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SEKILLER LiSTESI

Sekil 1.1 3CLpro) yapist (6LU7 pdb): Katalitik merkez, 10-99 amino asitlerinden
olusan L.ve II Bolgeleri derin bir yarik olusturuyor (agik mavi); burada kirmiz isaretli
amino asitler His41 (Bolge I) ve Cys145 (Bolge II) amino asitlerini gosteriyor. 100-
182 amino asitleri Bolge III (mavi) ve 103-306 amino asitleri Bolge III
(pembe)gostermektedir (Jin vd., 2020). ...eeeoieiieie et 6
Sekil 1.2 SARS-CoV-2 Spike protein sematik yapisi (Huang vd., 2020) ................. 19
Sekil 4.1 Es-kristalize ligandin (acik mavi) Dock 6.7 tarafindan iiretilen baglanma
durusu (mercan rengi) ile iist iiste bindirilmis yapis1 (1.139 A RMSD). ................... 53
Sekil 4.2 (a) N3 ligandimin 3CLpro enziminin baglanma bdolgesindeki baglanma
deseni. Ligandin karbon atomlar1 mercan (coral) rengiyle, amino asitlerin karbon
atomlari ise zeytin (olive) rengiyle gosterilmistir. (b) En diisiik potansiyel enerjiye
sahip yapiya karsilik gelen, MD simiilasyonu yoriingelerinden alinan bir anlik goriintii.
(c) Molekiiler baglanma ¢alismalari sonucunda enzimin baglanma bélgesinde ligandin
olusturdugu hidrojen baglarinin 3D temsili. ........cccoeiieiiiiiiniieeeeeeee e 56
Sekil 4.3 (a) 3-Hit001 ligandinin 3CLpro enziminin baglanma bolgesindeki baglanma
deseni. Ligandin karbon atomlar1 koyu kirmizi rengiyle, amino asitlerin karbon
atomlari ise zeytin (olive) rengiyle gosterilmistir. (b) En diislik potansiyel enerjiye
sahip yapiya karsilik gelen, MD simiilasyonu ydriingelerinden alinan bir anlik goriinti.
(c) Molekiiler baglanma ¢alismalari sonucunda enzimin baglanma bélgesinde ligandin
olusturdugu hidrojen baglarinin 3D temsili. Ligandin yapist ........ccccccvevververnennnnnne. 58
Sekil 4.4 (a) 3-hit002 ligandinin 3CLpro enziminin baglanma bolgesindeki baglanma
deseni. Ligandin karbon atomlar1 sar1 yesil arasi bir renk ile, amino asitlerin karbon
atomlari ise zeytin (olive) rengiyle gosterilmistir. (b) En diisiik potansiyel enerjiye
sahip yapiya karsilik gelen, MD simiilasyonu yoriingelerinden alinan bir anlik goriintii.
(c) Molekiiler baglanma ¢aligmalar sonucunda enzimin baglanma bélgesinde ligandin
olusturdugu hidrojen baglarinin 3D temsili. Ligandin yapist ........cccocceeeeeniereennenne 60
Sekil 4.5 (a) 3-hit003 ligandinin 3CLpro enziminin baglanma bolgesindeki baglanma
deseni. Ligandin karbon atomlar1 turuncu renk ile, amino asitlerin karbon atomlari ise
zeytin (olive) rengiyle gosterilmistir. (b) En diisiik potansiyel enerjiye sahip yapiya
karsilik gelen, MD simiilasyonu ydriingelerinden alinan bir anlik goriintii. (c)
Molekiiler baglanma calismalar1 sonucunda enzimin baglanma bolgesinde ligandin

olusturdugu hidrojen baglarinin 3D temsili. Ligand yapist .......ccccceeevveerieneeneennnnnne. 62

X



Sekil 4.6 Komplekslerin molekiiler dinamik simiilasyonlarindan zamana bagli olarak
elde edilen PTP1B dinamik yapilarinin kok ortalama kare sapma (RMSD) grafikleri.
3-hit004'in yiliksek dalgalanmalari, enzimin ilk on kalintisinin (kirmizi olarak
gosterilmistir) ve Domain (Bolge) III'iin amino asitlerinin (morumsu kirmizi olarak
gosterilmistir) hareketliligine atfedilmistir (a). Calisilan ligandlarla kompleks i¢cindeki
3CLpro amino asitlerinin zamana bagli protein kok ortalama kare dalgalanmasi
(RMSF) grafikleri (b). Ligand-enzim komplekslerinin dénme yarigapi (c) ve ¢oziiciiye
erisilebilir yiizey alami (d) grafikleri. Netlik saglamak icin, SASA degerleri 107 ile
(0T 4011 008 1 5 1 RSP S 65
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OZET

SARS-COV-2 3-CLpro, RdRp, PLpro VE Spike PROTEINLERINE KARSI
SANAL TARAMA YAKLASIMLARIYLA iLAC ADAYLARININ
BELIRLENMESi: MOLEKULER YERLESTIiRME VE MOLEKULER
DINAMIK CALISMALARI

ARSLANTURK BINGUL, Alev
Doktora, Kimya Boliimi
Danisman: Prof. Dr. Necmettin PIRINCCIOGLU
Haziran 2025, 255 sayfa

COVID-19 pandemisinin ardindan kiiresel insan hareketliligi normallesmis olsa da, hastalik
yeni varyantlarin ortaya ¢ikmasi nedeniyle hala dnemli bir tehdit olusturmaktadir ve bu durum,
hastalig1 ilag gelistirme agisindan 6nemli bir hedef haline getirmeye devam etmektedir.
Hastaligin anlasilmasi, etkili tedavi seceneklerinin gelistirilmesi ve nihayetinde ortadan
kaldirilmast amaciyla 6nemli cabalar sarf edilmistir. Koronaviriislerin, bilinen tim RNA
viriisleri arasinda en biiyiik genom boyutuna sahip oldugu gosterilmistir; genomlari, protein
bir kilif igerisinde yer alan tek sarmalli bir RNA ipliginden olugsmaktadir.

Bu caligmada, yeni potansiyel inhibitorlerin belirlenmesi amaciyla dort viral protein hedef
olarak segilmistir. Ana proteaz (3CLpro), SARS-CoV-2’nin en kritik hedeflerinden biridir
¢linkii viral poliproteinlerin, viral replikasyon i¢in gerekli olan yapisal olmayan proteinlere
(NSP'ler) ayristirilmasi i¢in gereklidir; bu nedenle, viriisiin yagam dongiisii a¢isindan hayati
bir dneme sahiptir. PLpro ise SARS-CoV-2’nin replikasyonu i¢in gerekli olan bagka bir
enzimatik proteindir ve enfeksiyon sirasinda viriisiin konak¢min dogal bagigiklik
savunmasindan kagmasina yardimci olmasi agisindan onemli bir rol oynar. SARS-CoV-2
viriisiiniin yiizeyinde bulunan Spike (S) proteini, viriisiin konak hiicrelere baglanmasini ve
sonrasinda hiicre igerisine girigini saglayan bilylik ve karmagik bir yapidir. Bu hayati islevi
nedeniyle, yeni inhibitorlerin tasarlanmasinda hedef protein olarak seg¢ilmistir. RNA’ya
bagimli RNA polimeraz (RdRp) enzimi ise viral replikasyon dongiisiinde merkezi bir rol
oynamaktadir. RdRp, viral genomun sentezinden sorumlu oldugundan, virlisiin hayatta
kalmasi ve cogalmasi agisindan kritik bir dneme sahiptir. Bu 6zellikler, RdARp'nin SARS-CoV-
2 tedavisindeki vazgec¢ilmez roliinii agikca ortaya koymaktadir.

Yukarida belirtilen viral proteinleri hedef alan yeni inhibitdr adaylarinin belirlenmesinde sanal
tarama, molekiiler yerlestirme ve molekiiler dinamik (MD) simiilasyonlar1 gibi ¢esitli
hesaplamal1 yaklagimlar bir arada kullamlmstir. Ozellikle 3CLpro (PDB: 6LU7) ve RdRp
(PDB: 6NUR) enzimlerine yonelik olarak, ZINC15 veritabamindan sirasiyla 756.958 ve
193.314 bilesik yapi-temelli sanal tarama ile taranmis; ardindan molekiiler yerlestirme, 100
nanosaniyelilk MD simillasyonlar1 ve baglanma serbest enerjisi hesaplamalarn
gergeklestirilmistir. Buna ek olarak, PLpro (PDB: 7LOS) ve Spike proteini (PDB: 6M0J) igin
de sanal tarama ¢aligmalari ile yeni potansiyel inhibitér adaylar1 belirlenmistir. PLpro i¢in 2
milyondan fazla ve Spike proteini igin 717.652 bilesik, ZINC15 veri tabanindan yapi-temelli
sanal tarama ile taranmis ve ardindan molekiiler yerlestirme analizleri es-kristalize ligand
referans alinarak yapilmistir.

Anahtar Kelimeler: SARS-CoV-2, Molekiiler Yerlestirme, Sanal Tarama, Molekiiler
Dinamik Simiilasyon, ZINC15
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ABSTRACT

IDENTIFICATION OF DRUG CANDIDATES AGAINST SARS-COV-2 3-
CLpro, RdRp, PLpro AND SPIKE PROTEINS BY VIRTUAL SCREENING
APPROACHES: MOLECULAR DOCKING AND MOLECULAR
DYNAMICS STUDIES

ARSLANTURK BINGUL, Alev
Doctorate of Philosophy in Department of Chemistry
Supervisor: Prof. Dr. Necmettin PIRINCCIOGLU
June 2025, 255 pages

Although global human mobility has normalized after the COVID-19 pandemic, the disease
remains a major threat due to the emergence of new variants, keeping it a key target for drug
development. Considerable efforts have been made to understand the disease, develop
treatment options, and ultimately eradicate it. It has been shown that these viruses possess the
largest genome size among all known RNA viruses, with their genome consisting of an RNA
strand enclosed in a protein coat.

In our study, four protein-based enzymes were targeted for the identification of new potential
inhibitors. The main protease (3CLpro) is one of the most pivotal targets of SARS-CoV-2, as
it is required for the cleavage of viral polyproteins into nonstructural proteins (NSPs), which
are essential for viral replication and thus critical to the virus's life cycle. PLpro is another
enzymatic protein necessary for the replication process of SARS-CoV-2, and during viral
infection, it plays a key role in helping the virus evade the host's innate immune defense. The
Spike (S) protein, located on the surface of the SARS-CoV-2 virus, is a large and complex
structure that plays a critical role in the virus's attachment to host cells and its subsequent
entry. Due to this function, it has been selected as a target for the investigation of novel
inhibitors. The RNA-dependent RNA polymerase (RdRp) enzyme also plays a central role in
the viral replication cycle. Since RdRp is responsible for replicating the viral genome, its
function is vital for the virus’s survival and proliferation. This clearly demonstrates the
indispensable role of RdRp in the treatment of SARS-CoV-2.

This study utilizes a combination of various computational tools including virtual screening,
molecular docking, and molecular dynamics (MD) simulations for the development of novel
inhibitor candidates targeting the aforementioned biological macromolecules, namely the
3CLpro (PDB: 6L.U7) and RdRp (PDB: 6NUR) enzymes. A total of 756,958 and 193,314
molecules from the ZINC15 database were screened against 3CLpro and RdRp, respectively,
through structure-based virtual screening, followed by 100-nanosecond MD simulations, and
binding free energy calculations. Additionally, new potential inhibitor candidates for PLpro
(PDB: 7LOS) and the Spike protein (PDB: 6M0J) were subjected to virtual screening. Over 2
million molecules for PLpro and 717,652 molecules for the Spike protein from the ZINC15
database were screened using structure-based virtual screening approach, followed by
molecular docking analyses based on the scores of the co-crystallized ligand.

Keywords: SARS-CoV-2, Molecular Docking, Virtual Screening, Molecular Dinamic
Simulatios, ZINC15
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1. GIRiS

1918-1920 arasinda ortaya ¢ikan ve bir influenza salgini olan Ispanyol gribi 1918
yilinda pik yaparak iki yil i¢inde o sirada 2 milyardan az olan diinya niifusunun
yaklasik 500 milyonunun hastaliga yakalanmasi ve 40 ila 70 milyon kisinin 6limii ile
sonuglanmisti. Uzerinden 100 y1l gecmisken insanlik, baska bir pandemi ile kars
karsiya kalmustir. Insanhgin bu yiizyil iceresinde Kkatettigi yol diisiiniildiigiinde
evlerimize kapanmak zorunda kaldigimiz ve her seyden korkar hale geldigimiz
gergegi, aslinda bu tip pandemilere ne kadar hazirliksiz ve bu siirecler i¢in ne kadar
bilgisiz oldugumuzu ortaya koymustur. Bu noktada yapilmasi gereken, pandemileri
kabullenip gelecek olan pandemiler icin global olarak hazirlikli olmak, plan yapmak

ve daha ¢ok calismak olmalidir (Taubenberger, 2015.).

Aralik 2019'da Cin'in Wuhan sehrinde ortaya ¢ikan koronaviriis hastaligi (COVID-
19), bir akciger hastalig1 salginina neden olmus ve o zamandan beri tiim diinyaya
yayilmistir (Zhu vd., 2020)] Siddetli Akut Solunum Sendromu Koronaviriis-2'nin
(SARS-CoV-2) nasil ortaya ¢iktigini ve insan viicuduna nasil girdigini kesfetmek, daha
sonra karsilagilabilecegimiz salginlar agisindan siiphe gotiirmez bir 6nem tasimaktadir.
Mevcut bilgiler iki celiskili teori etrafinda dénmektedir. ilki, laboratuvardan yapay
olarak iiretilmesi sonucu kaza eseri yayilma olasilig1 ve ikincisi insanlarin zoonotik
hastaliklarla temas1 senaryosudur. Salginin kaynagimin belirlenmesi i¢in daha fazla
aragtirmaya gerekliliginin yani sira, COVID-19'un nasil ortaya ¢iktigini anlamak,
gelecekteki salginlari hafifletmeye yonelik kiiresel stratejiler gelistirmek agisindan

hayati 6neme sahip oldugu anlagilmaktadir (Andersen vd., 2020)

Koronaviriisler ilk olarak 1960'larin sonlarinda tanimlanirken, enfeksiyonlarin
insanlar arasinda olduk¢a yaygim oldugu goriilmiistiir. Cogunlukla hastaligin hafif
semptomlara sahip olmasi genis popiilasyonda ve bilim diinyasinda biiyiik Olciide
ihmal edilmesine neden olmustur (Paules vd., 2020)]. Bugiine kadarki en yaygin
koronaviriis Aralik 2019'da Cin'in Wuhan kentinde kesfedilen COVID-19 hastaligidir.
Hastalik, insandan insana bulasan bir salgin siifidir (Kumar vd., 2020),(Li vd., 2020),
(Rosenthal vd., 2020). O zamandan bu yana, NL63-CoV, HKU1-CoV, MERS-CoV'u
da igeren yeni CoV'ler siklikla tanimlanmasiyla beraber Aralik 2019'da, SARS-CoV-2
nin, SARS-CoV ve MERS-CoV gibi 6liimciil (ancak asir1 derecede bulasici olmayan)
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bir viriis oldugu ve yiiksek patolojik potansiyele sahip oldugu agikga gosterilmistir
(Holmes vd., 2021; Koopmans, 2017; Y. Z. Zhang ve Holmes, 2020)

Viriisiin yiiksek bulagiciligt ve patojenitesi, salginin baslangicinda kesfedilmis ve
diinya capinda oldukca hizli yayilim gdstermistir. Viriisiin 6nlenmesine iligkin
kamuoyu farkindaligi ve durumun ciddiyetinin ge¢ farkina varilmasinin yani sira
mutasyona ugrama yetenegi virlisiin hizli bir sekilde yayilimina firsat sunmustur
(Davis vd., 2021; Hu vd., 2021) . Takip eden siirecte salgin Diinya Saglik Orgiitii
(WHO) tarafindan 11 Mart 2020 itibari ile pandemi olarak ilan edilmistir.

1.1 Nedir Bu Koronaviriisler?
1.1.1 Koronaviriislerin taksonomisi ve genel ézellikleri

Koronaviriisler, Coronaviridae ailesine ait olup, bu aile Coronavirinae ve Torovirinae
olmak iizere iki alt aile icermektedir. Coronaviridae ailesi, virion morfolojisi ve hiicre
ici tomurcuklanma boélgeleri acisindan diger RNA viriislerinden farkli oldugu icin ilk
olarak 1968 yilinda yeni bir viriis ailesi olarak kabul edilmistir (Tyrell D.A.J, 1968).
Bu smiflandirma, daha sonra genomik ve molekiiler caligmalarla da desteklenmistir.
Toroviriisler ve koronavirtisler, 1993 yilinda bu aile icinde ayri cinsler olarak
tanimlanmis ve bu siniflandirma, molekiiler biyoloji tekniklerinin gelismesiyle daha
da kesinlesmistir (Schiitze vd., 2006). Coronaviridae ailesinin tiyeleri biiyiik, zarfli,
tek sarmall1 pozitif polariteli RNA virtisleridir (Weiss ve Leibowitz, 2011). Bu viriisler,
ortalama 25 ila 32 kb arasinda degisen genom biiyiikliiklerine sahip olup, bilinen en
biiyilk RNA viriisleri arasinda yer almaktadir (Woo vd., 2010). Coronaviridae ailesine
ait viriislerin virion cap1 yaklasik 118-136 nm arasinda degismektedir. Virionlar
kabaca kiiresel yapida olup, dis zarflarindan 16+£21 nm kadar uzanan biiyiik S (Spike)
glikoproteinleri ile karakterizedir (Perlman ve Netland, 2009). S proteini, hem konakg1
hiicre reseptorlerine baglanmada hem de hiicre membranlariyla kaynagmada 6nemli

rol oynar ve enfeksiyon olusturmada belirleyici faktorlerden biridir (F. Li, 2016).
1.1.2 Koronaviriislerin genetik yapisi ve replikasyon mekanizmasi

Tek sarmalli pozitif polariteli RN A’ya sahip olan koronaviriisler, replikasyon sirasinda
viral RNA bagimli RNA polimeraz (RdRp) kullanarak ¢ogalirlar (Ziebuhr vd., 2000).

Genomik RNA’nmin 5° ucunda bir sapka (cap structure) ve 3’ ucunda poliadenilat

(polyA) kuyrugu bulunur. Bu 6zellik, viriisiin konakg1 hiicre translasyon sistemini
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etkin bir sekilde kullanmasini saglar (Brian ve Baric, 2005). Koronaviriislerin genomu,
baslica yapisal ve yardimci proteinleri kodlayan genlerden olusur. Orfla ve Orflb
genleri, viral replikasyon ve transkripsiyon igin gerekli replikaz poliproteinlerini
kodlar. Yapisal proteinler arasinda en iyi bilinenler sunlardir:
e S (Spike) Proteini: Konak¢1 hiicre reseptorlerine baglanmayr ve membran
fiizyonunu saglar (F. Li, 2016).
e M (Membran) Proteini: Viriis zarfinin sekillenmesini ve stabilitesini saglar
(Neuman vd., 2011).
o E (Zarf) Proteini: Virion olusumunda rol alir ve iyon kanali islevi gorebilir
(Venkatagopalan vd., 2015).
o N (Niikleokapsid) Proteini: Viral RNA ile etkileserek genom stabilitesini korur
ve replikasyon siirecini diizenler (McBride vd., 2014).
Koronaviriisler, sitoplazmada replikasyon yapar ve enfekte hiicrelerin endoplazmik
retikulum ve Golgi komplekslerinde tomurcuklanarak yeni virionlarin olustururlar

(Masters, 2006).

1.1.3 Koronaviriislerin konakg¢i araligi ve evrimi

Koronaviriisler, genis bir konakg1 yelpazesine sahiptir ve memeliler ile kuslar arasinda
yaygin olarak bulunur (Woo vd., 2012). Koronaviriislerin evrimi, sik rekombinasyon
olaylar1 ve hizli mutasyon oranlar1 nedeniyle oldukg¢a dinamiktir. Dogal rezervuarlari
genellikle yarasalar ve kemirgenler olup, araci konaklar vasitasiyla insanlara

bulasabilirler (Cui vd., 2019).

Viriislerin, zamanla insanlar arasinda yayildikca, degismesi ve evrimlesmesi
olagandir. Bu degisiklikler daha oOnce tespit edilen bir viriisten Onemli Olgiide
farklilastiginda, bu yeni viriis tiplerine "varyant" ad1 verilir. Varyantlar1 tanimlamak
icin, bilim insanlar1 viriislerin genetik materyalini haritalandirir (dizileme olarak
bilinir) ve daha sonra degisip degismediklerini gérmek icin aralarindaki farklari
ararlar. 2020'den beri COVID-19'a neden olan viriis olan SARS-CoV-2 kiiresel olarak
yayllmaya ve ayni zamanda degismeye devam etmektedir. Bu degisiklikler, diinyanin
birgok iilkesinde varyantlarmn tespit edilmesine yol agmigtir. Bu kiiresel SARS-CoV-2
salgininda, alfa, beta, gama, delta ve omikron olmak iizere temel olarak mutasyona
ugramis bes tiir ortaya ¢ikmistir (Dhar vd., 2021; Gu vd., n.d.; Hart vd., 2022; Viana
vd., 2022; Vohringer vd., 2021). Temmuz 2020'de kesfedilen ilk spike proteini (S
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proteini) mutasyonu D614G, diinyay1 kasip kavurmus, iki ay sonra, Birlesik Krallik'ta
varyant alfa susu kesfedilmistir (Davies vd., 2021; Hart vd., 2022)]. Beta varyanti
Aralik 2020°de Giiney Afrika’da kesfedilirken (Viana vd., 2022), gamma varyanti
Ocak 2021°de Brezilya’da, delta varyanti ise Birlesik Krallik’ta Mart 2021°de
kesfedilmistir (Dhar vd., 2021; Vohringer vd., 2021), ve Kasim 2021'de Botsvana'da
omikron varyanti ortaya ¢ikmistir (Gu vd., n.d.). Bu varyantlardan 6nce, D614G
mutasyonu, Temmuz 2020 itibaryla kiiresel yayilim gostererek SARS-CoV-2'nin
bulasiciligint artiran ilk 6nemli spike proteini mutasyonu olarak tanimlanmistir (Hart
vd., 2022; Korber vd., 2020). 1 Nisan 2025 itibartyla toplam 7.057.132 dogrulanmis
COVID-19 kaynakli 6liim bildirilmistir. WHO Tiirkiye'de ise Kasim 2022 itibariyla
toplam 17.052.695 vaka ve 101.511 olim kaydedilmistir.
(https://covid19.saglik.gov.tr/, 2022).

1.1.4 insanlari enfekte eden koronaviriisler (HCoV'ler)

Bugiine kadar insanlar1 enfekte edebilen yedi koronaviriis (HCoV) tanimlanmistir (Cui
vd., 2019; Zhu vd., 2020):

1. HCoV-229E (Alphacoronavirus)

2. HCoV-NL63 (Alphacoronavirus)

3. HCoV-0C43 (Betacoronavirus)

4. HCoV-HKUI (Betacoronavirus)

5. Siddetli Akut  Solunum  Sendromu  Koronaviriisi ~ (SARS-CoV)

(Betacoronavirus)
6. Orta Dogu Solunum Sendromu Koronaviriisit (MERS-CoV) (Betacoronavirus)
7. Siddetli Akut Solunum Sendromu Koronaviriisi 2 (SARS-CoV-2)

(Betacoronavirus).

Bu viriislerden HCoV-NL63, HCoV-229E, HCoV-OC43 ve HCoV-HKU 1, insanlarda
yaygin olarak dolagan ve genellikle hafif ila orta siddette {ist solunum yolu
enfeksiyonlara neden olan endemik koronaviriislerdir (S. Su vd., 2016). Bu viriisler,
mevsimsel grip benzeri semptomlar olusturabilir ve 6zellikle bagigiklik sistemi zayif
bireylerde veya yaglilarda daha ciddi komplikasyonlara yol agabilir (Collins ve Jeffery,
2007).



Yeni terapotik ajanlarin belirlenmesine yonelik kiiresel ¢abalar, genellikle ilag yeniden
konumlandirmasi (repurposing), sanal tarama ve de novo ilag tasarimi gibi stratejiler
etrafinda sekillenmekte ve bu yaklasimlar farkli basari diizeyleri sergilemektedir. Viral
replikasyon siiregleri ve konak hiicreyle etkilesimlerin diizenlenmesi amaciyla, viriise
ait tlim protein ve enzimlerin potansiyel terapotik hedefler oldugu kabul edilmektedir
(Gil vd., 2020). Bununla birlikte, arastirma odaklar1 genellikle dort ana viral hedef
iizerinde yogunlagsmaktadir:

e Ana proteaz (Main protease, Mpro)

e Spike proteini (S-protein)

e Papain-benzeri proteaz (Papain-like protease, PLpro)

e RNA’ya bagimli RNA polimeraz (RNA-dependent RNA polymerase, RARp)
1.2 3-CLpro (Main Protease)

Koronaviriislerin yasam dongiisiinde merkezi bir rol oynayan 3-Chymotrypsin-like
Protease (3-Kimotripsin benzeri proteaz 3CLpro veya ana proteaz - Mpro), viral
poliproteinlerin islenmesinde kritik bir isleve sahiptir (Piplani vd., 2022; Wu vd.,
2020). Bu proteaz, viral poliproteinleri keserek, replikasyon i¢in gerekli olan yapisal
olmayan proteinlerin (non-structural proteins, NSP'ler) serbest birakilmasini saglar.
Ozellikle, Mpro, NSP4'ten NSP16'ya kadar olan proteinlerin salinmasinda rol oynar,
bu da viriisiin replikasyonu i¢in esastir (Hou vd., 2023; Piplani vd., 2021). Mpro'nun
benzersiz substrat tanima Ozelligi, insan hiicresel proteazlartyla diisitk homoloji
gostermesi nedeniyle, inhibitdrlerinin insan hiicrelerinde minimal yan etkilere sahip
olma potansiyelini artirir (Citarella vd., 2023). Bu durum, Mpro'yu antiviral ilag

gelistirme siireglerinde cazip bir hedef haline getirmektedir.
1.2.1 3-CLpro genel yapisi
3-CLpro, aktif formunda homodimer (iki 6zdes alt birimden olusan bir yap1) olarak

islev goriir (Amorim vd., 2024; Feng vd., 2022; Hameedi vd., 2022; Owen vd., 2021).
Enzim {i¢ ana bdlgeden olusur (Sekil 1.1):



Sekil 1. 1 3CLpro) yapist (6LU7 pdb): Katalitik merkez, 10-99 amino asitlerinden olusan I.ve II
Bolgeleri derin bir yarik olusturuyor (agitk mavi); burada kirmiz isaretli amino asitler His41 (Bolge I)
ve Cysl145 (Bolge II) amino asitlerini gosteriyor. 100-182 amino asitleri Bolge III (mavi) ve 103-306
amino asitleri Bolge IIT (pembe)gdstermektedir (Jin vd., 2020).

Bolge (Domain) I (amino asitler 10-99), enzimin aktif bolgesinin bir kismin1 olusturan
B-barrel (katlanma) modeline sahip bir yapidir ve substrat baglanma yariginda dnemli
bir rol oynar (Feng vd., 2022; Owen vd., 2021). His41-Cys145 katalitik dyadi (ikilisi),
Domain I ve Domain II arasindaki arayiizde bulunur ve viral poliproteinin spesifik
bolgelerden kesilmesini saglar. Ayrica, Domain I, enzimin dimerizasyonuna katkida
bulunarak stabilitesine yardimci olur (Amorim vd., 2024; Hameedi vd., 2022).
Dimerizasyon, proteazin tam aktivite kazanmasi igin gereklidir, ¢iinkii aktif bolge
amino asitlermin dogru konumlandirilmasin1  saglar. 3CLpro’yu hedef alan
inhibitorler, genellikle Domain I’in aktif bolgesine baglanarak enzimin islevini bozar.
Ornegin, Nirmatrelvir gibi kovalent inhibitorler, Domain I’deki 6nemli amino asitlerla
etkilesime girerek viral replikasyonu engeller (Owen vd., 2021). Bu nedenle, Domain
I’in yapisal ve islevsel 6zelliklerini anlamak, koronaviriis tedavisi i¢in yeni antiviral

ilaclarin tasarlanmasinda biiyiik 6nem tagimaktadir.

Bolge (Domain) II, 3CLpro enziminde 100—182 numarali amino asitleri kapsayan
bolgedir ve Domain I ile benzer sekilde B-katlanma modeline sahip olup antiparalel -
ipliklerden olusan bir kimozin-benzeri yap1 sergiler (Amorim vd., 2024). Bu domain,
aktif bolgeyi tamamlayarak Domain I ile birlikte substrat baglanma yarigini olusturur

(Amorim vd., 2024; Hameedi vd., 2022). Ayrica, His4l (Domain I) ve Cys145



(Domain II) katalitik dyadi icin gerekli olan kritik yapiy1 barindirir ve proteaz
aktivitesinde merkezi bir rol oynar (Amorim vd., 2024; Hameedi vd., 2022). Domain
II, substrat tanima ve kesme siire¢lerinde 6nemli iglevler istlenir; enzim, 6zellikle
GIn|(Ser/Ala) bolgelerini keser ve bu baglanma Domain II’deki amino asitler
tarafindan stabilize edilir (Dai vd., 2020; Zagoérska vd., 2024). Dimerizasyon agisindan
ise Domain III esas olarak dimerizasyonu yonlendirirken, Domain II de dimer
arayliziinde stabilizasyon saglamaktadir (Dai vd., 2020). 3CLpro’nun dimer formu,
monomer formuna gore daha yiiksek katalitik aktivite gosterdiginden, bu siire¢ enzim
fonksiyonu i¢in kritik 6neme sahiptir. Cys145°i hedef alan Nirmatrelvir gibi birgok
kiigiik molekiil inhibitorii, Domain II ile etkilesime girerek proteazin islevini engeller
(Owen vd., 2021). Bu nedenle, Domain II’nin yapisal 6zelliklerinin anlasilmasi,
SARS-CoV-2 ve diger koronaviriislere karsi antiviral ila¢ gelistirme calismalarinda

Onemli bir odak noktasidir.

Bolge (Domain) III, 3CLpro enziminde 183-306 amino asitlerini kapsayan bolgedir
ve Domain I ve II’'nin B-katlanma modelinin aksine, a-helikal bir yapi1 sergiler
(Amorim vd., 2024). Bes a-heliksten olusan kompakt bir globiiler yap1 igerir ve
Domain II ile esnek bir baglanti bolgesi {izerinden baglantilidir, bu da enzim
aktivitesinin diizenlenmesine katkida bulunabilir (Amorim vd., 2024; Mody vd.,
2021). Domain III’in protein-protein etkilesimlerinde ve 06zellikle 3CLpro’nun
dimerlesmesinde kritik bir rolii vardir. Dimerlesme, 3CLpro’nun tam enzimatik
aktivite kazanmasi i¢in gereklidir, ¢linkii monomerik form biiylik 6l¢lide etkisizdir
(Mody vd., 2021). Domain III, enzimin dimer stabilizasyonunda gorev alarak, Domain
I ve II’deki aktif bolge amino asitlerinin dogru konumlanmasini saglar (Amorim vd.,
2024; Dai vd., 2020). Ayrica, Domain II ile Domain III arasindaki esnek baglanti,
enzimin konformasyonel degisimlerle diizenlenebilecegini diisiindiirmektedir (Mody
vd.,2021; L. Zhang vd., 2020). Domain III’te meydana gelen mutasyonlar veya yapisal
degisiklikler, dimer stabilitesini ve enzim fonksiyonunu etkileyerek buray1 énemli bir
hedef haline getirebilir (L. Zhang vd., 2020)]. Cogu inhibitor aktif bolgeyi hedef alsa
da, bazi antiviral stratejiler, Domain III'i hedef alarak dimerizasyonu bozmay1
amaglamaktadir (Al Adem vd., 2024; L. Zhang vd., 2020). Bu bolgedeki kiigiik
molekiillerle etkilesim saglayan inhibitorler, proteaz aktivitesini azaltabilir ve

alternatif bir antiviral yaklagim sunabilir. Bu nedenle, Domain III’{in dimerizasyon ve



allosterik diizenlemedeki rolii, SARS-CoV-2 ve diger koronaviriislere karst

gelistirilecek yeni ilag stratejileri agisindan biiylik 6nem tagimaktadir.

1.2.2 Dimerizasyon ve 3CLpro aktivitesindeki rolii

Dimerizasyon, 3CLpro’nun aktif bolgesinin dogru konformasyonunu kazanmasini
saglayarak enzimatik aktivite i¢in kritik bir siirectir (Amorim vd., 2024; Hameedi vd.,
2022). Monomerik formda, aktif bolge tamamlanmamis oldugundan substrat baglama
ve kesme islemi verimli bir sekilde ger¢eklesemez (Amorim vd., 2024). Dimerizasyon,
oksianyon bdolgesi ve substrat baglanma cepleri gibi 6nemli yapisal unsurlari stabilize
eder ve Glul66 gibi dimer ara yiiziinde bulunan amino asitler, dogru substrat baglanma
ceplerinin olusumunda kritik bir rol oynar (Dai vd., 2020; Lubin vd., 2023; Zagorska
vd., 2024). Yapilan deneysel calismalar, dimerizasyonu bozan mutasyonlarin
enzimatik aktiviteyi biiylik dl¢iide azalttigini ve monomerik 3CLpro’nun proteolitik
fonksiyon gostermedigini kanitlamistir (Amorim vd., 2024; Zagorska vd., 2024).
Dimer ara ylizii, enzimin katalitik verimliligini artirarak iki monomer arasindaki
etkilesimin Domain III’{in dogru konumlanmasini ve substratin aktif bolgeye erisimini
sagladigini gosterir. Argl31, Glul66 ve GInl192 gibi 6nemli dimer ara yiizii amino
asitler1, aktif bdlgenin stabilitesini korumada 6nemli bir rol oynarlar (Dai vd., 2020;
Lubin vd., 2023; Zagérska vd., 2024). Ozellikle Glul66, S1 cebi stabilitesini
saglayarak substrat spesifikligini belirlerken, GIn192, Ser144, Glul143 ve Cys145’in
aktif konformasyonunu stabilize eder (Amorim vd., 2024; Dai vd., 2020; Zagorska vd.,
2024). Dimerizasyonun enzim aktivitesi i¢in zorunlu olmasi, bu siireci hedef almay1
potansiyel bir antiviral strateji haline getirmektedir. Dimer ara yiiziine baglanan kii¢iik
molekiiller veya dimerizasyonu engelleyen peptit bazli inhibitdrler, enzimin
fonksiyonunu tamamen durdurmadan aktivitesini azaltabilir (Dai vd., 2020; Lubin vd.,
2023). Bu nedenle, 3CLpro’nun dimerizasyon mekanizmasini hedef alan inhibitorler,
SARS-CoV-2 ve diger koronaviriis enfeksiyonlarinin tedavisinde umut vadeden ilag

adaylaridir.

1.2.3 Katalitik siirec

Koronaviriislerde 3CLpro, viral poliproteinleri isleyerek fonksiyonel proteinlere
doniistiiren anahtar bir enzimdir ve bu nedenle antiviral ila¢ gelistirme agisindan kritik
bir hedef olarak kabul edilir. His41, Met49, Glu143, Ser144, His163, His164, Met165,
Glul66, Leul67, Asp187 ve Argl 88 gibi amino asitler, 3CLpro’nun katalitik aktivitesi



ve substrat baglanmasi i¢in hayati roller oynar (Dai vd., 2020; Mody vd., 2021;
Zagorska vd., 2024; L. Zhang vd., 2020). His41, Cys145 ile birlikte katalitik dyad
olusturur ve viral poliproteinin par¢calanmasini saglar (Amorim vd., 2024; Feng vd.,
2022; Hameedi vd., 2022). Glul43 ve Serl44, oksiyaniyon deliginde gorev alarak
proteoliz sirasinda tetrahedral ara iiriinii stabilize eder (Dai vd., 2020; Zagorska vd.,
2024). Hisl163 ve Hisl64, P1 substrat spesifiklik cebinde yer alarak substrat
baglanmasimi etkilerken, Metl165, hidrofobik etkilesimlerle baglanma stabilitesine
katkida bulunur (Dai vd., 2020; Zagoérska vd., 2024). Glul66, substrat
konumlanmasinda kritik hidrojen baglar1 olusturarak enzimin islevselligi i¢in hayati
oneme sahiptir ve Leul67, aktif bolgenin yapisal biitlinliiglinii destekler. Met49,
enzimin konformasyonunu stabilize ederek inhibitér baglanmasini etkilerken, Asp187
ve Argl88, 3CLpro’nun genel yapisal biitiinliigiinii korumada ve olasi dimerizasyon
siireglerinde rol oynayabilirler. Ek olarak, GIn189, Thr190, Alal91 ve GIn192,
substrat baglanmasi, enzim stabilitesi ve inhibitér etkilesimlerinde oOnemli
fonksiyonlara sahiptir (Al Adem vd., 2024; Mody vd., 2021). GIn189, S2 bdlgesinde
yer alarak hidrojen baglar1 ve van der Waals etkilesimleri ile hem ligantlarla hem de
inhibitorlerle bag kurar ve substrat spesifikligini belirler. Thr190, aktif bolgeye yakin
bir dongli bolgesinde bulunarak enzimin yapisal esnekligine katkida bulunur ve
inhibitorlerle etkilesimleri stabilize eder. Alal91, baglanma cebinin biitiinliigiinii
koruyan kii¢iik, hidrofobik bir kalintidir ve farkli substrat veya inhibitorlerin
baglanmasina izin veren bir esneklik saglar (Al Adem vd., 2024; Mody vd., 2021).
GIn192, aktif bdlgenin konformasyonunu stabilize eder ve inhibitorlerin baglanma
afinitesini artirarak enzim fonksiyonunun diizenlenmesine yardimci olur. Bu amino
asitler, substrat ve inhibitor etkilesimlerini organize ederek enzimin aktivitesini
diizenler, 6zellikle GIn189, inhibitdrlerle hidrojen baglarn olusturma agisindan kritik
bir 6neme sahiptir, Thr190, Alal91 ve GInl192 ise baglanma cebinin stabilitesi ve
esnekligine katkida bulunur (Al Adem vd., 2024; L. Zhang vd., 2020). Bu nedenle, bu
amino asitlerin yapisal ve fonksiyonel agidan 3CLpro’nun katalitik aktivitesini,
substrat baglanmasini ve inhibitdr etkilesimlerini diizenlemesinden dolay1 6nemli olup

antiviral ilaglarin tasariminda énemli hedefler haline gelmistir.

Katalitik siirecler agagidaki adimlari izleyecek sekilde ilerler (Lubin vd., 2023).



e Substrat Baglanmasi: Peptit substrati, 3CLpro'nun aktif bolgesine baglanir ve
S1-S6 alt bolgeleri araciligryla konumlandirilir.

e Niikleofilik Saldiri: His41'in de yardimiyla, Cysl145'in tiyolat iyonu,
substratin peptit karbonil karbonuna niikleofilik saldirida bulunur. Bu saldir1,
tiyohemiketal ara {irliniiniin olugmasina yol agar.

e Tetrahedral Ara Uriin ve Stabilizasyon: Olusan tetrahedral ara iiriin,
oksianyon deligi tarafindan stabilize edilir.

e Bag Kopmasi ve Uriin Sahmm: Ara iiriiniin hidrolizi, peptit baginmn
kopmasina ve liriiniin serbest birakilmasina yol agar.

¢ Tiyoester Bagi Olusumu ve Hidroliz: Ara iiriiniin hidrolizi, tiyoester baginin

olusumuna ve nihayetinde iiriiniin serbest birakilmasina neden olur.

Tablo 1. 1 Ilag tasariminda gérev alan énemli amino asit amino asitleri

Kalint1 Rolii Ila¢ Tasarmmindaki Onemi
Hisd1 Katalitik dyad Kovalent inhibitorler (6rnegin, Nirmatrelvir/Paxlovid)
tarafindan hedef alinir.
Cys145 Katalitik dyad Inhibitdrlerle kovalent baglar olusturur.
Glul66 Substégt st§b1llzasy0nu, Enzim yapist i¢in kritiktir.
imerizasyon

His163 P1 spesifiklik cebi Substrat tanima i¢in dnemlidir.

His164 P1 spesifiklik cebi Inhibitdr baglanma afinitesini etkiler.
Glul43 Oksiyaniyon deligi Reaksiyon ara {iriiniinii stabilize eder.
Ser144 Oksiyaniyon deligi Baglanma etkilesimlerini giigclendirir.

Met49 S2 cebi, hidrofobik Kii¢iik molekiillii inhibitorler tarafindan hedef alinir.
Met165 S2 cebi, hidrofobik Baglanma afinitesi icin dnemlidir.
Leul67 Yapisal stabilite Aktif bolge seklinin korunmasina yardimei olur.
GIn189 S4 cebi Inhibitdrlerle hidrojen baglari kurar.

1.2.4 SARS-Coronavirus-2 3CLpro'nun deneysel olarak belirlenmis ii¢ boyutlu
(3D) yapilan

3CLpro'nun deneysel olarak belirlenmis {i¢ boyutlu (3D) yapilarinin varlhigi, anti-
SARS-CoV-2 ilaglarimin tasariminda biiylik oOlglide yardimecr olmustur. Son
zamanlarda, 3CLpro'nun kristal yapilarina olan talebin artmasiyla birlikte, protein veri
bankasinda (PDB) depo edilen kristal yap1 sayisindaki ani artig dikkat ¢ekmistir
(Alamri vd., 2021; Fu vd., 2020; H. xia Su vd., 2020). Ancak, 6nceki kristal yapilarin
cogu, inhibitdr icermemektedir, bu da 3CLpro'nun 6zgiil baglanma bdlgesini dogru bir
sekilde agiklamakta yetersiz kalmigtir (Alamri vd., 2021). Bu nedenle, 3CLpro'nun
yapisini ve fonksiyonunu anlamak i¢in yapilan bir¢ok ¢aba, SARS-CoV, MERS,
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Yarasa Coronast gibi diger betakoronaviriislerin kristal yapilarindan gelistirilen

modellere dayanmaktadir (Abdusalam ve Murugaiyah, 2020; Wang vd., 2022).

3Clpro i¢in PDB'de en ¢ok ¢aligilan 3D kristal yapilarindan biri, PDB kodu 6L.U7 ile
tanimlanan yapidir (Jin vd., 2020). 6LU7, ¢6ziimlenen ilk yapilardan biri olup, enzimin
islevinin ve potansiyel inhibitorlerle etkilesimlerinin anlasilmasina biiylik katki
saglamistir (Jin vd., 2020; Steklaé vd., 2021). Bu yapmin bulunabilirligi, SARS-CoV-
2'ye kars1 yapr bazli ilag tasarimi g¢aligmalarini yonlendirmede O6nemli bir rol
oynamistir. Ayrica, 3CLpro’nun 81 kristal yapisim kapsayan kapsamli bir analiz
yapilmistir (Hartini vd., 2021). Bu analiz, enzimin yapisal 6zelliklerini ve farkli
inhibitorlerle olusturdugu kompleksleri detaylandirarak, 3CLpro'nun konformasyonel
esnekligi ve baglanma mekanizmalar1 hakkinda degerli bilgiler sunmustur. Antiviral

ilag gelistirme stratejileri bu yapilar kullanilarak gelistirilmektedir (Hartini vd., 2021).
1.2.5 3CLpro inhibitor tiirleri

3CLpro inhibitorleri, genellikle iki ana grupta siniflandirilir:
e Kovalent inhibitorler
e Kovalent olmayan inhibitorler (Bhowmik vd., 2021; Paul vd., 2021; Pillaiyar
vd., 2016).

Kovalent inhibitorler, enzimin aktif bolgesindeki katalitik sistein (Cys145) ile kararli,
geri donlisiimsiiz bir bag olusturur, bu da proteazin katalitik fonksiyonunu engeller
(Paul vd., 2021). Nirmatrelvir (PF-07321332), SARS-CoV-2 i¢in 06zel olarak
gelistirilmis bir drnektir ve Cys145 ile kovalent bir bag olusturarak enzimi etkin bir
sekilde inhibe eder (Owen vd., 2021). Bu inhibitorler, genellikle Cys145'in tiol
grubuyla reaksiyona giren bir "warhead" (saldir1 grubu) grubu igerir, boylece aktif
merkeze yliksek secicilik saglar. Kovalent olmayan inhibitérler, enzimin aktif
bolgesine veya komsu allosterik bdlgelere geri doniisiimlii etkilesimler (kovalent
olmayan) yoluyla baglanir (L. Zhou vd., 2006). Bu inhibitdrler geri doniistimlii olsalar
da, substrat baglanmasini engelleyerek veya yapisal stabiliteyi bozarak 3CLpro'nun
aktivitesini 6nemli Olciide azaltabilirler. Bu inhibitorler, His41, Glul66 gibi anahtar

amino asitlerla etkilesimlerini optimize ederek tasarlanabilir.
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1.2.6 3CLpro ve inhibitorler arasindaki anahtar etkilesimler

o Kovalent Baglanma, Cysl45 ile inhibitér arasinda enzimin proteaz
aktivitesini engelleyen en 6nemli etkilesimdir (Bhowmik vd., 2021; Paul vd.,

2021; Pillaiyar vd., 2016; L. Zhou vd., 2006)..

o Hidrojen Baglari, His41 ve Glul66 gibi amino asitlerla inhibitorii stabilize
eder ve spesifikligini ve etkinligini artirir.

o Hidrofobik Etkilesimler, Phel140 ve Leul41 gibi amino asitlerla inhibitoriin
baglanma afinitesini artirir, 6zellikle kovalent olmayan inhibitorler igin
onemlidir.

o van der Waals Kuvvetleri, inhibitoriin aktif bolgeye yakin kalmasim saglar,

boylece spesifikligi artirir ve off-target etkilerini azaltir.

Bazi inhibitorler, enzimin dimerizasyonunu dogru sekilde engelleyerek dimer arayiizii
veya allosterik bolgeler lizerine baglanabilir. 3CLpro'nun dimerik formu katalitik
fonksiyonu i¢in gerekli oldugundan, bu siirecin bozulmasi, enzimin aktivitesini etkili

bir sekilde durdurur (Kidera vd., 2021; Samrat vd., 2022).
1.3 RNA'ya Bagimh RNA Polimeraz (RdRp): Yapisi ve Fonksiyonel Ozellikleri

Grip virlist, hepatit C viriisit (HCV), Zika viriisii (ZIKV) ve koronaviriisler (CoV) gibi
cok sayida RNA viriisiinde ortak olarak bulunan RNA’ya bagimli RNA polimeraz
(RdRp) enzimi, viral replikasyon dongiisiinde merkezi bir rol istlenmektedir
(Venkataraman vd., 2018; Z. Zhou vd., 2018). RdRp'nin, viral genomun
kopyalanmasinda gorev almasi nedeniyle, bu enzimin islevi viriisiin hayatta
kalabilmesi ve ¢ogalabilmesi agisindan hayati 6neme sahiptir. Koronaviriislerde, (+)
tek zincirli RNA (ssRNA) sablonuna dayali olarak yeni viral genomlar {iretilebilmesi
icin, Oncelikle RdRp’nin sentezlenmesi gereklidir. Bu durum, RdRp’nin CoV
replikasyonundaki vazgecilmez roliinii acikca gostermektedir (Venkataraman vd.,
2018).

RdRp’nin korunan protein yapisi, amino asit amino asitler1 ve karakteristik motifleri,
farkli virlis tlirleri arasinda ortak bir islevsellik saglar. Pozitif anlamli ssSRNA
virlislerinde, RdRp belirgin sekilde tanmimlanmig li¢ giris/¢ikis kanalina sahiptir.

Ayrica, motif G gibi korunan yapilar, 6rnegin influenza A/B viriislerinde polimerazin
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asidik alt biriminde de benzer islevler listlenmektedir (Morse vd., 2020; Venkataraman
vd., 2018).

RdRp, viral RNA genomunun replikasyonundan sorumlu anahtar enzim olarak kabul
edilmektedir (Gibson Bost vd., 2000). Bu enzim, 3'-poli-A kuyrugundan baslayarak (-
) RNA ipligi sentezler ve bunu sablon olarak kullanarak yeni (+) RNA ipliklerini tiretir.
RdRp araciligryla gergeklesen RNA sentezi, iki temel mekanizmaya dayanir (Ferrer-
Orta vd., 2006; Kao vd., 2001; van Dijk vd., 2004).

e de Novo (primer gerektirmeyen) baglatma

e Primer-bagimh baslatma.

De novo sentezde, ilk iki riboniikleotid dogrudan birbirine baglanarak sentez
baslatilirken; primer-bagimli mekanizmada, kisa bir oligoniikleotid veya protein
primeri sentez siirecine rehberlik eder. Bu siirecte, ATP, GTP, CTP ve UTP gibi
riboniikleotid trifosfatlar (rNTP) substrat olarak kullanilir. Ayrica, magnezyum (Mg?*)
ve manganez (Mn?") iyonlan katalitik merkezde yer alan aspartat amino asitlertyla
etkileserek polimerizasyonu kolaylastiran kofaktorler olarak goérev yapar (Ogden vd.,
2012).
Yapisal olarak, RdRp enzimi ii¢ temel alt birimden olusur:

e parmak,

e avugici

e bagparmak bolgeleri (Ferrer-Orta vd., 2015).

Bu diizenleme, aktif bolgeyi ¢evreleyen, fincan seklinde ve sag eli andiran bir yap1
meydana getirir. RNA sentezi sirasinda gorev yapan bu yapi igerisinde yedi korunmus
yapisal motif (motif A—G) tanimlanmistir. Parmak bolgesinde yer alan motif F ve G
ile avug i¢i bolgesinde bulunan motif A—E, katalitik siireci yonlendirir. Enzim, sablon
RNA ve rNTP’lerin girisini, ayrica sentezlenen ¢ift sarmalli RNA’nin (dsRNA)
cikisii saglayan ii¢ ana kanal icerir (Ferrer-Orta vd., 2015). Bu kanallar, RdRp’nin
islevsel etkinligini artirir. Ozellikle pozitif yiiklii amino asitlerla cevrili giris tiinelleri,
RNA ve niikleotidlerin katalitik bolgeye dogru yonlendirilmesine katki saglar. Parmak
ve bagparmak alt birimleri arasindaki etkilesim, sablon kanalinin olusumunu
destekleyerek sentez baslangicini diizenler. Motif G, sablon kanalinin girigini kontrol

ederken, motif B bu kanalin yapisal temelini olusturur (Cerny vd., 2014; Ferrer-Orta
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vd., 2015). RdRp'nin konformasyonel esnekligi, zellikle replikasyon sirasinda sablon
RNA’nmn dogrulugunu saglamak acisindan kritik rol oynar ve bu durum, enzimi
antiviral ila¢ gelistirme ¢alismalari i¢in cazip bir hedef haline getirmektedir (Noble
vd., 2010; Saiz ve Martin-Acebes, 2017). rNTP’lerin taninmasi ve dogru
yerlestirilmesi, riboz halkasindaki 2’- ve 3’-hidroksil gruplarinin motif A ve B ile
yaptig1 secici etkilesimler yoluyla gerceklesir. RdRp'nin yapisi, niikleotid
baglanmasinin farkli asamalar1 arasinda degiskenlik gosterebilir (Ferrero, 2018). Yeni
sentezlenen dsRNA, avug i¢i ve bagparmak bolgeleri arasinda bulunan 6zel bir
kanaldan disariya taginir. Bagparmak alani, RdARp’nin replikasyon tiiriine gore farklilik
gosterebilir; 37 drnegin primer-bagimli baglatma mekanizmasina sahip Pikornaviridae
ailesinde bu alan daha kii¢iikken, de novo baslatma yapan Flaviviridae gibi viriislerde
daha biiyiiktiir. Bu farkin, sentez baslatma bicimiyle yapisal olarak iliskili oldugu
gosterilmistir (Ferrer-Orta vd., 2015). Bagparmak bolgesi ayrica, C-terminal polipeptit
zincirinin katlanmasiyla olusan bir yapisal koprii gorevi goriir. Bu alan, “priming
dongii” olarak adlandirilan iglevsel bir motif i¢erir (Ferrero, 2018; Venkataraman vd.,
2018). Bu motif, de novo RNA sentezi sirasinda iki riboniikleotid arasinda gegici bir
bag kurarak sentezin baslatilmasina yardimci olur. Sonug olarak, RdRp'nin yapisal ve
islevsel biitiinligi, viral RNA sentezinin dogrulugu ve verimliligi agisindan temel bir
belirleyicidir (Ferrero, 2018).

1.3.1 RdRp’nin konformasyonel dinamigi ve yardimci faktorlerle etkilesimi

RNA’ya bagimli RNA polimeraz (RdRp) enziminin basparmak bolgesi, viral RNA
sentezi sirasinda Oonemli konformasyonel (yapisal) degisikliklere ugrayabilir. Bu
degisiklikler, primer RNA zincirinin ve niikleotidlerin hareketini kolaylastirir; ayrica
RNA sablonunun ilerletilmesi ve yeni sentezlenen RNA’nin enzimden ¢ikisi sirasinda
da aktif rol oynar. (Ferrer-Orta vd., 2015; Snijder vd., 2016; Venkataraman vd., 2018).
Ornegin, Dang viriisii tip 3 (DENV-3) ve Bat1 Nil viriisii gibi flaviviriislerin RdRp’leri,
primer olmadan sentez baglatabilen kapali konformasyona sahip 6zel bir bagparmak
alt bolgesine sahiptir (Noble vd., 2010). Bu yapi, RNA sentezine baslamay1
kolaylastiran iki kii¢iik bosluk igerir.

RdRp’nin aktif bolgesi, enzimin avug i¢i olarak adlandirilan kisminda yer alir. Bu
bolge, a-sarmallar, antiparalel B-zincirler, RNA taniyici motifler ve katalitik aspartat
amino asitler1 gibi olduk¢a korunmus yapisal elemanlari igerir(Cerny vd., 2014; Lee
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vd., 2017; O’reilly ve Cheng Kao, 1998). Bu mimari, enzimin RNA {izerinde dogru ve
verimli bir sekilde calismasimi saglar. Ornegin, pikornaviriisler ve kalisiviriislerde bu
bolge, metal iyonlar1 yardimiyla riboniikleotid trifosfatlarin (rNTP) baglanmasini ve

fosfat gruplarinin transferini katalize eder (Ferrer-Orta vd., 2015; Lee vd., 2017).

Avug ici ile bagparmak bolgesi arasindaki baglantida bulunan motif E, aktif merkezin
icine dogru uzanan siki bir halka yapis1 olusturur. Bu yap1, RNA primer ipliginin 3'-
hidroksil grubunun dogru sekilde yerlestirilmesine yardimci olur ve rNTP’lerin
verimli sekilde katalizlenmesini saglar (Jacome vd., 2015; Venkataraman vd., 2018).
Enzimin N-terminal kisminda yer alan parmak alt bolgesi ise iki 6nemli motif igerir:
biri sablon giris kanalina katkida bulunan motif G ve digeri korunan bir arginin
kalintis1 tagiyan motif F. Parmak bolgesi, sablon RNA’y1 sabitleyerek aktif bolgenin
stabilitesini artirir (Ferrer-Orta vd., 2015).

Aragtirmalar, avug i¢i bolgesindeki mutasyonlarin, RNA zincirinin uzama hizi ve
sentez dogrulugu ile yakindan iliskili oldugunu gostermektedir. Ote yandan, parmak
bolgesindeki yapilar, daha ¢ok uzama siirecini ve replikasyon hizini etkiler. RdRp’nin
bu karmasik dinamikleri, virlisiin konak savunma mekanizmalarindan kagma
stratejileriyle de baglantilidir ve bu yoniiyle viriis evriminde kritik rol oynar (Lee vd.,
2017; O’reilly ve Cheng Kao, 1998).

RdRp, antiviral ila¢ gelistirme agisindan umut verici bir hedef olmasina ragmen,
protein ekspresyonu, saflastirilmasi ve laboratuvarda (in vitro) aktif formda elde
edilmesi zorluklar yaratmaktadir (Cheng vd., 2005). Ancak SARS-CoV iizerine
yapilan calismalar bu engelleri agmaya yonelik 6nemli bir ilerleme sunmustur.
Ozellikle nsp12 adli RdRp alt birimi, nsp7 ve nsp8 adl1 yardimei proteinlerle kompleks
olusturdugunda daha stabil hale gelmekte ve RNA sablonuna daha iyi baglanmaktadir.
Nsp8, kisa bir RNA zinciri sentezleyerek RdRp i¢in bir primer islevi gorebilir ve bu

sayede sentezin baslamasina katki saglar.

Gao ve arkadaslarmin gerceklestirdigi yapisal analizler, SARS-CoV-2’ye ait tam
uzunluktaki RdRp’nin (nsp12) nsp7 ve iki adet nsp8 ile komplekslenmis halinin 2,9 A
cozliniirlikte kriyo-elektron mikroskobu yapisini ortaya koymustur (Gao vd., 2020).
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Bu yapida, N-terminal alanda bulunan 6zel bir B-sa¢ tokasi yapist tanimlanmis, RdRp
ile yardimci proteinler arasindaki etkilesim bolgeleri ayrintili olarak belirlenmistir
(Imbert vd., 2006). Ayrica, viral RNA sentezi ve kopyalanmasi i¢in kritik rol oynayan
bazi anahtar amino asit amino asitler1 da bu ¢aligma sayesinde tanimlanmistir (Te

Velthuis vd., 2012).

Bu bulgular, SARS-CoV-2 RdRp’yi hedefleyen remdesivir (RDV) ve benzeri
niikleotid analoglarinin nasil isledigini agiklamak agisindan biiyiik 6nem tagimaktadir.
Boylece, COVID-19 tedavisinde kullanilabilecek potansiyel ilaglarin yapisal temelli
gelistirilmesi miimkiin hale gelmistir (Yin vd., 2022).

1.4 Papain-Benzeri Proteaz (PLpro)

Papain benzeri proteaz (PLpro) enziminin viral replikasyondaki kritik rold, onun bir
sistein proteazi olarak islev gormesindendir. Enfeksiyon sirasinda, viral RNA,
replikasyon poliproteinlerine (ppla ve pplab) dontstiiriiliir. PLpro, poliproteinlerden
yapisal olmayan proteinleri (NSP1-NSP6) keserek replikasyon-transkripsiyon
komplekslerinin olusumuna katkida bulunur. Viral genomun sentezi ve replikasyonun
yonlendirilmesi, bu komplekslerin olusumuna baghdir (Kim vd., 2022). Bu
replikasyon-transkripsiyon komplekslerinin bircok anahtar bileseni bulunmakta olup,
PLpro gibi NSP3, poliproteinlerin islenmesinde ve konak¢r bagisiklik yanitlarini
modiile etmede rol oynar (Malone vd., 2022).

Viral enfeksiyon sirasinda, PLpro, koronaviriislerin konak¢inin dogustan gelen
bagisiklik yamtindan kagmasina yardimei olmak i¢in 6nemli bir rol oynar (Lindner
vd., 2007; Mielech vd., 2014). PLpro, konak¢min bagisiklik yanitim1 baglatmada
gorevli olan ubiquitin (Ub) ve ISG15 (interferonla indiiklenen gen) gibi hiicresel
proteinleri temizlemekten sorumludur (Barretto vd., 2005; P. Zhou vd., 2020). Bu
nedenle, PLpro'nun hedef alinmasi, antiviral ilaglarin tasariminda 6nemli bir strateji
olabilir ve viral replikasyonu inhibe ederek enfekte hiicrelerdeki sinyal yollarini

bozabilir.

PLpro, SARS-CoV-2 tedavisi icin potansiyel bir hedef olmasia ragmen, etkili ve
uygulanabilir inhibitorlerin gelistirilmesi zordur. Bunun baslica nedeni, P1 ve P2

bolgelerinin 6zellikleri olup, bu bdolgeler, ilaglarin aktif bolgedeki sistein kalintisina
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baglanmasina izin vermemektedir (Z. Xia vd., 2021). Sistein proteaz enzimleri igin
uygun inhibitorler, P1 ve P2 bolgeleri hedef alindiginda ve aktif bolgedeki sistein
kalintist ile kovalent etkilesimler olusturuldugunda tanimlanir (Ma vd., 2020). Bu,
PLpro inhibisyonu i¢in yeni uygun inhibitorlerin tanimlanmasini ve mevcut olanlarin
yeniden kullanimi siirecini oldukca zorlastirmaktadir. flag kesif siireci, yeni bir
potansiyel hedef bulmak i¢in yonlendirilmis ve BL.2-oluk, PLpro enzimi igin alternatif
bir baglanma bdlgesi olarak kabul edilmistir (Jadhav vd., 2024; Thangavel ve Albratty,
2022).

1.4.1 BL2-Oluk bolgesinin kesfi ve 6nemi

BL2-oluk bolgesinin PLpro enzimi i¢in alternatif bir baglanma bdlgesi oldugunu
gosteren bir calisma (G. M. Ferreira vd., 2022) bu bolgenin PLpro'nun aktif bolgesine
uzak, ancak inhibitorlerin baglanarak enzimin konformasyonel degisiklikler
gecirmesini saglayan dnemli bir alan olarak one ¢iktigini gostermektedir. Ferreira ve
arkadaslarmin calismasinda, PLpro'nun aktif bdlgesinden yaklasik 15 A uzaklikta
bulunan BL2-oluk boélgesi, inhibitérlerin  baglanmasiyla konformasyonel
degisikliklere yol acan yeni bir baglanma yeri olarak tanimlanmigtir (G. M. Ferreira
vd., 2022). Bu bolge, BL2-oluk (amino asitler 259-277) ve BL2-oluk (Pro248 ve
Pro299) arasindaki etkilegimlerle stabilize edilen bir baglanma cephesi olusturur.
Ligandlar, bu bolgeye baglanarak BL2-dongiisiiniin kapanmasini ve aktif bolgenin
erisilebilirliginin azalmasim saglar, boylece PLpro'nun enzimatik aktivitesini inhibe
ederler. Aym ¢aligmada, ¢esitli inhibitorlerin PLpro ile etkilegimleri, mikro saniye
6lceginde yapilan molekiiler dinamik simiilasyonlariyla incelenmistir (G. M. Ferreira
vd., 2022). Bu simiilasyonlar, ligandlarmm BL2-dongii ve BL2-oluk bolgelerinde
etkilesimler kurarak enzimin konformasyonel degisikliklere ugramasina neden
oldugunu gostermistir. Ozellikle, Tyr268 ve GIn269 gibi amino asitler, ligandlarin
baglanmasiyla birlikte konformasyonel degisikliklere ugrayarak BL2-dongiistiniin

kapanmasin1 ve aktif bolgenin erisilebilirliginin azalmasini saglar.
1.5 Spike (S) Proteini

SARS-CoV-2 viriisiiniin yiizeyinde yer alan Spike (S) proteini, viriisiin konak hiicreye
baglanmasi ve hiicre i¢ine girisinde kritik rol oynayan, biiyiik ve kompleks bir yapidir.
Yaklagik 180-200 kDa biiyiikliigiinde olan bu glikoprotein, {i¢ temel boliimden olusur:

e hiicre disi uzanan bir N-terminal bolge,
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e zara gomiilii bir transmembran (TM) bolgesi

e viriis i¢i kisa bir C-terminal (sitoplazmik) alan (Bosch vd., 2003).

S proteini, enfeksiyon 6ncesi durumda metastabil yani gecici bir kararliliga sahip olan
bir konformasyonda bulunur. Bu metastabil yapi, virlis konak hiicre yilizeyindeki
uygun reseptorleri taniyana kadar nispeten sabit kalir. Ancak viriis, hedef hiicre ile
etkilesime girdiginde Spike proteininde 6nemli yapisal degisiklikler gerceklesir. Bu
degisimler, S proteininin flizyon gorevini yerine getirmesini saglar ve viral zar ile
konak hiicre zar1 arasinda kaynasmay1 baslatir. Boylece viral genom, hiicre igine
aktarilabilir hale gelir. Viriis, bagisiklik sisteminin tanima ve yok etme
mekanizmalarindan korunmak amaciyla Spike proteininin ylizeyini polisakkarit
yapilarla (glikanlarla) kaplamistir. Bu glikan oOrtiisii, konak bagisiklik sisteminden
gizlenmesine yardimci olur ve virlisiin hiicreye giris siirecinde avantaj saglar
(Watanabe vd., 2023.).
SARS-CoV-2'nin Spike proteini toplamda 1273 amino asitten olusur. Yapisal olarak
bu protein, ii¢ ana boliime ayrilir:
1. Sinyal Peptidi (1-13. aa): Hiicre i¢inde protein sentezlenirken endoplazmik
retikuluma yonlendirilmesini saglar.
2. S1 Alt Birimi (14-685. aa): Reseptor tanima ve baglanmadan sorumludur.
[cerisinde:

o N-terminal alan (14-305. aa)

o Reseptor Baglayici Alan (RBD; 319-541. aa) bulunur. RBD, insan
hiicrelerindeki ACE2  reseptdriine  baglanarak  enfeksiyonun
baslamasini saglar.

3. S2 Alt Birimi (686-1273. aa): Membran fiizyonunu gerceklestirir. Iceriginde:

o Flizyon Peptidi (FP; 788-806. aa)

o Heptapeptit Tekrar Dizileri (HR1: 912-984. aa; HR2: 1163—-1213. aa)

o Transmembran Alani (1213—1237. aa)

o Sitoplazmik Kisim (1237-1273. aa) yer alir (S. Xia vd., 2020).

Bu yapisal bilesenlerin her biri, enfeksiyon stirecinde belirli gorevleri yerine getirerek
viriisiin etkili bir sekilde hiicre i¢ine girmesini saglar. Spike proteini, ii¢ alt birimin

birlesmesiyle olusan trimerik bir yapiya sahiptir. Bu trimer yapi, mikroskop altinda
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viriise karakteristik bir tag (corona) goriiniimii kazandirir (Sekil 1). Trimerin iist kismi
S1 alt birimlerinin olusturdugu "bag", alt kismu1 ise S2 alt birimlerinin olusturdugu

"sap" kismi olarak tanimlanir (Tang vd., 2020).

SARS-CoV-2 s1
§28 x|

-

Spike Protein (Trimer)
Sekil 1. 2. SARS-CoV-2 Spike protein sematik yapisi (Huang vd., 2020)

Spike proteininin yapisi, kriyo-elektron mikroskobu (cryo-EM) kullanilarak atomik

diizeyde detaylandirilmistir. Bu analizler, reseptdr baglayici bolgenin (RBD) "acik" ve

"kapali" konumlarda farkli konformasyonlar aldigini ve bu konformasyonlarin,

hiicreye baglanma ve bagisiklik sisteminden kagma gibi islevlerle iliskili oldugunu

gostermistir (Walls vd., 2020; Wrapp vd., 2019).

Normalde S proteini, inaktif bir 6nciil protein olarak sentezlenir. Enfeksiyon sirasinda,
konak hiicrelerin proteaz enzimleri (6rnegin TMPRSS2 (Transmembrane Protease,
Serine 2), insan hiicrelerinde bulunan ve hiicre zarina gdmiilii sekilde ¢aligan bir serin
proteaz enzimidir.) bu proteini S1 ve S2 alt birimlerine ayirarak aktive eder. Bu
ayrilma, flizyon peptitinin aktif hale gecmesini saglar ve bdylece viriisiin hiicre zarina
tutunmasinin ardindan zarlarda kaynagma gerceklesir (Bertram vd., 2013; Hoffmann
vd., 2020). SARS-CoV-2 i¢in bu ayrilmanin kesin konumu tam olarak tanimlanmamis
olsa da, bu islem SARS-CoV'de daha iyi bilinmektedir ve benzer mekanizmalar

varsayilmaktadir (Du vd., 2007; Hoffmann vd., 2020).

1.5.1 Spike (S) proteininin viral enfeksiyondaki rolii

Viriisiin ylizeyinde yer alan Spike (S) proteini, SARS-CoV-2 enfeksiyonunda merkezi
bir rol oynayan anahtar yapidir. Bu protein, viral giristen sorumlu olan ve konak hiicre

zarin1 hedefleyen trimerik bir smif I transmembran (TM) glikoproteinidir. Sadece

insan koronaviriislerinde degil, ayn1 zamanda HIV, influenza viriisli, paramiksoviriis
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ve Ebola viriisii gibi farkli zarfli viriislerde de benzer yapi ve islevlere sahip

glikoproteinler bulunur (Weissenhorn vd., 1999).

SARS-CoV-2'nin S proteini, diger koronaviriislerde oldugu gibi, enfeksiyonun ii¢
temel basamaginda gorev alir (Gui vd., 2017; Hulswit vd., 2016; Walls vd., 2020; Q.
Wang vd., 2020; Yan vd., 2020):

1. Reseptor tanima

2. Konak hiicreye baglanma

3. Viral zar ile konak zarm flizyonu (kaynasmasi)

S proteini, viriisiin ylizeyinde trimerik formda bulunur; yani {i¢ benzer alt birimden
olusan bir kompleks yapidadir. Bu trimer, S proteininin konak hiicredeki reseptorlere
baglanmasinda islevsel bir birim olarak hareket eder (Walls vd., 2020; Yan vd., 2020)].
Yapisal olarak Spike proteini iki ana alt birime ayrilir:

e S1 alt birimi: Viriisiin konak hiicreye baglanmasini saglayan reseptor baglayict
bolgeyi (RBD) igerir. RBD, insan hiicrelerindeki ACE2 reseptoriinii tanir ve
enfeksiyonun baslatilmasinda kilit rol oynar.

e S2 alt birimi: Virisiin hiicre zan ile kaynagmasini saglayan alanlar igerir. Bu
bolgede yer alan heptapeptit tekrar dizileri (HR1 ve HR2), membran
fiizyonunu kolaylastiran yapilar olup, enfeksiyonun ilerlemesini saglar (Cui

vd., 2019).

Bu yapisal diizen, Spike proteininin hem hedef se¢iciligini hem de zarlar arasi fiizyon

kapasitesini belirleyen temel faktorlerdendir.

1.5.2 SARS-CoV-2 Spike reseptor baglayic1 domain (RBD) ile ACE2 arasindaki
yapisal etkilesim

SARS-CoV-2 viriisiiniin konak hiicrelere baglanmasini saglayan temel etkilegim,
viriisiin Spike (S) proteini {izerindeki reseptor baglayici bolge (RBD) ile konak hiicre
ylizeyinde bulunan anjiyotensin doniistiiriici enzim 2 (ACE2) arasindadir. Bu
etkilesimi atomik diizeyde acgiklifa kavusturmak amaciyla, X-151m1 kristalografisi
yontemi kullanilarak SARS-CoV-2 RBD-ACE2 kompleksinin kristal yapisi
¢Oziilmiistiir (Lan vd., 2020). Elde edilen bu yiiksek ¢oziiniirliiklii yapisal bilgi, SARS-

CoV-2’nin konak hiicrelerle olan etkilesimini daha iyi anlamamiza olanak tanimakta,
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notralizan antikorlarin (patojeni dogrudan etkisiz hale getirebilen 6zel bir antikor
tirtidiir) hedeflenmesi i¢in kesin yapisal ipuglari saglamaktadir. Ayrica bu veriler,
SARS-CoV-2’ye kars1 yapi-temelli as1 ve terapdtik ajan tasarimi icin biiyiik dnem
tasimaktadir (Lan vd., 2020).

1.5.3 Spike proteini ve reseptor baglanma domeninin (RBD) yapisal 6zellikleri
ile ACE2 etkilesimi

SARS-CoV-2 ve ACE2 etkilesiminde, RBD’nin RBM (Receptor Binding Motif)
bolgesindeki 14 6nemli amino asit bulunmaktadir. Bu amino asitler Tyr449, Tyr453,
Asn487, Tyrd89, Gly496, Thr500, Gly502, Tyr505, Leu455, Phe456, Phe486, GIn493
ve Asn501 baglanma afinitesi iizerinde dnemli etkiler yaratmaktadir. Ornegin, Leud55
ACE2'nin Asp30, Lys31 ve His34 amino asitleriyla; Phe486, ACE2'nin GIn24, Leu79,
Met82 ve Tyr83 amino asitleriyla; GIn493, ACE2'nin Lys31, His34 ve Glu35 amino
asitleriyla etkileserek Glu35 ile hidrojen bagi olusturur. Ayrica Asn501, ACE2’nin
Tyr41, Lys353, Gly354 ve Asp355 amino asitlertyla temas eder (Lan vd., 2020)

RBM disinda yer alan Lys417 kalintisi, ACE2’nin Asp30 kalintistyla bir tuz kopriisii
olusturur ve bu kalinti RBD yiizeyinde pozitif yiiklii elektrostatik bir yama meydana
getirir. Bu tiir yapisal farkliliklar, SARS-CoV-2'nin ACE2’ye baglanma afinitesindeki
artis1 agiklamakta dnemli rol oynamaktadir. RBD-ACE?2 kompleksinde dikkat ¢eken
ortak 6zelliklerden biri de, Tyr449, Tyr489 ve Tyr505 gibi bir¢ok tirozin kalintisinin
polar hidroksil gruplariyla hidrojen bagi olusturarak baglanma stabilitesine katki
saglamasidir. Yapilan yapisal analizlerde, SARS-CoV-2 RBD-ACE2 arayiiziinde
toplamda 13 hidrojen bag1 ve 2 tuz kopriisii tanimlanmistir. Tiim bu 6zellikler, SARS-
CoV-2'nin insan konakg¢ilara adaptasyonunda Spike proteininin RBD bolgesinin
merkezi roliinii pekistirmekte ve bu bolgeyi antiviral ilag ve as1 gelistirme agisindan
stratejik bir hedef haline getirmektedir (Lan vd., 2020).

