) ve (c) sirasiyla DHE-MPro kompleksinin aktif ve inaktif
durumlart ve Apo-MPro durumlarn i¢in dinamik c¢apraz korelasyon haritalarini
gostermektedir. Dinamik ¢apraz korelasyon haritalari incelendiginde, alan | ve alan 11
arasindaki genel olarak alanlar arasi korelasyonlarin, aktif durumda DHE-MPro ve Apo-
MPro'nun aktif olmayan durumuna kiyasla daha yiiksek oldugunu gostermektedir. Aktif
durumda, DHE'nin kendisini ¢evreleyen amino asitlerle etkilesimleri, 6zellikle GLY278
ve THR280 ile hidrojen baglar1 géz 6niine alindiginda, bu etkilesimlerin alan I ve alan 11
arasindaki sinyal iletimini arttirdigi seklinde yorumlanabilir. Komsu amino asitlerin
hareketleri birbirleriyle yiiksek oranda iligkiliyse, bu, bir amino aside uygulanan
pertiirbasyonun (6rnegin hidrojen bagi, anyon-katyon etkilesimi vs.) yiiksek diizeyde
iligkili komsu aglar araciliiyla yayilarak uzun menzilli alosterik etkiler iiretebildigi bir
“domino etkisine” yol agabilir (McLeish vd. 2015). DHE baglanmasi nedeniyle alan I ve
alan II arasindaki artan korelasyon ve CYS145'in katalitik bolgesinin x1 acisindaki
degisiklik, DHE’nin baglanma bdlgesinin bir alosterik alan olma olasiligini
desteklemektedir.
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Sekil 4.7. 6M03’iin; a) DHE-MPro aktif; b) DHE-MPro inaktif; c) Apo-MPro DCC
degerleri
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4.6. 6MO3 igin Iletisim Egilimi

CP, DHE-MPro kompleksinin aktif durumu ve inaktif durumu i¢in amino asit
ciftlerinin haritalari, Apo-MPro sirasiyla Sekil 4.8 (a), (b), (c)’de gosterilmektedir. Sekil
4.8 (d), DHE-MPro ve Apo-MPro'nun aktif olmayan durumu arasindaki degerlerdeki
farki gostermektedir. CP’nin dogrudan iletisim siiresi ile ilgili oldugunu belirtmekte fayda
var, bu nedenle bir amino asit ¢iftinin diisitk CP degeri, birbirleriyle daha verimli iletisim
kurduklarin1 ifade eder (Chennubhotla ve Bahar 2007; Morra vd. 2009). Sekil 4.8
incelendiginde, her ii¢ durum i¢in de 6nemli sayida alan III amino asitlerinin alan | ve
alan Il amino asitleri ile geri kalanlara kiyasla daha az verimli bir sekilde iletisim kurdugu
goriilmektedir. Sekil 4.8 (d) Apo-MPo'nun amino asit ¢iftlerine ait degerlerin DHE-
MPro'larin inaktif durumundan ¢ikarilmasiyla elde edilen, DHE baglanmasi iizerine
iletisim etkinliginin artip artmadiginin belirlenmesine yardimci olabilir. Sekil 4.8 (d)'de,
amino asit ciftlerinin (koyu maviden sariya) negatif degerleri, DHE baglanmasi {izerine
artan degerleri gosterilmektedir. Bu sonug, alan I1I amino asitleri ile MPro'nun geri kalani
arasindaki degerlerin, DHE baglanmasi nedeniyle yiikseldigine isaret etmektedir.
Ozellikle, DHE baglanmas: iizerine alosterik bolge ve Katalitik bolge amino asitleri
arasindaki degerlerde meydana gelen degisimi Cizelge 4.1'de verilmektedir. Hem Apo-
MPro hem de DHE-MPro kompleksi igin, Cizelge 4.1'deki verilerin ilk satirlari ve
stitunlari, lizerinden hesaplanan amino asitlerin ortalama degerlerini temsil etmektedir.
DHE-MPro kompleksinin ASN277, GLY278 ve ARG279'unun ve Apo-MPro'nun
GLY215, ASP216, ASN277, GLY278, ARG279 ve THR280 ortalama CP degerlerinin
Cizelge 4.1'deki diger amino asitlere kiyasla oldukga yiiksek oldugu gériilmektedir. Apo-
MPro durumunda, GLU278 ile katalitik bolge amino asitleri arasindaki deger, amino asit
ciftleri arasinda en yliksek iken, bu degerlerin DHE baglanmasina yanit olarak énemli
Ol¢iide azaldig1 gozlemlenmistir. Apo-MPro ve DHE-MPro degerleri genel olarak
karsilastirildiginda DHE-MPro kompleksinde amino asit ciftleri arasindaki degerlerin
daha diisiik oldugu sdylenebilir. Bu, DHE'nin GLU278 ve THR280 ile etkilesiminin, bu
bolge ile katalitik bolge arasindaki iletisimi arttirdigi anlamina gelir. Bu sonug, DHE'nin
baglandig1 bolgenin bir alosterik bdlge olma olasiligini desteklemektedir.
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Sekil 4.8. 6M03’iin; a) DHE-MPro aktif; b) DHE-MPro inaktif; c) Apo-MPro; d) DHE-
MPro ile Apo-MPro arasindaki fark durumlari i¢in CP degerleri

Cizelge 4.1. Alosterik ve Katalitik bolgelerde bulunan baz1 amino asit ¢iftleri i¢in CP
degerleri

Ort_CP ARG40 HIS41 VAL42 SER144 CYS145 GLY146

0,701 0,703 0,746 0,637 0,610 0,600
0939 0437 0409 0437 0477 0,420 0,475
0,600 0,354 0,330 0,271 0,247 0,255 0,294

0,550 0,175 0,182 0,171 0,197 0,164 0,145

(Devam Arkada)
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Cizelge 4.1’in devamu.

089 0519 0414 0,382 0,343 0,321 0,406

1,003 0455 0,367 0,348 0,364 0,305 0,357
1,072 0,552 0,508 0,500 0,603 0,474 0,463
1618 1575 1,862 199 2,145 1,856 1,468
2,356 3,118 3,396 3,482 3,635 3,357 2,999
1,227 0900 1088 1178 1376 1,121 0,864
1,025 0603 0,750 0,878 1,106 0,852 0,642

0,824 0405 0445 0502 0,671 0,493 0,391

Ava_CP ARG40 HIS41 VAL42 SER144 CYS145 GLY146

0,728 0,807 0,828 0,698 0,686 0,614
0,445 0,206 0,299 0,271 0360 0,290 0,194
0,387 0,201 0,279 0,256 0,336 0,271 0,193
0,424 0,241 0329 0,289 0339 0,294 0,206
0,626 0421 0476 0516 0,671 0,546 0,504
0,718 0,294 0,351 0,39 0567 0,430 0,391
0629 0214 0,280 0,295 0401 0,301 0,254
1281 0918 1,106 1,092 1,176 1,069 0,880
1,462 147 1640 1656 1862 1,718 1,547
1,075 0,741 0866 0918 1,200 1,014 0,895
098 0,777 0906 0,988 1,299 1,085 0,965

0,799 0634 0,730 0,795 1,080 0,890 0,809
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4.7. 6M03 icin Amino Asit Etkilesim Ag1

