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OZET

Farkh Antimikrobiyal Ajanlarin Streptococcus Mutans Sortaz A Enzimi Uzerindeki

Etkinliklerinin Molekiiler Modelleme Yontemi ile incelenmesi

Dis ciirtigli, diinya niifusunun yarisinda goriilen 6nemli Slgiide, agri, dis kaybi,
yetersiz beslenme ve kaygiya neden olan yaygin bir kronik hastaliktir. Gram-pozitif bakteri
Streptococcus mutans (S.mutans) dis ¢iiriigiiniin ana patojeni olarak kabul edilir. S.mutans 'm
ylizey proteinlerinden Sortaz A (SrtA) enzimi, biyofilm olusumu ile iligkili enfeksiyonlarin
Onlenebilmesi i¢in antimikrobiyal ve ¢iiriik 6nleyici maddelerin gelistirilmesinde potansiyel
bir hedeftir. Bu ¢alismada, molekiiler modelleme yontemleri kullanilarak S.mutans SrtA
enziminin inhibisyon mekanizmasinin molekiiler seviyede aydinlatilmasi ve temel yapisal
ozelliklerini ortaya ¢ikarilmasi ile mevcut inhibitorlerden daha etkin ve daha az yan etkiye
sahip inhibitorlerin belirlenip deneysel ¢alismalara 1sik tutmasi hedeflenmektedir. Bu
dogrultuda 1. asamada; hedef enzimin 3-boyutlu yapisi ve inhibitorlerin baglanma afinitesi
gosterebilecegi etkilesim bolgeleri belirlenmistir. 2.asamada, veri tabanlar1 araciligiyla
S.mutans SrtA enzimi inhibisyonuna yonelik kimyasal bilesikler taranmistir. 3.asamada
taranan bu bilesikler farmakokinetik agidan degerlendirilmistir. 4.asamada; farmakokinetik
acidan uygun olan bilesikler ile hedef enzim yapis1 arasinda molekiiler kenetlenme yontemi
uygulanarak serbest baglanma enerjisi ve inhibisyon katsayis1 hesaplanmistir. Son asamada
ise, enzim-ligand etkilesim mekanizmasinda rol oynayan aminoasitler molekiiler seviyede
aydmlatilmistir. Taramalar sonucunda, S.mutans SrtA enzimi inhibisyonuna yonelik 102
bilesik belirlenmistir. S.mutans tizerindeki antibakteriyel etkisi bilinen klorheksidin (CHX)
pozitif kontrol olarak belirlenmistir. Yapilan kenetlenme sonuglarina gore, S.mutans SrtA
enzimine kars1 6 bilesik (78, 10, 75, 12, 17, 97) pozitif kontrol CHX’in serbest baglanma
enerjisinden (-6.29 kcal/mol) yiiksek baglanma enerjisine sahip olup (sirasiyla, -7.18, -6.59,
-6.53, -6.47, -6.43, -6.39 kcal/mol) daha etkin baglanma affinitesi gdstermistir. Ayrica bu
etkin bilesikler CHX’e gore farmakokinetik agidan daha uygun bulunmus ve SrtA enziminin
biyolojik aktivitesinde onemli role sahip Arg213 ve Cys205 aminoasitleriyle giiclii bir
kimyasal etkilesim olusturmuslardir. Bu c¢alisma sayesinde, ¢ok sayida kimyasal bilesigin
daha hizli bir sekilde test edilererek dis c¢lirligliniin 6nlenmesine yonelik olarak SrtA

enzimine kars1 daha etkin ve spesifik inhibitorlerinin gelistirilmesine imkan saglanmistir.

Anahtar kelimeler: Dis ¢iiriigii, enzim inhibisyonu, molekiiler kenetlenme, Streptococcus

mutans, Sortaz A
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ABSTRACT

Investigation of the Activity of Different Antimicrobial Agents on Streptococcus
Mutans Sortase A by Molecular Method

Tooth decay is a common chronic disease that affects half of the world’s population
significantly causing pain, tooth loss, malnutrition and anxiety. Streptococcus mutans
(S.mutans), a gram-positive bacteria, is considered the main pathogen of the tooth decay.
Sortase A (SrtA) enzyme, one of the surface proteins of S.mutans, is a potential target in the
development of antimicrobial and caries prevention agents to prevent infections associated
with biofilm formation. In this study, by using molecular modeling methods to elucidate the
inhibition mechanism of S.mutans SrtA enzyme at the molecular level and to reveal its basic
structural features, it is aimed to determine the inhibitors that are more effective and have
less side effects than existing inhibitors and to shed light on experimental studies. In this
direction, in the first stage; the 3-dimensional structure of the target enzyme and interaction
sites where inhibitors can show binding affinity were determined. In step 2, chemical
compounds for S. mutans SrtA enzyme inhibition were screened through databases. In step
3, these compounds that were screened were evaluated for pharmacokinetics. In step 4, the
free binding energy and inhibition coefficient were calculated by applying the molecular
docking method between the pharmacokinetically suitable compounds and the target enzyme
structure. At the last stage, amino acids that play a role in the enzyme-ligand interaction
mechanism have been enlightened at the molecular level. As a result of the screening, 102
compounds were identified for S.mutans SrtA enzyme inhibition. Chlorhexidine (CHX) with
known antibacterial effect on S.mutans was determined as a positive control. According to
molecular docking results, 6 compounds (78, 10, 75, 12, 17, 97) on S.mutans SrtA enzyme
had higher free binding energy (-7.18, -6.59, -6.53, -6.47, -6.43, -6.39 kcal/mol, respectively)
than positive control CHX (-6.29 kcal/mol) showed more effective binding affinity. In
addition, these active compounds were found to be more pharmacokinetically suitable than
CHX and formed a strong chemical interaction with Arg213 and Cys205 amino acids, which
have an important role in the biological activity of the SrtA enzyme. Thanks to this work
enabled the development of more effective and specific inhibitors against the SrtA enzyme

for the prevention of tooth decay by testing many chemical compounds more rapidly.

Keywords: Enzyme inhibition, molecular docking, Streptococcus mutans, Sortase A, tooth

decay
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1. GIRIS VE AMAC

Dis ciirigli, dis sert dokularinin mikroorganizmalar tarafindan yikimi ile ortaya
c¢ikan, estetik olmayan goriiniime ve fonksiyon kaybina neden olabilen bulasici bir hastalik
olup diinyanin bir¢ok iilkesinde onemli halk sagligi problemlerinden biridir (1, 2). Dis
clirigi etiyolojik olarak biyolojik, ¢cevre ve mikroorganizma nedeniyle olusan ¢ok faktorlii
bir hastalik olup Streptococcus mutans (S.mutans) dis c¢ilirigliniin primer etiyolojik
ajanlarindan birisi olarak kabul edilir (3, 4). Bu nedenle son on yilda, ¢iiriik olusumu ile
S.mutans varlig1 arasindaki iligkiyi anlamak i¢in bir¢ok arastirma yapilmistir. S. mutans,
hiicre duvar yiizey proteinleri ve dis plagi yoluyla dis yiizeyine yapisirak, karbonhidratlarin
fermantasyonu ile patojenik asit metabolitleri iiretip, dis dokularinin demineralizasyonu ile

dis ¢lirigiine sebep olmaktadir (5, 6).

S. mutans’in ylizey proteinlerinden Sortaz A (SrtA) enziminin, bakterinin konakci
canlinin hiicre ve dokularina tutunabilmesine aracilik ederek ¢iiriik gelisiminde etkili rol
oynadigi bilinmektedir (7, 8). Dolayisiyla S. mutans SrtA enzimi, bakterilerin dis yiizeyi ile
etkilesimleri sonucunda olusan biyofilm ile iligkili enfeksiyonlarin 6nlenebilmesinde, ¢iiriik
Onleyici antimikrobiyal bilesiklerin gelistirilmesi i¢in potansiyel bir hedef haline gelmistir.
Bu ama¢ dogrultusunda, SrtA enzimine karsi farkli yontemler kullanilarak gelistirilmis
birgok inhibitér mevcuttur ancak bu inhibitorlerin birgogunun dis ¢iiriigiiniin ana patojeni
olan S. mutans SrtA enzimine yonelik etkinlikleri incelenmemistir. Ayrica, bu bilesiklerin

antimikrobiyal aktiviteleri bilinse bile, viriilans1 6nleme tizerindeki etkileri hala belirsizdir.

Bilgisayar teknolojilerinin hizli bir sekilde ilerleme gostermesi, biyomolekiiler
etkilesimlerin molekiiler seviyede incelenmesini ve yeni kimyasal molekiillerin tasariminin
(tiirevlendirme veya yeniden tasarim) bilgisayar ortaminda yapilmasinit miimkiin kilmaktadir
(9). Ogzellikle bilgisayar destekli ilagc tasarimi, bilesiklerin etken maddelerinin
sentezlenmeden biyoaktiviteleri hakkinda bilgi edinilmesine ve laboratuvar ortaminda
giinler alan islemlerin bilgisayar ortaminda daha giivenilir sekilde ve zaman tasarrufu
saglanarak kimyasal ve biyolojik yonden incelenmesine olanak saglamaktadir (9, 10). Bu
sayede, disiplinler arasi bilgiler kombine halde kullanilarak hiicresel mekanizmada rol
oynayan biyomolekiil yapilar ve ilag etken maddesine sahip kimyasal bilesiklerin molekiiler
yapilar1 ile biyolojik etkileri arasindaki iliskiler belirlenerek klinik c¢alismalara 1s1k

tutulmaktadir.



Bu bilgiler dogrultusunda yapilan bu ¢alismada, ¢esitli antimikrobiyal ajanlarin
bilgisayar destekli molekiiler modelleme yontemleri ile incelenerek, S.mutans SrtA
enziminin inhibisyon mekanizmasinin daha iyi anlasilmasi ve temel yapisal 6zelliklerinin
ortaya ¢ikarilmasi amaglanmistir. Bu sayede enzimin gorev aldigi hastaliklarin tedavisine

yonelik 6nemli katkilarin saglanmas1 hedeflenmektedir.



2. GENEL BIiLGILER
2.1 Dis Ciiriigii

Dis ¢iirtigii; spesifik oral bakterilerin fermente olabilen diyet karbonhidratlari ile
etkilesimleri sonucunda agiga ¢ikan organik asitlerin, dis sert dokularini ¢6zmesi olarak
meydana gelen kronik, enfeksiyoz bir hastaliktir (11). Ciirtik ilk olarak disin inorganik
kisimlarinin dekalsifikasyonu ile baslar ve bu silire¢ devam ederse digin organik kisminin

yikimi gergeklesir (2)

Amerikan Pediatrik Dishekimligi Birligi’nin (AAPD) raporuna gore, agiz ve dis
hastaliklar1 ozellikle c¢ocuklar1 etkilemeye devam etmektedir (12). Siit dislenme
donemindeki dis ¢liriikleri 6nlenebilir ve geri doniistiiriilebilir bir hastalik siirecidir. Fakat
tedavi edilmedigi takdirde agri, bakteriyemi riski, biiylime ve gelisim geriligi, konusma
bozukluklari, erken dis kayb1 ve bunlara bagl olarak ortaya ¢ikan ¢igneme bozukluklari,

Ozgiiven kaybi ve daimi dentisyonun zarar gérmesi seklinde sonuglanabilir (13).
2.1.1 Epidemiyoloji

Dis ¢iiriigii, cocukluk ¢aginin en sik goriilen kronik hastaligi olup, astimdan bes kat,
saman nezlesinden yedi kat daha fazla goriilen ve okul ¢ocuklarmin %60-90’1m1 etkileyen
enfeksiyoz bir dis hastaligidir (14, 15). Dis ciiriiklerinin yayginligi, gelismis seviyedeki
iilkeler ile sosyoekonomik seviyesi diisiik lilkeler arasinda oldukga farklilik gosterirken,
yaygin dis ¢iirligline sahip bireyler genellikle diisiik sosyoekonomik seviyeye sahiptir.
Bireylerin dis ¢iiriigiine egilimleri hayat tarzlari, koruyucu 6nlemlere uyup uymamalar1 ve

genetik farkliliklar tarafindan da etkilenmektedir (6, 16).
2.1.2 Etiyoloji

Dis ¢iiriigiiniin olusumu igin gerekli faktorler giinimiize kadar cesitli sekillerde

sematize edilmistir. Ciiriik etkenleri 6zetle venn semasinda gosterilmektedir (Sekil 1) (17).
1. Konak

2. Mikroflora

3. Karbonhidrat

4. Zaman



KONAK

KARBOKHIDRAT CURDK MIKROORGANIZAAR

ZAMAN

Sekil 1. Dis ¢iiriigii olusumunda rol oynayan faktorler

Temel olarak 4 etken tizerinde durulsa da giiniimiizde dis ¢iirtigliniin multifaktoriyel
bir hastalik oldugu ve olusumunda genetik ve sosyokiiltiirel faktorler, davranigsal ve gevresel
faktorler, oral hijyen aligkanliklart ve fluorid kullanimi, bagisiklik sistemi, disin ylizey
ozellikleri, tiikiiriik kalite ve miktari gibi bircok faktoriin rol oynadigi kabul edilmektedir (4,
15).

2.1.3 Patogenez

Dis ciirtikleri dis mineralleri ve oral mikrobiyal biyofilm tabakasi arasindaki
dengesizlikten kaynaklanir (18). Dis ¢iirtigli olusum mekanizmasi tiim ¢iiriikklerde benzerdir.
Endojen bakteriler (Streptococcus ve Lactobasillus) fermente edilebilir karbonhidratlarin
metabolizmasinin bir yan iriinii olarak zayif organik asitler {iretirler. Bu asit lokal pH
degerinin kritik bir degerin altina inmesine ve dis dokusunun demineralizasyonuna neden

olur.

Dis clirigliniin ilerlemesi, durmasi veya tekrarlamasi demineralizasyon ile
remineralizasyon arasindaki dengeye baglidir. Demineralizasyon ile remineralizasyon
arasindaki siire¢ giin boyu devam eder. Zamanla bu siire¢ ya kavitasyon veya lezyonun
iyilesmesi ile sonuglanir (19). Ciiriik gelisimi mikrobiyal olarak; ilk evrede, Streptococcus
mutans (S.mutans) ile primer enfeksiyon; ikinci evrede, Streptococcus mutans ve diger

asidiirik mikroorganizmalarin dental plakta yiiksek oranda birikimi sonucunda olusan



mikrobiyal degisim; son evrede ise, minenin demineralizasyonu ve kavitasyonu olmak {izere

lic evrede gerceklesir.
2.2 Oral Flora

Oral kavite; disler, diseti, dil, yanaklar, sert ve yuamusak damak ve bademcikler dahil
olmak {izere; yogun bigimde bakteriler ile kaplanmis genis bir yasam alani igerir (20). Agiz
florasi, 700'den fazla farkli bakteri tiirliniin yasadigi insan viicudunun en karmasik
mikrobiyal topluluklardan biridir (21). Dis plagi, igeriginde ¢ok sayida mikroorganizma,
protein ve polisakkaritler bulunduran yapiskan karakterli bir yapidir ve oral florada yer alan
karyojenik bakterileri barindirir. Dis ¢iiriigii ve periodontal hastaliklar dis plagina bagh
olarak gelismekte ve mikroorganizmalar ile konak arasindaki normal dengenin bozulmasiyla

meydana gelmektedir (22).