SARS-CoV-2’nin RBD’si, insan ACE2 reseptoriiyle yiiksek afiniteli spesifik
etkilesimler kurarak viral girisin temelini olusturur. Yapisal ¢aligmalar, SARS-CoV-2
RBD’sindeki bazi kritik amino asitlerin ACE2 fizerindeki belirli bolgelerle temas
ettigini gdstermistir. Ornegin, Leud55 kalintis, ACE2'nin Asp30, Lys31 ve His34
amino asitleriyla hidrofobik ve van der Waals etkilesimleri kurar. Phe486 kalintisi,
ACE2'nin GIn24, Leu79, Met82 ve Tyr83 amino asitlertyla temas ederek baglanma

ylizeyini genisletir ve baglanma giiciinii artirir. Bununla birlikte, GIn493 kalintisi,

21



ACE2’nin Lys31, His34 ve 6zellikle Glu35 kalintis1 ile hidrojen baglar1 kurarak RBD—
ACE?2 etkilesiminin kararliligina katkida bulunur. Asn501 kalintis1, ACE2'nin Tyr41,
Lys353, Gly354 ve Asp355 amino asitlertyla benzer sekilde etkilesir; 6zellikle Tyr41
ile hidrojen bagi kurarak etkilesim yiizeyini giiclendirir. Ayrica, SARS-CoV-2
RBD'sinde benzersiz olarak yer alan Lys417 kalintisi, ACE2'nin Asp30 kalintisiyla tuz
kopriisii olugturarak baglanma kompleksinin elektrostatik stabilitesini artirir. Bu
pozitif yiikli kalinti aym1 zamanda RBD yiizeyinde pozitif elektrostatik bir yama
olusturarak baglanma afinitesini daha da giiclendiren 6zgiin bir 6zellik sunar (Lan vd.,
2020).Bu etkilesimlerin tiimii, SARS-CoV-2'nin insan hiicrelerine yiiksek verimle

baglanmasina ve girmesine olanak tantyan yapisal ve fonksiyonel temeli olusturur.

1.6 Hesaplamah Kimya

Hesaplamali kimya, kimya, fizik ve bilgisayar bilimlerinin kesisiminde yer alan,
ozellikle deneysel yontemlerle incelenmesi zor olan sistemlerin aragtirilmasinda kritik
bir rol oynayan bilimsel bir disiplindir. Bu alan, zaman iginde gelisen teorik
yaklagimlar ve hesaplama teknikleriyle birlikte, kimyay1 yalnizca deneysel bir bilim
olmanin Gtesine tagtyarak, daha incelikli ve ongdriicii bir teorik alan haline getirmistir.

(Leach vd., 2001).

Ilag kesfi ve gelistirme siireci, yiiksek maliyetli ve uzun zaman alan bir siirectir.
Geleneksel ilag kesif yontemleri, ¢ok sayida bilesigin sentezlenmesi ve biyolojik
olarak test edilmesine dayanan adim adim ilerleyen bir tarama siirecidir. Ancak son
yirmi yil icinde, hesaplamali yontemler kullanilarak ilag kesfi, tasarimi, gelistirilmesi
ve optimizasyonunu hizlandirmaya yonelik biiyiik bir ¢aba gosterilmektedir (Hughes

vd., 2011a; MacArron vd., 2011a).

Hesaplamali yontemler, hedef makromolekiillerin molekiiler tanima mekanizmalarini
anlamada kritik bir rol oynamaktadir. Bu yontemler, aday bilesiklerin daha verimli bir
sekilde tasarlanmasimi ve mevcut molekiillerin farmakokinetik ve farmakodinamik
ozelliklerinin iyilestirilmesini saglamaktadir (Kitchen vd., 2004). Bilgisayar Destekli
[lag Tasarimi (CADD - Computer-Aided Drug Design) yaklasimlari, dzellikle dncii
aday tanimlama (hit identification) ve gelistirilebilir aday optimizasyonu (lead
optimization) asamalarinda yaygin olarak kullanilmaktadir (L. G. Ferreira vd., 2015;
Schneider. Gisbert, 2017). Geleneksel ilag kesif yontemleriyle karsilastirildiginda, bu
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rasyonel ilag tasarim stratejileri, siirecin maliyetini ve zaman gereksinimlerini dnemli

olgtide azaltmaktadir (Sliwoski vd., 2014).

1.6.1 Hesaplamal ilac tasarimi (Computational aided drug design CADD)
CADD, genel olarak iki ana kategoriye ayrilir:

1.6.1.1 Yapiya dayah ilac¢ tasarimi1 (SBDD-Structure-based drug design):

Hedef proteinin veya reseptoriin ii¢ boyutlu (3D) yapisinin bilindigi durumlarda
kullanilan yontemdir. Yapisal bilgi, X-1s1n1 kristalografisi, NMR spektroskopisi veya
kriyo-elektron mikroskobu ile belirlenebilir (Sali, 1993; Y. Zhang ve Skolnick, 2005).
Eger deneysel olarak yapi bulunamiyorsa, homoloji modelleme veya iplikleme
yontemleri ile tahmin edilebilir.

o Homoloji Modelleme: Protein yapisimi tahmin etmek i¢in homolog
proteinlerin ii¢ boyutlu yapilar1 referans alinir. Modelleme siireci; sablon
proteinlerin belirlenmesi, dizilim hizalanmasi, model olusturulmasi ve
dogrulama asamalarini igerir (Cardozo vd., 1995).

o Protein yap1 ongoriisii (Threading): Bilinen yapilar1 referans alarak, hedef
proteinin en uygun yapiya sahip olup olmadigimi belirlemek i¢in kullanilir

(Cardozo vd., 1995).
1.6.1.2 Ligand tabanh ila¢ sasarimi (LBDD - Ligand-based drug design):

Ligandin biyolojik hedefle etkilesim 6zelliklerine dayanarak yeni bilesiklerin
tasarlandig1 yontemdir. Bu yaklasim, 6zellikle farmakofor modelleme, kantitatif yapi-
aktivite iliskileri (QSAR), molekiiler benzerlik analizleri ve makine Ogrenme

algoritmalarini icermektedir (Kitchen vd., 2004; Leelananda ve Lindert, 2016).

1.6.2 Kantitatif yapi-aktivite iliskisi (QSAR)

Glivenilir yapisal bilginin yoklugunda, kantitatif yapi-aktivite iliskisi (QSAR)
alternatif bir yontem olarak 6ne ¢ikmaktadir. QSAR, molekiiler yap1 ile in vitro veya
in vivo biyolojik aktivite arasindaki iliskileri tanimlayan bir dizi hesaplamali yontemi
ifade eder. Toksikolojik verilere uygulandiginda bu yaklasim niceliksel yapi-toksisite
iligkisi (QSTR) olarak adlandirilirken, fizikokimyasal 6zelliklerin modellenmesi i¢in
niceliksel yapi-6zellik iligskisi (QSPR) kullanilir (Perkins vd., 2003). QSAR, bir
molekiiliin geometrik, sterik ve elektronik ozelliklerinin, fiziksel, kimyasal ve

biyolojik aktivitelerinden sorumlu oldugu varsayimina dayanir (Choudhary, 2024).
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QSAR, benzer bilesiklerden olusan bir kiimede yapisal molekiiler 6zellikleri
(tanimlayicilar) fonksiyonlarla (6rnegin fizikokimyasal ozellikler, biyolojik
aktiviteler, toksisite) niceliksel olarak iligkilendirir (Abdel-Ilah vd., 2016.). QSAR'n
giincel gelismeleri ve ilag kesif siirecindeki uygulamalar1 (Choudhary, 2024) detayl

bir sekilde ele alinmustir.
1.6.3 Ila¢ tasariminda kullamlan bilgisayar destekli programlar

Ilac tasariminda bilgisayar destekli programlar, molekiiler modelleme, sanal tarama ve
molekiiler dinamik simiilasyonlar1 gibi ¢esitli alanlarda ila¢ kesif siireclerini
hizlandirmak i¢in yaygin olarak kullanilmaktadir. Bu programlar, hedef protein-ligand
etkilesimlerini analiz etmek, potansiyel ila¢ adaylarmi belirlemek ve kimyasal yapi-
aktivite iliskilerini modellemek icin gelistirilmistir. Asagida bu siireclerde kullanilan

bazi programlar kisaca kullanim amaglar ile verilmistir.

1.6.3.1 Molekiiler yerlestirme (Docking) programlari

Molekiiler yerlestirme yazilimlari, ligandlarin hedef proteinle nasil etkilesime
girecegini tahmin etmek i¢in kullanilir (Friesner vd., 2004; Morris vd., 2009).

o AutoDock ve AutoDock Vina (The Scripps Research Institute): Acik
kaynaklidir ve genis ¢apta kullanilir.

e Glide (Schrodinger): Yiiksek hassasiyetli yerlestirme ve puanlama
algoritmalarina sahiptir.

e GOLD ( Genetic Optimization for Ligand Docking) (CCDC Cambridge
Crystallographic Data Centre): Genetik algoritmalara dayali optimize edilmis
yerlestirme saglar.

e MOE (Molecular Operating Environment): Yerlestirme ve farmakofor
tabanli sanal tarama i¢in kullanilan ticari bir yazilimdir.

o FlexX: Esnek yerlestirme algoritmasiyla bilinen bir programdir.

1.6.3.2 Molekiiler dinamik (MD) dimiilasyon programlari

MD simiilasyonlari, ligand-protein komplekslerinin zaman igindeki stabilitesini ve
hareketlerini incelemek icin kullanilir. (Case Ross C Walker ve Roitberg Kenneth Merz
Pengfei Li, 2020; Van Der Spoel vd., 2005)

¢  GROMACS: Yiiksek performansh agik kaynakli MD yazilimidir.

¢ AMBER: Biyomolekiiler simiilasyonlar i¢in genis bir kuvvvdanina sahiptir.
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o CHARMM: Biyomolekiil sistemleri i¢in kullanilan baska bir popiiler MD
yazilimidir.

e Desmond (Schrodinger): GPU hizlandirmali MD simiilasyonlar1 igin
uygundur.

e Gaussian, VASP (Vienna Ab initio Simulation Package), kuantum

hesaplamalar1 ve molekiiler dinamik simiilasyonlari igin kullanilir

1.6.3.3 Yapisal modelleme ve homoloji modelleme programlari (Waterhouse vd.,

2018; Webb ve Sali, 2016)

Protein yapilarinin bilinmedigi durumlarda, benzer proteinlerin yapilar1 baz alinarak
modelleme yapilir.

e MODELLER: Homoloji modelleme i¢in kullanilan gii¢lii bir aragtir.

o SWISS-MODEL: Web tabanli homoloji modelleme aracidir.

¢ ROSETTA: Protein yapisal modelleme ve protein miihendisligi i¢in yaygin

olarak kullanilir.

1.6.3.4 Farmakofor modelleme programlar: (Dixon vd., 2006; Wolber ve Langer,

2005)

Farmakofor modelleme, aktif ligandlarin ortak yapisal 6zelliklerini belirleyerek yeni
ila¢ adaylarini kesfetmeyi amaglar.
o LigandScout: Farmakofor modelleme ve sanal tarama icin kullanilir.
o Phase (Schrodinger): Farmakofor tabanli sanal tarama ve modelleme sunar.
e MOE: Hem farmakofor modelleme hem de sanal tarama yapabilir.
1.6.3.5 Niceliksel yapi-aktivite iliskisi (QSAR) programlari1 (Sheridan, 2012;
Todeschini, 2009)

QSAR modelleme, kimyasal yapilarin biyolojik aktivite ile iligkisini tahmin etmek i¢in
kullanilir.
e AlvaQSAR: QSAR modelleme i¢in agik kaynakli bir yazilimdir.
e Dragon: Molekiiler tanimlayicilarin hesaplanmast ve QSAR analizleri igin
kullanilir.
e ChemOffice Suite: Kimyasal veri analizi ve QSAR hesaplamalar1 igin

kullanilir.
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o KNIME: Acik kaynakl bir veri analizi platformu olup QSAR modellemede

kullanilir.

1.6.3.6 Sanal tarama ve yapay zeka tabanh programlar (Sheridan, 2012;
Todeschini, 2009)

Makine 6grenme ve yapay zeka ile desteklenen programlar, biiyiik veriler izerinden
sanal tarama ve optimizasyon yapabilir.
e DeepChem: Makine 6grenmesi ile ilag¢ kesfi ve QSAR modelleme yapar.
e Chemprop: Derin 6grenme tabanli QSAR modelleme i¢in kullanilir.
o Cresset: Molekiiler elektrostatik potansiyellere dayali farmakofor analizi
yapar.
e OpenEye Toolkit: Kimyasal bilgi islem ve molekiiler modelleme saglar.

1.6.3.7 Serbest enerji hesaplama programlari (L. Wang vd., 2015)

Baglanma afinitesi ve serbest enerji hesaplamalari, ila¢ adaylarmin etkilesimlerini

daha hassas bir sekilde degerlendirmek i¢in kullanilir.

o FEP+ (Schrodinger): Serbest enerji hesaplamalar ile ila¢ optimizasyonu
yapar.
e MM-PBSA ve MM-GBSA (AMBER, GROMACS, Schrodinger):

Baglanma afinitesi hesaplamalar i¢in yaygin olarak kullanilir.

Bu programlar, ila¢g kesfi siireclerini hizlandirarak maliyetleri diisiirmek, aday
bilesikleri optimize etmek ve laboratuvar deneyleri i¢in en iyi molekiilleri se¢gmek
amaciyla kullanilmaktadir. Molekiillerin ADMET  (Absorpsiyon, Dagilim,
Metabolizma, Eliminasyon, Toksisite) profilleri hesaplamali teknikler ile dnceden
tahmin edilerek ilag gelistirme siireci optimize edilir. Her programin kendine 6zgii
avantajlar1 olup, genellikle birden fazla hesaplamali yaklasimi entegre eden hibrit

stratejiler tercih edilmektedir.

1.6.4 AMBER (Assisted Model Building with Energy Refinement) programi

Amber (Assisted Model Building with Energy Refinement), biyomolekiiler sistemlerin
molekiiler dinamik (MD) simiilasyonlar1 icin gelistirilen kapsamli bir yazilim
paketidir. Tlk olarak 1980’lerin basinda, Kaliforniya Universitesi San Francisco’da

Prof. Peter Kollman onderliginde gelistirilmeye baslanmis ve glinlimiize kadar ¢ok
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sayida arastirma grubunun katkisiyla evrimlesmistir. Giinlimiizde, Amber hem aktif
bir kullanici toplulugu hem de siirekli gelistirilen bir yazilim altyapis1 ile
desteklenmektedir (Case vd., 2005; Collman ve Arnold, 1993).

“Amber” terimi iki temel kavrami ifade eder:

1. Molekiiler mekanik kuvvvdanlari: Biyomolekiillerin  (proteinler,
DNA/RNA, lipitler, karbonhidratlar vb.) klasik mekanik prensiplere dayali
olarak modellenmesini saglayan parametrik sistemlerdir. Bu kuvvvdanlari
arasinda yaygin olarak kullanilanlar ff94, ff99SB, ff12SB, karbonhidratlar i¢in
GLYCAM, lipitler i¢in Lipidi4, ve kiiclik organik molekiiller icin GAFF
(General Amber Force Field) gibi parametrizasyonlar yer almaktadir (Hornak
vd., 2006; J. Wang vd., 2004).

2. Simiilasyon yazilimi paketi: Girdi dosyalarmin hazirlanmasi, molekiiler
dinamik simiilasyonlarinin yiiriitiilmesi ve analizinin yapilmasini saglayan bir
dizi entegre yazilim bileseninden olusur. AmberTools adiyla bilinen acik
kaynak bilesenleri, sistem hazirhg1 ve analiz asamalarinda kritik rol
oynamaktadir (Case Ross C Walker ve Roitberg Kenneth Merz Pengfei Li,
2020).

Amber yazilim paketi, 6zellikle biyolojik makromolekiiller {izerinde ¢alisan yapisal
biyoloji, biyofizik ve ila¢ tasarimi aragtirmacilari i¢in giiclii bir aragtir. Yiiksek
dogrulukta enerji hesaplamalari ve sistemlerin zaman iginde davraniglarini
gozlemlemeye olanak taniyan MD simiilasyonlar1 sayesinde, protein-ligand
etkilesimleri, enzim mekanizmalari, konformasyonel degisiklikler gibi pek c¢ok

biyolojik siire¢ ayrintili bicimde incelenebilir (Salomon-Ferrer vd., 2013).

Bu calismada, Amber programi kapsaminda GAFF2 (General AMBER Force Field 2)
ve ff14SB kuvvvdanlar kullamilmistir. ff14SB, ozellikle protein sistemleri igin
gelistirilmis bir kuvvvdanidir ve TIP3P su modeli ile birlikte kullanilmak {izere
optimize edilmistir. Parametrelestirmesinde 6zellikle alanin ve glisin amino asitleri
temel alinmigtir (Maier vd., 2015). Bu kuvvvdani, proteinlerin omurga ve yan zincir

konformasyonlarini daha dogru sekilde modellemek amaciyla gelistirilmistir (Hornak

vd., 2006).

27



Ote yandan, GAFF2, kii¢iik organik molekiillerin (6zellikle de ligandlarin) molekiiler
mekanik simiilasyonlarinda kullanilmak iizere tasarlanmistir. GAFF2, farmasotik
bilesikler gibi ¢esitli fonksiyonel gruplari iceren molekiiller i¢in genis kapsama sahip

parametre kiimeleri sunar (J. Wang vd., 2004).

Amber, molekiiler dinamik (MD) simiilasyonlari, serbest enerji (free energy, FE)
hesaplamalari, ortalama kuvvet potansiyeli (potential of mean force, PMF) analizleri
ve ileri diizey modelleme islemleri i¢in gerekli olan tiim araglari igerir. Amber program
paketi, 6zellikle proteinler (Case Ross C Walker ve Roitberg Kenneth Merz Pengfei
Li, 2020; Duan vd., 2003; Salomon-Ferrer vd., 2013), karbonhidratlar (Kirschner vd.,
2008; Woods ve Tessier, 2010), niikleik asitler (Pérez vd., 2007; Zgarbova vd., 2011)
ve lipitler (Dickson vd., 2014) gibi biyomolekiiler sistemlerin simiilasyonu i¢in
gelistirilmis, yaygin olarak kabul gérmiis kuvvvdanlar igerir. AmberTools ise Amber
yazilim paketinin iicretsiz bir bileseni olup sistem hazirligi, parametrizasyon, enerji
minimizasyonu ve simiilasyon sonrasi analizler gibi islemleri yiiriitmek i¢in kullanilir.
Amber ve AmberTools birlikte, biyolojik sistemlerin detayli atomistik diizeyde
modellenmesini saglayan kapsamli bir bilgisayar destekli ilag tasarim1 platformu sunar

(Case Ross C Walker ve Roitberg Kenneth Merz Pengfei Li, 2020).

1.6.5 AmberTools is akisi: Hazirhk, simiilasyon ve analiz

AmberTools, molekiiler dinamik (MD) simiilasyonlar i¢in ii¢ temel adimi1 kapsayan
kapsamli bir yazilim paketidir:

e Sistem hazirligi,

e Simiilasyonun yiiriitiilmesi

e Sonuglarin analizi.

Bu is akigi, hem proteinler ve niikleik asitler gibi biyomolekiiller hem de ligandlar,
kofaktorler ve metal iyonlan gibi ek bilesenler i¢in gecerlidir (Case Ross C Walker ve

Roitberg Kenneth Merz Pengfei Li, 2020).

1.6.5.1 Sistem hazirhgi (Preparation)

MD simiilasyonlarinin baslangi¢ noktasi her zaman bir 3 boyutlu yapidir. Bu yap1 ¢ogu

zaman PDB (Protein Data Bank) formatindadir. AmberTools, basit modeller olusturma

28



kabiliyetine sahip olsa da, genellikle deneysel yapilarin eksik oldugu durumlarda
MODELLER veya AlphaFold gibi diger modelleme araglari ile entegre sekilde calisir.

Yeni gelistirilen ve halen aktif olarak giincellenen prepareforleap araci, PDB
girdilerinde yer alan molekiiler bilesenleri Amber isimlendirme sistemine cevirerek
sistemi simiilasyona hazir hale getirir. Bu adim, 6zellikle:

¢ Karbonhidrat zincirlerinin taninmasi,

e Hidrojen atomlarimin eklenmesi,

e Capraz baglarn (disiilfit kopriileri gibi) belirlenmesi,

o Histidin gibi amino asitlerin uygun protonasyon durumlarinin atanmasi, gibi

onemli islemleri otomatiklestirir.

1.6.5.2 LEaP ile parametre atama ve sistem kurulumu

Hazirlik adimlarini takiben, Amber’in sistem yapilandirma araci olan LEaP (Load,

Edit and Print) programi devreye girer. Bu arac:

o Proteinler, DNA/RNA, karbonhidratlar ve lipitler i¢in yerlesik kuvvvdanlarini,
e Ligandlar ve organik kii¢iik molekiiller i¢cin Antechamber veya mdgx ile
olusturulan GAFF2 parametrelerini,
o Metal iyonlar1 ve 6zel bilesenler i¢in ise pyMSMT ¢iktisini kullanarak sisteme
kuvvvdani bilgisi atar.
LEaP programu, iki ana ¢ikt1 iiretir:
o prmtop: Kuvvvdani parametrelerini i¢eren topoloji dosyasi.

o inperd: Sistemin baglangi¢ koordinatlarini igeren dosya.

Bu dosyalar, Amber’in kendi simiilasyon motorlarinda kullanilabilecegi gibi, ParmEd
araci sayesinde GROMACS, CHARMM, veya LAMMPS gibi diger MD yazilimlaria
da doniistiiriilebilir (J. Wang vd., 2006).

1.6.5.3 Simiilasyon ve analiz

Sistem hazirlandiktan sonra, sander veya daha hizli GPU destekli pmemd modiilii ile
MD simiilasyonlar yiiriitiiliir. Simiilasyonun ardindan elde edilen ¢ikt1 dosyalari, yine
AmberTools icinde yer alan cpptraj, pytraj veya MMPBSA..py gibi analiz araglari ile

analiz edilebilir. Bu analiz adimlari, sistemin dengeye gelip gelmedigi, serbest enerji
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hesaplamalari, RMSD, RMSF gibi dinamik Olgiitlerin degerlendirilmesi agisindan

Onemlidir.

1.6.6 Cahsmamizda kullandigimiz analiz araglari

AmberTools, molekiiler dinamik (MD) simiilasyonlarinin sonuglarmin analizine

yonelik kapsamli ve giiclii araclar sunmaktadir. Bu calismada, 6zellikle trajektori

analizi ve baglanma serbest enerjisi hesaplamalar1 i¢in ¢esitli analiz modiillerinden

yararlanilmigtir.

1.6.6.1 Cpptraj ve Ptraj ile yoriinge (Trajektori) analizi

MD simiilasyonlarinin ¢iktisi olan ydriinge dosyalarinin analizi icin AmberTools un

temel araglar ptraj ve cpptraj yazilimlaridir.

Ptraj, Amber’in klasik yoriinge analiz aracidir ve RMSD, RMSF, hidrojen
bag1 analizi, yaricap dl¢timleri gibi pek ¢cok hesaplamay1 destekler.

Cpptraj, ptraj’in modern ve daha verimli bir versiyonudur. C++ dili ile
yazilmis olan cpptraj, ayn1 anda birden fazla topoloji dosyasina sahip trajektori
dosyalarin1 isleyebilme yetenegi ile one ¢ikar. Ayrica paralel islemeyi
desteklemesi nedeniyle biiyiik simiilasyon veri setlerinde daha hizli analiz

yapilmasina olanak tanir (Roe ve Cheatham, 2013).

1.6.6.2 MMPBSA.py ile baglanma serbest enerjisi hesaplamalari

Molekiiller arasi baglanma afinitesinin tahmini i¢in AmberTools, MM/PBSA ve

MM/GBSA gibi ugtan uca serbest enerji hesaplama yontemleri sunar.

MM/PBSA (Molecular Mechanics/Poisson-Boltzmann Surface Area) ve
MM/GBSA (Generalized Born Surface Area) yontemleri, ligand-reseptor
komplekslerinin baglanma serbest enerjisini hesaplamak icin kullanilan son
islem yaklagimlaridir.
Amber, bu islemler ic¢in iki farkli betik (script) icerir: mmpbsa.pl (Perl) ve
mmpbsa.py (Python). Bu ¢aligmada, daha gelismis ve kullanic1 dostu olan
mmpbsa.py tercih edilmistir.
Hesaplamalar sirasinda, kompleksin, reseptoriin ve ligandin ayr ayr
potansiyel enerjileri ve solvatasyon enerjileri hesaplanir. Baglanma serbest
enerjisi agagidaki formiil ile tahmin edilir:

AGrind=Geomplex—(Greceptort Gligand) (1.1)
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Bu yontem, genellikle MD simiilasyonlarindan alinan anlik goriintiiler (snapshots)
tizerinden gergeklestirilir ve her bir snapshot’tan alinan baglanma enerjileri
ortalanarak toplam baglanma enerjisi elde edilir (Genheden ve Ryde, 2015; Miller vd.,
2012).

1.7 1la¢ Tarama Siireclerinde Kullamlan Bilesik Kiitiiphaneleri

Yeni ve etkili kimyasal baslangi¢ noktalarinin belirlenmesi, glinlimiiz ila¢ kesfi
siireclerinin en biiyiikk zorluklarindan biri olmaya devam etmektedir. Ozellikle
COVID-19 pandemisi sonrasi1 donemde, potansiyel biyolojik aktiviteye sahip
molekiilleri saptamak amaciyla yiiksek verimli tarama (HTS) yaklasimlar, ilag
kesfinde yaygin bir uygulama haline gelmistir (Shoichet, 2004). Bu yaklagimlar, biiyiik
bilesik kiitiiphanelerinin hizli ve etkili bir sekilde taranmasina olanak saglayarak hedef
proteinlerle etkilesime girebilecek aday molekiillerin 6n tanimlanmasini miimkiin kilar
(MacArron vd., 2011b). Yiiksek verimli taramalarin maliyetli ve zaman alict dogasi,
ilag kesfi siirecinde daha hedefe yonelik, optimize edilmis ve nitelikli bilesik
koleksiyonlarinin kullanimina olan ihtiyact artirmisti. Bu durum, kimyasal
kiitiiphanelerin yalnizca rastgele secilmis bilesiklerden degil, belirli farmakolojik
hedeflere odaklanan, ilag benzeri 6zellikler tasiyan ve yiiksek ligand verimliligine
sahip molekiillerden olugsmasini gerekli kilmistir (Irwin ve Shoichet, 2005)].
Sanal tarama siireglerinde kullanilan bilesik kiitiiphaneleri farkli kategorilere
ayrilabilir:
o Cesitli kiiciik molekiil kiitiiphaneleri: Yapisal cesitlilik iceren, farkhi
kimyasal uzaylar1 kapsayan genis kiitiiphanelerdir (Reymond, 2015).
o Hedef odaklh kiitiiphaneler: Belirli bir protein ailesi veya hastalik yolu
iizerine odaklanmis, optimize edilmis molekiiller igerir. (Newman ve Cragg,
2020).
o Dogal iiriin kiitiiphaneleri: Bitkisel, mikrobiyal veya denizel kaynaklardan
elde edilen biyolojik olarak aktif molekiilleri igerir. Bu molekiiller siklikla

biyolojik hedeflere 6zgili kompleks yapilar icerir (Shoichet, 2004).

Her bir stratejinin kendine 6zgii avantajlar1 ve siirliliklar1 bulunmaktadir. Ornegin,
cesitli kiiclik molekiil kiitiiphaneleri genis kapsamli taramalar icin idealken, dogal
iriinler kompleks yapr ¢esitliligi sunarak biyolojik etkilesim potansiyelini artirabilir.
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Buna karsin, dogal iiriinlerin sentezi ve optimizasyonu genellikle zorludur. Hedef
odakli kiitiiphaneler ise segicilik ve etkinlik agisindan avantaj saglar, ancak kimyasal

cesitliligi sinirli olabilir (Hughes vd., 2011b).
1.8 ZINC Veritabam ve Ligand Kesfindeki Rolii

ZINC veritabani, ligand kesfi ve sanal tarama uygulamalar i¢in gelistirilmis, biyolojik
olarak erisilebilir ve ticari olarak temin edilebilen kiiciik molekiilleri i¢eren ticretsiz
bir kaynaktir ((Irwin ve Shoichet, 2005). Veritabani, 6zellikle protein-hedefli ila¢ kesfi
caligmalarinda, molekiiler yerlestirme (docking) ve molekiiler dinamik gibi
hesaplamali yontemlerle entegrasyonu kolaylastirmak iizere optimize edilmistir.
ZINC, 20 milyondan fazla bilesigi; fiziksel, yapisal ve biyolojik olarak anlamh
formatlarda  sunarak aragtirmacilarin  hedefe yoOnelik molekiil se¢imini
kolaylastirmaktadir. Molekiiller, satic1 bilgileri, CAS numarasi, yapisal benzerlik ve

biyolojik aktivite gibi ¢esitli kriterlere gore aranabilir ve indirilebilir (Irwin vd., 2012).

ZINC’in onemli oOzelliklerinden biri, yerlestirme icin uygun olacak sekilde
protonlanmig ve tautomerik formlarm 6nceden hazirlanmis olmasidir. Bu, 6zellikle
pH'ya duyarli baglanma boélgelerinde (6rnegin, ¢inko metaloenzimleri gibi) dogru
etkilesimlerin tahmin edilmesinde kritiktir. Deprotonlanmis siilfonamitler, aromatik
alkoller veya tiyoller gibi belirli fonksiyonel gruplar sadece spesifik pH kosullarinda
aktif hale gelirken; protonlanmig anilinler gibi yapilar bazi protein bdlgelerine
baglanabilir ancak genellikle off-target etkilesimlere neden olabilir ((Sterling ve Irwin,
2015). Bu nedenle, ZINC, molekiillerin farkli protonasyon durumlarina gore
filtrelenmesine ve 6zel alt kiimelerin olusturulmasina olanak saglar. ZINC ayrica,
"drug-like", "lead-like" ve "fragment-like" alt kiimeleri ile kullanicilarin hedefledikleri
kesif fazina gére molekiil se¢cimini optimize etmelerini saglar. “Lead-like” bilesikler,
yiiksek afinite gerektiren biyofiziksel analizlerde avantaj saglarken ((Teague vd.,
1999), “fragment-like” molekiiller, diisiik afinite ancak yiiksek konsantrasyonlu
taramalarda (6rn. NMR, SPR, X-ray kristalografisi) tercih edilmektedir ((Erlanson vd.,
2016). Buna ek olarak, Lipinski kurallar1 ((Lipinski vd., 2012) dogrultusunda
filtrelenmis "drug-like" molekiiller de, biyoyararlanim potansiyeli yiiksek bilesiklerin
on elemesi i¢in kullanilir. Sonug olarak, ZINC veritabani, kapsamli kimyasal uzay1
temsilen optimize edilmis ve yapi-temelli ilag tasarimi siireclerinde deneysel

caligmalar1 tamamlayici nitelikte 6nemli bir hesaplamali ara¢ haline gelmistir. Bu
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platform, hem akademik arastirmalarda hem de endiistriyel ila¢ kesfi projelerinde
yaygin olarak kullanilmakta olup, sanal taramalarin gercek diinyadaki kimyasal

ticaretle baglantili hale gelmesini miimkiin kilar.

1.9 Sanal Tarama ve ilac Benzerligi Analizleri: Hesaplamal Yaklasimlar ve
Onemi

flag gelistirme siireci, genellikle yiiksek maliyetli ve zaman alicidir; bu siirecin
yalnizca %10’undan az1 onayli bir tirlinle sonu¢lanmaktadir. Bu basarisizliklarin ¢ogu,
uygun farmakokinetik (ADME) 6&zelliklerin eksikligi ve toksisite sorunlarindan
kaynaklanmaktadir (DiMasi vd., 2016). Bu nedenle, erken asamada uygulanan sanal
tarama stratejileri, ilag benzerligi oOzelliklerine (drug-likeness) sahip olmayan
molekiillerin elenmesini saglayarak hem zaman hem de kaynak tasarrufu saglar

(Lipinski, 2004).

Ilag benzerligi kavrami, bir molekiiliin klinik olarak basarili bir ila¢ adayr olma
potansiyelini belirleyen fizikokimyasal, yapisal ve biyolojik 0zelliklerin bir
kombinasyonudur. Yaygin olarak kullanilan Lipinski’'nin “Bes Kurali” (Rule of Five),
bir molekiiliin oral biyoyararlanima uygun olup olmadigin1 degerlendirirken referans
alinir:
o molekiiler agirlik < 500 Da,
o logP <35,
o hidrojen baglayici dondr < 5 ve hidrojen baglayici alic1 < 10 (Veber vd., 2002).
o Ek olarak, molekiillerin polar yiizey alam1 (PSA), ¢0ziiniirliik, kimyasal
kararlilik, metabolizma asamalar1 (faz I ve II), biyoyararlanim ve toksisite
(6rnegin LDso) gibi bir¢ok baska parametre de dikkate alinmaktadir (F. Cheng
vd., 2012; Daina vd., 2017).

Gilinlimiizde sanal tarama siiregleri, ADME-Tox analizleri ile entegre edilerek cok daha
kapsamli degerlendirmeler yapilmasma olanak tanimaktadir. Ornegin, pkCSM,
SwissADME ve admetSAR gibi platformlar sayesinde molekiillerin emilim, dagilim,
metabolizma, atilim ve toksisite dzellikleri 6nceden tahmin edilebilmektedir (Pires
vd., 2015). Boylelikle, farmasdtik ozellikleri zayif olan bilesikler tarama siirecinin
erken sathalarinda elenebilir ve yalnizca yiiksek potansiyel gosteren bilesikler

deneysel dogrulama i¢in ileriye tagimir.
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1.10 ADME(T) Kavraminin Tarihsel Gelisimi ve Farmakokinetikteki Onemi

ADME (Absorpsiyon, Dagilim, Metabolizma ve Eliminasyon), yaklasik 50 yildir
farmakokinetik disiplininde temel yap1 taslarini olusturan dort ana siireci temsil eden
bir kisaltmadir. Bu kavram, ilk kez 1961 yilinda Wagner tarafindan birlikte
tanimlanmis olup, kokeni Teorell'in 1937°deki farmakokinetik modellemesine kadar
uzanir. Teorell, emilim, dagilim, tiikketim ve eliminasyon kavramlarini ilk defa kinetik

modellemeye dahil eden Onciilerden biridir [(Teorell, 1937; Wagner, 1961).

Zamanla, ADME kavramu ilag gelistirme siireglerinde, toksisite degerlendirmelerinde
ve klinik farmakolojide evrensel olarak kabul goren bir terminoloji haline gelmistir.
Baslangicta ADME, ilacin viicuda alinma (Absorpsiyon), viicutta hareketi (Dagilim),
biyotransformasyonu (Metabolizma) ve viicuttan uzaklastiriimasi (Eliminasyon)
seklinde dort nicel siire¢ olarak tamimlanmistir. Bu siiregler, ilaglarin biyoyararlanimu,
terapdtik etkinligi ve toksisite profili {izerinde belirleyici rol oynar (Bassler, 2020).
Ancak, zamanla ADME'in yorumu, kullanilan anlama gore farkliliklar géstermeye
baslamistir. Ornegin, emilim (A), sadece ilacin gastrointestinal gecisi olarak degil;
bagirsak mukozasindan gecis, tasiyic1 protein etkilesimleri ve ilk gecis
metabolizmasin1 da icerecek sekilde genisletilmistir. Bu durum, o&zellikle ilag
biyoyararlanimi ile ilgili kavramlarin tanimlanmasinda kangikliklara yol agmistir
(Jamei vd., 2014). Benzer sekilde, dagilim (D), sadece dolasimdaki ilaglarin hedef
dokulara gecisi olarak degil; ayn1 zamanda periferik bolmelerdeki ilag birikimi, protein
baglanmas1 ve dokular aras1 gegis gibi ¢ok daha karmasik farmakodinamik siire¢leri
de kapsamaktadir. Metabolizma (M), yalnizca eliminasyonun bir par¢asi olmayip, pro-
ilaglarin aktif forma doniigiimii ve aktif metabolitlerin olusumu agisindan da kritik bir
stirectir. Atilim (E) ise, farmakolojik olarak aktif ya da inaktif formlarin viicuttan
uzaklastirilmasini kapsarken; “eliminasyon” terimi, metabolizma ve atilimin birlikte

degerlendirilmesini ifade eder (M. T. T. Rowland, 1989).

ADME siireclerine sonradan eklenen “T” harfi (ADMET), toksisiteyi temsil eder.
Modern ila¢ gelistirme siireclerinde, ilacin terapétik etkisinin yam sira giivenlik
profilinin de erken donemde degerlendirilmesi gerektiginden, toksisite parametreleri
(6rn. LDso, genotoksisite, hepatotoksisite) sanal tarama ve farmakokinetik modelleme

araglarma entegre edilmistir. Bu kapsamda gelistirilen in silico ADME-Tox
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yazilimlari, ilag¢ adaylarinin klinik 6ncesi sathada elenmesini kolaylastirmakta, zaman
ve maliyet acisindan biiyiik tasarruf saglamaktadir (Wenlock vd., 2003).
Farmakokinetik siireglerin yanlis yorumlanmasi veya yetersiz degerlendirilmesi,
ilaclarin klinik bagarisizliginda 6nemli rol oynar. Kronik hastaliklarin tedavisinde,
ilacin sabit durum (steady-state) konsantrasyonu klinik etkinlik agisindan kritik 6neme
sahiptir. Bu nedenle, ilaglarin hedef dokulardaki konsantrasyonlarini etkileyen tiim
parametrelerin (6rn. tasiyict proteinler, enzimatik aktivite, pH, plazma protein

baglanmasi) sistematik olarak degerlendirilmesi gerekir.

Sonug olarak, ADME(T) siireglerinin tarihsel gelisimi ve gilinlimiizdeki kapsami,
farmakokinetik biliminde yalnizca terimsel bir ¢erceve degil; ayn1 zamanda ilag kesfi
ve gelistirme siireclerinin basarisin1 dogrudan etkileyen bir analiz sistemidir.
Farmasoétik irtinlerin tasarimi ve optimizasyonunda bu siireclerin biitiinciil bir

anlayisla degerlendirilmesi, terap6tik basarinin temel anahtarlarindan biridir.

1.10.1 SwissADME'nin sanal tarama ve ADME-T degerlendirmelerinde
kullanimi

Sanal tarama siireclerinde ila¢ benzeri molekiillerin belirlenmesi, hedef odakli ilag
kesfinde basarinin temel taglarindan biridir. Bu kapsamda, SwissADME araci,
farmakokinetik, ila¢ olabilirlik ve kimyasal 6zelliklerin in silico tahmini i¢in yaygin
sekilde kullanilan bir platformdur. SwissADME, hem ligand tabanli hem de yapi
tabanli sanal tarama sonras1 aday molekiillerin biyoyararlanim, metabolik kararlilik,
¢Oziiniirliik gibi temel 6zelliklerinin kapsamli analizini miimkiin kilarak ilag gelistirme

siirecinde onemli bir karar destek sistemine doniismiistiir (Daina vd., 2017).

SwissADME'nin sundugu analiz parametreleri 6 ana baslik altinda toplanmaktadir:

1.10.1.1 Fizikokimyasal 6zellikler

Molekiiler formiil, molekiil agirligi, toplam atom sayisi, hidrojen bag alic1 ve verici
sayis1 gibi temel yapisal parametreler bu baslik altinda degerlendirilir. Bu veriler,

bilesigin yapisal uygunlugunun yani sira etkilesim potansiyeli hakkinda da bilgi verir.

1.10.1.2 Lipofiliklik

Bir molekiiliin lipofilikligi, genellikle farkli logP hesaplama yontemleriyle belirlenir.

Lipofiliklik, hiicre zarindan gecis, plazma proteinlerine baglanma ve dagilim gibi
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farmakokinetik parametreler lizerinde dogrudan etkilidir [(Lipinski, 2004; Lipinski
vd., 2012).

1.10.1.3 Suda ¢oziiniirliik

Suda ¢oziiniirliik, Delaney ve Ali tarafindan Onerilen logS skalasina gore
degerlendirilmektedir [(Delaney, 2004; Preto ve Gomes, 2022). Bu 6lgek su sekilde
siiflandirilir:

e LogS <-10: Coziinmez

e -10<LogS <-6: Az ¢oziiniir

e -6 <LogS <-4: Biraz ¢oziiniir

o -4 <LogS <-2: Coziiniir

e -2<LogS <0: lyi ¢dziiniir

e LogS > 0: Cok iyi ¢Oziiniir

Bu siniflama, 6zellikle oral yolla alinacak ilaglarin biyoyararlanimi agisindan énem

tasir.

1.10.1.4 Farmakokinetik ozellikler

SwissADME, gastrointestinal (GI) absorbsiyon, kan-beyin bariyer (BBB)
gecirgenligi, P-glikoprotein substratligi ve CYP450 enzim inhibisyonu (CYP1A2,
CYP2C19, CYP2C9, CYP2D6, CYP3A4) gibi kritik farmakokinetik ozellikleri
tahmin eder. Ayrica logKp (deri gecirgenligi) hesaplamasi da yapilir. Bu parametreler,
ozellikle ADME-T degerlendirmeleri ve ilag-ilag etkilesim risklerinin Onceden

ongoriilmesinde 6nemlidir (Martin vd., 2002; Malcolm. Rowland ve Tozer, 2011).

1.10.1.5 ilac olabilirlik (Drug-Likeness)

SwissADME; Lipinski, Ghose, Veber, Egan, Muegge (Egan vd., 2000; Ghose vd.,
1999; Lipinski, 2004; Lipinski vd., 2012; Muegge vd., 2001; Veber vd., 2002)gibi
cesitli filtreleme kurallarimi1 uygulayarak bir bilesigin ilag olma potansiyelini
degerlendirir:
o Lipinski Kurali: MW < 500, logP < 4.15, H-bag verici < 5, H-bag alic1 < 10
[182Lipinski vd., 2001]
o Ghose Filtreleri: 160 <MW <480, -0.4 <logP < 5.6, 40 < molar refraktivite
<130, 20 < atom sayis1 < 70 [187Ghose vd., 1999]
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e Veber Kriteri: Doner bag < 10, TPSA < 140 [188Veber vd., 2002]
o Egan Filtre: logP < 5.88, TPSA < 131.6 [189Egan vd., 2000]
o Muegge Kriterleri: 200 <MW <600, -2 <logP <5, TPSA < 150, halka say1s1
<7, heteroatom sayis1 > 1, doner bag < 15, H-bag verici/alic1 sayis1 < 15/10.
Ayrica biyoyararlanim skoru, bir bilesigin oral alim sonrasi %10'dan fazla
biyoyararlanim potansiyeli tasiy1p tasimadigini dngoriir (Martin vd., 2002).

1.10.1.6 ila¢ kimyasi (Medicinal Chemistry Friendliness)

SwissADME, bilesiklerin potansiyel yapi-aktivite iligkisi i¢eren yapilar (PAINS),
toksikoforlar (Brenk filtresi), hedef olabilirlik ve sentetik erisilebilirlik gibi
parametrelerle de analizine olanak tanir. Bu sayede tarama sonrasi 6nerilen bilesiklerin
kimyasal olarak modifikasyona uygunlugu ve laboratuvar ortaminda

sentezlenebilirligi degerlendirilebilir (Baell ve Holloway, 2010; Brenk vd., 2008).
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2. ONCEKI CALISMALAR
2.1 SARS-CoV-23CL-pro Icin Literatiirde Bulunan Calismalar

Literatiirde, SARS-CoV-2'nin ana proteazi olan 3CLpro (kristal yap1 PDB ID: 6LU7)
temel alinarak yapilan sanal tarama, molekiiler yerlestirme (docking) ve molekiiler
dinamik ¢alismalarindan birinde Ligand Generative Adversarial Network (LIGANN)
algoritmasi kullanilarak baglanma cebine uyumlu 93 ligand tasarlanmistir
(Macchiagodena vd., 2020). Bu ligandlar, proteazin katalitik boélgesinde yer alan
CYS145-HIS41 diadina yerlestirilmis; ayrica HIS163, HIS172 ve GLU166 gibi
substrat baglanmasinda kritik rol oynayan amino asitlerin da yiiksek hizalanma
gosterdigi tespit edilmistir. Yapilan yerlestirme analizleri, 6zellikle aromatik gruplar
igceren bilesiklerin giiclii baglanma egilimi gosterdigini ortaya koymustur. En yiiksek
baglanma serbest enerjilerine sahip bes bilesik i¢in -8 ila -9 kcal/mol araliginda
degerler sergilemistir. Bu bilesiklerin ticari olarak mevcut olmamasina ragmen bilinen
molekiillerle yapisal benzerlik tagidigi belirtilmistir. Yapilan 120 ns'lik molekiiler
dinamik simiilasyonlari, bilesiklerin baglanma cebinde kararli bir sekilde kaldigini
gostermistir. Bu baglanmanin temel belirleyicilerinden birinin hidrofobik etkilegimler

oldugu vurgulanmistir (Macchiagodena vd., 2020).

Diger bir calismada, deniz yosunlarindan elde edilen bir bisindol alkaloidi olan
caulerpin, SARS-CoV-2'nin ana proteaz1 (PDB ID: 6LU7) ile en yiiksek baglanma
afinitesi ve yapisal stabilite gosteren bilesik olarak tanimlanmistir (Abdelrheem vd.,
2020). Caulerpin, diger dogal biyoaktif bilesikler ve klorokin, remdesivir ve
favipiravir gibi bilinen antiviral ajanlarla karsilastirildiginda, daha yiiksek baglanma
enerjileri ve daha giiclii inhibitdr sabitleri (Ki) sergileyerek {istiinliik gostermistir.
ADMET analizleri, caulerpin'in Lipinski’nin Besli Kurali ile uyumlu oldugunu ortaya
koymus; bu durum bilesigin potansiyel olarak giivenli ve oral yolla uygulanabilir bir
ilag aday1 olabilecegini diisiindiirmektedir. Yiiriitilen molekiiler dinamik (MD)
simiilasyonlari, caulerpin-6LU7 kompleksinin sulu ortamda kararli kaldigini
gostermis; bu kararlilik, RMSD (Root Mean Square Deviation), RMSF (Root Mean
Square Fluctuation) ve hidrojen bagi profilleri gibi parametrelerle desteklenmistir
(Abdelrheem vd., 2020).
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Abdusalam ve Murugaiyah (2020), SARS-CoV-2'nin ana proteazi olan 3CLpro enzimi
iizerinde etkili olabilecek yeni inhibitdr adaylarmi belirlemek amaciyla molekiiler
yerlestirme temelli sanal tarama (virtual screening) yontemi uygulamislardir.
Calismada, ZINC veritabanindan segilen 2000 kii¢iik molekiil ile birlikte on adet FDA
onayli antiviral ve anti-malarial ilag, AutoDock Vina yazilimi araciligiyla
degerlendirilmistir. Sanal tarama sonuglari, dort ZINC bilesiginin (ZINC32960814,
ZINC12006217, ZINC03231196 ve ZINC33173588) 3CLpro’nun aktif bdlgesine
yiiksek baglanma afinitesi sergiledigini ortaya koymustur. Bu bilesiklerin serbest
baglanma enerjileri sirasiyla —12.3, —=11.9, —11.7 ve —11.2 kcal/mol olup, bu degerler
hem es-kristalize ligand N3 (7.5 kcal/mol) hem de test edilen FDA onayli ilaglardan
daha iyidir. Ozellikle bu molekiillerin, proteazin katalitik diadin1 olusturan Cys145 ve
His41 ile giiglii ve kararh etkilesimler kurduklar gdsterilmistir. FDA-onayli nelfinavir
ve klorokin bilesiklerinin belirlenen ZINC bilesiklerine oranla daha diisiik baglanma
afinitesi gostermistir. Ayrica, bu dort bilesik Lipinski’nin Besli Kurali agisindan
degerlendirildiginde, potansiyel birer “ilag benzeri” aday olduklar1 gériilmiistiir. Bu
baglamda, ¢aligma hem baglanma afinitesi hem de yapisal uygunluk agisindan umut

verici sonuglar ortaya koymustur (Abdusalam ve Murugaiyah, 2020b).

Diger bir ¢alisma, SARS-CoV-2 viriisiiniin ¢gogalmasinda kilit rol oynayan ana proteaz
enzimi (3CLpro) tizerinde etkili olabilecek dogal bilesiklerin inhibitér potansiyelini
aragtiran bir in-silico caligmadir. Molekiiler yerlestirme (docking) teknikleri
kullanilarak, 30 dogal bilesik iki farkli hedef protein iizerinde taranmistir (PDB ID:
6LU7 ve 6M2N). Yapilan analizler sonucunda, Kaempferol-7-O-rutinozit,
Kaempferol-3-O-glukuronozit ve Apigenin-7-O-glukozit bilesikleri 6ne ¢ikmis ve
yiiksek baglanma afinitesi gostermistir. Bu bilesikler, 3CLpro’nun aktif bélgesinde yer
alan katalitik diad amino asitler1 olan Cys145 ve His41 basta olmak {izere, cesitli
onemli amino asitlerle giiclii etkilesimler kurmustur. 6LU7 hedefi i¢in bilesiklerin
serbest baglanma enerjileri —12.10 ile —10.3 kcal/mol araliginda; 6M2N hedefi i¢in ise
—11.83 ile —10.5 kcal/mol araliginda belirlenmistir. Etkilesim analizlerinde hidrojen
baglari, van der Waals kuvvetleri, n-siilfiir, n-alkil ve n-katyon baglari tespit edilmistir.
Yerlestirme protokoliiniin dogrulugu, 2.0 A altinda kalan RMSD degerleriyle teyit
edilmistir. Kaempferol-7-O-rutinozit bilesigi ile SARS-CoV-2 ana proteaz1 (PDB ID:

6LU7) arasinda yapilan molekiiler yerlestirme analizinde, cesitli etkilesimlerin
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meydana geldigi belirlenmistir. Bu bilesik, proteazin aktif bolgesinde bes hidrojen
bagi olusturmustur: bunlardan ilki Thr190 amino asidi ile O1 oksijen atomu arasinda,
ikincisi His163 ile O oksijen atomu arasinda, diger iicii ise Gly143 ve Serl144 ile O
oksijen atomu arasinda meydana gelmistir. Onemli etkilesimlerden biri, Cys145 ile
bilesigin ilk benzen halkasi arasinda olusan m-siilfiir bagidir. Ek olarak, Met49 ve
His41 amino asitleri, bilesigin besinci benzen halkas1 ile m-alkil etkilesimi
gostermistir. Bunun yaninda, His44, Argl88, GInl189 ve Glul66 amino asitleri ile
karbon-hidrojen baglar1 kurulurken, His41 ile C25 karbon atomu arasinda bir n-sigma

etkilesimi meydana gelmistir (Benhander ve Abdusalam, 2022).

Andrographis panniculata bitkisinden elde edilen bes ana diterpenoid bilesigin
(andrographolide, neoandrographolide, 14-deoksiandrografolit, 14-deooksi-11,12-
didehidroandrografolit ve andrograpanin) SARS-CoV-2'nin ana proteazi (Mpro)
iizerindeki potansiyel inhibitdr etkileri incelenmistir. Molekiiler yerlestirme (docking)
analizleri, andrographolide’in segilen diger dogal diterpenoidler ve kristal yapiya bagl
bilinen inhibitor ligand (N3) ile karsilastirildiginda daha yiiksek baglanma afinitesi
sergiledigini ortaya koymustur. Tiim bilesiklerin inhibisyon sabiti (Ki) degerleri
benzerlik gostermekte olup, bu da onlarin kalic1 inhibitdr ozellikleri tasidigim
gostermektedir. Molekiiler dinamik simiilasyonlar1 ve serbest baglanma enerjisi
analizleri, andrographolide’in yiiksek stabilite, esneklik ve baglanma enerjisi gibi
onemli dinamik ozelliklere sahip oldugunu dogrulamistir. Ayrica, tiim bilesiklerin
Lipinski’nin Besli Kurali (RO5) ve ADME (emilim, dagilim, metabolizma ve atilim)
parametreleri acisindan degerlendirildiginde farmakokinetik agidan uygunluk
gosterdigi saptanmigtir. Simiilasyon sonuglari (RMSD, RMSF ve hidrojen baglar
analizleri) andrographolide tiirevlerinin SARS-CoV-2 Mpro ile kararli kompleksler
olusturdugunu gostermektedir. Baglanma enerjileri -6 kcal/mol'den diisiik olan tiim
bilesikler, 6zellikle andrographolide, Mpro’nun aktif bolgesindeki iki kritik kalinti
olan His41 ve Cys145 ile etkilesime girerek proteaz aktivitesinin inhibisyonunda etkili
olabilir. Ayrica, andrographolide'in kan-beyin bariyerini ge¢ebilme potansiyeli, diisiik
toksisite diizeyi ve yliksek biyoyararlanimi, bu bilesigi umut verici bir antiviral aday

haline getirmektedir (Vijayakumar vd., 2022).
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2.2 SARS-CoV-2 RNA-bagimh RNA Polimeraz (RdRp) I¢in Literatiirde
Bulunan Cahismalar

SARS-CoV-2'nin ¢ogalmasinda temel rol oynayan RNA-bagimli RNA polimeraz
(RdRp) enzimini hedef alan bir ¢calismada (Arba vd., n.d.) yeni antiviral bilesiklerin
sanal tarama yoluyla kesfini amaglamaktadir. Arastirma kapsaminda, Endonezya
bitkisel ila¢ veritabani ve ZINC bilesik veritabani1 kullanilarak farmakofor tabanli
sanal tarama gerceklestirilmis, toplamda 151 bitkisel ve 14.480 sentetik bilesik

degerlendirilmistir.

Molekiiler yerlestirme ve 40 ns siiresince molekiiler dinamik simiilasyonlar ile ii¢
Oncli bilegigin baglanma stabilitesi ve enerjileri analiz edilmistir. ZINC169730811 adli
bilesik, -12.36 kcal/mol ile en iyi baglanma enerjisine sahip olup Remdesivir'den (-
6.96 kcal/mol) daha yiiksek baglanma afinitesi gostermistir. MM-PBSA yontemiyle
hesaplanan baglanma serbest enerjisi -60.92 + 5.00 kcal/mol olan bu bilesik, hidrojen

baglar ve elektrostatik etkilesimler araciligiyla giiclii baglanma gostermistir.

ADME analizleri yapilan bilesigin diisiik gastrointestinal emilim potansiyeline sahip
oldugunu ve kan-beyin bariyerini gecemeyecegini ortaya koymustur. Bununla birlikte,
aday bilesiklerden 9-Ribosil-trans-zeatin bilesigi, Lipinski kurallarma uygunluk
gostermis ve ilag benzerligi agisindan avantaj saglamistir. Ayrica bilesiklerin sitokrom
P450 enzimlerini inhibe etmemesi, biyotransformasyon a¢isindan olumlu bir profil

sunmaktadir (Arba vd., n.d.).

Diger bir ¢alisma (Brunt vd., 2021), RNA-bagimli RNA polimeraz (RdRp) enzimini
hedef alan yeni non-niikleozid inhibitdrlerin kesfine odaklanmaktadir. Caligmada,
ZINC veritabanindan alinan bilesikler iizerinde yiliksek verimli sanal tarama ve
molekiiler dinamik simiilasyonlar1 gerceklestirilmigtir. Toplam 17 milyon bilesik
taranarak, molekiiler yerlestirme skorlarina gore 14 aday se¢ilmis ve bunlar arasindan
dort bilesik (ZINC097971592, ZINC002146610, ZINC69492350, ZINC408592119)
ileri analizlere tabi tutulmustur. Her bir ligand i¢in 200 ns'lik MD simiilasyonlar
gerceklestirilmis, baglanma serbest enerjileri MM-GBSA yontemiyle hesaplanmigtir.
ZINC097971592, -54.5 + 13.4 kcal/mol degeri ile en yiiksek baglanma enerjisine sahip

aday olarak belirlenmistir. Simiilasyon verileri, tiim bilesiklerin RdRp ile kararh
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kompleksler olusturdugunu (ortalama protein RMSD ~3.3 A) ve baglanma
bolgelerinde Onemli anahtar amino asitlerla (Arg555, Lys621, Asp618, Asp760)
hidrojen bagi, tuz kopriisii ve metal koordinasyon etkilesimleri olusturdugunu

gostermektedir.

RTP (Remdesivir triphosphate) ve ATP (Adenosine triphosphate) ile yapilan
karsilastirmali analizde, RTP'nin daha hizli stabiliteye ulastig1 (~50 ns) ve baglanma
bolgesinde daha yiiksek etkilesim siirekliligi gosterdigi (>90% H-bagi dolulugu)
saptanmistir. Ayrica, segilen ZINC bilesiklerinin ADME tahminleri yiiksek
gastrointestinal emilim, sitokrom P450 inhibisyon potansiyeli ve uygun

biyoyararlanim profilleri gostermistir (Brunt vd., 2021).

Diger hastaliklar i¢in onaylanmis ilaglarin RdRp inhibitérii olma konusunda
potansiyellerinin aragtirildigi bir caliymada Remdesivir, Favipiravir, Ribavirin,
Sofosbuvir, Galidesivir ve EIDD-2801 gibi bilesikler kullanilmistir (Y. Wang vd.,
2021).

Bu bilesiklerin RdRp iizerindeki inhibitor etkileri, ECso degerleri ile kiyaslandiginda

asagidaki sonuglar elde edilmistir:

¢ Remdesivir (RDV): ECso = 0.77 uM; bircok RNA viriisiine kars1 genis
spektrumlu antiviral aktivite gdstermistir.

o Favipiravir (FPV): ECso = 61.88 uM; RNA viriislerine kars1 genis etki profiline
sahiptir.

e Ribavirin: ECso = 109.50 pM; siklikla kombinasyon tedavilerinde
kullanilmaktadir.

o Sofosbuvir: ECso = 14-110 nM; HCV tedavisinde FDA onayli olup, SARS-
CoV-2’ye kars1 da potansiyel gostermektedir.

o Galidesivir: ECso = 57.7 uM; RNA zincir sonlandiricis1 olarak gorev
yapmaktadir.

e EIDD-2801 (Molnupiravir): ECso = 0.3 pM (Vero hiicrelerinde); gii¢lii in vitro

etkinlik gostermis ve klinik asamaya gegmistir.

Klinik degerlendirmelere bakildiginda, RDV, FPV ve EIDD-2801 i¢in ¢esitli faz

caligmalar1 baglatilmistir. Remdesivir bazi ¢alismalarda terapotik etki gostermesine
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karsin, sonuglarin genellenebilirligi sinirh kalmistir. Favipiravir 6zellikle orta siddette
COVID-19 vakalarinda faydali bulunurken, EIDD-2801in klinik denemelerine ABD
Gida ve Ilag Dairesi (FDA) tarafindan onay verilmistir (Y. Wang vd., 2021).

Lung ve arkadaslar1 (Lung vd., 2020) tarafindan ytiriitiilen bir ¢calismada, geleneksel
Cin tibbinda yer alan bazi dogal bilesiklerin SARS-CoV-2 RdRp enzimiyle potansiyel
etkilesimleri molekiiler yerlestirme yontemleriyle degerlendirilmistir. Bu kapsamda
one c¢ikan bilesiklerden biri olan theaflavin, RdRp'nin katalitik cebine baglanma
kapasitesi bakimindan dikkat cekici sonuglar vermistir. Theaflavin, yerlestirme
analizlerinde RdRp’nin katalitik bdlgesindeki bir dizi 6nemli amino asit kalintisiyla
etkilesim gdstermistir. Bu amino asitler arasinda Asp452, Lys545, Arg553, Arg555,
Thr556, Tyr619, Lys621, Cys622, Asp623, Arg624, Asp760 yer almaktadir. S6z
konusu amino asitlerla yapilan etkilesimler arasinda hidrojen baglari, hidrofobik
temaslar ve ozellikle Arg553 ile n-katyon etkilesimi gibi baglanma stabilitesini artiran
kuvvetli kovalent olmayan baglar tespit edilmistir. Yapilan hesaplamali analizler
sonucunda theaflavin’in SARS-CoV-2 RdRp’ye baglanma skoru —9.11 kcal/mol
olarak raporlanmistir. Karsilagtirmali analizlerde, theaflavin’in SARS-CoV ve MERS-
CoV RdRp enzimlerine kiyasla SARS-CoV-2 RdRp ile daha giiclii ve spesifik bir
baglanma egilimi sergiledigi belirtilmistir (Lung vd., 2020).

Diger bir ¢alismada (Alsulimani vd., 2022), ZINC veritabanindan segilen dogal
bilesiklerin RdRp'ye karsi inhibitor potansiyelleri hesaplamali ydntemlerle
degerlendirilmistir. Bu kapsamda ii¢ aday bilesik Oxoglaucine, Brucine ve Flutroline
molekiiler yerlestirme ve molekiiler dinamik (MD) simiilasyonlari ile analiz edilmistir.
Oxoglaucine —11.98 kcal/mol baglanma enerjisi ile en gii¢lii baglanan bilesik olarak
tanimlanmistir. RARp’nin aktif bolgesinde yer alan Phel34, Asp135, Asn138, Thr141
ve Asp711) amino asitleriyla hidrojen baglar kurarak yiiksek afinite gostermistir.
Brucine —11.78 kcal/mol baglanma enerjisi ile giiglii bir diger inhibitér adaydir.
Ozellikle Ser709, Thr710 ve Asp711 gibi katalitik merkezdeki amino asitlerle stabil
etkilesimler olugturmustur. Flutroline —10.26 kcal/mol baglanma enerjisi ile goreceli
olarak daha diisiik baglanma kapasitesi sergilemistir. Asn75 ile tek bir hidrojen bagi
kurmasinin yani sira, baglanma bolgesinde van der Waals ve -katyon etkilesimleri de

gbzlenmigstir. Bilegiklerin RdRp ile olugturduklar1 komplekslerin dinamik davraniglari
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RMSD, RMSF ve Rg (Radius of Gyration, eylemsizlik yar1 c¢api) analizleri ile
degerlendirilmistir. RMSD degerlendirmelerine gore Oxoglaucine ~0.25 nm ile en
diisiikk yapisal sapmay1 gostermis ve en kararli kompleks olarak one g¢ikmugtir.
Flutroline ~0.3 nm ile orta diizeyde stabilite sergilemistir. Brucine ~0.35 nm ile en
yiiksek sapma degerine sahip olup, baglanma stabilitesi en diisilk kompleks olarak
degerlendirilmistir. RMSF degerleri Oksoglaukin i¢in 6zellikle Asn611, GIn524,
Arg631 bolgelerinde gdzlenen ~1.1 A’lik esneklik, ligandin baglanma bolgesine uyum
sagladigin1 gostermektedir. Brucine: Asp711, Asn781, Asp761 bolgelerinde yiiksek
esneklik gozlenmis olup bu durum baglanma istikrarinin diisiik olabilecegine isaret
etmektedir. Flutroline ise Asn568, GIn573, Lys780 bolgelerinde orta diizeyde esneklik
sergileyerek baglanma bolgesine uyum sagladig1 degerlendirilmistir (Alsulimani vd.,

2022).

2.3 SARS-CoV-2 Papain-benzeri Proteaz (PLpro) i¢in Literatiirde Bulunan
Cahismalar

Ferreria ve arkadaglari tarafindan yapilan bir ¢aligmada, ¢esitli inhibitdrlerin PLpro ile
etkilesimleri, mikro saniye Ol¢eginde yapilan molekiiler dinamik simiilasyonlariyla
incelenmistir (G. M. Ferreira vd., 2022). Bu simiilasyonlar, ligandlarin BL2-dongii ve
BL2-oluk boélgelerinde etkilesimler kurarak enzimin konformasyonel degisikliklere
ugramasina neden oldugunu gostermistir. Ozellikle, Tyr268 ve GIn269 gibi amino
asitler, ligandlarin baglanmasiyla birlikte konformasyonel degisikliklere ugrayarak

BL2-dongiisiiniin kapanmasini ve aktif bolgenin erisilebilirliginin azalmasini saglar.

Calismada kullanilan inhibitorlerden biri GRL-0617'nin (5-Amino-2-metil-N-[(1R)-1-
(naftalin-1-il)etil]benzamid) PLpro ile etkilesiminde naftalin-1-il grubunun Tyr268 ile
n-1t istiflenme etkilesimi yaptig1 goriilmiistiir (G. M. Ferreira vd., 2022). Benzamid
kismi GIn269 ile amino grubu ise Asp164 ile hidrojen bag1 gergeklestirir. Metil grubu
Pro 247 ve Pro248 ile hidrofobik etkilesimler sergilemistir. Caligmada ayrica GRL-
0617'nin PLpro ile baglanma enerjisi -7.2 kcal/mol olarak raporlanmistir. Bu deger,
GRL-0617"min PLpro'ya giiclii bir sekilde baglandigini ve etkili bir inhibitor oldugunu

gostermektedir.

Iki calisma XR8-24 inhibitdriiniin SARS-CoV-2 papain-benzeri proteaz (PLpro)

iizerindeki etkisi incelemis ve bu ¢aligmalarda XR8-24in enzimin aktif bolgesine
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dogrudan baglanmadigi; bunun yerine, BL2 oluguna (BL2-oluk) baglanarak aktif
bolgenin konformasyonel olarak kapanmasina neden oldugu belirtilmistir (Lv vd.,
2022; Shen vd., 2022). Bu baglanma mekanizmasi, enzimin katalitik aktivitesini etkili
bir sekilde inhibe etmektedir. Kristal yapisi analizleri, XR8-24'{in BL2 oluguna
baglanarak enzimin aktif bolgesinin kapanmasii sagladigimi gdstermektedir. XR8-
24'in kimyasal yapisi, 2-feniltiyofen iskeleti {izerine insa edilmistir. Diger yapi-amino
asit etkilesimlerinden biri azetidin halkasi ve Glul67 ile olusturulmus elektrostatik
etkilesim olup bu etkilesim baglanma stabilitesini artirir. Benzamid grubu, GIn269'un
ana zinciriyle hidrojen bagi olusturarak BL2 olugunun kapanmasini destekler. Tiyofen
halkasi, BL2 oluguna yerleserek Pro248, Tyr264 ve Tyr268 gibi amino asitlerla van
der Waals etkilesimleri kurar. Pirrolidin "Kuyruk" yapisi Tyr264'iin ana zincir karbonil
oksijeniyle su aracili hidrojen bagi olusturarak inhibitoriin baglanma potansiyelini
artirir. Bu ¢alismada belirtilen inhibitoriin baglanma skoru hakkinda herhangi bir veri

verilmemistir (Lv vd., 2022; Shen vd., 2022).

YM155 (sepantronium bromide), 6ncelikle survivin baskilayici bir antineoplastik ajan
olarak gelistirilmis olup, SARS-CoV-2'nin papain-benzeri proteazi (PLpro) lizerinde
de etkili bir inhibitor olarak tanimlanmistir. YM155, PLpro'nun hem aktif bolgesine
hem de BL2 oluguna (BL2 oluk) baglanarak ¢ift hedefli bir inhibisyon mekanizmasi
sergiler (Jiang vd., 2022; Zhengnan Shen, 2022). Kimyasal olarak bir kinon yapisina
sahip olup, bromiir anyonu ile dengelenmis pozitif yiiklii bir piridinyum halkas: igerir.
Yapisinda ayrica metoksi ve etil gruplar1 bulunur. Bu yap1, molekiiliin hem hidrojen
baglar1 hem de elektrostatik etkilesimler kurmasina olanak tanir. Inhibitdr, Tyr268 ile
Van Der Waals etkilesimler yaparak aktif bolgenin kapanmasina katkida bulunurken
GIn269'un ana zinciriyle hidrojen bagi kurarak BL2 olugunun stabilizasyonuna
yardime1 olur. YM155'in baglanmasiyla Tyr264'in konformasyonel degisiklikleri,
inhibitoriin baglanma bdlgesinin sekillenmesine katkida bulunur. Pro248 ile van der
Waals etkilesimleri kurarak baglanma stabilitesini artirir. YM155'in azetidin halkast,

Glul67'in yan zinciriyle etkilesime girerek elektrostatik stabilizasyon saglar.

Dhananjay ve arkadaslari, NPASS veritabanindan 659 bilesigi taramis ve on adet
bilesigi etkili olarak saptamistir. Bu bilegiklerin etkilegsim ¢aligmasi, Tyr264, His175,
Aspl64, Argl66, Asp302 gibi amino asit amino asitler1 ile etkilesimler gosterdigini
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ortaya koymustur (Jade vd., 2021). Bir bagka ¢alismada (Ghosh vd., 2023) ise, taranan
bilesiklerin Leul62, Gly163, Met208, Pro247, Pro248, Tyr264, Gly266 ve Tyr273 ile
hidrofobik etkilesimler gosterdigi, Argl66, GIn269 gibi kutupsal akseptdor amino
asitler1 ve Asp164, Thr301, Glul61 gibi kutupsal donor amino asitler1 ile de hidrofilik

etkilesimler gdsterdigi ortaya konmustur.

2.4 SARS-CoV-2 Spike protein I¢cin Literatiirde Bulunan Cahsmalar

Bir calismada, ZINC veritabanindan secilen bilesikler, SARS-CoV-2 spike proteininin
RBD bolgesi ile sanal olarak taranmis ve baglanma skorlar1 hesaplanmistir.
Gergeklestirilen yerlestirme ¢aligmasinda analiz edilen on ligandin tamaminin Gly496
ve Asn501 ile etkilesim kurdugu, ticiiniin Leu455, besinin GIn493 ve birinin Lys417
ile temas ettigi belirlenmistir. Toplam 29 anahtar etkilesim goézlemlenmis olup,
bunlarm yalnizca iicii hidrojen baglari igerirken, kalan 26’s1 hidrofobik temaslara
dayanmaktadir. Ozellikle ZINC02111387 bilesigi, bes temel kalintinin tiimii ile
etkileserek potansiyel bir inhibitér adayr olarak &ne ¢ikmaktadir. Ornegin,
ZINCO02726715 bilesigi, —8.4 kcal/mol baglanma skorlari ile Arg403, Tyr449, Tyr453,
GIn493, Serd94, Tyrd95, Gly496, GIn498, Asn501, Gly502 ve Tyr505 amino asit
amino asitleryla etkilesim gostermistir. Benzer sekilde, ZINC02122196 bilesigi —8.3
kcal/mol baglanma enerjisi ile Arg403, Tyrd49, Tyrd53, Serd94, Tyrd95, Gly496,
GIn498, Asn501, Gly502 ve Tyr505 amino asitleriyla etkilesimde bulunmustur (Power
vd., 2022).

ZINC veritabanindan elde edilen bilesiklerin SARS-CoV-2 spike proteinine karsi
baglanma potansiyelleri AutoDock 4.2.6 yazilimi ile yapilan molekiiler yerlestirme
calismalariyla  degerlendirilmistir.  Toplam  baglanma  skorlart  agisindan
degerlendirildiginde, ZINCO000150588351 ila ZINC000101802366 bilesikleri
—119,61 ila —103,1 kcal/mol araliginda yer alarak en yiiksek baglanma skorlarini
gostermistir. Diger bilesik gruplan ise —98,67 ila —70,22 kcal/mol arasinda bir enerji
araligina  sahiptir.  Molekiiler  diizeydeki  etkilesimler  incelendiginde,
ZINC000150588351 bilesigi, SARS-CoV-2 spike proteini ile Ala352 (iki bag),
Arg466, Asn354 ve Leu492 amino asit amino asitleriyla toplam alt1 hidrojen bag: (H-
bagl) olusturmustur. ZINC000064540179 bilesigi, spike proteinin baglanma
bolgesindeki Asn501, Gly496 ve Gly502 amino asitleriyla ti¢ hidrojen bagi kurmustur.
Benzer sekilde, ZINC000137700912 bilesigi, Phe490 ve Ser4d94 amino asitler ile iki
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hidrojen bagi olusturmustur. Bu etkilesimler, 6zellikle ACE2 reseptorii ile spike
protein arasindaki baglanma yiizeyinde yer alan kritik amino asitlerla gerceklesmis
olup, bu bilesiklerin potansiyel inhibitdrler olarak degerlendirilebilecegini

gostermektedir. (Kullappan vd., 2021).

Bu etkilesim yiizeyini hedef alan kii¢lik molekiillerin tanimlanmasi1 amaciyla yiiriitiilen
molekiiler yerlestirme ¢alismasinda, geleneksel Hint tibbinda kullanilan hesperidin,
emodin, antrakinon, rhein ve krisin gibi dogal fitokimyasallar degerlendirilmistir. Elde
edilen bulgulara gore, hesperidin, spike protein varliginda ACE2 reseptoriiniin H2
heliksi iizerindeki Asn63, Ala71, Lys74 ve H1 heliksindeki Ser44 amino asit amino
asitler1 ile rekabetsiz bicimde baglanmaktadir. Emodin ise benzer sekilde ACE2'nin
H2 heliksinde yer alan Ala71, Asp67 ve Lys74 amino asitleriyla etkilesim
gostermektedir. Bununla birlikte, antrakinon yalnizca spike protein pargast ile
etkilesime girmekte olup ACE2 reseptorii ile anlamli bir baglanma géstermemektedir.
Rhein ise sadece spike protein ile etkilesim kurmakta, ACE2 reseptoriiyle herhangi bir
dogrudan temas olusturmamaktadir. Bu nedenle, her iki bilesik de SARS-CoV-2 girig
mekanizmasinin inhibisyonu agisindan terapdtik potansiyel tasimamaktadir. Ote
yandan, krisin bilesigi ACE2 reseptoriiniin HS heliksi iizerinde yer alan Thr125, Ile126
ve Thr129 amino asitleriyla etkilesim kurarak baglanmaktadir. Bu baglanma modeli,
krisinin spike-ACE2 kompleksine miidahale edebilecek bir inhibitdér aday1
olabilecegini gostermektedir (Basu vd., 2020).