Bu analizde, DHE baglanmasindan dolayr Mpro’nun amino asitleri arasindaki
sinyal yayillma modelindeki degisikligi arastirmak i¢in, arasindalik merkeziligi (BC) ve
ortalama en kisa yol (L) olmak {izere iki grafik teorisi tabanli ag 6l¢iimii kullanilmastir.
Bu analizde, hem Apo-Mpro hem de DHE-Mpro sistemleri beta karbonlarin (Cf) oldugu
bir amino asit ag1 olarak kabul edilir. Her RIN, Apo-Mpro ve DHE-Mpro
simiilasyonlarindan secilen 5000 frame kullanilarak hesaplandi. DHE-Mpro’nun
yoriingesinden 5000 framenin segilmesi, 6zellikle, DHE’nin alosterik bolge amino asitleri
ile etkilesime girdiginin varsayildigi, tiim simiilasyonun ilk ¢eyreginden alinmistir.
Amino asit baglantisindaki degisikligi ve sonug olarak DHE’nin Mpro’ya baglanmasina
yanit olarak sinyal yayilimini belirlemek i¢in, ABC (DHE-Mpro kompleksinin ortalama
BC’si eksi Apo-Mpro’nun ortalama BC’si) ve AL (DHE-Mpo kompleksinin ortalama
L’si eksi Apo-Mpro’nun ortalama L’si) hesaplandi. Onemli degisiklik gdsteren amino
asitleri (£ 20) Cizelge 4.2 ve Sekil 4.9°da sunulmustur. Aslinda, her iki 6l¢iim, BC ve L
birbiriyle iliskilidir. Bir agdaki iki amino asit, i ve j arasindaki L, j’den i’ye ulagmasi
gereken minimum kenar sayisina esittir (Brown vd. 2017). Bagka bir ifadeyle, L, agi
olusturan diger tiim amino asitlere en kisa yollar1 g6z 6niinde bulundurularak belirli bir
amino asitten tiim amino asitlere ortalama topolojik yayilimini vurgular (Amusengeri
2019). Biiyiik AL degerlerine sahip amino asitler, protein igi iletisim i¢in 6nemli olarak
yorumlanabilir. BC, belirli bir amino asitten gegen en kisa yolun sayisinin bir 6lgiisiidiir.
Amino asitlerin kullanim sikligi, yiikksek kullanim amino asitlerinin protein igi sinyal
iletiminin kontroliinde bir rol oynadigini gosterir (Penkler 2019). Baska bir deyisle, bir
amino asidin BC’si, bu amino asidin proteindeki diger amino asitlerin etkilesimleri
tizerinde uyguladig: etki miktarini yansitir (Yoon 2006).

Sekil 4.9. DHE baglanmasina bagli olarak 6M03 i¢in RIN degerlerindeki degisim a)
ABC; b) AL
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Pozitif ABC degerine sahip amino asitler, protein ig¢i iletisimdeki rollerinin DHE
baglanmasina yanit olarak arttigr anlamina gelir. Sekil 4.9 (a)‘da goriilebilecegi gibi,
cogunlukla alfa sarmal veya anti-paralel beta olarak yapilandirildiklart alan I ve II°deki
amino asitler pozitif ABC degerlerine sahipken, ilmek bolgelerindeki amino asitler
negatif olmaya egilimlidir. Onemli ABC degerlerine (= 2 o’dan fazla) sahip amino
asitlerin uzamsal konumu Sekil 4.9 (a)‘da goriilebilir. Bu sekilden, alan II’'nin bir
tarafindaki amino asitlerin (6zellikle ASN180’den THR198’e kadar olan koprii amino
asitlerin) uzamsal olarak pozitif ABC degerlerine sahip oldugu, ancak diger taraftakilerin
negatif ABC degerlerine sahip oldugu not edilebilir. Alan I ve alan III arasinda uzamsal
olarak uzanan koprii amino asitlerinin ¢ogu, pozitif ABC degerlerine sahiptir. Bu koprii
amino asitlerinin, alan I ve alan III bolgeleri arasinda bir sinyal yolu olarak iglev gordiigii
goriilmektedir. Bu sinyal iletim yolu, 6nerilen alosterik bolgenin (GLY278 ve THR280)
alan III‘te yer aldig1, buna karsin katalitik bolgenin 40 A uzaklikta oldugu gergegi goz
oniine alindiginda, dimer arayiiz bolgesi ile katalitik bolge arasinda alosterik iletisimin
var olma olasiligini desteklemektedir. Sekil 4.9 (b) ve Cizelge 4.2°de goriilebilecegi gibi,
belirgin bir pozitif AL degerine sahip amino asitler gogunlukla alan I‘de toplanmuistir.
Koprii amino asitlerin (ASN180’den THR198’¢ kadar) AL degerleri de pozitiftir ve su
sekilde yorumlanabilir: DHE baglanmasina yanit olarak erisilebilirliklerinin artmasina
bagli olarak Onerilen alosterik bolge ve katalitik bolge arasindaki amino asit iletisiminde
bir rol oynama olasilig1 artmaktadir. Bu durum, yukarida bahsedilen ABC degerlerinin
sonuglariyla da uyumludur.

4.8. 6M03 icin Transfer Entropi

DHE’nin Mpro’ya baglanmasina tepki olarak onerilen alosterik bolgedeki amino
asit konumlarindaki dalgalanmalarinin belirsizligindeki degisikligin, katalitik bolgedeki
amino asit konumlarindaki dalgalanmalarinin belirsizligi tizerindeki etkisini anlamak
igin, amino asitler arasinda meydana gelen TE hesaplandi. Alosterik bolge amino asitleri
(GLY278 ve THR280), 15 uzamsal komsu amino asit ve katalitik bolge amino asidi
(HIS41 ve CYS145), 8 uzamsal komsu amino asitleriyle birlikte, TE hesaplamasi i¢in
toplam 27 amino asit dikkate alindi. Apo-Mpro ve DHE-Mpro kompleksi i¢in segilen
amino asitlerin Co atomlar1 arasindaki normallestirilmis yon indeksleri (Dj—1) sirasiyla
Cizelge 4.3 ve Cizelge 4.4‘te sunulmustur ve burada j atomu dikey, i atomu ise yatay
eksende gosterilmektedir. Cizelge 4.5, DHE’nin Mpro’ya baglanmasina yanit olarak
yonelim indekslerindeki degisikligi gosterir, 4Dj—i (DHE-Mpro kompleksinin Dj—i
eksi Apo-Mpro’nun ortalama Dj—i). Cizelge 4.3 ve Cizelge 4.4’te, pozitif isaretli
noktalar, entropinin j amino asidinden i amino asidine aktarildigint gosterir, negatif
isaretli entropi aktarimi durumunda bunun tersi gegerlidir. Entropiyi j’den i 'ye pozitif bir
isaretle aktarmak, j amino asidinin dalgalanmalarinin zaman gecikmeli olarak i amino
asidinin dalgalanmalarin1 manipiile ettigi anlamina gelir. Baska bir deyisle, j amino asidi
bir kaynak olarak iglev goriirken i amino asidi sogurucu olarak davranir.
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Cizelge 4.2. Her bir domain i¢in Artan Azalan ABC ve AL degerleri

Domain |

GLY23, ASP34, SER46, GLU47, ASP4S, LEUSO,
ASN51, ASN53, GLUSS, ASP56, ILE5S3, ARGEO,
SER62, HIS64, LEUG7, ASN72, VAL73, GLN74,

ARG7E, ILE7S, GLY79, HIS80, SER81, ASNE4,
LYS90, ASP92, THR93, ALA94, PRO96, LYS100,
LYS12, GLY15, THR21, THR24, ASP33, THRA5,
LEUS7, LEUSS, LYS61, ASN63, ASNGS, PHEGE,
GLY71, LEU75, METB2, GLN83, CYS85, LEUS7,
LYS88, ASNS5, LYS97, THRI8

GLUA47, ASNS1, ASPS6, ILES9,
ARGED, HISE4, GLY23, THR24,
THR25, ASP34, CY545, SERAG,
ASPAS, METAS, LEUS0, PROS2,
ASNS53, GLUSS, LEUS7, LEUSS,
LYS61, ASNG3, ASNGS, ASN72,
VAL73, GLN74, ARG76, ILE7S,
GLY79, HIS80, SER81, ASP92,
THR93

MET17, VAL18, LEU27, PRO33

GLY2, LYSS, MET6, ALA7,
PROS, GLY11, VAL13, GLU14,

Domain Il

LYS102, PFE103, VAL104, ASN142, TYR154,

ASP155, GLU166, PRO168, THR169, GLY170,

ASN130, PRO184, GLN189, ALA191, GLY195

ARG105, GLN107, PRO108, LEU141, GLY143,

ASP153, CYS156, MET165, GLU178, GLY179,

TYR182, GLY183, VAL186, THR190, ALA193,
THR196, ASP197

GLN189, THR190

GLY109, THR111, PHE112,
LEU115, ALA116, CYS117,
PRO122, SER123, GLY124,
VAL125, TYR126, CYS128,
THR135, SER139, GLY146,
VAL148, GLY149, HIS164,
HIS172, ALA173

