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OZET

TMPRSS2 (TRANSMEMBRAN SERIN PROTEAZ 2) INHIBITORLERI,
ETKI MEKANIZMALARI VE YENI TUREVLERIN TASARLANMASI

Ecz. Selim MUYNAK

Farmasotik Kimya Anabilim Dali
Anadolu Universitesi, Saglik Bilimleri Enstitlisu, Subat 2023

Danisman: Dog. Dr. Asiye MERIC

Transmembran serin proteaz 2, insanlarda TMPRSS2 geni tarafindan kodlanan bir
enzimdir. Bu gen, serin proteaz ailesine ait bir proteini kodlamaktadir. Serin proteazlarin
bir¢ok fizyolojik ve patolojik siirece dahil oldugu bilinmektedir. 2003 SARS koronaviriisu
ve SARS-CoV-2 gibi bazi koronaviriislerin, TMPRSS2 tarafindan aktive edildigi ve bu
nedenle TMPRSS?2 inhibitorleri tarafindan inhibe edilebilecegi one siiriilmektedir. SARS-
CoV-2, giris icin SARS-CoV reseptorii ACE2'yi ve S protein hazirlama i¢in serin proteaz
TMPRSS2'yi kullanmaktadir. Bu nedenle en 6nemli viral hedef proteinlerden biri olarak
TMPRSS2 ile inhibitorleri arasindaki olasi etkilesimlerin incelenmesi, TMPRSS2
inhibitorleri ile yaygin olarak etkilesime giren Onemli kalintilarin saptanmasi
amaclanmistir. SARS-COV-2 i¢in potansiyel tedaviler olarak TMPRSS2 inhibitorleri ve
Bromheksin, Aprotinin, Rimantadin, Kamostat ve Nafamostat ile metabolitleri GBPA
model alinarak tasarlanan bes molekil, bu tez konusunun kapsamini olusturmustur. Sentez
asamasinda guanidin yapist i¢eren molekiillerin stabilitesinde yasanan sikintilardan dolay1
bilesikler izole edilememis olsa da, bilgisayar programlar araciligiyla, tasarlanan bes
molekiiliin ilag benzerlik ve ilag skorlar1 incelenmis, esnek hizalama ve farmakofor
aragtirmalart yapilmis, en yiiksek degere sahip olanlarin molekiiler yerlestirme ve
modelleme calismalar1 yapilmistir. TMPRSS2’nin yanisira, Prostasin, Tripsin ve
Matriptazin da hedef olarak degerlendirilerek karsilastirma yapilmasi, gelecekteki

arastirmalara 151k tutmasi agisindan tarafimizca onerilmektedir.

Anahtar Sozcikler: Bilgisayar Destekli Ila¢ Tasarimi (BDIT), Kamostat, Nafamostat,
TMPRSS?2 inhibitorleri, Yap1-Aktivite Iliskileri



ABSTRACT

TMPRSS2 (TRAMSMEMBRANE PROTEASE SERINE 2) INHIBITORS,
THEIR MECHANISMS OF ACTION AND DESIGN OF NOVEL DERIVATIVES

Pharm. Selim MUYNAK

Department of Pharmaceutical Chemistry
Anadolu University, Graduate School of Health Sciences, February 2023

Supervisor: Assoc. Prof. Dr. Asiye MERIC

Transmembrane serine protease 2 is an enzyme encoded in humans by the TMPRSS2
gene. This gene encodes a protein belonging to the serine protease family. Serine proteases
are known to be involved in many physiological and pathological processes. It is suggested
that some coronaviruses, such as the 2003 SARS coronavirus and SARS-CoV-2, are
activated by TMPRSS2 and can therefore be inhibited by TMPRSS2 inhibitors. SARS-
CoV-2 uses the SARS-CoV receptor ACE2 for input and serine protease TMPRSS2 for S
protein preparation. Therefore, it is aimed to examine the possible interactions between
TMPRSS2 and its inhibitors as one of the most important viral target proteins and to
determine the important residues that commonly interact with TMPRSS?2 inhibitors. In the
context of TMPRSS?2 inhibitors as potential treatments for SARS-COV-2, five molecules
modeled on Bromhexine, Aprotinin, Rimantadin, Camostat, Nafamostat and their
metabolites GBPA were the scope of this thesis topic. Although the compounds could not
be isolated due to the difficulties in the stability of the designed molecules containing
guanidine structure during the synthesis phase, drug similarity and drug scores of the five
target molecules were examined through computer programs, flexible alignment and
pharmacophore researches were carried out, and molecular docking and modeling studies
of the highest value ones were carried out. In addition to TMPRSS2, we recommend that
Prostasin, Trypsin and Matryptase be evaluated as targets and compared in order to shed

light on future research.