2.5 SARS-CoV-2 Tedavisinde Kullanilan ilaclar

Umifenovir (ticari adiyla Arbidol), 6zellikle Rusya ve Cin'de influenza ve diger
solunum yolu viral enfeksiyonlarinin tedavisinde ruhsatlandirilmis bir antiviraldir.
SARS-CoV-2’ye karsi potansiyel terapotik etkisi, virlisiin konak hiicreye girisinde
kritik rol oynayan Spike (S) proteini ile insan anjiyotensin dondistiiriicii enzim 2
(ACE2) reseptorii arasindaki etkilesmeyi engelleme kapasitesine dayanmaktadir.
Umifenovir'in, viral zar ile konak hiicre zar1 arasindaki flizyonu inhibe ederek viral
girig stirecini bloke ettigi bildirilmektedir. Yapilan in vitro ¢alismalar, Umifenovir’in
SARS-CoV-2 replikasyonunu baskilayabildigini gostermistir. Ayrica bazi klinik
gbzlemsel caligmalar, Umifenovir’in COVID-19 tedavisinde lopinavir ve ritonavir
kombinasyonundan daha iistiin klinik etkinlik gosterebilecegini ortaya koymustur

(Zhang vd., 2020; Wang vd., 2020). Replikasyon siirecine miidahale eden antiviral
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ajanlar arasinda remdesivir (GS-5734), favipiravir (T-705), ribavirin, lopinavir ve
ritonavir yer almaktadir. Bu bilesiklerden remdesivir, favipiravir ve ribavirin, SARS-
CoV-2’nin RNA-bagimli RNA polimerazi (RdRp) enzimini hedef alirken; lopinavir ve
ritonavir, viral ana proteaz olan 3CLpro'yu inhibe etmektedir (Lim vd., 2021; Xu vd.,
2021; Zhao vd., 2021). Bunlara ek olarak, papain benzeri proteaz (PLpro) enzimini
hedefledigi bildirilen bir diger molekiil ise dogal bir diterpen bilesigi olan
tanshinondur. Tanshinonlar, geleneksel Cin tibbinda yaygin olarak kullanilan Salvia
miltiorrhiza bitkisinden elde edilen ve ¢ok sayida farmakolojik 6zellige sahip dogal
bilesiklerdir. Son yillarda, bu tiir dogal iiriinlerin koronaviriis proteazlarini inhibe etme
potansiyeline sahip oldugu gosterilmis ve tanshinonlar bu baglamda cesitli bagimsiz
calismalarda 6ne ¢ikarilmistir (Benarba ve Pandiella, 2020; Khare vd., 2020; Chen W.
vd., 2021). SARS-CoV baglaminda, tanshinonlarin PLpro iizerindeki inhibitor etkisi
literatiirde raporlanmis olsa da, Ma ve Wang (2022) tarafindan yiiriitilen takip
niteligindeki bir calisma, hiicresel modellerde yapilan kapsamli testlerde bu
bilesiklerin bildirilen inhibitor etkinliginin 6nemli dl¢lide diisiik oldugunu gostermis
ve Onceki bulgularin gecerliligini sorgulatmistir. Benzer sekilde, PLpro inhibitorii
olarak bildirilen bir diger bilesik akriflavin (ACF), yeniden konumlandirma
potansiyeline sahip sentetik bir ilag olarak tanimlanmistir. ACF'nin ¢esitli hiicre
hatlarinda anlamli antiviral aktivite gosterdigi bildirilmis olsa da, hayvan modellerinde
(0zellikle farelerin akciger dokularinda) SARS-CoV-2 replikasyonunu inhibe etme
bakimindan Remdesivir kadar etkili olamadig1 saptanmistir (Napolitano vd., 2022).
Ayrica, ACF'nin halen FDA onayma sahip olmadigi da vurgulanmalidir.
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3. MALZEME VE YONTEM
3.1 Ligand Kiitiiphane Dizayn1 ve Molekiiler Yerlestirme Calismalari

ZINCI15 (Sterling ve Irwin, 2015) veri tabanindan ¢ikarilan, 3CLpro i¢in 756958,
RdRp proteini i¢in 193314, Spike proteini i¢in 717652, PLpro i¢in 2 milyonun
iizerinde bilesik yerlestirilebilir pozlar ile, hedef proteinlere (3-CLpro, RdRp, PLpro,
Spike) uygun adaptasyona sahip molekiilleri belirlemek i¢cin Dock 6.7 (Allen vd.,
2015) kullanilarak sanal taramaya tabi tutuldu. Veri tabanindan bilesiklerin indirilmesi
sirasinda siire¢, molekiil biyiikligii olarak en diisiik boyuttan yiiksege dogru
ilerlediginden dolayr hedef molekiiller i¢in anlamli yerlesme skoru saglamayan
bilesikler goz ardi1 edilmistir bu sebeple hedef molekiiller i¢in taratilan bilesik sayilar
farklilik gosterir. Tarama yapilmadan 6nce hedef molekiiller igin, hedef yapilar
iizerindeki inhibisyon etkisini aramak i¢in miimkiin oldugunca ¢ok sayida molekiil
bulmay1 amaglayan yalnizca 3D yapilar olarak filtrelendi. ZINC15, Dock®6 ile uyumlu
molekiillerin SYBYL (mol2) dosya bicimini icerdiginden, bilesikler, molekiiler
yerlestirme calismasi i¢in hazirdi ve herhangi bir islem yapilmadan sanal taramaya

tabii tutuldu.

3.2 Reseptorlerin Yerlestirme Islemleri icin Hazirlanmasi ve Validasyon

Molekiiler dinamik ve baglanma serbest enerjisi hesaplamalari, Tiirk Ulusal e-Bilim
e-Altyapist (TRUBA) sunucularinda Amberl8 ve Dock 6.7 programlar ile
gergeklestirildi. Ligandlarin atom tipleri ve AM1-Bec (Jakalian vd., 2002) atomik
kismi yiikleri, Amber18'in (Case vd., 2005) antechamber modiilii tarafindan tiiretildi.
Amber'in Xleap modiili, MD simiilasyonlar1 icin ligandlar, reseptorler ve
komplekslerin parametre/topoloji ve koordinat dosyalarini olusturmanin yani sira
sistemleri ¢ozmek ve nétralize etmek icin kullanildi. Herhangi bir ¢6ziinen atomdan
10.0 A boyutlarinda sekizgen bir periyodik kutu ile TIP3P (Jorgensen vd., 1983)
¢cozlici modeli kullanildi. Protein i¢in ff14SB kuvvvdani (Maier vd., 2015)
kullanilirken, kii¢iik organik molekiilleri isleyebildigi i¢in ligandlar icin Genel Amber

Kuvvvdam (GAFF) (J. Wang vd., 2006) kullanildu.

Yerlestirme prosediirii 4 adimda gergeklestirildi. [lk adimda ligand ve protein Chimera
programi (Pettersen vd., 2004) kullanilarak hazirlanir. Bu adimda ligand ve diger

standart dis1 amino asitler proteinden ¢ikarildi ve daha sonra hidrojen icermeyen
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yapiya bir yiizey proteinin etrafina yerlestirilerek reseptoriin molekiiler yiizeyi (DMS)
olusturuldu. Bu islem Richards (Richards, 1977) tarafindan gelistirilen ve Connolly
(Connolly, 1993) tarafindan uyarlanmigtir. Proteine sonra hidrojenler eklendi ve her
atomun tizerindeki yiikler Chimera kullanilarak hesaplandiktan sonra dosya SYBYL
(mol2) formatinda kaydedildi. Daha sonra ligand 3Clpro i¢in PDB'den (6LU7) (Jin
vd., 2020), RdRp i¢in 6NUR (Kirchdoerfer ve Ward, 2019), PLpro i¢in (7LOS) (Jade
vd., 2021), Spike protein i¢in (PDB: 6M0J) x-151m1 kristal yapis1 (Lan vd., 2020), ayri
bir dosya olarak ¢ikarilir ve hidrojenler eklendikten yiikler Chimera kullanilarak
hesaplandiktan sonra dosya SYBYL (mol2) formatinda kaydedildi. Ikinci adimda,
reseptorii cevreleyen kiireler iiretildi. DOCK programindaki sphgen modiili (Kuntz
vd., 1982) yardimiyla molekiiler yiizeyden ve normal vektorlerden kiireler iiretildi. Bu
hesaplamada minimum ve maksimum kiire yarigaplari sirastyla 1,4 ve 4,0 A olarak
alindi. Ligandin baglanma yeri bilindiginden, istenen bir konumun belirli bir
yarigapindaki kiireler, baglanma yerini temsil edecek kiirelerin bir alt kiimesini segmek
i¢cin kullanildi. Bunun i¢in DOCK programinda bulunan sphere selector modiilii
kullanildi. Burada ligandin kristal yapisinin her atomundan 10.0 Akok ortalama kare
sapmasi (RMSD) i¢indeki tiim kiireleri kullanarak istenen kiireleri se¢mek igin
kullamldi. Ugiincii adim, 6ncelikle tanimlannus kiirelerin etrafinda bir grid kutusu
olusturulmasini gerektiren gridin olusturulmasina dayanir. Segilen kiireler, 3Clpro igin
strastyla -10.265, 13.445, 67.457 ve 22.131x24.384x26.733 A PLpro igin 3.000,
12.000, 35.000 koordinatlarinda ve 30.000 x 30.000 x 30.000 A boyutlarinda bir kutu
ile cevrelenerek 1zgara olusturulmustur. RdRp i¢in 97.772, 91.527, 104.104 olarak x y
z koordinatlar1 olarak yerlestirilmistir ve boyutlar1 30.000x30.000%x30.000 A
seklindedir. Spike icin -32.000%26.000%4.000 koordinatlarina ve
30.000x40.000x30.000 A boyutlarma sahip bir kutu ile ¢evrili 1zgaralama (grid) igin
secildi) olarak hesaplanan kutunun koordinatlarmi1 ve boyutunu olusturmak icin
kullanildi. DOCK'daki grid modiilii, tanimlanmis baglanma bdlgesi icindeki gridleri
olusturmak icin kullanildi. Son adim, protein rigid tutulurken ligandin oryantal

degisikliklere izin verildigi ligandin esnek yerlestirilmesine dayanir.
3.3 Minimizasyon Prosediirii
Minimizasyon prosediirii 3 adimda gergeklestirildi. Ilk adimda, protein 5 kcal/mol'liikk

bir kuvvetle sabit tutuldu ve ¢oziicii, steepest descent algoritmasi kullanilarak 1000

adimda ve ardindan conjugate gradient yontemi kullanilarak 1000 adimda minimize
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edildi. Koordinatlar her 100 adimda bir kaydedildi (kesme degeri 10.0 A olarak alindu).
Ikinci adimda, proteindeki hidrojenler harig protein yapisi sabit tutularak ayni kosullar
altinda minimizasyon gergeklestirildi. Son adimda, tim sistem serbest birakildi ve

minimizasyon ayni1 kosullar altinda gergeklestirildi.

Minimizasyondan sonra 1sitma gergeklestirildi. Sistem 0 K'den 300 K'ye kadar 1s1t1lds,
her adim 0.02 pikosaniye siirdii, koordinat ve enerji dosyalar1 her 100 adiminda
kaydedildi. Sicaklik diizenlemesi i¢in Langevin termostati secildi. Kesme degeri 10.0
A olarak alindi. Dengeleme asamasindaki MD simiilasyonlar1 300 K'de
gergeklestirildi. Sistemin sicakligini sabit tutmak icin carpisma frekansi 2 alinarak
Langevin termostati kullanildi. Uzun mesafeli elektrostatik etkilesimler, Particle Mesh
Ewald (PME) (Ewald, 1920) protokolii ile 10.0 A kesme mesafesinde islendi. Hidrojen
baglarinin titresimleri SHAKE (Ryckaert vd., 1977) algoritmasi ile bastirildi.
Molekiiler dinamik simiilasyonlar gerceke¢i kosullar saglamak icin smir kosullar
diizenlenerek molekiillerin hareketleri 4 fs'lik ¢ok hassas zaman araliklarinda

izlenmistir.

3.4 MM-PB(GB)/SA Hesaplamalan

AMBER'in (v.18) Molekiiler Mekanik Poisson-Boltzmann Yiizey Alan1 (MM-
PBSA)/Molekiiler Mekanik Genellestirilmis Dogmus Yiizey Alanm1 (MM-GBSA)
modiilii, her bir kompleksin baglanma serbest enerjisini (AGpind) hesaplamak igin
uygulandi (Kollman vd., 2000; Srinivasan vd., 1998). Her bir kompleks i¢in, MD
simiilasyon yoriingelerinin 100 ns'sinden toplam 50000 anlik goriintii ¢ikarildi.
Ligandlarn baglanma serbest enerjisi, zaman alic1 bir slire¢ olmasi nedeniyle bu

calismaya entropi hesaplamalan eklenmezken, asagidaki denklemler kullanilarak

belirlendi;

AGping = Gcomplex - Greceptor - Gligand 3.1
AG su sekilde ifade edilebilir:
AGping = AH — TAS = AEyy + AGso — TAS (3.2)
AEumM = AEint + AEele + AEvaw  (3.3)
AGsor = AGpp /e + AGsy (3.4)
AGgy = YSASA+ Db (3.5)
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Burada AEmm, AGsor ve —TAS sirastyla ligand baglanmasi sirasinda gaz fazi molekiiler
mekanigi (MM) enerjisindeki, ¢oziinme serbest enerjisindeki ve konformasyonel
entropideki degisimlerdir. AEwy, i¢ enerjilerdeki AE;,, (bag, ag1 ve dihedral enerjiler),
elektrostatik enerjilerdeki AEcie ve van der Waals enerjilerindeki AEvqaw degisimlerini
igerir. AGsol, elektrostatik ¢oziinme enerjisi AGres/gs (polar katki) ve ¢oziinen ile
stirekli ¢oziicii arasindaki polar olmayan katki AGsa'nin toplamidir. Polar katki, PB
veya GB modeli kullanilarak hesaplanirken, polar olmayan enerji genellikle ¢oziiciiye

erigilebilir yiizey alan1 (SASA) kullanilarak tahmin edilir.
3.5 Emilim, Dagilm, Metabolizma, Atihm ve Toksisite (ADMET) Tahmini

Ligandlarim ADME o6zellikleri, SwissADME web servisi araciligiyla tanimlanmistir
ve bu 6zellikler, ligandlarin fizikokimyasal ve ilag benzeri 6zelliklerini belirlemek igin
kullanilmistir. Gastrointestinal emilim (GI), kan-beyin bariyeri (BBB) gegisi,
biyoyararlanim ve bir dizi hemeprotein (CYP, Cytochrome P450), yani CYP1A2,
CYP2C19, CYP2C9, CYP2D6 ve CYP3A4 enzimlerinin inhibisyon verimliligi,

bilesiklerin fizikokimyasal 6zellikleri olarak tanimlanmastir.
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4. BULGULAR VE TARTISMA
4.1 SARS-COV-2 3CLpro (Main Protease) I¢in Yeni Inhibitorlerin Dizaym

4.1.1 Molekiiler yerlestirme ¢calismalari

Yerlestirme stirecinin dogru sekilde yapildigiin sorgulanmasi, es-kristalize ligandin
Dock 6.7 kullanilarak s6z konusu proteine yeniden yerlestirilmesiyle test edilmistir.
Yerlestirme sonucu ligandin  gozlenen durusu, X-isin1  koordinatlariyla
karsilastirildiginda 1.139 A’luk bir RMSD degerine sahip oldugu goriilmiistiir (Sekil

4.1). Ligandin yerlestirme sonucu gozlenen durusu, es-kristalize ligand ile benzer bir

konformasyonel desen sergilemektedir (Sekil 4.1).

Sekil 4. 1. Es-kristalize ligandin (agik mavi) Dock 6.7 tarafindan iiretilen baglanma durusu (mercan
rengi) ile iist {iste bindirilmis yapisi (1.139 A RMSD).

Gergeklestirilen yerlestirme siirecinin ardindan, toplamda 756.958 bilesik, molekiiler
yerlestirme yontemi ile 3CLpro’nun baglanma bolgesine yerlestirilmistir. Bilesikler,
yerlesme skorlarina gore siralanmig ve en iyi skora sahip ilk dokuz bilesik ile yeniden
yerlestirilmis es-kristalize ligand molekiiler dinamik hesaplamalar i¢in incelenmistir.
Bu dokuz bilesigik ile N3 ligandinin yerlesme skorlart Tablo 4.1°de, ilk 100 ligandin
ZINC15 kimlik numaralartyla birlikte yerlesme skorlar1 ise Ekler kisminda Tablo
S1°de verilmistir. Sonuglara gore, 3-hit003 ligand1 -98.07 kcal/mol degeriyle en iyi

yerlesme skoruna sahiptir.
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Tablo 4. 1 Molekiiler yerlestirme calismalarindan elde edilen 3Clpro (ana proteaz) yerlesme
bolgesindeki en iyi dokuz ligandin yerlesme skorlart

Ligandlar Yerlesme Skorlari(kcal/mol)
3-hit001 -87.814
3-hit002 -94.363
3-hit003 -98.065
3-hit004 -96.653
3-hit005 -96.543
3-hit006 -96.439
3-hit007 -93.950
3-hit008 -93.889
3-hit009 -93.880

N3 -78.289

Baglanma calismalari, ligandlarin Thr25, Thr26, His41l, Ser46, Met49, Asnll9,
Phel40, Asn142, Gly143, Ser144, Cys145, Hiel63, His164, Met165, Glul 66, Leul 67,
Prol68, Aspl87, Argl88, GInl89 ve Thr190 amino asitler1 ile hidrojen baglar
olusturarak etkilesime girdigini ortaya koymustur (Sekil 4-3, 4-4 ve 4-5 ve Ekler Sekil
S1-S6). Bu amino asitler arasinda Glul66, her ligand ile ¢oklu hidrojen baglari
olusturmaktadir. Ligandlarla hidrojen bagi olusturan diger belirgin amino asitler

Phe140, Gly143, Ser145 ve GIn189°dur.

3CLpro’nun S2 alt bolgesi hari¢ diger alt bolgeleri biiyiik 6l¢iide hidrofilik oldugundan
(H. Su vd., 2021), ligandlar baglanma bdlgesi amino asitler1 ile bir¢ok hidrojen bagi
olusturmaktadir. Ligandlar ayrica His41, Met49, Cys145, Met165 ve Pro168 amino
asitler1 ile m-kiikiirt, m-n istiflenmis veya T-sekilli, alkil-alkil ve m-alkil etkilegimleri
yoluyla hidrofobik etkilesimler kurmaktadir. Baglanma duruslarina gére, S1, S3 ve S4
alt bolgeleri cogunlukla ligandlar tarafindan paylasilmasina ragmen, 3-hit004, 3-
hit007 ve 3-hit009 ligandlarinin bir kolu S1° alt bolgesine uzanirken, diger bir kolu
S2 alt bolgesine yerlesmektedir.

Ligandlarin 3CLpro’nun baglanma bolgesi atomlar1 ile tim etkilesimleri Ekler
kisminda Tablo S5.1-5.9’da verilmistir. Baglanma serbest enerji hesaplamalari
acisindan en iyi baglanma ozelliklerini gosteren ligandlar 3-hit003, 3-hit001 ve 3-
hit002"dir. Bu nedenle, Sekil 4-3, 4-4 ve 4-5’te, yeniden yerlestirilmis es-kristalize N3
ligandi ile birlikte, bu ligandlarin baglanma modlarini, baglanma modlarindan elde

edilen hidrojen baglarin1 ve en diisiik potansiyel enerji degerlerine karsilik gelen
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ligand-reseptdr komplekslerinden alinan anlik goriintiileri sunulmustur. Incelenen
diger ligandlarin gorsel degerlendirmeleri ise Ekler kismi Sekil S1-S-6’da

gosterilmistir.

MD hesaplamalar sonug elde edilen N3 ligandinin baglanma durusu, x-ray yapisindaki
kordinatlar ile mukayase edildiginde, etkilesime giren atomlar1 ve etkilesim tiirleri
ayni olup, yalnizca yeniden yerlestirilmis yapinin His163 kalintis1 ile fazladan bir
hidrojen bagi olusturdugu goriilmiistiir. Ligand, Phe140, Gly143, His164, Glul66 (3
hidrojen bagi), GIn189 ve Thr190 amino asitler ile hidrojen baglar1 olusturmaktadir
(Sekil 4-2¢). Ayrica, His41, Met49, Met165, Leul67, Pro168 ve Ala191 amino asitler

ile alkil ve m-alkil tiirlerinde hidrofobik etkilesimler kurmaktadir.

Molekiiler dinamik simiilasyonlar1 sonucunda ligandin S3 alt bolgesine dogru hareket
ettigi gozlemlenmistir (Sekil 4-2b). Simiilasyon siiresince, ligandin belirgin hidrojen
baglar1 Glul166 (2 hidrojen bag1) ve Thr26 amino asitler ile tespit edilmistir. Glul166
kalintisi, hidrojen bag1 akseptorii olarak %27.75 oraninda simiilasyon siiresince aktif
kalirken, hidrojen bag1 donorii olarak %21.33 oraninda aktivitesini devam ettirir. Son

belirgin hidrojen bagi, Thr26 kalintisi ile %20.52 oraninda aktif kalmigtir (Tablo 4.2).

Simiilasyon siiresinin %5 veya daha fazlast boyunca varligini siirdiiren hidrojen
baglari, kristalize N3 ligandi1 ve baglanma serbest enerjisi hesaplamalaria gore en iyi
ii¢c baglanma serbest enerjisi degerine sahip ligandlar (3-hit001, 3-hit002 ve 3-hit003)
icin Tablo 4.3-4.5’te verilmistir. Molekiiler dinamik simiilasyonlar1 sirasinda tespit
edilen hidrojen baglarini olusturan atomlar, hidrojen baglarmin siirdiigii anlik goriintii
numaralar1 ve tiim hidrojen baglarmin doluluk oranlar1 Ekler kisminda Tablo S8-

S18’de sunulmustur.
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Sekil 4. 2. (a) N3 ligandinm 3CLpro enziminin baglanma bdlgesindeki baglanma deseni. Ligandin
karbon atomlar1 mercan (coral) rengiyle, amino asitlerin karbon atomlar1 ise zeytin (olive) rengiyle
gosterilmistir. (b) En disiik potansiyel enerjiye sahip yapiya karsilik gelen, MD simiilasyonu
yoriingelerinden alinan bir anlik goriintii. (¢) Molekiiler baglanma g¢alismalar1 sonucunda enzimin
baglanma boélgesinde ligandin olusturdugu hidrojen baglarinin 3D temsili. 2D yapisi

Tablo 4. 2 MD simiilasyonu sirasinda N3 ligandinin 3CLpro kalint1 atomlari ile olusturdugu hidrojen

o 1.851A

]
kg

baglarinin doluluk oranlar1 (simiilasyon siiresinin %5’inden daha uzun dmiirlii olan baglar)

Ligand-Kalnt1 Atomlar1

Doluluk%

Ligand-Kalint1 Atomlar:

Doluluk%

N3@04-Thr26@N-H
N3@03-Gly143@N-H
N3@0-Glul66@N-H
N3@0-Glul66@N-H

N3@0-Gln189@NE2-
HE21

20.52

7.79
5.97

21.33

6.48

N3@O-Gln189@NE2-
HE21

Glul66@O0-N3@N-H
Leul41@O-N3@N2-H25

Asn142@OD1-N3@N2-
H25

6.85

27.75
5.91

6.73




3-Hit001 liganda, ilk dokuz ligand arasinda en diisiik yerlesme skoruna sahip olmasina
(-87.81 kcal/mol) ragmen, baglanma serbest enerjisi hesaplamalarinda, bu ligand
gorece olarak iyi (-64.58 kcal/mol) baglanma enerji degeri ile 3CLpro enzimini inhibe
etme potansiyeline sahip iyi bir aday olabilecegini ortaya koymustur. Yerlestirne
modunda, 3-hit001 ligandmin S1, S3 ve S4 alt bolgeleri boyunca hizalandigim
gostermistir. Ancak, MD simiilasyonlarina gore ligandin uzun alkil zinciri S1 alt
bolgesinin arka kismina yonelirken, geri kalan kism1 N3 ligandinin hareketine benzer

sekilde S3 alt bolgesine dogru yonelmektedir (Sekil 4-3a,b).

Baglanma durugunda, ligand Glu166 ile tuz kopriisii tipi etkilesim ve baglanma bolgesi
amino asitleriyla alt1 hidrojen bag1 olusturmaktadir (His41, Phe140, Gly143, Cys145
(iki hidrojen bag1) ve Glul66) (Sekil 4-3c). 3-Hit001 ligandinin en uzun korunarak
aktif kalan hidrojen baglar1 Asn142, Glul66 ve Phel140 amino asitler ile olusmustur
(Tablo 4.3).

1 2.759A
[]

93A '_

¥
| 72414
5, 2.300A

1
o szzaﬁ\
2.364A

CYS 145

HIE 41

57



HzN\/\/H\/\/\N/\/\NWN\)
H H o

Sekil 4. 3. (a) 3-Hit001 ligandinin 3CLpro enziminin baglanma bdolgesindeki baglanma deseni.
Ligandin karbon atomlar1 koyu kirmizi rengiyle, amino asitlerin karbon atomlar1 ise zeytin (olive)
rengiyle gosterilmistir. (b) En disiik potansiyel enerjiye sahip yapiya karsilik gelen, MD simiilasyonu
yoriingelerinden alinan bir anlik goriintii. (¢) Molekiiler baglanma ¢aligsmalari sonucunda enzimin
baglanma bolgesinde ligandin olusturdugu hidrojen baglarinin 3D temsili. Ligandin yapist

Tablo 4. 3 MD simiilasyonu sirasinda 3-hit001 ligandinin 3CLpro kalint1 atomlart ile olusturdugu
hidrojen baglarinin doluluk oranlar1 (simiilasyon siiresinin %5’inden daha uzun 6miirlii olan baglar)

Ligand-Kahnt1 Atomlar1 Doluluk% Ligand-Kahnt1 Atomlar Doluluk %
Glu47@OE1-HO1@N18-H19 10.29 Asn142@0113315H01@N3 I- 43.12
Glu47@OE2-H01@N18-H19 12.37 Gl“166@05;'3H01@N3 I- 15.93

G1n189@0§}-9H01@N18- 1534 G1u166@011_~:I§-3H01@N31- 1477
Glu47@OE1-H01@N18-H20 9.25 Phe140@O-H01@N37-H38 16.62
Glu47@OE2-H01@N18-H20 7.62 Gl“166@ofl§éH01@N3 7- 15.34
Glu47@OE1-H01@N24-H25 10.88 Gl“166@ofééH01@N3 7- 22.85
Glu47@OE2-H01@N24-H25 1520 Phe140@O-HO01@N37-H39 17.67

Leul67@O-H01@N24-H25 7.20 Glul 66@03;'91101@1\13 7 18.29

G1u166@OII_EI ; -6H01@N24- 16.25 G1u166@OIl_€I§-9H01@N37- 17.98

Gl“166@ofé'6H01@N24' 5.84 Phe140@O-H01@N37-H40 27.61
Glu47@OE2-H01@N31-H32 5.72 Glul 66@05}16}101@1\13 7- 11.82

G1u166@011_31§-2H01@N31- 3577 G1u166@OIl_21421Z)H01@N37- 14.19

G1u166@OII_EI§-2H01@N3 1- 15.89

Baglanma serbest enerji hesaplamalari, 3-hit002 ligandinin -57.86 kcal/mol degeri ile
en iyi tglincli baglanma serbest enerjisine sahip ligand oldugunu ortaya koymustur.
Ancak, molekiiler yerlestirme asamasinda incelenen ligandlar arasinda bu ligand i¢in
orta seviyede bir yerlesme skoru hesaplanmistir (-94.36 kcal/mol). Molekiiler
yerlestirme g¢alismalari, ligandin S1, S3 ve S4 alt bdolgeleri boyunca yerlestigini
gostermistir (Sekil 4-4a). Ligandin uzun alkil zincirinin kalan kismi iizerine kivrilmasi,

zincirin herhangi bir kalint1 ile etkilesime girmesini engellemektedir. Ayrica, MD
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simiilasyonlar1 sirasinda ligandin geri kalan kisimlar1 baglanma modlarini korurken,
alkil zincirinin S1 ve S4 alt bolgelerinin arka kismina dogru yoneldigi gozlemlenmistir

(Sekil 4-4b).

Yoriinge analizleri, ligand zincirinin Met49, Leu50, GIn189 ve Thr190 amino asitler:
ile etkilesime girdigini gostermistir. Ligand, Glul66’nin karboksilik oksijen
atomlarindan biri ile elektrostatik ¢ekim etkilesimi olusturmanin yani sira, Gly143,
Ser144, Cys145, His164 (2 hidrojen bag1), Glul66 (2 hidrojen bagi) ve GInl89 ile
hidrojen baglar1 olusturmaktadir (Sekil 4-4¢). MD simiilasyonu siiresince en uzun

Oomiirlii hidrojen baglari, %96.84 oraninda varligini siirdiiren His164 ile ve %85.58

oraninda Glul66 ile olusturulmustur (Tablo 4.4).

\ 2.129A ¢ y V4
PP .z. -
c 4 b --\--_"'“---,..- g /,' Ty

59



2

/\/\/\/\/\/\/\)OJ\”WHJOJ\N/Q:H
0] \@Z 0]

Sekil 4. 4. (a) 3-hit002 ligandiin 3CLpro enziminin baglanma bolgesindeki baglanma deseni. Ligandin
karbon atomlari sar1 yesil arasi bir renk ile, amino asitlerin karbon atomlari ise zeytin (olive) rengiyle
gosterilmistir. (b) En diigiikk potansiyel enerjiye sahip yapiya karsilik gelen, MD simiilasyonu
yoriingelerinden alinan bir anlik goriintii. (¢) Molekiiler baglanma ¢aligsmalari sonucunda enzimin
baglanma bolgesinde ligandin olusturdugu hidrojen baglarinin 3D temsili. Ligandin yapist

Tablo 4. 4 MD simiilasyonu sirasinda 3-hit002 ligandinin 3CLpro kalinti atomlari ile olusturdugu
hidrojen baglarinin doluluk oranlar1 (simiilasyon siiresinin %5’inden daha uzun 6miirlii olan baglar)

Ligand-Residue Atoms Occupancy% Ligand-Residue Atoms Occupancy%
H02@047-Asn142@ND2- 675 Glul66@OE1-HO02@N41- 18.84
HD22 : H42 '
H02@046-Gly143@N-H 34.96 Gl“166@ofli'2H02@N4l' 17.39
H02@047-Gly143@N-H 39.18 Phe140@g-4}3102@N41- 14.86
H02@O046-Ser144@N-H 16.03 Gl“166@ofli'3H02@N4l' 17.00
H02@047-Ser144@N-H 8.62 Glul“@ofli'foz@ml' 24.29
H02@046-Ser144@0G-HG 14.69 Phe140@gﬁoz@N41- 19.05
Asn142@O0OD1-
H02@047-Ser144@0G-HG 7.66 HO2@N41-H44 5.92
H02@046-Cys145@N-H 7.01 GI“I“@OEILHOZ@N“' 13.79
H02@047-Cys145@N-H 5.15 GI“I“@OEIZHOZ@N“' 16.15
H02@021-Glul66@N-H 85.58 Gl“166@(})1'7g02@N18' 37.34
H02@017-GIn189@NE2- 988 GIn189@OE1-H02@N22- 3457
HE21 ' HS2 '
H02@017-GIn192@NE2- Hiel64@0-H02@N31-
HED? 25.78 187 96.84
Asp187@O0-H02@N28-H29 39.66

Hem yerlestirme ¢alismalarindan hem de baglanma serbest enerjisi hesaplamalarindan
elde edilen -98.07 kcal/mol ve -105.01 kcal/mol degerleri, ligand 3-hit003'iin
incelenen ligandlar arasinda 3CLpro'nun inhibisyonu i¢in en iyi aday oldugunu ortaya
koymustur. Sekil 4-5a ve 5b'de gosterildigi gibi, ligand hem yerlestirme pozisyonunda
hem de MD simiilasyonlarindan alinan en diisiik potansiyel enerjiye sahip yapida S1,

S3 ve S4 alt bolgelerinde konumlandirilmistir. Ligand, Glu166 kalintisinin karboksilik
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oksijen atomlartyla tuz kopriisii tipi etkilesim ve Met49, Ser144, Cys145, His164,
Glul66 (iki hidrojen bagi), Aspl187, GIn189 ve Thr190 (iki hidrojen bagi) amino
asitlertyla on hidrojen bagi olusturmustur. Ligand, simiilasyon siiresinin %5'inden
daha fazla veya esit bir siirede ¢ok sayida hidrojen bagi olusturmus olsa da, Glul66

araciligiyla olusturulan ve %68,95 ve %50,87 doluluk oranlarina sahip iki hidrojen

bag1 uzun 6miirlii 6rnekler olarak tespit edilmistir (Tablo 4.5).
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Sekil 4. 5. (a) 3-hit003 ligandiin 3CLpro enziminin baglanma bolgesindeki baglanma deseni. Ligandin
karbon atomlar1 turuncu renk ile, amino asitlerin karbon atomlar1 ise zeytin (olive) rengiyle
gosterilmistir. (b) En diigiikk potansiyel enerjiye sahip yapiya karsilik gelen, MD simiilasyonu
yoriingelerinden alinan bir anlik goriintii. (¢) Molekiiler baglanma ¢aligsmalari sonucunda enzimin
baglanma bolgesinde ligandin olusturdugu hidrojen baglarinin 3D temsili. Ligand yapisi

Tablo 4. 5 MD simiilasyonu sirasinda 3-hit003 ligandinin 3CLpro kalint1 atomlart ile olusturdugu
hidrojen baglarimin doluluk oranlari (simiilasyon siiresinin %5’inden daha uzun émiirlii olan baglar):

Ligand-Residue Atoms Occupancy% Ligand-Residue Atoms Occupancy%
H03@052-Gly143@N-H 34.97 Vall86@O-H03@N21-H24  15.34
H03@053-Gly143@N-H 27.60 Argl88@O-H03@N21-H24 16.16
HO03@052-Ser144@N-H 8.62 Thr190@O-HO3@N21-H24  19.69
HO03@053-Ser144@N-H 11.04 I({H;l 92@OEI-H3@N21L- )
HO03@053-Ser144@0G-HG ~ 5.83 Met49@O-HO03@N34-H35  21.52
H03@052-Cys145@N-H 21.69 321;187@0“03@”4' 21.27
H03@053-Cys145@N-H 26.40 Met49@O-H03@N34-H36  21.01
H03@026-Glul 66@N-H 68.95 ﬁ;%ls7@o'H03@N34' 2235
3232’1@013 -GIn189@NE2- 10.80 Met49@O-H03@N34-H37  20.66
Glul66@OE1-HO3@N8-H9  15.42 ﬁ;‘;l 87@0-HO3@N34- 22.38
Glul66@OE2-H03@N8-H9 11.53 Phel40@O0-HO03@N47-H48  19.96
Glul66@OE1-HO3@NS8-H10  12.12 32%166@0151'}103@1\147' 26.62
Glul66@OE2-H03@N8-H10  15.39 32%166@0152'}103@1\147' 16.3
Leul67@O-H03@N8-H10 7.39 Phel40@O0-HO03@N47-H49  28.00
Glul66@OE1-HO3@N8-HI1  23.68 ﬁzr;MZ@OD -HO3@NAT- 4y
Glul66@OE2-H03@N8-H11  12.37 32“91 66@OEI-HO3@N4T- ¢ 4,
Leul67@O-H03@N8-H11 8.76 32“91 66@OE2-HO3@N47- 6.07
Vall 86@O0-H03@N21-H22 13.99 Phe140@O0-HO03@N47-H50  9.31
Argl188@O-H03@N21-H22 17.09 321(1)142@OD I-HO3@NAT- ¢ 56
Thr190@O-H03@N21-H22 20.23 315‘6166@0E1'H03@N47' 16.45
GIn192@OE1-HO3@N21-H22  23.59 315‘6166@0E2'H03@N47' 17.82
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Vall86@0-H03@N21-H23 13.78 Glul66@0-HO3@N1-H54  50.87

Argl88@O-HO03@N21-H23 18.2 Glul66@O-HO3@N1-H55  20.39
Thr190@O-H03@N21-H23 19.83 Glul66@O-HO03@N14-H64 17.67
GIn192@OE1-HO3@N21-H23  21.53 Hiel64@O-HO03@N40-H82  33.27

Geriye kalan ligandlar Ekler Sekil S1-S-6'de gosterildigi gibi 3CLpro'nun baglanma
yeri amino asitleriyla benzer etkilesimler yaratmistir. Ek olarak, MD
simiilasyonlarindan elde edilen 6zetlenmis hidrojen bagi etkilesimleri Ekler kismi
Tablo S6.1-S6.9'da verilmistir. MD simiilasyon yoriingelerinin hidrojen bag1
analizlerine gore, 3-hit004 ligand1 His164, Thr26 ve Ser46 ile dnemli hidrojen baglari
olusturmustur. Diger ligandlar tarafindan elde edilen belirgin hidrojen baglar1 su
sekilde tanimlanmistir; GInl189 ve Glyl143 ile HO5, Ser144, Asnl42, Aspl87 ve
Glul66 amino asitler1 ile 3-hit006, Glul166 ve Ser46 ile HO7, His164 ve Gly143 ile
HO08, Cys44 ve His164 amino asitler ile 3-hit009 (Ekler Tablo S1-S6). Sonug olarak
analizler, molekiiler dinamik simiilasyonlar sirasinda yerlestirme modlarmi koruyan
ligandlarin benzer hidrojen baglart olusturdugunu; buna karsilik, bazi yerlestirme
modlarinda yer alan hidrojen baglarmin kayboldugunu ve 6zellikle 3CLpro'nun
baglanma bdlgelerinde hareketlilik gosteren ligandlar i¢in yeni hidrojen baglarinin
ortaya ¢iktigini1 gostermistir.

4.1.2 Molekiiler dinamik simiilasyonlar

MD simiilasyonlari, 100 ns'lik siire boyunca ZINC15 veritabanindan ¢ikarilan 756958
bilesikten ve es-kristalize ligand N3'ten olusan bir kiitiiphanenin sanal taramasina gore
en iyi yerlestirme puanlarini gosteren dokuz ligandtan olusan 3CLpro kompleksleri
icin gergeklestirilmistir. Ligandlarmm tiimii 3CLpro kompleksleri i¢in MD
yoriingelerinden elde edilen kok-ortalama-kare sapma (RMSD) ve kok-ortalama-kare
dalgalanma (RMSF) verileri Sekil 4-6a ve 4-6b'de gdsterilmistir. Sonuglar, tiim
komplekslerin ~ 3-hit004 kompleksi haric 1,41-4,61 A araliklari arasinda
konformasyonel olarak kararli bir yapiya ulagtigini ve simiilasyonun yaklasik 60 ila 80
ns'si arasinda bir dalgalanmaya sahip oldugunu gostermistir. Ancak, detayli analizler
3-hit004 iceren kompleksin RMSD grafigindeki artisin ¢cogunlukla 1-10 kalint1 ve
Domain III amino asitlerin1 (201-306) iceren dongiiden kaynaklandigini ortaya
koymustur (Sekil 4-6a). 11-200 amino asitlermmn ortalama RMSD degeri 1,11 A'dir,
ancak bu amino asitlerin RMSD grafigine eklenmesi RMSD'nin ortalama degerini 2,19

A'ye yiikseltir. Atomik dalgalanma analizleri sistemlerin genel olarak uyumlu
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oldugunu gostermistir, ancak N3, 3-hit001 ve 3-hit005 iceren kompleksin 40-55
amino asitleriin dalgalanmalar1 diger ligand komplekslerinden daha yiiksektir (Sekil
4-6b). RMSD ve RMSF analizlerine ek olarak, ligand-reseptor sistemlerinin donme
yarigap1 (Rg) ve ¢oziicii erigilebilir ylizey alan1 (SASA) grafikleri ¢ikarilmistir (Sekil
4-6¢,d). Rg ve SASA analizleri, proteinin kararliligi, proteinin yapisal gevsemesi ve
¢cozlici molekiillerin erigebilecegi makromolekiil hacmi hakkinda bilgi verebilir.
Simiilasyonun baslangicinda, N3 iceren kompleks daha yiiksek Rg ve SASA
degerlerine sahip iken, degerlerin simiilasyonun ilk 10 ns'sinde diger komplekslerin
ortalama degerlerine diistiigli goriilmiistiir. Buna karsilik, diger ligand-reseptor
sistemlerinin Rg ve SASA degerlerinin artisi, Ozellikle her biri i¢in toplam
simiilasyonlarim Rg ve SASA ortalama degerlerine daha yakin ve c¢ok diisiik olarak
tespit edilmistir (Sekil 4-6¢,d). Tiim ligand reseptor sistemlerinin Rg ve SASA
degerleri sirastyla 21,90 A ile 23,21 A ve 13749,72 A% ile 18335,96 A? arasinda
degismektedir. RMSD, Rg ve SASA verilerinin tanimlayici istatistikleri hesaplanmis
ve sonuglarin ortalama, medyan, minimum ve maksimum degerlerini igeren tablo

Ekler kisminda Tablo S7 olarak sunulmustur.

64



——1-10 residues
———1-306 residues
—11-199 residues
~——200-306 residues

——N3 ——HO5
c ——HU ——HUE d ——N3 ——HOS
— e oy ——HO01 —— HOB

——H03 Hos 18 - ——Ho2 ——HaT |

——HO4 —— H0a] L

—— HO4 HO3

80
Time {ns)

Sekil 4. 6. Komplekslerin molekiiler dinamik simiilasyonlarindan zamana bagli olarak elde edilen
PTP1B dinamik yapilarinin kok ortalama kare sapma (RMSD) grafikleri. 3-hit004'in yiiksek
dalgalanmalari, enzimin ilk on kalintisinin (kirmizi olarak gdsterilmistir) ve Domain (Bélge) IIT'iin
amino asitlerinin (morumsu kirmizi olarak gosterilmistir) hareketliligine atfedilmistir (a). Caligilan
ligandlarla kompleks i¢indeki 3CLpro amino asitlerinin zamana bagh protein kok ortalama kare
dalgalanmasi1 (RMSF) grafikleri (b). Ligand-enzim komplekslerinin donme yarigapi (c) ve ¢oziiciiye
erisilebilir yiizey alani (d) grafikleri. Netlik saglamak i¢in, SASA degerleri 1073 ile ¢arpilmustir.

Ligandlarin baglanma serbest enerjilerine amino asitlerin katkisini degerlendirmek
amaciyla, sistemler i¢in kalint1 bagina enerji ayristirmasi yapilmistir (Sekil 4-7 ve 4-
8). Bu analizde yalnizca baglanma serbest enerjisine katkist -1 kcal/mol’den diisiik
olan amino asitler dikkate alinmigs ve bu dogrultuda grafikler olusturulmustur.
Sonuglar, yalnizea ii¢ kalmtinin (Leu50, Met165 ve Pro168) -1 kcal/mol’den diisiik

enerji katkisina sahip oldugunu gdstermistir.
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Glul66 kalintisinin, 6zellikle 3-hit001, 3-hit002, 3-hit003, 3-hit004 ve 3-hit009
ligandlar ile olusturulan komplekslerde baglanma enerjisine dnemli katki sagladigi
gozlemlenmistir. Bu katki, 6zellikle 3-hit001 ve 3-hit003 iceren komplekslerde, diger
ligandlara kiyasla daha yiiksek diizeydedir (Sekil 4-7 ve 4-8). Bunun yani sira,
baglanma enerjisine anlaml diizeyde katki saglayan diger amino asitler; 3-hit005 icin
His41, His164, Asp187 ve GIn189; HO6 i¢in Glu47, Ser144 ve Glu166; HO7 igin Serd6

ve Glud7; HOS icin ise Asn142, Gly143, Cys145 ve Glul66 olarak belirlenmistir.
18

2
@
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1
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Ligand-Residue Interaction Energy (kcal/mol)
IGLN192

Sekil 4. 7. Amino asitlerin N3 ve 3-hit001-004 ligandlarinin baglanma serbest enerjisi degerlerine
belirgin katkilar1 (-1'den kii¢iik veya esit katkilar verilmistir).
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Sekil 4. 8. Amino asitlerin 3-hit005-009 ligandlariin baglanma serbest enerjisi degerlerine belirgin
katkilar1 (-1'den kii¢iik veya esit katkilar verilmistir).

Baglanma  serbest enerjisi  hesaplamalar1 MM-PB(GB)/SA  yontemiyle
gergeklestirilmis ve elde edilen sonuglar Tablo 4.6’da sunulmustur. Bu hesaplamalara
gore, en yliksek yerlestirme skorunu -98,00 kcal/mol ile 3-hit003 ligand1 elde etmis;
ayni ligandin baglanma serbest enerjisi ise -105,01 kcal/mol olarak hesaplanmistir. 3-
hit001 ve 3-hit002 ligandlarinin yerlestirme serbest enerjileri sirasiyla -63,58 kcal/mol
ve -57,09 kcal/mol’diir. Referans olarak kullanilan es-kristalize N3 inhibitorii, hem
yerlestirme skoru hem de baglanma serbest enerjisi bakimindan calisilan ligandlara

kiyasla daha diisiik degerlere sahiptir.

Enerji bilesenlerine bakildiginda, van der Waals etkilesimleri agisindan en yiiksek
katki -75,71 kcal/mol ile 3-hit003 ligandi tarafindan saglanmig, en diisiik katki ise -
35,39 kcal/mol ile HO1 ligandi i¢in gdzlemlenmistir. Elektrostatik enerji bilesenlerinde
ise 3-hit001-009 ligandlarmin, daha yiiksek pozitif yiik icerikleri nedeniyle, N3'e
kiyasla daha yiiksek elektrostatik katkilar gosterdigi belirlenmistir. Bu baglamda, en
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yiiksek elektrostatik enerji katkist -664,59 kcal/mol ile 3-hit001 ligandinda

hesaplanmustir.

AEciec-AEpp/G denklemi i¢in elde edilen ¢ikarma degeri ¢ogu ligand i¢in birbirine daha
yakin oldugundan, ligandlarin baglanma serbest enerjilerindeki farklilasmanin ana
nedeni ligandlarin baglanma serbest enerjilerine van der Waals katkilariin oldugu
sOylenebilir.

Tablo 4. 6 3Clpro ana proteazi arasindaki ligandlarin toplam enerjisini gdsteren ayr1 enerji katkilar
ve baglanma serbest enerjileri

Ligandlar AEvww" AEa’  AEcs AGsa® AGes®  AEps* AGrs*
N3 5271 -23.00  46.42 -6.54  -3583  53.66 -22.04
3-hit001  -35.39  -664.59  643.62 452 -60.89  636.40 -63.58
3-hit002  -54.90  -438.00  270.01 -7.68  -71.58  276.83 -57.86
3-hit003  -75.71  -619.02  590.06 -889  -113.56  589.72 -105.01
3-hit004  -64.46  -236.99  256.01 -8.44  -53.88  262.60 -38.85
3-hit005  -37.89  -634.51  643.65 717 -3592  636.24 -36.16
3-hit006  -42.88  -595.80  589.84 775 -59.60  585.46 -53.22
3-hit007  -47.74 26407  282.34 -6.90  -3637  279.48 -32.33
3-hit008  -40.55  -297.92  312.08 -5.64 3203 306.99 -31.48
3-hit009  -61.90  -208.04 21731 -8.44  -61.07  225.38 -44.56

[a] AEvdW: Van der Waals etkilesimlerinin baglanma enerjisine katkisi,

[b] AEelec: Elektrostatik enerjinin baglanma enerjisine katkisi,

[c] AEGB and AEPB: PB veya GB yontemleri ile hesaplanan ¢6ziinme serbest enerjisine elektrostatik
katka,

[d] AGSA: ¢6ziinen madde ve siirekli ¢oziicii arasindaki polar olmayan katki,

[e] AGPB and AGGB: Poisson-Boltzmann ve Generalized-Born yontemlerine gore baglanma enerjileri.

Diger serin igeren kemotripsin benzeri enzimlerin aksine, katalitik kalint1 olarak serin
yerine sisteinin varligit 3CLpro enzimini taklit edilemez hale getirir. Dahasi, diger
hidrolazlar katalitik kalinti olarak bir Ser(Cys)-His-Asp(Glu) ii¢liisiine sahipken,
3CLpro'nun katalitik amino asitler1 Cysl145 ve His4l amino asitlerin1 igeren bir
diyadan olusur (Gorbalenya ~’ vd., n.d.; Kneller vd., 2020; Mody vd., 2021).
3CLpro'nun belirtilen belirgin 6zellikleri onu COVID19'un tedavisinde énemli bir ilag
hedefi haline getirir.

Ayrica, Leu27, His41, Met49, lle51, Tyr54, Phel40, Leul4l, Serl44, Cysl45,
Tyr161,His163, Met165, Glul66, Leul67, His172, Asp187, Thy190 ve Alal91 amino

asitler1 3CLpro'nun aktif bolgesinde yer aldigindan, ligand atomlarmin bu amino
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asitlerla etkilesimleri enzimin inhibisyonu i¢in ¢ok Onemlidir. Bu amino asitler
arasinda His41, Met49, Gly143, Ser144, His163, His164, Metl165, Glul66, Leul67,
Aspl87, Argl88, GInl189, Thr190, Alal91, GInl192 amino asitler1 substrat
baglanmasindan sorumlu olarak tanimlanmistir (Hsu vd., 2005; Muramatsu vd., 2016;
Razali vd., 2021). Substrat baglama amino asitlerindan biri olmasinin yani sira
Glul66, enzimin dimerizasyonunda rol almasi1 nedeniyle énemli bir kalintidir (Mody
vd., 2021; L. Zhang vd., 2020). Dimerizasyon enzim aktivitesi i¢in nemli oldugundan
(Arutyunova vd., 2021; S. C. Cheng vd., 2010; Mengist vd., 2021), ligand atomlarimin
substrat baglama amino asitler1 ve Glul66 ile etkilesimleri de 6nemlidir. MD
simiilasyon yoriingelerinden elde edilen ligand-kalint1 etkilesim haritalarina gore,
incelenen ligandlarin yukarida belirtilen amino asitlerla etkilesimleri goriilmektedir
(Ekler Sekil S5.1-S5.9). Ligandlarin ADME calismalar1 sonucu asagidaki veriler
bulunmus ve degerlendirmeler yapilmistir (Tablo 4.7 ve 4.8).

Tablo 4. 7 SwissADME'den elde edilen ligandlarin fizikokimyasal 6zellikleri

Molekiil H-bag Molar
Ligand kiitlesi H-bag: ahcilar vericileri kirilabilirlik

ZINC35%6T3()380639 333.72 1 4 153.05
ZINC?)E)Ig;tIOZ»05269616 >78.79 8 5 171.72
ZINC?)E)Ig(l)t(;)At05356787 >30.7 10 9 141.8
ZINC(s)_o}oIétzos;O5464923 675.82 9 12 181.62
ZINC?)E)Ig;tSO;)SSBBI >30.7 10 9 141.8
ZINC?)E)Ig(l)t;)IO 7688355 642.76 10 17 167.37
ZINC(s)E)}oIang%sw 671.88 9 9 176.3
ZINC?)E)Ig;tSO;?BBZ >30.7 10 9 141.8
ZINC?)E)Ig;t(?g 19 20574 >78.79 8 5 171.72

Tablo 4. 8 SwissADME'den elde edilen ligandlarin 6ngoriilen 6zellikleri

Ligand GI geqil:gB:ﬂigi Bio CYP1A2 CYP2C19 CYP2C9 CYP2D6 CYP3A4
Emilim Yararlanim
3-
Hit001 Low No 0.17 Yes Yes No No Yes




3-
Hit002 Low No 0.17 No Yes No No No
3-

Hit003 Low No 0.17 No No No No No
3-

Hit004 Low No 0.17 No No No No No
3-

Hit005 Low No 0.17 No No No No No
3-

Hit006 Low No 0.17 No No No No No
3-

Hit007 Low No 0.17 No No No No No
3-

Hit008 Low No 0.17 No No No No No
3-

Hit009 Low No 0.17 No Yes No No No

Yapilan ADME degerlendirmeleri sonucu tiim ligandlar i¢in GI emiliminin diigiik
oldugu ongoriilmiistiir. Ayn sekilde tiim ligandlar i¢in BBB gecirgenliginin olumsuz
oldugu gozlenmistir. Biyoyararlanim agisindan tiim ligandlarin degeri 0.17 olarak
bulunmus ve bu degerin olduke¢a diisiik bir deger oldugu gdézlenmistir. CYP verileri
acisindan 3-Hit001, CYP1A2 ve CYP3A4 ile etkilesim gosterken diger bilesiklerin
cogu bu inhibisyonu sergilememistir. CYP2D6, CYP2C9, CYP2C19 enzimleri hicbir
ligand tarafindan inhibe edilmemistir. Bu ligandlarin ADME profilleri zayif olarak
belirlenmistir. Ozellikle oral yoldan ila¢ tasarimi agisindan GI emiliminin ve
biyoyararlanimin diisiik olmas1 6nemli bir engeldir. Ancak CYP etkilesimlerinin az
olmasi, bu bilesiklerin metabolik giivenlik agisindan uygun olabilecegini gosterir. Bu
molekiiller, yapisal optimizasyonla (6rnegin prodrug tasarimi, polar grup azaltimi)
gelistirilmeye aday olabilir.

42 SARS-CoV-2 RNA-bagimh RNA Polimeraz (RdRp) fcin  Yeni
Inhibitorlerin Tasarmmi: Bir Sanal Tarama ve Molekiiler Yerlestirme
Calismasi

4.2.1 Molekiiler yerlestirme ¢calismalar

Yerlestirme igleminin gecerliligi, Remdesivir ligandinin Dock 6.7 ile proteine yeniden
yerlestirilmesiyle test edildi. Yerlestirme pozu, Remdesivir ile benzer bir

konformasyonel desen gostermektedir (Sekil 4-9)

70



Sekil 4. 9. PDB ID =6NUR (www.rcsb.org/structure/6nur) : zincir A-pembe, zincir B-deniz mavisi,
zincir C-cam gobegi ve zincir D-mor. Zn atomlari-turuncu olarak gosterilmistir.

PDB ye gore toplam molekiil agirligt 162.52 kDa olup A zinciri (pembe) NSP12
asagidaki pdb goriintiisiine gére 955 aminoasitlik bir sekans zincirine sahipken, NSP8
molekiilii B (deniz mavisi) ve D (mor) zincirlerinde 198 sekanslik bir uzunluga
sahiptir. NSP7 C (cam go6begi) zinciri ve 84 sekanslik bir uzunluga sahiptir. 6NUR
yapisi pdb ye gore 3.10 A rezoliisyona sahiptir. 6NUR yapisinda yer alan 2 adet ¢inko

atomu turuncu renkte gosterilmistir (Sekil 4-10).




Sekil 4. 10. RdRp,PDB kod:6NUR yapisinda stabilizasyonu saglayan Zn atomlarinin yerlesimi
gosterilmistir.

Validasyon siirecinin ardindan 193314 bilesik molekiiler yerlestirme yontemi ile RNA
bagimli RNA polimeraz protein’in baglanma bolgesine yerlestirildi. Bilesikler
yerlestirme puanlarma gore siralandi ve en iyi baglanma puanlarina sahip ilk on
bilesigin sonuglari ve yeniden yerlestirilmis Remdesivir incelendi. En iyi on bilesigin
ve referans olarak Remdesivir’in yerlestirme puanlar1 Tablo 4.9'da verilmistir ve ilk

100 ligandi yerlestirme puanlar1 ve ZINC15 ID'leri Ekler Tablo S2'de verilmistir.

Tablo 4. 9 Molekiiler yerlestirme ¢alismalarindan elde edilen RdRp yerlesme bolgesindeki en iyi on
ligandin yerlesme skorlari

Ligand Yerlestirme Skoru kcal/mol
R-hit001 -140.16
ZINC000169730935
R-hit002 -111.99
ZINC001529045107
R-hit003 -133.73
ZINC000585176334
R-hit004 -130.46
ZINC000008551748
R-hit005 -124.11
ZINC001570006808
R-hit006 -123.68
ZINC000085589584
R-hit007 -123.50
ZINC000096077650
R-hit008 -122.70
ZINC000256015651
R-hit009 -122.53
ZINC000257355179
R-hit010 -122.00
ZINC000096014967
Remdesivir -58.426
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Bu ligandlar arasinda ilk on ligand, yerlestirme puanlan agisindan se¢ilmistir. Daha
sonra en iyi on aday i¢in molekiiler dinamik g¢aligmalari ve baglanma enerjisi
hesaplamalar1 gerceklestirilmistir. Tiim ligandlar Rdrp enzimine anlamli baglanma
ozellikleri gostermis, daha da 6nemlisi, ligand R-hit001 in en iyi yerlestirme puani (-
140.159 kcal/mol) ve baglanma serbest enerji degeri -13.78 kcal/mol) en iyi aday
olarak saptanmustir. {lk 10 ligandin yerlestire sonuglarina bakildiginda ayn1 kosullarda
yapilmis yerlestirmeye gore -58.426 kcal/mol ile Remdesivire kiyasla tiim sonuglarin
daha iyi oldugu goriilmektedir ve bu sonuglarin ileride gelistirilebilecek ilaglar igin bir

Ongorii saglamasi diigiiniilmektedir.

4.2.2 Molekiiler yerlestirme ¢alismalari.

Belirlenen on ligandin molekiiler yerlestirme ¢alismalari sonucunda elde edilen amino

asit kalint1 ligand etkilesimleri asagida detayli olarak verilmistir.

4.2.2.1 R-Hit001 ZINC000169730935

R-Hit001 ligandinin SARS-CoV-2 RNA-bagimli RNA polimerazi (RdRp) ile
etkilesimleri, 6NUR kristal yapis1 iizerinden incelendiginde, ligandin fosfat
gruplarindaki oksijen atomlari ile Arg475, Argd73, Lys471 ve Lys541 aminoasitlerinin
pozitif yiiklii yan zincirleri arasinda gii¢lii tuz kopriileri olustugu gozlemlenmistir. Bu
iyonik etkilesimler, ligandin aktif bdlgeye giiclii sekilde baglanmasimni saglayarak
baglanma afinitesini artirabilir. Ayrica, ligandin hidrojen bag1 vericisi ve alicist olarak
islev goren gruplar ile Ser715 ve Asn611 amino asitler1 arasinda konvansiyonel
hidrojen baglar1 olustugu belirlenmistir. Bu baglar, ligandin yonlenmesi ve kararlilig
acisindan kritik rol oynamaktadir. Ligandin aromatik halkali yapilari ile Tyr539
aminoasidinin amid grubunun z-bdlgesi arasinda amid-z etkilesimi gozlenmistir.
Bunun yaninda, Pro540 kalintistnin alifatik yapist ile ligandin aromatik halkasi
arasinda m-alkil etkilesmesi meydana gelmistir. Bu hidrofobik etkilesimler,

kompleksin genel stabilitesine katki saglamaktadir.
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Sekil 4. 11. R-Hit001 ligandinin yapis1 (yukarida). 6NUR proteinin baglanma bolgesindeki baglanma
durusu (solda). Molekiiler yerlestirme ¢aligmalar1 sonucunda enzimin baglanma boélgesinde ligandin
olusturdugu baglarin 2D temsili (sagda)

4.2.2.2 R-Hit002 ZINC001529045107

Molekiiler yerlestirme calismalari sonucunda elde edilen verilere gore, R-hit002
ligandiin fosfat gruplarindaki oksijen atomlari, pozitif yiiklii amino asit amino asitler1
olan Lys471, Lys541, Argd73 ve Argd75 ile giicli tuz kdpriileri olusturmaktadir. Bu
iyonik etkilesimler, ligandin proteine yiiksek afiniteli baglanmasini destekleyici
niteliktedir. Bununla birlikte, R-hit002 ligandinin aromatik halkali yapilari, hem
Arg475 hem de Lys718 amino asitleri ile n-katyon etkilesimlerini olusturmaktadir. Bu
durum, ligandin halkal1 yapilarinin sadece hidrofobik degil ayn1 zamanda elektrostatik

yonlii baglanmalara da katki sagladigin1 gostermektedir.
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Sekil 4. 12. R-Hit002 ligandinin yapisi (yukarida). 6NUR proteinin baglanma bolgesindeki baglanma
durusu (solda). Molekiiler yerlestirme ¢aligmalar1 sonucunda enzimin baglanma boélgesinde ligandin
olusturdugu baglarin 2D temsili (sagda)

4.2.2.3 R-Hit003 ZINC000585176334

R-Hit003 ligandinin fosfat gruplarindaki oksijen atomlari, pozitif yiiklii amino asit
amino asitler1 olan Lys471, Lys541, Arg473, Argd75 ve Arg544 ile giiclii tuz kopriileri
olusturmustur. Buna ek olarak, ligandin aromatik halkali yapilar ile Asp543 ve Lys718
amino asitler1 arasinda m-anyon ve katyon etkilesimleri olusturdugu gézlemlenmistir.
Bu durum, halkali yapilarin sadece hidrofobik degil, ayni zamanda iyonik
baglanmalarda da rol aldigim1 gostermektedir. R-Hit003 ligand1 ayrica Thr476,
Ser602, Asn611, Ser715 ve Glu87 amino asit amino asitler1 ile konvansiyonel hidrojen
baglart kurmustur. Bu hidrojen baglari, ligandin yodnlenmesi ve baglanma
konformasyonunun stabilizasyonunda 6nemli rol oynamaktadir. Ayrica, ligandin
aromatik halkasi ile Tyr539 kalintis1 arasinda amide—n etkilesimi, Pro540 kalintisi ile
ise m—alkil etkilesimi gozlenmistir. Bu tiir hidrofobik etkilesimler, ligand-reseptor

kompleksinin genel stabilitesine katkida bulunmaktadir.
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Sekil 4. 13. R-Hit003 ligandinin yapisi (yukarida). 6NUR proteinin baglanma bolgesindeki baglanma
durusu (solda). Molekiiler yerlestirme ¢alismalar1 sonucunda enzimin baglanma boélgesinde ligandin
olusturdugu baglarin 2D temsili (sagda)

4.2.2.4 R-Hit004 ZINC000008551748

Molekiiler yerlestirme analizleri, R-Hit004 ligandinin fosfat oksijen atomlarinin,
pozitif yiikli amino asitler olan Arg473, Lys471 ve Lys541 ile tuz kopriileri
olusturdugunu gostermektedir. Ligand ayrica, Asp543, Asn611, Arg756, 11e468 ve
Ser469 amino asit amino asitleri ile ¢esitli konvansiyonel hidrojen baglar1 kurmustur.
Bu baglar, ligandin aktif bolge igerisinde dogru yonelimini desteklemekte ve baglanma
konformasyonunun stabilizasyonuna katkida bulunmaktadir. Ayrica, ligandin aromatik
halkali yapist ile Cys542 arasinda m—alkil etkilesmesi meydana gelmistir. Bunun
yaninda, ligandin lineer zincirindeki u¢ amino grubu ile Glu731, Asp681 ve Asp538
arasinda ek tuz kopriileri gdzlemlenmistir. Bu c¢oklu iyonik etkilesimler, baglanma

kompleksinin elektrostatik stabilitesini artiran dnemli katkilar saglamaktadir.
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Sekil 4. 14. R-Hit004 ligandinin yapisi (yukarida). 6NUR proteinin baglanma bolgesindeki baglanma
durusu (solda). Molekiiler yerlestirme ¢alismalar1 sonucunda enzimin baglanma boélgesinde ligandin
olusturdugu baglarin 2D temsili (sagda)

4.2.2.5 R-Hit005 ZINC001570006808

R-Hit005 ligandinin fosfat gruplarindaki oksijen atomlar1, pozitif yiiklii amino asitler
olan Argd73, Lys471, Lys541 ve Argd75 ile birden fazla tuz kopriisii olusturarak
proteine yiiksek elektrostatik afiniteli baglanma gostermektedir. Ayrica, Ser469,
Cys542, Asn611, Ser679 ve Asp680 amino asit amino asitler1 ile R-hit005 ligandi
arasinda 3.00 A'dan kisa mesafeli konvansiyonel hidrojen baglar tespit edilmistir. Bu
kisa mesafeli hidrojen baglari, baglanmanin spesifikligi ve stabilitesi agisindan kritik

Oneme sahiptir.
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Sekil 4. 15. R-Hit005 ligandinin yapisi (yukarida). 6NUR proteinin baglanma bolgesindeki baglanma
durusu (solda). Molekiiler yerlestirme ¢aligmalar1 sonucunda enzimin baglanma bolgesinde ligandin
olusturdugu baglarin 2D temsili (sagda)

4.2.2.6 R-Hit006 ZINC000085589584

R-Hit006 ligandinin karboksil grubu iizerindeki oksijen atomlari, pozitif yiiklii amino
asitlerle bir dizi tuz kopriisii olusturmustur. Bu baglanmalar, Arg475, Lys465, Lys471,
Arg473, Lys718 gibi pozitif yliklii amino asit amino asitlerini igermektedir. Bu durum,
ligandin hem klasik elektrostatik etkilesimlere hem de karsit ytiklii gruplar arasindaki
iyonik ¢ift etkilesimlere dahil oldugunu gostermektedir. Ek olarak, Ser469, Hie359
(histidin e-tautomer formu), Arg756, Lys541 ve Trp537 amino asitlern ile
konvansiyonel hidrojen baglar tespit edilmistir. Bu baglar, ligandin baglanma

bolgesinde konformasyonel olarak sabitlenmesini saglayan kritik etkilesimlerdir.
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Sekil 4. 16. R-Hit006 ligandinin yapis1 (yukarida). 6NUR proteinin baglanma bolgesindeki baglanma
durusu (solda). Molekiiler yerlestirme ¢aligmalar1 sonucunda enzimin baglanma bolgesinde ligandin
olusturdugu baglarin 2D temsili (sagda)

4.2.2.7 R-Hit007 ZINC000096077650

R-Hit007 ligandinin yapisinda bulunan {i¢ adet fosfat grubu, pozitif yiiklii amino asit
amino asitler1 olan Arg473, Argd75, Lys471 ve Lys541 ile giiclii tuz kdpriileri
olusturmustur. Ayrica, ligandin karboksil grubu {lizerindeki oksijen atomu ile Lys718
arasinda da bir tuz kopriisii gbzlemlenmistir. Bunun yani sira, His359 (histidin e-
tautomer formu), [1e468, Alad70 ve Asn611 amino asitler1 ile ligand arasinda ¢esitli
konvansiyonel hidrojen baglar1 tespit edilmistir. Bu baglar, ligandin aktif bolgede
dogru konformasyonda ve yiiksek kararlilikla yerlesmesini saglar. Ayrica, Cys542 ile
ligand arasinda m—alkil etkilesmesi, Ala467 ile ise alkil-alkil hidrofobik etkilesim
gbzlenmistir. Bu tiir hidrofobik etkilesimler, baglanma bdlgesinin lipofilik karakterine

katkida bulunur ve kompleksin stabilitesini artirir.
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Sekil 4. 17. R-Hit007 ligandinin yapisi (yukarida). 6NUR proteinin baglanma bdlgesindeki baglanma
durusu (solda). Molekiiler yerlestirme ¢alismalar1 sonucunda enzimin baglanma boélgesinde ligandin
olusturdugu baglarin 2D temsili (sagda)

4.2.2.8 R-Hit008 ZINC000256015651

R-Hit008 ligandinin baglanma analizinde, ligand ile Asp543, Asp538, ve Lys471
amino asit amino asitler1 arasinda ¢ok sayida konvansiyonel hidrojen bag:
gbozlemlenmistir. Bu hidrojen baglari, ligandin aktif bolgedeki stabilitesini ve
spesifikligini artiran temel etkilesimlerdir. Bunun yaninda ligand Arg475, Arg473 ve
Lys541 amino asitler1 ile tuz kopriileri olusturmustur. Ayrica, Lys718 ile ligand
arasinda bir alkil-alkil hidrofobik etkilesim meydana gelmistir; bu etkilesim baglanma
bolgesinin lipofilik cepleri ile uyumlulugu gostermektedir. Bunun yani sira, ligandin
aromatik halkalar1 ile Asp680 arasinda m-anion ve Arg475 ile n-katyon etkilesimleri
saptanmigtir. Bu tiir iyonik aromatik etkilesimler, elektrostatik ve m-bulutlari arasinda

kurulan 6zel bag tiirleridir ve genellikle baglanma enerjisine 6nemli katkilar saglar.
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Sekil 4. 18. R-Hit008 ligandinin yapisi (yukarida). 6NUR proteinin baglanma bolgesindeki baglanma
durusu (solda). Molekiiler yerlestirme ¢alismalar1 sonucunda enzimin baglanma boélgesinde ligandin
olusturdugu baglarin 2D temsili (sagda)

4.2.2.9 R-Hit009 ZINC000257355179

R-Hit009 ligandinin fosfat grubu iizerindeki oksijen atomlari, Lys541 ve Lys471
amino asit amino asitler1 ile olugsan baglanmalar tuz kopriisii niteligi tagimakta olup,
ligandin baglanma bolgesine giiclii elektrostatik etkilesimlerle tutundugunu
gostermektedir. Ayrica, ligandin aromatik halkali yapisi ile Lys718 arasinda m-katyon
etkilesimi gdozlemlenmistir. Bu etkilesim, ligandin halkali yapisinin iyonik baglarla da
aktif katilim gosterdigini ortaya koymaktadir. Ligandin aromatik sistemleri ayrica iki
farkli hidrofobik etkilesme tiirline katilmaktadir: Tyr539 ile amide—m baglanmasi,
Pro540 ile ise m—alkil etkilesmesi gerceklestirilmistir. Bu bag tiirleri, ligandin
baglanma bolgesindeki konformasyonel yerlesimini stabilize eden 6nemli katkilar

sunmaktadir.
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Sekil 4. 19. R-Hit009 ligandinin yapisi (yukarida). 6NUR proteinin baglanma bolgesindeki baglanma
durusu (solda). Molekiiler yerlestirme ¢aligmalar1 sonucunda enzimin baglanma bolgesinde ligandin
olusturdugu baglarin 2D temsili (sagda)

4.2.2.10 R-Hit010 ZINC000096014967

Yerlestirme analizlerine gore, R-hit010 ligandinin fosfat oksijen atomlari, pozitif yiiklii
amino asitler olan Lys541, Lys471, Argd73 ve Argd75 ile giicli tuz kopriileri
olusturmusgtur. Ek olarak, ligandin aromatik halkal yapisi ile Lys718 arasinda da bir
tuz kopriisii olustugu tespit edilmistir. Bu, halkali yapilarin da elektrostatik baglarda
aktifrol oynadiginmi gostermektedir. Hidrofobik etkilesimler baglaminda; Pro540 ile n—
alkil etkilesimi ve Ala608 ile ligandin piirin halkas1 arasinda yine m—alkil etkilesimi
gozlemlenmistir. Bu baglar, baglanma ceplerindeki apolar bolgelerle olan uyumu
desteklemektedir. Ligand ayrica Asp538, Ser715, Asp680 ve Ser602 aminoasitleriyle
3.00 A’dan kisa mesafeli konvansiyonel hidrojen baglar kurmustur. Bu kisa mesafeler,
hidrojen baglarinin giiclii ve yonlii olmasina igaret eder. Son olarak, Pro540 ve Tyr539
amino asitlertyla ligand arasinda ¢iftli karbon—hidrojen baglart (C-H...X) tespit
edilmigtir. Bu baglar, baglanma konformasyonunu destekleyen tamamlayici

etkilesimler olarak degerlidir.
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Sekil 4.20. R-Hit010 ligandinin yapisi (yukarida). 6NUR proteinin baglanma bdlgesindeki baglanma
durusu (solda). Molekiiler yerlestirme ¢aligmalar1 sonucunda enzimin baglanma boélgesinde ligandin
olusturdugu baglarin 2D temsili (sagda)

4.2.3 Molekiiler dinamik simiilasyonlar

MD simiilasyonlari, 100 ns'lik siire boyunca ZINC15 veri tabanindan ¢ikarilan
bilesiklerden ve es-kristalize ligand Remdesivir'den olusan bir kiitiiphanenin sanal
taramasina gore en iyi yerlestirme puanlarim1 gdsteren on ligandtan olusan Rdrp
kompleksleri i¢in gergeklestirildi. Ligandlarin tiimii RdRp kompleksleri i¢gin MD
yoriingelerinden elde edilen kok-ortalama-kare sapma (RMSD) verileri Sekil 4-21'de
gosterilmistir. Sonuglar, tiim komplekslerin 1,00-3,00 A araliklar1 arasinda

konformasyonel olarak kararli bir yapiya ulastigini géstermistir.
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Sekil 4. 21. Komplekslerin molekiiler dinamik simiilasyonlarindan zamana bagh olarak elde edilen
PTP1B dinamik yapilarinin kok ortalama kare sapma (RMSD) grafikleri.