Son zamanlarda insan oral floranin yapisi, islevi ve ¢esitliligi ile ilgili yapilan
calismalarda, oral mikrofloranin bireye 6zgii oldugu agik¢a gosterilmistir. Saglikli bireylerin
bile yerlesik oral florast onemli sekilde farklilik gosterir. Bu g¢esitliligin nedeni tam
anlasilamamis olsa da diyet, gevre, genetik ve erken mikrobiyal maruziyetin rol aldigi
diisiiniilmektedir (23). Saglikli bireylerin agiz ortaminda bulunan mikroorganizmalar Tablo

1°de gosterilmektedir (22).

Tablo 1. Oral mikroflora iiyeleri

Gram-pozitif Gram-negatif
Kok Comak ve Filamanlar Kok Comak ve Filamanlar
Abiotrophia Actinomyces Moraxella Actinobacillus Eikenella
Enterococcus Bifidobacterium Neisseria Haemophilus Treponema
Micromonas Corynebacterium Veillonella Bacteroids Fusobacterium
Peptostreptococcus Eubacterium Johnsonii Wolinella
Streptococcus Lactobacillus Campylobacter Cantipedia
Staphylococcus Propionibacterium Leptotrichia Selenomonas
Stomatococcus Pseudoramibacter Cantonella Desulphovibro
Rothia Prophyromonas Simonsiella
Capnocytophaga | Desulphobacter
Prevotella Tannarella




2.3 Ciiriik Mikrobiyolojisi

Leeuwenhock 1683’te mikroskop altinda ilk kez dental plakta mikroorganizma
varhigint gozlemlemistir (24). Bu mikroorganizmalardan bazilarinin, ¢iirik ve diseti
hastaliklar1 gibi iki 6nemli agiz hastaligindan sorumlu olduklar1 bilinmektedir (25).
1960’larda Keyes ve arkadaslar dis ¢iiriigliniin bulasici, enfeksiyoz bir hastalik oldugunu

deney hayvanlari iizerinde gostermislerdir (26, 27).

Cirtik etiyolojisiyle ilgili ilk ortaya atilan hipotez spesifik olmayan plak hipotezi
olup, tiim plagin patojen oldugunu savunur. Bunun iizerine Loesche spesifik/alternatif plak
hipotezini 6ne siirmiis ve bu hipotezinde sadece hastalik varliginda plagin patojen kabul
edilebilecegini savunmustur (28, 29). Giliniimiizde gegerli olan Phillip D. Marsh tarafindan
yaratilan ekolojik plak hipotezi ise ekolojik stres nedeniyle toplam mikrofloradaki dengenin
bozulacagin1 ve bunun sonucu olarak hastaligin olusacagini savunmaktadir (30, 31). Tek
patojen hipotezi ise dis ¢iiriiklerinin nedeni olarak tek bir organizmayi, 6zellikle S. mutanst
isaret eder. Ekolojik plak hipotezi gliniimiizde biiyiik ilgi gorse de bu hipotez de ¢iiriigiin

onlenmesi agisindan kritik olmaya devam etmektedir (32).

Dis ¢iiriigiiniin olusmasindan baslica sorumlu olan Mutans Streptokoklar ve
Laktobasiller dislere yapisirlar, asit tiretirler (asidojeniktirler) ve asitli ortamda yasayip
fonksiyon gorebilirler (asidiiriktirler) (17). Bu karyojenik bakteriler, dis ¢iirigiiniin gelisim
siirecinde farkli patojenik ozelliklere sahiptir. Mutans Streptokoklarin esas olarak dis
cliriigiinlin baglamasindan, Laktobasillerin baslamis olan ¢iiriik lezyonunun ilerlemesinden

sorumlu olduklar1 bilinmektedir (7, 33).
2.3.1 Oral Streptokoklar

Streptokoklar, ag1z mikroflorasinin biiyiik bir kismini olusturan ve agiz icerisindeki
tiim bolgelerden izole edilebilen mikroorganizmalardir. Yuvarlak veya oval sekilli 0.5-2 pm
capinda kok tiirii bakterilerdir. Gram pozitif karakterde olan streptokoklar, besinden zengin
bir ortamda, optimum sicaklikta (37 °C) tirerler. Metabolizmalar1 fermantatif olup baslica
laktat tiretirler. Oral streptokoklar 4 ana grupta incelenmektedir (34-38). Bu gruplar Tablo

2‘de gosterilmektedir.



Tablo 2. Oral florada bulunan streptokoklarin siniflandirilmasi

GRUP

TUR

Mutans Grubu Streptokoklar

. mutans, serotip ¢, e, f, k
. sobrinus, serotip d, g, h
. cricetus, serotip a

. rattus, serotip b

. ferus S. macacae

. downei, serotip h

Salivarius Grubu Streptokoklar

. salivarius
. vestibularis

Anginosus Grubu Streptokoklar

. constellatus
. intermedius
. anginosus

Mitis Grubu Streptokoklar

. sanguinis
. gordoni
. parasanguinis

oralis
mitis

. crista

2.3.1.1 Streptococcus Mutans (S. Mutans)

1924 yilinda Ingiltere’de doktor J.K Clark tarafindan bir cocuk disindeki ¢iiriik
lezyonundan Streptococcus izole edilmis ve gram boyamada daha oval goziiken bu
streptokoklara mutant anlaminda Streptococcus mutans (S.mutans) demistir (3). Kapsamli
taksonomik ¢aligmalar bu organizmalarin, hareketsiz, kapsiilsiiz, katalaz ve oksidaz yanitlari

negatif, gram pozitif, 0.5-0.75 um capinda kisa-orta zincirler halinde bulunan, kok sekilli

bakteriler oldugunu géstermistir (Sekil 2) (33, 39-42).

Sekil 2. Streptococcus mutans kolonilerinin elektron mikroskop goriintiileri (34)




Yapilan serolojik ¢aligmalarda, hiicre duvarindaki karbonhidrat antijenlerine gore 8
serotipe ve su ana kadar izole edilmis olanlar da 7 tiire ayrilirlar.Bu tirler; S. mutans (serotip
c, e, T), S. cricetus (serotip a), S. rattus (serotip b), S. ferus -S. macacae (serotip c), S. sobrinus
(serotip d, g, h), S. downei (serotip h)’dir. Insanda en fazla goriilen %70-100 oraninda S.
mutans in C serotipidir (5, 34, 43, 44).

Streptococcus mutans normal agiz ve bogaz florasinin bir {iyesidir. Biitiin S. mutans
serotipleri ¢lirtigiin 6nemli potansiyel sebebi olarak gosterilmektedir. Asidojenik ve asidiirik
olan S. mutanslar, hiicre duvar1 yiizey proteinleri araciligiyla dis yiizeyine yapisip mannitolii
ve sorbitolii fermente ederek asit tiretebilmekte ve siikrozdan 6zellikle glukan olarak suda
erimeyen hiicre dis1 polisakkaritler sentezleyebilmektedir. Bu polisakaritler, dis plagi olarak
da bilinen biyofilm tabakasinin olusmasinda dolayistyla dis ¢liriigiiniin patogenezinde kritik

bir 6neme sahip olarak kabul edilmektedir (7, 17, 25, 43).
2.3.1.1.1 Streptococcus Mutans’in Dis Ciiriigiindeki Onemi

Bir¢ok epidemiyolojik ¢alisma sonucunda bebeklerdeki biberon ¢iiriikleri, ¢ocuklar
ve gen¢ eriskinlerde mine ¢iiriikleri ve yashlardaki kok ciiriiklerinin birinci siradaki
etkeninin S. mutans oldugu tespit edilmistir (43). Beyaz nokta lezyonlarindan ve ¢iiriik
baslangic1 goriilen dislerden alinan plak 6rneklerine bakildiginda S. mutans ile dis ¢lirtigi

arasinda 6nemli bir iligki oldugu goriilmustiir (45-47).

Dis yiizeyinde ilk kolonize olan mikroorganizma olmamasina ragmen, Loesche, S.
mutans bakterisinin dis ¢iirligli tizerindeki roliinii kapsamli olarak aragtirmis ve S. mutans’in
fissiirlerde ve diizgiin mine yiizeylerinde dis ¢liriigiiniin baglamasinda ¢ok dnemli bir rol

oynadigini belirtmistir (43).

Diinya genelinde tiim insanlarda irk, etnik koken veya cografik durum goéz oniine
alinmaksizin S. mutans mevcuttur (34, 48). Onceki yillarda yapilan galismalara gére S.
mutans in kolonize olmak i¢in sert yiizeylere ihtiya¢ duydugu, bu yilizden bebeklerde dis
stirmesinden 6nce bulunmadig: bildirilmistir (49). Ancak Rosenblatt ve arkadaslarinin yeni
doganlarda yaptig1 ¢alismada, ilk 48 saat igerisinde oral kavitede S. mutans goriildiigii
bildirilmistir (50). Tanner ve arkadaslari ise 6-18 aylik 57 bebekle yaptigi ¢alisma sonucunda
plak orneklerinin %55’inde, dilden alinan G6rneklerin %70’inde S. mutans goriildiigiini
bildirmistir (51).



Streptococcus mutanslar, 19-31. aylarda, siit dislerinin belirmesiyle birlikte kolonize
olmaya baglarlar (52). Kolonizasyon yas ve sert ylizeylerin artmasi ile siirmekte olan dislere
yayilmayla birlikte artar. Ayrica, dis yiizeyi kadar dil ylizeyi de mikroorganizmalar i¢in bir
rezervuar gorevi gorir (21). Okul 6ncesi ¢agdaki ¢cocuklar arasindaki S. mutans prevalansi
% 2.5 ile %13.7 arasinda degigsmektedir. Yapilan ¢alismalar, erken donemde S. mutans

kolonizasyonu engellenirse ileri donemlerde c¢liriik riskinin onemli miktarda azalacagini

bildirmektedir (49, 53, 54).
2.3.1.1.2 Streptococcus Mutans’in Metabolik Aktivitesi ve Viriilansi

Viriilans, bir mikroorganizmanin konakta hastaliga yol acabilecek 6zelliklere sahip
olmasidir. Viriillans faktorleri, konak¢1 dokularin istilalari, biyofilm olusumu, bagisiklik
sisteminden kacis, bakteriyel patogenez, yapisma ve bulasiciliga aracilik etmede onemli
roller oynamaktadir (8, 55). Hem gram-pozitif hem de gram-negatif bakteriler bu nedenle

¢ok sayida hiicre duvari proteini ve protein kompleksi igermektedir (56).

Streptococcus mutanslarin  dis yiizeyini ¢evreleyen dental plagm igerisinde
yasayabilmelerini ve kolonize olabilmelerini saglayan viriilans faktorleri; sahip olduklari
hiicre ylizeyi proteinlerinin araciligi ile dis yiizeyine yapisabilmeleri (adezyonu), asidojenik
ve asidiirik olmalari, ekstraselliiler ve intraselliiler polisakkarit sentezi yapabilmeleri, suda
erimeyen glukan ve fruktan polimerlerinin sentezini kataliz eden glukozil transferaz (Gtf) ve
fruktozil transferazlara (Ftfs) sahip olmalar1 seklinde siralanabilmektedir (57).

Streptococcus mutanslarin dis ylizeyine adezyonlart ve ekstraseliiller matriks
icerisinde mikrokoloniler olusturabilmeleri, patojenik biyofilmin olugmasinda ve
gelisiminde kritik 6neme sahiptir. Karbonhidrattan zengin besinlerin (6zellikle siikroz ve
nisasta) sik tiikketilmesi ile bu patojenik biyofilmin dis yiizeyleri lizerinde kalmaya devam
etmesi sonucu, S. mutans glukan sentezlemeye ve sekeri organik asitlere metabolize etmeye
devam edecektir (58). S. mutans'in asit toleransi, Lactobacillus gibi diger aside toleransl
tiirlerin birikimini de artiracaktir. Bu birikim ortamda asit liretim ve asidifikasyon miktarinin
artmasini saglayacak kritik plak pH'mn normalden daha hizli diisiisiine neden olacaktir. Bu
diisiik pH ortam1 mine ylizeyinin hizla ¢ézlinmesine sebep olmaktadir. Bu durum gz 6niine
alindiginda, arastirmacilar S. mutans in adezyon, asit iiretme ve aside tolerans 6zelliklerine

odaklanmaktadir (59, 60).



2.3.1.1.3 Streptococcus Mutans’in Dis Yiizeyine Adezyonu

Bakterilerin konak doku yiizeyine baglanmalari ve ekstraseliiler matriks igerisinde
mikrokoloniler olusturmalari, patojenik biyofilmin olusmasinda ve gelisiminde kritik 6neme
sahiptir. S. mutans, tiikiiriik ile kapli ylizeylere 6zel bakteriyel adezinler ve spesifik pelikil
proteinleri araciligiyla tutunabilmektedir (61). S. mutansin dis plagi i¢ine adezyonu siikroza
bagli ve siikrozdan bagimsiz olmak tizere iki yolla gerceklesmektedir (Sekil 3) (62).
Stikrozdan bagimsiz yapisma, dis ylizeyindeki tiikiiriik bilesenlerine baglanma siirecini
baslatatir, ancak siikroza bagli yapisma, dis ylizeyinde kolonizasyon olusturmaktan esas
olarak sorumlu olabilmektedir. S. mutans'in siikrozdan glukan sentezleme yetenegi, yapisma
verimini arttirarak, diger oral streptokok, laktobasillus ve aktinomiges tiirleri dahil olmak
tizere ¢esitli mikroorganizmalarin dis plagi igindeki kolonizasyonunu arttiracaktir (60, 63,

64).

1. Sucrose-dependent adhesion 2. Sucrose-independent adhesion
Coll wall attached
proteins
Ex: antigen I
Sugar Monomers Glucan EPS -

5 -8y

Sekil 3. Streptococcus mutans’in adezyon mekanizmasi (54)

2.3.1.1.3.1 Siikroz Bagimli Adezyon

Glikozil transferazlarin (Gtf) glukanlarin sentezindeki etkisi, siikkroza bagl
yapismanin arkasindaki temel mekanizmadir (65). Bu enzimler, biiyiime kosullarinda siikroz
mevcut oldugunda biyofilm olusumu ve viriilans igin gereklidir. S. mutans, gtfB, gtfC ve
gtfD tarafindan kodlanan ii¢ gtf'ye sahiptir. Tiim gtfler hem suda ¢6ziiniir hem de suda
¢Oziinlir olmayan glukanlar1 sentezler. Bu polimerler, 6zellikle suda ¢oziinmeyen glukanlar,

plak biyofilm matrislerinin ana bilesenleridir (7, 66, 67).

Glukanin S. mutans'in yapismasin kolaylastirma kabiliyetinin, hem tiikriik zariyla

hem de diger bakterilerle hidrojen bag1 yapabilmesinden kaynaklandig1 diisiiniilmektedir
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(68). Glukan daha once siikrozdan bagimsiz yollarla yapismis olan S. mutans veya baska
oral streptokoklar tarafindan sentezlenebilir. S. mutans'in neden birden fazla Gtf'ye ihtiyag
duydugu bilinmemektedir, ancak farkli Gtflerin bakteri yiizeyi veya tiikiirik pelikili igin
farkli afinitelere sahip olduguna ve her birinin belirli bir oraninin optimal siikroza bagl

adezyonu igin gerekli olduguna dair mevcut kanitlar bulunmaktadir (35, 60, 69).
2.3.1.1.3.2 Siikrozdan Bagimsiz Adezyon

Konakg¢1 dokuya yapisma, bakteriyel viriilans igin kritik bir adimdir ve hem gram-pozitif
hem de gram-negatif bakteriler ¢ok ¢esitli hiicre duvari proteinleri ve protein komplekslerini
icermektedir (56, 70). Gram-negatif bakterilerde pili yapismada 6nemli bir rol oynarken,
gram-pozitif bakteriler adezyon igin, pilin bilesenlerine benzer yapisal motiflere sahip
proteinleri igerir. Bu proteinler "yapigkan matris molekiillerini tantyan mikrobiyal yiizey

bilesenleri” olarak adlandirilmaktadir (Sekil 4) (71).