Domain Il

TRP218, ARG222, PHE223, THR224, THR226,
ASN228, ASP229, LEU232, MET235, LYS236,
THR243, GLN244, ASP245, ASP248, PRO252,
ALA255, GLN256, GLY258, ALA260, GLN273,
ASN274, ASN277, GLY278, ARG279, GLY283,
VAL212, ILE213, GLY215, ARG217, LEU220,
ASN221, THR225, LEU227, ASN231, VAL233,
PRO241, HIS246, GLY251, THR257, ILE253,
LEU262, ASP263, ALA266, GLU270, GLY275,
THR280, CYS300

ARG222, ASP229

ILE200, VAL204, ALA206,

ASN214, LEU282, LEU2SE,
LEU287, THR292, PRO293,
PHE294, ARG298, VAL303

Cizelge 4.3. Apo-Mpro bazi amino asitler i¢in TE degerleri

Gm | D2EE o
s | DAIE D111 O

wumz | D248 LN LIEN

armi | D21 D0ENE BIEN
seEa D04F DD 029
auazas| D203 D027 B2304

11 VAAZ | WE3 G4 SE0M
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Cizelge 4.4. DHE-Mpro bazi amino asitler i¢cin TE degerleri

SER1 GLY2Z PHEI ARGS LYSS PROIZARGAD 1 VALAZ ILE43 GLY147SER1SS 141 GLY 140 SER1ATASH 21 GLYZ1Z ASP2L ASN2T ITEARG2T 28 ILE281 28 GLYZ28: LA
SERL [
Gly2 | 012 [
PHE3 | -012 0.015 [
ARG4 0043 016 0.
LY35  10.189 0.308
PROX -011 0.049
ARGAD 0001 0.153

[
1 {a 1 2 g0 @
VALAZ 0041 0. } 0Mms a0 [

ILEA3 0063 0196 0202 0029 -0.2 0148 0028 (015 0003 O
GlY1aZ -021 007 -0.06 -026 042 02 0% -026 O
SERLA -049 005 -0.05 -023 -04

GlYls -025 -01 -0 -028 -0.44
SCR143 03 015 -0.140 -
ASN2l -002 0.109 0103 -007 022
GLY21E -006 0.057 0055 -011 035
ASPZU -002 0.113 Q112 -006 -021
ASNZ7 0272 0.396 0397 0.196 0.055
AN 041 043 022 008400
ARG27 0315 0.402 044 0243 0.135

¥ -0.09 -011 0.17% 0.1
1 012 -014 0.126 0.1 1 0.165 0.195 -005 [

-0.07 -009 0183 0164 7 0.213 0263 0.014 0.058 [

0206 0.204 0.474 047 0415 0498 054 0.278 0303 0258 [
0286 0256 0.2 0soe s 0.5 SaSEEEEE o x1 03 0267 0013
0278 0.257 0.541 0524 0 0.554 059 0.297 0.352 0301 Q.039

iLE2al 0271 0.378 0368 0.204 0.066 Q.23 0.193 0473 0458 041 0471 0.5 0.243 0.2
i 032 032 035 0.225 0.131 0331 0284 0.285 0543 0507 044 053 05 0.271 0343
GLYZRT 0308 0.3 0377 0201 0.096 0268 0.243 0.506 0485 044 0.512 0543 0.259 Q.31
730 0306 0.423 0412 0253 0.106 0274 0.262 054 0504 O 0.551 0535 0.3 0338

ALAZE 0185 0.324 0314 0.128 001 0298 0212 0187 0151 0.143 0434 0393 0355 0432 0.47 0.192 0.231

[
-0.01 [
-0.01 Q.09 [
.03 009 011 (1]

Cizelge 4.5. DHE-Mpro ile Apo-Mpro arasindaki fark TE degerleri

SER1 GLY2Z PHE3 ARGA LYSS PRO3S ARGAD HELL VALL ILEI3  GLYIA3 SERIAL CYS145 GLY14S SER14T ASNZIAGLYZIS ASP2I6 ASNZT? GLYZTE ARGITE THRIEOD ILE2R1 LEUZE? GLY2R3 SER2BA ALADES
SER1 o
ez D1wE 0
PHES 02906 0.1262 o
ancs |pams 02ms omEE 0
55 | 04501 0279 046 Q0015 D
PROZD | DAIZE 02504 010 008 002 0
ARG [03M7 0154 00FZ 013 018 QOB 0
ValA? 03882 02078 00564 -00%6 -00B8 -00B4 -Q015 -0075 o
ILEZS 03451 01554 0057 0118 01058 -00A -Q047 -007F -0003 L]
GLY143 02974 01112 006 0215 025 -0136 -0099 017 -011 D048 o
SERw| Q377 01973 Q06 0A3F 05 009 Q@S 005 0087 000 QBT D
Glvis| DAGE2 0283 0IEE 002 003 QOSF OO7S 0015 0070 QIDE 0146 QOBM 00 O
SER147| 0382 02795 Q.1BS 008 00 -0.015 00219 -0.04 0004 Q0 Q103 OO50L D005 Q@7 0
ASNIA D18 0065 0157 034 033 025 -0M3 (06 OF7 024 0140 028 0405 0FE 0TT O
GLELS D163 Q007 -AN7 028 0260 -03 -085 07 OA2 0167 014 0167 0246 07 OAS LEA 0
215 01018 0117 -0221)0 =04 0368 038 -0 0319 026 -01m OMD 0305 -0%WE WM -0 -OOE o
ASNZOAEA 02575 01464 007L 0041 QOIS 0OWME 0006¢ Q0L QU8 0173 Q0655 005 -0(BL 0004 03W7 0346 0HA 0

ARGZ’E D3557 0151 012 0108 0044 -0015 0071 -0019 0.0: <0071 000ES 02914 Q2006 Q2070 -0082 00712
THRZEOBENSES 03302 02008 00174 00822 00952 0499 0. 12 01321 03599 03083 02 0103 01560 0.0351
ILEZEL | OS086 02700 0152 001 00181 00656 01174 0. WE6 O3 Q07 01338 00591 005 0072 Q3128 02736 03451 0075 01627
LEU252 | OS685 03124 013 Q0807 0.1026 01433 021ES 1753 02578 Q3028 01932 01506 00612 0.143 03456 03378 04117 01318 0512 O. o

GLY253 /05845 03111 02085 0030 O.075 Q1215 02114 01307 01802 027 0ZF72 Q1546 012027 00611 01182 03565 031 03846 0102 01525 01285 -0.02 0005 -0.048 L]

SER284| D456 02355 01334 0045 0014 0054 01M2 (OF OO07E3 Q1258 01968 O.0B55 0475 -0007 00716 Q3062 0242 03375 00135 01257 00554 026 0017 0066 001 0
ALAZES 03579 02041 00841 0129 0085 -D.00L 00586 -0055 OQOL5 00686 Q146 Q.58 -0.009 -0073 -0006 02305 01736 Q2557 -00d8 0991 -D04 0158 0104 0.1 0118 -0.104 o

Cizelge 4.3’e gore, Apo-Mpro durumunda, 6nerilen alosterik bolge amino asitleri
(GLY278 ve THR280), 15 uzamsal komsu amino asidiyle birlikte, pozitif Dj—i
degerlerinden goriildiigii gibi katalitik boélge amino asitlerine entropi transferi
saglamaktadir. Cizelge 4.4‘ten goriilebilecegi gibi, DHE baglanmasina yanit olarak,
GLY278 ve THR280’in uzamsal komsusu olan halka (ASN214, GLY215, ASP216)
amino asitleri arttk ARG40, HIS41 alan I amino asitleri i¢in entropi kaynagi olarak
hareket etmemektedir. Genel olarak, DHE baglanmasina yanit olarak alosterik bolge
amino asitlerinden katalitik bolge amino asitlerine TE degerlerinin siddeti, Cizelge 4.5°te
goriilecegi lizere artmustir. Ozellikle, katalitik bolge amino asitleri (HIS41 ve CYS145)
s6z konusu oldugunda, THR280’den HIS41’e ve THR280’den CYS145’e TE degerinin
(Dj—i1) siddetleri, sirastyla 0,146°dan 0,258’e ve 0,308’den 0,426’ya biiyiik 6l¢iide artis
gdstermistir.