Ligandlarin baglanma serbest enerjileri MM-PB(GB)/SA yoOntemi uygulanarak
hesaplanmistir elde edilen sonuglar Tablo 4.10°da sunulmustur. Baglanma serbest
enerjisi hesaplama sonuglarina gore, en iyi yerlesme gosteren ligand -13,78 kcal/mol
baglanma serbest enerjisi ile R-hit001 olarak bulunmustur. R-Hit002 ve R-hit003
baglanma serbest enerji degerleri sirasiyla -38.67 kcal/mol ve -32.64 kcal/mol olarak
belirlenmistir. Baglanma serbest enerjisine van der Waals katkilar1 agisindan en
yiiksek deger -54.89 kcal/mol degeriyle ligand R-hit004 durumunda tespit edilirken,
en diisiik deger R-hit005 ligandmin varliginda -12.10 kcal/mol olarak tespit edilmistir.
En yiiksek elektrostatik katki -613.73 kcal/mol degeriyle R-hit003 ligandi tarafindan
elde edilmistir. AEciec-AEpp/GB denklemi i¢in elde edilen ¢ikarma degeri ¢ogu ligand
icin birbirine daha yakin oldugundan, ligandlarin baglanma serbest enerjilerindeki
farklilagsmanin ana nedeni ligandlarin baglanma serbest enetjilerine van der Waals
katkilariin oldugu sdylenebilir. Elektrostatik etkilesimlerden gelen net enerji katkisi
(ligandlar arasinda) birbirine ¢ok benzedigi bu sebeple bu bilesenin, ligandlar arasinda
cok fazla degismedigi goriilmiistiir. Ligandlarin baglanma giiciindeki temel farkin asil
nedeni olarak, ligandlarin hedef proteine ne kadar iyi yerlestigi (uygunlugu, yilizey

temaslari) ve bu yerlesimden dogan van der Waals (vdW) etkilesimler gdsteriliyor.
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Tablo 4. 10 Rdrp ile ligandlarin enerji bilesenleri ve baglanma serbest enerjileri

Ligandlar  AEw* AEq” AEgg* AGsp! AGgs’ AEpg° AGpg’
R-hit001 -35.83 -475.02 466.11 -6.30 -51.04 497.07 -13.78
R-hit002 -42.22 -500.74 452.43 -7.64 -98.17 504.29 -38.67
R-hit003 -33.14 -613.73 577.82 -6.84 -75.89 614.24 -32.64
R-hit004 -54.89 -583.04 581.90 -8.83 -64.87 582.24 -55.70
R-hit005 -12.10 -269.37 177.15 -5.17 40.92 310.94 29.47
R-hit006 -34.82 -527.20 519.86 -7.61 -49.71 509.22 -52.80
R-hit007 -46.20 -152.41 180.17 -7.16 -25.60 173.30 -25.32
R-hit008 -31.80 -381.00 383.69 -6.35 -35.47 378.14 -34.67
R-hit009 -40.67 -509.81 475.98 -7.06 -81.56 502.55 -47.93
R-hit010 -45.71 -336.93 348.38 -6.97 -41.29 359.45 -23.24

[a] AEvdW: Van der Waals etkilesimlerinin baglanma enerjisine katkist,

[b] AEelec: Elektrostatik enerjinin baglanma enerjisine katkisi,

[c] AEGB and AEPB: PB veya GB yontemleri ile hesaplanan ¢oziinme serbest enerjisine elektrostatik
katki,

[d] AGSA: ¢6ziinen madde ve siirekli ¢oziicii arasindaki polar olmayan katki,

[e] AGPB and AGGB: Poisson-Boltzmann ve Generalized-Born yontemlerine gére baglanma enerjileri.

4.3 SARS-CoV-2 Papain-benzeri Proteaz (PLpro) icin Yeni inhibitérlerin
Tasarimi: Bir Sanal Tarama ve Molekiiler Yerlestirme Calismasi

4.3.1 Molekiiler yerlestirme ¢calismalari

Yerlestirme analizinde kullanilan yerlestirme (docking) protokoliiniin dogrulugunu
degerlendirmek amaciyla, es-kristalize ligand Y97'nin hedef proteinle yeniden
yerlestirme islemi Dock 6.7 programi kullanilarak gergeklestirilmistir. Elde edilen
yerlestirme pozisyonu, kristal yapiya ait deneysel X-i1gin1 koordinatlariyla
kargilastirilmis ve 1.383 A kok ortalama kare sapma (RMSD) degeri elde edilmistir
(Sekil 4-22). Bu RMSD degeri, yerlestirme isleminin glivenilirligini gostermekte olup,
yerlestirilmis pozun deneysel baglanma seklini basaril bir sekilde taklit ettigini ortaya
koymaktadir. Y97 ligandinin proteinin aktif bolgesindeki baglanma modu Sekil 4-
22’de gosterilmekte olup, yerlestirme ve kristal yapilar arasinda belirgin bir

konformasyonel uyum goézlemlenmistir.

Y97 ligandinin baglanma modu, proteindeki kilit amino asit amino asitleriyla
gergeklestirdigi gesitli etkilesimleri icermektedir. Bu etkilesimler arasinda hidrojen
baglari, m etkilesimleri ve hidrofobik etkilesimler yer almaktadir. Azetidin

halkasindaki halkasal amin grubu, Glu167 ile klasik bir hidrojen bag1 olustururken, bu
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amin grubuna komsu benzen halkasi Asp164 ile hem n—sigma hem de m—anyon
etkilesimleri gerceklestirmektedir. Ayrica benzen halkasi araciligiyla Pro248 ile T-
sekilli m—alkil etkilesimleri ve tiyofen halkalar1 araciligiyla m—alkil etkilesimleri
sergilemektedir. Tetrahidrofuran grubunun yanindaki sekonder amin grubu Gly266 ile
klasik bir hidrojen bag: kurarken, tiyofen halkas1 da ayn1 kalint1 ile amid—r etkilesimi
gerceklestirmektedir. Amid grubu ayrica GIn269 ile bir hidrojen bagi olusturmaktadir.
Son olarak, benzen halkasindaki metil siibstitiienti Leul62 ile hidrofobik bir etkilegim

i¢indedir.
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Sekil 4. 22. a) Es-kristalize ligandin (Y97) yapist b) Y97'nin (mavi), yeniden yerlestirme sonucu elde
edilen konformasyon ile {ist {iste bindirilmis yapis;; RMSD degeri 1.383 A’dir. €) Y97 ninbaglanma
bolgesine baglanma seklini gosteren 2D yapisi.

Dogrulama siirecinin ardindan, 2 milyondan fazla bilesik, molekiiler yerlestirme
yontemi kullanilarak PLpro’nun baglanma bolgesine (BL2-oluk, BL2-oluk) bolgesine
yerlestirilmistir. Bilesikler, yeniden yerlestirilen es-kristalize ligand ile birlikte,
yerlestirme skorlarina gore siralanmis ve en iyi skora sahip olanlar degerlendirilmistir.

Bu ¢aligma, yerlestirme puanlar1 Y97 ligandi ile karsilastirildiginda daha yiiksek olan
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ve Tablo 4.11°de puanlari verilen on bir segilmig bilesigi tartigmaktadir. Elde edilen
sonuglara gore, P-hit001 ligandi -99.764 kcal/mol degeri ile en iyi yerlestirme puanina
sahiptir.

Tablo 4. 11 Molekiiler yerlestirme ¢aligsmalari sonucunda, PLpro baglanma bolgesine en iyi sekilde
yerlesen on bir ligandin yerlestirme skorlari.

Ligand Yerlestirme Skoru (kcal/mol)
ZINCl;;)}ol;?gllwsn -99.764
ZINCI&)I;)I(I;(?zOzz%sss -96.160
ZINC%E)I;)I(I;(?zngzls -93.566

znﬂggg‘;m -87.068
ZINPC-;ISI;(;(;S;%S -84.595
ZINPC-EI;gggsm -83.267
ZINCOG0SS12 82422
ZINPCTE;(’;(;?)SM -82.347
Zn\?g;lgzoggssz -81.709
ZINPC-;ISI;(;;(;ZM -81.574
ZINCA9777012 75.191

Y97 -58.246

Yerlestirme ¢alismalari, elde edilen aday bilesiklerin baglica Gly266, Pro299, Pro248,
Tyr264, Argl66, Aspl64, Gly163, GIn269, Glul67, Tyr268, Leul62, Lys232, Thr302
ve Serl160 amino asitleriyla hidrojen baglar araciliiyla etkilesim kurdugunu ortaya
koymustur. Bilesiklerin proteine 6zgii baglanma modlar1  Sekil 4-23-33°de
sergilenmistir. BL2 olugunun baglanma etkilesimleri, belirli amino asit amino asitler1
tarafindan kolaylastirilmaktadir. Tyr264 ve Tyr268 amino asitleri, hidrofobik
etkilesimler yoluyla ligand baglanmasina 6nemli katki saglar. GIn269 ise hidrojen

baglar1 yoluyla ligand stabilizasyonunda rol oynamaktadir.

Yakin tarihli bir calismada, FDA onayli baz ilaglarin PLpro’nun BL2 oluguna yiiksek
baglanma afinitesi gosterdigi vurgulanmistir. Yapilan c¢alismada AutoDock ve
AutoDock Vina programlar1 kullanilmis ve caligmadaki sonuglara gore; 16semi

tedavisinde yaygin olarak kullanilan Imatinib, -11.95 kcal/mol’liik yerlestirme skoru
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ile dikkat ¢ekici bir baglanma afinitesi sergilemistir. Hepatit C tedavisinde antiviral
ajan olarak kullanilan Simeprevir, -11.20 kcal/mol’liikk bir yerlestirme skoru
gostermigtir. Naldemedine ve Tucatinib adli iki ilag ise -11.07 kcal/mol ile esit
yerlestirme skorlarina sahiptir. Erdafitinib, metastatik iirotelyal karsinom tedavisinde
kullanilan bir ilag olup, -10.94 kcal/mol’liik bir baglanma skoru elde etmistir [10].
Yine aymt calismada, Aspergillipeptid F’in, PLpro i¢in en giicli potansiyel
inhibitorlerden biri olarak belirlenmistir. 75.916 farmakofor-uyum puani ve Cys111,
His272 ve Asp286 amino asitleri ile elde edilen etkilesimler giliglii potansiyel inhibitor
olma 6zellligini agiklamaktadir (Thangavel veAlbratty, 2022).

Calismamiz sonucunda elde edilen en iyi 11 bilesik ve gerceklestirdigi etkilesimler
asagida detayli bir sekilde tartistlmistir. I1k 100 bilesik ZINC15 ID numaralari ile Ekler
Tablo S3'de verilmistir.

4.3.1.1 P-Hit001 ZINC000245190521

Ligand yapisinda yer alan alkil zincirine bagli amino grubu, Tyr171 kalintisindaki
aromatik benzen halkasi ile m-donor hidrojen bagi olusturarak molekiiliin baglanma
bolgesine spesifik bir yonelim kazandirmistir. Bu etkilesim, aromatik ylizey ile
hidrojen bag dondrii arasindaki elektrostatik uyuma isaret etmektedir. Diger yandan,
molekiilde bulunan fosfonik asit grubunun olusturdugu negatif yiik bolgesi, Argl66
amino asidi ile tuz kopriisii niteligi tagiyan konvansiyonel hidrojen bag olusumuna
olanak saglamistir. Bu etkilesim, polar fonksiyonel grubun baglanma bolgesindeki
katyonik amino asitlerla elektrostatik tamamlayiciligma dikkat g¢ekmektedir.
Molekiiliin diger ucunda yer alan hidroksifosforiloksi grubu, Ser170 ve GIn174 amino
asitlertyla iki ilave konvansiyonel hidrojen bagi olusturarak ligandin baglanma
bolgesindeki stabilizasyonuna katki saglamistir. Bu ¢ok noktali hidrojen baglarn,
ligandin baglanma konformasyonunun korunmasma ve etkilesim enerjisinin
artirllmasina yardimci olmaktadir. Genel olarak bu bulgular, ligandin hem aromatik
hem de polar bolgelerle yiiksek 6zgiillikkte etkilesimler kurabildigini ve baglanma

sahasinda etkili bir sekilde konumlandigini gdstermektedir.
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Sekil 4. 23. Ligand P-hit001 in (ZINC000245190521) PLpro ile olusturdugu komplekslerin yerlestirme
ile elde edilen yiizey (solda) ve 2D (sagda) yapilari

4.3.1.2 P-Hit002 ZINC000002293558

P-Hit002 ligandinin protein baglanma bdlgesi ile gergeklestirdigi etkilesimler ¢ok
yonlii olup, cesitli hidrojen bagi ve hidrofilik temaslar1 kapsamaktadir. Ligandin
fosfinik asit iskeleti, GIn174 ve Ser170 amino asit amino asitler ile iki konvansiyonel
hidrojen bagi olusturmustur. Bu baglar, ligandin baglanma bolgesinde stabilize
edilmesinde 6nemli rol oynamaktadir. Fosfinik asit grubundaki oksijen atomu, Glul67
ile karbon-hidrojen bag tiiriinde bir etkilesim kurarak ek bir polar temas saglamigtir.
Bu etkilesim, asidik fonksiyonelligin baglanma bdlgesinde elektrostatik
tamamlayicilik sagladigini  gostermektedir. Ligand yapisinda yer alan ester
fonksiyonel gruplar da ¢esitli amino asit amino asitleriyla etkilesime girmistir. Metil
alkil grubunun, Met206 ve Val202 amino asitleriyla hidrofilik alkil temaslar1 kurdugu
belirlenmistir. Bu etkilesimler, ligandin apolar bolgesi ile protein yilizeyindeki
hidrofobik cep arasinda uyumlu bir yerlesim sagladigini gostermektedir. Diger ester
grubuna ait karbonil oksijen, Argl66 amino asidi ile konvansiyonel bir hidrojen bag1
kurarak yapiya ek kararlilik kazandirmistir. Elde edilen bu sonuglar, P-hit002
ligandinin hem hidrojen baglari hem de van der Waals benzeri temaslarla baglanma
bolgesi ile etkili etkilesimler kurdugunu ve molekiiler tanima siireglerine aktif olarak

katildigim gostermektedir.
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Sekil 4. 24. Ligand P-hit002'nin (ZINC000002293558) PLpro ile olusturdugu komplekslerin
yerlestirme ile elde edilen ylizey (solda) ve 2D (sagda) yapilart.

4.3.1.3 P-Hit0003 ZINC000002039213

P-Hit003 yapisinin hedef proteinle gergeklestirdigi etkilesimler, temel olarak iki farklt
etkilesim tiiriiyle siirli kalmistir: van der Waals etkilesimleri ve konvansiyonel
hidrojen baglari. Yapilan analizler sonucunda, Glu167, Gln174 ve Argl66 amino asit
amino asitlerinin ligandla zayif fakat tamamlayici nitelikte van der Waals temaslari
kurdugu belirlenmistir. Buna ek olarak, molekiil iizerinde yer alan fosfonat grubuna
bagli hidrojen atomunun, Ser170 kalintis1 ile konvansiyonel bir hidrojen bagi
olusturdugu saptanmistir. Bu hidrojen bagi, ligandin baglanma bdlgesindeki
konumlanmasini1 stabilize eden baglica polar etkilesimlerden biri olarak 6ne
cikmaktadir. Genel olarak, P-hit003 ligandinin protein hedefiyle sinirh sayida fakat
0zgil etkilesim kurdugu gézlemlenmis; bu durum, molekiiliin baglanma sahasindaki
konformasyonel uygunluguna ve etkilesim kapasitesine dair énemli yapisal bilgiler

sunmaktadir.

90



W o Hpdgen Bons

Sekil 4. 25. Ligand P-hit003'{in (ZINC000002039213) PLpro ile olusturdugu komplekslerin yerlestirme
ile elde edilen ylizey (solda) ve 2D (sagda) yapilar.

4.3.1.4 P-Hit004 ZINC8217540

Bilesigin hedef proteinle gergeklestirdigi etkilesimler ¢ok sayida konvansiyonel
hidrojen ve karbon-hidrojen baglarin1 kapsamaktadir. Molekiilde yer alan glutamik
asttin karboksil ve amino gruplar1 baglanma bolgesinin 6énemli amino asitler1 olan
Aspl64, Tyr273 ve Thr301 ile konvansiyonel hidrojen baglar yoluyla etkilesimlerde
bulunmustur.. Benzer sekilde Argl166 ve Tyr268 ligandin sistein ve glisindeki karbonil
fonksiyonlarn ile hydrojen bagi yapmistir. Dahasi Glul67 ve Glul6l sirasiyla
glisindeki amid grubu ve merkezdeki amonyum grubu, hidrojen bag: aracilig ile tuz
kopriisii olusturmustur. Son olarak Asnl09 ve Cys270 sirasiyla ligandin diger
ucundaki sisteindeki tiyol ve amid ile hidrojen baglar yaparken Leul62 iki baglanti

grubundaki karbon iskeleti ile hidrofobik etkilesimler yapmaktadir.
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Sekil 4. 26. Ligand P-hit004 '{in (ZINC8217540) PLpro ile olusturdugu komplekslerin yerlestirme ile
elde edilen yiizey (solda) ve 2D (sagda) yapilari. P-hit004 iin yapisi (altta)

4.3.1.5 P-Hit00S ZINC255997925

P-Hit005 ligand:1 yedi amino asitli bir peptit (RRKASGP) olup hedef proteinle olan
etkilesim profili ayrintili olarak incelendiginde, baglanma sahasinda ¢esitli amino asit
amino asitler1 ile anlamli temaslar kurdugu gozlemlenmistir. Ligandin N-ucundaki
arginindeki guanidin grubu Glul61 ile tuz kopriisii olustururken amid grubu ise
Tyrl71 ile hidrojen bagi olusturmustur. Tyr268 ligandin lisin artiginin karbonil ve
uctaki karboksilat gruplar ile selat seklinde hidrojen bag1 yaparken benzer seklide
Aspl164 hem lisindeki hem de alaninin amid gruplar ile selat seklinde hidrojen bagi
olusturmustur. Pro274 te uctaki karbokislat ile hidrojen bagi yapmistir. Bu
elektrostatik etkilesimlere ilaveten ligandin bazi amino asitler ile van der Waals
etkilesimleri yaptig1 goriilmiistiir. Bu etkilesimler, ligandin baglanma bdlgesine uygun

sekilde konumlanmasina katki saglamaktadir.
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Sekil 4. 27. Ligand P-hit005"in (ZINC255997925) PLpro ile olusturdugu komplekslerin yerlestirme ile
elde edilen yiizey (solda) ve 2D (sagda) yapilari. P-hit005"in yapist (altta)

4.3.1.6 P-Hit006 ZINC473243891

Yapilan molekiiler etkilesim analizleri sonucunda, ligand yapisindaki antrasen-dion
grubunun Glul67 amino asidi ile n-anyon, Lys157 ile m-katyon ve Tyr268 ile T-
bicimli n-n etkilesimi yaptig1 belirlenmistir. Bununla birlikte, Asp164 ve Thr301
amino grubu ile sirasiyla tuz kopriisii ve hidrojen bagi yaptigi goriilmiistiir. Diger
yandan, ligandin polar olmayan yan eter zincirleri bazi amino asitlerle hidrofobik

etkilesimler yaptig1 anlagiimstir.
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Sekil 4. 28. Ligand P-hit006 nin (ZINC473243891) PLpro ile olusturdugu komplekslerin yerlestirme
ile elde edilen yiizey (solda) ve 2D (sagda) yapilari. P-hit006 nin yapisi (altta)

4.3.1.7 P-Hit007 ZINC96905512

P-Hit007'nin kimyasal yapisinin temel 6zelligi, florlanmis bir ucla bagh bir polieter
zincirine sahip olmasidir. Ayrica, {igiinciil bir amin grubu, kinoksalin halkasina bir
amide baglantisi ile baglanmustir. lodo substitiisyonu da etkilesimler icin 6nemlidir.
Bu etkilesimler cogunlukla, ¢esitli amino asit amino asitler1 ile konvansiyonel hidrojen
baglar araciligiyla gerceklesmektedir. Lys232 flor ile, Argl66 selat seklinde ve
Met206 eter fonksiyonlari ile GIn269 ise pirazin halkasina yakin amide karbonil grubu
ile hidrojen baglar1 olustururken Glul76 kinoksalin halkasi ile w-anyon ve Asp164 bu
halka ile hem m-anyon hem de sirasiyla amid ve amonyum grubu ile hidrojen ve tuz

kopriisii olusturdugu anlagilmistir.
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Sekil 4. 29. Ligand P-hit007 nin (ZINC96905512) PLpro ile olusturdugu komplekslerin yerlestirme ile
elde edilen yiizey (solda) ve 2D (sagda) yapilari. P-hit007 nin yapist (altta)

4.3.1.8 P-Hit008 ZINC169730837

P-Hit008'in yapisal analizi, bilesigin iki 6zdes guanozin fragmenti icerdigini ve
bunlarin bes fosfat grubu ile birbirine baglandigim1 ortaya koymustur. Ana
etkilesimler, iki purin aromatik halkasi ve hidroksi-substitiie tetrahydrofuran yapilar
tarafindan yonlendirilir. Iimidazol ve pirimidin halkalari, bu etkilesimlerde énemli bir
rol oynamaktadir. Fosfat baglayici, yalnizca Argl 66 kalintisi ile selat seklinde bir tuz
kopriisii olusturarak ligand-protein etkilesiminin genel kararliligina katkida bulunur.
Diger anlaml etkilesimler guanozin ile Pro248 ve Pro299 arasinda n-alkil, Asp164 ile

n-anyon ve Gly163 ile selat seklinde t-amid-istiflenme etkilegsimleri s6z konusudur.
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Sekil 4. 30. Ligand P-hit008 in (ZINC169730837) PLpro ile olusturdugu komplekslerin yerlestirme ile
elde edilen yiizey (solda) ve 2D (sagda) yapilari. P-hit008"in yapist (altta)

4.3.1.9 P-Hit009 ZINC79209852

P-Hit009'in yapisi, YAFGLR dizisinden olusan alti amino asitlik bir peptittir.
Yapisinda iki benzene halkast ve izopropil grubu gibi hidrofobik bilesenler
bulunurken, guanidin fragmenti yapinin en polar grubu olarak 6ne ¢ikmaktadir. En
giiclii etkilesimler, guanidin kalintis1 ile GIn174 ve Glul03 arasinda gergeklesen
hidrojen bagi ve tuz kopriisii olusumudur. Diger anlamli etkilesimler ligandin
fenilalanin artig1 ile Argl66 ve glisin artig1 ile Tyr273 ve Thr301 amino asitleri ile

olusturduklar hidrojen baglar1 ve tirozin ile Asp164 arasindaki n-anyon etkilesimidir.
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Sekil 4. 31. Ligand P-hit009 un (ZINC79209852) PLpro ile olusturdugu komplekslerin yerlestirme ile
elde edilen yiizey (solda) ve 2D (sagda) yapilari. P-hit009 un yapisi (altta)

4.3.1.10 P-Hit010 ZINC257373204

P-Hit010'un yapisal motifi, HIT 09 ile oldukca benzerdir ve GDDDDK dizisine sahip
bir peptid naftal amididir. Beklendigi gibi, amino asit amino asitler1 esas olarak
molekiiliin hidrofilik gruplanyla konvansiyonel hidrojen baglar1 kurarak etkilesime
girer. Ligand, Gly266, Pro248, Glul67 ve Tyr268 ile hidrojen baglar1 vasitasiyla
etkilesim gosterirken Argl66 lignadin ilk aspamino asit asit kalintisi ile selat sekisnde
tuz koprisii ve hidrojen bagi olusturur. Bunlara ilaveten diger bir anlamli etkilesim

Glul61 ile naftil halkasi arasinda olugsuan m-anyon etkilesimidir
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Sekil 4. 32. Ligand P-hit010 un (ZINC257373204) PLpro ile olusturdugu komplekslerin yerlestirme ile
elde edilen yiizey (solda) ve 2D (sagda) yapilari. P-hit010 un yapisi (altta)

4.3.1.11 P-Hit011 ZINC49777012

P-Hit011'in yapisi, karmasik bir diizeni igerir; bu diizen, diamino-substitiie
siklohekzan diol ile piran halkas1 arasinda bir eter baglantisi ile baglanmis ve piran
halkasinda amin ve hidroksi gruplarini bulundurur. Molekiil, ayrica, amid, tiyoeter ve
fosfat fonksiyonel gruplarimi da igerir. Bu eklemeler ve fonksiyonel gruplar,
gbzlemlenen yerlestirme skoru i¢in ¢ok dnemlidir. Bu ligandin PLpro ile en anlamh
etkilesimleri Argl66 ile fosfat arasindaki tuz kopriisii ve Glul61 ile aminogeker
halkasindaki amino ve eter ile olan selat seklindeki tuz kopriisii ve hidrojen bagidir.
Diger anlaml etkilesimler GIn269 ile birinci aminohalkadaki amino ve tiyoester
fonksiyonu arasinaki selat seklinde hidrojen baglar1 ve Asp164 ile amid arasinda bir

hidrojen bagindan olusur.
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Sekil 4. 33. Ligand P-hit011"in (ZINC49777012) PLpro ile olusturdugu komplekslerin yerlestirme ile
elde edilen yiizey (solda) ve 2D (sagda) yapilar. HIT11 in yapisi (altta)

4.3.2 Ligandlarin ADME é6zelliklerine dayal tartiyjma

Bu ¢alismada, on bir farkli ligandin SwissADME analizleri sonucunda tahmin edilen
ADME parametreleri degerlendirilmistir. Ligandlara ait gastrointestinal (GI) emilim,
kan-beyin bariyeri (BBB) gecirgenligi, biyoyararlanim, CYP450 enzimleri ile
etkilesim gibi farmakokinetik ozellikler analiz edilmis ve fizikokimyasal

parametrelerle iligskilendirilmistir (Tablo 4.12-4.13).

Tablo 4. 12 SwissADME'den elde edilen ligandlarin fizikokimyasal 6zellikleri

Molekiil H-bag Molar
Ligand kiitlesi H-bag alicilan vericileri kirilabilirlik
P-Hit001 235.07 8 5 42.68
ZINC000245190521
P-Hit002 224.15 6 1 48.50
ZINC000002293558
P-Hit003 124.08 3 0 27.71
ZINC000002039213
P-Hit004 723.86 13 11 177.53
ZINCS8217540
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P-Hit005 770.88 13 13 197.58
ZINC255997925

P-Hit006 700.82 12 4 187.01
ZINC473243891

P-Hit007 724.6 12 1 167.13
ZINC96905512

P-Hit008 948.37 28 13 182.2
ZINC169730837

P-Hit009 725.83 10 11 192.26
ZINC79209852

P-Hit010 788.76 16 12 191.53
ZINC257373204

P-Hit011 720.73 17 13 162.57
ZINC49777012

4.3.2.1 Absorpsiyon (GI (Gastrolntestinal) emilimi)

Ligandlardan sadece P-hit002, P-hit003 ve P-hit007 yiiksek GI emilimi
gostermektedir. Bu li¢ bilesigin ortak 6zelligi, goreceli olarak daha diisiik molekiil
agirhigma ve daha az H-bag verici/alict grup sayisina sahip olmalaridir. Ozellikle P-
hit003 (124.08 g/mol), en kiiglik molekiil olup, bu sayede pasif diflizyonla daha etkin
bir sekilde absorbe olabilmektedir.

Buna karsilik, P-hit004 — P-hit011 aras1 ligandlar diisiik GI emilimi gdstermektedir.
Bu bilesiklerin yiiksek molekiil kiitlesi (700-950 g/mol arasi1), yiiksek H-bagi
alici/verici sayist ve yiiksek molar kirilabilirlik degerleri, hiicre zarin1 geg¢me

kabiliyetlerini sinirlayarak diisiik emilime yol agmaktadir.

4.3.2.2 Dagihim (BBB (Blood Brain Barrier) gecisi)

Ligandlar arasinda sadece P-hit003, kan-beyin bariyerini gegebilir olarak tahmin
edilmistir. Bu durum, onun hem diisiik polar yiizeye, hem de diisiik molekiil agirligina

sahip olmasiyla iliskilendirilebilir.

4.3.2.3 Biyoyararlamim (Bioavailability Score)

Tiim ligandlar icin biyoyararlanim skoru sabit kalmistir (0.11-0.55 arasi). P-Hit001,
P-hit002 ve P-hit003 gibi daha kiigiik ve daha az H-bagi igeren bilesikler 0.55
skoruyla, oral yolla kullanilabilirlik acisindan daha avantajlidir. Bu sonuglar Lipinski

kurallartyla uyumludur.
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4.3.2.4 Metabolizma (CYP (Cytochrome P450) enzim etkilesimleri)

Incelenen ligandlarin ¢ogu, CYP1A2, CYP2C19, CYP2C9, CYP2D6 enzimleriyle
etkilesmemektedir. Ancak P-hit006 ve P-hit007, CYP3A4 enzimi ile etkilesim

gostermektedir. Bu durum, bu iki ligandin metabolik yikim riski tagiyabilecegini ve

olasi ilag-ilag etkilesimlerine neden olabilecegini diisiindiirmektedir. Klinik agidan, bu

tiir bilesiklerin karaciger metabolizmasinda dikkatli degerlendirilmesi gerekir.

4.3.2.5 Fizikokimyasal 6zellikler ile ADME arasindaki iliski

Molekiil kiitlesi 500 g/mol'iin iizerinde olan bilesiklerde genel olarak diisiik GI
emilimi ve BBB gecirgenligi gozlenmistir (6rnegin P-hit004—hit011).

H-bagi alici/verici sayis1 arttikca, hem biyoyararlanim hem de gecirgenlik
ozelliklerinde azalma olmustur.

Molar kirilabilirligi yiiksek olan bilesikler (6rnegin P-hit00S, P-hit008, P-
hit010) daha biiyiik, daha polarizable ve emilim ag¢isindan daha zayif yapilar

olarak degerlendirilebilir.
Tablo 4. 13 Ligandlarin 6ngériilen ADME 6zellikleri

BBB
Ligand GI gegirgenligi Bio CYP1A2 CYP2C19 CYP2C9 CYP2D6 CYP3A4
Emilim Yararlanim

P-

Hit001 Low No 0.55 No No No No No
P-

Hit002 High No 0.55 No No No No No
P-

Hit003 High Yes 0.55 No No No No No
P-

Hit004 Low No 0.17 No No No No No
P-

Hit005 Low No 0.17 No No No No No
P-

Hit006 Low No 0.17 No No No No Yes
P-

Hit007 High No 0.17 No No No No Yes
P-

Hit008 Low No 0.11 No No No No No
P-

Hit009 Low No 0.17 No No No No No
P-

Hit010 Low No 0.11 No No No No No
P-

Hit011 Low No 0.17 No No No No No
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4.4 SARS-CoV-2 Spike Proteini Icin Yeni inhibitorlerin Kesfi: Sanal
Taramaya Dayah Molekiiler Yerlestirme Calismasi

4.4.1 Molekiiler yerlestirme caliymalari

Yerlestirme protokoliiniin gegerliligini degerlendirmek amaciyla, kristal yapida
bulunan Biliverdin ligandi Dock 6.7 yazilimi kullanilarak hedef proteine yeniden
yerlestirilmistir. Elde edilen yerlestirme pozu, orijinal X-151m1 kristalografisi
koordinatlar1 ile karsilastirildiginda 1.963 A’lik bir RMSD (Root-Mean-Square
Deviation) degeri gostermistir. Bu diisiik RMSD degeri, yeniden yerlestirilen ligandin
kristal yapiya oldukga yakin bir konformasyon sergiledigini ortaya koymakta; boylece
kullanilan yerlestirme yonteminin giivenilirligini ve yapisal Ongorii  giiclinii
desteklemektedir. Analizler de, yerlestirme pozunun Biliverdin’in 6zgiin baglanma

konformasyonuyla yiiksek oranda ortiistiigiinii dogrulamaktadir (Sekil 4.34).

Sekil 4. 34. Biliverdin bilesiginin yapisi (solda) 1.963 A RMSD degerine sahip Dock 6.7 (turkuaz)
tarafindan iretilen yerlestirme pozisyonuyla birlikte Biliverdin ligandin (pembe) iist {iste ¢akistiriimig
yapisi (sagda)

Validasyon siirecinin basariyla tamamlanmasinin ardindan, 717652 bilesik, molekiiler
yerlestirme yontemi kullanilarak SARS-CoV-2 Spike proteininin baglanma bdlgesine
konumlandirilmistir. Yerlestirilen bilesikler, elde ettikleri yerlestirme skorlarina gére
siralanmig; en yiiksek yerlestirme skorlarina sahip ilk on iki bilesik detayli olarak
analiz edilmistir. Ayrica, referans molekiil olarak yeniden yerlestirilen Biliverdin ile
karsilastirmalar yapilmistir. Bu on iki bilesige ve Biliverdin’e ait yerlestirme skorlari

Tablo 4.14'de sunulmustur.
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Yerlestirme skorlart arasinda S-hit001 isimli bilesik, -85.051 kcal/mol degeriyle en
yiiksek yerlestirme skorunu elde etmistir. Aymi kosullarda gergeklestirilen yeniden
yerlestirme deneyinde Biliverdin’in -44.735 kcal/mol’lik yerlestirme skoru ile
kiyaslandiginda, ilk on iki bilegigin tamaminin 6nemli 6l¢iide daha yiiksek yerlestirme
skorlan sergiledikleri goriilmektedir. Bu sonuglar, elde edilen ligandlarin Spike
proteinin baglanma bdolgesiyle yiiksek afinite gosterdigini ortaya koymakta;
dolayistyla bu molekiillerin potansiyel ila¢ aday1 olarak degerlendirilebilecegine isaret

etmektedir.

Tablo 4. 14 Molekiiler yerlestirme g¢alismalarindan elde edilen Spike Potein’in baglanma
bolgesindeki ligandlarin skorlart

Ligand Yerlestirme Skoru (kcal/mol)
ZISN-g;tZOZO616997 -85.051
Zn\?g;;;tglo:%z -84.326
ZINC?)_OI;:)?;?S(;796 -83.076
ZINCS()-(%I(;gg;38342 -82.735
ZINC?)-O}(}:;;);)SSMS% -82.413
ZlNC?)_oI;:)tgg;s7961 -78.319
ZINC?);)I(-::)tggg36749 -71.779
ZINC?)-OI;:;A?SSSWU -71.779
ZINC?)-O}(}I;ZO;):ZSI% -77.761
ZINC?)-O};:]?;{) 50640 -717.731
ZINC%-()};:;3619137966 -71.708
ZINC?)-()I;::’;);2243891 -71.452
Biliverdin 44.735

Yerlestirme galigmalari, ligandlarin SARS-CoV-2 Spike proteininde yer alan Lys417,
Leud55, Phed56, GInd93, G496, GIn498, Gly502 ve Tyr505 amino asitler1 ile hidrojen
baglar;, m-alkil aracihigiyla etkilesim kurdugunu ortaya koymustur. Ozellikle
ligandlarin Leu455 ile ve ACE2 reseptoriiniin Asp30 ve His34 amino asitler1 ile

cogunlukla hidrojen baglar iizerinden etkilestigi gézlemlenmistir. Bununla birlikte,
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SARS-CoV-2'nin GIn493 kalintist da ACE2'nin Lys31, His34 ve Glu35 amino

asitleriyla hidrojen baglar1 veya C—H etkilesimleri araciligiyla baglanmaktadir.

Receptor Binding Motif (RBM) disinda kalan bolgelerde, SARS-CoV-2 Spike
proteininde ACE2’nin Asp30 kalintisiyla tuz kdpriisii olusturan karakteristik bir kalinti
olan Lys417, etkilesimsel 6zgilinliigii ile 6ne ¢ikmaktadir. Yerlestirme c¢aligsmalari,
incelenen ligandlarin biiyiik ¢cogunlugunda Lys417 ile tuz kopriisii ve/veya hidrojen
bag1 araciligiyla etkilesim kurdugunu gostermektedir (Sekil 4-35).

Ayrica, ligandlarla hidrojen bagi kurdugu belirlenen 6nemli tirozin amino asitler
arasinda Tyr421, Tyr453, Tyr489 ve Tyr505 yer almaktadir. Bunun yani sira, ligandlar
sadece hidrojen baglar1 degil; aynm1 zamanda n-katyon, m-anyon, n—r (y1gilmis veya T-
seklinde), alkil-alkil, n—alkil ve tuz kopriileri gibi gesitli etkilesim tiirleri araciligiyla

da Spike proteiniyle baglanma gostermektedir.

Referans bilesik olarak kullanilan Biliverdin'in yerlestirilmis pozu, es-kristalize
edilmis yapiyla yiiksek uyum gostermistir. Bu dogrultuda, Biliverdin’in yerlestirme
sonrasi etkilesimleri; Lys417 ile alkil, Tyr505 ve His34 ile pi—alkil, Asn33 ile pi-
donor, Ala37 ile giftli alkil, ve Pro389 ile dortlii pi—alkil baglanmalar1 seklinde
gerceklesmistir. Bu tutarli baglanma modeli, hem metodolojinin gecerliligini
desteklemekte hem de Biliverdin'in baglanma bdlgesine olan yiiksek afinitesini

dogrulamaktadir (Sekil 4-35).
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Sekil 4. 35. Biliverdin bilesiginin yapisi (yukarida) Biliverdin'in baglanma bdlgesine baglanma seklini
gosteren 3D yapisi (solda). Biliverdin'in baglanma bolgesine baglanma seklini gdsteren 2D yapist
(sagda).

Molekiiler yerlestirme analizleri sonucunda, Hit olarak tanimlanan ligandlarin SARS-
CoV-2 Spike reseptor baglanma bolgesi (RBD) ve ACE2 reseptorii ile gosterdigi
etkilesimler detayl olarak asagida belirtilmistir. Ilk 100 bilesik ZINC15 ID'leri ile
Ekler Tablo S4'te verilmistir.

Ligand S-hit001 in, Spike RBD iizerinde yer alan Lys417, Leu455, Phe456 ve Tyr505
amino asitleri etkilesim gdstermesi, baglanma bolgesine 0zgli yiiksek baglanma
potansiyelini gostermektedir. Ayrica, ligandin Arg393, Arg403 amino asitleriyla
kurdugu m-katyon ve Asp405 ile kurulan w-anyon etkilegimleri, elektrostatik uyumun
giiclii oldugunu gostermektedir. Asn33 ve Gly354 amino asitler1 ile kurulan van der
Waals etkilesimleri, ligandin baglanma bdlgesine iyi yerlesimini isaret etmektedir. Ek
olarak, ligand ile Glu37, Lys26, Asp30, Asp350, Gly354, Ala386, Arg393 ve Leud55
arasinda konvansiyonel hidrojen baglar1 gézlemlenmis olup, bu baglar kompleksin
stabilitesine katki saglamaktadir. Bununla birlikte, Lys26, Arg403 ve Tyr505 ile
olusan alkil-alkil etkilesimleri, hidrofobik temaslarin baglanma konfigiirasyonunu
destekledigini gostermektedir. Ozellikle Arg393 gibi pozitif yiiklii ve Asp30, Asp350,
Glu37 gibi negatif yiikli amino asitlerin ligand araciligiyla karsilikli etkilesime

girmesi, kompleks icerisinde ligand-aracili tuz kopriileri olugtugunu gostermektedir.
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Sekil 4. 36. Ligand S-hit001 in (ZINC72266997) Spike ile olusturdugu komplekslerin yerlestirme ile
elde edilen yiizey (solda) ve 2D (sagda) yapilar1. Ligandin yapisi (altta)

S-Hit002 ligandinin Tyr505 ile dogrudan etkilesimi, S-hit002’nin hedefe 6zgiil
baglanma potansiyelinin ilk gostergesidir. Ligand, Glu37 ve GIn96 amino asitleryla
karbon-hidrojen baglari, Asp30, Asn33, Ala386 ve Arg403 amino asitleryla ise
konvansiyonel hidrojen baglart kurmustur. Ayrica, ligandin aromatik fenil halkasi ile
Arg393 arasinda gozlemlenen n-katyon etkilesimi, GIn388'in amid grubu ile ligandin
fenil halkas1 arasinda kurulan -n-amid etkilesimi ve Pro389 ile fenil halkalar1 arasinda
gerceklesen m-alkil etkilesimleri, ligandin aromatik bdlgeleriyle baglanma
ylizeyindeki hidrofobik amino asitler arasinda oOnemli bir uyum oldugunu
gostermektedir. P-Hit002 ligandinin baglandig1 yap igerisinde, 6zellikle Arg403 ve

Asp30 ile olusturulan etkilesimler ligand-aracili tuz kopriisii olusmustur.
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Sekil 4. 37. Ligand S-hit002 nin (ZINC28814952) Spike ile olusturdugu komplekslerin yerlestirme ile
elde edilen yiizey (solda) ve 2D (sagda) yapilari. Ligandin yapisi (altta)

Ligand S-hit003'iin hedef bolgeye 0Ozgiil baglanma kapasitesini ortaya koyan
etkilesimlerden en 6nemlileri arasinda Lys417, Leu455, Phe456, GIn493 ve Tyr505
amino asitleri gelir. S-Hit003 ligandi, Glu35, Ser494 ve GIn493 amino asitler ile
karbon-hidrojen baglari, Asp30, Glu37, Leud55, Arg403 ve Tyr505 amino asitler1 ile
ise konvansiyonel hidrojen baglar1 kurmustur. Bu baglar, kompleksin hem hidrojen ag1
iizerinden stabilize edilmesini hem de ligandin baglanma bdlgesinde yerlesimini
besleyen 6nemli polar etkilesimlerdir. Ayrica, His34 kalintisinin aromatik halkasi ile
ligandimn fenil halkas1 arasinda olusan n—r etkilesimi, baglanma bolgesinde aromatik
ylizey uyumunun yiiksek oldugunu gostermektedir. Lys31 ile ligand arasindaki m—alkil
etkilesimi ise, hidrofilik bolgelerde dahi 6nemli hidrofobik temaslarin gerceklestigini
ortaya koymaktadir. Bu etkilesimlerin yani sira, ligandin ayn1 anda hem Asp30 gibi
negatif yiikli bir kalintt hem de Arg403 gibi pozitif yiiklii bir kalint1 ile hidrojen

baglarn kurmasi, baglanma boélgesinde ligand-aracili tuz kopriisii olusumunu
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gostermektedir. Aymi sekilde, Glu37 ile gozlemlenen c¢oklu baglanmalar

gozlemlenmistir.
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Sekil 4. 38. Ligand S-hit003 "iin (ZINC000027850796) Spike ile olusturdugu komplekslerin yerlestirme
ile elde edilen yiizey (solda) ve 2D (sagda) yapilari. Ligandin yapisi (altta)

Molekiiler yerlestirme analizleri kapsaminda degerlendirilen S-hit004 ligandi
literatiirde RBD—-ACE2 etkilesiminde 6nemli rol oynadigi bilinen amino asitlerdan biri
olan Leu455 ile birlikte, Asp30, Asn33 ve Thr92 amino asitleriyla konvansiyonel
hidrojen baglari kurmustur. Bu etkilesimler, baglanma bolgesindeki yonlii ve giiglii
hidrojen ag1 araciligryla kompleksin kararliligina katki saglamaktadir. Ayrica, ligandin
aromatik fenil halkasi ile Asp405'in karboksil grubu arasinda gézlemlenen m—anyon
etkilesimi, negatif yiiklii amino asitlerla kurulan 6zgiil aromatik etkilesimlerin
varligma isaret etmektedir. Ek olarak, ligandin tiyol halkasi ile Arg393 ve Arg403
amino asitler1 arasinda gerceklesen m—anyon etkilesimleri, ligandin pozitif yiikli
amino asitlerla elektrostatik yonden wuyumlu ve istikrarli bir baglanma
gerceklestirdigini gostermektedir. Bu baglamda, 6zellikle ligandin hem Asp30 gibi
negatif yiiklii hem de Arg393/403 gibi pozitif yiiklii amino asitlerla etkilesim kurmasi,

ligand-aracili tuz kopriisii olusumu agisindan dikkat c¢ekicidir. Bunun yam sira,
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Phe456'nin aromatik halkasi ile ligandin metil grubu arasinda olusan m—alkil

etkilesimi, baglanma bolgesindeki hidrofobik uyumu desteklemektedir.
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Sekil 4. 39. Ligand S-hit004 ‘iin (ZINC000096938342) Spike ile olusturdugu komplekslerin yerlestirme
ile elde edilen yiizey (solda) ve 2D (sagda) yapilari. Ligandmn yapis: (altta)

S-Hit005 bilesigi i¢in Leud55, GIn493 ve Tyr505 ile baglanmalar gozlemlenmesi,
ligandin hedef bolgeye 6zgiil bir baglanma gerceklestirdigini ortaya koymaktadir.
Ozellikle Tyr505 ile kurulan konvansiyonel hidrojen bagi, baglanma arayiiziiniin
onemli temas noktalarindan biriyle dogrudan etkilesimi gdstermesi agisindan dikkat
cekicidir. Ligand, His34, Glu37 ve Asp405 amino asitler1 ile birlikte Asp30 ile de
etkilesmistir. Asp30, biri karbon-hidrojen bagi olmak {izere toplam dort farkli hidrojen
bagi etkilesimi kurarak ligandin baglanmasinda merkezi bir rol oynamistir. Ayrica,
Glu35, Lys353, Leud55, Glnd93 ve Serd94 amino asitler ile ligandin alifatik karbon
zincirine ait hidrojenler arasinda gozlemlenen karbon-hidrojen baglari, baglanmanin

yonlii ve tamamlayict bir sekilde gerceklestigini gdstermektedir. Bu ¢ok yonli
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etkilesim profili, Hit-5 ligandinin hem elektrostatik hem de hidrojen bagi ag1 tizerinden
Spike RBD—ACE?2 arayiiziinde kararli bir yerlesim sergiledigini ortaya koymaktadir.
Ozellikle Asp30 gibi negatif yiiklii ve Lys353 gibi pozitif yiiklii amino asitlerla

etkilesimler {izerinden ligand-aracili tuz kopriisii olusumu etkilesimler arasinda en

Onemlileridir.

Sekil 4. 40. Ligand S-hit005"in (ZINC000095594836) Spike ile olusturdugu komplekslerin yerlestirme
ile elde edilen yiizey (solda) ve 2D (sagda) yapilari. Ligandin yapisi (altta)

S-Hit006 ligand i¢in 6zellikle Asp30 ve Thr92 ile ligandin amid hidrojenleri arasinda
gozlemlenen c¢ift konvansiyonel hidrojen baglari, ligandin baglanma bdlgesine
yerlesimini saglamaktadir. Buna ek olarak, Leu455 ve Arg403 ile kurulan ek hidrojen
baglar da ligandin baglanma afinitesini artiran 6nemli temas noktalaridir. Glu37 ve
Asp405 amino asitlerin karboksil gruplar ile ligandin halkali yapilan arasinda
kurulan m-anyon etkilesimleri, elektrostatik katkilar yoluyla baglanma kompleksinin
stabilitesine 6nemli Olciide katki saglamaktadir. Ayrica, Arg393'in pozitif yiikli
guanidinyum grubunun ligandin besli ve altili aromatik halkalar ile gergeklestirdigi
n-katyon etkilesimler 6nemlidir. Ala386’nin karbon-hidrojenleri ile ligandin fenil

halkas1 arasinda tespit edilen m-alkil baglanmasi ise hidrofobik etkilesimleri
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gostermektedir. Ligandin karboksil grubunun Arg393 ve Asp30 gibi yiik tasiyan

amino asitlerla karsilikli elektrostatik etkilesim kurarak tuz kopriileri olusturmustur.

Sekil 4. 41. Ligand S-hit006 nm (ZINC000096937961) Spike ile olusturdugu komplekslerin yerlestirme
ile elde edilen yiizey (solda) ve 2D (sagda) yapilari. Ligandin yapisi (altta)

S-Hit007 ligandinin hedef proteine baglanma analizinde, ¢ok yonlii elektrostatik
nitelikli etkilesimlerin kompleks stabilitesine 6nemli katki sagladigi gdzlemlenmistir.
Ozellikle Asp30'un ligandin amino grup hidrojenleriyle bes farkli noktadan kurdugu
konvansiyonel hidrojen baglari, yalnizca baglanma geometrisini sabitlemekle
kalmayip, ayni zamanda ligandin amonyum grubuyla kurdugu elektrostatik etkilesim
sayesinde tuz kopriisii olusumuna da yol agmaktadir. Bu c¢ift yonli etkilesim,
baglanmanin hem yapisal hem de enerji anlaminda giliglenmesini saglamaktadir. Ek
olarak, Lys26 ile kurulan hidrojen bagi da bu polar etkilesim agna katki

saglamaktadir. Tyr421’in fenil grubu ile ligandin karbon hidrojeni arasinda
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gbzlemlenen m—alkil etkilesimi, aromatik yiizeyler aras1 tamamlayicilig1 yansitirken,

Lys417 ve Val93'in ligand ile gerceklestirdigi alkil-alkil etkilesimleri, kompleksin

hidrofobik bilesenlerini desteklemektedir.
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Sekil 4. 42. Ligand S-hit007 nin (ZINC000095536749) Spike ile olusturdugu komplekslerin yerlestirme
ile elde edilen yiizey (solda) ve 2D (sagda) yapilari. Ligandmn yapis: (altta)

S-Hit008 ligandinin baglanma profili, ¢cok sayida konvansiyonel hidrojen bagi ve
aromatik etkilesim tizerinden hedef protein ile giiglii bir etkilesim sergilemektedir.
Ozellikle Glu35, Glu37 ve Asp30 gibi asidik amino asitler ile ligandin protonlanmis
amino gruplar arasinda kurulan konvansiyonel hidrojen baglari, yalnizca yo6nlii polar
etkilesimler sunmakla kalmayip aym1 zamanda bu gruplar arasinda elektrostatik
karakterli tuz kopriileri olusumunu da miimkiin kilmaktadir. Bu tiir tuz kopriileri,
kompleksin baglanma stabilitesini artiran dnemli faktorlerdendir. Ek olarak, Thr27,
Asn33, Arg403, GIn493 ve Ser494 amino asitler1 ile ligand arasinda gézlemlenen
konvansiyonel hidrojen baglari, ligandin baglanma bdlgesinde konumlanmasini
giiclendiren ek temas noktalar1 saglamaktadir. Ayrica, Pro389 ile ligandin fenil halkas1
arasinda kurulan n—sigma etkilesimi, aromatik yiizeyler arasi spesifik tamamlayicilig

desteklerken, Arg393’tin pozitif yiikli guanidinyum grubunun ligandin aromatik

112



halkasiyla kurdugu m—katyon etkilesimi, baglanma enerjisini artiran Onemli

katkilardan biridir.
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Sekil 4. 43. Ligand S-hit008"in (ZINC000049889219) Spike ile olusturdugu komplekslerin yerlestirme
ile elde edilen yiizey (solda) ve 2D (sagda) yapilari. Ligandmn yapais: (altta)

S-Hit009 ligandinin baglanma analizinde, c¢esitli hidrojen baglar1 ve aromatik
etkilesimlerin yan1 sira, elektrostatik etkilesimlerin de kompleks stabilitesine 6nemli
katkilar sagladigi goriilmektedir. Ozellikle Asn33’iin amino grubu ile ligandin
karboksil oksijeni arasinda kurulan c¢oklu konvansiyonel hidrojen bagi, ligandin
baglanma bolgesine 6zgiil yerlesimini desteklemektedir. Benzer sekilde, Asp30’un
karboksil oksijeni ile ligandin protonlanmis aminyum grubu arasinda gézlemlenen
konvansiyonel hidrojen bagi, sadece yonlii bir etkilesim saglamakla kalmayip ayni
zamanda elektrostatik nitelikli bir tuz kopriisii olusturarak baglanma stabilitesine
anlamli bir katki saglamaktadir. Arg403, Arg393 ve Asp405 ile olusturulan pi-katyon
ve -anyon etkilesimleri elektrostatik etkilesimleri destekleyici noktalardir. Pro389’un
halkali yapisinin ligandin pirol halkas: ile gerceklestirdigi n—sigma etkilesimi,
aromatik yiizeyler aras1 tamamlayiciligl gosterirken, aym1 kalintinin ve Ala386’nin
fenil gruplar ile kurdugu m—alkil etkilesimleri baglanmanin hidrofobik bilesenini

desteklemektedir.
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Sekil 4. 44. Ligand S-hit009 un (ZINC000521825126) Spike ile olusturdugu komplekslerin yerlestirme
ile elde edilen yiizey (solda) ve 2D (sagda) yapilari. Ligandin yapisi (altta)

S-Hit010 icin 6zellikle Asn33’iin amino grubu ile ligandin karboksil oksijeni arasinda
gbzlemlenen konvansiyonel hidrojen bagi, ligandin yonelimini destekleyen 6zgiin bir
etkilesim sunmaktadir. Bunun yani sira, Glu37, Lys26, Asp30, Ala387 ve Arg403 ile
ligand arasinda kurulan ¢oklu konvansiyonel hidrojen baglari, baglanma bdlgesindeki
etkilesim agmin zenginligini yansitmaktadir. Bu baglardan o&zellikle Asp30’un
karboksilat grubu ile ligandin pozitif yiiklii amino grubunun etkilesimi, yalnizca
hidrojen bag1 diizeyinde kalmayip yiik-temelli elektrostatik bir tuz kopriisiine isaret
etmektedir. Bu tuz kopriisii, kompleksin baglanma giiciine katki saglayan kritik bir
etkilesimdir. Ayrica, His34’lin imidazol halkas1 ile ligandin alkil grup hidrojeni
arasinda gozlemlenen n—sigma etkilesimi, aromatik ve alifatik yapilarin tamamlayict

ylizey etkilesimini gostermektedir.
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Sekil 4. 45. Ligand S-hit010 un (ZINC000068150640) Spike ile olusturdugu komplekslerin yerlestirme
ile elde edilen yiizey (solda) ve 2D (sagda) yapilari. Ligandin yapisi (altta)

S-Hit011’in reseptor baglanma bdlgesine yerlesimi, yiiksek sayida aromatik etkilesim
iizerinden sekillenmis, baglanma afinitesini destekleyen kompleks bir profil ortaya
koymustur. Ozellikle Thr92 ve Asp30’un karbonil oksijenleri ile ligandin amino
hidrojenleri arasinda kurulan ikili konvansiyonel hidrojen baglari, ligandin baglanma
cebinde sabitlenmesinde kilit rol oynamaktadir. Bu baglanmalar, Asp30’un asidik
karakteriyle birlikte diisiiniildiigiinde, ligandin protonlanmis amino grubu ile arasinda
potansiyel bir tuz kopriisii etkilesimi olustugunu da gdstermektedir. Buna ek olarak,
Arg393°lin pozitif yiiklii amino gruplarinin ligandin tiyofen halkasi ile kurdugu n—
katyon etkilesimi, ligandin aromatik yiizeylerine dogru olusturulan 6zgiin etkilesimleri
temsil eder. Benzer sekilde, Asp405’in karbonil oksijenleri ile ligandin fenol halkasi
arasinda gozlemlenen n—anyon etkilesimi, negatif yiiklii yan zincir ile aromatik sistem

arasindaki elektrostatik tamamlayiciligi gosterir. Ayrica, Arg403 ile ligandin fenol
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halkasi1 arasinda da ek bir n—katyon etkilesimi bulunmakta, bu da baglanma enerjisine
olumlu katkida bulunmaktadir. Son olarak, Lys353’iin amid grubu ile ligandin fenil
halkasi arasinda kurulan m-amid etkilesimi, ligandin aromatik iskeletiyle hedef protein

arasinda olusan spesifik etkilegsimlere 6rnek teskil etmektedir.
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Sekil 4. 46. Ligand S-hit011"in (ZINC000096937966) Spike ile olusturdugu komplekslerin yerlestirme
ile elde edilen yiizey (solda) ve 2D (sagda) yapilari. Ligandin yapisi (altta)

S-Hit012’nin SARS-CoV-2 RBD bélgesine baglanmasi, ¢ok sayida hidrojen bagi ve
aromatik etkilesim ag1 {izerinden gerceklesmistir. Ozellikle Asn33, Glu37, Tyr505,
Arg393, Asn322, GIn325 ve Met323 amino asitler1 ile ligand arasinda kurulan
konvansiyonel hidrojen baglari, ligandin baglanma cebine yiiksek 6zgiilliikle
oturdugunu gostermektedir. Bu baglardan bazilar, 6zellikle Glu37 ve Arg393 gibi

iyonik Ozellik tagiyan amino asitler ile ligandin karsit yiikli gruplar arasinda
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olustugunda, olas1 tuz kopriisii etkilesimlerine isaret etmektedir. Bu baglamda,
Glu37’nin asidik yan zinciri ile ligandin bazik amino gruplart arasinda elektrostatik
kuvvetlerin varligi dikkate degerdir. Ayrica, Asp405’in karbonil oksijenleri ile
ligandin fenol halkas1 arasinda gozlemlenen n—anyon etkilesimi, ligandin aromatik
sistemleri ile negatif yiiklii amino asitler arasindaki elektrostatik tamamlayicilig
gostermektedir. Bununla birlikte, Ala386 ve Met383 ile ligand arasinda kurulan n—
alkil baglanmalar1, hidrofobik etkilesimlerin baglanma stabilitesine katki sagladigini
ortaya koymaktadir. Son olarak, Thr500 ve GIn96 ile ligandin karbon iskeletindeki
hidrojenler  arasinda tespit edilen karbon—hidrojen baglari, baglanma

konformasyonunu tamamlayici etkilesimler olarak degerlendirilmektedir.

THR
ES00 183

w37 RG,

- 1393 k322
Inaraticns =
[ Covertin o oot B Fin
[ Catom e Bent [ Pty

Sekil 4. 47. Ligand S-hit012 nin (ZINC000473243891) Spike ile olusturdugu komplekslerin yerlestirme
ile elde edilen yiizey (solda) ve 2D (sagda) yapilari. Ligandin yapisi (altta)

4.4.2 Ligandlarin ADME oézelliklerine dayah tartisma

Bu c¢aligmada, on iki farkli ligandin SwissADME analizleri sonucunda tahmin edilen
ADME parametreleri degerlendirilmistir. Ligandlara ait gastrointestinal (GI) emilim,
kan-beyin bariyeri (BBB) gecirgenligi, biyoyararlanim, CYP450 enzimleri ile
etkilesim gibi farmakokinetik oOzellikler analiz edilmis ve fizikokimyasal

parametrelerle iliskilendirilmistir (Tablo 4.15 ve
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Tablo 4. 15 SwissADME'den elde edilen ligandlarin fizikokimyasal 6zellikleri

H-bad Molar
Ligand Molekiil kiitlesi H-bagi alicilar: vericileri kirilabilirlik
S-Hit001
ZINC72266997 744.9 10 14 217.7
S-Hit002
ZINC28814952 694.88 10 6 195.54
S-Hit003
ZINC000027850796 644.85 10 8 182.82
S-Hit004
ZINC000096938342 735.9 8 8 203.95
S-Hit005
ZINC000095594836 485.46 4 1 120.56
S-Hit006
ZINC000096937961 456.51 8 0 121.22
S-Hit007
ZINC000095536749 817.97 11 9 222.35
S-Hit008
ZINC000049889219 664.72 10 12 175.68
S-Hit009
ZINC000521825126 746.9 7 8 211.79
S-Hit010
ZINC000068150640 592.68 15 11 142.39
S-Hit011
ZINC000096937966 765.99 7 8 215.96
S-Hit012
ZINC000473243891 700.82 12 4 187.01
Tablo 4. 16 Ligandlarin 6ngériilen ADME 6zellikleri
Ligand BBB
GI gecirgenligi Bio CYP1A2 CYP2C19 CYP2CY9 CYP2D6 CYP3A4
Emilim Yararlamm
S-
Hit001 Low No 0.17 No No No No No
S-
Hit002 Low No 0.17 No No No No Yes
S-
Hit003 Low No 0.17 No No No No No
S-
Hit004 Low No 0.17 No No No No No
S-
Hit005 High No 0.55 No Yes Yes Yes Yes
S-
Hit006 High No 0.55 No Yes Yes No Yes
S-
Hit007 Low No 0.17 No No No No No

118



S-

Hit008 Low No 0.17 No No No No No
S-

Hit009 Low No 0.17 No No No No Yes
S-

Hit010 Low No 0.17 No No No No No
S-

Hit011 Low No 0.17 No No No No No
S-

Hit012 Low No 0.17 No No No No Yes

Bu c¢alismada degerlendirilen 12 ligandin SwissADME araciligiyla ongoriilen
ADMET (Absorpsiyon, Dagilim, Metabolizma, Eliminasyon ve Toksisite) profilleri
ve fizikokimyasal Ozellikleri, potansiyel farmakokinetik uygunluklar1 bakimindan
kapsamli bir sekilde incelenmistir. Elde edilen veriler, bircok ligandin ilag¢ olarak

gelistirilme potansiyelinin diisiik oldugunu gostermektedir.

Fizikokimyasal acidan degerlendirildiginde, bircok ligandin molekiil kiitlesi 500
g/mol'iin iizerindedir ve bu durum Lipinski'nin “besli kurali”na goére oral
biyoyararlanimi olumsuz etkileyebilir. Ozellikle S-hit001, S-hit004, S-hit007, S-
hit009 ve S-hit011 gibi ligandlar yiiksek molekiil agirligr (yaklasik 740-820 g/mol
araliginda) ve yliksek H-bag1 alicisi/vericisi sayilariyla dikkat ¢cekmektedir. Bu tiir
parametreler genellikle diisiik ¢oziiniirlik ve diisik membran gegirgenligi ile

iliskilidir.

ADME parametrelerine bakildiginda, yalnizca HO5 ve HO06 ligandlarinin
gastrointestinal (GI) emilim degerleri yiiksek olarak tahmin edilmistir. Bu da oral
biyoyararlanim agisindan yalnizca bu iki bilesigin umut verici oldugunu
gostermektedir. S-hit005 ve S-hit006 ayn1 zamanda ¢esitli sitokrom P450 enzimleri
(CYP1A2, CYP2C19, CYP2C9 ve CYP3A4) ile potansiyel etkilesim gostermektedir.
Bu durum, olasi ilag-ilag etkilesimleri agisindan dikkate alinmalidir. Diger ligandlarin
diisitk GI emilimi ve kan-beyin bariyerini (BBB) gegememesi, merkezi sinir sistemi
hedefli tedavilerde etkili olmayabileceklerini gostermektedir. Genel olarak, in silico
analizler sonucunda yalnizca S-hit005 ve S-hit006 ligandlari, potansiyel oral ilag¢

adaylar1 olarak 6ne ¢ikmaktadir.
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5. SONUCLAR VE ONERILER
5.1 Sonuclar

5.1.1 3-CLpro

Mevcut ¢aligmada, SARS-COV-2"nin 3CLpro enziminin inhibisyonu i¢in potansiyel
aday olabilecek yeni molekiillerin tanitilmasi amaclanmistir. ZINC15 veri tabanindan
toplam 756958 bilesik taranmis ve bu bilesiklerin 3CLpro enziminin baglanma
bolgesine molekiiler olarak yerlestirilmesi gerceklestirilmistir. Bu ligandlar arasinda
dokuz ligand, yerlestirme puanlari agisindan secilmistir. Daha sonra en iyi dokuz aday
ve eg-kristalize edilmis ligand N3 i¢in molekiiler dinamik ¢aligmalar1 ve baglanma
enerjisi hesaplamalan gerceklestirilmistir. Yerlestirme caligmalari, His41, Cys145,
Glul66 ve GIn189 gibi enzimin belirli amino asit amino asitler1 ile ligandlarin 6nemli
etkilesimler inga ettigini ortaya koymustur. Tiim ligandlar 3CLpro enzimine anlamli
baglanma ozellikleri gostermis, daha da onemlisi, ligand 3-hit003'in en iyi
yerlestirme puani (-98.07 kcal/mol) ve baglanma serbest enerji degeri (-105.1
kcal/mol) en umut verici aday oldugu tespit edilmistir. Baglanma bélgesindeki Glul166
kalintisi, tiim ligandlarla kurdugu ¢ok sayida hidrojen bag1 ve tuz kdpriisii etkilesimleri
ile kritik bir rol oynamis, 6zellikle 3-hit001 ve 3-hit003 ligandlar i¢in baglanma
enerjisine anlamli katkilar saglamigtir. Molekiiler dinamik simiilasyonlari, ligandlarin
baglanma modlarin1 biiylik 6l¢lide korudugunu, bazi durumlarda yeni hidrojen
baglarmin ortaya ciktigim1 ve ligandlarin baglanma bolgesindeki esnekligi etkili
sekilde tolere edebildigini gostermistir. Yapilan RMSD, RMSF, Rg ve SASA
analizleri, simiilasyon boyunca komplekslerin konformasyonel olarak kararli yapilar

sergiledigini desteklemistir.

5.1.2 RdRp

Molekiiler yerlestirme analizleri sonucunda, RdRp enziminin baglanma bélgesine en
yiiksek afiniteyi gosteren ligand ZINC000169730935 (R-hit001) olmus ve -140.16
kcal/mol ile en yiiksek (en iyi) yerlestirme skorunu elde etmistir. Bunu sirasiyla Hit3
(-133.73 kcal/mol) ve R-hit004 (-130.46 kcal/mol) takip etmektedir. Tim Hit
bilesikleri, referans inhibitdr olarak kullanilan Remdesivir’e kiyasla (—58.426
kcal/mol) ¢cok daha yiiksek yerlesme skorlar1 sergilemis ve bu da onlarin RdRp
enzimiyle daha giiclii ve stabil etkilesimler kurdugunu gostermektedir. Bu sonuglar,

s0z konusu ligandlarin Remdesivir'e goére Onemli Olciide daha giiglii baglanma
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potansiyeline sahip olabilecegini ortaya koymaktadir. SARS-CoV-2 RNA-bagimli
RNA polimeraz (RdRp) hedef alinarak gerceklestirilen molekiiler yerlestirme ve
baglanma serbest enerjisi analizleri, 6zellikle R-hit001, R-hit002 ve R-hit003
ligandlarinin enzimin aktif bolgesine yiiksek afiniteyle baglandigini ortaya koymustur.
R-hit001 ligandi, Argd75, Argd73, Lys471 ve Lys541 gibi pozitif yiikli
aminoasitlerle giiclii tuz kopriileri, Ser715 ve Asn611 ile hidrojen baglar1 ve cesitli
hidrofobik etkilesimler kurarak yiiksek baglanma kararliligi gostermistir. R-hit002 ve
R-hit003 ligandlar1 da benzer iyonik ve hidrojen baglartyla enzime etkili sekilde
baglanmis; 6zellikle R-hit003, yiiksek elektrostatik katki ve ¢cok sayida konvansiyonel
bag ile dikkat ¢cekmistir. MM-PB(GB)/SA yontemiyle hesaplanan baglanma serbest
enerjilerine gore, en stabil kompleks R-hit001 ligandinda gdzlemlenmis olup, bu
ligand -98.00 kcal/mol yerlestirme skoru ve -13.78 kcal/mol baglanma serbest enerjisi
ile 6n plana ¢ikmistir. van der Waals etkilesimlerinin, ligandlarin baglanma serbest
enerjileri tizerindeki etkisinin belirleyici oldugu tespit edilmistir. Genel olarak, R-
hit001 ligandi hem yapisal etkilesimleri hem de termodinamik verileri acisindan

potansiyel bir RARp inhibitorii olarak en giiglii aday olarak degerlendirilmistir.

5.1.3 PLpro

SARS-CoV-2 PLpro hedef alinarak yapilan molekiiler yerlestirme analizlerinde, 2
milyondan fazla bilesik BL2-oluk bdlgesine yerlestirilmis ve en ytiksek skora sahip 11
bilesik detayli olarak degerlendirilmistir. P-hit001 adli ligand, -99.764 kcal/mol ile en
iyi yerlestirme skorunu elde etmistir. Yerlestirme analizleri, 6zellikle Tyr264, Tyr268,
GIn269, Argl66 ve Glul67 gibi amino asitlerla hidrojen baglarnn ve hidrofobik
etkilesimler yoluyla giiclii ve 6zgiil baglanmalar oldugunu ortaya koymustur. P-hit001
ligandi, aromatik t-donor hidrojen baglar1 (Tyr171 ile), tuz kopriileri (Argl66 ile) ve
cok noktali hidrojen baglar1 (Ser170, GInl74 ile) sayesinde yiiksek baglanma
stabilitesi ve Ozgiilliik gostermistir. P-hit002 ise fosfinik asit grubunun Glul67,
GIn174 ve Ser170 ile kurdugu hidrojen baglar1 ve ester gruplarinin hidrofobik amino
asitlerla gergeklestirdigi temaslarla baglanma bolgesine giiglii bir uyum saglamistir. P-
hit003 ligand1 ise daha smirli sayida etkilesim kurmakla birlikte, Serl170 ile
konvansiyonel hidrojen bagi ve bazi van der Waals temaslar1 yoluyla baglanma
bolgesinde istikrarli bir konum elde etmistir. Genel olarak, P-hit001 ve P-hit002
ligandlar1 PLpro baglanma bolgesine yiiksek o6zgiillikk ve ¢ok yonlii etkilesimlerle

baglanirken, P-hit003 daha az fakat tamamlayici nitelikte etkilesimlerle baglanma
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gostermistir. Bu sonuglar, 6zellikle P-P-hit001’in potansiyel bir inhibitor aday1 olarak
one ciktigin1 gostermektedir. ADME analizlerine gore sadece P-hit002, P-hit003 ve
P-hit007 ligandlar1 yliksek gastrointestinal emilim gdstermistir. Bu ligandlarin ortak
ozelligi diisiik molekiil agirlig1 ve az sayida hidrojen bag: verici/alicist tagimalaridir.
Ozellikle P-hit003 (124.08 g/mol) en kiiciik molekiil olup, pasif difiizyonla yiiksek
emilim gostermektedir. P-hit004-P-hit011 aras1 ligandlar ise yiliksek molekiil
agirliklant ve yiliksek polariteleri nedeniyle diisiik GI emilimine sahiptir. P-hit003
ligandinin kan-beyin bariyerini gegebilen tek ligand oldugu 6ngorilmiistiir. Bu 6zellik,
diisitk molekiil agirligi ve diisiik polar yilizeye baglanmaktadir. Diger ligandlar
norolojik hedefler i¢in yapisal optimizasyon gerektirebilir. Ligandlarin biyoyararlanim
skorlar1 0.11-0.55 arasinda degismekte olup, P-hit001, P-hit002 ve P-hit003 gibi
kiigiik ve diisiik H-bag1 iceren molekiiller en yiiksek (0.55) skorla 6ne ¢ikmistir. Bu
skorlar Lipinski kurallariyla uyumludur. Cogu ligand CYP enzimleriyle
etkilesmezken, P-hit006 ve P-hit007nin CYP3A4 ile potansiyel etkilesimi tespit
edilmistir. Bu durum, bu ligandlarin metabolik yikim riski tasidigimi ve ilag-ilag
etkilesimi agisindan dikkatle degerlendirilmesi gerektigini gostermektedir. Diistik
molekiil agirlig1, az H-bagi sayisi ve diisiik molar kirilabilirlik degerine sahip ligandlar
daha iyi emilim, biyoyararlanim ve dagilim profili gostermektedir. Bu kriterlere en ¢ok
uyan bilesik P-hit003 tiir.

5.1.4 Spike

SARS-CoV-2 Spike proteini hedef alinarak yiiriitiilen molekiiler yerlestirme ¢aligsmasi
icin validasyon siirecinden sonra 717.652 bilesik Spike proteininin baglanma
bolgesine yerlestirilmis ve yerlestirme skorlarina gore siralanmistir. En yiiksek skora
sahip ilk 12 bilesik detayli olarak analiz edilmis ve referans molekiil Biliverdin ile
karsilastirilmistir. S-hit001 adli bilesik en yiiksek skoru (-85.051 kcal/mol) elde
ederken, tiim segilen bilesikler Biliverdin’in skorundan (-44.735 kcal/mol) daha iyi
sonug vermistir. Bu durum, bilesiklerin Spike proteine yiiksek afinite gosterdigini ve
potansiyel ila¢ adaylar1 olabilecegini gostermektedir. Ligandlarin &zellikle Spike
proteinin dnemli amino asitler1 (6rnegin Lys417, Leu455, GIn493, Tyr505) ve (Asp30,
His34 vb.) hidrojen baglari, tuz kopriileri ve ¢esitli non-kovalent etkilesimler yoluyla
baglandig1 belirlenmistir. Elde edilen sonuglara gore S-hit001, baglanma bolgesine en
0zgl ligand olarak 6ne c¢ikmakta, 6zellikle Lys417, Leud55 ve Tyr505 ile giicli
etkilesimler kurarak hem elektrostatik hem hidrofobik uyum sergilemektedir. S-
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hit002, 6zellikle aromatik sistemlerle uyumlu baglanma profiliyle dikkat ¢cekmekte,
Tyr505 ve Arg393 etkilesimleriyle hedefe 0zgii bir baglanma gosterdigi
goriilmektedir. S-hit003, hem hedefe 6zgiiliigli hem de aromatik ve hidrojen bagi
etkilesimleriyle kompleks stabilitesine giiclii katki saglamakta; Glu37 ve His34 ile
olan ¢ok yonlii baglanmalar bu stabiliteyi desteklemektedir. Ug ligandin da Spike
proteinin baglanma bolgesiyle giiclii ve ¢ok yonli etkilesimler kurdugunu, ancak
baglanma profili bakimindan S-hit001'in daha hedefe 6zgii ve yiiksek afiniteye sahip
bir aday oldugunu gostermektedir. Bu calismada degerlendirilen 12 ligandin
SwissADME verilerine géore ADMET ve fizikokimyasal ozellikleri incelenmis,
cogunun ila¢ olarak gelistirilme potansiyelinin diisiik oldugu belirlenmistir. Bir¢ok
ligandin molekiil agirligi 500 g/mol’iin iizerinde olup, bu durum Lipinski’nin
kurallarina gore diisiik oral biyoyararlanim riski tasimaktadir. Sadece S-hit005 ve S-
hit006 ligandlar1 yiiksek gastrointestinal emilim gdstermis, bu iki ligand ayrica
potansiyel CYP450 etkilesimleri ile dikkat ¢ekmistir. Diger ligandlar ise diisiik GI
emilimi ve kan-beyin bariyerini ge¢cememeleri nedeniyle smirli farmakokinetik
uygunluk sergilemistir. Genel olarak, yalnizca S-hit005 ve S-hit006 oral ila¢ aday1
olarak 6ne ¢ikmaktadir.