LPXTG motif

I
GO

5 N-terminal signal sequence
W cell wall sorting region containing the LPXTG motif
M  membrane-spanning hydrophobic domain

C cytoplamic positively charged C-terminal tail

Sekil 4. Yiizey proteinlerinde ve pili bilesenlerinde bulunan ortak yapisal bilesikler (71)

S. mutans, siikroz yoklugunda bile kolonizasyonu miimkiin kilan ¢ok sayida yiiksek
afiniteli ylizey adezinine sahiptir. Cogu oral streptokokta benzer proteinler bulunur ve bunlar
P1, WapA, GbpA, (GbpC), eDNA, BrpA, Psr ve antijen B olmak iizere ¢esitli isimlerle
belirtilmektedir (60, 67, 72). En ¢ok incelenen adezinlerden biri, ayn1 zamanda P1, SpaP
veya PAc olarak da bilinen ikili Antijen I/ 1I'dir. Bu yapisal olarak karmasik ¢ok fonksiyonlu
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adhezin, konak reseptorlerinden GP340 veya DMBT-1 ile etkilesim yoluyla tiikiiriikk zarina
yapismaya aracilik etmektedir (67).

Yiizey proteinleri fibrinojen, fibronektin ve kollajen gibi 6nemli konake1 hiicre dist
proteinlerini bakteri hiicre duvarindaki peptidoglikana, bir transpeptidaz enzimi olan Sortaz

A enzimi ile kovalent olarak baglanarak tanimaktadir (70).
2.4. Sortaz Enzimleri

Sortaz enzimleri ¢ogu gram-pozitif bakterilerin hiicre duvarinda yer alan
transpeptidaz ailesinin bir {iyesidir. Bakterinin dokuya kovalent baglantisini diizenleyen bu
enzim grubu Sortaz A, B, C ve D olmak iizere 4 smiftan olusmaktadir (73, 74). Sortaz
enzimleri bakterinin yasamasi ig¢in gerekli degildir ancak patogenezde Onemli rol
oynamaktadirlar. Ozellikle sortaz A enzimi, tiim gram-pozitif bakterilerde korunmus olup
Streptococcus mutans, Staphylococcus aureus gibi patojen bakterilerin enfeksiyonlarindan

sorumlu tutulmaktadir (8, 75).

Farkli bakteri tiirleri farkli sayida ve farkli ¢esitte sortaz enzimlerine sahiptir.
Ornegin; S. aureus Sortaz A ve Sortaz B enzimlerine sahipken S. pneumoniae 4 farkli Sortaz
enzimine sahiptir (76, 77) . S. aureus, S. mutans ve diger bircok gram-pozitif patojenin
viriilanslhiginda hiicre disinda yer alan bu enzimlerin birinci derecede katkis1 bulunmaktadir.
Bunlar arasinda Sortaz A tim gram pozitif bakterilerde bulunmakta ve patojenitede 6nemli
rol oynayan LPXTG motifi iceren proteinlerin hiicre duvarina baglanmalarin1 saglamaktadir

(74,75, 78).
2.4.1 Sortaz A (SrtA) Enzimi

Sortaz A (SrtA), gram-pozitif bakterilerin birgok viriilans faktoriiniin hiicre duvari
tizerine kovalent baglanmasindan sorumlu, membran ile iliskili bir Sistein transpeptidaz enzimidir
(8). iki kisa sarmal ve birkag déngii igeren korunmus sekiz B ipligi igerir. Bu protein, bir
katalitik alan ve N-terminalinde bulunan santral transmembran alanindan olusur (Sekil 5).
Enzimin aktif bolgesi B6 ve 7 pili tabakalarindan olusan hidrofobik kisimda yer almaktadir
(55). S. mutans iz SrtA enziminin aktif bolgesinde, enzimin Katalitik aktivitesinden sorumlu
olan sistein 205 (Cys205), arjinin 213 (Arg213) aminoasitleri bulunmaktadir. Cys205
aminoasiti enzim aktivitesinde Onemli rol oynamakta olup micheal addition tepkime
reaksiyonu ile kovalent bag yapma 6zelligine sahiptir. Katalitik alan kismindaki (Cys-His-

Arg) bolgesi olduk¢a korunmaktadir (8, 79). NMR (niikleer manyetik rezonans) sonuglarina
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gdre ortamda bulunan Ca*? iyonunun, iyon baglayici bdlgedeki konformasyonu degistirerek

enzimin katalitik aktivitesini artirdig1 bildirilmistir (70, 74, 79-81).

/;::.:»

Sekil 5. Sortaz A enziminin 3-boyutlu kristal yapisi (Bobinler yesil, sarmallar mavi,

heliksler kirmizi, ligand yapisi sar1 renkte belirtilmistir)

Sortaz A transpeptidasyon reaksiyonunu katalizleyerek yiizey proteinlerinin
bakterilerdeki peptidoglikana tutunmasini saglamaktadir. SrtA enzimleri bu mekanizmada
hiicre membraninda yer alan yiizey proteinlerinin C-terminalinde korunmus bir bes
aminoasit dizisini (LPXTG) tanir ve aktif bolgede yiiksek oranda korunmus sistein kalintisi
kullanarak treonin ve glisin arasindaki amid bagini ayirir (79). Daha sonra karboksil
terminalindeki treoninin, hiicre duvarinda yer alan lipit [I'nin pentaglisin ¢apraz kopriisiiniin
serbest amino terminali arasinda kovalent bag olusturur (8, 55). Son olarak, lipid 1l-yiizey
protein kompleksi, transglikolizasyon ve transpeptidasyon reaksiyonlar1 yoluyla
peptidoglikana dahil edilir ve bu hiicre duvar1 adezyonunda rol oynar (Sekil 6). Boylece
ylizey proteinleri, bakterinin konak¢i canlinin hiicre ve dokularina tutunabilmesini,
bagisiklik sisteminden kagabilmesini bdylece enfeksiyona neden olmasini ve biyofilm

olusturabilmesini saglamaktadir.
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Sekil 6. Sortaz A enziminin transpeptidasyon reaksiyonunun

sematik olarak gosterimi (81)

Yapilan bir dizi g¢alisma, SrtA'min delesyonundan (eksiklik) sonra,
proteinlerinin (Pac,

yiizey
Dex ve GpbC) ¢ogunun santrifiijlemeden sonra siipernatanda
goriindiiglinii, ancak hiicre duvarindaki varliklarinin azaldigini gostermistir (82). Ayrica,
yapilan bir diger ¢alisma sonucunda, SrtA eksikligi olan S. mutans n agiz mukozasina ve
dislere yapigsma yeteneginin engellenmesi sonucu diisiik biyofilm biyokiitlesi sergileyerek
ciriik olusumunun azaldigi gosterilmistir (83). Sonug¢ olarak SrtA, S. mutansile
konakg1 arasindaki etkilesimde 6nemli bir role sahiptir ve SrtA aktivitesinin inhibe edilmesi,
dis ciirlimelerini 6nlemek veya tedavi etmek i¢in antimikrobiyal ve ¢liriik dnleyici ajanlarin

gelistirilmesinde potansiyel bir hedef gorevi gérmektedir.
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2.4.2 Sortaz A Enzimine Yonelik inhibitorlerin Gelistirilmesi

Bakteriyel canliligin bakterisit bilesikler tarafindan bozulmasi veya biiylime
dongiisiiniin ~ bakteriyostatik ajanlar tarafindan inhibe edilmesi, ilaca direngli
popiilasyonlarin hizli bir sekilde artmasina yol agmustir (75). Bu sebeple, bakteriyel
enfeksiyonlarla savasmak i¢in yeni yontemlere ihtiyag duyulmustur. Bunlar bakterinin
canliligindan ziyade viriilans faktorlerinin inhibisyonuna dayanan yontemler olarak
karsimiza ¢gikmaktadir. Bakteriyel yapismanin engellenmesi, dis ¢iirtigii ile miicadelede ideal
bir stratejidir, ¢linkli agiz boslugu igindeki ekolojik denge bozulmadan biyofilm olusumu

Onlenebilmektedir (84).

Dis ciiriiglinii 6nlemede yeni antibakteriyel ajanlarin gelistirilmesi i¢in hedef olarak
SrtA'nin segilmesinin sebebi, S. mutans in viriilansinda sahip oldugu kilit roliin yan1 sira ve
mikrobiyal canliliga etki etmeden yalnizca biyofilm olusumunu azaltarak hareket etmesi ve
bu sayede direngli bakteri tiirlerinin gelismesine yol agabilecek higbir segici baski
uygulamamasidir (85). Ayni zamanda, bu enzimin hiicre duvarinda bulunmasi, inhibitérlerin
bakteri hiicresinin i¢ine girmesine gerek olmadig1 anlamina gelir ve bu da yeni bir inhibitor
icin farmakokinetik gereksinimleri azaltmaktadir (86). Tiim bu durumlar, dis hekimliginde
SrtA’ya karst etkili bir inhibitdr gelistirilmesini popiiler bir c¢alisma konusu haline

getirmektedir.

Inhibitdrler, SrtA’nin etkinliginde énemli bir role sahip olan olan Cys205 aminoasiti
ile aralarinda hidrojen baglari veya Michael tepkimesi olusturup, SrtA'nin yiizey
proteinlerinin LPXTG motifini tanimasii engelleyerek etki gostermektedirler. Boylece

ylizey proteinlerinin hiicre duvar1 adezyonu engellenmis olur (Sekil 7) (8).
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Sekil 7. Sortaz A enziminin kataliz ve inhibisyon mekanizmasi (8)

Giliniimilizde SrtA inhibitorlerinin ¢esitli siniflar1 tanimlanmistir ve bunlar arasinda
sentetik kiiciik molekiiller (70, 76, 87, 88) rasyonel tasarimli ligand, peptid analoglar1 (88,
89) ve bitkilerden elde edilen dogal iiriinler (90-92) yer almaktadir. Bunlardan en siklikla
kullanilanlari; trans-kalkon (79), kurkumin (93), klorheksidin (94) ve flavonoid (95, 96)
bilesikleridir (Sekil 8). Flavonoidler polifenolik bitkisel dogal tiriinlerdir ve S. mutans’in

SrtA enzimine kars1 iyi inhibisyon sergilemektedir (91, 95, 96).
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Sekil 8. Sortaz A enzimine yonelik bilimsel ¢aligmalarda kullanilan inhibitorler
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Antibakteriyel aktivite bu bilesiklerin bir¢cogu icin bilinse bile, viriilans 6nleme
tizerindeki etki mekanizmalari hala tam olarak agiklanamamaktadir. Ayrica bu inhibitorlerin
seciciliklerinin ve inhibisyon 6zelliklerinin yeteri kadar iyi olmamas1 da antimikrobiyal ajan
olarak kullanimlarini sinirlandirmaktadir (97). Bu nedenle, enzimin etkinliginde kritik role
sahip aminoasitlerin molekiiler seviyede aydinlatilarak buna yonelik segici inhibitorlerin

tasarlanmasi biiyiik 6nem tasimaktadir.

Bu bilgiler dogrultusunda yapilan bu tez ¢alismasinda, S.mutans SrtA enziminin
inhibisyon mekanizmasini daha iyi anlamak ve temel yapisal 6zelliklerini ortaya ¢ikarmak
icin yeni antimikrobiyal ajanlarin molekiiler modelleme yOntemi ile gelistirilmesi ve bu

sayede dis ¢iiriigii tedavisine yonelik 6nemli katkilarin saglanmasi amaglanmaistir.
2.4.2.1 Klorheksidin (CHX)

Klorheksidin gram-pozitif ve gram-negatif bakteriler, baz1 mantar ve viriisler de
dahil olmak iizere bir¢ok mikroorganizmaya karsi ¢ok cesitli antimikrobiyal aktivite
gosteren katyonik bir bisbiguanid ajandir (94). Etkisini bakteri hiicre zarmin yapisini
degistirip hiicre i¢i ozmotik dengeyi bozarak géstermektedir (98, 99). ilk olarak 1953 yilinda
antiseptik ajan olarak klinik tibba girmistir. Dis hekimliginde siklikla oral hastaliklarin
onlenmesi ve tedavisinde kullanilirken, dental plagi onlemede altin standart olarak kabul
edilmektedir (94, 100). CHX Klinik dis hekimliginde agiz gargarasi, sprey jel ve cila
formunda yaygin olarak kullanilmaktadir (101).

Klorheksidin dil, dis, mukoza gibi oral dokular tarafindan absorbe edilmesi sayesinde
uzun siireli antimikrobiyal etkinlik gostermektedir (102). Klorheksidin jelinin ¢iiriik dnleyici
etkinliginin degerlendirildigi klinik caligmalarda, oral florada yer alan bakterilerin azaltmasi
ve plak olusumunun kimyasal kontrolii sayesinde ¢iiriik olusumunu %68’e varan oranlarda
onledigi ayn1 zamanda dis eti iltihabini azalttigi birgok ¢alismada bildirilmektedir (103-105).
Klorheksidin, S. mutans’a karg1 kanitlanmis antibakteriyel etkinliginin bulunmasi nedeniyle,
yeni materyallerin antibakteriyel etkinliginin degerlendirildigi ¢alismalarda kontrol grubu

olarak kullanilmaktadir (101, 106).

Bununla birlikte, CHX’in uzun siireli (2 haftadan fazla) ve yiiksek konsantrasyonda
(>%0,2) kullanimu dil, disler, orak mukoza ve restorasyonlarda kahverengi lekelenmelere ve
tat duyusundaki degisime neden olmaktadir (107, 108). Ayrica yine zaman ve doza bagl

olarak insan hiicrelerine kars1 sitotoksik aktivite gostererek nekrotik hiicre 6liimiine sebep
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olabilmektedir (99). Bu sebeple dental plagin onlenmesine yonelik c¢alismalar, CHX'in
potansiyel yan etkilerinden kag¢inmak igin daha az sitotoksik, biyouyumlu, kimyasal

olmayan dogal iirtinlerin kesfine dogru yonelmistir.
2.4.2.2 Kalkonlar

Bitkilerde oldukga yiliksek miktarda bulunan tiim flavonoid gruplarinin 6ncii bilesigi
olan kalkonlar kimyasal olarak ii¢ karbonlu o,- doymamis karbonil kopriisii ile iki aromatik
halka igeren, genellikle trans formunda bilesiklerdir (109). Dogal olarak bitkilerden izole
edilebilen kalkonlar sentetik olarak da sentezlenebilmektedir. Kalkonlarin antioksidan,
antibakteriyel, antifungal, antiviral, antikanser, antiinflamatuar ve antihistaminik gibi
biyolojik aktiviteleri bulunmaktadir (110, 111). Genis biyolojik aktiviteleri ve de pek ¢ok
sentez reaksiyonunun baslangig bilesigi olarak kullanilabilmeleri sebebiyle son zamanlarda
literatiirde kalkonlarin ilag olarak kullanimi {izerine olduk¢a fazla ¢alismanin yer aldigi

goriilmektedir.
2.4.2.3 Flavonoidler

Flavonoidler ailesi baslica; flavonlar, flavanlar, flavonoller, Kkatesinler ve
antosiyanidinler {iyelerinden olusan, bitkilerin biyolojik siireclerde dogal olarak
sentezledikleri polifenolik bilesiklerdir (112). Giiniimiizde 4000’in iizerinde tanimlanmis
flavonoid bulunmaktadir. Bu molekiiller, biiyilk oranda bitkilerin yapraklarinda,
cigeklerinde ve tohumlarinda bulunmasinin yani sira sebze ve meyvelerin dogal yapilarinda

bulunan antioksidanlar olarak da bilinmektedirler (113).