Ilag tasarmm agisindan, kaynak-sogurucu iliskilerinin tanimlanmasi 6nemlidir.
Amino asit ciftleri arasinda transfer entropi analizi prosediirii kullanilarak, amino asit
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dalgalanmalarinin ~ sebebi olarak kaynak amino asitler belirlenirse, bdylece
korelasyonlarin dogasinda bulunan nedensellik belirlenmis olur. Bu baglamda, kaynak
amino asitleri, sogurucu amino asitlerden (etkilenen) daha kritiktir. Ciinkii kaynak amino
asitlere edilen bir miidahale (6rnegin ligand baglanmasi) zaman gecikmeli olarak entropi
aktarimiyla ~ sogurucunun  dalgalanmalarma  etki  edecektir.  Sogurucunun
dalgalanmalarindaki degisim yiiksek olasilikla bu amino asitlerin islevini etkileyecektir
(Hacisuleyman ve Erman 2017a; Kamberaj ve Vaart 2009).

Yukaridaki bilgiler 1siginda, Apo-Mpro ve DHE-Mpro kompleksi i¢in TE
sonuglarinin analizleri, onerilen alosterik bdlgenin gergek bir alosterik bolge oldugu
fikrini desteklemektedir. Ciinkii analiz sonuglari, GLY278 ve THR280’in HIS41 ve
CYS145 katalitik bolge amino asitlerini etkiledigini gostermektedir. GLY278 ve
THR280’in manipiilasyona ugramasi (hidrojen baglari kurarak DHE baglanmasiyla),
THR280’den HIS41’e ve CY S145’e bilgi akist miktarinda ciddi bir artisa neden olmustur.
Mpro katalitik igleviyle ilgili olan CYS145’in y1 acgisindaki bir degisiklik, bilgi akisi
miktarindaki bu biiytik artistan kaynaklanmis olabilir.

Giinasekaran (2004) alosterinin tiim dinamik proteinlerin igsel bir ozelligi
oldugunu one siirmistiir. Yazar, alosterinin bir proteinin konformasyonel toplulugunun
yeniden dagilimindan kaynaklandigini belirtmistir. Bir bolgede ligand baglanmasi gibi
yapisal degisiklikler popiilasyonun yeniden dagilimina yol acar. Alosterik enzimlerde,
ortosterik bolge amino asit yapilari, ligandin alosterik bolgeye baglanmasina yanit olarak
degisen protein dinamiklerinden, ya biiyiik 6l¢ekli konformasyonel degisiklikler yoluyla
ya da her iki bolgeden gelen amino asitlerin bazilar1 arasindaki iligkili hareketlerdeki daha
ince degisiklikler yoluyla etkilenir (Nussinov 2016; Wagner 2016). Bu galismanin
sonuglari, ligand baglanmasina yanit olarak ilgili yapida 6nemli bir konformasyonel
degisiklik olmadigini1 gostermektedir. Ancak, ligand baglanmasiin 6nerilen alosterik
bolgenin amino asitleri (GLY278 ve THR280) ile katalitik bolgenin amino asitleri (HI1S41
ve CYS145) arasindaki korelasyonlu hareketlerde ince degisikliklere yol agtig1 sonucuna
MD simiilasyonlarinin yoriinge analizlerinden varilmistir.

Tez calismasina konu olan bir diger enzim yapist da 4QY3 erisim kodlu CA 1l
metalo-enzimidir. Hem 3G1-CA Il hem de Apo-CA Il sistemleri i¢in 200 ns MD
simiilasyonu iki replika olarak gergeklestirildi. Sekil 4.10, 3G1-CA 1l sistemini
gostermektedir. Aktif bolgeden belirli bir uzaklikta bulunan alosterik bolgede TYR7 ve
ASNI11’e hidrojen baglartyla baglanan 3G1’in baglanma yeri ve aktif bolgede bulunan
¢inko atomunun (Zn*?) konumlar1 gésterilmektedir.

40



BULGULAR ve TARTISMA M. M. YASAR

GLY GLU
A233 A236
GLY
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Aill
PHE
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Sekil 4.10. 4QY3’iin 3G1-CA Il kompleksi ve 3G1’in CA Il ile yaptig1 kovalent olmayan
etkilesimler

4.9. 4QY3 icin RMSD

4QY3 kodlu CA II molekiiler yap1 igin Sekil 4.11 incelendiginde siyah ile
belirtilen ligandsiz, kirmiz: ile belirtilen ligandli yapinin RMSD degerlerindeki degisim
goriilmektedir. RMSD degerleri, yapiyr olusturan atomlarin ortalamadan sapma
miktarlarin1 zaman boyutuna gore gostermektedir. 3500-4000 frame zaman araliginda
ligandsiz yapida RMSD degerleri azalma egilimindeyken ligandli yapiya ait degerlerde
ligandsiza gore daha yiiksek degerler s6z konusudur. Ayrica yaklagik 8000 ile 12500
framelik zaman araliginda ligandsiz yapida RMSD degerleri dengedeyken, 3G1
ligandinin 4QY3’¢ entegre edilmesiyle ayni zaman diliminde RMSD degerlerinde
diisiisler meydana gelmektedir. RMSD degerleri yapiy1 olusturan atomlarin referans
degerden ortalama sapma miktarlarini ifade ettiginden dolay1, ilgili ligandin CA 1l
enzimini stabilize ettigi seklinde yorumlanabilmektedir.

3 T T T

25 —

2

L5

Angstrom

1

0.5 —_

! 1
00 5000 10000

Frame

Sekil 4.11. 4QY3 kodlu molekiil igin RMSD degerleri
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4.10. 4QY3 icin RMSF

Sekil 4.12 CA 1I’nin Apo ve 3Gl ile yaptigi kompleksin amino asitlerinin rmsf
degerlerini gostermektedir. Grafikte siyah ile gosterilen Apo-CA Il, kirmizi ile belirtilen
3G1-CA Il yapisinin RMSF degerlerini gostermektedir. RMSF, molekiiler yap1
analizlerinde her bir amino asidin alfa karbon atomlar1 kullanilarak amino asitlerin
ortalama dalgalanma miktarlar1 hakkinda bilgi sunar. Grafikten anlasilacagi iizere 260
amino asitten olusan 4QY3’iin RMSF degerleri incelendiginde 3G1 ligandinin varliginda
131 amino asidin salinimlarinda artis oldugu goriilmektedir. Ozellikle alosterik ve aktif
bolge civarindaki ¢ogu amino asitler i¢in ligandli durumdaki RMSF degerleri ligandsiz
duruma kiyasla ytlikselmistir. RMSF degerleri incelendiginde en yiiksek farki gosteren ilk
on amino asit sirasiyla; LYS111, LYS113, LYS112, MET1, SER2, THR108, GLN103,
LEU100, PRO237 ve GLY102dir. Bu amino asitler aktif bolge ile 3G1 ligandinin bagh
oldugu alosterik olarak diigiiniilen bolgelerde bulunmaktadir.

4 | ' | | | 7

2 - 1
=
e
; _
&)
=i
<€

50 100 150 200 250
Aminoasit

Sekil 4.12. 4QY3’iin Apo-CA 1l ve 3G1-CA Il komplekslerinin RMSF degerleri

4.11. 4QY3 icin Dinamik Capraz Korelasyon

CA Il metalo-enzimi i¢in bir diger analiz DCC’dir. Bu analiz sonucunda 4QY3’{in
hem ligandsiz hem de ligandli yapisi karsilastiriimigtir. Yapilan DCC analizi sonuglari,
ligandsiz ve ligandli yapilar i¢in sirasiyla Sekil 4.14 (a) ve Sekil 4.14 (b)’de goriildigi
gibidir. Iki grafikteki degerler incelendiginde; kirmizi (+1 degerleri) ile belirtilen yerler
capraz iki amino aside ait hareketlerin ayni yonde oldugunu, mavi (-1 degerleri) ile
belirtilen yerler ise hareketlerin zit yonde oldugunu gostermektedir. Grafiklerdeki beyaz
(0) degerlerin oldugu kisimlar da ilgili iki amino asit arasinda herhangi bir korelasyon
olmadigini ifade emektedir. Sekil 4.14’e ilk bakista 3G1 baglanmasinin bir etkisinin
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olmadig1 disiiniilse de veriler tablolastirilip farki alindiginda ligand baglanmasinin genel
olarak korelasyonda artisa sebep oldugu gézlenmektedir.