5.2  Oneriler
5.2.1 3CLpro

Elde edilen sonuglar dogrultusunda, 6zellikle 3-hit003 ligandinin 3CLpro hedef
enzimine kars1 yliksek baglanma affinitesi gostermesi nedeniyle, bu bilesigin biyolojik
testler ile deneysel dogrulamasi yapilmalidir. Hiicre bazli antiviral testler ve enzim
inhibisyon deneyleriyle ligandlarin gercek biyolojik etkinlikleri degerlendirilmelidir.
Ileri ¢aligmalar, S-hit003 yapisal iskeletinden tiiretilmis analog bilesiklerin sentezini
ve optimizasyonunu hedefleyerek, daha giiclii ve secici inhibitorlerin gelistirilmesine
odaklanabilir. Molekiiler dinamik simiilasyonlarinda gézlenen yeni hidrojen bagi
olusumlari, ligand tasariminda rehber olarak kullanilabilir. Bu baglamda, S1 ve S3 alt
bolgelerine yonelen ligand kollarmin, baglanma bolgelerindeki esnek amino asitlerla

daha etkin etkilesim kuracak sekilde modifikasyonu, inhibitor potansiyelini artirabilir

5.2.2 RdRp

Bu ¢alismada molekiiler yerlestirme ve baglanma serbest enerjisi analizleri sonucunda

SARS-CoV-2 RdRp enzimiyle yiiksek afinite gosteren Hit bilesikleri, 6zellikle
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ZINC000169730935 (R-hit001), potansiyel inhibitdr adaylari olarak dne ¢ikmistir. R-
hit001 ligandinin gosterdigi yiiksek baglanma skoru ve giiglii yapisal etkilesimler, bu
bilesigin daha ileri diizey in vitro ve in vivo validasyon ¢aligmalari i¢in 6ncelikli olarak
degerlendirilmesini onermektedir. Ayrica, R-hit002 ve R-hit003 gibi diger yiiksek
afiniteli bilesiklerin de farmakokinetik 6zelliklerinin deneysel olarak test edilmesi, bu
molekiillerin ila¢ gelistirme siirecindeki potansiyellerini netlestirebilir. van der Waals
ve elektrostatik etkilesimlerin baglanma iizerindeki belirleyici roli dikkate alinarak,
bu bilesiklerin yapisal optimizasyonu ile daha kararli ve spesifik RdRp inhibitorlerinin
tasarlanmas1 miimkiin olabilir. Sonuglar dogrultusunda, bu ligandlarin SARS-CoV-
2'yve karsi etkili antiviral adaylar olup olmadiklarinin belirlenmesi igin hiicresel

diizeyde antiviral aktivite testlerine gecilmesi 6nerilmektedir.

5.2.3 PLpro

Bu bulgular dogrultusunda, P-hit001, P-hit002 ve P-hit003 ligandlar ileri diizey in
vitro ve in vivo biyolojik degerlendirmelere aday olarak 6ne ¢ikmaktadir. Ozellikle P-
hit001, PLpro enzimi ile sergiledigi yiiksek baglanma afinitesi ve cok noktal1 etkilesim
profili sayesinde giiclii bir inhibitdr potansiyeli tagimaktadir. Bununla birlikte, P-
hit003 ligandinin diisiik molekiil agirligi, yiiksek gastrointestinal emilim ve kan-beyin
bariyerini gegme kapasitesi gibi farmakokinetik agidan avantajli 6zellikleri, bu bilesigi
ozellikle oral yolla uygulanabilir ve norolojik etkili antiviral ajanlar i¢in umut verici
bir aday haline getirmektedir. Bu baglamda, P-hit001’in inhibitdr etkinligi yoniinden,
P-hit003’{in ise ila¢ benzeri 6zellikleri agisindan detayli yapisal optimizasyon ve
farmasotik gelistirme caligmalarina tabi tutulmasi 6nerilmektedir. Ayrica, CYP3A4 ile
potansiyel etkilesim gdsteren P-hit006 ve P-hit007 icin metabolik stabilite ve ilag-ilag
etkilesimleri agisindan ileri toksikolojik analizlerin yapilmasi gerekmektedir.

Bu bulgular PLpro inhibisyonuna dair degerli baslangi¢ verileri sunmakla birlikte,
ligand—protein etkilesimlerinin kararliliginin daha derinlemesine incelenebilmesi,
baglanma serbest enerjilerinin daha hassas sekilde hesaplanabilmesi ve ligand
baglanmasinin aktif bolgedeki olast konformasyonel degisimlere etkisinin
degerlendirilmesi i¢cin molekiiler dinamik simiilasyonlarina ihtiya¢ duyulmaktadir. Bu
hesaplamali yaklagimlar, antiviral ila¢ kesfi baglaminda daha saglam in vitro ve in vivo

dogrulama g¢aligmalarinin 6niinii agacaktir.
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5.2.4 Spike

Bu c¢alisma kapsaminda yiiriitiilen molekiiler yerlestirme analizleri, SARS-CoV-2
Spike proteininin baglanma bolgesine yiiksek afinite gosteren bazi ligandlarin
potansiyel ila¢ aday1 olabilecegini ortaya koymustur. Ancak SwissADME verilerine
dayali ADMET ve fizikokimyasal degerlendirmeler, bu bilesiklerin ¢ogunun ilag
gelistirme agisindan sinirlamalar tasidigim gostermektedir. Bu nedenle, 6zellikle
yiiksek baglanma skorlarina sahip S-hit001, S-hit002 ve S-hit003 gibi ligandlar
iizerinde yapisal optimizasyon c¢alismalar1 gergeklestirilerek farmakokinetik
profillerinin iyilestirilmesi onerilmektedir. Ayrica, yiiksek gastrointestinal emilim ve
ilag-benzeri 6zellikler gosteren S-hit005 ve S-hit006 bilesiklerinin, Spike proteini ile
etkilesimlerinin daha detayli bigcimde incelenmesi, bu molekiillerin oral
biyoyararlanimi yiiksek antiviral adaylar olarak degerlendirilmesini miimkiin kilabilir.
Gelecek caligmalarda, hem hedefe Ozgli baglanma kapasitesi yiiksek hem de
farmasotik agidan avantajli 6zellikler tasiyan hibrit molekiillerin tasarimi, potansiyel

SARS-CoV-2 inhibitorlerinin gelistirilmesinde 6nemli bir strateji olabilir.
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EKLER

Ek 1: 3CLpro 3-Hit004-009 Molekiiler Yerlestirme calismalari sonucu elde edilen
amino asit etkilesimleri

Sekil S1 (a) 3-Hit004 ligandinin 3CLpro enziminin baglanma bélgesindeki baglanma deseni. Ligandin
karbon atomlar1 turkuaz renk ile, amino asitlerin karbon atomlar1 ise zeytin (olive) rengiyle
gosterilmistir. (b) En diisiik potansiyel enerjiye sahip yapiya karsilik gelen, MD simiilasyonu
yoriingelerinden alinan bir anlik goriintii. (¢) Molekiiler baglanma g¢alismalar1 sonucunda enzimin
baglanma bélgesinde ligandin olusturdugu hidrojen baglariim 3D temsili
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Sekil S2. (a) 3-Hit004 ligandinin 3CLpro enziminin baglanma bolgesindeki baglanma deseni. Ligandin
karbon atomlar1 agik pembe renk ile, amino asitlern karbon atomlar1 ise zeytin (olive) rengiyle
gosterilmistir. (b) En disiik potansiyel enerjiye sahip yapiya karsilik gelen, MD simiilasyonu
yoriingelerinden alinan bir anlik goriintii. (¢) Molekiiler baglanma g¢alismalar1 sonucunda enzimin
baglanma boélgesinde ligandin olusturdugu hidrojen baglarinin 3D temsili
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Sekil S3. (a) 3-Hit006 ligandinin 3CLpro enziminin baglanma bolgesindeki baglanma deseni. Ligandin
karbon atomlar1 pembe renk ile, amino asitlerin karbon atomlar1 ise zeytin (olive) rengiyle
gosterilmistir. (b) En diisiikk potansiyel enerjiye sahip yapiya karsihik gelen, MD simiilasyonu
yoriingelerinden alinan bir anlik goriintii. (¢) Molekiiler baglanma g¢alismalar1 sonucunda enzimin
baglanma bdlgesinde ligandin olusturdugu hidrojen baglarinin 3D temsili

156



Sekil S4 (a) 3-Hit007 ligandinin 3CLpro enziminin baglanma bélgesindeki baglanma deseni. Ligandin
karbon atomlari sar1 renk ile, amino asitlerin karbon atomlari ise zeytin (olive) rengiyle gosterilmistir.
(b) En diisiik potansiyel enerjiye sahip yapiya karsilik gelen, MD simiilasyonu yoriingelerinden alinan
bir anlik goriintii. (c) Molekiiler baglanma galismalari sonucunda enzimin baglanma bolgesinde ligandin
olusturdugu hidrojen baglarinin 3D temsili
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Sekil S5. (a) 3-Hit008 ligandinin 3CLpro enziminin baglanma bolgesindeki baglanma deseni. Ligandin
karbon atomlar1 krem renk ile, amino asitlerin karbon atomlar1 ise zeytin (olive) rengiyle gosterilmistir.
(b) En diisiik potansiyel enerjiye sahip yapiya karsilik gelen, MD simiilasyonu ydriingelerinden alinan
bir anlik goriintii. (¢c) Molekiiler baglanma ¢alismalari sonucunda enzimin baglanma bolgesinde ligandin
olusturdugu hidrojen baglarinin 3D temsili
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Sekil S6. (a) 3-Hit009 ligandinin 3CLpro enziminin baglanma bolgesindeki baglanma deseni. Ligandin
karbon atomlar1 mor renk ile, amino asitlerin karbon atomlar ise zeytin (olive) rengiyle gosterilmistir.
(b) En diisiik potansiyel enerjiye sahip yapiya karsilik gelen, MD simiilasyonu yoriingelerinden alinan
bir anlik goriintii. (c) Molekiiler baglanma galismalari sonucunda enzimin baglanma bolgesinde ligandin
olusturdugu hidrojen baglarinin 3D temsili
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Ek 2: Hedef proteinler icin belirlenen en iyi baglanma skoruna (kcal/mol) sahip ilk 100 bilesigin ZINC15 ID'leri

Tablo S1 3-CLpro enziminin baglanma bdlgesinde en iyi baglanma skoruna (kcal/mol) sahip ilk 100 bilesigin ZINC15 ID'leri ve siralanmig baglanma skorlari.

Yerletirme Yerletirme Yerletirme Yerletirme

ZINC15 Yap1 No T ZINC15 Yap1 No Skotll ZINC15 Yap1 No Skoru ZINCI15 Yap1 No —
ZINCO000004556787 -98.06 ZINC000095597098 -90.71 ZINC000095608686 -88.10 ZINC000218624283 -86.68
ZINC000028564923 -96.65 ZINC000004546530 -90.68 ZINC000095595983 -88.07 ZINC000299857312 -86.61
ZINC000257373231 -96.54 ZINC000150352905 -90.66 ZINC000255985130 -88.05 ZINC000214701201 -86.47
ZINC000071788355 -96.43 ZINC000095579747 -90.56 ZINC000072133987 -87.99 ZINC000027411208 -86.34
ZINC000049898510 -96.38 ZINC000039830433 -90.50 ZINC000095593370 -87.91 ZINC000027415179 -86.31
ZINC000257373232 -95.27 ZINC000003934756 -90.48 ZINC000255985132 -87.86 ZINC000040933791 -86.28
ZINC000306120574 -94.36 ZINC000095536894 -90.23 ZINC000085589305 -87.85 ZINC000029339862 -86.23
ZINC000306120575 -94.36 ZINCO000071788336 -90.18 ZINC000043080639 -87.82 ZINC000098052691 -86.20
ZINC000113569616 -94.36 ZINC000027879901 -90.06 ZINC000230024482 -87.79 ZINC000004095754 -86.02
ZINC000097972797 -93.95 ZINC000299835166 -89.78 ZINC000049833238 -87.67 ZINC000028015209 -85.94
ZINC000015722196 -93.89 ZINC000003934756 -89.49 ZINC000095613565 -87.63 ZINC000095594612 -85.91
ZINC000044281831 -93.88 ZINC000015721940 -89.41 ZINC000644163869 -87.40 ZINC000085589584 -85.87
ZINC000205328855 -93.58 ZINC000096904239 -89.21 ZINC000085479358 -87.34 ZINC000072170332 -85.83
ZINCO001560408834 -92.79 ZINC000255985131 -89.14 ZINC000003934111 -87.32 ZINC000097972783 -85.82
ZINCO000071788357 -92.63 ZINCO000150367787 -89.13 ZINC000196073417 -87.29 ZINC000095607693 -85.77
ZINC000028564921 -92.29 ZINC000049680160 -88.82 ZINC000100138385 -87.27 ZINC000255985133 -85.75
ZINC000026848403 -92.26 ZINC001560408833 -88.77 ZINC000013606590 -87.26 ZINC000299857314 -85.66
ZINC000060183848 -92.19 ZINC000029220322 -88.76 ZINC000049867557 -87.22 ZINC000096902692 -85.66
ZINC000036411911 -92.13 ZINC000474609009 -88.69 ZINC000255996721 -87.21 ZINC000003934112 -85.63
ZINC000150487613 -92.11 ZINC000026718702 -88.65 ZINC000027519591 -87.20 ZINC000029398587 -85.57
ZINC000042805027 -91.85 ZINC000085545339 -88.51 ZINC000049878687 -87.11 ZINC000084731757 -85.45
ZINC000653751526 -91.32 ZINC000085427263 -88.35 ZINC000026733395 -87.04 ZINC000095593945 -85.45
ZINC000034013715 -91.24 ZINC000026839338 -88.28 ZINC000034211768 -87.02 ZINC000042803139 -85.41
ZINC000049678570 -91.24 ZINC000085603325 -88.16 ZINC000263583615 -86.86 ZINC000214701250 -85.38
ZINC000095543941 -91.06 ZINC000029338399 -88.11 ZINC000095611264 -86.69 ZINC000257354877 -85.25
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Tablo S2. Rdrp enziminin baglanma bolgesinde en iyi baglanma skoruna (kcal/mol) sahip ilk 100 bilesigin ZINC15 ID'leri ve siralanmig baglanma skorlari.

ZINC15 Yap1 No

Yerletirme Skoru

ZINC15 Yap: No

Yerletirme Skoru

ZINC15 Yap1 No

Yerletirme Skoru

ZINC15 Yap1 No

Yerletir

ZINC000169730935 -140.15 ZINC000257373204 -118.04 ZINC000096014539  -115.70 ZINC000071789406 ?;(?;?68
ZINC000585176334 -133.72 ZINC000644163990 -118.03 ZINC000008551264  -115.52 ZINC000254520769  -113.54
ZINC000008551748 -130.46 ZINC000254746709 -117.77 ZINC000085552051  -115.42 ZINC000008551116  -113.52
ZINC001570006808 -124.10 ZINC000008551219 -117.71 ZINC000230034399 -115.42 ZINC000230025092  -113.50
ZINC000085589584 -123.68 ZINC000255996721 -117.46 ZINCO000008551119  -115.00 ZINC000195796732  -113.44
ZINC000096077650 -123.50 ZINC000256006278 -117.40 ZINC000008551192  -114.98 ZINC000096014556  -113.28
ZINC000256015651 -123.47 ZINC000257345326 -117.36 ZINC000096077748  -114.86 ZINC000150472323  -113.27
ZINC000257355179 -122.69 ZINC000008216371 -117.32 ZINC000197336883  -114.85 ZINC000100016213  -113.20
ZINC000096014967 -122.53 ZINC000169724120 -117.26 ZINC000104834461 -114.72 ZINC000254764724  -113.07
ZINC000085966119 -122.00 ZINC000195811080 -117.26 ZINC000008551265  -114.62 ZINC000008551587  -112.97
ZINC000169730863 -121.69 ZINC001529045106 -117.24 ZINC000008551126  -114.58 ZINC000008551493  -112.96
ZINC000257355178 -121.01 ZINC000085574386 -117.16 ZINC000196105913  -114.56 ZINC000301054352  -112.83
ZINC000085552707 -120.99 ZINC000103654441 -116.98 ZINC000083923877 -114.50 ZINC000038989354  -112.75
ZINC000008216095 -120.84 ZINC000255989081 -116.97 ZINC000195755559  -114.42 ZINC000104834464 -112.73
ZINC000256006281 -120.79 ZINC000255982931 -116.82 ZINC001529045107 -111.99 ZINC001529045138 -112.64
ZINC000255996718 -120.51 ZINC000008551120 -116.73 ZINC000245219533  -114.29 ZINC000076945767  -112.58
ZINC000008215541 -120.13 ZINC000257355044 -116.71 ZINC000255996720 -114.18 ZINC000169289809  -112.50
ZINC000094303210 -119.62 ZINC000096014521 -116.61 ZINC000096068397 -114.18 ZINC000169715578  -112.50
ZINC000096014541 -119.52 ZINC000256015652 -116.38 ZINC000230024280 -114.16 ZINC000238791512  -112.36
ZINC000150487617 -119.47 ZINC000096085226 -116.16 ZINC000096077646  -114.10 ZINC000003983941 -112.24
ZINC000257373203 -118.95 ZINC000230026395 -116.16 ZINC000008551494  -113.88 ZINC000253761464 -112.16
ZINC000096077647 -118.88 ZINC000257355180 -116.07 ZINC000169730835 -113.87 ZINCO000008551112  -112.14
ZINC000255961900 -118.82 ZINC000085480044 -116.03 ZINC000644164300 -113.76 ZINC000301054351  -112.12
ZINC000299817369 -118.42 ZINC000008551337 -115.84 ZINC000008551209  -113.73 ZINC000008551257  -111.99
ZINC000008551445 -118.33 ZINC000008551256 -115.80 ZINC000257373202  -113.72 ZINC001529045107 -111.99
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Tablo S3. PLpro enziminin baglanma bolgesinde en iyi baglanma skoruna (kcal/mol) sahip ilk 100 bilesigin ZINC15 ID'leri ve siralanmig baglanma skorlari.

Yerletirme Yerletirme Yerletirme Yerletirme
ZINCI15 Yap1 No o ZINCI15 Yap1 No ol ZINCI15 Yap1 No Skoru ZINC15 Yap1 No Skoru
ZINC000245190521 -99.76 ZINCO000085545339 -77.14 ZINC000096077650 -75.44 ZINC000008551112 -74.63
ZINC000002293558 -96.16 ZINC000005545951 -77.08 ZINC001220515000 -75.41 ZINC000150370606 -74.62
ZINC000002039213 -93.56 ZINC000169730938 -77.00 ZINC000169730938 -75.40 ZINC000008551748 -74.59
ZINC000008217540 -87.06 ZINC000084636060 -76.90 ZINC000008216706 -75.37 ZINC000150385461 -74.58
ZINC000255997925 -84.59 ZINC000042805027 -76.72 ZINC000096014521 -75.29 ZINC000096085195 -74.55
ZINC000473243891 -83.26 ZINC000230494147 -76.58 ZINC000008551116 -75.25 ZINC000096085195 -74.55
ZINC000049777012 -83.19 ZINC000205748431 -76.45 ZINC000150457778 -75.24 ZINC000096085195 -74.55
ZINC000096905512 -82.42 ZINC000027211857 -76.41 ZINC000257373203 -75.22 ZINC000255996721 -74.52
ZINC000169730837 -82.34 ZINC000095857547 -76.35 ZINC000027850788 -75.19 ZINC000008215541 -74.50
ZINC000079209852 -81.70 ZINC000195448510 -76.16 ZINC000008216095 -75.18 ZINC000008215541 -74.50
ZINC000257373204 -81.57 ZINC000084619905 -76.13 ZINC000008551119 -75.13 ZINC000002018453 -74.46
ZINC000001608048 -79.25 ZINC000096308787 -76.13 ZINC000301320195 -75.10 ZINC000008551192 -74.45
ZINC000003934756 -79.23 ZINC000001530020 -75.94 ZINC000195448510 -75.08 ZINC001220567611 -74.44
ZINC000008551493 -78.86 ZINC000072266997 -75.94 ZINC000096014521 -75.05 ZINC001218644523 -74.42
ZINC000521825127 -78.40 ZINC000301054928 -75.94 ZINC000257355180 -75.03 ZINC000095596591 -74.42
ZINC000100138385 -77.81 ZINC000008551760 -75.73 ZINC000644163951 -74.98 ZINC000161370121 -74.38
ZINC000195755742 -71.75 ZINC000096014556 -75.62 ZINC000169331553 -74.95 ZINC000003869960 -74.35
ZINC000085589584 -77.72 ZINC000096014541 -75.58 ZINC000096905512 -74.95 ZINC000195755742 -74.34
ZINC000150651709 -77.69 ZINC000029401954 -75.56 ZINC000096014516 -74.88 ZINC000013763966 -74.32
ZINC000098052570 -77.53 ZINC000079209851 -75.54 ZINC000096077635 -74.86 ZINC000049777012 -74.26
ZINC000644163974 -77.47 ZINC000103225171 -75.52 ZINC000026187176 -74.75 ZINC001248546446 -74.24
ZINC000162723551 -77.45 ZINC000096014516 -75.51 ZINC000096014538 -74.71 ZINC000575399764 -74.23
ZINC000026404415 -77.40 ZINC000008215541 -75.45 ZINC000027850796 -74.69 ZINC000644163952 -74.23
ZINC000098052511 -77.28 ZINC000096014522 -75.45 ZINC000195755559 -74.67 ZINC000008551120 -74.16
ZINC000027524397 -77.14 ZINC000245190521 -75.44 ZINC000196105913 -74.64 ZINC000026404415 -74.15
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Tablo S4. Spike Protein baglanma bolgesinde en iyi baglanma skoruna (kcal/mol) sahip ilk 100 bilesigin ZINC15 ID'leri ve siralanmis baglanma skorlari.

Yerletirme Yerletirme Yerletirme Yerletirme
ZINCI15 Yap1 No o ZINCI15 Yap1 No A ZINCI15 Yap1 No Skoru ZINC15 Yap1 No Skoru
ZINC000072266997 -85.05 ZINC000095545677 -75.13 ZINC000095545390 -72.11 ZINCO000653779551 -70.39
ZINC000028814952 -84.32 ZINC000049775794 -74.90 ZINC000095546282 -72.06 ZINC000095610523 -70.33
ZINC000027850796 -83.07 ZINC000095545677 -74.86 ZINC000095608797 -72.06 ZINC000096905512 -70.30
ZINC000096938342 -82.73 ZINC000096937964 -74.84 ZINC000226098254 -72.02 ZINC000256009045 -70.25
ZINC000028814954 -82.67 ZINC000653795266 -74.72 ZINC000095545678 -71.87 ZINC000095540091 -70.14
ZINC000095594836 -82.41 ZINC000150372228 -74.60 ZINC000095545677 -71.82 ZINC000095610522 -70.06
ZINC000095596373 -79.12 ZINC000521825129 -74.31 ZINC000226098254 -71.74 ZINC000095596373 -70.03
ZINC000096937961 -78.31 ZINC000474608458 -74.30 ZINC000049590083 -71.70 ZINC000653885926 -69.89
ZINC000095536749 -77.77 ZINC000095539438 -74.24 ZINC000095591374 -71.70 ZINC000653858599 -69.78
ZINC000521825126 -77.76 ZINC000226098254 -74.21 ZINC000256009046 -71.37 ZINC000150381723 -69.74
ZINC000096937966 -77.70 ZINC000049605281 -74.19 ZINC000096937963 -71.33 ZINC000064527498 -69.62
ZINC000473243891 -77.45 ZINC000029216346 -73.91 ZINC000027850803 -71.33 ZINC000058581753 -69.61
ZINC000064527497 -77.11 ZINC000096937958 -73.76 ZINC000095591374 -71.27 ZINC000653885925 -69.48
ZINC000049775794 -77.01 ZINC000095545390 -73.65 ZINC000029401954 -71.13 ZINC000013763966 -69.46
ZINC000028814948 -76.85 ZINC000521825128 -73.61 ZINC000095539867 -71.10 ZINC000252394533 -69.37
ZINC000150372228 -76.82 ZINC000096937967 -73.57 ZINC000095606706 -71.07 ZINC000029223593 -69.29
ZINC000095545390 -76.63 ZINC000150381722 -73.29 ZINC000049898731 -71.05 ZINC000299837918 -69.27
ZINC000095594836 -76.32 ZINC000013864374 -73.29 ZINC000095615352 -71.05 ZINC000096905512 -69.22
ZINC000027850788 -76.19 ZINC000150372228 -72.99 ZINC000095545678 -71.04 ZINC000103297970 -69.22
ZINC000150381721 -75.99 ZINC000103225171 -72.82 ZINCO000150597577 -71.02 ZINC000028370587 -69.20
ZINC000095540715 -75.75 ZINC000257355019 -72.68 ZINC000029400900 -70.94 ZINC000029395934 -69.10
ZINC000028814950 -75.69 ZINC000095554368 -72.64 ZINC000096937968 -70.71 ZINC000169321160 -69.09
ZINC000226098269 -75.63 ZINC000473109499 -72.58 ZINC000150381550 -70.67 ZINC000029400491 -69.00
ZINC000064527498 -75.48 ZINC000653794126 -72.53 ZINC000226098269 -70.66 ZINC000653885924 -68.97
ZINC000226098269 -75.42 ZINC000103225171 -72.43 ZINC000150381552 -70.44 ZINC000103297970 -68.96
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Ek 3: Ligand-kalint1 atomlarinin etkilesme mesafeleri ve etkilesim tiirleri

Tablo S5.1 3CLpro igin etkilesen ligand-kalint1 atomlarinin etkilegsme mesafeleri ve etkilesim tiirleri.

N3 Ho1
Kalint1 ve atomlar Mesade Etkilesim cesidi Kalinti ve atomlar Mesade Etkilesim cesidi
:GLY143:H - :N3:05 1.91 Conventional Hydrogen Bond ‘HO01:H26 - :GLU166:0E1 2.84 Salt Bridge;Attractive Charge
‘HIE163:HE2 - :N3:03 1.58 Conventional Hydrogen Bond :HO01:H32 - :GLU166:0E1 2.70 Salt Bridge;Attractive Charge
:GLU166:H - :N3:0 1.99 Conventional Hydrogen Bond :HO01:H40 - :GLU166:0E2 1.99 Salt Bridge;Attractive Charge
:N3:H - :THR190:0 1.85 Conventional Hydrogen Bond :HIS41:HE2 - :HO01:05 2.36 Conventional Hydrogen Bond
:N3:H - :GLU166:0 1.86 Conventional Hydrogen Bond :GLY143:HN - :H01:06 2.36 Conventional Hydrogen Bond
:N3:H - :GLN189:0E1 2.03 Conventional Hydrogen Bond :CYS145:HN - :H01:06 2.41 Conventional Hydrogen Bond
:N3:H25 - :PHE140:0 2.26 Conventional Hydrogen Bond :CYS145:HG - :H01:05 2.93 Conventional Hydrogen Bond
:N3:H25 - :GLU166:0E2 2.84 Conventional Hydrogen Bond :HO1:H19 - :GLU166:0 1.92 Conventional Hydrogen Bond
:N3:H26 - :HIE164:0 2.08 Conventional Hydrogen Bond :HO1:H39 - :PHE140:0 2.76 Conventional Hydrogen Bond
:GLY143:HA2 - :N3:05 3.02 Carbon Hydrogen Bond :HO01:H49 - :HO1:06 2.27 Conventional Hydrogen Bond
:MET165:HA - :N3:0 2.71 Carbon Hydrogen Bond :H01:C3 - :THR26:0 3.39 Carbon Hydrogen Bond
:HIE172:HD2 - :N3:03 2.34 Carbon Hydrogen Bond :HO01:C12 - :GLN189:0E1 3.67 Carbon Hydrogen Bond
:GLN189:HA - :N3:0 2.47 Carbon Hydrogen Bond :HO01:C13 - :GLU166:0 3.57 Carbon Hydrogen Bond
:N3:HA - :GLU166:0 2.61 Carbon Hydrogen Bond :H01:C23 - :LEU167:0 3.20 Carbon Hydrogen Bond
:N3:HA - :GLN189:0E1 2.76 Carbon Hydrogen Bond :HO1:C34 - :GLU166:0E2 3.61 Carbon Hydrogen Bond
:N3:HA - :HIE164:0 2.92 Carbon Hydrogen Bond :HO1:S4 - :HIS41 5.33 Pi-Sulfur
:N3:H24 - :ASN142:0D1 2.82 Carbon Hydrogen Bond :HOI - :CYS145 4.66 Pi-Alkyl
:MET49 - :N3 4.66 Alkyl :HOI - :CYS145 4.29 Pi-Alkyl
N3 - :MET165 4.57 Alkyl
N3 - :LEU167 5.46 Alkyl
‘HIE41 - :N3 431 Pi-Alkyl
:N3 - :PRO168 4.85 Pi-Alkyl
N3 -:ALA191 4.54 Pi-Alkyl
Tablo $5.1. 3CLpro i¢in etkilesen ligand-kalintt atomlarinin etkilesme mesafeleri ve etkilesim tiirleri. (Devami) .
HO02 HO03
Kalint1 ve atomlar Mesade Etkilesim c¢esidi Kahnt1 ve atomlar Mesade Etkilesim ¢esidi
:H02:N41 - :GLU166:0E2 3.15 Attractive Charge :H03:H10 - :GLU166:0E1 2.26 Salt Bridge;Attractive Charge
:GLY143:H - :H02:047 2.00 Conventional Hydrogen Bond :HO03:H11 - :GLU166:0E1 2.59 Salt Bridge;Attractive Charge
:SER144:H - :H02:046 2.48 Conventional Hydrogen Bond :H03:H50 - :GLU166:0E2 2.12 Salt Bridge;Attractive Charge
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:CYS145:H - :H02:046
:GLU166:H - :H02:021
:H02:H79 - :GLU166:0
:H02:H82 - :GLN189:0E1
:H02:H87 - :HIE164:0
:H02:H88 - :HIE164:0
‘MET165:HA - :H02:021
:GLN189:HA - :H02:017
:H02:H95 - :PHE140:0
:MET49:SD - :H02
:HIE41 - :H02

:PRO168 - :H02

:HO2 - :MET165

2.26
2.13
1.93
1.91
2.07
2.72
2.70
2.67
2.57
5.36
3.83
4.87
5.45

Conventional Hydrogen Bond
Conventional Hydrogen Bond
Conventional Hydrogen Bond
Conventional Hydrogen Bond
Conventional Hydrogen Bond
Conventional Hydrogen Bond
Carbon Hydrogen Bond
Carbon Hydrogen Bond
Carbon Hydrogen Bond
Pi-Sulfur

Pi-Pi Stacked

Alkyl

Pi-Alkyl

:SER144:H - :H03:053
:CYS145:H - :H03:053
:GLU166:H - :H03:026
:H03:H22 - :THR190:0
:H03:H23 - :-THR190:0
:HO3:H35 - :MET49:0
:HO3:H37 - :ASP187:0
:HO03:H64 - :GLU166:0
:H03:H73 - :GLN189:0E1
:H03:H82 - :HIE164:0
:MET165:HA - :H03:026
:H03:H16 - :GLN189:0E1
:H03:H29 - :HIE164:0
:H03:H63 - :PRO168:0
:HO03:H71 - :GLU166:0
:HO03:H72 - :GLU166:0
:H03:H89 - :PHE140:0

2.69
2.08
221
2.66
2.89
2.69
222
2.77
1.97
2.68
2.68
2.62
2.84
2.48
2.71
2.50
2.34

Conventional Hydrogen Bond
Conventional Hydrogen Bond
Conventional Hydrogen Bond
Conventional Hydrogen Bond
Conventional Hydrogen Bond
Conventional Hydrogen Bond
Conventional Hydrogen Bond
Conventional Hydrogen Bond
Conventional Hydrogen Bond
Conventional Hydrogen Bond
Carbon Hydrogen Bond
Carbon Hydrogen Bond
Carbon Hydrogen Bond
Carbon Hydrogen Bond
Carbon Hydrogen Bond
Carbon Hydrogen Bond
Carbon Hydrogen Bond

Tablo S5.1. 3CLpro i¢in etkilesen ligand-kalinti atomlarimin etkilesme mesafeleri ve etkilesim tiirleri. (Devami) .

H04 HO5

Kalint1 ve atomlar Mesade Etkilesim cesidi Kalinti ve atomlar Mesade Etkilesim cesidi

:H04:HZ3 - :GLU166:0E2 1.91 Hydrogen Bond;Electrostatic :HO05:HZ1 - :GLU166:0E1 1.94 Salt Bridge;Attractive Charge
:THR26:HN - :H04:0 2.32 Hydrogen Bond :HO05:HZ3 - :GLU166:0E2 1.80 Salt Bridge;Attractive Charge
:SER144:HN - :H04:0 3.04 Hydrogen Bond :HIE41:HE2 - :H05:0 2.98 Conventional Hydrogen Bond
:CYS145:HN - :H04:0 2.57 Hydrogen Bond :GLY143:H - :H05:0 1.94 Conventional Hydrogen Bond
:GLU166:HN - :H04:01 243 Hydrogen Bond :SER144:H - :H05:0XT 247 Conventional Hydrogen Bond
:HO4:H - :GLN189:0E1 1.77 Hydrogen Bond :CYS145:H - :H05:0XT 242 Conventional Hydrogen Bond
:HO04:HN - :HIE164:0 2.85 Hydrogen Bond :CYS145:HG - :H05:0 2.71 Conventional Hydrogen Bond
:H04:HZ1 - :PHE140:0 2.31 Hydrogen Bond :HO5:H2 - :ARG188:0 3.01 Conventional Hydrogen Bond
:H04:HH12 - :SER46:0G 2.21 Hydrogen Bond :HO05:H2 - :THR190:0 2.81 Conventional Hydrogen Bond
:H04:HH21 - :THR25:0G1 2.16 Hydrogen Bond :HO05:H3 - :THR190:0 2.71 Conventional Hydrogen Bond
:HO4:HE - :ASN142:0 2.30 Hydrogen Bond :HO5:HZ1 - :GLN189:0 2.32 Conventional Hydrogen Bond
:H04:HH11 - :ASN119:0D1 3.04 Hydrogen Bond :HO05:HZ2 - :LEU167:0 2.70 Conventional Hydrogen Bond
:H04:HD1 - :ASN119:0D1 3.06 Hydrogen Bond :HO05:HZ3 - :LEU167:0 2.94 Conventional Hydrogen Bond
:H04:CD - :MET49 3.76 Hydrophobic :HO5:HZ3 - :ASP187:0 242 Conventional Hydrogen Bond
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:HIE41 - :H04:CD
:HIE163 - :H04
:HO04 - :MET165

4.43
4.71
4.89

Hydrophobic
Hydrophobic
Hydrophobic

:HO05:HZ1 - :PHE140:0
:PRO168 - :HOS

:HO5 - :MET165
:HIE41 - :HOS

:HIE163 - :HO05

2.16
5.16
5.18
4.54
539

Conventional Hydrogen Bond
Alkyl

Alkyl

Pi-Alkyl

Pi-Alkyl

Tablo $5.1. 3CLpro icin etkilesen ligand-kalintt atomlarinin etkilesme mesafeleri ve etkilesim tiirleri. (Devami) .

H06 HO07
Kalinti ve atomlar Mesade Etkilesim c¢esidi Kalinti ve atomlar Mesade Etkilesim cesidi
:H06:H1 - :GLU166:0E1 2.67 Salt Bridge;Attractive Charge :HO7:HH11 - :GLU166:0E2 2.16 Salt Bridge;Attractive Charge
:H06:H3 - :GLU166:0E1 2.23 Salt Bridge;Attractive Charge HIE41:HE2 - :H07:0 242 Conventional Hydrogen Bond
:H06:NH2 - :GLU166:0E1 4.03 Attractive Charge :GLY143:H - :H07:0 2.49 Conventional Hydrogen Bond
:HO6:NHI1 - :GLU166:0E2 4.60 Attractive Charge :CYS145:HG - :H07:0 2.53 Conventional Hydrogen Bond
:GLY143:H - :H06:0XT 2.09 Conventional Hydrogen Bond :HO7:H1 - :GLU166:0 2.46 Conventional Hydrogen Bond
:SER144:H - :H06:0 2.98 Conventional Hydrogen Bond :HO07:H2 - :MET165:SD 2.62 Conventional Hydrogen Bond
:CYS145:H - :H06:0 2.58 Conventional Hydrogen Bond :HO07:H3 - :GLU166:0 2.49 Conventional Hydrogen Bond
:HO06:H1 - :LEU167:0 2.57 Conventional Hydrogen Bond :HO7:H - :GLU166:0 2.09 Conventional Hydrogen Bond
:H06:H2 - :PRO168:0 291 Conventional Hydrogen Bond :HO7:HE - :ASN142:0D1 2.46 Conventional Hydrogen Bond
:HO6:HH11 - :MET165:SD 241 Conventional Hydrogen Bond :HO07:HE2 - :THR25:0G1 2.97 Conventional Hydrogen Bond
:HO6:HE - :GLN189:0E1 2.78 Conventional Hydrogen Bond :GLY143:HA2 - :H07:0 2.81 Carbon Hydrogen Bond
:H06:HH22 - :ASP187:0 2.79 Conventional Hydrogen Bond :H07:HD2 - :THR190:0 2.56 Carbon Hydrogen Bond
:ASN142:HA - :H06:0XT 2.84 Carbon Hydrogen Bond :H07:HD3 - :PHE140:0 2.92 Carbon Hydrogen Bond
:H06:HD2 - :GLU166:0E1 2.55 Carbon Hydrogen Bond :HO7:HD3 - :GLU166:0E2 2.60 Carbon Hydrogen Bond
‘HO06:HA - :GLU166:0 2.57 Carbon Hydrogen Bond :HO7:HE1 - :SER46:0G 2.59 Carbon Hydrogen Bond
:H06:HD2 - :GLU166:0E1 2.80 Carbon Hydrogen Bond :HIE41 - :HO7 4.66 Pi-Pi T-shaped
:H06:HD3 - :PHE140:0 2.51 Carbon Hydrogen Bond :HO7 - :PRO168 4.99 Alkyl
:H06:HD3 - :GLU166:0E2 2.84 Carbon Hydrogen Bond :HO7 - :MET49 5.19 Pi-Alkyl
:HO6:NH1 - :HIE41 3.93 Pi-Cation :HO7 - :MET165 5.07 Pi-Alkyl
:HO06:HD3 - :HIE41 2.86 Pi-Sigma :HO7 - :MET49 5.18 Pi-Alkyl
:CYS145 - :HO6 4.74 Alkyl
:HIE41 - :HO06 4.60 Pi-Alkyl
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Tablo $5.1. 3CLpro i¢in etkilesen ligand-kalintt atomlarinin etkilesme mesafeleri ve etkilesim tiirleri. (Devami) .

HO8 HO09
Kalint1 ve atomlar Mesade Etkilesim cesidi Kalint1 ve atomlar Mesade Etkilesim cesidi
‘HO08:HZ2 - :GLU166:0E1 2.94 Salt Bridge;Attractive Charge :H09:HZ3 - :GLU166:0E2 242 Salt Bridge;Attractive Charge
:HO08:HZ3 - :GLU166:0E2 2.24 Salt Bridge;Attractive Charge :THR26:HN - :HIE311:0 2.11 Conventional Hydrogen Bond
:SER144:H - :H08:0 2.44 Conventional Hydrogen Bond :CYS145:HN - :H09:0 2.69 Conventional Hydrogen Bond
:CYS145:H - :H08:0 2.24 Conventional Hydrogen Bond :GLU166:HN - :H09:01 2.22 Conventional Hydrogen Bond
:GLU166:H - :H08:0 2.14 Conventional Hydrogen Bond :HO09:H - :GLN189:0E1 1.76 Conventional Hydrogen Bond
:HO8:H1 - :GLU166:0 2.60 Conventional Hydrogen Bond :HO9:HN - :HIE164:0 2.84 Conventional Hydrogen Bond
:HO8:H3 - :GLU166:0 2.80 Conventional Hydrogen Bond :H09:HZ1 - :PHE140:0 2.01 Conventional Hydrogen Bond
:HO8:H - :GLU166:0 1.94 Conventional Hydrogen Bond :H09:HHI11 - :THR25:0G1 1.92 Conventional Hydrogen Bond
:HO8:H - :GLN189:0E1 1.85 Conventional Hydrogen Bond :H09:HH22 - :SER46:0G 242 Conventional Hydrogen Bond
:HO8:H - :HIE164:0 2.68 Conventional Hydrogen Bond :GLY143:HA2 - :HIE311:ND1 2.78 Carbon Hydrogen Bond
:HO8:HZ3 - :PHE140:0 2.99 Conventional Hydrogen Bond :H09:HA - :HIE164:0 2.92 Carbon Hydrogen Bond
‘MET165:HA - :H08:0 2.60 Carbon Hydrogen Bond :H09:HEI - :ASN142:0D1 2.96 Carbon Hydrogen Bond
:GLN189:HA - :H08:0 2.46 Carbon Hydrogen Bond :MET165:SD - :H09 5.41 Pi-Sulfur
:HO8:HA - :THR190:0 2.72 Carbon Hydrogen Bond :CYS145 - :H09 5.46 Alkyl
:MET49:SD - :HO8 5.25 Pi-Sulfur :HIE41 - :H09:CD 3.69 Pi-Alkyl
:HIE41 - :HO8 3.84 Pi-Pi Stacked :HIE163 - :H09 4.72 Pi-Alkyl
:PRO168 - :HO8 5.33 Alkyl
:HIE163 - :HO08 4.82 Pi-Alkyl
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Tablo S5.1. Hidrojen baglari olusturan ligand kalint1 atomlari, MD simiilasyonunda tespit edilen hidrojen bag: gerceve sayilari ve N3 ligandinin hidrojen bag: doluluk yiizdeleri

Interacted Atoms Frame Numbers Occupancy%  Interacted Atoms Frame Numbers Occupancy%

N3@O3-THR24@OG1-HG1 168 0.336  N3@NI1-THR190@N-H 180 0.36
N3@04-THR25@O0G1-HG1 8 0.016 N3@O-THR190@N-H 577 1.154
N3@O4-THR26@N-H 10258 20.516  N3@NI1-ALA191@N-H 2 0.004
N3@O3-SER46@N-H 22 0.044 N3@O2-ALA191@N-H 5 0.01
N3@O04-SER46@O0G-HG 268 0.536 N3@OI1-GLN192@N-H 140 0.28
N3@N2-ASN142@ND2-HD21 4 0.008 N3@N1-GLN192@N-H 528 1.056
N3@O3-ASN142@ND2-HD21 52 0.104  N3@O02-GLN192@NE2-HE22 14 0.028
N3@04-ASN142@ND2-HD21 235 0.47 N3@O1-ALA193@N-H 1 0.002
N3@O5-ASN142@ND2-HD21 334 0.668  GLNI189@OE1-N3@N-H 1107 2214
N3@N2-ASN142@ND2-HD22 5 0.01 GLNIS89@NE2-N3@N-H 1 0.002
N3@O03-ASN142@ND2-HD22 69 0.138  GLNI189@O-N3@N-H 590 1.18
N3@N2-GLY 143@N-H 1 0.002 THR190@O-N3@N-H 1419 2.838
N3@O3-GLY143@N-H 3897 7.794  GLN192@O-N3@N-H 110 0.22
N3@O3-SER144@N-H 1192 2.384  GLU166@O-N3@N-H 13875 27.75
N3@O3-SER144@0G-HG 8 0.016 GLNI89@OEI-N3@N-H 22 0.044
N3@03-CYS145@N-H 1456 2912 GLNI189@O-N3@N-H 1 0.002
N3@N2-HIE163@NE2-HE2 129 0.258  MET49@O-N3@N-H 28 0.056
N3@O3-HIE163@NE2-HE2 911 1.822  GLNI189@OE1-N3@N-H 1598 3.196
N3@O-GLU166@N-H 2985 597  GLNI89@NE2-N3@N-H 1 0.002
N3@O-GLU166@N-H 10664 21.328  PHE140@O-N3@N2-H25 1766 3.532
N3@O3-GLU166@N-H 4 0.008  LEU141@N-N3@N2-H25 1 0.002
N3@O3-HIE172@NE2-HE2 9 0.018 LEU141@O-N3@N2-H25 2953 5.906
N3@O1-GLN189@NE2-HE21 4 0.008  ASN142@ODI-N3@N2-H25 3365 6.73
N3@N1-GLN189@NE2-HE21 15 0.03  ASN142@ND2-N3@N2-H25 71 0.142
N3@O-GLN189@NE2-HE21 3240 6.48  ASN142@O-N3@N2-H25 8 0.016
N3@O-GLN189@NE2-HE21 3423 6.846  SER144@OG-N3@N2-H25 580 1.16
N3@O3-GLN189@NE2-HE21 12 0.024  MET165@O-N3@N2-H25 1 0.002
N3@O1-GLN189@NE2-HE22 3 0.006  GLU166@OEI1-N3@N2-H25 142 0.284
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N3@N1-GLN189@NE2-HE22 1 0.002  GLU166@OE2-N3@N2-H25 225 0.45
N3@O-GLN189@NE2-HE22 615 1.23  HIE41@NDI1-N3@N3-H26 211 0.422
N3@O1-THR190@N-H 89 0.178  HIE164@O-N3@N3-H26 441 0.882
Tablo S6.1. Hidrojen baglari olusturan ligand kalinti atomlari, MD simiilasyonunda tespit edilen hidrojen bagi g¢ergeve sayilart ve HO1 ligandinin hidrojen bagi doluluk yiizdeleri

Interacted Atoms Frame Numbers Occupancy% Interacted Atoms Frame Numbers Occupancy%

HO1@N2-THR24@OG1-HG1 10 0.02 ASN142@ODI1-H01@N18-H20 14 0.028
HO01@O5-THR24@OG1-HG1 3 0.006 GLU166@OE1-HO1@N18-H20 913 1.826
HO1@O6-THR24@OG1-HG1 1250 2.5 GLUI66@OE2-HOl@N18-H20 2281 4.562
HO1@N46-THR24@OG1-HG1 4 0.008 GLU166@O-HO1@N18-H20 1199 2.398
HOl@OS5-THR25@O0OG1-HG1 1 0.002  GLNI189@OE1-HOl@N18-H20 2305 4.61
HOl@O6-THR25@O0OG1-HG1 45 0.09  GLNI189@NE2-HO1@N18-H20 14 0.028
HO1@N46-THR25@OG1-HG1 2 0.004 GLNI189@O-H01@N18-H20 1557 3.114
HO01@O6-THR26@N-H 27 0.054 THRI190@OG1-HOl@N18-H20 534 1.068
HO01@O5-HIE41 @NE2-HE2 15 0.03 THRI190@O-HO1@N18-H20 5 0.01
HO01@O5-SER46@N-H 218 0.436  SER46@OG-H01@N24-H25 358 0.716
HO1@O6-SER46@N-H 501 1.002  SER46@O-HO01@N24-H25 1667 3.334
HOl@N2-SER46@OG-HG 58 0.116  GLU47@OE1-HO1@N24-H25 5438 10.876
HO1@OS5-SER46@OG-HG 181 0.362  GLU47@OE2-HO1@N24-H25 7598 15.196
HO1@O6-SER46@OG-HG 1007 2.014  ASN142@OD1-HO1@N24-H25 151 0.302
HO01@O16-SER46@OG-HG 129 0.258 GLU166@OE1-H01@N24-H25 2340 4.68
HO01@N46-SER46@OG-HG 30 0.06 GLU166@OE2-HO1@N24-H25 689 1.378
HO01@O6-ASN142@ND2-HD22 1 0.002  GLU166@0O-H01@N24-H25 252 0.504
HO1@O16-ASN142@ND2-HD22 1040 2.08 LEU167@O-H01@N24-H25 3598 7.196
HOI@N2-GLY143@N-H 779 1.558  PRO168@O-HO1@N24-H25 162 0.324
HOl@O5-GLY 143@N-H 10 0.02  GLNI189@OEI-HO1@N24-H25 1 0.002
HOl@O6-GLY 143@N-H 915 1.83  GLU47@OE1-HO1@N24-H26 1801 3.602
HOl@OS-SER144@N-H 62 0.124  GLU47@OE2-H01@N24-H26 426 0.852
HO01@O6-SER144@N-H 869 1.738  ASN142@OD1-HO1@N24-H26 275 0.55
HO01@O5-SER144@0G-HG 3 0.006 GLU166@OE1-H01@N24-H26 8127 16.254
HO01@O6-SER144@O0G-HG 1267 2.534  GLU166@OE2-H01@N24-H26 2920 5.84
HO1@O5-CYS145@N-H 37 0.074  GLU166@O-H01@N24-H26 745 1.49
HOl@O6-CYS145@N-H 74 0.148  GLNI189@OE1-HO1@N24-H26 1 0.002
HOl@O16-GLU166@N-H 10 0.02  GLU47@OE2-HO1@N31-H32 2861 5.722
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HOI1@N2-GLN189@NE2-HE21
HO1@06-GLN189@NE2-HE21
HOI@N11-GLN189@NE2-HE21
HO1@O16-GLN189@NE2-HE21
HO1@N44-GLN189@NE2-HE21
HO1@O016-GLN189@NE2-HE22
HO1@N44-GLN189@NE2-HE22
HO1@O05-THR190@OG1-HG1
HO1@06-THR190@OG1-HG1
HO1@O16-THR190@OG1-HG1
HO1@N44-THR190@OG1-HG1
HO1@N46-THR190@OG1-HG1
HO1@05-ALA191@N-H
HO1@06-ALA191@N-H
HO1@O16-ALA191@N-H
HO1@N44-ALA191@N-H
HO1@05-ALA194@N-H
SER46@O0G-H01@N18-H19
SER46@O-H01@N18-H19
GLU47@OE1-H01@N18-H19
GLU47@OE2-H01@N18-H19
GLU166@0-H01@N18-H19
GLN189@OE1-H01@N18-H19
GLN189@NE2-HO1@N18-H19
GLN189@0-HO1@N18-H19
THR190@0G1-HO1@N18-H19
THR190@O0-HO1@N18-H19
SER46@O0G-HO01@N18-H20
SER46@0-H01 @N18-H20
GLU47@OE1-H01@N18-H20
GLU47@OE2-H01@N18-H20

8 0.016

2 0.004

12 0.024
1614 3.228
7 0.014

35 0.07

4 0.008

49 0.098
90 0.18
500 1
1 0.002

5 0.01

54 0.108

3 0.006
230 0.46
2 0.004

1 0.002

2 0.004
237 0.474
5145 10.29
6185 12.37
1585 3.17
6171 12.342
38 0.076
949 1.898
122 0.244
71 0.142
41 0.082

7 0.014
4626 9.252
3811 7.622

ASN142@OD1-H01 @N31-H32
GLU166@OE1-HO1@N31-H32
GLU166@OE2-H01@N31-H32
ASN142@OD1-H01@N31-H33
GLU166@OE1-H01@N31-H33
GLU166@OE2-HO1@N31-H33
GLY138@0-H01@N37-H38
SER139@0-H01 @N37-H38
PHE140@0-H01@N37-H38
LEU141@0-H01@N37-H38
ASN142@OD1-H01@N37-H38
GLU166@OE1-H01@N37-H38
GLU166@OE2-H01@N37-H38
GLY170@0-H01@N37-H38
GLY138@0-H01@N37-H39
SER139@0-H01 @N37-H39
PHE140@0-H01@N37-H39
LEU141@0-H01@N37-H39
ASN142@OD1-H01@N37-H39
GLU166@OE1-H01@N37-H39
GLU166@OE2-H01@N37-H39
GLY170@0-H01@N37-H39
GLY138@0-H01 @N37-H40
SER139@0G-H01@N37-H40
SER139@0-H01@N37-H40
PHE140@0-H01@N37-H40
LEU141@0-H01@N37-H40
ASN142@OD1-H01 @N37-H40
GLU166@OE1-H01@N37-H40
GLU166@OE2-H01@N37-H40
GLY170@0-H01 @N37-H40

102
17885
17943
21560
7965
7387
112
153
8311
41
801
7668
11427
88
182
549
8836
137
883
9145
8990
130
33

441
13803
367
786
5908
7097
192

0.204
35.77
35.886
43.12
15.93
14.774
0.224
0.306
16.622
0.082
1.602
15.336
22.854
0.176
0.364
1.098
17.672
0.274
1.766
18.29
17.98
0.26
0.066
0.004
0.882
27.606
0.734
1.572
11.816
14.194
0.384
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Tablo S6.2. Hidrojen baglari olusturan ligand kalinti atomlari, MD simiilasyonunda tespit edilen hidrojen bagi g¢ergeve sayilart ve HO2 ligandimin hidrojen bagi doluluk yiizdeleri

Interacted Atoms Frame Numbers Occupancy% Interacted Atoms Frame Numbers Occupancy%
H02@033-ASN142@ND2-HD21 1 0.002 GLNI189@OEI1-HO2@N28-H29 1 0.002
H02@046-ASN142@ND2-HD22 1723 3.446  PHE140@O-H02@N41-H42 4691 9.382
H02@047-ASN142@ND2-HD22 3373 6.746  LEU141@O-HO02@N41-H42 31 0.062
H02@046-GLY 143@N-H 17479 34958  ASN142@ODI1-H02@N41-H42 2554 5.108
H02@047-GLY 143@N-H 19589 39.178  GLU166@OE1-H02@N41-H42 9418 18.836
H02@046-SER144@N-H 8017 16.034  GLU166@OE2-H02@N41-H42 8693 17.386
H02@047-SER144@N-H 4310 8.62  HIE172@ND1-H02@N41-H42 1 0.002
H02@046-SER144@0G-HG 7343 14.686  PHE140@O-H02@N41-H43 7428 14.856
H02@047-SER144@O0G-HG 3830 7.66  LEU141@O-HO02@N41-H43 15 0.03
H02@046-CYS145@N-H 3504 7.008  ASN142@OD1-H02@N41-H43 2439 4.878
H02@047-CYS145@N-H 2573 5.146  GLU166@OE1-H02@N41-H43 8500 17
H02@046-HIE163@NE2-HE2 4 0.008  GLU166@OE2-H02@N41-H43 12146 24.292
H02@047-HIE163@NE2-HE2 22 0.044  PHE140@O-H02@N41-H44 9526 19.052
H02@021-GLU166@N-H 42788 85.576  LEU141@O-HO02@N41-H44 23 0.046
H02@O17-GLN189@NE2-HE21 4940 9.88  ASN142@OD1-H02@N41-H44 2962 5.924
HO02@N22-GLN189@NE2-HE21 2 0.004 GLU166@OE1-HO2@N41-H44 6895 13.79
H02@033-GLN189@NE2-HE21 1 0.002  GLU166@OE2-H02@N41-H44 8074 16.148
H02@O017-GLN189@NE2-HE22 159 0.318  GLU166@O-H02@N18-H79 18668 37.336
H02@O17-THR190@N-H 553 1.106  GLN189@OEI1-HO2@N22-H82 17287 34.574
H02@O017-GLN192@N-H 3 0.006 HIE164@ND1-HO2@N31-H87 6 0.012
H02@O17-GLN192@NE2-HE22 12890 25.78  HIE164@O-H02@N31-H87 48418 96.836
ASP187@0-H02@N28-H29 19829 39.658
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Tablo S6.3. Hidrojen baglari olusturan ligand kalinti atomlari, MD simiilasyonunda tespit edilen hidrojen bagi ¢ergeve sayilart ve HO3 ligandinin hidrojen bagi doluluk yiizdeleri

Interacted Atoms Frame Numbers Occupancy%% Interacted Atoms Frame Numbers Occupancy%

HO03@039-ASN142@ND2-HD21 30 0.06 MET49@O-H03@N34-H35 10758 21.516
HO03@053-ASN142@ND2-HD21 1 0.002 LEU50@O-H03@N34-H35 140 0.28
HO03@052-ASN142@ND2-HD22 1507 3.014 TYRS54@OH-HO3@N34-H35 4 0.008
HO03@053-ASN142@ND2-HD22 1516 3.032  ASP187@ODI1-HO3@N34-H35 200 0.4
HO03@052-GLY 143@N-H 17485 3497  ASP187@OD2-HO3@N34-H35 110 0.22
HO03@053-GLY 143@N-H 13800 27.6  ASP187@O-HO03@N34-H35 10634 21.268
HO03@052-SER144@N-H 4309 8.618 GLNI189@OEI-HO3@N34-H35 2218 4.436
HO03@053-SER144@N-H 5521 11.042  HIE41@ND1-HO3@N34-H36 658 1.316
HO03@052-SER144@0G-HG 738 1.476  MET49@O-H03@N34-H36 10505 21.01
HO03@053-SER144@0G-HG 2915 5.83  LEU50@O-H03@N34-H36 154 0.308
HO03@052-CYS145@N-H 10844 21.688  TYRS54@OH-HO3@N34-H36 7 0.014
HO03@053-CYS145@N-H 13200 26.4  ASP187@OD1-HO3@N34-H36 536 1.072
HO03@052-HIE163@NE2-HE2 76 0.152  ASP187@OD2-HO03@N34-H36 60 0.12
HO3@053-HIE163@NE2-HE2 145 0.29  ASP187@O-H03@N34-H36 11174 22.348
H03@026-GLU166@N-H 34477 68.954  GLNI189@OEI-H03@N34-H36 1778 3.556
HO03@O013-GLN189@NE2-HE21 5402 10.804  HIE41@NDI1-HO3@N34-H37 206 0.412
HO03@O013-GLN189@NE2-HE22 4 0.008 MET49@O-H03@N34-H37 10331 20.662
HO3@N21-GLN192@NE2-HE21 3 0.006 LEU50@O-H03@N34-H37 130 0.26
ASN142@OD1-HO3@N8-H9 303 0.606  TYR54@OH-HO3@N34-H37 5 0.01
GLU166@OE1-HO3@N8-H9 7712 15.424  ASP187@ODI1-HO3@N34-H37 178 0.356
GLU166@OE2-HO03@N8-H9 5765 11.53  ASP187@OD2-HO3@N34-H37 54 0.108
LEU167@0O-H03@N8-H9 1242 2.484  ASP187@O-HO3@N34-H37 11190 22.38
PRO168@O-HO03@N8-H9 151 0.302  GLNI189@OE1-H03@N34-H37 1745 3.49
ASN142@OD1-HO3@N8-H10 34 0.068  PHE140@O-HO03@N47-H48 9980 19.96
ASN142@ND2-HO3@N8-H10 2 0.004 LEU141@O-H03@N47-H48 27 0.054
GLU166@OE1-HO03@N8-H10 6058 12.116 ~ ASN142@OD1-H03@N47-H48 1660 3.32
GLU166@OE2-H03@N8-H10 7694 15.388  ASN142@ND2-H03@N47-H48 1 0.002
LEU167@0O-H03@N8-H10 3697 7.394  GLU166@OE1-H03@N47-H48 13309 26.618
PRO168@O-HO3@N8-H10 146 0.292  GLU166@OE2-H03@N47-H48 8150 16.3
ASN142@OD1-HO3@N8-H11 234 0.468  HIE172@ND1-H03@N47-H48 156 0.312
ASN142@ND2-HO3@N8-H11 2 0.004 PHE140@O-HO3@N47-H49 13999 27.998
GLU166@OE1-HO3@N8-H11 11841 23.682  LEU141@O-H03@N47-H49 8 0.016
GLU166@OE2-HO03@N8-H11 6187 12.374  ASN142@OD1-H03@N47-H49 7248 14.496
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LEU167@O-H03@N8-H11
PRO168@O-HO3@N8-H11
VALI186@0-H03@N21-H22
ARG188@0-H03@N21-H22
GLN189@0-H03@N21-H22
THR190@0G1-HO3@N21-H22
THR190@0-H03@N21-H22
GLN192@OE1-H03@N21-H22
VALI186@0-H03@N21-H23
ARG188@0-H03@N21-H23
GLN189@0-H03@N21-H23
THR190@0G1-HO3@N21-H23
THR190@0-HO3@N21-H23
GLN192@OE1-H03@N21-H23
GLN192@NE2-H03@N21-H23
VALI186@0-H03@N21-H24
ARG188@0-H03@N21-H24
GLN189@0-H03@N21-H24
THR190@0G1-HO3@N21-H24
THR190@0-HO3@N21-H24
GLN192@OE1-H03@N21-H24
GLN192@NE2-H03@N21-H24
HIE41@ND1-H03@N34-H35

4379

88
6997
8544

910
10117
11797

6888
9100

973
9914
10763

7672
8082

846

9846

11054

116

8.758
0.176
13.994
17.088
0.022
1.82
20.234
23.594
13.776
18.2
0.03
1.946
19.828
21.526
0.008
15.344
16.164
0.034
1.692
19.692
22.108
0.002
0.232

SER144@0G-H03@N47-H49
GLU166@OE1-H03@N47-H49
GLU166@OE2-H03@N47-H49
HIE172@ND1-H03@N47-H49
PHE140@0-H03@N47-H50
LEU141@0-H03@N47-H50
ASN142@OD1-H03@N47-H50
GLU166@OE1-H03@N47-H50
GLU166@OE2-H03@N47-H50
HIE172@ND1-H03@NA47-H50
GLU166@OE1-H03@N1-H54
GLU166@OE2-H03@N1-H54
GLU166@O-H03@N1-H54
LEU167@0-H03@N1-H54
PRO168@N-H03@N1-H54
GLU166@OE1-H03@N1-H55
GLU166@OE2-H03@N1-H55
GLU166@0-H03@N1-H55
LEU167@0-H03@N1-H55
GLU166@0-H03@N14-H64
GLN189@OE1-H03@N27-H73
HIE164@O0-H03@N40-H82

4184
3033

169
4656

4381
8227
8908

10193

8833
283
16633

0.002
8.368
6.066
0.338
9.312
0.02
8.762
16.454
17.816
0.744
0.002
0.02
50.872
0.022
0.002
0.008
0.006
20.386
0.018
17.666
0.566
33.266
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Tablo S6.4. Hidrojen baglari olusturan ligand kalinti atomlari, MD simiilasyonunda tespit edilen hidrojen bagi g¢ergeve sayilart ve H04 ligandinin hidrojen bagi doluluk yiizdeleri

Interacted Atoms Frame Numbers Occupancy% Interacted Atoms Frame Numbers Occupancy%

HO04@NH1-GLN19@NE2-HE21 2 0.004  SER46@OG-H04@NHI1-HH11 70 0.14
HO04@NH2-GLN19@NE2-HE21 1 0.002 GLNI189@OEI-HO4@NHI1-HHI11 5895 11.79
HO04@NH2-THR25@OG1-HG1 5 0.01  GLNI89@NE2-HO4@NHI-HH11 23 0.046
H04@O-THR25@O0G1-HG1 130 0.26 THR25@OGI1-HO4@NHI1-HHI2 18 0.036
H04@OXT-THR25@OG1-HG1 25 0.05 THR45@OG1-HO4@NH1-HH12 28 0.056
H04@O-THR26@N-H 13845 27.69  SER46@OG-H04@NHI1-HH12 16445 32.89
H04@OXT-THR26@N-H 4057 8.114  SER46@O-HO04@NH1-HH12 104 0.208
H04@O-SER46@OG-HG 714 1.428  GLNI189@OEI-HO4@NHI1-HH12 41 0.082
H04@OXT-SER46@OG-HG 563 1.126 ~ THR24@O-HO04@NH2-HH21 31 0.062
HO4@NH1-ASN119@ND2-HD21 10 0.02 THR25@OGI-H04@NH2-HH21 44 0.088
HO4@NH2-ASN119@ND2-HD21 3 0.006 SER46@OG-H04@NH2-HH21 30 0.06
H04@O-ASN142@ND2-HD21 939 1.878  THR24@OG1-H04@NH2-HH22 1 0.002
HO4@NE-ASN142@ND2-HD21 1 0.002 THR24@O-HO04@NH2-HH22 206 0.412
HO4@NH1-ASN142@ND2-HD21 1 0.002 THR25@OGI1-H04@NH2-HH22 30 0.06
HO04@OXT-ASN142@ND2-HD21 11 0.022  SER46@OG-H04@NH2-HH22 6310 12.62
H04@0-ASN142@ND2-HD22 472 0.944  SER46@O-H04@NH2-HH22 320 0.64
HO4@NH1-ASN142@ND2-HD22 1 0.002 GLU47@OEI1-H04@NH2-HH22 6 0.012
H04@0-ASN142@ND2-HD22 13 0.026  ASN142@OD1-H04@NH2-HH22 1 0.002
HO04@OXT-ASN142@ND2-HD22 394 0.788  THR26@O-H04@N-H 19505 39.01
H04@O-GLY 143@N-H 6405 12.81 THR24@O-HO04@NE-HE 10 0.02
H04@O-GLY 143@N-H 1393 2.786  ASN119@OD1-H04@NE-HE 666 1.332
HO04@O-SER144@N-H 120 0.24  ASN142@OD1-HO4@NE-HE 1129 2.258
H04@O-CYS145@N-H 13821 27.642  ASN142@ND2-HO04@NE-HE 3 0.006
H04@01-GLU166@N-H 13585 27.17  ASN142@O-H04@NE-HE 376 0.752
H04@O-GLN189@NE2-HE21 1250 2.5 THR24@O-HO4@NHI-HH11 2 0.004
HO04@NH1-GLN189@NE2-HE21 1 0.002  ASNI19@OD1-H04@NH1-HH11 5992 11.984
GLN189@OE1-H04@N-H 3016 6.032  ASNI119@ND2-HO04@NH1-HH11 13 0.026
GLN189@NE2-H04@N-H 4 0.008  ASN142@OD1-H04@NH1-HH11 492 0.984
HIE164@0O-H04@N-H 28554 57.108  ASN142@O-H04@NH1-HH11 203 0.406
PHE140@0O-H04@NZ-HZ1 1420 2.84 GLNI9@OE1-H04@NHI1-HH12 29 0.058
LEU141@0-H04@NZ-HZ1 12 0.024 THR24@O-HO4@NH1-HH12 495 0.99
ASN142@OD1-H04@NZ-HZ1 3213 6.426  ASNI119@OD1-H04@NH1-HH12 672 1.344
ASN142@ND2-H04@NZ-HZ1 1 0.002  ASNI142@O-H04@NH1-HH12 52 0.104
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GLU166@OE1-H04@NZ-HZ1 5249 10.498  GLN19@OEI1-H04@NH2-HH21 41 0.082
GLU166@OE2-H04@NZ-HZ1 4038 8.076 THR24@O-H04@NH2-HH21 267 0.534
PHE140@O-H04@NZ-HZ2 1418 2.836  ASNI119@OD1-H04@NH2-HH21 2249 4.498
LEU141@0-H04@NZ-HZ2 8 0.016  ASN119@ND2-HO4@NH2-HH21 2 0.004
ASN142@OD1-H04@NZ-HZ2 3472 6.944  ASN142@OD1-HO4@NH2-HH21 301 0.602
GLU166@OE1-HO4@NZ-HZ2 5303 10.606 ~ ASN142@ND2-H04@NH2-HH21 1 0.002
GLU166@OE2-H04@NZ-HZ2 4132 8.264  ASN142@O-H04@NH2-HH21 1224 2.448
PHE140@0O-H04@NZ-HZ3 1651 3.302  GLN19@OEI1-H04@NH2-HH22 68 0.136
LEU141@0-H04@NZ-HZ3 16 0.032  GLN19@NE2-H04@NH2-HH22 6 0.012
ASN142@OD1-H04@NZ-HZ3 3652 7.304 THR24@O-HO04@NH2-HH22 440 0.88
GLU166@OE1-HO4@NZ-HZ3 5443 10.886  THR26@OG1-H04@NH2-HH22 1 0.002
GLU166@OE2-H04@NZ-HZ3 3644 7.288  ASN119@OD1-HO4@NH2-HH22 459 0.918
SER46@0G-H04@NE-HE 5 0.01  ASN142@O-HO04@NH2-HH22 17 0.034
Tablo S6.5. Hidrojen baglar1 olusturan ligand kalint1 atomlari, MD simiilasyonunda tespit edilen hidrojen bag: ¢ergeve sayilart ve HOS5 ligandinin hidrojen bag: doluluk yiizdeleri

Interacted Atoms Frame Numbers Occupancy% Interacted Atoms Frame Numbers Occupancy%

HO5@O-HIE41 @NE2-HE2 5012 10.024  GLU166@OE1-HOS@NZ-HZ3 86 0.172
HO5@O0-SER46@OG-HG 1 0.002  GLU166@OE2-HO5@NZ-HZ3 370 0.74
HO5@O0-SER46@OG-HG 1917 3.834  PRO168@O-HO5@NZ-HZ3 276 0.552
HO5@O0-SER46@OG-HG 4 0.008  GLNI189@O-HO5@NZ-HZ3 1767 3.534
HO5@0-ASN142@ND2-HD22 946 1.892  THR190@O-HO5@NZ-HZ3 23 0.046
HO5@OXT-ASN142@ND2-HD22 7067 14.134  GLN192@OE1-HO5@NZ-HZ3 471 0.942
HO5@O-GLY 143@N-H 12597 25.194  GLN192@O-HO05@NZ-HZ3 22 0.044
HO5@OXT-GLY 143@N-H 24263 48.526  GLN189@OEI1-HO5@N-H 250 0.5
HO5@O-SER144@N-H 2182 4364 ASN142@ODI1-HO5@NZ-HZ1 3776 7.552
HO5@OXT-SER144@N-H 194 0.388  ASN142@ND2-HO5S@NZ-HZ1 1 0.002
HO5@O0-SER144@O0G-HG 2375 4.75  GLU166@OE1-HO5@NZ-HZ1 4705 9.41
HO5@OXT-SER144@O0G-HG 271 0.542  GLU166@OE2-HO5@NZ-HZ1 4712 9.424
HO5@O0-CYS145@N-H 10035 20.07 LEU167@O-HO5@NZ-HZ1 34 0.068
HO5@OXT-CYS145@N-H 6 0.012  PRO168@O-HO5@NZ-HZ1 211 0.422
HO5@O-HIE163@NE2-HE2 3 0.006 ASN142@ODI1-HO5@NZ-HZ2 3935 7.87
HO5@OXT-HIE163@NE2-HE2 5 0.01 GLU166@OE1-HOS@NZ-HZ2 5772 11.544
HO5@O-GLU166@N-H 8225 16.45  GLU166@OE2-HOS@NZ-HZ2 5896 11.792
HO5@O-GLN189@NE2-HE21 433 0.866 LEU167@O-HO5@NZ-HZ2 57 0.114
HO5@N-GLN189@NE2-HE21 1 0.002  PRO168@O-HO5@NZ-HZ2 196 0.392
HO5@O-GLN189@NE2-HE21 30229 60.458  ASN142@OD1-HO5@NZ-HZ3 4405 8.81
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HO5@0-GLN189@NE2-HE22
SER46@O0G-HO5@N-H1
SER46@O-HO5@N-H1
GLU47@OE1-HO5@N-H1
GLU47@OE2-HO5@N-H1
GLU166@O-H05@N-H1
ASP187@0-H05@N-H1
ARG188@0-HO5@N-H1
GLN189@OE1-H05@N-H1
GLN189@NE2-HO5@N-H1
THR190@0-HO5@N-H1
GLN192@OE1-H05@N-H1
SER46@O0G-H05@N-H2
SER46@0-H05@N-H2
GLU47@OEI-H05@N-H2
GLU47@OE2-H05@N-H2
GLU166@0-H05@N-H2
ASP187@0-H05@N-H2
ARG188@0-H05@N-H2
GLN189@OEI1-H05@N-H2
THR190@0-HO05@N-H2
GLN192@OE1-H05@N-H2
GLN192@NE2-H05@N-H2
SER46@O0G-H05@N-H3
SER46@0-H05@N-H3
GLU47@OE1-HO5@N-H3
GLU47@OE2-H05@N-H3
GLU166@0-H05@N-H3
ASP187@0-H05@N-H3
ARG188@0-HO5@N-H3
GLN189@OE1-H05@N-H3
GLN189@NE2-H05@N-H3
THR190@0-H05@N-H3
GLN192@OE1-H05@N-H3
GLN192@NE2-H05@N-H3
GLU47@OE1-H05@NZ-HZ1

747
224
617
458
526
2412
2292
6685
1573

313
783
356
534
395
622
2295
2199
6340
1670
390
819

353
452
486
682
2188
2477
6197
1715

371
752

1.494
0.448
1.234
0.916
1.052
4.824
4.584
13.37
3.146
0.006
0.626
1.566
0.712
1.068
0.79
1.244
4.59
4.398
12.68
3.34
0.78
1.638
0.002
0.706
0.904
0.972
1.364
4.376
4.954
12.394
3.43
0.002
0.742
1.504
0.004
0.02
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GLU166@OE1-H05@NZ-HZ3
GLU166@OF2-H05@NZ-HZ3
LEU167@0-H05@NZ-HZ3
PRO168@O-H05@NZ-HZ3
THR169@0-H05@NZ-HZ3
GLU166@OE1-H05@N-H
GLU166@OE2-H05@N-H
HIE41@ND1-HO5@NZ-HZ1
HIE41@NE2-HO5@NZ-HZ1
HIE164@NDI1-HO5@NZ-HZ1
HIE164@O0-H05@NZ-HZ1
ASP187@O0D2-H05@NZ-HZ1
ASP187@0-HO5@NZ-HZ1
GLN189@OE1-H05@NZ-HZ1
HIE41@ND1-HO5@NZ-HZ2
HIE41@NE2-HO5@NZ-HZ2
HIE164@ND1-HO5@NZ-HZ2
HIE164@0-H05@NZ-HZ2
ASP187@O0D2-H05@NZ-HZ2
ASP187@0-H05@NZ-HZ2
GLN189@OEI1-H05@NZ-HZ2
HIE41@ND1-H05@NZ-HZ3
HIE41@NE2-HO5@NZ-HZ3
TYRS54@OH-H05@NZ-HZ3
HIE164@ND1-H05@NZ-HZ3
HIE164@0-H05@NZ-HZ3
ASP187@O0D2-H05@NZ-HZ3
ASP187@0-H05@NZ-HZ3
GLN189@OEI1-H05@NZ-HZ3
GLU166@OE1-H05@N-H
THR26@O0-HO5@NZ-HZ1
SER46@0G-H05@NZ-HZ1
ASN119@ODI-H05@NZ-HZ1
PHE140@0-H05@NZ-HZ1
ASN142@O0D1-H05@NZ-HZ1
ASN142@ND2-H05@NZ-HZ1

5079
5413
44
198

165

6462

373
11898
11653

929

60
8737

368
11530
9222
859
56
5877

510
13997
8494
727
45

58

79

381
87

10.158
10.826
0.088
0.396
0.004
0.33
0.006
12.924
0.002
0.746
23.796
23.306
1.858
0.12
17.474
0.002
0.736
23.06
18.444
1.718
0.112
11.754
0.002
0.002
1.02
27.994
16.988
1.454
0.09
0.002
0.116
0.016
0.158
0.762
0.174
0.004