Flavonoidlerin anti-inflamatuar, antioksidan, antialerjik ve antikanser 6zelliklere
sahip olduklari uzun zamandir bilinmektedir. Ayrica flavonoidlerin antibakteriyel,
antifungal, antiviral, 6zelliklere sahip olduklar1 ¢esitli ¢alismalarda gosterilmistir (91, 95).
Bu 6zelliklerinden dolay1, birgok flavonoid beslenme, gida giivenligi ve saglik alanlarinda

yaygin olarak kullanilmaktadir (114, 115).
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3. GEREC VE YONTEM
3.1. Molekiiler Modelleme

Molekiiler modelleme, deneysel calismalar dogrultusunda molekiilerin kimyasal ve
fiziksel ozellikleri arasindaki temel iliskiyi, almis oldugu ti¢ boyutlu (3D) ve kimyasal
yapilart anlamaya c¢alisan bir tekniktir. Bu teknigin bir¢cok olast metotlar1 ve uygulamalari
mevcuttur. Ornegin, atom veya aminoasit Olceginde proteinlerin nasil katlandiklari,
fonksiyonlarin1 nasil gerceklestirdikleri, protein-protein etkilesmeleri, protein-ilag
etkilesimleri (molekiiler docking), biyolojik sistemlerdeki cesitlilik, ekolojik degisimler
veya diger sebeplerden dolay1 biyolojik sistemlerde olusan siirekli degisimler (mutasyonlar)

gibi arastirmalarda molekiiler modelleme yaklagimlarindan faydalanilmaktadir (10, 116).

Farmasotik arastirmalarinda kullanilan molekiiler modelleme tekniklerine Bilgisayar
Destekli (Rasyonel) Ilag Tasarimi (Computer Assisted Drug Design (CADD) adi
verilmektedir. Bilgisayar Destekli Ila¢ Tasarimi, farmasotik ilag kesfine yonelik yeni akilct
yaklasimlar gelistirerek molekiillerin yap1 ve etkinliklerinin arasindaki iligkilerinin
aydinlatilmasina olanak saglayan 6nemli bir bilimsel ¢calisma alanidir. Bu alan, 1980'lerden
bu yana daha da ivme kazanarak molekiiler biyolojide ve deneysel/teorik yapisal kimyada
ve de bilgisayar teknolojilerinde olaganiistii gelismelere neden olmustur. Bu gelismelerin

her biri, molekiiler modellemenin temelinde 6nemli bir yere sahiptir (117, 118).

Giliniimilizde bilgisayar destekli ilag tasarimina yonelik gelistirilmis birgok akilci
yaklasim mevcuttur. Hiicresel mekanizmalarda rol oynayan hedef biyomolekiilerin 3-
boyutlu (3B) yap1 bilgisi mevcut ise, efektor (ligand) yapilarinin bu hedef yapilara yonelik
biyolojik etkinlik tahmini i¢in yapi1 temelli (hedef yapi tabanl) ila¢ tasarimi, hedef
biyomolekiiliin 3B yap1 bilgisi mevcut degilken etkinligi daha 6nce bilinen ligand yapi
bilgileri mevcut ise, ligand temelli ila¢ tasarim yontemleri kullanilmaktadir (9, 119).
Ayrica hem hedef biyomolekiiliin hem de ligand molekiilerinin yap1 bilgileri mevcut oldugu
durumlarda ise ilag kesfinde ve endiistrisinde son zamanlarda siklikla uygulanan de novo

tasarim yontemine bagvurulmaktadir (Sekil 9).

19



Yani1 T i Molekiiler ‘
apt “emmelt | Docking

flag Tasarimi (Kenetlenme)
. § Farmakofor
BiLGISAYAR DESTEKLI Ligand Temelli ‘
ILAC TASARIMI i (
< llag Tasarim ‘ Kantitatif Yapi-
Aktivite Iliskileri
(QSAR)
Yap1 & Ligand Temelli

( De novo Tasarim

Ilag Tasarmmi

Sekil 9. Bilgisayar destekli ila¢ tasarim yontemlerinin genel semasi

Ote yandan farmakokinetik yontemler ise kimyasal yapilarm, viicutta Absorbsiyon,
Dagilim, Metobolizma, Eliminasyon ve Toksitite (ADMET) analizleri yapilarak

incelenmesine dayanmaktadir (119).
3.1.1 Molekiiler Docking (Kenetlenme)

Yap1 temelli ilag tasarimi olarak bilinen molekiiler docking, 3-boyutlu yap1 bilgisi
mevcut olan hedef biyomolekiiller ile efektor yapilar arasindaki etkilesimlerin

incelenmesine olanak saglayan bilgisayar destekli ilag tasarim yontemidir (10, 97).

Molekiiler docking, kararli bir kompleks olusturmak iizere birbirine baglanan iki
molekiilden birinin tercih edilen yonlendirilmesini bilgisayar ortaminda tahmin edebilen bir
yontem olup hem ilaglarin rasyonel tasariminda hem de biyolojik siirecin anlasilmasinda
onemli bir yere sahiptir. Bu yontem, protein etkilesmesini saglayan ana sebepleri anlamak

ve molekiiler seviyede bu olaylarin kontroliinii saglamak i¢in 6nemli bir adimdir (120).

Molekiiler kenetleme yontemi i¢in kullanilan bir¢ok paket program mevcuttur.
DOCK (121), FlexX (122), GOLD (123), Glide (124), AutoDock (125), ICM-Pro (126) ve
MOE (127) bu yontem igin en sik kullanilan docking programlaridir. Bu programlardan

Ozgiir yazilima sahip AutoDock Tools (ADT), molekiiler kenetlenme analizleri i¢in en ¢ok
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tercih edilen docking programidir. Bu paket programin serbest baglanma enerjisi

hesaplamalari i¢in kuvvet alan1 temelli skorlama fonksiyon denklemi kullanilmaktadir:

AG = (VbLa_QIiL bagSLz) + (Vbagll bagSLz) + ( bagll bagmz + ASkonf)

Bu denklemde, 4G, her bir olas1 konformasyon durum igin ligand ve hedef protein
yap1 arasindaki serbest baglanma enerjisini temsil etmektedir. Serbest baglanma enerjisi,
ligand ve proteinin bagsiz durumlarindaki intramolekiiler, ligand ve proteinin bagh
durumlarindaki intermolekiiler enerjilerinin ve baglanma sirasindaki konformasyonel

entropinin (4S) toplam1 seklinde hesaplanr.
3.2 Absorpsiyon, Dagilim, Metabolizma, Eliminasyon, Toksisite (ADMET)

ADMET ozellikleri, bir ilag molekiiliiniin absorpsiyonu, dagilimi, metabolizmasi,
eliminasyon ve toksisitesi ile ilgilidir (128). ilaglarin organizma icerisindeki bu
farmakokinetik 6zellikleri, ilacin tedavi etkinligini ve sonrasinda tiim organizmada biraktig1
etkiyi tanimlamaktadir. Bundan dolay:1 ilacin viicuda verilis sekli (intravendz, oral,
intramuskular), viicutta dagilimi (ilacin viicuda verilisinden sonra yilizde kaginin sistemik
dolagima girdigi), viicutta ilacin metabolize olmasi (ilacin viicuda verilisinden sonra yiizde
kaginin mide, bagirsaklar ve karacigerde metabolize oldugu) ve viicuttan ilacin
eliminasyonu (ilacin viicutta metabolize edildikten sonra yiizde kaginin renal yolla atildig1)
farmakolojik olarak ©onemli Ozelliklerindendir. Bu o6zelliklerin ilagtan ilaca farklilik

gostermesi ilaglarin kimyasal yapilarindaki farkliliklardan kaynaklanmaktadir (129).

Bir ila¢ molekiiliiniin canli sisteme metabolik olarak denenebilmesi i¢in toksik etkisi
olabildigince azaltilmali ve istenmeyen etkilerinin minimum seviyeye indirilmesi gereklidir.
Bu amagla, ilag olarak tasarlanan bilesiklerin ADMET degerlerinin hesaplanmasi ile viicutta
daha az yan etki gosteren (toksitesi diisiik) farmakokinetik ag¢idan uygun yapilarin
belirlenmesi saglanmaktadir (130). Bilesiklerin molekiil agirliklari, dagilim katsayilari
(LogP), polar yiizey alanlari, hidrojen bagi yapabilme dereceleri, toplam atom sayilar1 gibi
kimyasal oOzellikleri viicut icerisindeki etkilesimlerini ve viicuttaki farmakokinetik

ozelliklerini belirleyen en 6nemli unsurlardir (131).
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Lipinski ve arkadaslar1 1997'de, bir bilesigin oral biyoyararlanimi ve emilimi gibi
farmokinetik 6zelliklerini tahmin etmek i¢in kurallar 5nermislerdir. Onerilen bu kurallar test

edilen bilesiklerin fiziko kimyasal 6zelliklerine dayanmaktadir. Bu 6zellikler;

— Molekiiler agirlik <500 g / mol

— Hidrojen bagi alic1 sayis1 (toplam N ve O atomlarinin) < 10

— Hidrojen bagi verici sayisi (toplam OH ve NH gruplar1) <5

— Lipofilite katsayisi (oktanol ile su arasindaki dagilim katsayisi) (Log P) <5

olarak belirtilmistir (132). Lipinski’nin bes kuralina gore, bir molekiil, dort kuraldan ikisini
veya daha fazlasini ihlal ederse, ila¢ olmak icin yeterli sayilmamaktadir. Ancak kurallar,
daha basit ve kii¢iikk molekiillerden ¢ikarildiklari igin karmasik dogal {irinler i¢in her zaman
uygun olmamaktadir (133). Giiniimiizde, daha iyi ADMET o6zelliklerine sahip etkili

molekiiller bulmak 6nemli bir konu olarak karsimiza ¢ikmaktadir.

ADMET analizleri igin kullanilan birgok program mevcuttur. Bunlardan 6zellikle
Discovery Studio (134), QikProp (135), SwissADME (136), VolSurf (137), ADMET
Predictor(138) ve MetaDrug(139) en ¢ok kullanilan programlardir.

Yukarda belirtilen bilgiler dogrultusunda, bu tez calismasi i¢in yararlandigimiz
molekiiler modelleme teknikleri ve bu teknikler sonucu olusan bulgular asagida

aciklanmustir.

3.3 Molekiiler Modelleme Calisma Protokolii

Bu tez ¢alismasinda, S. mutans-SrtA enzimine yonelik farkli antimikrobiyal ajanlarin
inhibisyon mekanizmasinin, yapi-temelli ilag tasarim yontemi ile aydinlatilarak dis ¢lrtigi
olusumuna yonelik onleyici ve tedavi edici olarak daha spesifik ve etkin inhibitorlerin

gelistirilmesine katki saglanmas1 amaglanmaktadir.

Bu dogrultuda ¢alismamiz bes ana basamaktan olusmaktadir (Sekil 10). Oncelikli
olarak ilk asamada hedef enzimin, aminoasit sekans bilgisi dogrultusunda 3-boyutlu yapisi
ve inhibitorlerin baglanma afinitesi gosterebilecegi etkilesim bdlgeleri belirlenmistir.
2.asamada, bir¢ok veri tabanlar1 araciligiyla S. mutans SrtA enzimine yonelik kimyasal
bilesikler taranmistir. 3.asamada taranan bu bilesikler ADMET o6zelliklerine gore
farmakokinetik agidan degerlendirilmistir. 4.asamada ise farmakokinetik a¢idan uygun olan

bilesikler ile hedef enzim yapis1 arasindaki etkilesim mekanizmasinin molekiiler seviyede
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incelenmesi amaciyla molekiiler docking yontemi uygulanarak baglanma serbest enerji ve
inhibisyon katsayis1 hesaplanmistir. Son asamada ise, enzim-ligand etkilesim
mekanizmasinda rol oynayan aminoasitler molekiiler seviyede aydinlatilmistir. Calismanin

asamalar1 Sekil 10°da sematize edilmistir.
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Sekil 10. Molekiiler modelleme yontemi semasi
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3.3.1 Molekiiler Modelleme Calisma Protokolii Asamalar:
1. Asama: Streptococcus mutans Sortaz A enziminin yap bilgisi:

e Oncelikle bu tez kapsaminda hedef yapimiz olan S. mutans SrtA enziminin, NCBI
veri tabanindan aminoasit sekans bilgisine erisilmistir. Bu bilgilere gore; S. mutans

tiirtine ait olan SrtA enzimi 246 amino asit uzunlugundadir (Sekil 11).

>APUS3343.1 sortase [Streptococcus mutans]
MKKERQSRKKRSFLRTFLPILLLVIGLALIFNTPIRNTLIAWNTNRYQVSNVSKKDIEHNKAAHSSFDF
RKVESISTQSVLAAQOMARQOKLPVIGGIAIPDLKINLPIFKGLDNVGLTYGAGTMKNDQVMGENNYALAS
HHVFGMTIGSSQMLFSPLERAKEGMEIYLTDRNKVYTYVISEVKTVIPEHVEVIDNRPGONEVILVICTD
AGATARTIVHGTYKGETDFNKTISKKIKKAFRQSYNQISF

Sekil 11. S. mutans SrtA enzimine ait aminoasit sekans bilgisi

e Bu enzimin 42-206 aminoasit kismini igeren bolgesinin 3-boyutlu (3B) yapis1 X-ray
yontemi ile aydinlatilmistir. 3B yap1 bilgisine protein data bankasindan

(http://www.rcsb.org/) ulasiimistir (PDB kodu: 4TQX) (Sekil 12).
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Sekil 12. (A) S. mutans SrtA enziminin 3B yapisi (B) S. mutans SrtA enziminin sekans ve
ikincil yapr bilgileri

e SrtA enzimine ait 3B kristal yapidaki su molekiileri Discovery Studio 2017 S2 (134)
programi kullanilarak ¢ikartilip, PBD2PQR (140) programi ile fizyolojik pH
kosularinda protonlanma yapilarak kenetlenme islemi i¢in hazirlanmistir.

2. asama: S. mutans SrtA enziminin inhibisyonuna yonelik kimyasal bilesiklerin
taranmasi

e Buanaliz i¢in; ChEMBL (141), PubChem (142), ZINC (143) veri tabani ve literatiir
bilgileri kullanilarak SrtA enzime yonelik kimyasal bilesikler taranmistir.
e Tarama sonucu 77 kalkon, 24 flavonoid tiirevli bilesik ve klorheksidin olmak {izere

toplamda 102 adet kimyasal bilesik reaksiyonun ligandlari olarak belirlenmistir (Ek
Tablo 1).
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3.asama: ADMET Analizi

Taranan 102 adet kimyasal bilesigin (.smiles) formatinda veri dosyalari
hazirlanmistir.

Bu dosyalar, bilesiklerin fizikokimyasal, farmakokinetik, lipofilite ve suda
¢ozinlrlik gibi o6zelliklerine Lipinski (132) ve Veber (144) kurallarina gore
filtreleme yapan SwissADME (136) programina yiiklenmistir.

Molekiiler agirlik, donebilen bag sayisi, hidrojen bagi alicilarinin sayisi, hidrojen
bag1 vericilerin sayisi, lipofilite katsayis1 (LogP), kutuplasmis yiizey alani, molar

refraktivite parametreleri ile farmakokinetik a¢idan degerlendirilmistir.

Bu sayede, dis clriigiinii azaltmaya yonelik gelistirilebilecek ajanlarin uygulanim sonrast

tiikiiriik araciligi ile yutulabilmesi sonucunda olusabilecek yan etkiler azaltilabilecektir.