Amino asit
Amino asit

-1.00 ° ] g 2 8 2
g q ] b

Amino asit

Amino asit

Sekil 4.13. 4QY3 a) Apo-CA 1I; b) 3G1-CA Il igin DCC degerleri

4.12. 4QY3 icin Iletisim Egilimi

CP, bir protein yapisinda bulunan amino asitlerin kendi aralarinda meydana
gelebilecek bilgi aktarimi noktasinda iletisimi saglama ve iletim kabiliyetini gosteren bir
analiz yontemidir. 4QY3 metalo-enziminin hem Apo-CA Il hem 3G1-CA Il yapilar1 igin
CP analizi sonuglar1 sirasiyla Sekil 4.15 (a) ve Sekil 415 (b)’de gorildiigi gibidir. Her iki
yapi i¢in grafikler incelendiginde genel olarak amino asitlere ait CP degerlerinin sifira (0)
yakin degerler aldig1r ve bu baglamda iletisimin yiiksek oldugu sdylenebilir. 4QY3’e
ligand baglanmasiyla bazi amino asitlerde CP degerlerinde diisiis gozlemlenirken
bazilarinda bu degerlerde artislar goriilmektedir. CP analiz verilerine gore alosterik etki
gosterdigi  disiiniilen ligandin etkisiyle bilgi aktariminda degisimlerin oldugu
sdylenebilir. Iki grafik karsilastirildiginda 155-157 nolu amino asitler ile 112-114 nolu
amino asitlerin diger amino asitlerle olan CP degerleri karsilastirildiginda CP
degerlerinde yiikselisler meydana geldigi goriilmektedir. Iletisim egilimini daha iyi
anlayabilmek i¢in ligandl1 ve ligandsiz yapilara ait CP degerleri arasindaki farklar Sekil
4.16°da gosterilmistir. Sekil 4.16°da ligandin yapiya baglanmasiyla kirmizi ile belirtilen
bolgelerde CP degerlerinde artig, lacivert ile belirtilen bolgelerde ise CP degerlerinde
diisiis meydana geldigi anlasiimaktadir. CP degerleri analizine gore 3G1’in baglanmasina
tepki olarak 112-114 ve 155-157 nolu amino asitlerin enzimin geri kalan amino asitleri
ile iletisimlerinde azalma oldugu yorumu yapilabilir.
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104

40.2

1 11 21 31 41 51 61 71 81 91 101 111 121 131 141 151 161 171 181 191 201 211 221 231 241 251 260
Aminoasit

Sekil 4.15. 4QY3’lin 3G1-CA Il ile Apo-CA 1l arasindaki CP degerlerinde olusan fark

4.13. 4QY3 icin Amino Asit Etkilesim Ag1

3G1 baglandiktan sonra CA II’nin amino asitleri arasindaki etkilesimin ne 6l¢iide
degistigini anlayabilmek icin, ABC ve AL analizleri yapilmistir. Yapilan bu analizlerde,
ligandl1 ve ligandsiz sistemler igin amino asitlerin sadece beta karbonlar1 (Cp) temel
almmistir. Her RIN, Apo-CA Il ve 3G1-CA Il simiilasyonlarindan segilen 3500 frame
kullanilarak hesaplanmistir. 3G1’in CA II’ye baglanmasiyla amino asitler arasi var olan
iletisimde muhtemel degisiklikleri gérebilmek i¢in, ABC ve AL degerleri hesaplanmustir.
Onemli degisiklik gdsteren amino asitler Cizelge 4.6’da sunulmustur.
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Cizelge 4.6. 4QY3 i¢in Artan Azalan ABC ve AL degerleri

LIGAND BAGLANDIKTAN SONRA | LIGAND BAGLANDIKTAN SONRA (LIGAND BAGLANDIKTAN SONRA [LIGAND BAGLANDIKTAN SONRA AL
ABC DEGERI EN COK ARTAN ABC DEGERI EN COK AZALAN AL DEGERI EN COK ARTAN DEGERI EN COK AZALAN AMINO
AMINO ASITLER AMINO ASITLER AMINO ASITLER ASITLER
SER2 GLY6 MET1 SER2
SER56 ASP32 HIS3 LYS24
ALA65 HIS64 ASN11 GLY25
PHEG6 HIS94 ASP32 ARG27
ASN67 TRPY7 ASP34 PHE66
PHE95 GLY104 HIS36 VAL109
GLY98 THR108 THR37 ASP110
GLU106 LYS113 GLN103 SER152
VAL109 GLU117 GLY104 GLN158
LYS112 HIS119 THR108 LYS159
TYR114 VAL210 LYS111 VAL160
ALA115 SER217 LYS113 LEU163
LEU118 LYS225 GLY156 ASP164
LEU147 ASN243 THR177 GLY170
PRO215 ALA247 PRO247 LEU228

Cizelge 4.6 incelendiginde, ilk siitunda ligand baglandiktan sonra ABC
degerlerinde artis olan amino asitler yer almaktadir. Ik siitundaki amino asitlerden
ASNG67, PHE95, GLY98, GLU106, LYS112, TYR114, ALA115 ve LEU118 aktif
bolgede yer almaktadir. ikinci siitunda 3G1°in baglanmasiyla ABC degerlerinde azalma
meydana gelen amino asitlerden 6zellikle aktif bolgeye hidrojen pompalayan HIS64
amino asidi dikkat cekmektedir. Cizelge 4.6’ nin {igiincii siitununda 3G1’in baglanmasiyla
AL degerlerinde artis meydana gelen amino asitler yer almaktadir. Bu amino asitlerden
GLN103, GLY104, THR108, LYS111 ve LYS113 aktif bolgede olup, ASN11 ise 3G1
ile hidrojen bag:i yapan amino asitlerden biridir. 3G1’in baglanmasiyla hem ligandla
hidrojen bagi yapan ASN11’in hem de aktif bolgede bulunan amino asitlerin AL
degerlerindeki artis, ligandin baglandigi bolgenin alosterik bolge olabilecegi fikrini
desteklemektedir.