GLU47@OE2-HO05@NZ-HZ1 8 0.016 GLU166@OE1-HO5@NZ-HZ1 71 0.142
GLU166@OE1-HO5@NZ-HZ1 73 0.146  GLU166@OE2-HO5@NZ-HZ1 55 0.11
GLU166@OE2-HOS@NZ-HZ1 171 0.342 THR26@O-HO5@NZ-HZ2 83 0.166
PRO168@O-HO5@NZ-HZ1 209 0.418  SER46@OG-HO5@NZ-HZ2 9 0.018
GLN189@OE1-HO5@NZ-HZ1 1 0.002  ASN119@ODI1-HO5@NZ-HZ2 62 0.124
GLN189@O-HO05@NZ-HZ1 1811 3.622 PHE140@O-HO5@NZ-HZ2 416 0.832
THR190@O-HO5@NZ-HZ1 28 0.056  ASN142@ODI1-HOS@NZ-HZ2 82 0.164
GLN192@OE1-HO5@NZ-HZ1 925 1.85  ASNI142@ND2-HOS@NZ-HZ2 2 0.004
GLN192@O-HO5@NZ-HZ1 17 0.034  GLU166@OE1-HO5@NZ-HZ2 77 0.154
GLU47@OE1-HO5@NZ-HZ2 12 0.024  GLU166@OE2-HO5@NZ-HZ2 50 0.1
GLU47@OE2-HO5S@NZ-HZ2 31 0.062  THR25@OGI1-HO5@NZ-HZ3 1 0.002
GLU166@OE1-HOS@NZ-HZ2 86 0.172  THR26@O-HO5@NZ-HZ3 64 0.128
GLU166@OE2-HOS@NZ-HZ2 261 0.522  SER46@OG-HO5@NZ-HZ3 5 0.01
PRO168@O-HO5@NZ-HZ2 241 0.482  ASN119@ODI1-HO5@NZ-HZ3 51 0.102
GLN189@O-HO5@NZ-HZ2 1687 3.374 PHE140@O-HOS@NZ-HZ3 705 1.41
THR190@O-HO5@NZ-HZ2 43 0.086  ASN142@ODI1-HOS@NZ-HZ3 88 0.176
GLN192@OE1-HO5@NZ-HZ2 577 1.154  ASN142@ND2-HO5@NZ-HZ3 2 0.004
GLN192@O-HO5@NZ-HZ2 40 0.08 GLUI66@OE1-HO5@NZ-HZ3 64 0.128
GLU47@OE1-HOS@NZ-HZ3 7 0.014  GLU166@OE2-HO5@NZ-HZ3 27 0.054
GLU47@OE2-HOS@NZ-HZ3 32 0.064
Tablo S6.6. Hidrojen baglari olusturan ligand kalint1 atomlari, MD simiilasyonunda tespit edilen hidrojen bag: ¢ergeve sayilart ve H06 ligandinin hidrojen bagi doluluk yiizdeleri

Interacted Atoms Frame Numbers Interacted Atoms Frame Numbers Occupancy%
HO6@NH1-SER46@O0G-HG 2 0.004  GLNI189@OEI-HO6@NH1-HH12 166 0.332
HO6@NH2-SER46@O0G-HG 3 0.006 GLN189@O-HO6@NHI1-HH12 27 0.054
HO06@O0-ASN142@ND2-HD21 87 0.174  THR190@O-HO6@NH1-HH12 1636 3.272
HO06@O0-ASN142@ND2-HD22 209 0.418  GLN192@O-HO6@NH1-HH12 46 0.092
HO06@OXT-ASN142@ND2-HD22 20 0.04 GLUI66@OE1-HO6@NH2-HH21 1205 2.41
HO06@O-GLY 143@N-H 7854 15.708  GLU166@OE2-HO6@NH2-HH21 1034 2.068
HO06@OXT-GLY 143@N-H 8770 17.54  LEU167@O-HO6@NH2-HH21 17 0.034
HO06@O-SER144@N-H 1931 3.862 PRO168@O-HO6@NH2-HH21 60 0.12
HO6@OXT-SER144@N-H 28512 57.024  PRO168@O-HO6@NH2-HH22 61 0.122
HO06@O-SER144@O0G-HG 1831 3.662  GLN189@OEI-HO6@NH2-HH22 95 0.19
HO06@OXT-SER144@O0G-HG 41295 82.59  GLNI89@NE2-HO6@NH2-HH22 1 0.002
HO06@O-CYS145@N-H 11101 22202  GLNI189@O-HO6@NH2-HH22 31 0.062
HO6@OXT-CYS145@N-H 953 1.906 THR190@O-HO06@NH2-HH22 5362 10.724
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HO6@O0-HIE163@NE2-HE2
HO6@OXT-HIE163@NE2-HE2
HO6@O-GLU166@N-H
HO6@O-GLY 170@N-H
HO6@NH2-HIE172@NE2-HE2
HO6@NE-GLN189@NE2-HE21
HO6@NH2-GLN189@NE2-HE21
HO6@NE-GLN189@NE2-HE21
HO6@NH1-GLN189@NE2-HE21
HO6@NH2-GLN189@NE2-HE21
HO6@0-GLN189@NE2-HE21
HO6@NH1-GLN189@NE2-HE21
HO6@0-GLN189@NE2-HE22
HO6@NH2-GLN192@N-H
PRO168@O0-HO6@N-H1
PRO168@0-H06@N-H2
GLN189@0-HO6@N-H2
GLU166@OE1-H06@N-H3
PRO168@0-HO6@N-H3
SER46@O0G-H06@NE-HE
SER46@O-HO6@NE-HE
GLU47@OE1-H06@NE-HE
GLU47@OE2-H06@NE-HE
GLN189@OEI1-H06@NE-HE
GLN189@NE2-H06@NE-HE
GLN189@0-H06@NE-HE
SER46@OG-HO6@NH1-HH11
SER46@O-HO6@NH1-HH11
GLU47@OE1-H06@NH1-HH11
GLU47@OE2-HO6@NH1-HH11
GLN189@OE1-H06@NH1-HH11
GLN189@NE2-HO6@NH1-HH11
GLN189@O-HO6@NH1-HH11
SER46@O0G-H06@NH1-HH12
SER46@O-HO6@NH1-HH12
GLU47@OE1-H06@NH1-HH12

224
119
19701

442
552
383

11

11
100
19415

0.044
0.238
39.402
0.002
0.002
0.002
0.006
0.004
0.002
0.004
6.536
0.004
0.144
0.002
0.2
0.258
0.002
0.03
0.162
0.004
0.002
0.6
0.414
1.118
0.014
0.006
0.16
0.074
0.884
1.104
0.766
0.002
0.022
0.022
0.2
38.83

ALA191@0-H06@NH2-HH22
GLN192@0-H06@NH2-HH22
GLU166@OE1-H06@N-H
GLU166@OE2-H06@N-H
PHE140@0-H06@NE-HE
ASN142@OD1-H06@NE-HE
ASN142@ND2-HO6@NE-HE
GLU166@OE1-H06@NE-HE
GLU166@OE2-H06@NE-HE
PHE140@0-H06@NH 1-HH11
ASN142@OD1-HO6@NHI1-HH11
ASN142@ND2-HO6@NHI1-HH11
GLU166@OE1-H06@NH1-HH11
GLU166@OE2-H06@NH1-HH11
SER139@0G-H06@NH1-HH12
PHE140@0-H06@NH1-HH12
LEU141@O-HO6@NH1-HH12
GLU166@OE1-H06@NH1-HH12
PHE140@0-H06@NH2-HH21
ASN142@OD1-HO6@NH2-HH21
ASN142@ND2-HO6@NH2-HH21
GLU166@OE1-H06@NH2-HH21
GLU166@OE2-H06@NH2-HH21
GLY170@0-H06@NH2-HH21
SER139@0G-H06@NH2-HH22
PHE140@0-H06@NH2-HH22
GLU166@OEI1-H06@NH2-HH22
ASN142@OD1-H06@N-H
ASN142@ND2-H06@N-H
HIE41@ND1-H06@NE-HE
SER46@O0G-H06@NE-HE
HIE164@0-H06@NE-HE
GLN189@OE1-H06@NE-HE
GLN189@NE2-H06@NE-HE
HIE41@NDI1-HO6@NH1-HH11
HIE41@NE2-HO6@NH1-HH1 1
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47
6460
11083
52

39

14140
12829
3250
454

61
22
11032

23863

15567

1296

25621

936
940
47

0.002
0.094
12.92
22.166
0.104
0.078
0.002
28.28
25.658
6.5
0.908
0.008
0.012
0.122
0.044
22.064
0.004
0.024
0.1
0.01
0.002
47.726
31.134
0.006
0.014
2.592
0.002
51.242
0.01
0.012
0.012
1.872
1.88
0.094
0.01
0.002



GLU47@OE2-HO6@NH1-HH12 19785 39.57  SER46@OG-HO6@NHI1-HH11 4 0.008
GLN189@O-HO6@NH1-HH12 1 0.002  HIE164@O-HO6@NH1-HH11 380 0.76
SER46@OG-H06@NH2-HH21 2565 5.13  GLNI89@OE1-HO6@NH1-HH11 1361 2.722
SER46@O-HO06@NH2-HH21 398 0.796  GLNI189@NE2-HO6@NHI1-HH11 9 0.018
GLN189@OE1-HO6@NH2-HH21 40 0.08 HIE41@NDI-HO6@NHI1-HH12 352 0.704
SER46@OG-H06@NH2-HH22 60 0.12  HIE41@NE2-HO6@NH1-HH12 1 0.002
SER46@O-H06@NH2-HH22 445 0.89  MET49@O-HO6@NHI1-HH12 22 0.044
GLU47@OE1-H06@NH2-HH22 19976 39.952  HIE164@O-HO6@NH1-HH12 83 0.166
GLU47@OE2-H06@NH2-HH22 19189 38378  GLU166@O-HO6@NHI1-HH12 36 0.072
GLN189@OE1-H06@N-H 1565 3.13  ASP187@O-HO6@NHI1-HH12 20907 41.814
GLU166@OE1-HO6@NE-HE 4792 9.584  ARGI188@O-HO6@NH1-HH12 65 0.13
GLU166@OE2-HO6@NE-HE 9471 18.942  GLNI189@OE1-HO6@NH1-HH12 28 0.056
GLU166@O-H06@NE-HE 6656 13.312  GLNI189@NE2-HO6@NH1-HH12 3 0.006
LEU167@0O-H06@NE-HE 24 0.048  HIE41@ND1-HO6@NH2-HH21 174 0.348
PRO168@0O-HO6@NE-HE 391 0.782  HIE41@NE2-HO6@NH2-HH21 3 0.006
GLNI189@OE1-H06@NE-HE 254 0.508  HIE164@O-HO6@NH2-HH21 58 0.116
GLU166@OE1-HO6@NH1-HH11 8678 17.356  ASP187@O-HO6@NH2-HH21 221 0.442
GLU166@OE2-HO6@NH1-HH11 7905 15.81  GLNI189@OEI1-HO6@NH2-HH21 6663 13.326
GLU166@O-HO6@NH1-HH11 1934 3.868 GLNI189@NE2-HO6@NH2-HH21 41 0.082
LEU167@O-HO6@NH1-HH11 12 0.024  HIE41@NDI1-HO6@NH2-HH22 415 0.83
PRO168@O-HO6@NH1-HH11 2023 4.046  HIE41@NE2-HO6@NH2-HH22 11 0.022
GLN189@OE1-HO6@NH1-HH11 973 1.946  HIE164@O-HO6@NH2-HH22 10 0.02
THR190@O-HO6@NH1-HH11 39 0.078  ASP187@O-HO6@NH2-HH22 24363 48.726
ALA191@O-HO6@NH1-HH11 1 0.002  ARGI88@O-H06@NH2-HH22 241 0.482
GLN192@O-HO6@NH1-HH11 5 0.01 GLNI89@OE1-HO6@NH2-HH22 39 0.078
PRO168@0-HO6@NH1-HH12 6 0.012
Tablo S6.7. Hidrojen baglar1 olusturan ligand kalint1 atomlari, MD simiilasyonunda tespit edilen hidrojen bag: ¢ergeve sayilart ve HO7 ligandinin hidrojen bag: doluluk yiizdeleri

Interacted Atoms Frame Numbers Occupancy% Interacted Atoms Frame Numbers Occupancy%
HO7@OXT-THR25@OG1-HG1 131 0.262  GLNI189@OE1-HO7@NHI1-HH11 21 0.042
HO7@ND1-THR26@N-H 10 0.02  GLNI189@O-HO07@NH1-HH11 25 0.05
HO7@O-HIE41 @NE2-HE2 1044 2.088 THR190@O-HO7@NHI-HHI11 7 0.014
HO7@ND1-HIE41 @NE2-HE2 11 0.022  ALA191@O-HO7@NH1-HH11 10 0.02
HO7@OXT-HIE41 @NE2-HE2 196 0392  GLN192@O-HO07@NH1-HH11 62 0.124
HO7@NH1-SER46@OG-HG 4 0.008  SER46@O-HO07@NH1-HH12 9 0.018
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HO7@ND1-SER46@0G-HG
HO7@O0-SER46@O0G-HG
HO7@OXT-SER46@0G-HG
HO7@O0-ASN142@ND2-HD21
HO7@O0-ASN142@ND2-HD21
HO7@O0-ASN142@ND2-HD21
HO7@0-ASN142@ND2-HD21
HO7@N-ASN142@ND2-HD21
HO7@ND1-ASN142@ND2-HD21
HO7@O0-ASN142@ND2-HD21
HO7@OXT-ASN142@ND2-HD21
HO7@O0-ASN142@ND2-HD22
HO7@O0-ASN142@ND2-HD22
HO7@O0-ASN142@ND2-HD22
HO7@O0-ASN142@ND2-HD22
HO7@ND1-ASN142@ND2-HD22
HO7@O0-ASN142@ND2-HD22
HO7@OXT-ASN142@ND2-HD22
HO7@O-GLY 143@N-H
HO7@ND1-GLY 143@N-H
HO7@O-GLY 143@N-H
HO7@OXT-GLY 143@N-H
HO7@OXT-SER144@N-H
HO7@OXT-CYS145@N-H
HO7@O-GLU166@N-H
HO7@0-GLN189@NE2-HE21
HO7@O0-GLN189@NE2-HE21
HO7@O0-GLN189@NE2-HE21
HO7@O0-GLN189@NE2-HE21
HO7@OXT-GLN189@NE2-HE21
HO7@O-GLN189@NE2-HE22
HO7@O-GLN189@NE2-HE22
HO7@O-GLN189@NE2-HE22
HO7@O-GLN189@NE2-HE22
HO7@OXT-GLN189@NE2-HE22
HO7@NH1-GLN192@N-H

94
16160
791
740
1701
11609
399

34
288
842
45
520
26
34

351
292
44

239

315

16963

4045

11461
2749

0.188
32.32
1.582
1.48
3.402
23.218
0.798
0.002
0.068
0.576
1.684
0.09
1.04
0.052
0.068
0.002
0.702
0.584
0.088
0.026
0.478
0.63
0.002
0.008
33.926
8.09
0.008
22.922
5.498
0.224
0.018
0.004
0.022
1.668
0.006
0.002

GLU47@OEI1-H07@NH1-HH12
GLU47@OE2-H07@NH1-HH12
GLN189@O-H07@NH1-HH12
THR190@0-H07@NH1-HH12
ALA191@0-HO7@NHI1-HH12
GLN192@0-H07@NHI1-HH12
SER46@O0G-H07@NH2-HH21
SER46@0-H07@NH2-HH21
GLU47@OE1-H07@NH2-HH21
GLU47@OE2-H07@NH2-HH21
GLN189@OEI1-H07@NH2-HH21
GLN189@NE2-H07@NH2-HH21
GLN189@0-H07@NH2-HH21
THR190@0-H07@NH2-HH21
ALA191@O-H07@NH2-HH21
GLN192@0-H07@NH2-HH21
SER46@O0G-H07@NH2-HH22
SER46@0-H07@NH2-HH22
GLU47@OE1-H07@NH2-HH22
GLU47@OE2-H07@NH2-HH22
GLU47@O-H07@NH2-HH22
GLN189@0-H07@NH2-HH22
THR190@0-H07@NH2-HH22
GLN192@0-H07@NH2-HH22
GLU166@0-H07@N-H
GLU166@OE1-H07@N-H
GLU166@OE2-H07@N-H
GLU166@O-H07@N-H
GLN189@OEI1-H07@N-H
ASN142@OD1-H07@NE-HE
ASN142@ND2-HO7@NE-HE
GLU166@OE1-H07@NE-HE
GLU166@OE2-H07@NE-HE
GLU166@0-H07@NE-HE
PHE140@0-H07@NH1-HH1 1
GLU166@OE1-H07@NH1-HH11

180

10493
9477

31

64
7968
5976

47

110
121

1251

18
1131

12763
12971
25

92

15

68
226

36

194
787

141
10146
1124
9783

20.986
18.954
0.002
0.062
0.004
0.128
15.936
11.952
0.094
0.22
0.242
0.004
2.502
0.004
0.036
2.262
0.016
0.03
25.526
25.942
0.05
0.184
0.03
0.136
0.452
0.02
0.072
0.002
0.388
1.574
0.004
0.016
0.282
20.292
2.248
19.566



SER46@O0G-H07@N-H1
ASN142@OD1-HO7@N-H1
ASN142@ND2-HO7@N-H1
GLU166@O-H07@N-H1
GLNI189@OE1-H07@N-H1
GLN189@NE2-H07@N-H1
THR190@0-HO7@N-H1
GLN192@OE1-H07@N-H1
SER46@O0G-H07@N-H2
ASN142@OD1-H07@N-H2
GLU166@O-H07@N-H2
GLN189@OEI1-H07@N-H2
GLN189@NE2-H07@N-H2
GLN189@0-H07@N-H2
THR190@0-H07@N-H2
GLN192@OEI1-H07@N-H2
SER46@O0G-H07@N-H3
ASN142@OD1-HO7@N-H3
GLU166@0-H07@N-H3
GLN189@OE1-H07@N-H3
GLN189@NE2-H07@N-H3
THR190@0-H07@N-H3
GLN192@OE1-H07@N-H3
SER46@O0G-H07@NE-HE
SER46@0-H07@NE-HE
GLU47@OE1-H07@NE-HE
GLU47@OE2-H07@NE-HE
GLN189@OE1-H07@NE-HE
GLN189@NE2-H07@NE-HE
GLN189@0-H07@NE-HE
THR190@0-H07@NE-HE
SER46@O0G-H07@NH1-HH11
SER46@O-H07@NHI1-HH11
GLU47@OEI1-HO7@NH1-HH11
GLU47@OE2-H07@NH1-HH11
GLU47@O-HO7@NHI1-HH11

185

815

18
273
184

72
738
382
113

252
29
131
244
948
1349

0.37
0.022
0.002
0.532
2.188
0.006
0.016
0.034
0.388
0.018

0.25
2.174
0.008
0.004

0.02
0.088
0.414
0.024
0.244

1.63
0.006
0.036
0.546
0.368
0.144
1.476
0.764
0.226
0.006
0.504
0.058
0.262
0.488
1.896
2.698
0.002

GLU166@OE2-H07@NH1-HH11
GLU166@O-HO7@NH1-HH11
LEU167@O-HO7@NHI1-HH11
GLN189@OEI1-H07@NH1-HH11
GLN192@0-H07@NH1-HH11
PHE140@0-H07@NH1-HH12
GLU166@OE1-H07@NH1-HH12
GLU166@OE2-H07@NH1-HH12
GLU166@O-H07@NH1-HH12
PRO168@O0-HO7@NHI1-HH12
ASN142@OD1-HO7@NH2-HH21
GLU166@OEI1-H07@NH2-HH21
GLU166@OE2-H07@NH2-HH21
GLU166@0-H07@NH2-HH21
LEU167@O-H07@NH2-HH21
PRO168@0-HO7@NH2-HH21
THR190@0-H07@NH2-HH21
GLU166@OE1-H07@NH2-HH22
GLU166@OE2-H07@NH2-HH22
GLU166@0-H07@NH2-HH22
PRO168@0-H07@NH2-HH22
ASN142@OD1-H07@N-H
GLN189@OEI1-H07@N-H
ASN142@OD1-H07@N-H
ASN142@ND2-H07@N-H
GLN189@OEI1-H07@N-H
GLN189@NE2-H07@N-H
THR25@0G1-H07@NE2-HE2
THR26@0-H07@NE2-HE2
HIE41@NDI1-H07@NE2-HE2
HIE41@O-H07@NE2-HE2
CYS44@0-HO7@NE2-HE2
THR45@0-H07@NE2-HE2
SER46@O0G-H07@NE2-HE2
ASN119@OD1-H07@NE2-HE2

7044

53

304

54
225

108
261
1628
1793

45

41
449
2
20
325
30

573
366

4076

8492

99

12

14.088
0.016
0.106

0.01
0.608
0.01
0.108
0.45
0.006
0.01
0.216
0.522
3.256
3.586
0.014
0.09
0.024
0.082
0.898
0.064
0.04
0.65
0.06
0.004
0.002
0.002
0.01
1.146
0.732
0.034
8.152

16.984
0.198
0.032
0.024
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Tablo S6.8. Hidrojen baglar1 olusturan ligand kalint1 atomlari, MD simiilasyonunda tespit edilen hidrojen bag: ¢ergeve sayilart ve HO8 ligandinin hidrojen bag: doluluk yiizdeleri

InteractedAtoms

FrameNumbers

Occupancy%

InteractedAtoms

FrameNumbers

Occupancy%

HO8@O-HIE41 @NE2-HE2

HOS@ND1-HIE41 @NE2-HE2
HO8@OXT-HIE41 @NE2-HE2
HO8@O-ASN142@ND2-HD21
HO8@O-ASN142@ND2-HD21
HO8@O-ASN142@ND2-HD22

HO8@OXT-ASN142@ND2-HD22

HO8@O-GLY 143@N-H
HO8@OXT-GLY 143@N-H
HO8@O-SER144@N-H
HO8@OXT-SER144@N-H
HO8@O-SER144@0G-HG
HO8@OXT-SER144@0G-HG
HO8@O-CYS145@N-H
HO8@OXT-CYS145@N-H
HO8@O-GLU166@N-H
HO8@O-GLN189@NE2-HE21
HO8@ND1-GLN189@NE2-HE21
HO8@O-GLN189@NE2-HE21
HO8@O-GLN189@NE2-HE22
HO8@ND1-GLN189@NE2-HE22
HO8@O-THR190@N-H
HO8@O0-GLN192@NE2-HE21
HO8@O-GLN192@NE2-HE22
SER46@O0G-HO8@N-H1
ASN142@OD1-HO8@N-H1
GLU166@O-H08@N-H1
GLN189@OE1-H08@N-H1
GLN189@NE2-HO8@N-H1
GLN189@0-H08@N-H1
THR190@0-HO8@N-H1
GLN192@OE1-H0$@N-H1

603
1690

32

30
1014
3571
10529
27510
3165
1529
203
67
17399
6496
13533
87

1602
26
871
196
504
177

24
109
2416

68
225
68

1206 LEU167@O-HO8@NZ-HZ1
338  GLNI89@O-HOS@NZ-HZ1
0.012  SER46@O0G-HO8@NZ-HZ2
0.064  SER46@O-HO8@NZ-HZ2
0.06 GLU47@OE1-HO8@NZ-HZ2
2028 GLU47@OE2-HO8@NZ-HZ2
7142 ASN142@OD1-H08@NZ-HZ2
21.058  ASN142@ND2-HO8@NZ-HZ2
55.02  GLU166@OEI1-HO8@NZ-HZ2
6.33  GLUI66@OE2-HO8@NZ-HZ2
3.058  GLU166@O0-HO8@NZ-HZ2
0.406 LEU167@0-HO8@NZ-HZ2
0.134  GLNI89@OEI-H08@NZ-HZ2
34798  GLN189@O-HO8@NZ-HZ2
12992 THR25@0G1-HO8@NZ-HZ3
27.066  SER46@OG-HO8@NZ-HZ3
0.174  SER46@O-HO8@NZ-HZ3
0.028 GLU47@OE1-HO8@NZ-HZ3
3204 GLU47@OE2-HO8@NZ-HZ3
0.052  ASN142@OD1-H08@NZ-HZ3
1742 ASN142@ND2-H08@NZ-HZ3
0392  GLUI166@OEI-HO8@NZ-HZ3
1008  GLUI166@OE2-HO8@NZ-HZ3
0.354  GLU166@O0-HOS@NZ-HZ3
0.01 LEUI67@0-HO8@NZ-HZ3
0.048  GLNI189@O0-HOS@NZ-HZ3
0218  SER46@O0G-HO8@N-H
4832 GLUI66@O-HO8@N-H
0.006 GLNI89@OEI-HO8@N-H
0.136  GLN189@O-HO8@N-H
045  ASP187@O-HO8@N-H
0.136  GLNI89@OEI-HO8@N-H
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36
468
436

25
516
494

1093

879
290
75
50

408

349

54
437
498
966

998

402

109

596

2190

38

6292

0.072
0.936
0.872
0.05
1.032
0.988
2.186
0.002
1.758
0.58
0.15
0.1
0.014
0.816
0.002
0.698
0.108
0.874
0.996
1.932
0.002
1.996
0.804
0.218
0.01
1.192
0.006
0.008
4.38
0.076
0.006
12.584



GLN192@0-H08@N-H1
ASN142@OD1-HO8@N-H2
GLU166@O-H08@N-H2
GLN189@OE1-H08@N-H2
GLN189@NE2-HO8@N-H2
GLN189@0-H08@N-H2
THR190@0-HO8@N-H2
GLN192@OEI1-H08@N-H2
SER46@O0G-HO8@N-H3
ASN142@OD1-HO8@N-H3
GLU166@O-H08@N-H3
GLN189@OE1-H0$@N-H3
GLN189@NE2-HO$@N-H3
GLN189@0-H08@N-H3
THR190@0-H08@N-H3
GLN192@OE1-H08@N-H3
THR25@0G1-HO8@NZ-HZ1
SER46@O0G-H08@NZ-HZ1
SER46@0-HO8@NZ-HZ1
GLU47@OE1-H08@NZ-HZ1
GLU47@OE2-H08@NZ-HZ1
ASN142@OD1-HO8@NZ-HZ1
ASN142@ND2-HO8@NZ-HZ1
GLU166@OE1-H08@NZ-HZ1
GLU166@OE2-H08@NZ-HZ1
GLU166@0-H08@NZ-HZ1

24
193
2024

96
116
64

24
166
2123

110
148
53

410

71
396
405
984

658
404
141

0.002
0.048
0.386
4.048
0.002
0.192
0.232
0.128
0.014
0.048
0.332
4.246
0.008

0.22
0.296
0.106
0.002

0.82
0.142
0.792

0.81
1.968
0.006
1.316
0.808
0.282

GLN189@NE2-H08@N-H
THR25@0G1-HO8@NE2-HE2
HIE41@NDI1-HOS8@NE2-HE2
HIE164@ND1-HO8@NE2-HE2
VALI186@0-H08@NE2-HE2
ASP187@0-H08@NE2-HE2
ARG188@N-HO8@NE2-HE2
ARG188@0-HO8@NE2-HE2
GLN192@NE2-HO8@NE2-HE2
HIE164@0-H08@N-H
PHE140@0-H08@NZ-HZ1
ASN142@OD1-H08@NZ-HZ1
ASN142@ND2-H08@NZ-HZ1
GLU166@OE1-H0$@NZ-HZ1
GLU166@OE2-H08@NZ-HZ1
PHE140@0-H08@NZ-HZ2
ASN142@OD1-H08@NZ-HZ2
ASN142@ND2-HO8@NZ-HZ2
GLU166@OE1-H08@NZ-HZ2
GLU166@OE2-H08@NZ-HZ2
PHE140@0-H08@NZ-HZ3
ASN142@OD1-HO8@NZ-HZ3
ASN142@ND2-H08@NZ-HZ3
GLU166@OE1-H08@NZ-HZ3
GLU166@OE2-H08@NZ-HZ3

141
25
601
108
1642
107

1618

29008
416
5998

7462
5943

369
6579

6160
5008

353
6897

6980
5938

0.282
0.05
1.202
0.216
3.284
0.214
0.002
3.236
0.014
58.016
0.832
11.996
0.004
14.924
11.886
0.738
13.158
0.002
12.32
10.016
0.706
13.794
0.006
13.96
11.876
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Tablo S6.9. Hidrojen baglari olusturan ligand kalint1 atomlari, MD simiilasyonunda tespit edilen hidrojen bag: ¢ergeve sayilart ve HO9 ligandinin hidrojen bag: doluluk yiizdeleri

Interacted Atoms Frame Numbers Occupancy% Interacted Atoms Frame Numbers Occupancy%

HO9@ND1-THR24@OG1-HG1 2 0.004 PHE140@O-HO09@NZ-HZ2 3474 6.948
HO9@NE2-THR24@OG1-HG1 1 0.002 LEU141@O-HO9@NZ-HZ2 9 0.018
HO9@ND1-THR25@OG1-HG1 3 0.006 ASNI142@ODI1-H0O9@NZ-HZ2 1421 2.842
H09@O-THR25@OG1-HG1 307 0.614  GLU166@OE1-HO9@NZ-HZ2 6258 12.516
HO09@OXT-THR25@OG1-HG1 277 0.554  GLU166@OE2-HO9@NZ-HZ2 5119 10.238
HO09@ND1-THR26@N-H 11 0.022  PHE140@O-H09@NZ-HZ3 3059 6.118
H09@O-THR26@N-H 152 0.304 LEU141@O-HO9@NZ-HZ3 9 0.018
HO09@OXT-THR26@N-H 817 1.634  ASN142@OD1-H09@NZ-HZ3 1354 2.708
H09@O-HIE41 @NE2-HE2 211 0.422  GLU166@OE1-HO9@NZ-HZ3 6601 13.202
H09@O-SER46@N-H 990 1.98  GLU166@OE2-HO9@NZ-HZ3 6261 12.522
H09@OXT-SER46@N-H 491 0.982  ASN142@OD1-H09@N-H 10 0.02
HO09@NH2-SER46@O0G-HG 1 0.002  SER46@OG-H09@NE-HE 304 0.608
H09@O-SER46@OG-HG 9 0.018 THR25@OGI1-HO9@NHI1-HH11 4 0.008
HO09@ND1-SER46@OG-HG 1 0.002  HIE41@O-HO9@NH1-HH11 15 0.03
H09@O-SER46@OG-HG 9713 19.426  SER46@OG-H09@NH1-HH11 24 0.048
H09@OXT-SER46@OG-HG 12355 2471 THR24@O-HO9@NHI1-HH12 198 0.396
HO9@ND1-ASN119@ND2-HD21 2327 4.654 THR25@OGI1-HO9@NHI1-HH12 2157 4314
HO9@NE2-ASN119@ND2-HD21 18 0.036  HIE41@O-HO09@NH1-HH12 4 0.008
H09@O-ASN142@ND2-HD21 1 0.002  CYS44@O-H0O9@NHI1-HH12 30591 61.182
H09@O-ASN142@ND2-HD21 2126 4252  THR45@OGI1-HO9@NHI1-HH12 1 0.002
HO9@N-ASN142@ND2-HD21 1 0.002  SER46@OG-H09@NHI1-HH12 198 0.396
HO9@ND1-ASN142@ND2-HD21 106 0212  ASNI142@ND2-HO9@NH1-HH12 1 0.002
HO9@NE2-ASN142@ND2-HD21 4 0.008  HIE41@ND1-HO9@NH2-HH21 12444 24.888
H09@O-ASN142@ND2-HD21 2 0.004  SER46@OG-H09@NH2-HH21 72 0.144
H09@O-ASN142@ND2-HD22 477 0.954  ASN142@OD1-HO9@NH2-HH21 1 0.002
HO9@ND1-ASN142@ND2-HD22 17 0.034  THR24@O-HO09@NH2-HH22 1 0.002
HO9@NE2-ASN142@ND2-HD22 2 0.004 THR25@OG1-HO9@NH2-HH22 227 0.454
H09@O-ASN142@ND2-HD22 187 0.374  HIE41@O-H09@NH2-HH22 15025 30.05
H09@O-GLY 143@N-H 7766 15.532 CYS44@O-HO9@NH2-HH22 9125 18.25
H09@O-GLY 143@N-H 1181 2.362  THR45@OG1-HO9@NH2-HH22 5 0.01
H09@O-SER144@N-H 627 1.254  THR45@O0O-H09@NH2-HH22 10 0.02
H09@O-CYS145@N-H 9171 18.342  SER46@OG-H09@NH2-HH22 1099 2.198
H09@O1-GLU166@N-H 9858 19.716 ~ SER46@O-HO09@NH2-HH22 25 0.05
H09@O-GLN189@NE2-HE21 1010 2.02 THR26@O-HO9@N-H 1996 3.992

184



H09@O-GLN189@NE2-HE21 73 0.146  THR24@OG1-HO9@NE2-HE2 159 0.318
HO09@OXT-GLN189@NE2-HE21 2 0.004 THR24@O-HO9@NE2-HE2 332 0.664
GLN189@OE1-H09@N-H 5528 11.056 THR25@OG1-HO9@NE2-HE2 42 0.084
HIE164@0-H09@N-H 27207 54414 GLU47@OEI1-HO9@NE2-HE2 2 0.004
PHE140@O-H09@NZ-HZ1 3745 7.49  ASN119@OD1-HO9@NE2-HE2 21 0.042
LEU141@O-H09@NZ-HZ1 14 0.028  ASN119@ND2-HO9@NE2-HE2 0.002
ASN142@OD1-H09@NZ-HZ1 1324 2.648  ASN142@ODI1-HO9@NE2-HE2 0.008
GLU166@OE1-HO9@NZ-HZ1 5845 11.69  ASN142@ND2-H09@NE2-HE2 0.006
GLU166@OE2-H09@NZ-HZ1 6457 12.914  ASN142@O-HO9@NE2-HE2 307 0.614
Tablo S7. RMSD, Rg ve SASA igin MD simiilasyonlarindan hesaplanan tanimlayici istatistikler
RMSD (&) Rg (&) SASA (A%

Ortalama Minimum O;zg::a Maximum Ortalama Minimum 0;;;::3 Maximum Ortalama Minimum O;:g::a Maximum
Ho1 1.73 0.62 1.73 2.83 21.93 21.48 21.92 22.42 14118.45 12888.68 14119.32 15287.76
HO02 2.17 0.63 2.31 3.23 21.97 21.52 21.96 22.51 14056.87 12987.72 14048.01 15308.10
HO3 1.89 0.64 1.87 2.95 22.01 21.54 22.01 22.41 14005.17 13012.88 13992.64 15280.04
HO4 2.19 0.61 2.03 4.61 22.00 21.51 22.01 22.48 13997.20 12838.89 13957.03 15543.06
HO5 1.74 0.68 1.71 3.11 22.07 21.60 22.06 22.95 13887.70 12976.95 13882.18 15049.42
HO6 2.10 0.63 2.13 3.44 21.93 21.47 21.92 22.52 13926.81 12944.30 13915.12 14993.59
Ho7 2.27 0.69 2.40 3.31 21.94 21.48 21.90 22.52 13941.32 12809.94 13935.47 15057.62
Ho8 2.08 0.69 1.96 4.12 22.04 21.53 22.03 22.56 14232.01 12954.55 14232.62 15441.55
H09 1.45 0.58 1.41 2.49 22.05 21.57 22.05 22.52 13791.42 12650.54 13794.72 15087.23
N3 1.99 1.27 1.97 3.11 22.14 21.66 22.11 23.21 14167.89 12962.35 14075.14 18335.96
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Ek 4: 3Clpro MD Simiilasyonlari sonrasi olusan aminoasit etkilesimleri

ASP 187.A

CYSUSA| | eu1ara
GLN 1924 MET 165.A SER46.A
GLN 189.A

nee m SER164.A
LEU 310.B
VAL 309.B H GLU 166.A ] === PJE 311.B

LEU 50.A

:
PHE 140.A

ALA 191.A

Sekil S8. MD simiilasyonlar1 sirasinda 3CLpro baglanma bolgesi amino asitler1 ile es-kristalize N3 ligandinin
etkilesim haritasi. (Enzim amino asitler1 yesil, ligand amino asitler1 (307-311) ise turuncu olarak renklendirilmistir.)

THR 190.A

Sekil S9. MD simiilasyonlar1 sirasinda 3CLpro baglanma bolgesi amino asitler1 ile es-kristalize HO1 ligandinin
etkilesim haritasi. (Enzim amino asitler1 yesil, ligand ise turuncu olarak renklendirilmistir.)
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THR 190.A

Sekil S10. MD simiilasyonlar1 sirasinda 3CLpro baglanma bdlgesi amino asitler: ile es-kristalize H0O2 ligandinin
etkilesim haritasi. (Enzim amino asitler1 yesil, ligand ise turuncu olarak renklendirilmistir.)

]
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[ HIE 41.A ][ LEU 50.A ]
ASP 187.A
CYS 145.A
MET 165.A GLY 170.A GLN 189.A
GLY 143.A

VAL 186.A
SER 144.A \
H03 307 ARG 188.A

| LEU167.A
MET 49.A

HIE 172.A "
| 163.A |
GLU 166.A FHE1A0A

Sekil S11. MD simiilasyonlar1 sirasinda 3CLpro baglanma bdlgesi amino asitler: ile es-kristalize HO3 ligandinin
etkilesim haritasi. (Enzim amino asitler1 yesil, ligand ise turuncu olarak renklendirilmistir.)
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PHE 140.A
HIE 163.A
SER 144.A

Sekil S12. MD simiilasyonlar1 sirasinda 3CLpro baglanma bolgesi amino asitler ile es-kristalize H04 ligandimin
etkilesim haritasi. (Enzim amino asitler1 yesil, ligand amino asitler1 (307-311) ise turuncu olarak renklendirilmistir.)
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MET 49.A

LYS310.8

Sekil S13. MD simiilasyonlar1 sirasinda 3CLpro baglanma bolgesi amino asitler ile es-kristalize HOS ligandiin
etkilesim haritasi. (Enzim amino asitler1 yesil, ligand amino asitler1 (307-310) ise turuncu olarak renklendirilmistir.)

190



o)
LEU 141.A

PHE 140.A

(]

THR 180.A

GLY 170.A
l LEU 167.A \

Sekil S14. MD simiilasyonlar1 sirasinda 3CLpro baglanma bolgesi amino asitler ile es-kristalize HO6 ligandiin
etkilesim haritasi. (Enzim amino asitler1 yesil, ligand amino asitler1 (307-310) ise turuncu olarak renklendirilmistir.)

191



e

Sekil S15. MD simiilasyonlar1 sirasinda 3CLpro baglanma bdlgesi amino asitlert ile es-kristalize HO7 ligandinin
etkilesim haritasi. (Enzim amino asitler1 yesil, ligand amino asitler1 (307-311) ise turuncu olarak renklendirilmistir.)
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GLY 143.A

SER 144.A
HIE 172.A

CYS 145.A

HIE 164.A

LYS 310.B
LYS 307.B

GLU 166.A

LEU 141.A

HIE 163.A
PHE 140.A

MET 165.A

HIE 309.B

GLY 308.B

Sekil S16. MD simiilasyonlar1 sirasinda 3CLpro baglanma bdlgesi amino asitler1 ile es-kristalize HO8 ligandinin
etkilesim haritasi. (Enzim amino asitler1 yesil, ligand amino asitler1 (307-310) ise turuncu olarak renklendirilmistir.)
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VAL 186.A
LEU 27.A




[mfllmml[_mml

.l',"

LEU‘IH.&
| HIE 163.A I IPHEN&AI

(o) [ V.

Sekil S17. MD simiilasyonlar: sirasinda 3CLpro baglanma bdlgesi amino asitler1 ile es-kristalize HO9 ligandinin
etkilesim haritasi. (Enzim amino asitler1 yesil, ligand amino asitler1 (307-311) ise turuncu olarak renklendirilmistir.)
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Tablo S18.1. Hidrojen baglari olusturan ligand kalint1 atomlari, MD simiilasyonunda tespit edilen hidrojen bag: ¢ergeve sayilart ve HO1 ligandinin hidrojen bag: doluluk yiizdeleri

Rdrp-Hit1-Etkilesen Atomlar Cerceve numaralari Doluluk% Rdrp-Hit1-Etkilesen Atomlar Cerceve numaralari Doluluk%
1G1_835@015-LYS_471@NZ-HZ3 1 0.0020 IG1_835@010-LYS _718@NZ-HZ3 3 0.0060
1G1_835@037-ASN_472@ND2-HD22 1 0.0020 1G1_835@N59-LYS 718@NZ-HZ3 3 0.0060
1G1_835@042-ASN_472@ND2-HD22 1 0.0020 IG1_835@N54-LYS_80@NZ-HZ2 3 0.0060
IG1_835@043-ASN_472@ND2-HD22 1 0.0020 IG1_835@N61-ARG_756@NH2-HH21 3 0.0060
1G1_835@017-ARG_473@NH1-HH11 1 0.0020 ARG _756@NH1-IG1_835@N1-H62 3 0.0060
1G1_835@027-ARG_473@NHI1-HH11 1 0.0020 ARG_756@NE-IG1_835@N1-H63 3 0.0060
1G1_835@032-ARG_473@NHI1-HH11 1 0.0020 ARG _756@NH1-IG1_835@N1-H63 3 0.0060
IG1_835@NS3-ARG_473@NH1-HH11 1 0.0020 IG1_835@N59-LYS 465@NZ-HZ2 3 0.0060
IG1_835@047-ARG_473@NH2-HH21 1 0.0020 IG1_835@N53-ASN_472@ND2-HD22 4 0.0080
1G1_835@N50-ARG_473@NH2-HH22 1 0.0020 IG1_835@021-ARG _475@NE-HE 4 0.0080
1G1_835@017-ARG_475@NE-HE 1 0.0020 1G1_835@O011-ARG_475@NH2-HH22 4 0.0080
IG1_835@NS9-ARG_475@NH1-HH11 1 0.0020 IG1_835@N53-SER_715@0G-HG 4 0.0080
1G1_835@O015-ARG_475@NHI1-HH12 1 0.0020 IG1_835@010-LYS 718@NZ-HZ1 4 0.0080
1G1_835@019-ARG_475@NH2-HH22 1 0.0020 IG1_835@015-SER_734@0G-HG 4 0.0080
1G1_835@024-ARG_475@NH2-HH22 1 0.0020 SER_734@N-IG1_835@N1-H63 4 0.0080
1G1_835@032-LYS_541@N-H 1 0.0020 IG1_835@027-LYS 471@NZ-HZ2 5 0.0100
1G1_835@N53-LYS_80@NZ-HZ2 1 0.0020 IG1_835@N54-LYS 471@NZ-HZ3 5 0.0100
IG1_835@043-ARG_377@NH2-HH21 1 0.0020 IG1_835@043-ARG_473@NE-HE 5 0.0100
IG1_835@N54-LYS_541@NZ-HZ3 1 0.0020 IG1_835@023-ARG_473@NH1-HH12 5 0.0100
1G1_835@017-CYS_542@N-H 1 0.0020 IG1_835@037-ARG_473@NH2-HH22 5 0.0100
1G1_835@025-LYS_718@NZ-HZ1 1 0.0020 1G1_835@024-ARG_475@NE-HE 5 0.0100
1G1_835@042-LYS_718@NZ-HZ1 1 0.0020 IG1_835@042-ARG _377@NH1-HH12 5 0.0100
1G1_835@025-LYS_718@NZ-HZ3 1 0.0020 IG1_835@N1-SER_734@N-H 5 0.0100
1G1_835@015-ARG_756@NE-HE 1 0.0020 SER 371@O0G-IG1_835@N53-H74 5 0.0100
IG1_835@N61-ARG_756@NE-HE 1 0.0020 IG1_835@024-ARG_473@NH1-HH11 6 0.0120
1G1_835@N1-ARG_756@NH1-HH11 1 0.0020 1G1_835@028-ARG_473@NH2-HH21 6 0.0120
1G1_835@N59-ARG_756@NH1-HH12 1 0.0020 LYS 471@0-IG1_835@N53-H75 6 0.0120
1G1_835@N54-TYR_378@OH-HH 1 0.0020 IG1_835@047-SER_371@0G-HG 6 0.0120
ARG_475@0-1G1_835@N1-H63 1 0.0020 IG1_835@020-LYS 471@NZ-HZ2 7 0.0140
ARG_756@NH2-1G1_835@N1-H63 1 0.0020 1G1_835@019-LYS 471@NZ-HZ3 8 0.0160
ASP_84@ODI1-IG1_835@N53-H74 1 0.0020 IG1_835@N53-ASN_472@N-H 8 0.0160
SER_715@N-IG1_835@N53-H74 1 0.0020 IG1_835@042-TYR 375@OH-HH 8 0.0160
1G1_835@N50-LYS_80@NZ-HZ3 1 0.0020 IG1_835@N53-SER_715@N-H 8 0.0160
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PHE_713@O-1G1_835@N53-H75 1 0.0020 IG1_835@N56-LYS_718@NZ-HZ3 8 0.0160
LYS_718@O-1G1_835@N53-H75 1 0.0020 IG1_835@O011-ARG_756@NH1-HH12 8 0.0160
1G1_835@NI1-ILE_468@N-H 1 0.0020 IG1_835@020-LYS 465@NZ-HZ3 8 0.0160
1G1_835@042-LYS_80@NZ-HZ1 2 0.0040 IG1_835@027-LYS_471@NZ-HZ1 8 0.0160
1G1_835@033-TYR_375@OH-HH 2 0.0040 IG1_835@010-LYS _541@NZ-HZ3 9 0.0180
1G1_835@021-ARG_473@NH1-HH11 2 0.0040 1G1_835@020-LYS 718@NZ-HZ3 9 0.0180
1G1_835@017-ARG_473@NH2-HH22 2 0.0040 IG1_835@028-ARG_473@NH2-HH22 10 0.0200
1G1_835@047-ARG_473@NH2-HH22 2 0.0040 1G1_835@019-ARG_475@NH1-HH12 10 0.0200
1G1_835@010-ARG_475@NH2-HH21 2 0.0040 IG1_835@O011-ARG_475@NH2-HH21 10 0.0200
1G1_835@021-ARG_475@NH2-HH22 2 0.0040 IG1_835@N53-LYS_541@NZ-HZ3 10 0.0200
1G1_835@010-LYS_541@NZ-HZ2 2 0.0040 IG1_835@N56-LYS 541@NZ-HZ3 10 0.0200
1G1_835@042-LYS_541@NZ-HZ3 2 0.0040 IG1_835@043-ARG_377@NH2-HH22 10 0.0200
1G1_835@010-SER_602@OG-HG 2 0.0040 1G1_835@N61-ARG_756@NH1-HH11 10 0.0200
1G1_835@010-SER_679@O0G-HG 2 0.0040 SER_469@O0G-IG1_835@N1-H62 10 0.0200
1G1_835@020-LYS_718@NZ-HZ1 2 0.0040 ALA_470@O-1G1_835@N53-H74 10 0.0200
IG1_835@N56-LYS_718@NZ-HZ1 2 0.0040 ALA_470@O0-IG1_835@N53-H75 10 0.0200
IG1_835@N59-LYS_718@NZ-HZ1 2 0.0040 IG1_835@020-LYS_465@NZ-HZ1 10 0.0200
1G1_835@N56-ARG_377@NH2-HH22 2 0.0040 1G1_835@N59-LYS 465@NZ-HZ3 10 0.0200
1G1_835@037-TYR_378@OH-HH 2 0.0040 IG1_835@N59-LYS 465@NZ-HZ1 11 0.0220
IG1_835@010-ARG_756@NHI1-HH11 2 0.0040 IG1_835@019-ARG_473@NH1-HH11 12 0.0240
SER_734@N-1G1_835@N1-H62 2 0.0040 IG1_835@010-LYS 718@NZ-HZ2 12 0.0240
GLN_735@OE1-IG1_835@N1-H63 2 0.0040 1G1_835@015-LYS _465@NZ-HZ1 12 0.0240
ARG_377@NH2-1G1_835@N53-H74 2 0.0040 IG1_835@N53-LYS_471@NZ-HZ3 13 0.0260
SER_715@OG-IG1_835@N53-H75 2 0.0040 IG1_835@043-TYR 375@OH-HH 13 0.0260
1G1_835@031-ARG_473@NE-HE 3 0.0060 IG1_835@N53-ALA_474@N-H 14 0.0280
1G1_835@042-LYS_80@NZ-HZ2 3 0.0060 IG1_835@N56-LYS 541@NZ-HZ1 14 0.0280
1G1_835@010-LYS_541@NZ-HZ1 3 0.0060 1G1_835@015-CYS_542@N-H 14 0.0280
1G1_835@N54-LYS_541@NZ-HZ1 3 0.0060 IG1_835@017-LYS_471@NZ-HZ2 14 0.0280
1G1_835@010-ASN_611@ND2-HD22 3 0.0060 IG1_835@N53-LYS_471@NZ-HZ2 15 0.0300
1G1_835@025-LYS_718@NZ-HZ2 3 0.0060 IG1_835@047-ASN_472@ND2-HD21 15 0.0300
IG1_835@N59-LYS_718@NZ-HZ2 3 0.0060 IG1_835@N56-LYS 541@NZ-HZ2 15 0.0300
1G1_835@N59-SER_734@OG-HG 15 0.0300 IG1_835@010-ARG_475@NH1-HH12 57 0.1140
1G1_835@024-TYR _375@OH-HH 16 0.0320 SER_469@O0G-IG1_835@N1-H63 57 0.1140
IG1_835@042-ARG_473@NE-HE 16 0.0320 ASN_472@O0-1G1_835@N53-H74 57 0.1140
IG1_835@N50-ASN_472@ND2-HD22 17 0.0340 IG1_835@020-LYS 465@NZ-HZ2 57 0.1140




IG1_835@047-ARG_473@NE-HE 17 0.0340 IG1_835@N53-LYS 718@NZ-HZ1 60 0.1200
SER_602@OG-IG1_835@N1-H62 17 0.0340 IG1_835@020-LYS_471@NZ-HZ3 61 0.1220
1G1_835@N53-LYS_471@NZ-HZ1 17 0.0340 GLU_87@OE2-IG1_835@N53-H75 66 0.1320
1G1_835@017-ARG_475@NHI1-HH12 18 0.0360 VAL 477@0-IG1_835@N1-H63 74 0.1480
1G1_835@N54-SER_371@0G-HG 19 0.0380 IG1_835@023-LYS_471@NZ-HZ3 80 0.1600
IG1_835@N56-LYS_471@NZ-HZ2 19 0.0380 1G1_835@N53-LYS_718@NZ-HZ2 82 0.1640
IG1_835@N1-ARG_756@NE-HE 19 0.0380 IG1_835@N53-LYS_541@NZ-HZ2 83 0.1660
1G1_835@N56-TYR_375@OH-HH 20 0.0400 IG1_835@N1-ARG_756@NH2-HH22 84 0.1680
IG1_835@NS4-ASN_472@N-H 21 0.0420 VAL _86@0-IG1_835@N53-H75 84 0.1680
IG1_835@N56-LYS_718@NZ-HZ2 21 0.0420 IG1_835@031-ARG_473@NH2-HH22 85 0.1700
1G1_835@N1-SER_469@OG-HG 21 0.0420 IG1_835@N50-ARG _377@NH2-HH22 88 0.1760
1G1_835@021-ARG_473@NH2-HH21 22 0.0440 IG1_835@036-SER_715@0G-HG 89 0.1780
1G1_835@023-ARG_473@NH2-HH22 23 0.0460 1G1_835@N53-LYS 718@NZ-HZ3 89 0.1780
1G1_835@O17-LYS_471@NZ-HZ1 23 0.0460 IG1_835@N4-ARG_756@NHI1-HH11 89 0.1780
IG1_835@020-LYS_718@NZ-HZ2 24 0.0480 IG1_835@032-LYS_471@NZ-HZ2 92 0.1840
ALA_717@0-IG1_835@N53-H75 25 0.0500 IG1_835@047-LYS_718@NZ-HZ1 94 0.1880
1G1_835@015-LYS_465@NZ-HZ3 25 0.0500 TYR_378@OH-IG1_835@N53-H75 95 0.1900
1G1_835@N53-LYS_541@NZ-HZ1 26 0.0520 1G1_835@N4-ARG 756@NH1-HH12 96 0.1920
ALA_717@0-1G1_835@N53-H74 26 0.0520 IG1_835@N50-LYS 471@NZ-HZ1 97 0.1940
IG1_835@O11-ARG_473@NHI1-HH11 27 0.0540 IG1_835@N50-LYS 718@NZ-HZ3 98 0.1960
1G1_835@019-ARG_473@NH2-HH21 27 0.0540 IG1_835@042-ARG_473@NH1-HH11 100 0.2000
1G1_835@N56-ARG_473@NH2-HH21 27 0.0540 1G1_835@047-ARG_473@NH1-HH11 100 0.2000
1G1_835@N54-SER_715@0G-HG 27 0.0540 IG1_835@N50-LYS 718@NZ-HZ1 100 0.2000
1G1_835@O17-LYS_471@NZ-HZ3 28 0.0560 IG1_835@047-LYS_718@NZ-HZ2 101 0.2020
IG1_835@047-ASN_472@ND2-HD22 28 0.0560 IG1_835@027-TYR _375@OH-HH 102 0.2040
IG1_835@N56-ARG_473@NE-HE 28 0.0560 IG1_835@036-ARG_473@NH1-HH12 103 0.2060
1G1_835@N1-SER_602@OG-HG 30 0.0600 IG1_835@021-LYS 718@NZ-HZ3 104 0.2080
1G1_835@O15-LYS_465@NZ-HZ2 30 0.0600 IG1_835@010-SER_734@0G-HG 105 0.2100
1G1_835@020-LYS_471@NZ-HZ1 30 0.0600 IG1_835@042-SER_715@0G-HG 108 0.2160
IG1_835@N54-LYS_541@NZ-HZ2 31 0.0620 IG1_835@036-LYS_718@NZ-HZ1 110 0.2200
ASN_472@0-1G1_835@N53-H75 31 0.0620 IG1_835@N54-LYS 80@NZ-HZ3 113 0.2260
ASP_538@O-IG1_835@N53-H75 31 0.0620 IG1_835@021-ARG_473@NE-HE 114 0.2280
1G1_835@047-SER_715@0G-HG 32 0.0640 IG1_835@037-ARG_473@NH2-HH21 117 0.2340
IG1_835@N53-TYR_378@OH-HH 32 0.0640 IG1_835@025-ARG_473@NH2-HH21 118 0.2360
SER_734@O-1G1_835@N1-H62 32 0.0640 IG1_835@019-LYS 541@NZ-HZ2 121 0.2420
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IG1_835@021-ARG_475@NH2-HH21 33 0.0660 IG1_835@032-LYS_718@NZ-HZ1 121 0.2420
IG1_835@N56-LYS_471@NZ-HZ1 33 0.0660 IG1_835@024-ARG_473@NE-HE 123 0.2460
1G1_835@027-LYS_471@NZ-HZ3 35 0.0700 1G1_835@047-ALA_474@N-H 123 0.2460
1G1_835@024-ARG_475@NH2-HH21 35 0.0700 IG1_835@015-LYS 718@NZ-HZ3 126 0.2520
1G1_835@N4-ARG_756@NE-HE 35 0.0700 IG1_835@042-ARG _377@NH2-HH22 127 0.2540
ASP_84@OD1-IG1_835@N53-H75 35 0.0700 ALA_474@0-1G1_835@N53-H74 127 0.2540
IG1_835@N54-LYS_471@NZ-HZ1 35 0.0700 IG1_835@N50-LYS_718@NZ-HZ2 132 0.2640
1G1_835@N56-LYS_471@NZ-HZ3 37 0.0740 1G1_835@023-LYS_471@NZ-HZ2 133 0.2660
1G1_835@N54-LYS_471@NZ-HZ2 38 0.0760 IG1_835@015-ARG_475@NE-HE 136 0.2720
IG1_835@031-ARG_473@NH1-HH12 38 0.0760 1G1_835@O017-LYS 718@NZ-HZ3 136 0.2720
IG1_835@N53-ARG_377@NH1-HH12 38 0.0760 SER_715@OG-IG1_835@N53-H74 139 0.2780
1G1_835@019-LYS_471@NZ-HZ1 38 0.0760 IG1_835@032-LYS_471@NZ-HZ1 140 0.2800
1G1_835@N4-ARG_756@NH2-HH22 39 0.0780 1G1_835@036-LYS_718@NZ-HZ2 142 0.2840
1G1_835@020-SER_469@0G-HG 39 0.0780 IG1_835@047-LYS_718@NZ-HZ3 142 0.2840
SER_602@OG-IG1_835@N1-H63 40 0.0800 IG1_835@N54-LYS 718@NZ-HZ2 145 0.2900
1G1_835@010-ARG_756@NH2-HH22 41 0.0820 IG1_835@N54-TYR 375@OH-HH 149 0.2980
GLU_87@OE1-1G1_835@N53-H75 41 0.0820 IG1_835@028-ARG_473@NH1-HH11 150 0.3000
1G1_835@N53-LYS_80@NZ-HZ3 41 0.0820 1G1_835@021-LYS 718@NZ-HZ1 150 0.3000
1G1_835@010-ARG_756@NH1-HH12 42 0.0840 IG1_835@010-ASP_543@N-H 151 0.3020
IG1_835@019-LYS_471@NZ-HZ2 43 0.0860 TYR_466@0-IG1_835@N1-H63 151 0.3020
1G1_835@043-ALA_474@N-H 43 0.0860 IG1_835@010-ARG_756@NH2-HH21 153 0.3060
1G1_835@020-LYS_541@NZ-HZ3 43 0.0860 1G1_835@015-ALA_470@N-H 153 0.3060
1G1_835@N61-SER_469@O0G-HG 43 0.0860 IG1_835@N53-ARG_473@NE-HE 155 0.3100
1G1_835@020-LYS_541@NZ-HZ1 45 0.0900 IG1_835@N53-TYR_375@OH-HH 160 0.3200
1G1_835@N53-SER_371@0G-HG 48 0.0960 IG1_835@N50-LYS 471@NZ-HZ3 165 0.3300
1G1_835@020-LYS_541@NZ-HZ2 48 0.0960 IG1_835@047-ARG_377@NH1-HH12 165 0.3300
1G1_835@O11-SER_469@OG-HG 50 0.1000 1G1_835@023-LYS 541@NZ-HZ2 165 0.3300
VAL_86@0-1G1_835@N53-H74 55 0.1100 IG1_835@N61-LYS 465@NZ-HZ3 165 0.3300
THR_476@0-1G1_835@N1-H63 168 0.3360 IG1_835@019-SER_469@0G-HG 303 0.6060
1G1_835@020-ARG_473@NHI1-HH11 169 0.3380 IG1 _835@035-LYS_541@NZ-HZ2 304 0.6080
1G1_835@032-LYS_471@NZ-HZ3 170 0.3400 IG1_835@037-LYS 541@NZ-HZ2 308 0.6160
VAL_477@0-1G1_835@N1-H62 174 0.3480 1G1_835@037-TYR_375@OH-HH 309 0.6180
1G1_835@036-LYS_718@NZ-HZ3 176 0.3520 IG1_835@N61-SER_734@OG-HG 311 0.6220
IG1_835@010-LYS_465@NZ-HZ1 177 0.3540 IG1_835@025-LYS_541@NZ-HZ1 312 0.6240
1G1_835@037-LYS_541@NZ-HZ3 178 0.3560 IG1_835@036-LYS 541@NZ-HZ2 320 0.6400

198



1G1_835@023-LYS_471@NZ-HZ1 178 0.3560 IG1_835@035-LYS_718@NZ-HZ1 323 0.6460
1G1_835@015-LYS_718@NZ-HZ1 183 0.3660 IG1_835@035-LYS _718@NZ-HZ2 323 0.6460
1G1_835@019-LYS_541@NZ-HZ1 187 0.3740 1G1_835@036-LYS 541@NZ-HZ1 330 0.6600
1G1_835@032-LYS_718@NZ-HZ3 188 0.3760 IG1_835@029-LYS_541@NZ-HZ2 332 0.6640
1G1_835@020-ARG_473@NH2-HH21 190 0.3800 IG1_835@019-LYS 718@NZ-HZ3 334 0.6680
1G1_835@017-LYS_718@NZ-HZ1 190 0.3800 1G1_835@N4-SER_734@O0G-HG 339 0.6780
1G1_835@032-LYS_718@NZ-HZ2 190 0.3800 IG1_835@031-LYS 541@NZ-HZ3 341 0.6820
TYR_375@OH-1G1_835@N53-H75 191 0.3820 IG1_835@032-ARG_473@NE-HE 342 0.6840
1G1_835@025-ARG_473@NE-HE 193 0.3860 IG1_835@035-LYS_718@NZ-HZ3 342 0.6840
GLU_87@OE1-1G1_835@N53-H74 194 0.3880 IG1_835@025-LYS 541@NZ-HZ2 351 0.7020
IG1_835@N61-LYS_465@NZ-HZ1 195 0.3900 IG1_835@042-TYR 378@OH-HH 352 0.7040
1G1_835@015-LYS_718@NZ-HZ2 197 0.3940 IG1_835@015-ARG_756@NH2-HH22 356 0.7120
1G1_835@015-ARG_756@NHI1-HH11 197 0.3940 1G1_835@019-LYS 718@NZ-HZ1 359 0.7180
1G1_835@031-ARG_473@NH2-HH21 198 0.3960 IG1_835@035-LYS 541@NZ-HZ3 363 0.7260
IG1_835@N1-LYS_465@NZ-HZ3 199 0.3980 IG1_835@N54-ARG_473@NH2-HH21 368 0.7360
1G1_835@043-LYS_471@NZ-HZ3 200 0.4000 IG1_835@036-LYS 541@NZ-HZ3 380 0.7600
THR_476@0-1G1_835@N1-H62 201 0.4020 IG1_835@023-LYS 541@NZ-HZ1 382 0.7640
1G1_835@019-LYS_541@NZ-HZ3 208 0.4160 1G1_835@029-LYS 541@NZ-HZ3 406 0.8120
1G1_835@N61-LYS_465@NZ-HZ2 211 0.4220 IG1_835@010-LYS_465@NZ-HZ2 414 0.8280
IG1_835@042-LYS_471@NZ-HZ1 218 0.4360 IG1_835@029-ARG _473@NH1-HH12 418 0.8360
IG1_835@N54-LYS_718@NZ-HZ3 220 0.4400 IG1_835@N4-SER_602@O0G-HG 419 0.8380
1G1_835@O15-SER_469@O0G-HG 220 0.4400 ASP_681@OD2-IG1_835@N1-H63 425 0.8500
1G1_835@O17-LYS_718@NZ-HZ2 221 0.4420 IG1_835@037-LYS_541@NZ-HZ1 440 0.8800
1G1_835@NS0-LYS_471@NZ-HZ2 224 0.4480 IG1_835@O019-LYS 541@N-H 463 0.9260
1G1_835@024-LYS_718@NZ-HZ1 224 0.4480 TYR_466@0-IG1_835@N1-H62 476 0.9520
1G1_835@021-LYS_718@NZ-HZ2 225 0.4500 IG1_835@N1-ARG_756@NH1-HH12 480 0.9600
1G1_835@NI1-LYS_465@NZ-HZ1 225 0.4500 1G1_835@037-LYS_471@NZ-HZ2 500 1.0000
SER_715@0-1G1_835@N53-H74 225 0.4500 IG1_835@033-ARG_473@NE-HE 511 1.0220
1G1_835@N61-SER_602@OG-HG 229 0.4580 IG1_835@N4-LYS_465@NZ-HZ3 515 1.0300
1G1_835@043-LYS_471@NZ-HZ2 231 0.4620 IG1_835@031-LYS_718@NZ-HZ1 526 1.0520
IG1_835@N54-LYS_718@NZ-HZ1 231 0.4620 IG1_835@042-ARG_377@NH2-HH21 528 1.0560
1G1_835@025-LYS_541@NZ-HZ3 233 0.4660 IG1_835@029-ARG_473@NH2-HH21 529 1.0580
1G1_835@021-LYS_541@N-H 235 0.4700 IG1_835@N50-LYS 541@NZ-HZ3 530 1.0600
1G1_835@027-LYS_541@N-H 235 0.4700 IG1_835@033-ARG_473@NH2-HH22 542 1.0840
1G1_835@043-LYS_471@NZ-HZ1 239 0.4780 IG1_835@031-LYS_718@NZ-HZ2 542 1.0840
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IG1_835@N50-ASN_472@N-H 241 0.4820 IG1_835@N4-LYS_465@NZ-HZ2 542 1.0840
1G1_835@042-LYS_471@NZ-HZ2 247 0.4940 IG1_835@N4-LYS_465@NZ-HZ1 561 1.1220
1G1_835@042-LYS_471@NZ-HZ3 249 0.4980 1G1_835@037-LYS 471@NZ-HZ1 571 1.1420
1G1_835@031-LYS_541@NZ-HZ2 251 0.5020 IG1_835@N54-ALA_474@N-H 579 1.1580
IG1_835@N1-LYS_465@NZ-HZ2 252 0.5040 IG1_835@047-ARG _377@NE-HE 580 1.1600
1G1_835@032-ARG_473@NH2-HH22 254 0.5080 1G1_835@N50-LYS_541@NZ-HZ2 580 1.1600
1G1_835@027-ARG_473@NE-HE 256 0.5120 IG1_835@031-LYS 718@NZ-HZ3 584 1.1680
1G1_835@N50-SER_715@N-H 259 0.5180 IG1_835@N54-ARG_473@NE-HE 591 1.1820
1G1_835@035-ARG_473@NHI1-HH12 267 0.5340 IG1_835@036-ARG_473@NH2-HH22 595 1.1900
IG1_835@024-LYS_718@NZ-HZ2 277 0.5540 IG1_835@042-SER_371@0G-HG 598 1.1960
TYR_378@OH-1G1_835@N53-H74 277 0.5540 ILE_468@O-IG1_835@N1-H62 599 1.1980
IG1_835@010-LYS_465@NZ-HZ3 277 0.5540 IG1_835@029-LYS 541@NZ-HZ1 611 1.2220
1G1_835@028-ARG_473@NHI1-HH12 279 0.5580 1G1_835@037-LYS_471@NZ-HZ3 627 1.2540
1G1_835@035-LYS_541@NZ-HZ1 279 0.5580 IG1_835@033-LYS_471@NZ-HZ2 637 1.2740
1G1_835@027-ARG_473@NH1-HH12 281 0.5620 IG1_835@047-LYS_541@NZ-HZ2 639 1.2780
1G1_835@024-LYS_718@NZ-HZ3 284 0.5680 IG1_835@029-ARG_473@NE-HE 646 1.2920
1G1_835@020-ARG_475@NH2-HH22 285 0.5700 ASP_681@OD2-IG1_835@N1-H62 651 1.3020
1G1_835@020-ARG_473@NE-HE 291 0.5820 1G1_835@033-LYS 718@NZ-HZ1 653 1.3060
1G1_835@024-ARG_473@NH2-HH21 293 0.5860 IG1_835@047-ARG _377@NH2-HH22 659 1.3180
IG1_835@047-TYR_375@OH-HH 297 0.5940 IG1_835@033-LYS_718@NZ-HZ3 662 1.3240
IG1_835@N54-ARG_377@NH2-HH22 297 0.5940 IG1_835@047-LYS 541@NZ-HZ3 668 1.3360
1G1_835@N1-SER_734@OG-HG 299 0.5980 IG1_835@028-LYS 541@NZ-HZ3 672 1.3440
1G1_835@043-TYR_378@OH-HH 299 0.5980 IG1_835@031-LYS_541@NZ-HZ1 689 1.3780
GLU_87@OE2-1G1_835@N53-H74 299 0.5980 IG1_835@017-ARG _473@NH1-HH12 695 1.3900
1G1_835@023-LYS_541@NZ-HZ3 303 0.6060 IG1_835@029-LYS 471@NZ-HZ2 696 1.3920
1G1_835@032-ARG_473@NH2-HH21 701 1.4020 IG1_835@028-LYS 718@NZ-HZ2 1729 3.4580
1G1_835@019-LYS_718@NZ-HZ2 709 1.4180 1G1_835@031-LYS 471@NZ-HZ2 1733 3.4660
IG1_835@NS0-LYS_S41@NZ-HZ1 734 1.4680 IG1_835@024-LYS_541@NZ-HZ3 1740 3.4800
1G1_835@028-LYS_541@NZ-HZ2 751 1.5020 IG1_835@035-ARG_473@NE-HE 1809 3.6180
1G1_835@037-ARG_473@NE-HE 754 1.5080 IG1_835@028-LYS_718@NZ-HZ1 1828 3.6560
IG1_835@N53-ARG_473@NH2-HH21 779 1.5580 GLU_731@OE1-IG1_835@N1-H62 1829 3.6580
1G1_835@010-SER_469@O0G-HG 782 1.5640 IG1_835@028-LYS 718@NZ-HZ3 1830 3.6600
1G1_835@033-LYS_471@NZ-HZ3 813 1.6260 IG1_835@033-LYS_541@NZ-HZ1 1916 3.8320
1G1_835@029-LYS_471@NZ-HZ1 814 1.6280 IG1_835@042-ALA_474@N-H 1921 3.8420
1G1_835@033-LYS_718@NZ-HZ2 821 1.6420 GLU_731@OE1-IG1_835@N1-H63 1935 3.8700
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IG1_835@029-LYS_471@NZ-HZ3 825 1.6500 IG1_835@N54-ARG_377@NHI1-HH12 1969 3.9380
1G1_835@033-LYS_471@NZ-HZ1 847 1.6940 IG1_835@032-TYR_375@OH-HH 1972 3.9440
1G1_835@010-ASN_611@ND2-HD21 849 1.6980 1G1_835@047-TYR_378@OH-HH 2140 4.2800
1G1_835@033-ARG_473@NHI1-HH12 855 1.7100 IG1_835@032-LYS 541@NZ-HZ2 2155 4.3100
IG1_835@NS0-TYR_375@OH-HH 869 1.7380 IG1_835@025-LYS_471@NZ-HZ3 2239 4.4780
SER_734@OG-1G1_835@N1-H62 893 1.7860 IG1_835@N61-ARG_756@NH1-HH12 2239 4.4780
1G1_835@017-ARG_475@NH2-HH21 899 1.7980 IG1_835@032-LYS_541@NZ-HZ1 2250 4.5000
1G1_835@028-LYS_471@NZ-HZ2 911 1.8220 1G1_835@010-ARG_473@NH1-HH11 2334 4.6680
1G1_835@036-LYS_471@NZ-HZ3 915 1.8300 IG1_835@028-LYS 541@N-H 2391 4.7820
IG1_835@N50-ARG_473@NH2-HH21 916 1.8320 1G1_835@032-LYS 541@NZ-HZ3 2459 4.9180
1G1_835@028-LYS_541@NZ-HZ1 925 1.8500 IG1_835@019-ARG_475@NE-HE 2650 5.3000
1G1_835@035-LYS_471@NZ-HZ2 927 1.8540 IG1_835@N61-ARG_756@NH2-HH22 2727 5.4540
1G1_835@028-LYS_471@NZ-HZ1 939 1.8780 1G1_835@024-LYS 541@NZ-HZ2 2823 5.6460
1G1_835@029-LYS_718@NZ-HZ1 973 1.9460 IG1_835@021-ARG_473@NH2-HH22 3091 6.1820
IG1_835@036-LYS_471@NZ-HZ2 978 1.9560 IG1_835@036-ARG_473@NE-HE 3219 6.4380
1G1_835@029-LYS_718@NZ-HZ3 992 1.9840 IG1_835@017-ARG_475@NH2-HH22 3238 6.4760
1G1_835@035-LYS_471@NZ-HZ3 996 1.9920 IG1_835@035-ARG_473@NH2-HH21 3317 6.6340
1G1_835@036-LYS_471@NZ-HZ1 1004 2.0080 1G1_835@023-LYS 541@N-H 3487 6.9740
1G1_835@047-LYS_471@NZ-HZ3 1009 2.0180 IG1_835@020-ARG _475@NH1-HH12 3536 7.0720
IG1_835@028-LYS_471@NZ-HZ3 1011 2.0220 IG1_835@019-ARG _473@NH1-HH12 3577 7.1540
IG1_835@N53-ARG_377@NH2-HH22 1032 2.0640 IG1_835@036-TYR_375@OH-HH 3641 7.2820
1G1_835@021-LYS_471@NZ-HZ2 1036 2.0720 IG1_835@025-ARG_473@NH1-HH12 3735 7.4700
1G1_835@035-ARG_473@NH2-HH22 1065 2.1300 IG1_835@047-ARG _377@NH2-HH21 3993 7.9860
1G1_835@021-LYS_541@NZ-HZ2 1065 2.1300 IG1 _835@015-ARG_475@NH2-HH21 4318 8.6360
IG1_835@021-LYS_541@NZ-HZ3 1070 2.1400 IG1_835@027-LYS_541@NZ-HZ3 4818 9.6360
1G1_835@036-ARG_473@NH2-HH21 1085 2.1700 IG1_835@027-ARG_473@NH2-HH22 5000 10.0000
1G1_835@020-ARG_473@NH2-HH22 1122 2.2440 1G1_835@035-TYR_375@OH-HH 5122 10.2440
1G1_835@035-LYS_471@NZ-HZ1 1129 2.2580 IG1_835@019-ARG_473@NH2-HH22 5490 10.9800
1G1_835@033-LYS_541@NZ-HZ2 1130 2.2600 IG1_835@027-LYS_541@NZ-HZ1 5682 11.3640
1G1_835@029-LYS_718@NZ-HZ2 1145 2.2900 IG1 _835@024-ARG_473@NH2-HH22 5727 11.4540
1G1_835@033-ARG_473@NH2-HH21 1164 2.3280 IG1_835@029-ARG_473@NH2-HH22 5823 11.6460
1G1_835@047-LYS_471@NZ-HZ1 1194 2.3880 1G1_835@020-ARG_475@NH2-HH21 6012 12.0240
1G1_835@047-LYS_541@NZ-HZ1 1227 2.4540 IG1_835@024-LYS_541@N-H 6383 12.7660
IG1_835@047-LYS_471@NZ-HZ2 1236 2.4720 IG1_835@027-LYS_541@NZ-HZ2 7354 14.7080
1G1_835@025-LYS_471@NZ-HZ1 1236 2.4720 IG1_835@021-ARG_473@NH1-HH12 8230 16.4600
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1G1_835@021-LYS _471@NZ-HZ1 1259 2.5180 IG1_835@024-ARG_473@NH1-HH12 8630 172600