4. asama: Molekiiler Docking (Kenetlenme) Analizi

Hedef enzim yapisinin kristal yapisinda referans bir ligand ve baglanma bolgesi
bilinmedigi i¢in bu enzimle sekans benzerligi olduk¢a yiiksek olan S. aureus tiiriine
ait SrtA enzimine ait kristal yapmin (pdb kod:2MLM) baglanma bdlgesi ile
eslestirilmistir.

Bu islem Chimera 1.13.1 (145) programinin matchmaker fonksiyonu ile birbirlerine
iist tiste getirelerek (superimpose) gergeklestirilmistir.

Bu islem sonucunda hedef protein ve ligand yapist kaydedilerek AGFR1.1 (146)
programinda baglanma bdlgesinin X,y,z kartezyen koordinatlarinin merkezi 6.85,
27.70, -22.48, grid kutusu 33, 44, 49 ve bu noktalar aras1 bosluk (grid space) 0.375A
olarak belirlenmistir.

Veri tabanlar1 araciligryla taranan bilesiklerden farmokinetik olarak uygun olanlara,
Discovery Studio (134) programi ile Hidrojen atomlar1 eklenip .pdb dosya
formatinda kaydedilmistir

Gerekli hazirlik dosyalar1 tamamlandiktan sonra, AutoDock4.2 (125) programi ile
ligandlar ve SrtA enzimi arasindaki etkilesimi belirlemek igin molekiiler docking
yontemi uygulanmistir.

Bu yontem, Lamanckian Genetik algoritma ile 100 c¢alisma adiminda

gergeklestirilmistir.
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e Buislem sonucunda her bir olas1 konformasyon durum i¢in baglanma serbest enerjisi

(AG) ve baglanma ilgisi (afinitesi) hesaplanarak olusan sonuglar degerlendirilmistir.

5. asama: Enzim-Ligand yapisinin baglanma analizi

e Kenetlenme sonucunda olusan her bir enzim-ligand yapisinin en diisiik enerjideki
konformasyonlarina ait ti¢ boyutlu yapilarinin baglanma bolgelerindeki etkilesimleri
Discovery Studio programu ile analiz edilmistir.

e Bu analizde enzim ile ligand arasindaki etkilesimde onemli role sahip aminoasitler
ve yapmis olduklar1 kimyasal baglanma tiirleri (hidrojen, vander waals, hidrofobik)

incelenmistir.

Bu bilgilerin 15181nda, dis cliriigiinii erken asamada onlemek ve tedavi etmek igin
S.mutans SrtA enzimine kars1 inhibitor olarak belirlenen klorheksidin ve 93 adet dogal
bilesigin molekiiler modelleme yontemi ile inhibisyon mekanizmalar1 molekiiler seviyede
aydmlatilmistir. Boylece, S.mutans SrtA enzimine yonelik mevcut inhibitorlerden daha
secici ve daha az yan etkiye sahip inhibitorlerin gelistirilmesine katki saglanarak bu alanda
yapilacak olan deneysel calismalarin daha az maliyetli ve isabetli olmasina katki

saglanacaktir.
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4. BULGULAR

4.1 Ligandlarin ADMET Analizinin Degerlendirilmesi

Déndiiriilebilir baglar, molekiiler esnekligin bir dl¢iisiinii temsil eder. Inhibitorler

stabilite gostermesi acisindan, diisilk molekiiler esneklige sahip olmalidir. Bunun yanisira,

bilesiklerin inhibisyon etkinligi i¢in sahip olmasi gereken hidrofilik ve hidrofobik 6zellikler

hidrojen bag1 alic1 ve verici sayilarina bakarak yorumlanabilir. Bu bilgiler dogrultusunda,

sanal veri tabanlar1 ve literatiir tarama ile elde edilen 101 adet dogal bilesigin ve CHX’in

farmakokinetik ozellikleri Lipinski ve Veber kurallarina goére filtrelenerek ADMET

(absorpsiyon, dagilim, metabolizma, eliminasyon, toksisite) agisindan degerlendirilmistir.

Bu degerlendirme sonucuna gore 93 dogal bilesik farmakokinetik agidan uygun
bulunmus olup, CHX ve sekiz bilesik (1, 80, 88, 89, 95, 96, 100, 101, 102 numarali ligandlar)

uygun bulunamamstir (Tablo 3).

Tablo 3. Sortaz A enzim inhibisyonuna yonelik belirlenen 102 bilesigin ADMET analizi

Refarans 50-500 0-5 0-10 05 -2-10 0-5 20-130 42 40-130 Evet

Araligt g/mol

Ozellikler | Molekiller — Déndiiriilebilir ~ H- H- iLogP  mLogP  Kutuplagms Molar Lipinski

Agirhik Bag Sayis1 bagi  bag Yiizey Refraktiviti Kurah
alier  verici Alam

Numara

1 (CHX) 506.45 13 3 7 0.00 2.64 164.89 143.51 Hay1r
2 208.26 3 1 0 2.54 3.44 17.07 66.25 Evet
3 256.25 3 4 3 1.70 1.58 77.76 77.32 Evet
4 256.25 3 4 3 1.89 1.58 77.76 72.32 Evet
5 240.25 3 3 2 2.25 217 57.53 70.29 Evet
6 256.25 3 4 3 1.89 1.58 77.76 72.32 Evet
7 270.28 4 4 2 2.78 1.83 66.76 76.79 Evet
8 272.25 3 5 4 1.30 1.02 97.99 74.34 Evet
9 270.28 4 4 2 243 1.83 66.76 76.79 Evet
10 256.25 3 4 3 1.70 1.58 77.76 72.32 Evet
11 256.25 3 4 3 2.02 1.58 77.76 72.32 Evet
12 256.25 3 4 3 2.02 1.58 77.76 72.32 Evet
13 256.25 3 4 3 2.02 1.58 77.76 72.32 Evet
14 256.25 3 4 3 1.91 1.58 77.76 72.32 Evet
15 270.28 4 4 2 2.33 1.83 66.76 76.79 Evet
16 256.25 3 4 3 2.05 1.58 77.76 72.32 Evet
17 240.25 3 3 2 1.95 2.17 57.53 70.29 Evet
18 256.25 3 4 3 2.08 1.58 77.76 72.32 Evet
19 256.25 3 4 3 1.69 1.58 77.76 72.32 Evet
20 256.25 3 4 3 1.69 1.58 77.76 72.32 Evet
21 240.25 3 3 2 2.23 2.17 57.53 70.29 Evet
22 240.25 3 3 2 2.25 2.17 57.53 70.29 Evet
23 240.25 3 3 2 1.92 217 57.53 70.29 Evet
24 240.25 3 3 2 191 217 57.53 70.29 Evet
25 254.28 4 3 1 291 242 46.53 74.76 Evet
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Refarans 50-500 0-5 0-10 05 -2-10 0-5 20-130 A2 40-130 Evet
Aralg g/mol
26 270.28 4 4 2 2.66 1.83 66.76 76.79 Evet
27 270.28 4 4 2 2.12 1.83 66.76 76.79 Evet
28 270.28 4 4 2 2.47 1.83 66.76 76.79 Evet
29 284.31 5 4 1 3.04 2.08 55.76 81.26 Evet
30 270.28 4 4 2 2.74 1.83 66.76 76.79 Evet
31 270.28 4 4 2 1.84 1.83 66.76 76.79 Evet
32 270.28 4 4 2 2.59 1.83 66.76 76.79 Evet
33 270.28 4 4 2 2.62 1.83 66.76 76.79 Evet
34 270.28 4 4 2 2.55 1.83 66.76 76.79 Evet
35 256.25 3 4 3 2.09 1.58 77.76 72.32 Evet
36 272.25 3 5 4 1.03 1.02 97.99 74.34 Evet
37 272.25 3 5 4 1.36 1.02 97.99 74.34 Evet
38 272.25 3 5 4 1.55 1.02 97.99 74.34 Evet
39 302.28 4 6 4 1.53 0.73 107.22 80.83 Evet
40 272.25 3 5 4 1.39 1.02 97.99 74.34 Evet
41 288.25 3 6 5 1.36 0.48 118.22 76.36 Evet
42 288.25 3 6 5 0.94 0.48 118.22 76.36 Evet
43 272.25 3 5 4 1.36 1.02 97.99 74.34 Evet
44 272.25 3 5 4 1.87 1.02 97.99 74.34 Evet
45 272.25 3 5 4 1.38 1.02 97.99 74.34 Evet
46 272.25 3 5 4 1.66 1.02 97.99 74.34 Evet
47 272.25 3 5) 4 1.61 1.02 97.99 74.34 Evet
48 272.25 3 5 4 1.84 1.02 97.99 74.34 Evet
49 288.25 3 6 5 1.65 0.48 118.22 76.36 Evet
50 288.25 3 6 5 1.45 0.48 118.22 76.36 Evet
51 304.25 3 7 6 1.29 -0.05 138.45 78.39 Evet
52 272.25 3 5 4 1.69 1.02 97.99 74.34 Evet
53 302.28 4 6 4 1.25 0.73 107.22 80.83 Evet
54 304.25 3 7 6 1.44 -0.05 138.45 78.39 Evet
55 288.25 3 6 5 1.96 0.48 118.22 76.36 Evet
56 276.28 4 5 4 1.37 0.34 97.99 71.95 Evet
57 272.25 3 5 4 1.63 1.02 97.99 74.34 Evet
58 306.70 3 5 4 2.09 1.54 97.99 79.35 Evet
59 272.25 3 5 4 1.69 1.02 97.99 74.34 Evet
60 272.25 3 5 4 1.76 1.02 97.99 74.34 Evet
61 302.28 4 6 4 1.62 0.73 107.22 80.83 Evet
62 256.25 3 4 3 2.12 1.58 77.76 72.32 Evet
63 272.25 3 5 4 1.79 1.02 97.99 74.34 Evet
64 286.28 4 5 3 2.04 1.27 86.99 78.81 Evet
65 288.25 3 6 5 0.82 0.48 118.22 76.36 Evet
66 302.28 4 6 4 1.88 0.73 107.22 80.83 Evet
67 288.25 3 6 5 0.99 0.48 118.22 76.36 Evet
68 286.28 4 5 3 1.78 1.27 86.99 78.81 Evet
69 286.28 4 5 3 1.84 1.27 86.99 78.81 Evet
70 272.25 3 5 4 1.16 1.02 97.99 74.34 Evet
71 286.28 4 5 3 2.35 1.27 86.99 78.81 Evet
72 302.28 4 6 4 2.14 0.73 107.22 80.83 Evet
73 286.28 4 5 3 1.70 1.27 86.99 78.81 Evet
74 284.31 5 4 1 2.77 2.08 55.76 81.26 Evet
75 256.25 3 4 3 1.75 1.58 77.76 72.32 Evet
76 288.73 4 3 1 2.88 2.93 46.53 79.77 Evet
77 270.28 4 4 2 2.35 1.83 66.76 76.79 Evet
78 438.51 7 6 3 3.08 2.48 96.22 125.34 Evet
79 302.24 1 7 5 1.47 -0.56 131.36 78.03 Evet
80 450.39 3 11 7 2.02 -1.91 186.37 105.98 Hayir
81 270.28 2 4 1 2.57 1.52 55.76 74.02 Evet
82 270.28 2 4 1 2.58 1.52 55.76 74.02 Evet
83 240.25 1 3 1 2.06 1.85 46.53 67.52 Evet
84 268.26 2 4 1 2.49 1.33 59.67 76.44 Evet
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Refarans 50-500 0-5 0-10 05 -2-10 0-5 20-130 A2 40-130 Evet
Aralg g/mol
85 298.29 3 5 1 2.97 1.01 68.90 82.93 Evet
86 284.26 2 5 2 2.55 0.77 79.90 78.46 Evet
87 254.24 1 4 2 1.77 1.08 70.67 71.97 Evet
88 610.52 6 16 10 0.46 -3.89 269.43 141.38 Hayir
89 624.54 7 16 9 0.82 -3.69 258.43 145.85 Hay1r
90 302.24 1 7 5 1.63 -0.56 131.36 78.04 Evet
91 318.24 1 8 6 1.08 -1.08 151.59 80.06 Evet
92 456.53 8 7 4 2.90 1.76 116.45 127.02 Evet
93 290.27 1 6 5 1.33 0.24 110.38 74.33 Evet
94 402.39 7 8 0 3.96 0.34 85.59 106.87 Evet
95 594,52 6 15 9 -0.11  -3.43 249.20 139.36 Hay1r
96 624.54 7 16 9 2.65 -3.69 258.43 145.85 Hayir
97 324.37 5 4 3 3.02 2.70 77.76 96.04 Evet
98 302.24 1 7 5 1.50 -0.56 131.36 78.04 Evet
99 286.28 4 5 3 1.72 1.27 86.99 78.81 Evet
100 464.38 4 12 8 0.94 -2.59 210.51 110.1 Hayir
101 578.52 6 14 8 1.31 -2.96 228.97 137.33 Hayir
102 622.57 8 15 7 3.41 -3.03 227.20 148.29 Hayir

4.2 Enzim-Ligand Bilesiklerinin Molekiiler Docking Analizlerinin Degerlendirilmesi

SrtA enziminin literatlirde yaygin olarak bilinen inhibitorii ve dis hekimliginde
antibakteriyel ajan olarak en siklikla kullanilan kimyasal bilesik CHX, uygun olmayan
farmakokinetik 6zelliklerine ragmen inhibitor etkileri kanitlandigi i¢in bu ¢aligmada pozitif
(+) kontrol olarak belirlenmistir (100, 101, 103-107). Calismada oncelikle pozitif kontrol
olarak kabul edilen CHX’nin ve ADMET analizi sonucunda farmakokinetik 6zellikleri
uygun olan 93 dogal bilesik ile SrtA enzimi arasindaki etkilesim mekanizmasinin

aydinlatilmas1 amaciyla molekiiler docking analizi gerceklestirilmistir.

Bu analiz sonucuna gore; S. mutans SrtA enzimi ile CHX bilesigi arasindaki
baglanma enerjisi: -6.29 kcal/mol olarak hesaplanmis olup inhibisyon katsayisi (Kj) 24.45
uM olarak belirlenmistir (Tablo 4). Bunun yaninda, CHX bilesiginin enzim etkinliginde
onemli role sahip olan Arg213 aminoasiti ile Pi-cation bagi, Asp192, Prol185, Vall88, ile
hidrojen bagi, Alal37, Vall183, Val190, 1le215, Val203 ile alkil bagi ve Val190, 11e191 ile
Pi-alkil bag1 olusturdugu gézlenmistir (Tablo 5 ve Sekil 13).
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AZ203
ALA
A137
ARG
A213
H
Interactions

I:I wan der Waals

I:I Conventional Hydrogen Bond
I:I Carbon Hydrogen Bond
|:| Pi-Cation

I:I Pi-Donor Hydrogen Bond

Sekil 13. S. mutans SrtA - Klorheksidin bilesiginin 2B etkilesim analizinin gosterimi

ADMET analizi sonucunda farmakokinetik agidan uygun 93 adet dogal bilesigin
molekiiler docking analizine gore, pozitif kontrol olarak kabul edilen CHX’in baglanma
enerjisinden (-6.29 kcal/mol) daha yiiksek baglanma enerjisine sahip olan en iyi bes adet
kalkon tiirevli ve bir adet flavonoid tiirevli bilesik, S. mutans SrtA enzimine kars1 potansiyel
inhibitor bilesikler olarak belirlenmistir. Bunlar 10, 12, 17, 75, 78, 97 numaral1 ligandlar

olup bu bilesiklerin 2B kimyasal yapilari, Ki degerleri ve baglanma enerjileri Tablo 4° de

Ozetlenmistir.