4.14. 4QY3 icin Dihedral A¢1 Analizi

4QY3 i¢in yapilan bir diger analiz ise 3G1’in baglanmasiyla amino asitlerin
dihedral agilarinda meydana gelebilecek degisimlerin tespit edilmesidir. Sekil 4.17°de
aktif bolgede bulunan amino asitlerin dihedral agilarindaki degisimler gosterilmistir. Bu
amino asitler; GLN92, GLY102, GLN103, GLN104, ASP110, LYS113, THR198 ve
GLU233’tiir. Belirtilen amino asitlerin dihedral acilar1 incelendiginde 3G1 ligandinin
baglanmasiyla GLN92 ve GLN103’ln y1 agilarinda; GLN103, ASP110, LYS113,
THR198 ve GLU233’ilin V¥ agilarinda; GLY102, GLY 104, ASP110 ve LYS113’iin ®
acilarinda belirgin bir degisim gozlenmektedir. GLN92 ve GLN103’de Apo-CA Il
durumunda y1 agis1 60 derece iken 3G1-CA Il durumunda simiilasyonun ilk ¢eyreginden
sonra 180 derece olmustur. ¥ agilarinda degisim gdzlenen amino asitler incelendiginde
GLN103’te ligandsiz durumda 180 derece iken, ligand baglandiktan sonra 3500 framelik
zaman diliminde genel olarak 150 ile 50 derece arasinda degisimler gézlemlenmistir.
Ayn1 zamanda THR198de ligandsiz durumda 180 derece olan ¥ acisi, ligandli durumda
0 dereceye geldigi goriilmektedir. GLU233 amino asidine bakildiginda ligandsiz
durumdayken siirekli degisen V¥ acisi, ligand baglandiktan sonra 140 derecede stabil
duruma geldigi goézlenmistir. Dihedral agilardan bir digeri olan @ acisinda degisim
gdzlenen amino asitler incelendiginde LY S113 ligandsiz durumda 90 derece dolaylarinda
stabil seyrederken, ligand baglandiktan sonra 90 ile 150 dereceler arasinda siirekli
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degistigi gozlenmistir. Sekilde 4.17°de dihedral agilar1 verilen amino asitler aktif bolgede
yer alip, 4QY3 enziminin aktif bolgesinden 15 A uzakliktaki bir bolgeye hidrojen
baglariyla baglanan 3G1’in alosterik etki gosterdigi yorumu yapilabilir.
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Sekil 4.16. 4QY3’1lin bazi amino asitleri i¢in dihedral ag1 degerleri
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4.15. 4QY3 icin Transfer Entropi
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Bu ¢alismada 4QY 3 kodlu metalo-enzimi igin yapilan bir diger analiz ise TE’dir.
Bu analizde ilgili enzimin amino asitleri arasinda bilgi akiginin olup olmadig: ile ilgili
tespitler yapilabilmektedir. Sekil 4.18 ve 4.19 sirasiyla 4QY3’iin Apo-CA 11, 3G1-CA I
kompleksi durumlarindaki TE degerlerini belirtirken, Sekil 4.20 ise ligandli ile ligandsiz
durum arasindaki TE farkini ifade etmektedir. Grafiklerdeki TE degerleri Djj-Dji verileri
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olup, i. amino asitten j. amino aside olan TE degerlerinden j. amino asitten i. amino
asidine ait olan TE degerlerinin ¢ikarilmis halidir. Buradaki amag; TE’nin tek yonlii
oldugunu gosterebilmektir. Sekil 4.18 incelendiginde 4QY3’iin ligandsiz durumunda
LYS119 amino asidi genel olarak yapidaki diger amino asitlere kiyasla bilgi akisi en
diisiik olandir. Sekil 4.19 incelendiginde ayni amino asit, 3G1’in baglanmasiyla TE
degerlerinde kayda deger bir fark gézlenmemistir. Sekil 4.18 ve 4.19 kiyaslandiginda,
LYS119 amino asidi genel itibariyle diger amino asitleri entropi kaynagi degil, entropi
sogurucusu oldugu sonucu ¢ikarilabilir. Ayni degerlendirmeler LEU118 amino asidi i¢in
incelendiginde ligandsiz durumda TE degerleri diisiikken 3G1 baglandiktan sonra TE
degerlerinde artislar meydana gelmistir. Ligandsiz yapida LEU118 amino asidi sogurucu
iken, 3G1’in baglanmasiyla kaynak olma durumuna ge¢mistir.

‘a I 03

401

TH

1234567 8 910111216171819206263646566676893949596979818132098919892080202032022222324252@222822303232333233383238384Q424243242434842484350

Sekil 4.17. 4QY 3 Apo-CA Il i¢in TE degerleri

1234567 891011121617181920626364656667689394959697981819209691989200802020320222223242326222829303232333233383238324Q42424242434842484950

Sekil 4.18. 4QY3 3G1-CA Il i¢in TE degerleri
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4QY3’lin tiim amino asitlerinin ligandli ve ligandsiz durumdaki TE farklar Sekil
4.20°de gosterilmistir. Buradaki TE degerleri, ligandli durumdaki degerlerden ligandsiz
durumdaki degerlerin ¢ikarilmasiyla elde edilen degerlerdir. Sekil 4.20 incelendiginde,
secilen amino asitler iginde LEU118 ile LEU203 arasindaki amino asitler en ¢ok kaynak
olma o6zelligi gosterirken, LEUG0 ile PHE95 ve THR200 ile PRO250 arasindakiler ise en
¢ok sogurucu amino asitler olarak goériilmektedir.
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Sekil 4.19. 4QY3 3G1-CA Il ile Apo-CA Il igin TE fark degerleri
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5. SONUCLAR

Bu tez ¢alismasinda MPro ve CA Il enzimlerinin alosterik etki ile inhibisyonu
arastirildi. Mevcut ilaglarin yeniden konumlandirilmas: (drug repurposing) stratejisi
izlenerek DrugBank’da bulunan ii¢ bine yakin FDA onayh ilag MPro i¢inde bir bdlge
se¢meksizin molekiiler docking yontemi ile tarandi. Taranan ilaglar arasindan bilinen
ortohestik aktif bolge disinda bir bolgeye yerlesen ve en yiiksek baglanma afinitesi
gosteren DHE igin ileri incelemeler gerceklestirildi. CA II enziminin bilinen inhibitorleri,
Zn atomunun bulundugu aktif bolge icerisine yerlesip substrat’in yerini isgal ederek ya
da aktif bolgenin basina yerlesip aktif bolge igerisine giren substrat ve su trafigini
engelleyerek inhibisyon gergeklestirdigi bilinmektedir. Ancak 2014 yilinda yapilan bir
calismada 2-[(S)-benzylsulfinyl]benzoic acid (3G1) ligandinin aktif bolge igerisinde Zn
atomu ile direkt etkilesim yapmadan aktif bolge disinda bir noktaya baglanarak
inhibisyon gergeklestirdigi literatiirde gosterildi (D’ Ambrosio 2014). Bu ¢alismada CA
II’nin ortohestik aktif bolgesi digina baglanarak inhibisyon gerceklestiren ilk inhibitoriin
bu islevi nasil gergeklestirdigi arastirildi. Molekiiler modelleme yontemlerinde farkl
inhibisyon mekanizmalarin1 denemek, potansiyeli yiiksek ila¢ tasarimlarini olusturma
noktasinda onemli bir teknik olup ilag endiistrisinde ve akademide yaygin olarak
kullanilmaktadir. Ligand alosterik bolgeye baglandiktan sonra dolayli yollarla aktif
bolgedeki kimyasal tepkimeyi etkileyebiliyorsa, bu ligand alosterik etki ile inhibe etme
kabiliyetine sahip olmaktadir. Enzim sistemlerinin ligand bagli kompleksleri ve Apo
durumu yapilar1 MDS yontemi ile simiile edilerek yoriinge dosyalar1 gesitli analiz
teknikleri ile karsilastirilarak alosterik etkinin nasil bir yolla gergeklestigi
anlasilabilmektedir. Bu tez ¢alismasina konu olan iki enzim yapisindan biri 6M03 erisim
kodlu MPro ve bir digeri ise 4QY3 erisim kodlu CA Il metalo-enzimidir. MPro enzimi
i¢in inhibe edilmenin 6lgiisii literatiir (Swiderek ve Moliner 2020) bilgileri 1s13inda HIS41
ile CYS145 arasindaki mesafenin artmas: olarak belirlendi. Enzimin aktif bolgesinde
meydana gelen bu durumun inhibisyonu i¢in enzime aktif bolgeye degil de belirli bir
mesafede bulunan “alosterik bolge” olarak tanimlanan bir bolgeye DHE ligandinin o
bolgedeki amino asitlere hidrojen baglari yaparak konumlanmasi akabinde aktif bolgede
var olan igleyisi etkileyip etkilemedigi aragtirildi. Ayn1 sekilde 4QY3 erisim kodlu CA 11
metalo-enzimi i¢in de farkli bir ligand olan 3G1 kullanilarak alosterik etki ile 4QY3’{in
aktif bolgesinde bulunan amino asitlerin hareketlerini etkileyip etkilemedigi arastirildi.

Simiilasyonlar sonucunda her iki enzimin tiim amino asitleri igin gesitli analizler
yapildi. Bu analizler hem ligandsiz hem de ligandli simiilasyon ¢iktilarina uygulandi. Her
bir enzim i¢in yapilan analizler; RMSD, RMSF, Amino asitler Arasi Mesafe, DCC, CP,
RIN ve TE olarak siralanmaktadir. Bahsi gegen bu analizlerden alosterik etkinin nasil
meydana geldigini agiklayan bulgulara ulasildi.