ILE_468@O0-IG1_835@N1-H63 1283 2.5660 IG1_835@025-ARG_473@NH2-HH22 8899 17.7980

1G1_835@021-LYS_541@NZ-HZ1 1302 2.6040 IG1_835@020-ARG_473@NH1-HH12 10244 20.4880

1G1_835@N50-ARG_473@NE-HE 1315 2.6300 IG1_835@O019-ARG_475@NH2-HH21 12423 24.8460

1G1_835@033-LYS_541@NZ-HZ3 1316 2.6320 IG1_835@020-ARG_475@NE-HE 14690 29.3800

1G1_835@015-ARG_756@NH1-HH12 1332 2.6640

1G1_835@032-ARG_473@NH1-HH12 1343 2.6860

1G1_835@025-LYS_471@NZ-HZ2 1384 2.7680

1G1_835@N50-SER_715@0G-HG 1404 2.8080

1G1_835@027-ARG_473@NH2-HH21 1424 2.8480

1G1_835@031-LYS_471@NZ-HZ1 1425 2.8500

1G1_835@027-LYS_T18@NZ-HZ2 1461 2.9220

SER_734@O0G-IG1_835@N1-H63 1465 2.9300

1G1_835@023-LYS_718@NZ-HZ1 1484 2.9680

1G1_835@023-LYS_7T18@NZ-HZ3 1535 3.0700

1G1_835@021-LYS_471@NZ-HZ3 1555 3.1100

1G1_835@027-LYS_7T18@NZ-HZ1 1577 3.1540

1G1_835@031-LYS_471@NZ-HZ3 1606 3.2120

1G1_835@023-LYS_718@NZ-HZ2 1628 3.2560

1G1_835@027-LYS_7T18@NZ-HZ3 1650 3.3000

TYR_375@OH-IG1_835@N53-H74 1712 3.4240

1G1_835@024-LYS_541@NZ-HZ1 1729 3.4580

Tablo S18.2 Hidrojen baglar1 olusturan ligand kalint1 atomlari, MD simiilasyonunda tespit edilen hidrojen bag ¢erceve sayilart ve HO2 ligandinin hidrojen bagi doluluk yiizdeleri

Rdrp-Hit2-Etkilesen Atomlar Frame Occupancy% Rdrp-Hitl-Etkilesen Atomlar Frame Occupancy%
LG2_835@058-SER_715@0G-HG 1 0.0020 LG2_835@037-LYS_471@NZ-HZ3 42 0.0840
LG2_835@058-LYS_80@NZ-HZ2 1 0.0020 LG2_835@036-ARG_473@NH2-HH21 42 0.0840
LG2_835@032-ARG_473@NE-HE 1 0.0020 ASP_538@OD1-LG2_835@N52-H78 46 0.0920
LG2_835@034-TYR_375@OH-HH 1 0.0020 TRP_537@0-LG2_835@N18-H70 51 0.1020

LG2_835@029-ARG_473@NH1-HH11 1 0.0020 LG2_835@033-LYS_541@NZ-HZ1 52 0.1040

LG2_835@028-ARG_473@NH2-HH21 1 0.0020 LG2_835@034-LYS_471@NZ-HZ2 53 0.1060
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LG2_835@O07-ARG_475@NE-HE 1 0.0020 LG2 835@032-LYS_541@NZ-HZ3 54 0.1080
LG2_835@029-ARG_475@NE-HE 1 0.0020 LG2_835@032-LYS_541@NZ-HZ1 55 0.1100
LG2_835@02-ARG_475@NH2-HH22 1 0.0020 LG2_835@036-ARG_473@NE-HE 56 0.1120
LG2 835@026-LYS_541@NZ-HZ2 1 0.0020 LG2 835@N50-LYS_718@NZ-HZ1 62 0.1240
LG2_835@034-ARG_473@NH2-HH21 2 0.0040 LG2_835@055-SER_715@O0G-HG 63 0.1260
LG2_835@034-ARG_473@NH2-HH22 2 0.0040 LG2 835@042-LYS_718@NZ-HZ1 77 0.1540
LG2_835@N18-TYR_539@N-H 2 0.0040 LG2_835@042-LYS 718@NZ-HZ2 78 0.1560
LG2 835@07-LYS_541@NZ-HZ1 2 0.0040 LG2_835@036-LYS_718@NZ-HZ2 79 0.1580
LG2 835@07-LYS_541@NZ-HZ2 2 0.0040 LG2 835@042-LYS_718@NZ-HZ3 81 0.1620
LG2 835@N45-LYS_718@NZ-HZ2 3 0.0060 LG2 835@037-LYS_471@NZ-HZ2 85 0.1700
TYR 539@0-LG2 835@N52-H78 3 0.0060 LG2 835@037-LYS_541@NZ-HZ1 88 0.1760
ASP_538@0-LG2_835@N52-H79 3 0.0060 LG2 835@037-LYS_541@NZ-HZ3 91 0.1820
LG2_835@033-TYR _375@OH-HH 3 0.0060 LG2 835@037-LYS_541@NZ-HZ2 95 0.1900
LG2_835@034-ARG_473@NHI-HH12 3 0.0060 LG2 835@N50-LYS_541@NZ-HZ3 98 0.1960
LG2 835@026-LYS_541@NZ-HZ3 3 0.0060 LG2_835@N50-LYS_541@NZ-HZ2 101 0.2020
LG2_835@028-ARG_475@NH2-HH21 4 0.0080 LG2_835@036-LYS_718@NZ-HZ1 104 0.2080
LG2 835@N52-LYS_541@NZ-HZ1 4 0.0080 LG2 835@032-LYS_541@NZ-HZ2 106 0.2120
GLU_731@OEI1-LG2_835@N19-H72 5 0.0100 LG2_835@037-LYS_471@NZ-HZ1 132 0.2640
LG2_835@029-ARG_473@NH2-HH22 6 0.0120 LG2_835@029-ARG_475@NH2-HH21 134 0.2680
LG2 835@029-LYS_541@NZ-HZ2 6 0.0120 LG2_835@O07-CYS_542@N-H 137 0.2740
LG2 835@07-LYS_541@NZ-HZ3 6 0.0120 LG2 835@032-LYS_718@NZ-HZ1 144 0.2880
LG2 835@N52-LYS_541@NZ-HZ3 7 0.0140 LG2_835@N50-LYS_541@NZ-HZ1 144 0.2880
LG2 835@029-LYS_471@NZ-HZ1 8 0.0160 LG2 835@032-LYS_718@NZ-HZ3 185 0.3700
LG2 835@N45-LYS_718@NZ-HZ1 9 0.0180 LG2 835@026-LYS_541@N-H 211 0.4220
LG2 835@N45-LYS_718@NZ-HZ3 9 0.0180 LG2_835@038-LYS_718@NZ-HZ1 235 0.4700
ASP_538@OD2-LG2_835@07-H65 9 0.0180 LG2_835@N47-SER_715@0G-HG 244 0.4880
LG2 835@033-LYS_718@NZ-HZ2 10 0.0200 LG2 835@038-LYS_718@NZ-HZ3 244 0.4880
LG2 835@02-CYS_542@N-H 10 0.0200 LG2_835@038-LYS_718@NZ-HZ2 248 0.4960
LG2_835@07-ARG_475@NH2-HH21 12 0.0240 LG2 835@032-LYS_718@NZ-HZ2 254 0.5080
LG2 835@029-LYS_541@NZ-HZ1 12 0.0240 ASP_538@OD2-LG2_835@N52-H78 257 0.5140
LG2_835@033-ARG_475@NH1-HH11 13 0.0260 LG2 835@061-LYS_718@NZ-HZ1 263 0.5260
LG2 835@028-LYS_718@NZ-HZ1 14 0.0280 LG2 835@061-LYS_718@NZ-HZ3 282 0.5640
LG2 835@033-LYS_718@NZ-HZ3 14 0.0280 LG2 835@061-LYS_718@NZ-HZ2 311 0.6220
LG2_835@021-SER_734@O0G-HG 14 0.0280 ASP_680@O0D2-LG2_835@07-H65 440 0.8800
TYR 539@0-LG2_835@N52-H79 14 0.0280 LG2_835@036-LYS_718@NZ-HZ3 466 0.9320
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LG2 835@029-LYS_471@NZ-HZ2 15 0.0300 LG2 835@058-LYS_718@NZ-HZ1 699 1.3980
LG2 835@O7-LYS_541@N-H 15 0.0300 LG2_835@058-LYS_718@NZ-HZ3 709 1.4180
LG2 835@028-LYS_718@NZ-HZ3 17 0.0340 LG2_835@058-LYS_718@NZ-HZ2 735 1.4700
LG2 835@033-LYS_718@NZ-HZ1 18 0.0360 LG2_835@037-ARG_473@NH2-HH21 775 1.5500
LG2 835@029-LYS_541@NZ-HZ3 18 0.0360 LG2_835@037-ARG_473@NE-HE 784 1.5680
LG2_835@O7-TYR_539@N-H 19 0.0380 LG2_835@042-LYS_541@NZ-HZ3 785 1.5700
LG2 835@028-LYS_718@NZ-HZ2 2 0.0440 LG2 835@042-LYS_541@NZ-HZ1 879 1.7580
ASP_84@OD2-LG2_835@058-H81 28 0.0560 LG2 835@042-LYS_541@NZ-HZ2 890 1.7800
LG2_835@07-ASP_543@N-H 29 0.0580 ASP_680@OD1-LG2_835@07-H65 1019 2.0380
LG2 835@N52-LYS_718@NZ-HZ1 31 0.0620 ASP_538@ODI-LG2_835@N18-H70 1074 2.1480
LG2 835@033-LYS_541@NZ-HZ3 31 0.0620 ASP_538@ODI1-LG2_835@N18-H71 1272 2.5440
LG2 835@030-LYS_471@NZ-HZ2 32 0.0640 ASP_538@OD2-LG2_835@N53-H80 1405 2.8100
LG2 835@033-LYS_541@NZ-HZ2 33 0.0660 ASP_538@OD2-LG2_835@N18-H70 1481 2.9620
LG2 835@030-LYS_471@NZ-HZ1 34 0.0680 LG2_835@033-LYS_471@NZ-HZ1 1483 2.9660
LG2 835@N52-LYS_718@NZ-HZ3 36 0.0720 LG2_835@033-LYS_471@NZ-HZ2 1519 3.0380
ASP_538@ODI1-LG2_835@07-H65 36 0.0720 GLU 87@OE2-LG2_835@058-H81 1552 3.1040
LG2 835@N52-LYS_718@NZ-HZ2 38 0.0760 LG2_835@033-LYS_471@NZ-HZ3 2023 4.0460
LG2 835@030-LYS_471@NZ-HZ3 39 0.0780 GLU_87@OEI1-LG2_835@058-H81 2294 4.5880
LG2_835@02-ASP_543@N-H 41 0.0820 LG2_835@037-ARG_473@NHI1-HH12 2336 4.6720
LG2 835@034-LYS_471@NZ-HZ1 41 0.0820 LG2_835@033-ARG_473@NHI1-HH12 2384 4.7680
LG2 835@N50-LYS_718@NZ-HZ2 41 0.0820 LG2_835@028-ARG_475@NHI1-HH12 2397 4.7940
LG2 835@N50-LYS_718@NZ-HZ3 42 0.0840 LG2_835@036-ARG_473@NH2-HH22 2506 5.0120
LG2 835@034-LYS_471@NZ-HZ3 42 0.0840 LG2_835@N47-SER_715@N-H 2582 5.1640
LG2 835@028-LYS_471@NZ-HZ3 2706 5.4120 LG2 835@032-LYS_471@NZ-HZ2 5691 11.3820
LG2_835@030-LYS_541@NZ-HZ2 2813 5.6260 LG2_835@034-LYS_541@NZ-HZ3 6038 12.0760
LG2_835@038-LYS_541@NZ-HZ3 2880 5.7600 LG2_835@034-LYS_541@NZ-HZ1 6205 12.4100
GLU_87@OE2-LG2_835@061-H82 2905 5.8100 ASP_681@ODI1-LG2_835@N18-H70 6534 13.0680
LG2_835@028-LYS_471@NZ-HZ2 2918 5.8360 ASP_681@OD2-LG2_835@N18-H70 7028 14.0560
LG2_835@028-LYS_471@NZ-HZ1 3162 6.3240 LG2_835@033-ARG_473@NH2-HH22 7041 14.0820
ASP_680@0-LG2_835@N18-H71 3164 6.3280 ASP_681@ODI1-LG2_835@N19-H72 7159 14.3180
LG2_835@029-ARG_473@NH2-HH21 3398 6.7960 ASP_538@O0D2-LG2_835@N18-H71 7621 15.2420
ASP_538@ODI1-LG2_835@N53-H80 3513 7.0260 LG2_835@036-ARG_473@NHI1-HH12 7655 15.3100
LG2_835@038-LYS_541@NZ-HZ1 3541 7.0820 ASP_681@OD2-LG2_835@N19-H72 8599 17.1980
LG2_835@033-ARG_475@NHI1-HH12 3607 7.2140 LG2_835@029-ARG_475@NH2-HH22 8968 17.9360
GLU 87@OEI-LG2_835@061-H82 3630 7.2600 ASP_538@0-LG2_835@N53-H80 9026 18.0520
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LG2_835@O038-LYS_541@NZ-HZ2 3740 7.4800 LG2_835@O033-ARG_475@NH2-HH22 9894 19.7880
LG2_835@O037-ARG_473@NH2-HH22 3778 7.5560 TYR 539@0-LG2_835@07-H65 10090 20.1800
LG2_835@030-LYS_541@NZ-HZ3 4030 8.0600 LG2_835@O033-ARG_473@NE-HE 10486 20.9720
LG2_835@036-LYS_471@NZ-HZ1 4128 8.2560 ASP_681@OD2-LG2_835@N18-H71 11059 22.1180
LG2_835@030-LYS_541@NZ-HZ1 4248 8.4960 ASP_538@ODI1-LG2_835@N52-H79 11795 23.5900
LG2_835@036-LYS_471@NZ-HZ2 4460 8.9200 LG2_835@O055-SER_715@N-H 17089 34.1780
LG2_835@036-LYS_471@NZ-HZ3 4618 9.2360 LG2_835@029-ARG_475@NHI1-HH12 18834 37.6680
LG2_835@034-LYS_541@NZ-HZ2 4947 9.8940 ASP_680@O-LG2_835@N18-H70 19127 38.2540
LG2_835@O028-ARG_475@NH2-HH22 4971 9.9420 ASP_681@OD1-LG2_835@N18-H71 20128 40.2560
LG2_835@032-LYS_471@NZ-HZ3 5034 10.0680 LG2 _835@O033-ARG_473@NH2-HH21 24758 49.5160
LG2_835@032-LYS_471@NZ-HZ1 5044 10.0880 LG2_835@O037-TYR_375@OH-HH 28780 57.5600
ASP_538@OD2-LG2_835@N52-H79 5500 11.0000
Tablo S18.3. Hidrojen baglari olusturan ligand kalint1 atomlari, MD simiilasyonunda tespit edilen hidrojen bagi gergeve sayilart ve HO3 ligandinin hidrojen bagi doluluk yiizdeleri
Rdrp-Hit2-Etkilesen Atomlar Frame Occupancy% Rdrp-Hit1-Etkilesen Atomlar Frame Occupancy%%
LG3_835@N44-LYS_541@NZ-HZ1 1 0.0020 LG3_835@025-LYS_471@NZ-HZ2 5 0.0100
LG3_835@065-ASN_611@ND2-HD21 1 0.0020 LG3_835@059-ARG_473@NH1-HH12 5 0.0100
LG3_835@065-ASN_611@ND2-HD22 1 0.0020 LG3_835@N5-ARG_475@NH2-HH22 5 0.0100
LG3_835@065-LYS_465@NZ-HZ1 1 0.0020 LG3_835@041-LYS_541@NZ-HZ1 6 0.0120
LG3_835@020-LYS_718@NZ-HZ1 1 0.0020 LG3_835@041-LYS_541@NZ-HZ2 6 0.0120
LG3_835@N46-LYS_718@NZ-HZ1 1 0.0020 LG3_835@059-LYS_541@NZ-HZ2 6 0.0120
LG3_835@059-LYS_718@NZ-HZ2 1 0.0020 LG3_835@059-LYS_541@NZ-HZ3 6 0.0120
LG3_835@037-LYS_718@NZ-HZ3 1 0.0020 LG3_835@053-ARG_544@NH1-HH11 6 0.0120
LG3_835@062-SER_734@N-H 1 0.0020 LG3_835@01-THR_600@0OG1-HG1 6 0.0120
LG3_835@01-SER_734@0OG-HG 1 0.0020 LG3_835@033-LYS_718@NZ-HZ1 6 0.0120
LG3_835@N10-SER_734@OG-HG 1 0.0020 LG3_835@062-HIE_736@NE2-HE2 6 0.0120
LG3_835@N3-GLN_735@NE2-HE21 1 0.0020 GLN_735@NE2-LG3_835@N3-H66 6 0.0120
LG3_835@N5-GLN_735@NE2-HE22 1 0.0020 ASP_785@OD2-LG3_835@N3-H66 6 0.0120
LG3_835@062-GLN_735@NE2-HE22 1 0.0020 VAL_86@O-LG3_835@N51-H75 6 0.0120
LG3_835@065-GLN_735@NE2-HE22 1 0.0020 ARG_756@NH1-LG3_835@062-H78 6 0.0120
LG3_835@013-ARG_756@NE-HE 1 0.0020 LG3_835@059-ARG_473@NE-HE 6 0.0120
LG3_835@062-ARG_756@NE-HE 1 0.0020 LG3_835@N49-LYS_541@NZ-HZ1 7 0.0140
ARG_475@NH1-LG3_835@056-H76 1 0.0020 LG3_835@020-LYS_718@NZ-HZ2 7 0.0140




ARG_544@NH1-LG3_835@056-H76 1 0.0020 LG3_835@017-SER_734@0G-HG 7 0.0140
ASP_680@OD2-LG3_835@062-H78 1 0.0020 LG3_835@N5-GLN_735@NE2-HE21 7 0.0140
GLN_735@OE1-LG3_835@062-H78 1 0.0020 LG3_835@N5-ARG_756@NH2-HH21 7 0.0140
GLN_735@NE2-LG3_835@062-H78 1 0.0020 LG3_835@013-ARG_756@NH2-HH22 7 0.0140
ARG_756@NE-LG3_835@062-H78 1 0.0020 LG3_835@028-LYS_541@NZ-HZ3 8 0.0160
LG3_835@041-ARG_473@NH1-HH12 1 0.0020 LG3_835@041-LYS_541@NZ-HZ3 8 0.0160
LG3_835@019-ARG_473@NH2-HH22 1 0.0020 LG3_835@053-LYS_718@NZ-HZ1 8 0.0160
LG3_835@024-ARG_475@NHI1-HH11 1 0.0020 LG3_835@033-LYS_718@NZ-HZ2 8 0.0160
LG3_835@N5-ARG_475@NHI1-HH12 1 0.0020 ASP_538@OD1-LG3_835@062-H78 8 0.0160
LG3_835@N8-ARG_475@NH1-HH12 1 0.0020 LG3_835@N49-LYS_541@NZ-HZ2 9 0.0180
LG3_835@041-ARG_475@NH2-HH21 1 0.0020 LG3_835@053-LYS_718@NZ-HZ2 9 0.0180
LG3_835@032-LYS_541@NZ-HZ1 2 0.0040 LG3_835@023-LYS_465@NZ-HZ3 9 0.0180
LG3_835@056-ARG_544@NE-HE 2 0.0040 LG3_835@017-LYS_718@NZ-HZ3 10 0.0200
LG3_835@056-ARG_544@NH2-HH22 2 0.0040 LG3_835@053-LYS_718@NZ-HZ3 10 0.0200
LG3_835@059-LYS_718@NZ-HZ1 2 0.0040 TYR_375@OH-LG3_835@056-H76 10 0.0200
LG3_835@062-GLN_735@NE2-HE21 2 0.0040 ALA_7T17@0-LG3_835@059-H77 10 0.0200
LG3_835@N5-ASP_753@N-H 2 0.0040 LG3_835@N49-LYS_541@NZ-HZ3 11 0.0220
LG3_835@N5-ARG_756@NHI1-HH11 2 0.0040 LG3_835@025-LYS_471@NZ-HZ1 11 0.0220
LG3_835@013-ARG_756@NHI1-HH12 2 0.0040 LG3_835@032-LYS_541@NZ-HZ2 12 0.0240
GLN_735@OE1-LG3_835@N3-H66 2 0.0040 LG3_835@N5-ARG_756@NE-HE 12 0.0240
ARG_475@NH2-LG3_835@056-H76 2 0.0040 PRO_540@0-LG3_835@059-H77 12 0.0240
ARG_473@NH1-LG3_835@059-H77 2 0.0040 LG3_835@035-ARG_473@NHI1-HH11 12 0.0240
ARG_473@NH2-LG3_835@059-H77 2 0.0040 LG3_835@065-ARG_756@NE-HE 13 0.0260
SER_469@0G-LG3_835@065-H79 2 0.0040 GLU_731@0-LG3_835@065-H79 13 0.0260
LG3_835@056-TYR_375@OH-HH 2 0.0040 LG3_835@035-ARG_473@NH2-HH21 13 0.0260
LG3_835@033-ARG_475@NH2-HH22 2 0.0040 TYR_466@0-LG3_835@N3-H66 14 0.0280
LG3_835@059-TYR_375@OH-HH 3 0.0060 LG3_835@056-ARG_475@NE-HE 14 0.0280
LG3_835@059-LYS_541@NZ-HZ1 3 0.0060 LG3_835@056-SER_715@N-H 15 0.0300
LG3_835@065-SER_679@0G-HG 3 0.0060 ASP_543@OD2-LG3_835@N3-H66 16 0.0320
LG3_835@N49-SER_715@N-H 3 0.0060 CYS_733@0-LG3_835@062-H78 16 0.0320
LG3_835@017-LYS_718@NZ-HZ2 3 0.0060 LG3_835@N46-TYR_375@OH-HH 16 0.0320
LG3_835@N46-LYS_718@NZ-HZ2 3 0.0060 LG3_835@065-ARG_756@NH2-HH21 17 0.0340
LG3_835@01-ARG_778@NH2-HH22 3 0.0060 LG3_835@N5-ARG_756@NH2-HH22 18 0.0360
THR_600@O0G1-LG3_835@N3-H66 3 0.0060 LG3_835@027-ARG_473@NH2-HH22 19 0.0380
GLU_87@OE1-LG3_835@056-H76 3 0.0060 ASP_680@OD1-LG3_835@062-H78 20 0.0400




GLN_735@NE2-LG3_835@065-H79 3 0.0060 GLN_735@OE1-LG3_835@065-H79 20 0.0400
ARG_756@NH1-LG3_835@065-H79 3 0.0060 LG3_835@035-ARG_475@NH1-HH12 20 0.0400
LG3_835@025-LYS_471@NZ-HZ3 3 0.0060 LG3_835@056-LYS_541@NZ-HZ2 21 0.0420
LG3_835@017-LYS_718@NZ-HZ1 4 0.0080 LG3_835@062-ARG_756@NH2-HH21 23 0.0460
ARG_473@NH2-LG3_835@056-H76 4 0.0080 CYS_733@0-LG3_835@065-H79 23 0.0460
ARG_544@NH2-LG3_835@056-H76 4 0.0080 LG3_835@N8-GLN_735@NE2-HE21 24 0.0480
GLU_87@OE1-LG3_835@059-H77 4 0.0080 ASP_753@OD1-LG3_835@062-H78 25 0.0500
ASP_753@OD2-LG3_835@062-H78 4 0.0080 LG3_835@019-ARG_475@NH2-HH21 25 0.0500
ARG_756@NH2-LG3_835@062-H78 4 0.0080 LG3_835@023-ARG_473@NH2-HH22 26 0.0520
LG3_835@056-LYS_541@NZ-HZ3 5 0.0100 LG3_835@013-ARG_475@NH2-HH22 26 0.0520
LG3_835@01-ARG_778@NH1-HH12 5 0.0100 LG3_835@033-LYS_718@NZ-HZ3 27 0.0540
LG3_835@062-ARG_756@NH1-HH11 27 0.0540 LG3_835@N46-SER_715@0G-HG 169 0.3380
LG3_835@056-LYS_541@NZ-HZ1 28 0.0560 LG3_835@019-ARG_756@NH2-HH22 171 0.3420
ASP_84@OD2-LG3_835@N51-H75 29 0.0580 LG3_835@021-LYS_471@NZ-HZ2 171 0.3420
TYR_378@OH-LG3_835@N51-H75 29 0.0580 LG3_835@O1-ILE_468@N-H 189 0.3780
LG3_835@N46-LYS_541@NZ-HZ1 31 0.0620 LG3_835@053-ARG_544@N-H 190 0.3800
LG3_835@032-LYS_541@NZ-HZ3 31 0.0620 SER_734@0-LG3_835@065-H79 191 0.3820
LG3_835@056-ARG_544@NH2-HH21 33 0.0660 LG3_835@032-LYS_471@NZ-HZ3 191 0.3820
LG3_835@065-GLN_735@NE2-HE21 33 0.0660 SER_602@O-LG3_835@N3-H66 192 0.3840
LG3_835@027-LYS_718@NZ-HZ3 34 0.0680 LG3_835@056-ARG_475@NH2-HH21 202 0.4040
LG3_835@056-ARG_475@NHI1-HH11 34 0.0680 LG3_835@N8-LYS_465@NZ-HZ2 210 0.4200
LG3_835@033-LYS_541@N-H 35 0.0700 LG3_835@059-ARG_473@NH2-HH21 22 0.4440
LG3_835@N46-ASP_543@N-H 35 0.0700 LG3_835@036-LYS_471@NZ-HZ2 243 0.4860
ASP_680@OD1-LG3_835@065-H79 37 0.0740 LG3_835@N49-SER_715@0G-HG 245 0.4900
LG3_835@065-CYS_733@N-H 38 0.0760 LG3_835@021-LYS_471@NZ-HZ3 248 0.4960
LG3_835@N8-SER_734@0G-HG 39 0.0780 LG3_835@01-GLN_735@NE2-HE21 252 0.5040
LG3_835@01-LYS_465@NZ-HZ1 40 0.0800 LG3_835@019-ARG_475@NH2-HH22 254 0.5080
ASP_538@OD2-LG3_835@062-H78 42 0.0840 GLU_731@OE1-LG3_835@065-H79 264 0.5280
LG3_835@059-ARG_473@NHI1-HH11 42 0.0840 LG3_835@036-LYS_718@NZ-HZ2 275 0.5500
LG3_835@01-LYS_465@NZ-HZ3 43 0.0860 LG3_835@036-LYS_718@NZ-HZ3 284 0.5680
LG3_835@053-LYS_541@NZ-HZ3 44 0.0880 LG3_835@036-ARG_473@NH2-HH22 286 0.5720
LG3_835@01-LYS_465@NZ-HZ2 46 0.0920 LG3_835@021-LYS_471@NZ-HZ1 288 0.5760
LG3_835@059-ARG_475@NHI1-HH11 47 0.0940 LG3_835@053-TYR_378@OH-HH 294 0.5880
LG3_835@065-HIE_736@NE2-HE2 50 0.1000 LG3_835@062-SER_734@0G-HG 299 0.5980
LG3_835@032-LYS_471@NZ-HZ2 50 0.1000 LG3_835@036-LYS_471@NZ-HZ3 314 0.6280
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LG3_835@N46-SER_715@N-H 54 0.1080 LG3_835@N46-LYS_S0@NZ-HZ1 340 0.6800
LG3_835@062-ARG_756@NH2-HH22 54 0.1080 TYR_375@OH-LG3_835@059-H77 348 0.6960
LG3_835@N46-LYS_541@NZ-HZ2 57 0.1140 ASP_753@OD2-LG3_835@065-H79 354 0.7080
LG3_835@062-ARG_756@NHI1-HH12 57 0.1140 LG3_835@036-LYS_471@NZ-HZ1 394 0.7880
LG3_835@019-LYS_465@NZ-HZ3 58 0.1160 GLU_87@OEI1-LG3_835@N51-H75 404 0.8080
LG3_835@N5-ARG_756@NH1-HH12 58 0.1160 LG3_835@065-ARG_756@NH2-HH22 406 0.8120
LG3_835@019-LYS_465@NZ-HZ2 62 0.1240 LG3_835@065-ARG_756@NH1-HH12 440 0.8800
LG3_835@01-SER_602@0G-HG 64 0.1280 LG3_835@N8-GLN_735@NE2-HE22 469 0.9380
ASP_681@OD1-LG3_835@062-H78 64 0.1280 LG3_835@056-SER_715@0G-HG 483 0.9660
ASP_681@OD2-LG3_835@062-H78 66 0.1320 GLU_87@OE2-LG3_835@N51-H75 510 1.0200
LG3_835@053-TYR_375@OH-HH 70 0.1400 LG3_835@N5-SER_734@0G-HG 533 1.0660
LG3_835@027-LYS_718@NZ-HZ1 71 0.1420 GLU_731@OE2-LG3_835@065-H79 542 1.0840
LG3_835@023-ARG_475@NHI1-HH11 71 0.1420 LG3_835@N46-LYS_S80@NZ-HZ2 623 1.2460
LG3_835@024-ARG_473@NHI1-HH12 76 0.1520 LG3_835@N46-LYS_S80@NZ-HZ3 674 1.3480
LG3_835@065-SER_734@0G-HG 77 0.1540 GLU_731@OE1-LG3_835@062-H78 676 1.3520
LG3_835@027-LYS_718@NZ-HZ2 78 0.1560 LG3_835@01-GLN_735@NE2-HE22 712 1.4240
LG3_835@065-ARG_756@NH1-HH11 79 0.1580 ILE_468@0-LG3_835@065-H79 740 1.4800
LG3_835@019-SER_469@0G-HG 79 0.1580 LG3_835@035-LYS_541@NZ-HZ1 741 1.4820
LG3_835@032-LYS_471@NZ-HZ1 81 0.1620 SER_734@O0G-LG3_835@062-H78 741 1.4820
LG3_835@053-LYS_541@NZ-HZ2 87 0.1740 LG3_835@053-LYS_80@NZ-HZ1 749 1.4980
LG3_835@056-ARG_544@NHI1-HH11 94 0.1880 LG3_835@035-LYS_541@NZ-HZ2 926 1.8520
LG3_835@053-LYS_541@NZ-HZ1 95 0.1900 LG3_835@035-LYS_541@NZ-HZ3 950 1.9000
LG3_835@N46-LYS_541@NZ-HZ3 98 0.1960 LG3_835@037-LYS_541@NZ-HZ3 958 1.9160
LG3_835@053-LYS_718@N-H 100 0.2000 LG3_835@037-LYS_541@NZ-HZ2 982 1.9640
LG3_835@036-LYS_541@NZ-HZ2 102 0.2040 LG3_835@028-LYS_471@NZ-HZ2 1000 2.0000
SER_734@O0G-LG3_835@065-H79 103 0.2060 GLU_731@OE2-LG3_835@062-H78 1007 2.0140
ASP_753@OD1-LG3_835@065-H79 104 0.2080 ASP_785@OD1-LG3_835@N3-H66 1038 2.0760
LG3_835@065-ASP_753@N-H 111 0.2220 LG3_835@053-LYS_80@NZ-HZ2 1080 2.1600
LG3_835@036-LYS_718@NZ-HZ1 118 0.2360 LG3_835@024-ARG_475@NHI1-HH12 1085 2.1700
LG3_835@053-SER_715@0G-HG 119 0.2380 LG3_835@028-LYS_471@NZ-HZ3 1102 2.2040
LG3_835@019-LYS_465@NZ-HZ1 120 0.2400 ASP_81@OD2-LG3_835@N51-H75 1117 2.2340
ILE_468@0-LG3_835@062-H78 121 0.2420 LG3_835@035-ARG_475@NH2-HH22 1127 2.2540
LG3_835@036-ARG_473@NHI1-HH12 122 0.2440 LG3_835@053-LYS_80@NZ-HZ3 1151 2.3020
LG3_835@036-LYS_541@NZ-HZ3 124 0.2480 SER_734@0-LG3_835@062-H78 1215 2.4300
LG3_835@036-LYS_541@NZ-HZ1 125 0.2500 LG3_835@037-LYS_541@NZ-HZ1 1229 2.4580
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LG3_835@O01-TYR_466@N-H 134 0.2680 LG3_835@028-LYS_471@NZ-HZ1 1233 2.4660
LG3_835@024-ARG_475@NH2-HH22 135 0.2700 LG3_835@028-ARG_473@NHI1-HH12 1307 2.6140
LG3_835@059-ARG_475@NH2-HH21 136 0.2720 LG3_835@065-SER_734@N-H 1361 2.7220
LG3_835@N8-ASP_753@N-H 142 0.2840 LG3_835@035-LYS_471@NZ-HZ1 1365 2.7300
ASP_372@OD1-LG3_835@056-H76 151 0.3020 LG3_835@025-LYS_718@NZ-HZ3 1450 2.9000
SER_715@0G-LG3_835@056-H76 152 0.3040 LG3_835@035-LYS_471@NZ-HZ3 1455 2.9100
LG3_835@N8-LYS_465@NZ-HZ3 162 0.3240 LG3_835@020-ARG_756@NH1-HH12 1473 2.9460
LG3_835@N8-LYS_465@NZ-HZ1 165 0.3300 LG3_835@059-SER_715@0G-HG 1743 3.4860
LG3_835@N46-ARG_544@N-H 1763 3.5260 LG3_835@027-ARG_475@NH2-HH22 6322 12.6440
LG3_835@025-LYS_718@NZ-HZ1 1774 3.5480 LG3_835@024-LYS_471@NZ-HZ2 6323 12.6460
LG3_835@025-LYS_718@NZ-HZ2 1796 3.5920 LG3_835@024-LYS_471@NZ-HZ1 6501 13.0020
LG3_835@021-LYS_718@NZ-HZ3 1924 3.8480 LG3_835@035-ARG_473@NH2-HH22 6521 13.0420
LG3_835@024-ARG_473@NH2-HH22 2000 4.0000 LG3_835@028-ARG_473@NH2-HH22 6794 13.5880
LG3_835@021-LYS_718@NZ-HZ2 2018 4.0360 LG3_835@032-LYS_718@NZ-HZ3 6909 13.8180
LG3_835@021-LYS_718@NZ-HZ1 2057 4.1140 LG3_835@027-LYS_541@N-H 6985 13.9700
LG3_835@035-LYS_471@NZ-HZ2 2129 4.2580 LG3_835@032-LYS_718@NZ-HZ2 7013 14.0260
LG3_835@031-ARG_473@NHI1-HH12 2407 4.8140 LG3_835@032-LYS_718@NZ-HZ1 7498 14.9960
LG3_835@029-LYS_718@NZ-HZ3 2970 5.9400 GLU_731@0-LG3_835@062-H78 7660 15.3200
LG3_835@029-LYS_718@NZ-HZ2 3671 7.3420 ASP_681@OD2-LG3_835@065-H79 8305 16.6100
LG3_835@019-ARG_475@NH1-HH12 4124 8.2480 LG3_835@019-ARG_756@NH1-HH12 9273 18.5460
LG3_835@053-ALA_545@N-H 4191 8.3820 LG3_835@031-LYS_471@NZ-HZ2 9619 19.2380
LG3_835@029-LYS_718@NZ-HZ1 4233 8.4660 LG3_835@031-LYS_471@NZ-HZ1 10096 20.1920
ASP_81@ODI1-LG3_835@N51-H75 4439 8.8780 LG3_835@028-ARG_475@NH2-HH22 10267 20.5340
LG3_835@027-ARG_475@NHI1-HH12 4518 9.0360 LG3_835@031-LYS_471@NZ-HZ3 10364 20.7280
LG3_835@029-LYS_541@N-H 4556 9.1120 LG3_835@023-ARG_475@NH1-HH12 10468 20.9360
SER_715@0G-LG3_835@059-H77 4571 9.1420 LG3_835@020-ARG_756@NH2-HH22 11204 22.4080
LG3_835@020-LYS_471@NZ-HZ1 4617 9.2340 LG3_835@024-ARG_473@NH2-HH21 13945 27.8900
LG3_835@023-ARG_475@NH2-HH22 4830 9.6600 LG3_835@028-ARG_475@NHI1-HH12 17416 34.8320
LG3_835@020-LYS_471@NZ-HZ3 4866 9.7320 LG3_835@031-ARG_473@NH2-HH22 21712 43.4240
LG3_835@020-LYS_471@NZ-HZ2 5135 10.2700 LG3_835@035-ARG_473@NHI1-HH12 35369 70.7380
ASP_681@OD1-LG3_835@065-H79 5997 11.9940

LG3_835@024-LYS_471@NZ-HZ3 6082 12.1640
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Tablo S18.4. Hidrojen baglari olusturan ligand kalint1 atomlari, MD simiilasyonunda tespit edilen hidrojen bag: gergeve sayilart ve H04 ligandinin hidrojen bagi doluluk yiizdeleri

Rdrp-Hit4-Etkilesen Atomlar Frame Occupancy% Rdrp-Hit4-Etkilesen Atomlar Frame Occupancy%
LG4_835@021-LYS_358@NZ-HZ1 1 0.0020 LG4_835@N49-LYS_465@NZ-HZ1 3 0.0060
LG4 _835@N50-ARG_475@NH1-HH12 1 0.0020 LG4 _835@N49-ARG_475@NH2-HH21 4 0.0080
LG4 _835@N49-LYS_465@NZ-HZ2 1 0.0020 LG4 835@010-ARG_756@NHI1-HH11 4 0.0080
LG4 _835@N49-ARG_475@NH2-HH22 1 0.0020 LG4 835@016-ARG_756@NH1-HH12 4 0.0080
LG4_835@N52-LYS_541@N-H 1 0.0020 LG4_835@037-ARG_473@NE-HE 4 0.0080
LG4 _835@N46-ARG_544@NH2-HH22 1 0.0020 LG4 _835@032-ARG_475@NE-HE 4 0.0080
LG4 _835@056-LYS_718@NZ-HZ1 1 0.0020 LG4 _835@N50-ARG_475@NH1-HH11 5 0.0100
LG4 835@O16-LYS_718@NZ-HZ2 1 0.0020 LG4 _835@O016-HIE_730@NE2-HE2 5 0.0100
LG4 835@056-LYS_718@NZ-HZ2 1 0.0020 LG4 835@029-ARG_756@NH1-HH12 5 0.0100
LG4 _835@O16-HIE_736@NE2-HE2 1 0.0020 LG4 835@029-ALA_470@N-H 5 0.0100
LG4 _835@N19-ARG_756@NHI1-HH11 1 0.0020 THR_600@0G1-LG4_835@N49-H92 5 0.0100
SER_734@0G-LG4_835@N4-H6 1 0.0020 LG4 835@N19-LYS_471@NZ-HZ2 5 0.0100
ARG_475@NH2-LG4_835@N49-H91 1 0.0020 LG4 _835@059-ARG_473@NHI1-HH11 5 0.0100
ARG_475@NH2-LG4_835@N49-H92 1 0.0020 LG4 835@056-ARG_473@NH2-HH22 5 0.0100
ARG_473@NHI1-LG4_835@056-H%4 1 0.0020 LG4 835@N49-ARG_475@NH1-HH12 6 0.0120
LG4 835@N19-LYS_471@NZ-HZ1 1 0.0020 LG4 _835@032-LYS_465@NZ-HZ3 6 0.0120
LG4 835@037-ARG_473@NHI1-HH11 1 0.0020 GLU_731@OE2-LG4_835@N19-H78 6 0.0120
LG4 835@062-ARG_473@NH1-HH11 1 0.0020 LG4 _835@024-HIE_359@NE2-HE2 6 0.0120
LG4 835@037-ARG_473@NH1-HH12 1 0.0020 LG4 835@033-ARG_473@NE-HE 6 0.0120
LG4 835@059-ARG_473@NH2-HH21 1 0.0020 LG4 835@061-ARG_473@NH2-HH22 6 0.0120
LG4 _835@063-ARG_473@NH2-HH21 1 0.0020 LG4 _835@N50-ARG_475@NE-HE 7 0.0140
LG4 _835@035-ARG_475@NH1-HH11 2 0.0040 LG4 _835@N46-ARG_475@NHI1-HH11 7 0.0140
LG4 835@041-ARG_475@NH1-HH11 2 0.0040 LG4 835@063-ARG_473@NH1-HH12 7 0.0140
LG4 835@N49-ARG_475@NH1-HH11 2 0.0040 LG4 835@024-ARG_473@NH2-HH21 7 0.0140
LG4 835@N52-ARG_475@NH1-HH11 2 0.0040 LG4 _835@N44-ARG_475@NH1-HH12 8 0.0160
LG4 835@037-ARG_475@NH2-HH22 2 0.0040 ARG_544@NE-LG4_835@N49-H92 8 0.0160
LG4 835@O010-LYS_718@NZ-HZ2 2 0.0040 LG4 _835@037-ARG_473@NH2-HH21 8 0.0160
ASP_543@N-LG4_835@N49-H92 2 0.0040 LG4 835@N46-ARG_544@NE-HE 9 0.0180
LG4 835@024-LYS_471@N-H 2 0.0040 LG4 835@021-ARG_756@NH2-HH21 9 0.0180
LG4 835@O16-LYS_471@NZ-HZ3 2 0.0040 LG4 _835@056-TYR_375@OH-HH 9 0.0180
LG4 _835@056-ARG_473@NHI1-HH11 2 0.0040 LG4 835@063-ARG_473@NE-HE 9 0.0180
LG4 835@032-ARG_473@NHI1-HH12 2 0.0040 LG4 _835@010-TRP_720@NE1-HE1 10 0.0200
LG4 835@056-ARG_473@NH1-HH12 2 0.0040 ASP_681@OD1-LG4_835@N4-H5 10 0.0200
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LG4 _835@059-ARG_473@NH2-HH22 2 0.0040 LG4 835@032-ARG_473@NHI-HH11 11 0.0220
LG4 _835@N44-ARG_475@NE-HE 3 0.0060 LG4 835@035-ARG_473@NE-HE 12 0.0240
LG4 _835@032-LYS_465@NZ-HZ2 3 0.0060 LG4 835@031-ARG_475@NHI-HH11 13 0.0260
LG4 _835@N44-ARG_475@NH2-HH21 3 0.0060 ASP_681@O0D2-LG4_835@N4-H7 13 0.0260
LG4 _835@N46-ARG_544@NH1-HH12 3 0.0060 LG4 _835@N46-ARG_475@NE-HE 14 0.0280
LG4 835@016-LYS_718@NZ-HZ1 3 0.0060 LG4 835@N52-ARG_475@NH2-HH21 14 0.0280
LG4 _835@N49-LYS_465@NZ-HZ3 3 0.0060 LG4 835@N19-HIE_359@NE2-HE2 14 0.0280
ARG_544@NE-LG4_835@N49-H91 3 0.0060 LG4 835@032-ARG_475@NH2-HH21 16 0.0320
LG4 _835@N19-LYS_471@NZ-HZ3 3 0.0060 LG4 _835@N50-ASP_543@N-H 17 0.0340
LG4 _835@032-LYS_465@NZ-HZ1 3 0.0060 LG4 835@021-LYS _471@NZ-HZ1 17 0.0340
LG4 835@029-ARG_473@NH2-HH21 3 0.0060 LG4 835@063-ARG_473@NH2-HH22 17 0.0340
LG4 835@021-LYS 471@NZ-HZ3 18 0.0360 ASP_753@ODI1-LG4 835@N14-H73 146 0.2920
LG4 _835@N46-ARG_475@NH2-HH22 19 0.0380 LG4 _835@032-ALA_470@N-H 152 0.3040
SER_469@0G-LG4 835@024-H79 20 0.0400 LG4 _835@029-ARG_756@NH2-HH22 156 0.3120
LG4 835@N49-ARG_544@N-H 21 0.0420 LG4 835@036-ARG_475@NH2-HH22 161 0.3220
LG4 835@033-ARG_473@NH1-HH12 2 0.0440 LG4 _835@059-LYS _471@NZ-HZ3 169 0.3380
LG4 _835@N50-ASN_611@ND2-HD21 23 0.0460 LG4 _835@010-SER_734@O0G-HG 195 0.3900
LG4 _835@056-ARG_473@NH2-HH21 25 0.0500 LG4 _835@N46-ARG_475@NH2-HH21 202 0.4040
LG4 _835@021-LYS_471@NZ-HZ2 26 0.0520 LG4 _835@O061-LYS_471@NZ-HZ1 203 0.4060
LG4 835@059-ARG_473@NH1-HH12 27 0.0540 LG4 _835@059-LYS 471@NZ-HZ2 213 0.4260
LG4 _835@059-LYS_541@NZ-HZ2 30 0.0600 LG4 835@037-ARG_475@NH2-HH21 224 0.4480
ASP_543@OD2-LG4_835@056-H94 30 0.0600 LG4 _835@041-ARG_475@NH2-HH22 225 0.4500
LG4 _835@059-LYS_541@NZ-HZ1 33 0.0660 LG4 _835@059-LYS_471@NZ-HZ1 226 0.4520
LG4 _835@N49-ARG_475@NE-HE 35 0.0700 LG4 _835@035-ARG_475@N-H 233 0.4660
LG4 _835@035-LYS_465@NZ-HZ3 41 0.0820 LYS 541@0-LG4 835@N49-H92 240 0.4800
LG4 _835@O061-LYS _471@NZ-HZ3 41 0.0820 LG4 _835@036-LYS_465@NZ-HZ3 252 0.5040
LG4 _835@059-LYS_541@NZ-HZ3 43 0.0860 LG4 _835@056-LYS_541@N-H 258 0.5160
LG4 _835@O061-ARG_473@NHI-HH12 49 0.0980 LG4 _835@062-LYS_541@N-H 259 0.5180
LG4 _835@031-ARG_475@NE-HE 49 0.0980 LG4 _835@041-ARG_475@NH2-HH21 279 0.5580
LG4 _835@041-ARG_475@NE-HE 54 0.1080 LG4 _835@021-ARG_756@NE-HE 286 0.5720
LG4 _835@029-LYS _471@NZ-HZ3 57 0.1140 LG4 835@021-ARG_756@NH1-HH11 292 0.5840
LG4 _835@031-SER_469@O0G-HG 58 0.1160 LG4 _835@N44-ARG_475@NH2-HH22 316 0.6320
LG4 _835@036-ARG_475@NE-HE 62 0.1240 LG4 _835@059-ARG_473@NE-HE 326 0.6520
LG4 _835@056-LYS_541@NZ-HZ2 66 0.1320 ASP_681@ODI-LG4_835@N4-H6 327 0.6540
LG4 _835@056-LYS_541@NZ-HZ3 66 0.1320 LYS 541@0-LG4 835@N49-H91 341 0.6820




LG4 _835@029-LYS 471@NZ-HZ2 70 0.1400 LG4 835@O061-ARG_473@NH2-HH21 344 0.6880
LG4 835@O016-ARG_756@NH1-HH11 71 0.1420 ASP_680@OD1-LG4_835@N49-H91 370 0.7400
LG4 _835@056-LYS_541@NZ-HZ1 72 0.1440 LG4 _835@033-LYS_471@NZ-HZ1 385 0.7700
LG4 _835@029-LYS_471@NZ-HZ1 72 0.1440 LG4 _835@010-ARG_756@NH1-HH12 392 0.7840
LG4 _835@035-ARG_473@NHI-HH11 76 0.1520 LG4 _835@O061-ARG_473@NE-HE 419 0.8380
LG4 835@035-ARG_756@NH1-HH12 90 0.1800 LG4 835@010-HIE_730@NE2-HE2 436 0.8720
LG4 835@N52-ARG_475@NH2-HH22 91 0.1820 ASP_543@ODI1-LG4_835@056-H94 443 0.8860
LG4 _835@016-SER_734@O0G-HG 9% 0.1880 LG4 835@033-ARG_473@NH2-HH21 506 1.0120
LG4 _835@035-LYS_465@NZ-HZ1 97 0.1940 LG4 _835@033-LYS_471@NZ-HZ1 385 0.7700
LG4 _835@N46-ARG_544@NH2-HH21 100 0.2000 LG4 835@010-ARG_756@NH1-HH12 392 0.7840
LG4 _835@037-ARG_475@NE-HE 102 0.2040 LG4 _835@061-ARG_473@NE-HE 419 0.8380
LG4 835@031-LYS _465@NZ-HZ3 108 0.2160 LG4 835@O10-HIE_730@NE2-HE2 436 0.8720
LG4 _835@035-LYS_465@NZ-HZ2 109 0.2180 ASP_543@ODI-LG4_835@056-H94 443 0.8860
LG4 _835@036-ARG_475@NHI-HH12 111 0.2220 LG4 _835@033-ARG_473@NH2-HH21 506 1.0120
LG4 835@010-ARG_756@NH2-HH22 112 0.2240 LG4 835@033-LYS_471@NZ-HZ1 385 0.7700
ASP_681@O0D2-LG4_835@N4-H6 117 0.2340 LG4 835@010-ARG_756@NH1-HH12 392 0.7840
LG4 835@031-LYS_465@NZ-HZ1 119 0.2380 LG4 _835@061-ARG_473@NE-HE 419 0.8380
LG4 _835@056-ARG_473@NE-HE 120 0.2400 LG4 835@O10-HIE_730@NE2-HE2 436 0.8720
LG4 _835@031-LYS_465@NZ-HZ2 123 0.2460 ASP_543@ODI-LG4_835@056-H94 443 0.8860
LG4 835@N46-ARG_544@NH1-HH11 129 0.2580 LG4 835@033-ARG_473@NH2-HH21 506 1.0120
LG4 _835@N46-ASP_543@N-H 131 0.2620 LG4 835@N50-CYS_542@N-H 523 1.0460
LG4 _835@O061-LYS_471@NZ-HZ2 133 0.2660 LG4 _835@063-LYS_541@N-H 536 1.0720
LG4 _835@056-CYS_542@N-H 561 1.1220 LG4 _835@O063-LYS_541@NZ-HZ3 3881 7.7620
LG4 _835@037-LYS_471@NZ-HZ1 614 1.2280 LG4 _835@063-LYS_541 @NZ-HZ2 3933 7.8660
LG4 _835@N49-ASP_543@N-H 647 1.2940 ASP_543@OD2-LG4_835@N49-H91 4058 8.1160
LG4 _835@035-SER_469@O0G-HG 696 1.3920 LG4 835@062-LYS_718@NZ-HZ2 4094 8.1880
LG4 _835@031-ARG_475@NH2-HH21 699 1.3980 LG4 _835@032-ARG_756@NH1-HH12 4264 8.5280
LG4 _835@037-LYS_471@NZ-HZ2 768 1.5360 LG4 _835@032-ARG_475@NH2-HH22 4313 8.6260
LG4 _835@031-SER_734@O0G-HG 776 1.5520 LG4 _835@O063-LYS_541@NZ-HZ1 4397 8.7940
ASP_680@O0D2-LG4_835@N49-H92 818 1.6360 LG4 _835@O061-LYS_541@NZ-HZ1 4632 9.2640
ASP_680@ODI1-LG4_835@N49-H92 842 1.6840 LG4 835@062-ARG_473@NH2-HH21 4933 9.8660
LG4 _835@037-LYS_471@NZ-HZ3 844 1.6880 ASP_543@OD2-LG4_835@N49-H92 4954 9.9080
LG4 _835@024-LYS_471@NZ-HZ2 851 1.7020 LG4 _835@031-ARG_756@NH2-HH22 5002 10.0040
ASP_680@O0OD2-LG4_835@N49-H91 854 1.7080 LG4 835@035-ARG_475@NH2-HH22 5069 10.1380
LG4 _835@024-LYS _471@NZ-HZ3 931 1.8620 GLU_731@OEI-LG4 835@N4-H7 5208 10.5960
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ASP_543@ODI-LG4_835@N49-H92 1036 2.0720 LG4 835@062-LYS_718@NZ-HZ1 5691 11.3820
LG4 _835@033-LYS _471@NZ-HZ2 1044 2.0880 LG4 835@O063-LYS_541@NZ-HZ3 3881 7.7620
LG4 _835@032-ARG_473@NE-HE 1177 2.3540 LG4 _835@063-LYS_541@NZ-HZ2 3933 7.8660
LG4 _835@024-LYS_471@NZ-HZ1 1189 2.3780 ASP_543@OD2-LG4_835@N49-H91 4058 8.1160
LG4 _835@033-LYS_471@NZ-HZ3 1240 2.4800 LG4 _835@062-LYS_718@NZ-HZ2 4094 8.1880
LG4 _835@062-LYS _471@NZ-HZ3 1333 2.6660 LG4 835@032-ARG_756@NH1-HH12 4264 8.5280
LG4 _835@N46-ARG_475@NH1-HH12 1354 2.7080 LG4 _835@032-ARG_475@NH2-HH22 4313 8.6260
LG4 _835@032-ARG_473@NH2-HH21 1360 2.7200 LG4 _835@063-LYS_541@NZ-HZ1 4397 8.7940
LG4 _835@062-ARG_473@NE-HE 1375 2.7500 LG4 _835@O061-LYS_541@NZ-HZ1 4632 9.2640
ASP_681@ODI-LG4_835@N4-H7 1403 2.8060 LG4 835@062-ARG_473@NH2-HH21 4933 9.8660
LG4 _835@O063-LYS _471@NZ-HZ2 1413 2.8260 ASP_543@O0D2-LG4_835@N49-H92 4954 9.9080
LG4 _835@O063-LYS _471@NZ-HZ3 1452 2.9040 LG4 835@031-ARG_756@NH2-HH22 5002 10.0040
LG4 _835@062-LYS_471@NZ-HZ1 1501 3.0020 LG4 _835@035-ARG_475@NH2-HH22 5069 10.1380
LG4 _835@062-LYS_541@NZ-HZ1 1634 3.2680 GLU_731@OEI1-LG4 835@N4-H7 5298 10.5960
LG4 835@032-ARG_475@NH1-HH12 1697 3.3940 LG4 835@062-LYS_718@NZ-HZ1 5691 11.3820
LG4 835@035-ARG_475@NH1-HH12 1730 3.4600 LG4 _835@035-ARG_475@NE-HE 6084 12.1680
LG4 835@031-ARG_475@NH2-HH22 1770 3.5400 LG4 _835@029-SER_469@O0G-HG 6158 12.3160
LG4 _835@062-LYS_541@NZ-HZ2 1862 3.7240 GLU_731@OEI1-LG4_835@N4-H5 6471 12.9420
LG4 _835@032-ARG_756@NH2-HH22 2021 4.0420 LG4 _835@O061-LYS_541@NZ-HZ3 6635 13.2700
LG4 835@062-LYS 471@NZ-HZ2 2037 4.0740 LG4 835@031-ARG_475@NH1-HH12 6891 13.7820
LG4 _835@062-LYS_541@NZ-HZ3 2062 4.1240 ASP_538@ODI-LG4_835@N4-H6 7153 14.3060
GLU_731@OE2-LG4 835@N4-H5 2071 4.1420 LG4 _835@031-ARG_756@NH1-HH12 7173 14.3460
LG4 _835@063-LYS_718@NZ-HZ2 2354 4.7080 LG4 _835@O061-LYS_541 @NZ-HZ2 7724 15.4480
GLU_731@OE2-LG4 835@N4-H6 2364 4.7280 ASP_543@ODI1-LG4_835@N49-H91 7730 15.4600
LG4 _835@O063-LYS_718@NZ-HZ1 2421 4.8420 ASP_538@O0D2-LG4_835@N4-H6 8170 16.3400
LG4 _835@O061-LYS_718@NZ-HZ3 2553 5.1060 GLU_731@O-LG4_835@N4-H7 8895 17.7900
LG4 _835@O061-LYS_718@NZ-HZ2 2649 5.2980 ASP_538@ODI-LG4_835@N4-H5 8931 17.8620
LG4 _835@024-ALA_470@N-H 2686 5.3720 ASP_538@ODI-LG4_835@N4-H7 9922 19.8440
LG4 _835@063-LYS_471@NZ-HZ1 2860 5.7200 LG4 835@021-HIE_359@NE2-HE2 10256 20.5120
LG4 _835@O063-LYS_718@NZ-HZ3 3069 6.1380 GLU_731@OE1-LG4 835@N14-H73 11306 22.6120
LG4 _835@O061-LYS_718@NZ-HZ1 3257 6.5140 GLU_731@OE2-LG4 835@N4-H7 11708 23.4160
LG4 _835@062-LYS_718@NZ-HZ3 3452 6.9040 GLU_731@OEI1-LG4 835@N4-H6 11725 23.4500
LG4 _835@036-ARG_475@NH2-HH21 3795 7.5900 GLU_731@OE2-LG4 835@N14-H73 11965 23.9300
GLU_731@O-LG4_835@N4-H6 12281 24.5620

GLU_731@O-LG4_835@N4-H5 13084 26.1680
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ASP_538@O0D2-LG4 835@N4-H5 13792 27.5840
ASP_538@O0D2-LG4_835@N4-H7 14054 28.1080
LG4 _835@035-ARG_475@NH2-HH21 15055 30.1100
LG4 _835@032-SER_469@O0G-HG 38184 76.3680

Tablo S18.5. Hidrojen baglari olusturan ligand kalint1 atomlari, MD simiilasyonunda tespit edilen hidrojen bag: gergeve sayilart ve HOS ligandinin hidrojen bagi doluluk yiizdeleri

Rdrp-Hit4-Etkilesen Atomlar Frame Occupancy% Rdrp-Hit4-Etkilesen Atomlar Frame Occupancy%%

Rdrp-Hit5-Etkilesen Atomlar Frame Occupancy% Rdrp-Hitl-Etkilesen Atomlar Frame Occupancy%%
LGS5_835@O017-ASP_543@N-H 1 0.0020 LG5 _835@036-ARG_473@NHI1-HH11 183 0.3660
LG5_835@021-ARG_544@NE-HE 1 0.0020 LG5_835@020-LYS_541@NZ-HZ1 191 0.3820
LG5 _835@020-ARG_544@NH1-HH11 1 0.0020 LG5_835@040-LYS_718@NZ-HZ2 211 0.4220
LG5_835@025-LYS_718@NZ-HZ1 1 0.0020 LG5_835@O08-ARG_475@NE-HE 215 0.4300
LG5_835@O7-ARG_473@NHI1-HH12 1 0.0020 LG5_835@041-LYS_471@NZ-HZ1 252 0.5040
LG5_835@07-ARG_475@NE-HE 1 0.0020 LG5_835@04-LYS_471@NZ-HZ1 261 0.5220
LG5_835@O04-SER_469@O0G-HG 1 0.0020 LG5_835@O8-ARG_473@NH1-HH12 279 0.5580
LG5_835@O021-LYS_541@NZ-HZ1 1 0.0020 LG5_835@O8-ARG_475@NH2-HH21 328 0.6560
LG5_835@025-LYS_718@NZ-HZ2 2 0.0040 LG5_835@04-ARG_756@NH2-HH22 336 0.6720
LG5_835@042-LYS_718@NZ-HZ3 2 0.0040 LG5_835@020-ARG_544@NH2-HH22 338 0.6760
ASP_680@OD2-LG5_835@022-H43 2 0.0040 LG5 _835@017-ARG_475@NH2-HH22 356 0.7120
LG5_835@040-LYS_541@NZ-HZ2 2 0.0040 LG5_835@040-ARG_473@NH1-HH11 360 0.7200
LG5_835@O021-LYS_465@NZ-HZ2 3 0.0060 LG5_835@037-LYS_471@NZ-HZ2 361 0.7220
LG5_835@025-LYS_541@NZ-HZ2 3 0.0060 LG5_835@O03-ARG_756@NHI1-HH12 371 0.7420
LG5_835@O03-ARG_475@NH2-HH22 4 0.0080 LG5_835@O7-ARG_475@NH2-HH21 385 0.7700
LG5_835@025-LYS_541@NZ-HZ3 4 0.0080 LG5_835@O041-LYS_471@NZ-HZ2 432 0.8640
LG5_835@034-LYS_471@NZ-HZ1 5 0.0100 LG5_835@036-LYS_471@NZ-HZ3 458 0.9160
LG5_835@040-LYS_541@NZ-HZ3 6 0.0120 LG5_835@041-LYS_718@NZ-HZ3 466 0.9320
LG5 _835@017-ARG_544@NH2-HH22 6 0.0120 LG5_835@O041-LYS_718@NZ-HZ2 485 0.9700
LG5_835@040-LYS_541@NZ-HZ1 6 0.0120 LG5_835@020-ARG_544@NE-HE 498 0.9960
LG5_835@O021-LYS_465@NZ-HZ1 7 0.0140 LG5_835@04-LYS_471@NZ-HZ2 508 1.0160
LG5 _835@022-ARG_473@NH2-HH22 7 0.0140 LG5_835@O8-ARG_473@NH2-HH22 511 1.0220
LG5_835@025-LYS_541@NZ-HZ1 8 0.0160 LG5_835@041-LYS_718@NZ-HZ1 518 1.0360
LG5_835@021-LYS_465@NZ-HZ3 10 0.0200 LG5_835@041-LYS_471@NZ-HZ3 592 1.1840
LG5_835@09-LYS_471@NZ-HZ1 12 0.0240 LG5_835@037-LYS_471@NZ-HZ3 635 1.2700
LG5_835@028-LYS_718@NZ-HZ3 12 0.0240 LG5_835@037-LYS_471@NZ-HZ1 640 1.2800
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TYR 539@0-LG5 835@028-H45 12 0.0240 LG5_835@022-ARG_473@NH1-HH12 654 1.3080
LG5 835@018-ARG_475@NH2-HH22 12 0.0240 LG5 _835@036-LYS 471@NZ-HZ1 679 1.3580
LG5 835@028-LYS_718@NZ-HZ2 15 0.0300 LG5_835@020-ARG_475@NH2-HH22 688 1.3760
GLU_87@OE2-LG5 _835@028-H45 18 0.0360 LG5 _835@03-LYS_471@NZ-HZ2 773 1.5460
LG5 _835@09-LYS_471@NZ-HZ2 19 0.0380 LG5_835@03-ARG_475@NH2-HH21 773 1.5460
LG5 _835@09-ARG_473@NH2-HH22 20 0.0400 LG5 835@036-LYS_471@NZ-HZ2 787 1.5740
LG5 835@028-LYS_541@NZ-HZ3 21 0.0420 LG5 835@04-LYS 471@NZ-HZ3 855 1.7100
LG5 _835@09-LYS_471@NZ-HZ3 21 0.0420 LG5 _835@O016-LYS_541@NZ-HZ3 869 1.7380
LG5 _835@03-ARG_756@NH2-HH22 23 0.0460 LG5 835@040-LYS_471@NZ-HZ2 897 1.7940
ASP_538@O0D2-LG5_835@031-H46 24 0.0480 LG5 _835@028-LYS 541@N-H 940 1.8800
LG5 _835@016-ASP_543@N-H 26 0.0520 TYR 539@0-LG5_835@025-H44 1003 2.0060
LG5 _835@O016-LYS_541@N-H 28 0.0560 LG5 835@03-LYS 471@NZ-HZ1 1005 2.0100
LG5_835@021-ARG_544@NH2-HH21 33 0.0660 LG5 835@031-LYS_718@NZ-HZ2 1038 2.0760
LG5 835@028-LYS_718@NZ-HZ1 34 0.0680 LG5 835@031-LYS_718@NZ-HZ3 1044 2.0880
LG5 835@028-LYS_541@NZ-HZ2 52 0.1040 LG5 835@03-LYS 471@NZ-HZ3 1071 2.1420
LG5 835@021-ARG_544@NH1-HH12 56 0.1120 LG5 835@040-LYS_471@NZ-HZ3 1076 2.1520
LG5_835@022-ARG_475@NH2-HH22 62 0.1240 LG5 835@O016-LYS_541@NZ-HZ1 1088 2.1760
ASP_680@OD1-LG5_835@025-H44 64 0.1280 LG5_835@022-ARG_475@NH1-HH12 1114 2.2280
LG5 835@028-LYS_541@NZ-HZ1 64 0.1280 LG5 _835@05-LYS_471@NZ-HZ1 1123 2.2460
LG5 835@042-LYS_541@NZ-HZ2 64 0.1280 LG5 835@031-LYS_718@NZ-HZ1 1124 2.2480
LG5 835@020-LYS_541@NZ-HZ3 64 0.1280 LG5 835@038-LYS_471@NZ-HZ1 1143 2.2860
LG5_835@018-ARG_473@NHI-HH12 67 0.1340 LG5 835@040-LYS_471@NZ-HZ1 1172 2.3440
LG5_835@038-ARG_473@NHI-HHI11 69 0.1380 LG5 835@038-LYS_471@NZ-HZ2 1198 2.3960
LG5_835@O018-ARG_475@NHI-HHI11 74 0.1480 LG5_835@020-ARG_475@NHI-HH11 1241 2.4820
LG5 _835@025-CYS_542@N-H 75 0.1500 LG5 835@038-LYS_471@NZ-HZ3 1479 2.9580
LG5_835@020-ARG_544@NH1-HH12 84 0.1680 LG5_835@020-ARG_475@NH1-HH12 1540 3.0800
LG5_835@021-ARG_544@NH2-HH22 87 0.1740 LG5 835@037-LYS_718@NZ-HZ1 1826 3.6520
LG5 835@020-LYS_541@NZ-HZ2 90 0.1800 LG5 _835@05-LYS_471@NZ-HZ2 1921 3.8420
LG5 835@022-LYS_465@NZ-HZ1 93 0.1860 LG5 _835@05-LYS_471@NZ-HZ3 1984 3.9680
LG5 _835@09-ARG_473@NH1-HHI12 93 0.1860 LG5 835@017-ARG_473@NH2-HH22 2006 4.0120
LG5 835@042-LYS_541@NZ-HZ3 102 0.2040 LG5_835@020-ARG_473@NH1-HH12 2183 4.3660
LG5 835@022-LYS_465@NZ-HZ3 127 0.2540 LG5 _835@07-ARG_475@NH2-HH22 2356 4.7120
LG5 835@040-LYS_718@NZ-HZ3 133 0.2660 LG5_835@08-ARG_473@NHI-HHI11 2505 5.0100
LG5 835@042-LYS_541@NZ-HZ1 136 0.2720 LG5 835@037-LYS_718@NZ-HZ3 2595 5.1900
LG5 _835@05-ARG_473@NH1-HH12 142 0.2840 LG5 835@037-LYS_718@NZ-HZ2 2697 5.3940




LGS_835@040-LYS_718@NZ-HZ1 149 0.2980 LGS_835@036-LYS_718@NZ-HZ3 2863 5.7260
LGS_835@022-LYS_465@NZ-HZ2 153 0.3060 LG5_835@036-LYS_718@NZ-HZ1 3026 6.0520
LG5_835@O016-LYS_541@NZ-HZ2 160 0.3200 LGS5_835@036-LYS_718@NZ-HZ2 3671 7.3420
LGS5_835@025-LYS_541@N-H 5240 10.4800 LG5_835@O08-LYS_471@NZ-HZ1 12666 25.3320
LG5_835@O17-LYS_541@NZ-HZ1 7077 14.1540 LG5_835@O17-LYS_541@NZ-HZ2 23530 47.0600
LG5_835@08-ARG_475@NHI1-HH12 8133 16.2660 LG5_835@022-ARG_475@NH1-HHI11 29187 58.3740
LGS_835@042-LYS_471@NZ-HZ2 8588 17.1760 LGS5_835@07-ARG_475@NH1-HH12 34885 69.7700
LG5_835@O08-LYS_471@NZ-HZ3 9003 18.0060 LG5 _835@020-ARG_544@NH2-HH21 36549 73.0980
LG5_835@O08-LYS_471@NZ-HZ2 9459 18.9180 LG5_835@O08-ARG_475@NH2-HH22 39533 79.0660
LGS_835@042-LYS_471@NZ-HZ3 10600 21.2000 LG5_835@020-ARG_473@NH2-HH22 43033 86.0660
LG5_835@042-LYS_471@NZ-HZ1 10842 21.6840 LG5 _835@017-ARG_473@NH1-HH12 43723 87.4460
LG5_835@O17-LYS_541@NZ-HZ3 11768 23.5360
Tablo S18.6. Hidrojen baglari olusturan ligand kalint1 atomlari, MD simiilasyonunda tespit edilen hidrojen bag: ¢ergeve sayilart ve HO6 ligandinin hidrojen bag: doluluk yiizdeleri
Rdrp-Hit4-Etkilesen Atomlar Frame Occupancy% Rdrp-Hit4-Etkilesen Atomlar Frame Occupancy%
Rdrp-Hit6-Etkilesen Atomlar Frame Occupancy% Rdrp-Hitl-Etkilesen Atomlar Frame Occupancy%
ASP_836@OD2-GLN_735@NE2-HE21 1 0.0020 GLU_731@OE2-GLY_835@N-H1 144 0.2880
ASP_785@ODI1-GLY_835@N-H1 1 0.0020 ASP_838@OD2-LYS_471@NZ-HZ1 164 0.3280
CYS_733@O-GLY_835@N-H3 1 0.0020 ASP_836@OD2-SER_734@O0G-HG 172 0.3440
SER_734@O0G-LYS_840@NZ-HZ1 1 0.0020 GLU_731@OE2-GLY_835@N-H2 176 0.3520
ASP_839@ODI1-LYS 465@NZ-HZ3 1 0.0020 ASP_838@O-ARG_475@NH1-HH12 192 0.3840
ASP_839@OD2-LYS_465@NZ-HZ3 1 0.0020 ASP_838@OD2-LYS_471@NZ-HZ2 213 0.4260
ASP_836@O-ARG_475@NH2-HH21 1 0.0020 ASP_836@ODI1-SER_734@O0G-HG 220 0.4400
ASP_837@OD1-ARG_475@NH2-HH21 1 0.0020 ASP_836@OD2-ARG_756@NE-HE 230 0.4600
ASP_836@OD1-GLN_735@NE2-HE21 2 0.0040 ASP_838@OD2-LYS 471@NZ-HZ3 258 0.5160
GLY_835@O-ARG_756@NHI1-HH11 2 0.0040 LYS_840@O-LYS_541@NZ-HZ2 269 0.5380
ASP_837@OD1-ARG_756@NH1-HH11 2 0.0040 ASP_680@O-LYS_840@NZ-HZ2 274 0.5480
ASP_837@OD2-ARG_756@NH1-HH11 2 0.0040 LYS_840@O-LYS_471@NZ-HZ1 288 0.5760
CYS_733@O-GLY_835@N-H2 2 0.0040 LYS_840@O-LYS_471@NZ-HZ2 325 0.6500
CYS_733@O-ASP_836@N-H 2 0.0040 LYS_840@O-LYS_541@NZ-HZ3 328 0.6560
SER_734@O0G-LYS_840@NZ-HZ3 2 0.0040 LYS_840@O-LYS_541@NZ-HZ1 330 0.6600
ASP_838@OD2-HIE_359@NE2-HE2 2 0.0040 SER_734@O0G-GLY_835@N-H1 352 0.7040
ASP_836@ODI1-ARG_475@NH1-HH12 3 0.0060 LYS_840@O-LYS_471@NZ-HZ3 362 0.7240
ASP_839@OD2-LYS _465@NZ-HZ1 4 0.0080 ASP_837@OD2-SER_734@O0G-HG 368 0.7360
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ASP_839@ODI-LYS_465@NZ-HZ2 4 0.0080 SER 734@O0G-GLY 835@N-H3 382 0.7640
ASP_838@O0-ARG_475@NH2-HH22 4 0.0080 ASP_839@0-LYS_471@NZ-HZ3 395 0.7900
ASP_839@ODI-LYS_465@NZ-HZ1 6 0.0120 ASP_538@OD2-NAF_841@N-H 396 0.7920

ASP_836@OD2-ARG_756@NH2-HH21 7 0.0140 ASP_839@OD2-ARG_473@NH2-HH22 410 0.8200
ASP_838@0-ARG_475@NH2-HH21 7 0.0140 SER_734@O0G-GLY_835@N-H2 422 0.8440

GLU 731@0-GLY 835@N-H1 8 0.0160 ASP_839@O-LYS 471@NZ-HZ2 426 0.8520
GLU 731@0-GLY_835@N-H2 8 0.0160 ASP_836@ODI-ARG_475@NH2-HH22 443 0.8860
ASP_836@O0-ARG_475@NHI1-HHI1 11 0.0220 ASP_680@ODI1-LYS_840@NZ-HZ3 454 0.9080
GLY_835@0-ARG _475@NH2-HH21 12 0.0240 ASP_836@ODI-ARG_756@NE-HE 472 0.9440
ASP_837@O0-ARG_475@NH2-HH21 12 0.0240 ASP_680@OD2-LYS_840@NZ-HZ3 473 0.9460
ASP_837@O0-ARG_756@NH2-HH22 13 0.0260 GLY 835@O0-LYS_465@NZ-HZ2 489 0.9780