Keywords: Camostat, Computer-Aided Drug Design (CADD), Nafamostat, Structure-
Activity Relationships (SARs), TMPRSS2 inhibitors
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1. GIRIS

Genel olarak proteazlar, proteinlerin par¢alanmasindan sorumlu enzim grubudur.

Proteazlar (veya peptidazlar), peptid baglarinin hidroliz reaksiyonu ile yikimini katalizler.

Proteaz enzimleri hayvan, bitki, bakteri, arkea ve virtslerde bulunur. Katalitik

mekanizmalarina gore 7 ana sinifa ayrilirlar; serin, treonin, sistein, aspartik, glutamik asit,

metallo proteazlar ve asparagin peptid liyazlar.

¢+ Serin proteazlar, serin alkol kullanir

X/

X/

+» Sistein proteazlar, bir sistein tiyol kullanir

¢+ Treonin proteazlar, treonin sekonder alkol kullanir

% Aspartik proteazlar, bir aspartat karboksilik asit kullanir

% Glutamik proteazlar, bir glutamat karboksilik asit kullanir

asparagin kullanir (su gerektirmez).

Tablo 1. Protein par¢alanmasinda rol oynayan baslica amino asitler

% Metallo proteazlar, bir metal, genellikle ¢inko kullanir

*» Asparagin peptid liyazlar, bir eliminasyon reaksiyonu gerceklestirmek i¢in bir

H;N

Tek harf Yan zincir Yan zincir
Aminoasit Molekiiler Yapi 3-Harf .. || asidite veya
polaritesi -
bazisite
Aspartik asit Asp D polar asidik
SH
H
Sistein N L o] Cys C polar notr
OH
0 0
Glutamik asit Glu E polar asidik
Serin Ser S polar notr
Treonin HsC OH Thr T polar notr
NH;
HaoN
Asparagin Asn N polar notr



http://en.wikipedia.org/wiki/File:Glutamins%C3%A4ure_-_Glutamic_acid.svg
http://en.wikipedia.org/wiki/File:Glutamins%C3%A4ure_-_Glutamic_acid.svg
http://en.wikipedia.org/wiki/File:L-Threonin_-_L-Threonine.svg
http://en.wikipedia.org/wiki/File:L-Threonin_-_L-Threonine.svg

Protezlar ilk olarak 1993 yilinda evrimsel iliskilerine gore 84 aileye ayrilmis ve 4
katalitik tip altinda siniflandirilmistir: Serin, sistein, aspartik ve metalloproteazlar.
Treonin (1995) ve glutamik asit (2004) proteazlar nispeten daha sonra karakterize

edilmistir (https://www.atamanchemicals.com/proteases_u26405/?lang=TR).

Tablo 2. En yaygin kullanilan proteazlar

Proteaz Gen Ailesi Parcalama Noktasi
ArgC Sistein proteaz R’nin C-terminali
AspN Metalloproteaz D’nin N-terminali
Kimotripsin Serin proteaz F, Y, L, Wve M bolgelerinin C-terminali
GluC Serin proteaz D’nin C-terminali
LisargiNaz Metalloproteaz R ve K bolgelerinin N-terminali
LysC Serin proteaz K’nin C-terminali
LysN Metalloproteaz K’nin N-terminali
Pepsin Aspartik proteaz Y, F ve W’nin C-terminali
Tripsin Serin proteaz R ve K’nin C-terminali
WalLP ve MaLP Serin proteaz Alifatik aminoasitlerin C-terminali

Peptid baginin yikimi, proteazin katalitik sistein veya treonin amino asitinin veya
bir su molekultnun peptitteki karboksil (C=0) grubuyla niikleofilik yer degistirme
reaksiyonu sonucu olur. Niikleofil olusumunu katalitik Gglide yer alan histidin saglar.
Proteazlar ayrica en aktif olduklari pH derecelerine gore de siniflandirilirlar: asidik, notr
ve bazik (alkali) proteazlar. Proteolitik reaksiyonlar basit veya karmasik biyolojik
proseslerdir ve iyi sekilde diizenlenmeleri gerekir. Dogada bunu saglayan proteaz
reglilasyon mekanizmalar1 goriilmektedir, 0rnegin; yliksek substrat 6zgiilligi. Bazi
proteazlar yiiksek substrat Ozgiilliigii gOstermez ve neredeyse bdtin proteinleri
parcalayabilir, sindirimde rol alan tripsin gibi.