MPro i¢in RMSD analizine bakildiginda; yapiya ligand baglandiktan sonra 5000
framelik bir zaman diliminde yapinin konumsal olarak ortalama standart sapmasinda
biiyiikk degisim meydana geldigi gozlenmistir. Yapilan RMSF analizinde amino asitler
bazinda hem ligandsiz hem ligandli yap1 incelendiginde ligandin baglanmasiyla amino
asitlerin ¢ogunun dalgalanmalarinda azalmaya neden oldugu goézlenmistir. Genel
anlamda RMSF degerlerindeki bu azalis yapinin genelinde var olup sadece ligandin
baglandig1 alosterik bolgeyle smirli kalmayip aktif bolgedeki amino asitlerde de
gozlenmistir. MPro i¢in analiz edilen diger bir unsur ise HIS41 ile CYS145 amino asitleri
arasindaki mesafenin DHE nin baglanmasiyla degisip degismedigini gérebilmektir. Bu
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analiz sonucunda elde edilen veriler incelendiginde yaklagik 10000 framelik siirede bahsi
gecen iki amino asit arasindaki mesafenin arttigi gézlenmistir. Ligandin ilgili amino
asitlerden uzak bir konumda oldugu halde bir takim sinyal aktarimi vasitasiyla katalitik
bolgeyi olusturan HIS41 ve CYS145 arasindaki mesafeyi etkiledigi gozlenmektedir.
HIS41 ile CYS145 arasinda gergeklesen uzaklik degisimi; DHE ligandinin alosterik
bolgede var olan amino asitlerle hidrojen bagi yapmasiyla meydana gelmistir. DHE’nin
alosterik bolgeye baglanmasi, CYS145 amino asidinin dihedral acilarinda bir degisiklige
sebep oldugu ve bundan dolay1 iki amino asit arasindaki mesafede bir degisiklik meydana
getirdigi gézlenmistir. MPro enzimi icin yapilan bir diger analiz ise DCC’dir. Yapiya ait
DCC haritalar1 incelendiginde, Alan-1 ve Alan-l1l arasindaki genel alanlar arasi
korelasyonlarin, aktif durumda ligandli ve ligandsiz yapmin aktif olmayan durumuna
kiyasla daha yiiksek oldugu gozlenmistir. Aktif durumda, DHE ligandin1 ¢evreleyen
amino asitlerle etkilesimleri géz oniine alindiginda, bu etkilesimlerin alan I ve alan II
arasindaki sinyal iletimini arttirmaktadir. Ligandin baglanmasiyla Alan-l1 ve Alan-11
arasindaki artan korelasyon ve katalitik bolgenin yapisindaki degisiklik, ligandin
baglandig1 bolgenin bir alosterik bolge oldugunu desteklemektedir. MPro igin yapilan
diger bir analiz ise CP’dir. CP degerleri incelendiginde Alan-111 amino asitleri ile yapinin
diger alanlar1 arasinda bulunan amino asitler arasindaki CP degerlerinin, ligand
baglanmasiyla CP degerlerinde yiikselis meydana geldigini gostermektedir. Fakat segilen
bazi amino asitler arasinda bulunan GLY278, en biiyiik CP degerlerine sahiptir, ancak CP
degerleri ligand baglanmasiyla 6nemli dlgiide azalmistir. Apo-MPro ve DHE-MPro
durumlarinda CP degerleri genel olarak karsilastirildiginda, DHE-MPro durumundaki
amino asit ciftleri arasindaki CP degerlerinin daha diisiik oldugu goriilmektedir. Diisiik
CP degerlerine sahip olan durumdaki amino asitler, iletisim egilimi yiiksek olanlar olup
bu durumun sonucunda ligandin baglandigi bolgenin alosterik bir bolge olabilecegi
ihtimalini giiclendirmektedir. MPro i¢in RIN analizine bakildiginda Alan-11’nin bir
tarafindaki amino asitlerin uzamsal olarak pozitif ABC degerlerine, ancak diger
taraftakilerin negatif ABC degerlerine sahip oldugu goriilmektedir. Alan-1 ve Alan-I11
arasinda uzamsal olarak koprii gibi duran (linker) amino asitlerin ¢ogu, pozitif ABC
degerlerine sahiptir ve bu amino asitlerin, Alan-1 ve Alan-111 bolgeleri arasinda bir sinyal
yolu olarak iglev gordiigii anlagilmaktadir. Bu sinyal iletim yolu, dnerilen alosterik
bolgenin Alan-III‘te yer aldigi, buna karsin katalitik bolgenin 40 A uzaklikta oldugu
gergegi goz Oniine alindiginda, dimer arayiiz bolgesi ile katalitik bolge arasinda bir
alosterik iletisimin var olabilecegini desteklemektedir. Pozitif AL degerine sahip amino
asitler genellikle Alan-1‘de bulunmaktadir. Koprii (linker) amino asitlerin (ASN180°den
THR198’e kadar) AL degerleri de pozitiftir ve ligand baglanmasiyla erisilebilirlikleri
artmis durumdadir. Bu nedenle onerilen alosterik bolge ve katalitik bolge arasindaki
amino asit iletisiminde rol oynadiklar1 anlagilmaktadir.

MPro enzimi i¢in yapilan bir diger analiz TE’dir. Enzime ligand baglandiktan
sonra ¢ogunlukla, alosterik bolge amino asitlerinden katalitik bolge amino asitlerine TE
degerlerinin siddetinde artis gdzlenmistir. Ozellikle, katalitik bolge amino asitleri olan
HIS41 ve CYS145 séz konusu oldugunda, THR280’den HIS41’e ve THR280’den
CYS145’e transfer entropi degerinin (D;-i) siddetleri bliyiik dl¢iide artis gostermistir.
Apo-Mpro ve DHE-Mpro kompleksi i¢in TE sonuglari, onerilen alosterik bolgenin bir
alosterik bolge oldugu fikrini desteklemektedir. Ciinkii GLY?278 ve THR280’in HIS41 ve
CYS145 Kkatalitik bolge amino asitlerine bilgi akisi sagladigi goriilmektedir. Mpro
katalitik isleviyle ilgili olan CYS145’in y1 agisindaki bir degisiklik, bilgi akis
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miktarindaki bu biiyiik artistan kaynaklanabilir. Molekiiler bir yapinin bir bolgesinde
ligand baglanmasi gibi yapisal bozulmalar, popililasyonun yeniden dagilimina yol
acabilmektedir. Enzimler alosterik olmayan bir durum sergileseler bile, uygun ligandlar
yapilara birka¢ degisiklikle dahil edilirse, alosterik 6zellik gosterebilirler (Gunasekaran,
2004). Calisma sonuglart incelendiginde DHE baglanmasina yanit olarak ilgili yapida
onemli bir konformasyonel degisiklik olmadigi halde, bu baglanmanin sinyal iletimi
yoluyla katalitik merkez amino asitlerinden CYS145’in 1 agist lizerinde bir degisime
neden oldugu gozlendi. Bu degisiklik alosterik etki ile MPro’nun kataliz islevinin inhibe
edebilecegine dair hesaplanmis bulgular olarak degerlendirilebilir.

Bu tez ¢alismasina konu olan bir diger enzim ise 4QY?3 erisim kodlu CA Il metalo-
enzimidir. Bu enzime 3G1 ligand:1 aktif bolgenin disinda bir bélgeye baglandigi halde
alosterik olarak inhibe ettigi deneysel olarak gosterildi (D’ Ambrosio, 2014). Bu enzim
icin 3Gl ile yaptig1 kompleks i¢in yapilan analizlerde RMSD sonuglarina bakildiginda
200 ns’lik MDS’nun son ¢eyreginde RMSD degerlerinde bariz farklilagsmalar oldugu
gozlendi. Bunun nedeni arastirildiginda simiilasyonun son ¢eyreklik diliminde ligandin
baglandig1 alandan ayrildigi tespit edildi. Bundan dolayr tiim analizler yoriinge
dosyalarinin ilk ti¢ ¢eyregi lizerinden (150 ns) yapildi. RMSF sonuglarina bakildiginda
3Gl1 ligandinin varliginda 131 amino asidin salinimlarinda artis oldugu goriilmektedir.
Ozellikle alosterik ve aktif bolge civarindaki ¢ogu amino asitler igin ligandli durumdaki
RMSF degerleri ligandsiz duruma kiyasla yiikselmistir. RMSF degerleri incelendiginde
en yiiksek farki gosteren ilk on amino asit sirasiyla; LYS111, LYS113, LYS112, MET1,
SER2, THR108, GLN103, LEU100, PRO237 ve GLY102’dir. Bu amino asitler aktif
bolge ile 3Gl ligandinin bagli oldugu alosterik olarak diisiiniilen bolgelerde
bulunmaktadir. Aktif bolgede yer alan amino asitlere ait RMSF degerlerinin ligand
baglandiktan sonra artmasi aktif bolgeye giris ¢ikis yapan substrat ve su molekiillerinin
trafigini bozmasi olasilik dahilinde olup bu yolla katalitik reaksiyon hiz1 azaliyor olabilir.