GLU
AZLEG

PRO
A1ES

MET
A123

ILE His VAL

- AZ1E3
R ALET
ILE
A191
VAL
AT1E8
VAL
AZ150
H ASP
A192
s
A124
|:| Fi-Sigma
|:| Amide-Pi Stacked
[ A
|:| Pi-Alkyl
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Tablo 4. Molekiiler docking analizi sonucunda belirlenen en etkin alt1 bilesigin ve CHX’in

2B kimyasal yapisi, baglanma enerjisi ve Ki degerleri

Ligand Ligand Kimyasal Ki Baglanma
Numara/isim Yapisi (uM) Enerjisi
(kcal/mol)
WH A _NH \ﬁ ‘ﬁ §
Klorheksidin T e L 24.45 -6.29
(+kontrol) -
10 [s] OH
CHEMBL 3335591 O % O 16.48 -6.53
(Kalkon) "

17.98 -6.47

12
CHEMBL1395334
(Kalkon) O

OH
CH
OH
o

17
=
CHEMBL373249 19.48 -6.43

| [¢]
OH
0

(Kalkon)

75

HO /
CHEMBL2180472 o O 14.72 -6.59

(Kalkon)

78

Kurarinon
5.47 -7.18
CHEMBL243796

97

izobavakalkon = O X O 20.79 -6.39

CHEMBL253467
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https://www.ebi.ac.uk/chembl/compound_report_card/CHEMBL3335591

Bu sonuglara gore Kurarinon (flavonoid tiirevi) bilesigi -7.18 kcal/mol enerji ile
diger tiim bilesiklerden daha yiiksek baglanma enerjisi gdstermisir. Ayrica bes kalkon tiirevi
bilesik, 10 (-6.53 kcal/mol), 12 (-6.47 kcal/mol), 17 (-6.43 kcal/mol), 75 (-6.59 kcal/mol) ve
Izobavakalkon (-6.39 kcal/mol) diger kalkon ve flavonoid bilesiklerine gore daha belirgin
baglanma afinitesi sergilemistir (Tablo 4). CHX bilesigine karsi dogal inhibitérlerin docking
analizi ile hesaplanan baglanma enerjisi degerleri daha ileri aragtirmalar i¢in umut verici

sonuglar géstermistir.
4.3 Enzim-Ligand Yapisinin Baglanma Analizi Sonuclari

Sortaz A enzimi ile potansiyel inhibitor bilesikler arasindaki etkilesim
mekanizmasinda gorev alan aminoasitler Tablo 5’ de 6zetlenmistir. Kenetlenme sonucunda
bu etkin alt1 bilesik SrtA enzimi ile esas olarak Arg,213, Cys205, His 187, Thr204, Val203,
Met123, Leulll, Ser128, Prol85, Ile191, Val190, lle215, Vall88 aminoasitleri ile
geleneksel hidrojen bagi, van der waals, Pi-Sigma, Pi-Siilfiir, Pi-Alkil baglari aracilig1 ile

etkilesime girmistir.

Ayrica, 75 ve 78 (Kurarinon) numarali bilesik SrtA enziminin baglanma bdlgesinde
bulunan ve inhibisyon mekanizmasinda olduk¢a 6nemli rol oynayan olan Arg213, Cys205
ile hidrojen bag: olusturmustur. 97 (izobavakalkon) numaral1 bilesik haricindeki tiim etkin
bilesikler Arg213 ile hidrojen bag olusumuna katilmistir. Bunun yani sira tiim bilesikler
Prol85 aminoasiti ile hidrojen bagi olustururken, Ser128 aminoasiti 10,12,75,78,97
numarali bilesiklerle, His187 aminoasiti ise 10,12,17 numaral bilesiklerle hidrojen bagi

olusturmustur.
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Tablo 5. SrtA enzim-ligand kompleksinin CHX ve potansiyel inhibitor bilesikler ile
aminoasit etkilesimleri

Ligand Srt-A ve Ligandlarin Bag Yaptigi Aminoasitler
Numara /isim
Klorheksidin His187, Met123, Lys124, Glul86, Asp192, Pro185, Val188,
Arg213, Val190, Val183, 11e191, 1le215, Val203, Alal37
(+ kontrol )
10 Val188, Glul89, Leull6, Alal39, Thr204, Glul86, Arg213,
Pro185, His187, 11e191, Ser138, Val190, Met123, Val203,
CHEMBL3335591 Alal37, Csy205
(Kalkon)
12 V§I188, Val190, Val183, 1le215, Met123, Thr204, AI§139,
His140, Leull6, Leulll, Arg213, Pro185, Ser138, His187,
CHEMBL1395334 Val202, Alal37, Csy205
(Kalkon)
17 Val188, Ser138, Thr204, Leull6, Leulll, Glul86, Glul89,
Arg213, Prol85, 1le191, His187, Val190, Met123, Ala137,
CHEMBL373249 Val203, Csy205
(Kalkon)
75 Leull6, Leulll, Alal39, Vall83, Thr184, Val188, His187,
Met123, Pro185, Ser138, Cys205, Arg213, Thr204, Alal37,
CHEMBL2180472 Val203, 11e191, Val190
(Kalkon)
78 His140, Thr204, Val203, Met123, Leulll, Glul86, Thr184,
Alal39, His187, Ser138, Arg,213, Cys205, Pro185, Alal37,
Kurarinon 11191, Val183, Val190, lle215, Val188
CHEMBL243796
97 His187, Met123, Thr204, Alal39, His140, Thrl184, Ser138,
Pro185, Cys205, Val188, Val183, Val190, Val203, Arg213,
izobavakalkon 1le215, 11191, Ala137
CHEMBL253467

Son olarak molekiiler docking ve ADMET analizi sonuglarina gore belirlenen en etkin
alt1 bilesigin bu aminoasitler ile yapmis olduklari baglar1 gosteren 2B resimleri, Discovery
Studio programi sayesinde sematize edilerek Sekil 14, 15, 16, 17, 18 ve 19°da gosterilmistir.
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» Molekiiler docking islemi sonucunda, 10 numarali CHEMBL3335591 bilesigi i¢in
baglanma enerjisi -6.53 kcal/mol, inhibisyon katsayist 16.48 uM olarak
hesaplanmitir. Bu bilesik, enzim etkinliginde 6nemli role sahip olan Arg213 ile
hidrojen bagi ve Cys205 ile Pi-alkil bagi olustururken, ek olarak Pro185, His187,
11e191 ile hidrojen bagi olusturmustur.

A-186
PRO
ARG
4:213 s
s
A:205
ALA MET
AZ137 A:123
H
LEL
WAL
&L15 ﬂ j A18B
. . HIS
e NN N AET
R : j GLU
ALA ,.f’ﬁ“m‘__‘,-f - ; ";L:__‘_-r o He Ac183
As139 q B,
H '!‘
0
A:203
SER
A132 THR ILE
A204 As191
Interactions

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

- Unfavorable Donor-Donor

Sekil 14. S. mutans SrtA — CHEMBL3335591 (10 numara ligand) bilesiginin 2B etkilesim

analizinin gosterimi
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» Molekiiler docking islemi sonucunda, 12 numarali CHEMBL1395334 bilesigi i¢in

baglanma enerjisi

-6.47 Kkcal/mol,

inhibisyon katsayisi

17.98 uM olarak

hesaplanmistir. Bu bilesik, enzim etkinliginde 6nemli role sahip olan Arg213 ile

hidrojen bag1 ve Cys205 ile Pi-alkil bag1 olustururken, ek olarak Pro185, His187,

Ser138 ile hidrojen bagi olusturmustur.

FRD LEU
AZ1ERE ARG Al11
A2l3
NoOh
HIS
ACLET
WAL H
A28 vl
WAL i
AZ180 WAL M
a3p3 A123
ILE
WAL A215
AZ1E3
Interactions

D van der Waals

I:I Conventional Hydrogen Bond

|:| Pi-Sigma
|:| Pi-alkyl

AZ205

ALA LEL
AZ137 Azlle

SER
A138

xﬂ.H

ALA
THR A139
A204

HI%
A140

Sekil 15. S. mutans SrtA - CHEMBL1395334 (12 numarali ligand) bilesiginin 2B etkilesim

analizinin gosterimi
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» Molekiiler docking islemi sonucunda, 17 numarali CHEMBL373249 bilesigi igin

baglanma enerjisi -6.43 kcal/mol, inhibisyon katsayist 19.48 uM olarak

hesaplanmistir. Bu bilesik, enzim etkinliginde 6nemli role sahip olan Arg213 ile

hidrojen bagi ve Cys205 ile Pi-alkil bagi olustururken, ek olarak Pro185, His18,
11e191 ile hidrojen bagi olusturmustur.

THR ILE
48204 A:301
SER ALA ':
A138 Al37 :
- ! i

o oy 3 1

P T ", GLU

: l : : A150

. . . . ii

LEU LI, e, S HIS
A116 N vaL AlE7
| A58
] A
o > i MET
305 .: A123
ARG ff_f‘é -
AZ13 PRO
o AR5
A111
GLU
AZ1EE

Interactions

D van der Waals D PFi-Sulfur
- Conventional Hydrogen Bond I:I Fi-Alkyl

- Unfavorable Donor-Donor

Sekil 16. S. mutans SrtA - CHEMBL373249 (17 numarali ligand) bilesiginin 2B etkilesim

analizinin gosterimi
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» Molekiiler docking islemi sonucunda, 75 numarali CHEMBL2180472 bilesigi i¢in
baglanma enerjisi -6.59 kcal/mol inhibisyon katsayis1 14.72 uM olarak
hesaplanmistir. Bu bilesik, enzim etkinliginde onemli role sahip olan Arg213,

Cys205 ve Prol85, Ser138 ile hidrojen bagi olustumustur.

MET

ARG A:123
A:213 VAL
CYS A:188
A:205 i\
HIS
THR o— A:187
A:204 /
0
/ ILE
0 PRO A:191
A:185
SER Ead VAL
A:111
A:138 ALA VAL A:190
LEU A:37 A:203 ™
A:116 i
A:184
VAL
A:183
ALA
A:139
Interactions
I:I van der Waals I:I Carbon Hydrogen Bond
D Conventional Hydrogen Bond D Pi-alkyl

Sekil 17. S. mutans SrtA - CHEMBL2180472 (75numarali ligand) bilesiginin 2B etkilesim

analizinin gosterimi
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» Molekiiler docking islemi sonucunda, 78 numarali Kurarinon bilesigi i¢in baglanma
enerjisi -7.18 kcal/mol inhibisyon katsayist 5.47 uM olarak hesaplanmistir. Bu

bilesik, enzim etkinliginde 6nemli role sahip olan Arg213 ve Cys205 ile hem hidrojen
bagi hem de Pi-alkil bag1 olusturmustur.

ALA VAL
Al39 A-1R3
SER ILE o
AR A191
. THR A1EE
= AZ204
ALA - VAL VAL  HIS
A137 : A203 Alon ALET
A
HIS ILE
A7140 _.*‘[\ AZ15 THR
R A134
ovs
A205
GLU
J A1BG
MET s
A1ES
Al123

LEU
Al1l

Interactions

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

Sekil 18. S. mutans SrtA — Kurarinon (78 numarali ligand) bilesiginin 2B etkilesim

analizinin gosterimi.
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> Molekiiler docking islemi sonucunda, 97 numarali izobavakalkon bilesigi i¢in 6.39
kcal/mol inhibisyon katsayis1 20.79 uM olarak hesaplanmistir. Bu bilesik, enzim
etkinliginde 6nemli role sahip olan Arg213 ile Pi-alkil bag1 ve Cys205 ile hidrojen
bag1 ve Pi-alkil bag1 olustururken olustururken, ek olarak Pro185, Ser138, Val188

ile hidrojen bagi olusturmustur.

ILE

A191 MET
A123
ILE
VAL A215
A:190
THR ALA
A184 /) it
[
ARG H
= A213
A-183 \p
H
SER
VAL
R \ A"138
VAL PRO - H
AZ03  (pms oys
b}
HIS 4205 THR
Alg7 A204
- ALA
HIS
A140 A139
Interactions

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

Sekil 19. S. mutans SrtA — Izobavakalkon (97 numaral ligand) bilesiginin 2B etkilesim

analizinin gosterimi.
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4.4 Klorheksidin ve Potansiyel Inhibitér Bilesiklerin ADMET Analizinin Sonuclar

Deneysel ve klinik ¢alismalarda uzun stire kullanim1 sonucunda toksik ve yan etkileri
goriilen klorheksidin, yapilan hesaplamali ADMET analizinde de beklenen sonucu
gostermis ve yliksek molekiil agirhigi ve yaptigi bag sayilari sonucunda Lipinski kurallarina

gore farmokinetik agidan uygun bulunamamastir.

Yapilan molekiiler docking analizine gore belirlenen SrtA enzimine karst en etkin
alt1 bilesik (10,12,17,75,78,97) ADMET analizine gore farmakokinetik olarak uygun
bulunmustur. Bu bilesiklerin hepsinin molekiil agirligi 500 g/mol’iin altinda olup, mLogP
degerleri sirastyla 1.58, 1.58, 2.17, 1.58, 2.48, 2.70 seklindedir. Lipinskinin bes kuralina
gore ideal aralikta deger gosteren bilesiklerin bu degerlere gore sudaki ¢oziiniirliikleri

oldukea yiiksektir.

Inhibitérler stabilite gdstermesi acisindan, diisiik molekiiler esneklige sahip
olmalidir. Dondirilebilir baglar, molekiiler esnekligin bir Olgiisiinii temsil eder.
Calismamizdaki potansiyel inhibitér bilesiklerin 78 numarali bilesik disinda ortalama
dondiiriilebilir bag sayilar1 3.5'e yakindir ve kati molekiiler yap1 iskelesine uygunlugu
gosterir. Bilesiklerin inhibiSyon etkinligi i¢in sahip olmasi gereken hidrofilik ve hidrofobik
ozellikler hidrojen bagi alici ve verici sayilarina bakarak yorumlanabilir. Potansiyel inhibitor
bilesiklerimiz icin bu degerler Lipinski kurallarina gére uygun referans araligina sahiptir.
Sortaz A enzimine kars1 belirlenen potansiyel inhibitorlerin ve pozitif kontrol klorheksidinin

ADMET analizleri detayli olarak Tablo 6’ da 6zetlenmistir.
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Tablo 6. CHX ve alt1 potansiyel inhibitor bilesigin ADMET analizi

Ligand No 1 10 12 17 75 78 97 Referans
Ozellikler (CHX) Araligl
Molekiiler 506.45 256.25 256.25 240.25 256.25 438.51 324.37  50-500
agirhk g/mol
Dondiiriilebilir 13 3 3 3 3 7 5 0-5
bag sayisi
H-bag 3 4 4 3 4 6 4 0-10
alicilan
H-bagi 0-5
vericileri 7 3 3 2 3 3 3
mLogP 0-5
(Lipofilite 2.64 1.58 1.58 2.17 1.58 2.48 2.70
katsayisi)
iLogP 0.00 1.70 2.02 1.95 1.75 3.08 3.02 -2-10
Kutuplasmus  164.89 77.76 77.76 57,53 77.76 96.22 77.76 20-130 4’
Yiizey Alani
Molar 14351 7232 7232 7029 7232 12534 96.04  40-130
Refraktiviti
Lipinski Hayr Evet Evet Evet Evet Evet Evet Evet
Kurah

Yapilan ADMET ¢alisma sonuglarina gore, bu potansiyel inhibitor bilesiklerin, dis

ciriigli tedavisinde kullanilmasinin giivenli olabilecegi ileri siirtilebilir. Tablo 6’da

gosterildigi gibi etkin SrtA-ligand komplekleri, gostermis olduklari benzer hidrojen baglama

modelleri ve hidrofobik etkilesimler ile uygun ADMET &zellikleri

sergileyerek

farmakokinetik agidan klorheksidinden iistiin 6zellikler sergilemislerdir. Bu sonuglar, dogal

bilesiklerin oral biyofilm olusumunu inhibe etmek i¢in yeni inhibitor ajanlar olarak CHX’e

gore klinik agidan daha giivenilir olabilecegini géstermistir.
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5.TARTISMA

Dis ciiriigii, tiim yas gruplarinda kaygi, agri, dis kaybi, yetersiz beslenmeye neden
olmasiyla diinya ¢apinda 6nemli halk sagligi sorunlari haline gelmistir (43). Gliniimiizde dis
clriigii diilnya genelinde milyonlarca ¢ocuk i¢in agiz sagligi ile ilgili yasam kalitesi agisindan
sorun olusturan dnemli bir konudur (1, 147). Ayrica insan viicudunu kapsayan birgok
enfeksiyon ve hastalik, oral patojenlerle iliskilendirilmistir. Dis ¢iirtigiiniin kiiresel olarak

genel saglikta oynadigi rol, bunu acil bir konu haline getirmektedir (148).