ASP_839@OD2-ARG _544@NH2-HH21 16 0.0320 GLY 835@O-LYS_465@NZ-HZ1 499 0.9980

ASP_836@OD2-HIE_359@NE2-HE2 17 0.0340 ASP_836@OD2-ARG_756@NHI1-HH11 504 1.0080

GLU_731@O-GLY_835@N-H3 19 0.0380 ASP_837@O0-ARG_475@NHI-HH11 515 1.0300
ASP_838@ODI-LYS_471@NZ-HZ1 25 0.0500 ASP_836@ODI-ARG_756@NHI1-HH11 521 1.0420
ASP_839@O0-ARG_473@NH1-HHI2 25 0.0500 ASP_680@OD2-GLY 835@N-H2 534 1.0680
ASP_837@O0-ARG_756@NH1-HHI2 29 0.0580 ASP_680@OD2-GLY 835@N-H1 550 1.1000
ASP_538@ODI-NAF_841@N-H 31 0.0620 ASP_680@OD2-LYS_840@NZ-HZ2 554 1.1080
ASP_836@OD1-HIE_359@NE2-HE2 32 0.0640 ASP_839@ODI1-LYS_541@NZ-HZ2 563 1.1260
ASP_837@O-LYS 465@NZ-HZ3 32 0.0640 ASP_836@OD2-LYS_465@NZ-HZ1 574 1.1480
ASP_837@O-LYS 465@NZ-HZ2 33 0.0660 ASP_838@ODI-ARG_756@NH2-HH22 590 1.1800
ASP_837@ODI1-SER_734@O0G-HG 36 0.0720 GLY_835@O0-LYS_465@NZ-HZ3 601 1.2020
ASP_837@O-LYS 465@NZ-HZ1 38 0.0760 ASP_680@OD2-GLY_835@N-H3 605 1.2100

ASP_837@ODI1-ARG_475@NHI1-HH11 41 0.0820 ASP_839@O-LYS 471@NZ-HZ1 623 1.2460

ASP_836@ODI1-ARG_756@NH2-HH21 63 0.1260 ASP_836@OD2-LYS_465@NZ-HZ3 642 1.2840
ASP_837@O0-ARG_756@NH1-HH11 64 0.1280 ASP_836@OD2-LYS_465@NZ-HZ2 643 1.2860
ASP_839@ODI-LYS_471@NZ-HZ1 64 0.1280 ASP_838@ODI-ALA_470@N-H 647 1.2940
ASP_838@ODI1-LYS_471@NZ-HZ2 74 0.1480 ASP_680@ODI1-LYS_840@NZ-HZ2 666 1.3320
ASP_838@ODI-LYS_471@NZ-HZ3 76 0.1520 ASP_839@ODI-ARG_473@NH2-HH22 670 1.3400

ASP_836@OD2-ARG_475@NH2-HH22 97 0.1940 ASP_680@ODI1-LYS_840@NZ-HZ1 689 1.3780
ASP_839@ODI-LYS_471@NZ-HZ2 102 0.2040 ASP_838@OD2-SER_734@O0G-HG 692 1.3840
ASP_839@ODI-LYS_471@NZ-HZ3 109 0.2180 ASP_836@ODI1-LYS_465@NZ-HZ2 706 1.4120
ASP_838@ODI1-SER_734@O0G-HG 117 0.2340 ASP_680@ODI1-GLY_835@N-H2 707 1.4140

ASP_680@O-LYS 840@NZ-HZ1 123 0.2460 ASP_836@O-LYS 465@NZ-HZ2 713 1.4260

ASP_838@ODI-ARG_473@NHI1-HH11 129 0.2580 ASP_680@OD2-LYS_840@NZ-HZ1 720 1.4400
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GLU_731@OE2-GLY 835@N-H3 134 0.2680 ASP_680@OD1-GLY 835@N-H3 827 1.6540
ASP_680@O-LYS 840@NZ-HZ3 139 0.2780 ASP_680@ODI1-GLY 835@N-H1 837 1.6740
ASP_836@ODI-LYS_465@NZ-HZ3 860 1.7200 ASP_837@OD2-LYS_465@NZ-HZ3 3367 6.7340
ASP_839@OD2-ARG_473@NHI1-HHI12 880 1.7600 ASP_837@OD2-ARG_475@NH1-HHI12 3419 6.8380
ASP_836@O-LYS_465@NZ-HZ3 899 1.7980 ASP_538@OD2-LYS_840@NZ-HZ1 3436 6.8720
ASP_836@O-LYS 465@NZ-HZ1 984 1.9680 ASP_837@ODI-LYS_465@NZ-HZ1 3437 6.8740
ASP_836@OD2-ARG_756@NH1-HH12 989 1.9780 ASP_837@ODI-LYS_465@NZ-HZ3 3629 7.2580
ASP_836@OD2-ARG_756@NH2-HH22 997 1.9940 ASP_839@ODI-ARG_473@NHI1-HHI12 3667 7.3340
ASP_839@OD2-LYS_541@NZ-HZ2 1004 2.0080 ASP_538@OD2-LYS_840@NZ-HZ3 3689 7.3780
ASP_839@ODI-LYS 541@NZ-HZ1 1008 2.0160 ASP_538@OD2-LYS_840@NZ-HZ2 3735 7.4700
ASP_836@ODI-LYS_465@NZ-HZ1 1038 2.0760 ASP_837@ODI-ARG_475@NH1-HHI12 3772 7.5440
ASP_839@ODI-LYS_541@N-H 1056 2.1120 LYS 840@O0-LYS_541@N-H 4028 8.0560
ASP_839@ODI-LYS_541@NZ-HZ3 1077 2.1540 ASP_839@OD2-ARG_475@NE-HE 4325 8.6500
ASP_838@OD2-ARG_756@NE-HE 1189 2.3780 ASP_838@OD2-ALA_470@N-H 4404 8.8080
ASP_838@OD2-ARG_756@NHI1-HH11 1355 2.7100 ASP_836@ODI-ARG_756@NH2-HH22 4630 9.2600
ASP_839@OD2-LYS_541@NZ-HZ1 1371 2.7420 ASP_836@ODI-ARG_756@NH1-HH12 4631 9.2620
ASP_839@OD2-LYS_541@NZ-HZ3 1503 3.0060 ASP_838@OD2-ARG_756@NH1-HH12 4829 9.6580
GLU_731@OEI-LYS_840@NZ-HZ1 1617 3.2340 GLU_731@O-LYS_840@NZ-HZ1 5015 10.0300
ASP_838@ODI-ARG_756@NE-HE 1683 3.3660 ASP_836@0-ARG_475@NH2-HH22 6084 12.1680
ASP_838@ODI-ARG_756@NH1-HH12 1693 3.3860 ASP_837@ODI-ARG_475@NH2-HH22 6439 12.8780
GLU_731@O-LYS_840@NZ-HZ3 1720 3.4400 ASP_681@ODI-LYS_840@NZ-HZ1 6453 12.9060
GLU_731@OEI1-LYS _840@NZ-HZ3 1809 3.6180 ASP_837@OD2-ARG_756@NH2-HH22 7011 14.0220
GLU_731@OE2-LYS_840@NZ-HZ1 1823 3.6460 ASP_837@OD2-ARG_475@NH2-HH22 7134 14.2680
GLU_731@OE2-LYS_840@NZ-HZ2 2022 4.0440 ASP_837@O0-ARG_475@NH1-HHI2 7349 14.6980
ASP_681@ODI1-GLY 835@N-H1 2093 4.1860 ASP_681@ODI-LYS_840@NZ-HZ2 7522 15.0440
ASP_681@ODI-GLY 835@N-H3 2122 4.2440 ASP_681@ODI-LYS_840@NZ-HZ3 7535 15.0700
ASP_838@ODI1-ARG_756@NHI1-HH11 2124 4.2480 ASP_837@ODI-ARG_756@NHI1-HHI12 8073 16.1460
GLU_731@OE1-LYS_840@NZ-HZ2 2130 4.2600 GLY_835@0-ARG_475@NH2-HH22 8102 16.2040
ASP_837@O-ARG_475@NH2-HH22 2188 4.3760 ASP_839@ODI-ARG_475@NE-HE 8217 16.4340
ASP_681@ODI1-GLY 835@N-H2 2359 4.7180 SER_734@O0G-ASP_836@N-H 9023 18.0460
ASP_681@OD2-GLY 835@N-H1 2426 4.8520 ASP_538@ODI-LYS_840@NZ-HZ1 9169 18.3380
GLY_835@0-ARG_475@NHI1-HH12 2459 4.9180 ASP_538@ODI1-LYS_840@NZ-HZ2 9904 19.8080
ASP_681@OD2-GLY_835@N-H2 2462 4.9240 ASP_838@OD2-ARG_756@NH2-HH22 10476 20.9520
ASP_681@OD2-LYS_840@NZ-HZ3 2495 4.9900 ASP_538@ODI-LYS_840@NZ-HZ3 11587 23.1740
ASP_839@OD2-LYS_541@N-H 2530 5.0600 ASP_836@O0-ARG_475@NH1-HHI2 12439 24.8780

218



ASP_839@OD1-ARG_475@NH2-HH21 2560 5.1200 ASP_839@OD2-ARG_475@NH2-HH21 12578 25.1560
ASP_681@OD2-GLY_835@N-H3 2639 5.2780 ASP_838@OD2-SER_469@O0G-HG 15258 30.5160
ASP_837@OD1-ARG_756@NH2-HH22 2754 5.5080 ASP_839@ODI1-ARG_473@NH1-HH11 16182 32.3640
GLU_731@O-LYS_840@NZ-HZ2 2922 5.8440 ASP_839@OD2-ARG_473@NH1-HH11 17545 35.0900
ASP_837@OD2-ARG_756@NH1-HH12 2991 5.9820
ASP_681@OD2-LYS 840@NZ-HZ1 3138 6.2760
GLU_731@OE2-LYS_840@NZ-HZ3 3193 6.3860
ASP_837@OD2-LYS_465@NZ-HZ1 3213 6.4260
ASP_837@ODI1-LYS_465@NZ-HZ2 3228 6.4560
ASP_837@OD2-LYS_465@NZ-HZ2 3346 6.6920
ASP_681@OD2-LYS 840@NZ-HZ2 3364 6.7280
Tablo S18.7. Hidrojen baglari olusturan ligand kalint1 atomlari, MD simiilasyonunda tespit edilen hidrojen bagi gergeve sayilart ve HO7 ligandinin hidrojen bagi doluluk yiizdeleri
Rdrp-Hit4-Etkilesen Atomlar Frame Occupancy% Rdrp-Hit4-Etkilesen Atomlar Frame Occupancy%
Rdrp-Hit7-Etkilesen Atomlar Frame Occupancy% Rdrp-Hitl-Etkilesen Atomlar Frame Occupancy%
HT7_835@063-ARG_473@NHI1-HH12 1 0.0020 SER_602@N-HT7_835@N25-H76 1 0.0020
HT7_835@044-ARG_473@NH2-HH21 1 0.0020 ASN_611@ND2-HT7_835@N25-H77 1 0.0020
HT7_835@037-ARG_473@NH2-HH22 1 0.0020 HT7_835@064-LYS_465@NZ-HZ1 1 0.0020
HT7_835@O055-ARG_473@NH2-HH22 1 0.0020 ASP_785@OD1-HT7_835@N50-H86 1 0.0020
HT7_835@09-ARG_475@NH1-HH12 1 0.0020 HT7_835@O09-LYS_465@NZ-HZ3 1 0.0020
HT7_835@063-ARG_475@NH1-HH12 1 0.0020 HT7_835@042-LYS_465@NZ-HZ3 1 0.0020
HT7_835@063-TYR_375@OH-HH 1 0.0020 HT7_835@O063-LYS_471@N-H 1 0.0020
HT7_835@N22-ARG_475@NH2-HH21 1 0.0020 HT7_835@064-ARG_473@NE-HE 1 0.0020
HT7_835@064-TYR_375@OH-HH 1 0.0020 HT7_835@O012-ARG_473@NHI1-HH11 1 0.0020
HT7_835@063-ARG_475@NH2-HH22 1 0.0020 HT7_835@O058-ARG_473@NHI1-HH12 2 0.0040
HT7_835@064-ARG_544@NE-HE 1 0.0020 HT7_835@044-HIE_359@NE2-HE2 2 0.0040
HT7_835@063-ARG_544@NH1-HH11 1 0.0020 HT7_835@064-ARG_475@NE-HE 2 0.0040
HT7_835@N25-ARG_544@NH2-HH21 1 0.0020 HT7_835@O58-HIE_359@NE2-HE2 2 0.0040
HT7_835@063-ARG_544@NH2-HH21 1 0.0020 HT7_835@064-ARG_475@NH2-HH21 2 0.0040
HT7_835@N26-ASN_611@ND2-HD22 1 0.0020 HT7_835@064-LYS_513@NZ-HZ3 2 0.0040
HT7_835@063-LYS_420@NZ-HZ2 1 0.0020 HT7_835@038-CYS_542@N-H 2 0.0040
HT7_835@O037-ASN_611@ND2-HD22 1 0.0020 HT7_835@063-LYS_420@NZ-HZ1 2 0.0040
HT7_835@O038-SER_679@O0G-HG 1 0.0020 HT7_835@N25-SER_602@N-H 2 0.0040
HT7_835@038-ASP_680@N-H 1 0.0020 HT7_835@064-LYS_420@NZ-HZ3 2 0.0040
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HT7_835@049-LYS_718@NZ-HZ1 1 0.0020 HT7_835@049-LYS_718@NZ-HZ2 2 0.0040
HT7 835@O7-SER_734@O0G-HG 1 0.0020 HT7_835@063-ASN_463@ND2-HD22 2 0.0040
HT7_835@064-LEU_464@N-H 1 0.0020 HT7_835@064-ASN_463@ND2-HD22 2 0.0040
HT7_835@N45-ARG_756@NHI-HH11 1 0.0020 HT7_835@063-GLN_735@NE2-HE22 2 0.0040
HT7_835@055-ARG_756@NHI-HH11 1 0.0020 HT7_835@049-ARG_756@NHI-HH11 2 0.0040
HT7_835@064-ARG_756@NH1-HH11 1 0.0020 HT7_835@063-ARG_756@NH1-HH11 2 0.0040
HT7_835@N45-ARG_756@NH1-HH12 1 0.0020 HT7_835@063-ARG_756@NH1-HH12 2 0.0040
HT7_835@09-LYS_465@NZ-HZ1 1 0.0020 HT7_835@058-LYS_769@NZ-HZ1 2 0.0040
HT7_835@063-ARG_756@NH2-HH22 1 0.0020 HT7_835@049-ARG_778@NE-HE 2 0.0040
HT7_835@058-LYS_769@NZ-HZ2 1 0.0020 HT7_835@064-TYR 820@OH-HH 2 0.0040
HT7_835@064-ARG_778@NH2-HH22 1 0.0020 SER_602@0G-HT7 835@N25-H77 2 0.0040
THR_607@OG1-HT7_835@032-H79 2 0.0040 HT7_835@O064-LYS_718@NZ-HZ2 8 0.0160
HT7_835@064-LYS_358@NZ-HZ1 2 0.0040 HT7_835@063-LYS_718@NZ-HZ3 8 0.0160
ARG_756@NH1-HT7_835@N45-H81 2 0.0040 HT7_835@049-LYS_465@NZ-HZ3 8 0.0160
ARG_756@NH2-HT7_835@N45-H81 2 0.0040 HT7_835@055-LYS_471@N-H 8 0.0160
HT7_835@042-LYS_465@NZ-HZ2 2 0.0040 HT7_835@064-LYS_541@N-H 9 0.0180
HT7_835@044-LYS_465@NZ-HZ2 2 0.0040 HT7_835@063-LYS_541@NZ-HZ2 9 0.0180
HT7_835@063-ARG_473@NE-HE 2 0.0040 HT7_835@064-LYS_541@NZ-HZ2 9 0.0180
HT7_835@064-LYS_358@NZ-HZ3 3 0.0060 HT7_835@064-LYS_718@NZ-HZ3 9 0.0180
HT7_835@063-ARG_473@NH2-HH22 3 0.0060 HT7 835@09-LYS 465@NZ-HZ2 9 0.0180
HT7_835@064-ARG_475@NH1-HH12 3 0.0060 HT7_835@044-ARG_475@NH2-HH22 10 0.0200
HT7_835@055-ARG_475@NH2-HH22 3 0.0060 HT7_835@063-LYS_513@NZ-HZ1 10 0.0200
HT7_835@063-LYS_513@NZ-HZ2 3 0.0060 HT7_835@063-LYS_541@NZ-HZ1 10 0.0200
HT7_835@058-LYS_541@NZ-HZ2 3 0.0060 HT7_835@035-SER_679@0G-HG 10 0.0200
HT7 _835@063-ARG_544@NE-HE 3 0.0060 HT7 835@O064-HIE_736@NE2-HE2 10 0.0200
HT7_835@058-SER_734@0G-HG 3 0.0060 HT7_835@064-ARG_778@NH2-HH21 10 0.0200
HT7_835@064-GLN_735@NE2-HE22 3 0.0060 HT7_835@055-LYS_465@NZ-HZ3 10 0.0200
HT7_835@063-HIE_736@NE2-HE2 3 0.0060 HT7_835@044-ILE_468@N-H 10 0.0200
HT7_835@064-ARG_756@NH2-HH21 3 0.0060 HT7_835@063-LYS_471@NZ-HZ1 10 0.0200
HT7_835@064-SER_781@O0G-HG 3 0.0060 HT7_835@037-SER_679@O0G-HG 11 0.0220
TYR 376@OH-HT7 835@N25-H76 3 0.0060 HT7_835@063-SER_781@0G-HG 11 0.0220
ARG _544@NHI1-HT7_835@N25-H77 3 0.0060 GLU_731@OE1-HT7_835@042-H80 11 0.0220
HT7_835@055-LYS_358@NZ-HZ2 3 0.0060 HT7_835@064-LYS_471@NZ-HZ1 11 0.0220
HT7_835@044-LYS_465@NZ-HZ3 3 0.0060 HT7_835@063-LYS_358@NZ-HZ3 11 0.0220
HT7_835@064-TYR_466@N-H 3 0.0060 HT7_835@09-ARG_475@NH2-HH21 12 0.0240

220



HT7_835@058-SER_469@0G-HG 3 0.0060 HT7 835@O11-ARG_544@NH2-HH22 12 0.0240
HT7_835@049-LYS_471@NZ-HZ2 3 0.0060 HT7 _835@049-ARG_756@NE-HE 12 0.0240
HT7_835@042-LYS_471@NZ-HZ3 3 0.0060 HT7_835@O013-LYS_465@NZ-HZ3 12 0.0240
HT7_835@064-LYS_471@NZ-HZ3 3 0.0060 HT7_835@063-LYS_471@NZ-HZ2 12 0.0240
HT7_835@055-ARG_475@NHI1-HH12 4 0.0080 HT7_835@058-ARG_473@NE-HE 12 0.0240
HT7 835@05-ARG_475@NH2-HH21 4 0.0080 HT7_835@039-SER_679@O0G-HG 13 0.0260
HT7_835@064-LYS_513@NZ-HZ2 4 0.0080 HT7 835@063-LYS_718@NZ-HZ2 13 0.0260
HT7_835@063-LYS_513@NZ-HZ3 4 0.0080 ASN_611@ND2-HT7_835@032-H79 13 0.0260
HT7_835@063-GLN_735@NE2-HE21 4 0.0080 HT7_835@013-ARG_473@NH2-HH21 14 0.0280
HT7_835@064-ARG_756@NE-HE 4 0.0080 HT7 835@063-LYS_718@NZ-HZ1 14 0.0280
HT7_835@064-ARG_756@NH1-HH12 4 0.0080 HT7_835@058-LYS_718@NZ-HZ3 14 0.0280
HT7_835@058-LYS_769@NZ-HZ3 4 0.0080 HT7_835@055-ASP_753@N-H 14 0.0280
HT7_835@O013-LYS_465@NZ-HZ1 4 0.0080 HT7_835@058-ARG_756@NE-HE 14 0.0280
TYR_376@OH-HT7_835@N25-H77 4 0.0080 HT7_835@064-LYS_513@NZ-HZ1 15 0.0300
THR_607@OG1-HT7_835@N25-H77 4 0.0080 HT7_835@064-SER_734@N-H 15 0.0300
HT7_835@049-LYS_465@NZ-HZ1 4 0.0080 HT7_835@055-SER_734@0G-HG 15 0.0300
HT7_835@049-LYS_465@NZ-HZ2 4 0.0080 HT7 _835@042-ARG_756@NH1-HH11 16 0.0320
HT7_835@063-SER_469@0G-HG 4 0.0080 HT7_835@055-LYS_471@NZ-HZ2 16 0.0320
HT7_835@064-LYS_358@NZ-HZ2 4 0.0080 HT7_835@063-LYS_541@NZ-HZ3 17 0.0340
HT7_835@063-LYS_471@NZ-HZ3 4 0.0080 HT7_835@049-ARG_473@NHI-HH11 17 0.0340
HT7_835@063-ARG_473@NHI-HH11 4 0.0080 HT7_835@064-ARG_473@NHI-HH11 17 0.0340
HT7_835@064-ARG_473@NH1-HH12 5 0.0100 HT7_835@044-ARG_473@NH1-HH12 18 0.0360
HT7_835@N25-TYR_376@OH-HH 5 0.0100 HT7_835@064-ARG_756@NH2-HH22 18 0.0360
HT7_835@058-LYS_541@NZ-HZ3 5 0.0100 HT7_835@064-LYS_471@NZ-HZ2 18 0.0360
HT7_835@O064-LYS_541@NZ-HZ3 5 0.0100 HT7 835@O07-ARG_475@NH2-HH22 19 0.0380
HT7 _835@N22-ARG_544@NH1-HH12 5 0.0100 HT7_835@058-ARG_756@NH1-HH12 20 0.0400
HT7_835@N25-SER_602@0G-HG 5 0.0100 HT7_835@055-ARG_778@NHI-HH11 20 0.0400
HT7_835@055-LYS_718@NZ-HZ1 5 0.0100 HT7_835@058-GLN_735@NE2-HE21 21 0.0420
HT7_835@064-LYS_718@NZ-HZ1 5 0.0100 HT7_835@063-LYS_769@NZ-HZ1 22 0.0440
HT7_835@064-GLN_735@NE2-HE21 5 0.0100 HT7_835@058-ARG_778@NE-HE 23 0.0460
ARG_544@NHI1-HT7_835@N25-H76 5 0.0100 HT7 835@055-LYS_471@NZ-HZ1 23 0.0460
HT7_835@044-LYS_465@NZ-HZ1 5 0.0100 HT7_835@013-ARG_475@NH2-HH22 24 0.0480
HT7_835@064-ARG_544@NH2-HH21 6 0.0120 HT7_835@063-TYR_539@N-H 24 0.0480
HT7_835@064-LYS_420@NZ-HZ1 6 0.0120 HT7_835@063-LYS_541@N-H 24 0.0480
HT7 835@063-LYS_358@NZ-HZ1 6 0.0120 HT7_835@063-LYS_769@NZ-HZ2 24 0.0480
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HT7 835@O13-LYS_465@NZ-HZ2 6 0.0120 HT7_835@063-LYS_769@NZ-HZ3 24 0.0480
HT7_835@063-LYS_358@NZ-HZ2 6 0.0120 ASP_785@OD2-HT7_835@N50-H86 24 0.0480
HT7_835@058-ARG_473@NH2-HH21 7 0.0140 HT7_835@064-ILE_468@N-H 24 0.0480
HT7_835@064-LYS_541@NZ-HZ1 7 0.0140 HT7_835@058-LYS_471@NZ-HZ2 24 0.0480
HT7_835@058-GLN_735@NE2-HE22 7 0.0140 CYS_542@O-HT7_835@N25-H76 25 0.0500
HT7_835@055-ARG_778@NE-HE 7 0.0140 SER_602@0G-HT7 835@N25-H76 26 0.0520
HT7_835@064-LYS_471@N-H 7 0.0140 HT7_835@055-SER_469@0G-HG 27 0.0540
HT7_835@049-LYS_471@NZ-HZ1 7 0.0140 HT7_835@049-ARG_778@NHI1-HH12 28 0.0560
HT7_835@049-ARG_473@NE-HE 28 0.0560 HT7_835@058-ARG_756@NHI-HH11 327 0.6540
HT7_835@058-LYS_718@NZ-HZ1 29 0.0580 HT7 835@O08-ARG_473@NH2-HH21 329 0.6580
HT7_835@063-ARG_778@NH2-HH21 29 0.0580 HT7_835@N22-SER_602@O0G-HG 338 0.6760
HT7_835@O064-LYS_769@NZ-HZ2 30 0.0600 GLU_731@OE2-HT7_835@042-H80 345 0.6900
HT7_835@055-LYS_471@NZ-HZ3 31 0.0620 HT7_835@049-HIE_359@NE2-HE2 354 0.7080
HT7_835@064-TYR_539@N-H 32 0.0640 HT7_835@058-TYR_466@N-H 358 0.7160
HT7_835@049-ARG_756@NH2-HH22 2 0.0640 HT7_835@049-SER_469@0G-HG 362 0.7240
HT7_835@049-ARG_778@NHI-HH11 2 0.0640 HT7_835@055-ALA_470@N-H 366 0.7320
HT7_835@064-LYS_769@NZ-HZ1 33 0.0660 HT7_835@O08-ARG_475@NH2-HH21 368 0.7360
HT7_835@05-ARG_475@NE-HE 37 0.0740 HT7_835@N25-ASN_611@ND2-HD21 382 0.7640
HT7_835@058-LYS_471@NZ-HZ1 40 0.0800 THR_600@0G1-HT7_835@N25-H76 448 0.8960
HT7_835@O064-LYS_769@NZ-HZ3 42 0.0840 HT7 835@012-ARG_473@NH2-HH22 469 0.9380
HT7_835@055-GLN_735@NE2-HE22 44 0.0880 HT7_835@09-ARG_475@NH2-HH22 477 0.9540
HT7_835@058-LYS_471@NZ-HZ3 44 0.0880 HT7_835@044-ARG_473@NH2-HH22 507 1.0140
HT7_835@058-LYS_718@NZ-HZ2 45 0.0900 ILE 468@O0-HT7_835@042-H80 521 1.0420
HT7_835@064-SER_734@0G-HG 47 0.0940 THR_600@0G1-HT7_835@N25-H77 574 1.1480
HT7_835@N26-ASN_611@ND2-HD21 49 0.0980 HT7_835@058-ARG_756@NH2-HH21 647 1.2940
CYS_542@O-HT7_835@N25-H77 50 0.1000 HT7 835@N22-ASN_611@ND2-HD21 676 1.3520
GLU_731@OE2-HT7_835@N50-H86 50 0.1000 ILE_468@O-HT7_835@N45-H81 694 1.3880
HT7_835@08-ARG_475@NE-HE 55 0.1100 HT7_835@07-ARG_475@NE-HE 704 1.4080
HT7_835@O064-HIE_730@NE2-HE2 55 0.1100 HT7_835@044-SER_734@0G-HG 707 1.4140
HT7 835@O063-HIE_730@NE2-HE2 60 0.1200 HT7_835@O7-LYS_465@NZ-HZ1 772 1.5440
HT7 835@N28-THR_607@0G1-HG1 62 0.1240 HT7 835@058-LYS 471@N-H 854 1.7080
HT7_835@058-HIE_730@NE2-HE2 67 0.1340 HT7_835@011-ARG_475@NH2-HH22 907 1.8140
HT7_835@058-LYS_358@NZ-HZ1 68 0.1360 HT7_835@O07-LYS 465@NZ-HZ2 939 1.8780
HT7_835@055-ARG_778@NH2-HH21 68 0.1360 SER_734@0G-HT7_835@N50-H86 970 1.9400
HT7_835@055-SER_781@0G-HG 68 0.1360 ASN_611@ODI-HT7_835@N25-H77 972 1.9440




HT7 835@07-ARG_473@NH2-HH21 69 0.1380 HT7 835@07-LYS 465@NZ-HZ3 1072 2.1440
HT7_835@049-SER_734@O0G-HG 69 0.1380 HT7_835@058-ALA_470@N-H 1173 2.3460
HT7_835@058-LYS_358@NZ-HZ3 69 0.1380 HT7_835@O07-ARG_475@NH2-HH21 1190 2.3800
HT7_835@O07-ARG_475@NH1-HH12 70 0.1400 ASN_611@ODI-HT7_835@N25-H76 1232 2.4640
HT7_835@063-SER_734@0G-HG 72 0.1440 HT7_835@07-ARG_473@NH1-HHI12 1288 2.5760
HT7_835@044-ARG_756@NH2-HH21 73 0.1460 HT7_835@O11-ARG_475@NE-HE 1403 2.8060
HT7_835@058-SER_781@0G-HG 83 0.1660 HT7 835@044-ARG_756@NH1-HH11 1637 3.2740
HT7_835@049-ARG_475@NHI1-HH12 85 0.1700 HT7_835@042-SER_734@O0G-HG 2037 4.0740
HT7_835@058-LYS_358@NZ-HZ2 88 0.1760 HT7_835@012-ARG_473@NHI-HH12 2114 4.2280
GLU_731@OE1-HT7 835@N50-H86 89 0.1780 SER_734@OG-HT7 835@042-H80 2147 4.2940
SER_734@OG-HT7 835@N45-H81 91 0.1820 HT7_835@O11-LYS_465@NZ-HZ2 2184 4.3680
HT7_835@044-ARG_756@NE-HE 92 0.1840 HT7_835@O49-ILE_468@N-H 2227 4.4540
HT7_835@013-ARG_473@NHI1-HH12 92 0.1840 HT7_835@044-ARG_756@NH1-HH12 2242 4.4840
HT7_835@042-ARG_756@NH2-HH21 94 0.1880 HT7_835@O11-LYS_465@NZ-HZ1 2282 4.5640
HT7_835@055-GLN_735@NE2-HE21 95 0.1900 HT7_835@O11-LYS_465@NZ-HZ3 2289 4.5780
HT7_835@049-LYS_471@N-H 99 0.1980 HT7_835@049-ALA_470@N-H 2337 4.6740
HT7_835@058-ARG_778@NH2-HH21 109 0.2180 HT7_835@N25-THR_600@0G1-HG1 2503 5.0060
CYS_733@O-HT7_835@042-H80 110 0.2200 HT7_835@08-ARG_473@NH2-HH22 2539 5.0780
HT7_835@049-ARG_778@NH2-HH22 115 0.2300 HT7_835@044-ARG_756@NH2-HH22 2790 5.5800
HT7_835@049-ARG_756@NH2-HH21 116 0.2320 HT7 835@08-ARG_473@NHI1-HH12 2984 5.9680
HT7_835@042-ARG_756@NH1-HH12 125 0.2500 HT7_835@O8-LYS 465@NZ-HZ3 3094 6.1880
HT7_835@063-SER_734@N-H 126 0.2520 ASP_543@O-HT7_835@N25-H76 3145 6.2900
HT7_835@055-ILE_468@N-H 128 0.2560 ASP_543@O-HT7_835@N25-H77 3248 6.4960
HT7_835@O011-ARG_475@NH1-HH12 168 0.3360 HT7_835@O07-ARG_473@NH2-HH22 3336 6.6720
HT7 835@012-ARG_473@NH2-HH21 171 0.3420 HT7 835@08-ARG_475@NH2-HH22 3365 6.7300
SER_601@O0-HT7 835@N25-H77 173 0.3460 HT7_835@O8-LYS 465@NZ-HZ2 3447 6.8940
HT7_835@063-ILE_468@N-H 182 0.3640 HT7_835@08-LYS 465@NZ-HZ1 3490 6.9800
HT7_835@044-SER_469@0G-HG 187 0.3740 HT7_835@N28-ASN_611@ND2-HD21 3742 7.4840
HT7_835@013-ARG_473@NH2-HH22 188 0.3760 HT7 835@O011-ARG_475@NH2-HH21 4377 8.7540
TYR_466@O0-HT7 835@N50-H86 191 0.3820 HT7_835@012-ARG_475@NE-HE 4582 9.1640
HT7 835@013-ARG_475@NH2-HH21 199 0.3980 HT7 835@O012-ARG_475@NH2-HH22 5118 10.2360
SER_679@0G-HT7_835@032-H79 203 0.4060 THR_600@0-HT7_835@N25-H77 5206 10.4120
HT7_835@055-ARG_756@NH2-HH21 217 0.4340 THR_600@0-HT7_835@N25-H76 5302 10.6040
HT7_835@042-ARG_756@NH2-HH22 219 0.4380 HT7_835@O12-LYS_465@NZ-HZ3 5369 10.7380
SER_601@O0-HT7_835@N25-H76 223 0.4460 HT7 835@O012-LYS_465@NZ-HZ1 5575 11.1500
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HT7_835@032-ASN_611@ND2-HD22 226 0.4520 HT7_835@O012-LYS_465@NZ-HZ2 5598 11.1960

HT7_835@012-ARG_475@NH1-HH12 230 0.4600 HT7_835@012-ARG_475@NH2-HH21 6197 12.3940

HT7_835@O055-TYR_466@N-H 256 0.5120 HT7_835@O08-ARG_475@NH1-HH12 8384 16.7680

HT7_835@049-ARG_475@NH2-HH22 296 0.5920 ASP_680@ODI1-HT7_835@032-H79 9738 19.4760

HT7_835@049-ARG_473@NH2-HH21 311 0.6220 HT7_835@O032-SER_679@O0G-HG 12357 24.7140

ASP_680@OD2-HT7_835@032-H79 21343 42.6860 HT7_835@N26-THR_600@OG1-HG1 31047 62.0940

Tablo S18.8. Hidrojen baglari olusturan ligand kalint1 atomlari, MD simiilasyonunda tespit edilen hidrojen bag: gergeve sayilart ve HO8 ligandinin hidrojen bagi doluluk yiizdeleri
Rdrp-Hit8-Etkilesen Atomlar Frame Occupancy% Rdrp-Hitl-Etkilesen Atomlar Frame Occupancy%

LG8_835@N25-SER_679@O0G-HG 1 0.0020 ASP_538@ODI1-LG8_835@N25-H75 11 0.0220
LG8_835@N25-ASP_680@N-H 1 0.0020 ASP_543@OD1-LG8_835@032-H77 11 0.0220
LG8 _835@O05-LYS_718@NZ-HZ1 1 0.0020 LG8 835@O07-LYS_471@NZ-HZ3 11 0.0220
LG8 835@09-LYS_718@NZ-HZ1 1 0.0020 LG8_835@032-LYS_541@NZ-HZ1 11 0.0220
LG8_835@042-LYS_718@NZ-HZ1 1 0.0020 LG8_835@035-LYS_541@NZ-HZ1 11 0.0220
LG8_835@N45-LYS_718@NZ-HZ1 1 0.0020 LG8_835@O055-ARG_756@NE-HE 12 0.0240
LG8_835@042-LYS_718@NZ-HZ2 1 0.0020 LG8_835@032-LYS_541@NZ-HZ3 13 0.0260
LG8_835@N45-LYS_718@NZ-HZ2 1 0.0020 LG8_835@N50-SER_734@O0G-HG 13 0.0260
LG8 835@09-LYS_718@NZ-HZ3 1 0.0020 LG8 _835@N26-ARG_756@NHI1-HH11 13 0.0260
LG8_835@042-LYS_718@NZ-HZ3 1 0.0020 LG8 _835@049-ARG_756@NH2-HH21 13 0.0260
LG8 _835@N22-ARG_756@NH2-HH21 1 0.0020 ASP_538@ODI1-LG8_835@042-H78 15 0.0300
ARG_756@NH1-LG8_835@N25-H74 1 0.0020 LG8_835@O08-ARG_473@NE-HE 16 0.0320
ASP_538@OD2-LG8_835@042-H78 1 0.0020 ASP_538@OD1-LG8_835@032-H77 20 0.0400
HIE 359@NE2-LG8_835@N50-H84 1 0.0020 ASP_538@OD2-LG8_835@N25-H75 21 0.0420
GLU_731@OE1-LG8_835@N50-H84 1 0.0020 LG8 _835@O11-LYS_471@NZ-HZ1 21 0.0420
LG8 _835@O011-ARG_473@NH2-HH22 1 0.0020 LG8 _835@035-ARG_475@NH2-HH21 22 0.0440
LG8_835@N45-HIE_359@NE2-HE2 1 0.0020 LG8_835@O11-LYS_471@NZ-HZ3 25 0.0500
LG8 _835@O13-LYS_541@NZ-HZ3 2 0.0040 LEU_678@O-LG8_835@N25-H75 26 0.0520
ASP_680@OD2-LG8_835@N25-H75 2 0.0040 LG8_835@035-LYS_541@NZ-HZ3 27 0.0540
LG8_835@O11-LYS_471@NZ-HZ2 2 0.0040 LG8 _835@N22-ARG_756@NHI1-HH11 28 0.0560
LG8_835@09-ARG_473@NH2-HH21 2 0.0040 LG8_835@N50-HIE_359@NE2-HE2 29 0.0580
LG8 _835@017-ARG_473@NH2-HH22 2 0.0040 SER_734@0-LG8_835@N25-H75 38 0.0760
LG8 835@O8-ARG_475@NH2-HH22 2 0.0040 ASP_538@OD1-LG8_835@N50-H84 39 0.0780




LG8 835@O13-LYS_541@NZ-HZ2 2 0.0040 LG8 835@07-LYS 471@NZ-HZ1 40 0.0800
LG8 835@O8-LYS 718@NZ-HZ2 3 0.0060 LG8 _835@055-ARG_756@NH2-HH22 41 0.0820
LG8 835@09-LYS_718@NZ-HZ2 3 0.0060 LG8_835@N26-ARG_756@NH2-HH22 43 0.0860

LG8_835@N25-SER_734@N-H 3 0.0060 LG8_835@012-ARG_473@NH2-HH22 47 0.0940

LG8_835@035-ARG_473@NH2-HH22 3 0.0060 LG8_835@055-ARG_756@NHI1-HH11 49 0.0980
LG8 835@035-LYS_541@NZ-HZ2 3 0.0060 LG8 _835@08-ARG 473@NH2-HH21 52 0.1040
LG8 835@039-LYS_471@NZ-HZ1 4 0.0080 LG8 _835@013-ARG_473@NH2-HH21 52 0.1040

LG8_835@08-ARG_473@NHI-HHI11 4 0.0080 LG8_835@044-ALA_470@N-H 56 0.1120

LG8_835@037-ARG_473@NH2-HH21 4 0.0080 LG8 835@08-LYS_541@NZ-HZ2 58 0.1160

LG8 _835@O08-ARG_475@NH1-HHI12 4 0.0080 LG8 835@044-LYS_718@NZ-HZ3 59 0.1180
LG8 835@O13-LYS_541@NZ-HZ1 4 0.0080 LG8 835@07-LYS 471@NZ-HZ2 60 0.1200

LG8 _835@012-ARG_544@NH1-HH12 5 0.0100 LG8 835@N22-SER_734@O0G-HG 63 0.1260

ASP_538@OD2-LG8_835@N25-H74 5 0.0100 LG8_835@N26-ARG_756@NH1-HH12 63 0.1260

ASP_543@OD2-LG8_835@032-H77 5 0.0100 LG8 835@013-LYS_718@NZ-HZ1 65 0.1300

HIE 359@ND1-LG8_835@N50-H84 5 0.0100 LG8 835@08-LYS 541@NZ-HZ1 72 0.1440

LG8 _835@O07-ARG_473@NH2-HH22 5 0.0100 LG8 835@O13-LYS_718@NZ-HZ2 73 0.1460

LG8 _835@N25-ARG_756@NH1-HH12 6 0.0120 GLU_731@OE2-LG8_835@N50-H84 79 0.1580

LG8_835@N26-ARG_756@NH2-HH21 6 0.0120 LG8 835@08-LYS_541@NZ-HZ3 79 0.1580
LG8 835@039-LYS_471@NZ-HZ2 6 0.0120 LG8_835@N22-ARG_756@NH1-HH12 82 0.1640
LG8 835@032-LYS_541@NZ-HZ2 6 0.0120 ASP_681@ODI-LG8_835@N25-H74 82 0.1640

LG8_835@N25-ASN_611@ND2-HD21 7 0.0140 ASP_680@0-LG8_835@N25-H74 85 0.1700

ARG_756@NH2-LG8_835@N25-H74 7 0.0140 LG8 835@044-LYS_718@NZ-HZ1 97 0.1940

LG8_835@012-ARG_473@NHI-HH12 7 0.0140 LG8 835@N25-LYS_718@NZ-HZ2 100 0.2000

LG8_835@07-ARG_475@NHI1-HHI12 7 0.0140 ASP_538@ODI1-LG8_835@N25-H74 103 0.2060

ARG _756@NH2-LG8_835@N25-H75 8 0.0160 LG8 835@09-ARG_475@NH2-HH22 104 0.2080

ASP_538@ODI-LG8_835@N45-H79 8 0.0160 LG8 835@N25-LYS_718@NZ-HZ1 107 0.2140
LG8 835@N26-LYS_718@NZ-HZ3 10 0.0200 LG8_835@032-ARG_475@NH2-HH22 112 0.2240

ARG_756@NHI-LG8_835@N25-H75 10 0.0200 LG8 835@013-LYS_718@NZ-HZ3 116 0.2320
LG8 835@N25-LYS_718@NZ-HZ3 1 0.0220 LG8 835@N26-LYS_718@NZ-HZ2 123 0.2460
SER_734@0G-LG8_835@N50-H84 127 0.2540 LG8 835@049-SER_734@O0G-HG 1035 2.0700

ASP_538@OD2-LG8_835@N45-H79 129 0.2580 LG8 _835@037-ARG_475@NH2-HH22 1090 2.1800
ASP_680@ODI1-LG8_835@N25-H75 136 0.2720 ASP_681@ODI1-LG8_835@N25-H75 1153 2.3060
ASP_680@OD2-LG8_835@N25-H74 151 0.3020 LG8 835@07-ARG_473@NHI1-HH12 1343 2.6860
ASP_538@OD2-LG8_835@N50-H84 159 0.3180 LG8 835@012-LYS_541@NZ-HZ2 1404 2.8080
LG8 _835@055-ARG_756@NH1-HH12 178 0.3560 LG8 835@O012-LYS_541@NZ-HZ1 1518 3.0360
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LG8 835@O7-LYS 541@NZ-HZ3 193 0.3860 LG8 835@012-LYS_541@NZ-HZ3 1643 3.2860
LG8 _835@049-ARG_756@NH1-HH12 210 0.4200 LG8 _835@O08-ARG_473@NH1-HH12 1650 3.3000
LG8 835@N26-LYS_718@NZ-HZ1 235 0.4700 LG8 835@039-LYS_541@NZ-HZ1 1784 3.5680
LG8_835@049-ARG_756@NH2-HH22 239 0.4780 LG8_835@039-ARG_475@NH2-HH22 1791 3.5820
LG8 835@O07-LYS _541@NZ-HZ1 239 0.4780 LG8_835@055-ARG_756@NH2-HH21 1797 3.5940
SER_734@0-LG8_835@N25-H74 244 0.4880 LG8 _835@013-ARG_475@NH2-HH22 2029 4.0580
LG8 835@038-LYS_541@NZ-HZ3 253 0.5060 LG8 835@039-LYS_541@NZ-HZ2 2057 4.1140
LG8 835@O07-LYS 541@NZ-HZ2 274 0.5480 LG8 _835@038-ARG_475@NE-HE 2089 4.1780
LG8 835@038-LYS_541@NZ-HZ2 287 0.5740 LG8 835@08-ARG_473@NH2-HH22 2149 4.2980
LG8 835@O11-LYS_718@NZ-HZ2 302 0.6040 LG8 835@039-LYS_541@NZ-HZ3 2197 4.3940
LG8 835@055-SER_734@O0G-HG 306 0.6120 LG8 _835@037-ARG_475@NHI1-HH12 2388 4.7760
LG8 835@038-LYS_541@NZ-HZ1 306 0.6120 LG8 _835@037-ARG_473@NHI1-HH12 2504 5.0080
LG8 835@N22-LYS_718@NZ-HZ3 343 0.6860 LG8 835@044-HIE_359@NE2-HE2 2752 5.5040
LG8 835@044-LYS_718@NZ-HZ2 366 0.7320 LG8 _835@012-ARG_475@NH2-HH22 2815 5.6300
LG8 _835@N25-SER_734@O0G-HG 372 0.7440 LG8 _835@038-ARG_475@NHI1-HH12 2824 5.6480
LG8 835@038-LYS_465@NZ-HZ1 375 0.7500 LG8 835@O8-LYS 471@NZ-HZ3 2886 5.7720
LG8 835@012-ARG_473@NE-HE 376 0.7520 LG8 835@O11-LYS_541@NZ-HZ1 2940 5.8800
GLU_731@0-LG8_835@N25-H74 388 0.7760 LG8 835@O11-LYS_541@NZ-HZ2 2977 5.9540
ASP_681@OD2-LG8_835@N25-H75 405 0.8100 LG8 835@037-LYS_541@NZ-HZ1 3127 6.2540
GLU_731@O0-LG8_835@N25-H75 406 0.8120 GLU_731@OE2-LG8_835@N25-H74 3156 6.3120
LG8 835@O11-LYS_718@NZ-HZ3 424 0.8480 LG8 _835@012-ARG_475@NHI1-HH12 3242 6.4840
LG8 835@038-LYS_465@NZ-HZ3 428 0.8560 LG8 835@O08-LYS 471@NZ-HZ2 3363 6.7260
LG8 835@039-LYS_465@NZ-HZ1 437 0.8740 LG8 835@037-ARG_475@NE-HE 3522 7.0440
LG8 835@039-LYS_465@NZ-HZ3 439 0.8780 LG8 835@037-LYS_541@NZ-HZ3 3564 7.1280
LG8 835@O11-LYS_718@NZ-HZ1 446 0.8920 LG8 835@O11-LYS_541@NZ-HZ3 3653 7.3060
LG8 _835@011-ARG_473@NH2-HH21 456 0.9120 LG8 835@O8-LYS 471@NZ-HZ1 3829 7.6580
LG8_835@039-ARG_475@NHI1-HH12 472 0.9440 GLU_731@OE1-LG8_835@N25-H74 4032 8.0640
LG8 835@038-LYS_465@NZ-HZ2 480 0.9600 LG8 835@037-LYS_541@NZ-HZ2 4074 8.1480
LG8 835@N22-LYS_718@NZ-HZ1 487 0.9740 GLU_731@OE1-LG8_835@N25-H75 4646 9.2920
LG8 835@039-LYS_465@NZ-HZ2 508 1.0160 LG8 835@039-ARG_475@NE-HE 5700 11.4000
LG8 835@N22-LYS_718@NZ-HZ2 567 1.1340 LG8 _835@038-ARG_475@NH2-HH22 5790 11.5800
LG8 835@O07-LYS 718@NZ-HZ3 634 1.2680 LG8_835@012-ARG_473@NH2-HH21 6549 13.0980
ASP_681@OD2-LG8_835@N25-H74 652 1.3040 SER_734@0G-LG8_835@N25-H74 7348 14.6960
LG8 835@049-HIE_359@NE2-HE2 714 1.4280 GLU_731@OE2-LG8_835@N25-H75 8017 16.0340
SER_734@0G-LG8_835@N25-H75 764 1.5280 LG8 _835@039-ARG_473@NH2-HH22 10271 20.5420




LG8_835@044-LYS_358@NZ-HZ1 816 1.6320 LG8_835@039-ARG_475@NH2-HH21 10656 21.3120
LG8_835@037-LYS_465@NZ-HZ1 830 1.6600 LG8_835@038-ARG_475@NH2-HH21 11535 23.0700
LG8_835@O037-LYS_465@NZ-HZ2 839 1.6780 LG8_835@037-ARG_473@NH2-HH22 12321 24.6420
LG8 835@O012-LYS_471@NZ-HZ1 848 1.6960 LG8_835@049-ARG_756@NE-HE 12418 24.8360
LG8 _835@O7-LYS_718@NZ-HZ1 877 1.7540 LG8_835@O038-ARG_473@NHI1-HH12 15186 30.3720
LG8_835@012-LYS_471@NZ-HZ3 879 1.7580 LG8_835@049-ARG_756@NHI1-HH11 17570 35.1400
ASP_680@OD1-LG8_835@N25-H74 905 1.8100 LG8_835@037-ARG_475@NH2-HH21 18276 36.5520
LG8_835@044-LYS_358@NZ-HZ2 910 1.8200 LG8_835@038-ARG_473@NH2-HH22 20131 40.2620
LG8_835@O037-LYS_465@NZ-HZ3 912 1.8240 LG8_835@039-ARG_473@NHI1-HH12 24313 48.6260
LG8_835@044-LYS_358@NZ-HZ3 932 1.8640
LG8 _835@O7-LYS_718@NZ-HZ2 986 1.9720
LG8 _835@N26-SER_734@OG-HG 996 1.9920
LG8 _835@O012-LYS_471@NZ-HZ2 1020 2.0400
Tablo S18.9. Hidrojen baglari olusturan ligand kalint1 atomlari, MD simiilasyonunda tespit edilen hidrojen bag: ¢erceve sayilart ve H09 ligandinin hidrojen bag: doluluk yiizdeleri
Rdrp-Hit9-Etkilesen Atomlar Frame Occupancy% Rdrp-Hit9-Etkilesen Atomlar Frame Occupancy%
LG9_835@035-LYS_541@NZ-HZ1 1 0.0020 LG9 _835@030-ARG_473@NHI1-HH12 2 0.0040
LG9_835@O035-LYS_541@NZ-HZ2 1 0.0020 LG9 _835@O021-ARG_475@NH2-HH21 2 0.0040
LG9 _835@017-ARG_544@NH2-HH21 1 0.0020 LG9 835@N43-LYS_718@NZ-HZ2 3 0.0060
SER_734@0G-LG9_835@057-H77 1 0.0020 LG9 835@N45-LYS_718@NZ-HZ2 3 0.0060
SER_602@O0G-LG9_835@N63-H79 1 0.0020 LG9 835@N45-LYS_718@NZ-HZ3 3 0.0060
LG9 _835@029-ARG_473@NH2-HH22 1 0.0020 LGY_835@O57-SER_734@OG-HG 3 0.0060
LG9 _835@O11-ARG_475@NE-HE 1 0.0020 LG9_835@O057-SER_469@O0G-HG 3 0.0060
LG9 _835@026-LYS_541@N-H 1 0.0020 ALA_717@O-LG9_835@051-H75 3 0.0060
LG9_835@062-SER_601@O0G-HG 2 0.0040 THR_600@0O-LG9_835@N63-H79 3 0.0060
LG9_835@054-LYS_471@NZ-HZ3 2 0.0040 LG9_835@O054-LYS_471@NZ-HZ1 5 0.0100
LG9 _835@017-ARG_473@NH1-HH12 6 0.0120 LG9 _835@O027-LYS_471@NZ-HZ1 286 0.5720
LG9_835@O15-ARG_475@NE-HE 6 0.0120 LG9 _835@027-LYS_471@NZ-HZ3 288 0.5760
LG9_835@062-ASN_611@ND2-HD22 7 0.0140 LG9 _835@O062-LYS_465@NZ-HZ1 296 0.5920
LG9 _835@057-ARG_756@NH2-HH22 7 0.0140 LG9 835@O15-LYS_471@NZ-HZ1 304 0.6080
ASP_543@ODI1-LG9_835@N63-H79 7 0.0140 LG9_835@N6-SER_601@OG-HG 309 0.6180
LG9_835@054-LYS_471@NZ-HZ2 7 0.0140 LG9 _835@O027-LYS_471@NZ-HZ2 320 0.6400
LG9 _835@025-ARG_473@NH2-HH21 7 0.0140 LG9 _835@O15-LYS_471@NZ-HZ2 328 0.6560
LG9 _835@N45-LYS_718@NZ-HZ1 8 0.0160 LG9 835@023-LYS_471@NZ-HZ1 345 0.6900
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SER 469@0G-LGY 835@057-H77 9 0.0180 LG9 835@026-ARG_473@NH2-HH22 378 0.7560
LG9 835@029-ARG_473@NH1-HH12 9 0.0180 LG9 835@062-LYS_465@NZ-HZ3 379 0.7580
LG9 835@031-LYS_541@NZ-HZ3 10 0.0200 LG9 835@023-LYS_471@NZ-HZ2 386 0.7720
LG9 _835@030-ARG_473@NHI-HH11 11 0.0220 LG9 835@029-LYS_471@NZ-HZ2 418 0.8360
LG9 835@022-ARG_473@NE-HE 12 0.0240 LG9 835@O015-LYS_471@NZ-HZ3 428 0.8560
LG9 835@027-ARG_473@NH2-HH22 12 0.0240 LG9 835@029-LYS_471@NZ-HZ1 470 0.9400
LG9 835@031-LYS_541@NZ-HZ1 13 0.0260 LG9 835@029-LYS_471@NZ-HZ3 494 0.9880
LG9 835@019-ARG_473@NH2-HH21 13 0.0260 LG9 _835@N40-SER_715@N-H 536 1.0720
LG9 _835@060-ARG_756@NH1-HH12 14 0.0280 LG9 835@022-LYS_471@NZ-HZ3 578 1.1560
LG9 835@031-LYS_541@NZ-HZ2 15 0.0300 LG9 835@023-ARG_473@NH2-HH22 583 1.1660
LG9 835@026-ARG_473@NH2-HH21 15 0.0300 TYR 539@0-LGY 835@N45-H72 623 1.2460
LG9 835@O11-SER_469@O0G-HG 16 0.0320 LG9 835@022-LYS_471@NZ-HZ1 628 1.2560
LG9 835@018-ARG_473@NH2-HH21 16 0.0320 LG9 _835@018-ARG_473@NHI1-HHI12 733 1.4660
ASP_543@OD2-LG9_835@N1-H64 19 0.0380 LG9_835@062-SER_602@0G-HG 779 1.5580
LG9 _835@N1-ASN_611@ND2-HD21 20 0.0400 LG9 835@022-LYS 471@NZ-HZ2 783 1.5660
LG9 835@057-LYS_465@NZ-HZ2 24 0.0480 LG9 835@026-LYS_471@NZ-HZ1 815 1.6300
LG9 835@021-ARG_473@NE-HE 25 0.0500 LG9 835@026-LYS _471@NZ-HZ2 821 1.6420
ASP_543@ODI1-LG9_835@N1-H64 26 0.0520 LG9_835@N40-SER_715@O0G-HG 833 1.6660
LG9 835@019-LYS_541@NZ-HZ1 27 0.0540 LG9 _835@062-ASN_611@ND2-HD21 865 1.7300
LG9 835@057-LYS_465@NZ-HZ1 29 0.0580 LG9 835@026-LYS_471@NZ-HZ3 876 1.7520
LG9 835@057-LYS_465@NZ-HZ3 31 0.0620 LG9 835@025-ARG_473@NH1-HHI12 1031 2.0620
ASP_543@OD2-LG9_835@N63-H79 31 0.0620 LG9 _835@027-ARG_473@NHI1-HH12 1042 2.0840
LG9 _835@019-ARG_473@NHI-HH12 44 0.0880 LG9 _835@025-ARG_473@NH2-HH22 1242 2.4840
LG9 835@025-LYS_541@NZ-HZ2 45 0.0900 LG9 _835@022-ARG_473@NH2-HH21 1370 2.7400
LG9 835@017-ARG_473@NH2-HH21 45 0.0900 LG9 835@023-ARG_473@NH1-HHI12 1615 3.2300
LG9 835@060-LYS_465@NZ-HZ1 50 0.1000 LG9 835@019-ARG_473@NH2-HH22 1751 3.5020
LG9 835@060-LYS_465@NZ-HZ2 50 0.1000 LG9 _835@021-ARG_473@NH2-HH22 1990 3.9800
ASP_543@ODI1-LG9_835@N1-H65 51 0.1020 LG9 _835@015-ARG_475@NH2-HH21 2230 4.4600
LG9 _835@062-SER_679@0G-HG 53 0.1060 LG9 835@027-LYS_541@NZ-HZ2 2313 4.6260
LG9 835@060-ARG_756@NH2-HH22 54 0.1080 LG9 835@NG6-SER_602@N-H 2480 4.9600
LG9 835@057-LYS_471@NZ-HZ2 58 0.1160 LG9 835@027-LYS_541@NZ-HZ1 2530 5.0600
ILE 468@O0-LG9_835@060-H78 59 0.1180 LG9 835@027-LYS_541@NZ-HZ3 2616 5.2320
LG9 835@060-LYS_465@NZ-HZ3 60 0.1200 LG9 835@017-LYS_471@NZ-HZ2 2682 53640
LG9 835@051-LYS_718@NZ-HZ1 74 0.1480 LG9 835@026-LYS_541@NZ-HZ1 2702 5.4040
LG9 835@057-LYS_471@NZ-HZ3 74 0.1480 LG9 835@030-LYS_541@NZ-HZ1 2718 5.4360
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ASP_680@O0D2-LG9_835@057-H77 81 0.1620 ASP_538@0-LG9_835@N45-H73 2753 5.5060
LG9 835@048-SER_715@O0G-HG 102 0.2040 LG9 835@O17-LYS_471@NZ-HZ3 2794 5.5880
LG9 835@057-LYS_471@NZ-HZ1 102 0.2040 LG9 835@023-LYS_541@NZ-HZ1 2824 5.6480
LG9 835@019-LYS_471@NZ-HZ3 103 0.2060 LG9_835@026-TYR_375@OH-HH 2882 5.7640
LG9 835@025-LYS_541@NZ-HZ3 105 0.2100 LG9 835@023-LYS_541@NZ-HZ2 2936 5.8720
LG9 835@025-LYS_541@NZ-HZ1 116 0.2320 LG9 835@030-LYS_541@NZ-HZ3 3016 6.0320
LG9 _835@062-SER_602@N-H 118 0.2360 LG9 835@023-LYS_541@NZ-HZ3 3131 6.2620
LG9 835@019-LYS_471@NZ-HZ1 118 0.2360 LG9 835@017-LYS_471@NZ-HZ1 3140 6.2800
LG9 835@019-LYS_471@NZ-HZ2 120 0.2400 LG9 835@030-LYS_541@NZ-HZ2 3148 6.2960
LG9 835@054-LYS_718@NZ-HZ1 127 0.2540 LG9 835@NG6-SER_602@O0G-HG 3169 6.3380
LG9 835@019-LYS_541@NZ-HZ2 131 0.2620 LG9 835@026-LYS_541@NZ-HZ3 3202 6.4040
LG9 835@051-LYS_718@NZ-HZ3 143 0.2860 ASP_538@OD2-LG9_835@N45-H73 3282 6.5640
LG9 835@N6-LYS_465@NZ-HZ2 151 0.3020 LG9 835@026-LYS_541@NZ-HZ2 3354 6.7080
LG9 835@019-LYS_541@NZ-HZ3 153 0.3060 ASP_538@0-LG9_835@N45-H72 3431 6.8620
LG9 835@N6-LYS 465@NZ-HZ1 154 0.3080 LG9 835@017-ARG_473@NH2-HH22 3499 6.9980
LG9 835@054-LYS_718@NZ-HZ3 170 0.3400 ASP_538@ODI1-LG9_835@N45-H73 4213 8.4260
LG9 835@051-LYS_718@NZ-HZ2 172 0.3440 ASP_538@OD2-LG9_835@N45-H72 4443 8.8860
LG9 835@N6-LYS_465@NZ-HZ3 187 0.3740 LG9 835@025-LYS_471@NZ-HZ3 4859 9.7180
LG9 835@054-LYS_718@NZ-HZ2 188 0.3760 LG9 _835@026-ARG_473@NH1-HH12 5050 10.1000
ASP_543@O0D2-LG9_835@N1-H65 192 0.3840 LG9 835@025-LYS_471@NZ-HZ1 5157 10.3140
LG9 _835@057-ALA_470@N-H 200 0.4000 LG9 835@025-LYS 471@NZ-HZ2 5324 10.6480
LG9 835@023-LYS_471@NZ-HZ3 236 0.4720 LG9 _835@017-ARG_475@NH2-HH21 5561 11.1220
TYR_539@0-LGY_835@N45-H73 249 0.4980 ASP_538@ODI1-LG9_835@N45-H72 5736 11.4720
LG9 835@062-LYS_465@NZ-HZ2 278 0.5560 ASP_680@OD1-LG9_835@N1-H65 5743 11.4860
LG9 835@022-LYS_541@NZ-HZ3 5882 11.7640 LG9 _835@017-ARG_475@NE-HE 11869 23.7380
LG9 835@022-LYS_541@NZ-HZ2 6441 12.8820 LG9 835@018-ARG_473@NH2-HH22 11971 23.9420
ASP_680@OD2-LG9_835@N1-H65 6540 13.0800 ASP_680@OD1-LG9_835@N1-H64 12803 25.6060
LG9 835@021-LYS_471@NZ-HZ1 7587 15.1740 ASP_680@OD2-LG9_835@N1-H64 13997 27.9940
LG9 835@021-LYS_471@NZ-HZ3 7591 15.1820 ASP_680@OD1-LG9_835@N63-H79 17527 35.0540
LG9 835@022-LYS_541@NZ-HZ1 7671 15.3420 ASP_680@OD2-LG9_835@N63-H79 21593 43.1860
LG9 835@021-ARG_473@NH2-HH21 7778 15.5560 LG9 _835@018-ARG_475@NE-HE 22273 44.5460
LG9 835@021-LYS_471@NZ-HZ2 7969 15.9380 LG9 835@048-SER_715@N-H 27921 55.8420
LG9 _835@022-ARG_473@NH2-HH22 8921 17.8420 LG9 _835@018-ARG_475@NH2-HH21 33523 67.0460
LG9 835@022-ARG_473@NH1-HH12 10285 20.5700 ASP_538@0-LG9 835@N46-H74 45750 91.5000
LG9 835@021-ARG_473@NH1-HH12 11827 23.6540




Tablo S18.10 Hidrojen baglari olusturan ligand kalint1 atomlari, MD simiilasyonunda tespit edilen hidrojen bag ¢erceve sayilari ve H10 ligandinin hidrojen bagi doluluk yiizdeleri

Rdrp-Hit8-Etkilesen Atomlar Frame Occupancy% Rdrp-Hit1-Etkilesen Atomlar Frame Occupancy%

Rdrp-Hit10-Etkilesen Atomlar Frame Occupancy% Rdrp-Hit1-Etkilesen Atomlar Frame Occupancy%
L10_835@N41-THR_607@OG1-HG1 1 0.0020 L10_835@N41-THR_600@O0G1-HG1 16 0.0320
L10_835@023-ARG_756@NHI1-HH11 1 0.0020 L10 _835@N4-LYS_718@NZ-HZ3 16 0.0320
L10_835@025-ARG_756@NH1-HH12 1 0.0020 L10_835@024-ARG_473@NE-HE 16 0.0320
ASP_543@O-L10_835@N41-H71 1 0.0020 TYR_539@0-L10_835@057-H76 17 0.0340
SER_602@0-L10_835@N41-H71 1 0.0020 L10_835@O13-LYS_471@NZ-HZ1 18 0.0360
CYS_542@O0-L10_835@048-H73 1 0.0020 L10_835@019-ARG_756@NHI1-HH12 20 0.0400
L10_835@O17-LYS_471@NZ-HZ2 1 0.0020 L10_835@048-ASP_543@N-H 24 0.0480
L10_835@O054-LYS_471@NZ-HZ3 1 0.0020 L10_835@N4-LYS_718@NZ-HZ1 24 0.0480
L10_835@O17-ARG_473@NH2-HH21 1 0.0020 THR_600@OG1-L10_835@N41-H71 24 0.0480
L10_835@027-ARG_473@NH2-HH22 1 0.0020 ASP_543@OD2-L10_835@O051-H74 25 0.0500
L10_835@O033-ARG_475@NH2-HH22 1 0.0020 L10_835@O13-LYS_471@NZ-HZ3 30 0.0600
L10_835@O13-LYS_541@N-H 1 0.0020 L10_835@O016-ARG_473@NH2-HH21 30 0.0600
L10_835@O17-LYS_541@NZ-HZ1 1 0.0020 L10_835@O021-ARG_473@NH2-HH22 37 0.0740
L10_835@NI1-LYS_541@NZ-HZ3 1 0.0020 L10_835@025-ARG_473@NH2-HH22 37 0.0740
L10_835@N38-SER_679@0G-HG 2 0.0040 L10_835@027-ARG_756@NHI1-HH11 38 0.0760
SER_715@0-L10_835@N1-H63 2 0.0040 L10_835@016-TYR_375@OH-HH 46 0.0920
L10_835@025-ARG_475@NHI1-HH12 2 0.0040 L10_835@N61-SER_715@O0G-HG 49 0.0980
L10_835@09-CYS_542@N-H 3 0.0060 L10_835@O13-LYS_471@NZ-HZ2 51 0.1020
L10_835@O028-LYS_465@NZ-HZ2 3 0.0060 L10_835@020-SER_469@0G-HG 54 0.1080
L10_835@O021-ARG _473@NHI1-HH12 3 0.0060 L10_835@024-LYS_471@NZ-HZ3 73 0.1460
L10_835@027-SER_469@0G-HG 3 0.0060 L10_835@024-LYS_471@NZ-HZ1 77 0.1540
L10_835@N59-LYS_718@NZ-HZ2 4 0.0080 L10_835@027-LYS_471@NZ-HZ2 77 0.1540
L10_835@020-LYS_541@NZ-HZ3 5 0.0100 L10_835@O15-LYS_541@NZ-HZ2 85 0.1700
L10_835@016-ARG_473@NE-HE 5 0.0100 L10_835@O016-LYS_471@NZ-HZ3 97 0.1940
L10_835@028-ARG_473@NH2-HH21 5 0.0100 L10_835@048-CYS_542@N-H 103 0.2060
L10_835@020-LYS_541@NZ-HZ1 5 0.0100 L10_835@020-ARG_473@NHI1-HH11 105 0.2100
L10_835@O048-ASN_611@ND2-HD22 6 0.0120 SER_601@0-L10_835@N41-H70 106 0.2120
SER_715@0-L10_835@N1-H62 6 0.0120 L10_835@O016-LYS_471@NZ-HZ1 111 0.2220
L10_835@023-ARG_473@NHI1-HH11 6 0.0120 L10_835@027-LYS_471@NZ-HZ3 113 0.2260
L10_835@N42-THR_607@OG1-HG1 7 0.0140 TYR_539@0-L10_835@048-H73 122 0.2440
L10_835@N6-LYS_718@NZ-HZ3 7 0.0140 L10_835@024-LYS_471@NZ-HZ2 122 0.2440
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L10_835@N59-LYS 718@NZ-HZ3 7 0.0140 TYR_539@0-L10_835@054-H75 130 0.2600
SER_715@N-L10_835@N1-H63 7 0.0140 L10_835@O016-LYS 471@NZ-HZ2 131 0.2620
SER_602@0-L10_835@N41-H70 7 0.0140 L10_835@O015-ARG_473@NH2-HH22 136 0.2720
TYR_539@0-L10_835@051-H74 7 0.0140 THR_607@OG1-L10_835@N41-H70 140 0.2800
L10_835@O015-ARG_475@NH2-HH22 7 0.0140 L10_835@019-ARG_473@NH2-HH22 144 0.2880
L10 835@N6G-LYS 718@NZ-HZ2 8 0.0160 L10_835@051-CYS_542@N-H 149 0.2980
SER_602@O0G-L10_835@N41-H71 8 0.0160 L10_835@015-LYS 541@NZ-HZ3 177 0.3540
THR_607@0-L10_835@N41-H71 8 0.0160 L10_835@017-ARG_473@NHI-HHI2 215 0.4300
L10_835@051-ASP_543@N-H 9 0.0180 L10_835@O015-LYS 541@NZ-HZ1 218 0.4360
L10 835@N6-LYS 718@NZ-HZ1 9 0.0180 SER 601@O0-L10_835@N41-H71 219 0.4380
L10_835@028-LYS 465@NZ-HZ3 9 0.0180 L10_835@016-ARG 473@NHI1-HH11 225 0.4500
L10_835@N41-ASN_611@ND2-HD21 10 0.0200 L10_835@023-LYS 471@NZ-HZ2 230 0.4600
SER_715@N-L10_835@N1-H62 10 0.0200 L10_835@017-ARG_473@NH2-HH22 231 0.4620
THR_600@0G1-L10_835@N41-H70 10 0.0200 L10_835@N1-SER_715@0G-HG 239 0.4780
ASN_611@ODI-L10_835@N41-H71 10 0.0200 L10_835@028-ARG 473@NH1-HHI2 252 0.5040
L10_835@027-LYS 471@NZ-HZ1 11 0.0220 SER_715@0G-L10_835@N1-H62 253 0.5060
L10_835@020-LYS 541@NZ-HZ2 11 0.0220 ASP_630@OD2-L10_835@051-H74 269 0.5380
L10_835@N4-LYS 718@NZ-HZ2 12 0.0240 L10_835@023-ARG_756@NH2-HH22 278 0.5560
L10_835@017-ARG _473@NHI1-HH11 12 0.0240 L10_835@N1-SER_715@N-H 298 0.5960
ASP_630@OD1-L10_835@051-H74 13 0.0260 L10_835@024-ARG 473@NHI1-HH11 299 0.5980
L10_835@N59-LYS 718@NZ-HZ1 15 0.0300 L10_835@023-LYS 471@NZ-HZ1 316 0.6320
L10_835@028-LYS 465@NZ-HZ1 15 0.0300 L10_835@023-LYS 471@NZ-HZ3 330 0.6600
L10_835@025-ARG _473@NHI-HHI2 365 0.7300 ASP_538@OD2-L10_835@057-H76 1987 3.9740
SER_715@0G-L10_835@N1-H63 424 0.8480 L10_835@O019-LYS 471@NZ-HZ2 1993 3.9860
L10_835@023-ARG_756@NH1-HHI2 443 0.8860 L10_835@024-ARG _473@NH2-HH21 2150 4.3000
L10 835@015-ARG_473@NE-HE 484 0.9680 L10_835@023-ARG 475@NH1-HHI2 2174 4.3480
ASP_538@OD2-L10_835@054-H75 516 1.0320 L10_835@N44-ASN_611@ND2-HD21 2733 5.4660
ASP_538@OD1-L10_835@054-H75 531 1.0620 L10_835@O015-ARG_473@NHI-HHI2 3159 6.3180
L10_835@N4-LYS 541@NZ-HZ2 535 1.0700 L10_835@027-ARG_475@NHI1-HHI2 3458 6.9160
L10 835@N4-LYS 541@NZ-HZ1 602 1.2040 L10_835@057-LYS 718@NZ-HZ2 3879 7.7580
L10_835@015-ARG 473@NH2-HH21 626 1.2520 L10_835@O028-ARG _756@NH1-HHI2 3948 7.8960
L10_835@023-SER_469@0G-HG 649 1.2980 L10_835@057-LYS_718@NZ-HZ3 4152 8.3040
L10_835@N4-LYS 541@NZ-HZ3 652 1.3040 L10_835@057-LYS_718@NZ-HZ1 4172 8.3440
L10_835@O019-ARG 473@NH1-HHI2 687 1.3740 L10_835@020-ARG 473@NH1-HHI2 4179 8.3580
L10_835@024-SER_469@0G-HG 798 1.5960 L10_835@027-SER_734@O0G-HG 4209 8.4180
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ASP_543@ODI-L10_835@048-H73 812 1.6240 L10_835@028-ARG _475@NH2-HH22 4266 8.5320
L10_835@020-ARG_473@NE-HE 818 1.6360 L10_835@O015-LYS 471@NZ-HZ2 4510 9.0200
L10_835@016-LYS 541 @NZ-HZ2 967 1.9340 L10_835@O015-LYS 471@NZ-HZ1 4561 9.1220
L10_835@019-ARG_475@NHI-HHI2 972 1.9440 L10_835@024-ARG_475@NH2-HH22 4966 9.9320
THR_600@0-L10_835@N41-H70 1005 2.0100 L10_835@020-ARG_475@NH2-HH22 5241 10.4820
THR_600@0-L10_835@N41-H71 1034 2.0680 L10_835@015-LYS 471@NZ-HZ3 5394 10.7880
L10_835@028-ARG _473@NH2-HH22 1109 2.2180 L10_835@O016-ARG _473@NH2-HH22 5394 10.7880
ASP_543@OD1-L10_835@051-H74 1122 2.2440 L10_835@027-ARG_475@NH2-HH22 6599 13.1980
L10_835@024-ARG_473@NHI-HHI2 1183 2.3660 L10_835@028-ARG _475@NHI-HHI2 7226 14.4520
L10_835@O016-LYS 541@NZ-HZ3 1200 2.4000 L10_835@020-ARG 475@NH1-HHI2 8097 16.1940
L10_835@020-LYS 471@NZ-HZ2 1282 2.5640 L10_835@027-ARG_756@NH1-HH12 8873 17.7460
L10_835@028-ARG_756@NH2-HH22 1416 2.8320 L10_835@09-LYS 541@N-H 8875 17.7500
THR_607@OG1-L10_835@N41-H71 1431 2.8620 L10_835@016-ARG _473@NHI-HHI2 10558 21.1160
L10_835@O019-LYS 471@NZ-HZ3 1441 2.8820 L10_835@019-ARG_475@NH2-HH22 11060 22.1200
L10_835@020-LYS 471@NZ-HZ3 1520 3.0400 PHE_713@0-L10_835@N1-H63 11118 22.2360
L10_835@016-LYS 541@NZ-HZ1 1589 3.1780 L10_835@027-ARG_756@NH2-HH22 11167 22.3340
L10_835@N42-ASN_611@ND2-HD21 1642 3.2840 PHE_713@0-L10_835@N1-H62 11356 22.7120
L10_835@N42-THR_600@0G1-HG1 1657 3.3140 L10_835@N61-SER_715@N-H 11730 23.4600
L10_835@020-LYS 471@NZ-HZ1 1785 3.5700 L10_835@020-ARG_473@NH2-HH22 12060 24.1200
L10_835@019-LYS 471@NZ-HZ1 1787 3.5740 ASP_680@ODI1-L10_835@048-H73 12322 24.6440
L10_835@020-ARG 473@NH2-HH21 1809 3.6180 L10_835@023-ARG_475@NH2-HH22 14324 28.6480
L10_835@024-ARG_473@NH2-HH22 1859 3.7180 ASP_680@OD2-L10_835@048-H73 19620 39.2400
ASP_538@OD1-L10_835@057-H76 1919 3.8380 L10_835@024-ARG _475@NHI-HHI2 21129 42.2580
L10_835@019-ARG 473@NHI1-HHI1 1940 3.8800
LG8 835@07-LYS_718@NZ-HZ2 986 1.9720
LG8 835@N26-SER_734@O0G-HG 996 1.9920
LG8_835@012-LYS_471@NZ-HZ2 1020 2.0400
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