CA Il i¢in DCC analizine bakildiginda, CA II’ye baglanan ligandin etkisiyle genel
olarak pozitif korelasyonlarda artis meydana gelmistir. Ozellikle ligandsiz yapida pozitif
korelasyonlu kisimlarda ligand baglandiktan sonra korelasyon degerlerinde artis oldugu
gbzlenmistir. Diger bir analiz olan CP incelendiginde hem ligandsiz hem ligandh
durumda yapinin biiyiik cogunlugunda CP degerleri diisiik olup birbirine yakin degerler
aldig1 gozlenmistir. 155-157 nolu amino asitler ile 112-114 nolu amino asitlerin diger
amino asitlerle olan CP degerleri karsilastirildiginda, CP degerlerinde yiikselisler
meydana geldigi goriilmektedir. CP degerleri analizine gore 3G1’in baglanmasina tepki
olarak 112-114 ve 155-157 nolu amino asitlerin enzimin geri kalan amino asitleri ile CP
degerlerinde azalma oldugu gozlenmektedir. Bu durum ligand baglanmasina tepki olarak
CA II igerisinde sinyal aktarimi diizeyinde artis oldugu seklinde yorumlanabilir.

CA II’ye 3G1 baglandiktan sonra amino asitler arasindaki sinyal yayilimlarindaki
degisikligi aragtirmak ig¢in, ABC ve AL analizleri de yapildi. Yapilan analizde, her RIN,
Apo-CA Il ve 3G1-CA Il sistemlerinden segilen 3500 frame kullanilarak hesaplandi.
Onemli degisiklik gdsteren amino asitler, 3G1 ligandinin baglanmasiyla ABC degerleri
artan amino asitlerden ASN67, PHE95, GLY98, GLU106, LYS112, TYR114, ALA115
ve LEU118 aktif bolgede yer almaktadir. Ayrica 3G1’°in baglanmasiyla ABC degerlerinde
azalma meydana gelen aminoasitlerden ozellikle aktif bolgeye hidrojen pompalayan
HIS64 amino asidi dikkat ¢ekmektedir. Bu durum HIS64’{in erisilebilirliginin azaldigina
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isaret eder. Katalitik islevde rol alan bu amino asidin fonksiyonunda bir bozulma olarak
yorumlanabilir. Ayn1 zamanda 3G1’in baglanmasiyla AL degerlerinde artis meydana
gelen amino asitlerden GLN103, GLY104, THR108, LYS111 ve LYS113 aktif bolgede
olup ASN11 3G1 ile hidrojen bagi yapan bir amino asittir. 3G1’in baglanmasiyla
ASNI11’in AL degerindeki artisiyla aktif bolgede bulunan amino asitlerin AL degerlerinde
artis meydana geldigi gézlenmis olup, bu durum alosterik islevin nasil gergeklestigine
dair kanit olarak yorumlanabilir.

4QY3 i¢in 3G1’in baglandig1 bolge ile aktif bolgede bulunan amino asitlere ait
dihedral ag¢1 analizi yapildiginda GLN92, GLY102, GLN103, GLN104, ASP110,
LYS113, THR198 ve GLU233’iin dihedral agilarinda degisimler meydana geldigi
gozlenmistir. Belirtilen amino asitlerin dihedral agilar1 incelendiginde 3G1 ligandi
baglanmasiyla GLN92 ve GLN103’lin y1 agilarinda; GLN103, ASP110, LYS113,
THR198 ve GLU233 amino asitlerin ¥ agilarinda; GLY 102, GLY 104, ASP110 ve
LYS113’lin @ acilarinda belirgin bir degisim gozlenmektedir. x1 acilarinda degisim
gozlenen GLN92 ve GLN103’de Apo-CA Il durumunda 60 derece iken 3G1-CA I
durumunda simiilasyonun ilk c¢eyreginden sonra 180 derece olmustur. ¥ acilarinda
degisim gdzlenen amino asitler incelendiginde GLN103’te ligandsiz durumda 180 derece
iken ligand baglandiktan sonra 3500 framelik zaman diliminde 150 ile 50 derece arasinda
degisimler gézlenmistir. THR198’de ligandsiz durumda 180 derece olan ¥ ac¢is1 3G1’in
etkisiyle 0 derece konumuna geldigi gozlenmistir. GLU233 amino asidine bakildiginda
ligandsiz durumdayken siirekli degisen ¥ agis1 ligand baglandiktan sonra 140 derecede
daha stabil duruma geldigi goézlenmistir. Dihedral acilardan bir digeri olan @ agisinda
degisim gozlenen amino asitler incelendiginde LYS113 ligandsiz durumda 90 derece
dolaylarinda stabil seyrederken ligand baglandiktan sonra 90 ile 150 dereceler arasinda
stirekli degistigi gozlenmistir. Dihedral agilarinda degisim gbzlenen amino asitler aktif
bolgede olup hidrojen baglariyla baglanan 3G1’in CA Il enzimine dahil olmasiyla

CA II i¢in hem 3G1’in baglandig1 bdlgeden hem de aktif bolgeden toplamda 72
amino asit secilerek TE analizi yapildi. Analizden elde edilen grafikler incelendiginde
LEU118 amino asidinin ligand baglanmadan dnce diger amino asitlerden etkilendigi fakat
amino asitleri etkilemedigi, ligand baglandiktan sonra LEU118 amino asidinin yapiy1
olusturan diger amino asitleri etkiledigi ve diger amino asitlerden etkilenmedigi
anlasilmaktadir. CA II’ye 3G1’in baglanmasiyla aktif bolge yakinlarinda yer alan
LEU118 amino asidinin ligandin baglandig1 yerden belirli bir mesafede olusu ve alosterik
olarak da etkilendigi gdzlenmistir. Ayn1 zamanda 3G1-CA 1l ve Apo-CA Il sistemlerinin
TE farklarina bakildiginda se¢ilen amino asitler i¢inde LEU118 ile LEU203 arasindaki
amino asitler en ¢ok kaynak olma 6zelligi gosterirken, LEU60 ile PHE95 ve THR200 ile
PRO250 arasindakiler ise en ¢ok sogurucu amino asitler olarak goriilmektedir. Ligand
varliginin etkisiyle sistemlerin aktif bolgesinde bulunan aminoasitlerin kaynak ya da
sogurucu olmalari, ligandin baglandig1 bolgenin alosterik oldugunu vurgulayan bir
arglimandir.

Bu tez ¢alismasinda 6M03 ve 4QY3 erisim kodlu iki farkli enzim yapist MDS
yontemleriyle arastirilmis olup 6M03°e DHE, 4QY3’e 3G1 ligandlarinin baglanmasiyla
alosterik olarak c¢alisma mekanizmalarina etki edip etmedikleri arastirildi. Yapilan
analizler sonucunda aktif bolge disinda alosterik bolge olarak isimlendirilen bir bolgeye
baglanarak enzimlerin tim bolgelerinde etki olusturduklart gézlenmistir. Yapilan RIN
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analizlerinde tiim yapilar i¢inde yapilarin her bir bolgesine bilgi akisinda daha etkili
olabilecek amino asitler gézlenmistir. Her ne kadar diger inhibisyon mekanizmalarinda
aktif bolgeye dogrudan etki yaparak sistemler inhibe edilmeye calisilsa da alosterik etki
sayesinde de bahsi gecen inhibisyon durumlarinin saglanabildigi gdzlenmistir.
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