Dis ciirtiklerinin pato-biyolojisi karmasik olsa da, dis plagi ve biyofilm olusumunun
dis ¢iirtigliniin 6nemli nedenlerinden oldugu yaygin olarak kabul edilmektedir (5, 18). Temel
virtilans 6zelliklerinden en 6nemlisi dis yiizeyine yapisip biyofilm tabakasi olusturmak olan

S. mutans, dis ¢iiriiklerinin birincil etiyolojik ajani olarak kabul edilmektedir (8, 54, 62, 67).

Yeni nesil antimikrobiyal terapotikleri gelistirmek igin yeni stratejiler
gelistirilmektedir ve bunlardan biri spesifik olarak biiyiime i¢in gerekli olmayan ve bu
nedenle direngli bakteri olusumunun 6niine gegen viriilans yollarinin hedeflenmesidir (97).
Gram-pozitif ve gram-negatif bakterilerin patojenik viriilansinda temel ve ortak bir adim,
bakteriyel yiizey molekiilleri ile konak¢1 dokuya yapismasidir. Bu etkilesimin sonucu olarak
bakteriler, konak¢idan mekanik olarak uzaklastirilamamaktadir. Bu sebeple konakg¢1 dokuya
yapigsmanin engellenmesi, bakteriyel enfeksiyonlarin 6nlenmesi veya tedavisi igin etkili bir

strateji saglamaktadir (56).

Streptococcus mutans, viriilansla iliskili cok sayida yiizey proteininin hiicre duvarina
adezyonu i¢in SrtA enzimini kullanir (70, 149). Sortaz A enzimi, S.mutans iz sebep oldugu
dis ¢liriigiiniin engellenmesi i¢in bakteriyel adezyona miidahale eden antibakteriyel ajanlarin
kesfinde iyi bir hedef olarak kabul edilir. Sortaz A, gram-pozitif bakteriyel viriilansta
oynadig1 kilit roliin yan1 sira, ayrica insanlarda spesifik toksisiteye yol agabilecek higbir
sortaz homologunun bulunmamasi avantajima da sahiptir (86). Bu nedenle, SrtA’nin
bakteriyel patogenez ile iliskisi bir¢ok calismada detayl bir sekilde incelenmistir (62, 78,
149-152).

Chen ve ark. (150) SrtA eksikliginin S. mutans'in fizyolojisi, genetigi ve viriilans
mekanizmalar1 tizerindeki etkisinin inceledigi bir c¢alismada, SrtA eksikliginin S.

mutans transkriptomunu (molekiildeki gen dizisi) biiyiik dlgtide degistirdigini ve bunun
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sonucunda, S. mutans’in asit toleransinin ve ekstraselliiler polisakkarit sentezinin 6nemli

oranda azaldigini gézlemlemistir.

Benzer sekilde Lee ve ark (83) yaptigi bir ¢calismada, SrtA enzimi eksik S. mutans
susunda, ylizey proteinlerinin bakteri hiicre duvarina baglanma aktivitesinin kayboldugu ve
bunun sonucunda bakteriyel viriilansin zayiflamasi ile biyofilm kiitlesinin azalarak ¢iiriik
olusumunu azalttig1 raporlanmistir. Sortaz A’ nin viriilansa olan etkileri cesitli hayvan
enfeksiyon modellerinde yiiriitiilen ¢alismalarla da dogrulanmistir (153). 2018 yilinda
yapilan bir calisma SrtA'min Streptococcus mutans ve diger oral bakteriler arasindaki
yapisma veya baglanmaya aracilik etmeye yardimci olup olmadigini incelemistir (154).
Calisma sonucunda SrtA'nin eksikliginin, S. mutans' iz Fusobacterium nucleatum' a
baglanma yetenegini azalttig1, ancak diger tiikiiriik bakterilerine baglanma profilini 6nemli

Olciide etkilemedigi gosterilmistir.

Bu bilgilerden yola ¢ikarak son yillarda SrtA enzimine karsi inhibitor gelistirilmesi
konusunda bir¢ok c¢alisma gerceklestirilmis olup kimyasal peptit yapisinda cesitli
inhibitorler gelistirilmistir (70, 85, 88). Ancak, SrtA’ya kars1 yiiksek afiniteye sahip ve daha

secici inhibitor gelistirilmesi hala 6nemini koruyan bir ¢alisma konusudur.

Glinimiizde bakteriyel enfeksiyonlarin tedavisinde kullanilan antimikrobiyal
ajanlara kars1 bakterilerin ¢esitli yollarla diren¢ mekanizmasi gelistirmesi baska dnemli bir
sorun olarak karsimiza ¢ikmaktadir ve bu durum bulasici hastaliklara karst mevcut tedavi
segeneklerini sinirlamaktadir (155). Bu baglamda bakteriyel enfeksiyonlarla savagmak i¢in
bakteri biiylimesinden ziyade viriilans faktorlerinin inhibisyonuna dayali olan yeni
yontemlere ihtiyag duyulmustur. Viriilans 6zelliklerinin ¢ogu, bakteriyel sagkalim igin
gerekli olmadigindan, bu strateji diisiik evrimsel baski uygulayarak direngli bakteri
suslarinin gelismesine neden olmamaktadir. Sortaz A'nin bakteriyel bilylime ve canlilik ile
degil, viriilans ile iliskili bir hedef oldugu literatiirde birgok ¢aligsma ile dogrulanmistir (70,
75, 149, 150). Bu nedenle ¢alismamizda S. mutans SrtA enziminin aktivitesinin

inhibisyonuna yo6nelik bir yaklagim benimsenmistir.

Wang ve ark (84) yaptigi bir ¢alismada, SrtA inhibisyonu yapan Astilbin’in S.
mutans biiyiimesini inhibe edip etmediginin belirlenmesi i¢in, minimum inhibe edici
konsantrasyon (MIC) degeri belirlenmistir. Sonuglar, astilbin SrtA inhibisyonunun S.
mutans proliferasyonunu etkilemedigini ve bakteriyel ila¢ direncinin gelismesine yol

acmayacagini gostermistir. Ancak, klorheksidin ve dogal bir bilesik olan kurkuminin S.
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mutans SrtA tizerindeki antibakteriyel etkisinin karsilastirildigi baska bir ¢alismada ise,
CHX’e gore daha az bir diisiise neden olmakla beraber kurkuminin de bakteri sayisinda
azalmaya sebep oldugu goriilmiistiir (93). Bu nedenle bu konunun aydinlatilmasi i¢in daha

fazla deneysel ¢alismaya ihtiyag vardir.

Gilinimiizde bir¢cok dogal iiriin 6zellikle botanik olarak tiiretilen molekiiller, dogal
evrimleri ve daha az direng gelistirmeleri nedeniyle sentetik tiirevlere gore avantajlar sunan,
alternatif veya yardimci ilag tedavileri olarak kabul edilmistir (115). Dis hekimliginde
siklikla kullanilan ve antimikrobiyal etkisi kanitlanmis olan Klorheksidinin (pozitif konrol),
uzun siire kullanimda oral dokularda ve dislerde renklenme yapmasi, tat alma bozukluguna
neden olmasi gibi yan etkilerinin bulunmasi, dogal iiriinlerden tiiretilen ve potansiyel olarak

terapotik kullanimlara sahip olabilecek bilesiklere artan bir ilgiye sebep olmustur (156-
158).

Flavonoidler ve kalkonlar ¢ogunlukla bitkilerden elde edilen, genis bir biyolojik
aktiviteye sahip antimikrobiyal dogal bilesiklerdir (95, 100). Cesitli dogal bitki 6zlerinin
belirgin yapisma Onleyici etkisi ve anti-biyofilm 6zelliklerine sahip olma egilimiyle beraber
genel antimikrobiyal etkisi birgok ¢alismada raporlanarak kanitlanmistir (90, 91, 96, 114,
115, 156, 159). Dis ¢iiriikleriyle miicadelede dogal tiriinlerin nasil kullanilacagina odaklanan
¢cok sayida makale olmasina ragmen, bakteri inhibisyonunu Ol¢mek ic¢in deneylerde
kullanilan yontemlerin gesitli sinirlamalari nedeniyle (6rnegin; ICso, MIC) bilesiklerin etki
mekanizmalar1 ve kimyasal karakterizasyonu gibi kritik bilgiler, dogal {iriinlerin gogu igin
hala belirsizdir (156, 157). Ayrica agiz boslugundaki gesitli mikroflora ve siirekli degisen
ortam (tiikiiriik, gida alimivb.), bakterinin patojenitesini incelemeyi ve tam olarak

anlasilmasini engellemektedir.

Bu nedenle tez galismamizda, dogal kaynaklardan yeni SrtA inhibitorleri bulmaya
odaklanmanin yani sira, enzimin temel yapisal ozelliklerini ortaya ¢ikararak inhibisyon
mekanizmasint daha iyi anlamak ve inhibitor ajanlar1 dis ¢iiriikleri {izerinde daha giiclii
onleyici etkilere sahip olacak sekilde modifiye etmek i¢cin molekiiler modelleme ve yapi-

aktivite iliskileri analizleri kullanilmistir.

Yeni bir teknoloji olan molekiiler modelleme calismalari, mevcut ilaglara ve
hastaliklara ait birikmis bilgileri diger sahalardaki disiplinler arasi girdilerle birlikte

kullanarak ilag arastirma ve gelistirme siirecini hizlandirmaktadir (10). Bilgisayar destekli
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ila¢ tasarimi, ilaclarin yiliksek verimli sanal taramasini gerceklestirmek i¢in popiiler bir
yontem olup yapilacak deneysel calismalarin zaman kaybini ve maliyet harcamalarini

azaltmaktadir (9, 10, 62, 85, 118).

Bu bilgiler dogrultusunda bu tez ¢alismasinda, SrtA enzimine yonelik ozellikle
flavonoid ve kalkon tiirevli bilesikler mevcut veri bankalarindan taranarak, bu bilesiklerin S.
mutans SrtA enziminin biyofilm olusumu iizerindeki etki mekanizmalarinin molekiiler
modelleme yoOntemleriyle incelenmesi ve sonuglarinin birbirleriyle karsilastirilmasi

amagclanmustir.

Calismamiz sonuglarina gore, literatiirde S. mutans SrtA enzimine karsi
antibakteriyel 6zelligi birgok ¢alisma ile kanitlanmis olan CHX pozitif kontrol olarak kabul
edilmis ve inhibisyon kat sayisi (Ki) 24.45 uM olarak hesaplanmistir (103-107). Ancak
CHX’nin uzun siire kullanimda gosterdigi yan etkiler (99-101) nedeniyle alternatif
antibakteriyel bilesik arayisina girilmistir. Bu sebeple CHX ‘e gore daha diisiik Kj degeriyle
(5.47,14.72, 16.48, 17.98, 19.48, 20.79 uM) etkin inhibisyon gosteren flavonoid ve kalkon
tirevli dogal alt1 bilesik (sirasiyla 78, 10, 75, 12, 17, 97 numaral bilesikler ) potansiyel
inhibitor bilesikler olarak belirlenmistir (Tablo 4). Bu bilesiklerin S. mutans tizerindeki
antibakteriyel etkisi literatiirdeki ¢aligmalarla uyum gostermistir (79, 92, 160-163). 2020
yilinda Son ve ark. (160) yaptigi antibakteriyel ajanlarin S. mutans {izerindeki inhibitor
etkisinin floriir vernikle karsilastirildig1 deneysel bir calismada, Izobavakalkon (97 numarali
bilesik) bilesiginin en yiiksek inhibisyon gosterdigi bildirilmistir. Yapilan bagka bir
calismada, kalkon blesiklerinin dis ¢liriigiinii onlemede S. mutans iizerindeki antibakteriyel

etkisinin yan1 sira kemik rejenerasyonunu da stimule ettigi gosterilmistir (163).

Calismamizda molekiiler docking analizi sonucunda Kurarinon (78 numarali bilesik)
bilesigi -7.18 kcal/mol baglanma enerjisi, 5.47 uM inhibisyon katsayisi ile CHX’e (-6.29
kcal/mol - 24.45 uM) gore oldukga iyi bir inhibisyon sergilemistir. Flavonoid tiirevli bir
bilesik olan Kurarinon’un, antimikrobiyal etkisi literatiirdeki ¢aligmalarda gosterilse bile,
calismamiz sonucunda aydinlatilan SrtA etki mekanizmasi da gz 6niine alinarak daha fazla

deneysel calismayla desteklenmelidir (92, 164).

Gram-pozitif bakterilerde bulunan Sortaz enzimlerinde aktif bolgede yer alan arjinin,
sistein, histidin (Arg, Cys, His) aminoasitleri yiiksek oranda korunmustur. Wallock-Richards
ve ark. diger SrtA enzimlerine benzer sekilde S. mutans'in SrtA kristal yapisinda, ii¢ bitisik
B iplik¢iginde bulunan hidrofobik bir cep icinde Cys205 ve Arg213 aminoasitlerinin
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bulundugunu gostermistir (79). Calismamizin enzim-ligand yapisinin baglanma analizi
sonuclarina gore SrtA enzimi ile potansiyel inhibitor bilesikler arasindaki etkilesim
mekanizmasinda gorev alan bolgeler ve aminoasitler belirlenmistir. Pozitif kontrole gore
etkin bulunan potansiyel inhibitor bilesikler, S. mutans SrtA enziminin aktif bolgesindeki
Arg,213, Cys205, His187 ve diger bolgelerindeki Thr204, Val203, Met123, Leulll, Ser128,
Prol85, 1le191, Val190, 1le215, Val188 aminoasitleri ile etkilesimler olusturmustur (Tablo
5).

Wang ve ark. yaptiklar1 bir ¢alismada, SrtA-Arg213 mutasyonunun transpeptidaz
aktivitesinde 6nemli bir diisiise neden oldugunu ve bu sebeple Arg213’ {in SrtA'da ¢ok
onemli bir aminoasit kalintis1 oldugunu gostermistir (84). Ayni zamanda ayni ¢alismada
Leulll ve Leul16’ nin SrtA’nin flavonoid bilesiklerle baglanma mekanizmasinda 6nemli
bir rol oynadig: bildirilmistir. S.mutans SrtA enzimini hedefleyen potansiyel inhibitérlerin
in siliko olarak incelendigi baska bir ¢alismada, enerji katkilar1 biiyliik Ol¢tide aktif
merkezdeki Val203, Thr204, Cys205 ve Arg213'e atfedilmistir (8).

75 (kalkon) ve 78 (Kurarinon) numarali bilesikler SrtA enzim baglanma bolgesinde
bulunan ve inhibisyon mekanizmasinda olduk¢a 6nemli rol oynayan olan Arg213, Cys205
ile hidrojen bag1 olusturmustur. Kurarinon’un yiiksek baglanma enerjisinin (-7.18 kcal/mol)

bu gii¢lii hidrojen bagi etkilesimlerinden kaynaklandigi savunulabilir.

Izobavakalkon haricindeki tiim etkin bilesikler Arg213 ile hidrojen bag olusumuna
katilirken ayrica tiim bilesikler Prol85 aminoasiti ile hidrojen bagi olusturmuslardir.
Potansiyel inhibitorlerin Arg213 ile giiclii etkilesimi, SrtA enziminin katalitik aktivitesine
miidahale eder ve hiicre yiizeyi proteinlerinin daha az baglanmasina neden olur.
Klorheksidin ile karsilastirildiginda potansiyel bilesiklerin, enzim aktivitesinde dnemli olan
aminoasitlerle daha giiclii baglar olusturmasi yiiksek baglanma afinitesini agiklamaktadir.
Sonug olarak bu ¢aligma, hidrojen bagi ile etkilesime giren aminoasitlerin 6zellikle Arg213,
Cys205'in enzimin etkinliginde ve ylizey proteinlerine baglanmada o6nemli bir rol

oynadigini gostermistir.

Farmakokinetik 6zelliklerin degerlendirilmesi ilag gelistirme, ilag modifikasyonu ve
ila¢ kesfinde vazgecilmezdir. Bu 6zellikler, ilag adaymin ilerlemeye deger olup olmadigini
belirler ve ADMET terimi hem in siliko hem de in vitro ila¢ taramasinda kullanilir (9, 136).
Gida ve ilag Idaresi (FDA) tarafindan yapilan kati talimatlar ve diizenlemeler nedeniyle ve

Avrupa Tibbi Uriinleri Degerlendirme Ajans1 (EMEA) ilag toksisitesi ile ilgili olarak, ilag
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aragtirmasinin onceligini in siliko ¢aligmalara vermistir. Clinkii bu kuruluslar, hayvanlarin
ila¢ degerlendirmesine dahil edilmesine siddetle karsi ¢gikmaktadirlar (165). Bununla birlikte
in vitro olarak yapilan ADMET tahmininin, yiiksek maliyet ve uzun siire gerektirmesi,

onceligi in siliko modellemeye vermenin bir baska nedenidir.

Bir bilesigin ila¢ benzerligi, Lipinski'nin bes kuralina gore filtreleyerek kolayca
tahmin edilebilmektedir (132, 144). Geleneksel olarak, bu 6zellikler ilag iiretiminin sonunda
tahmin edilebiliyorken, in siliko yontemlerin gelismesiyle erken asamada tahmin edilebilir
hale gelmistir (118, 130). Bu 6zelliklerin erken tahmin edilebilmesi, geleneksel in vitro, in

vivo deneyleri azaltarak ilag arastirmasi alaninda 6nemli bir maliyet diisiisiine yol agmustir.

Calismamizda tarama yoluyla elde edilen 102 bilesige, ila¢ benzerliginin tahmini igin
ADMET analizi uygulanmistir. Bu arastirmadaki mevcut analize bagl olarak, belirlenen
potansiyel inhibitor bilesikler, ADMET tahmin testini gegerek farmokinetik agidan umut
verici adaylar olarak kabul edilmistir.

Potansiyel inhibitor bilesiklerin ¢ogu, SrtA enzim kompleksi ile uygun ADMET
ozellikleri gostermis ve klorheksidinden daha istiin 6zellikler ortaya koymustur (Tablo
3). Sonuglar, bu potansiyel inhibitorlerin, biyofilm olusumunu inhibe etmek igin yeni

inhibitor ajanlar olarak giivenle kullanilabilecegini gostermistir.
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6. SONUC VE ONERILER

Farkl1 antimikrobiyal ajanlarin, Streptococcus mutans’ 1in Sortaz A enzimi tizerindeki
etkinliklerinin molekiiler modelleme yontemleri ile incelendigi ¢alismamizda ortaya ¢ikan

sonuclar su sekildedir;

e S.mutans SrtA yonelik yeni inhibitér ajanlar gelistirilmesi i¢in molekiiler
modelleme yontemleri kullanarak (molekiiler docking, ADMET) SrtA enziminin yap1 ve
etkinlik mekanizmalar1 molekiiler seviyede daha iyi aydinlatilarak ve temel yapisal

ozellikleri ortaya ¢ikartilmistir.

e Bu bilgiler dogrultusunda S.mutans SrtA enzim hedefine yonelik taranan 102 adet
bilesikten molekiiler kenetlenme sonucu belirlenen en etkin dogal alt1 bilesik (sirasiyla 78,

10, 75, 12, 17, 97 numaral bilesikler ) potansiyel inhibitor bilesikler olarak belirlenmistir.

e Dis hekimligi pratiginde uzun zaman alan in-vitro ve in-vivo calismalara alternatif
olarak molekiiler modelleme yontemlerinin kullanilmasi, en etkin ¢ikan bilesigin ileri Ki
calismalarda kullanilmasi hedeflenerek ¢ok sayida inhibit6r ajanin daha hizli bir sekilde test
edilmesini, bu sayede gereksiz uygulamalardan etik problemlerden kaginilmasini ve daha da

onemlisi zaman, emek ve maliyet agisindan biiyiik bir avantaj elde edilmesini saglamistir.

e S.mutans m SrtA enzimine yOnelik olarak dis ¢iiriigiinii 6nlemek ve tedavi etmek
amaciyla yeni, spesifik ve etkin antimikrobiyal inhibitorlerin molekiiler modelleme ile
gelistirilerek incelenmesi, gelecekteki dis cliriigli tedavilerinde SrtA' nin inhibitor

mekanizmasinin daha iyi anlasilmasi i¢in 6nemli bir 6l¢iim ve bakis agis1 saglayacaktir.

e Su ana kadar elde edilen sortaz inhibitorlerinin ¢ogu S. aureus inhibisyonu iizerine
odaklandigindan, S. mutans karsi aktif bilesiklerin elde edilmesi dis hekimligi agisindan

onemli bir geligme saglamistir.

Yeni bir terapdtik ajan olarak gelistirilmeye deger umut verici SrtA enzimine yonelik
inhibitorlerinin etkinligi, her bir inhibitor i¢in bir anti-viriilan rolii kabul edilmeden 6nce in-
vitro deneyler ve ileri molekiiler simiilasyon calismalar1 ile kapsamli bir sekilde

degerlendirilmeli ve desteklenmelidir.

Dogal iirlinlerin cogunun geleneksel tipta uzun siiredir kullanildig: iddia edilmekle
birlikte, klinikte kullanilmasi planlaniyorsa daha detayli sitotoksisite testlerine hala ihtiyag

vardir. Ayrica, dogal triinlerin ¢iiriik Onleyici etkileri ile ilgili ¢aligmalar, antibakteriyel
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etkilerin yani1 sira remineralizasyon/demineralizasyon dengesinin saglanmasina yonelik

caligsmalara da odaklanmalidir.

Sonuglarimiza gore belirlenen etkin inhibitor bilesikler, enzim inhibisyonunda
onemli aminoasit kalintilar1 ile etkilesime girerek SrtA'nin aktivitesini inhibe edebilecegini
ve S. mutans nedenli biyofilm olusumunu bozabilecegini gosterdi. Bu bilesiklerin agiz
calkalama sular1 veya dis macunlar1 gibi agiz bakim firiinlerine dahil edilerek, oral hijyen
uygulamalarinda kullanilabilecek daha efektif iriinlerin  gelistirilmesine  olanak

saglayacagini diislinmekteyiz.

Ozetle bu tez ¢aligmasmnin, S.mutans SrtA enziminin yapisal 6zelliklerini ortaya
cikararak inhibisyon mekanizmasinin daha iyi anlasilmast ile dis ¢iiriigii tedavisine yonelik
yeni antimikrobiyal ajanlarin gelistirilmesi i¢in 6nemli bilimsel katkilar saglayacagi

kanisindayi1z.
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EK Tablo 1. S. mutans SrtA enziminin inhibisyonuna yonelik literatiir ve veri tabanlarindan

elde edilen 102 ligandin, 2B kimyasal yapisi, baglanma enerjisi ve Kjdegerleri

Ligand Ligand isim Ligand Kimyasal Yapisi Ki Baglanma
Numara Enerjisi
(uM) (kcal/mol)
il Klorheksidin O e BT s 6.29
- MH NH

2 Trans-kalkon » » 61.22 -5.75

3 CHEMBL 3823460 q 35.40 -6.07
=
|
A
4 CHEMBL 3335595 o NP 33.80 -6.10
W
v
5 CHEMBL3823220 42.05 -5.97
6 CHEMBL3335590 27.64 -6.22
7 CHEMBL130640 O O 43.19 -5.95
|
8 CHEMBL3824127 ' P O 120 -5.35


https://www.ebi.ac.uk/chembl/compound_report_card/CHEMBL3823460
https://www.ebi.ac.uk/chembl/compound_report_card/CHEMBL3335595
https://www.ebi.ac.uk/chembl/compound_report_card/CHEMBL3823220
https://www.ebi.ac.uk/chembl/compound_report_card/CHEMBL3335590
https://www.ebi.ac.uk/chembl/compound_report_card/CHEMBL130640
https://www.ebi.ac.uk/chembl/compound_report_card/CHEMBL3824127

Ligand Ligand Isim Ligand Kimyasal Yapisi Ki Baglanma
Numara Enerjisi
(uM) (kcal/mol)

9 CHEMBL3823901 O O o 47.43 -5.90

P

10 CHEMBL3335591 16.48 6.53

(L CHEMBL3183256 46.69 -5.91

12 CHEMBL1395334 E : 17.98 -6.47
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14 CHEMBL 2297684 O O - 40.56 -5.99
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https://www.ebi.ac.uk/chembl/compound_report_card/CHEMBL3823901
https://www.ebi.ac.uk/chembl/compound_report_card/CHEMBL3335591

Ligand Ligand Isim Ligand Kimyasal Yapisi Ki Baglanma
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OH (o]
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S
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l OH
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23 O O 43.34 -5.95




Ligand Ligand Isim Ligand Kimyasal Yapisi Ki Baglanma
Numara Enerjisi
(uM) (kcal/mol)
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(L
OH (o)
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CHs
)
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Ligand Ligand Isim Ligand Kimyasal Yapisi Ki Baglanma
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OH o OH
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HO L“r oH
40 CHEMBL3335593 O 70.83 -5.66
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Ligand Ligand Isim Ligand Kimyasal Yapisi Ki Baglanma
Numara Enerjisi
(uM) (kcal/mol)
41 CHEMBL3335594 O & O 46.36 -5.91
/‘ OH
42 CHEMBL127409 O O 164.07 -5.16
43 CHEMBL3752751 O 167.94 -5.15
|
OH (e} OH
44 CHEMBL2180475 O Z O 45.61 5.92
HO
45 CHEMBL3931659 - O i O 52.09 -5.84
46 CHEMBL128000 | O or 54.78 -5.81
47 CHEMBL3780469 T, 7157 5.66
48 CHEMBL1256533 g or 55.10 -5.81
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Ligand Ligand Isim Ligand Kimyasal Yapisi Ki Baglanma
Numara Enerjisi
(uM) (kcal/mol)
HO o+
49 CHEMBL2297672 45.26 -5.93
50 CHEMBL3754732 37.18 -6.04
OH
HO OH OoH
51 CHEMBL429284 O O 289.18 -4.83
\ oH
52 CHEMBL125800 O | ! o 51,01 -5.86
OH
53 CHEMBL494612 O H| O 82 55 557
H:C/O (o]
54 CHEMBL3754082 88.08 -5.53
55 CHEMBL222557 112.38 -5.39
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Ligand Ligand Isim Ligand Kimyasal Yapisi Ki Baglanma
Numara Enerjisi
(uM) (kcal/mol)
56 CHEMBL3335596 53.00 -5.83
OH (o] OH
57 CHEMBL3335592 O 7 O 51.50 -5.85
OH
OH
| OH
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~ OH
OH OH
HO OH
59 CHEMBL 1082538 O O 73.25 -5.64
o
0
=
60 CHEMBL 2180476 O O 735.86 -4.27
e
61 CHEMBL2235294 O | o 91.16 -5.51
OH (o]
[ . I
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(o]
OH (o] OH
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HO OH
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Ligand Ligand Isim Ligand Kimyasal Yapisi Ki Baglanma
Numara Enerjisi
(uM) (kcal/mol)
64 CHEMBL340244 256.58 -4.90
65 CHEMBL243619 108.00 -5.41
=
66 CHEMBL3099518 O O 60.18 -5.76
HO tha OH
HO OH OH
67 CHEMBL244249 O ~ O 93.28 -5.50
HzC\ OH
[e]
68 CHEMBL126621 O 77.64 -5.61
OH
|
OH o]
69 CHEMBL476986 38.47 -6.02
70 CHEMBL3754006 43.45 -5.95
71 CHEMBL 144686 38.90 -6.02
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Ligand Ligand Isim Ligand Kimyasal Yapisi Ki Baglanma
Numara Enerjisi
(uM) (kcal/mol)
72 CHEMBL3799023 62.09 -5.74
73 CHEMBL2437372 34.96 -6.08
74 CHEMBL513784 59.75 -5.76
0
(e} OH
HO /
75 CHEMBL 2180472 O O 14.72 -6.59
76 CHEMBL228205 O 24.52 -6.29
§ I
7 CHEMBL2263299 O | i 30.66 -6.16
78 )
Kurarinone
5.47 -7.18
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Morin 84,23 -5.56
80 Astilbin @;g\
. * *
8]_ oH o. o
7-Hydroxy-6- 63.51 -5.73
methoxyflavanone N
l I
82 SN
(2S,3R)-3,7- m 48.56 -5.88
dihydroxy-6- B} .
methoxyflavanone | H
83
7-hydroxyflavanone O 26.22 -6.25
84 .
Formononetin 148.16 -5.22
85 .
Afromosin 112.33 -5.39
(Castanin)
86 . ,
5,7-dihydroxy-4’- 291.74 -4.82
methoxyisoflavone
(Biochanin)
87 Daidzein 24359 4,93
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88

Rutin

(Quercetin-3-O-a-
L-rhamnopyranosy-
p-D-
glucopyranoside)

89 Quercetin-3’-O- O | B _
methyl-3-O-a-L-
rhamnopyranosyl(1 oo A e
— 6)-p-D- ._ Y
glucopyranoside O/ o
%0 Quercetin 90.37 -5.52
a1 Myricetin 155.95 519
92 Kurarinol 69.27 -5.67
%3 Catechin 81.79 -5.58
(Yesil cay ekstrat)
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94

Citrus sinensis L. 190.19 -5.08
(Nobiletin)
(Narenciye 6zii)
95 Kaempferol-3- _ -
rutinoside
% [sorhamnetin 3-O- 3 _
B-d-rutinoside
(Narcissin)
97 Isobavachalcone
20.79 -6.39
CHEMBL253467
98 Herbacetin 226..47 -4.97
99 Helichrysetin 81.13 -5.58
100 Quercetin 3-beta-D- O

glucoside

(Isoquarcetin)
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101 Rhoifolin F\KP/ O o

.
102 Pectolinarin e o/-'.-._%;:m : B
O: A~ o,
SOVe
L]

? OH O

*: Farmakokinetik agidan uygun bulunmayan bilesiklerin docking analizi yapilmadigi igin,

bu bilesiklerin Kjve enerji degerleri “-* seklinde belirtilmistir.
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