Serin proteazlarin gida sindirimi, hormon isleme, kan pihtilagmasi, yara iyilesmesi ve
embriyonik gelisim dahil olmak {izere ¢esitli biyolojik islemler i¢in gerekli oldugu ilk

beyan edilen bilgiler arasindadir. Tripsin benzeri serin proteazlarin ¢ogu salgilanan

2



proteinler olup, ilerleyen siiregte, hiicre dis1 C terminallerinde tripsin benzeri proteaz alani
iceren transmembran proteinler olan korin ve matriptaz gibi birkac yeni serin proteaz
tanmimlanmustir. Enteropeptidaz ve hepsin ile birlikte bu proteinlerin, tripsin stiper ailesi
icinde tip II transmembran proteazlarinin farkli bir alt sinifin1 temsil ettigi not edilmistir.
Tripsin benzeri serin proteazlar ayrica Drosophila melanogaster'da embriyonik gelisimde
onemli rol oynamaktadir. Serin proteazlar, gelismekte olan bir embriyodaki dorsal-ventral
polarite igin 6nemli bir sinyal yolunun anahtar bilesenleridir. Stubble-stubbloid geni,

hepsininkine benzer genel bir alan yapisi ile tip II transmembran serin proteazi kodlar (Xu
vd., 2022).

1.1. Transmembran Serin Proteaz 2 (TMPRSS2)

Transmembran serin proteaz 2 (TMPRSS?2) ile ilgili arastirmalarin baslangict 1999
yilina dayanmaktadir. TMPRSS2, gen orijinal olarak klonlandiktan kisa siire sonra ilk

olarak prostat kanserinde tanimlanmuistir.

Transmembran serin proteaz Il; hepsin, matriptaz, insan solunum tripsin benzeri
proteaz (HAT) ve korin gibi fizyolojik 6nemi olan enzimlerin dahil oldugu tip II
transmembran serin proteaz (TTSP) ailesinin bir tiyesidir (Zhang vd., 2022).

TMPRSS2 mRNA prostat, gogiis, safra kanali, bobrek, kolon, ince bagirsak,
pankreas, yumurtalik, tiikriik bezi, mide ve akciger dokularinda sentezlenir. TMPRSS2
proteini aerodijestif yolda sentezlenir (Singh vd., 2021).

TMPRSS2'nin hiicre i¢i otokataliz yoluyla aktive edildigi ve hepatosit biiyiime
faktorii aktivator inhibitorleri 1 ve 2 varliginda bu siirecin bloke edildigi kesfedilmistir.
Cogu TTSP, tek zincirli bir zimojen formunda sentezlenir. N- veya O-glikozilasyon,
zimojen aktivasyonu, fosforilasyon ve ektodomain bélinmesi gibi posttranslasyonel

degisimler, TTSP faaliyetlerinin diizenlenmesinde 6nemli mekanizmalardir (Zhang vd.,
2022).

TMPRSS2 geni, androjen bakimindan zengin ortamlarda yiiksek oranda eksprese

edilir. Androjenlerin yan1 sira, TMPRSS2 aktivitesi Ostrojen ve glukokortikoidler gibi
3



diger steroid hormonlarinin varliginda da diizenlenir. Genin en yliksek ekspresyon
seviyesi prostat bolgesinde bildirilirken, akcigerler de 6nemli 6l¢iide yiiksek ekspresyon
seviyelerine sahiptir. Bu yliksek ifade, TMPRSS2'nin transkripsiyon baslangi¢ bolgesinin
ve ilk intron'un yukar1 akiminda bulunan androjen regiile elementler (ARE'ler) icerdigi
gercegiyle agiklanabilir. Androjen tarafindan diizenlenen prostat kanseri hiicrelerinde,
TMPRSS2 androjen hormonlar1 tarafindan yukar1 regiile edilirken, bunun tersi

androjenden bagimsiz prostat kanseri hiicreleri i¢in gegerlidir (Abbasi vd., 2021).

Bunun yani sira, TMPRSS2 ayrica prostattaki proteaz-aktive reseptor-2'yi (PAR-2)

proteolitik olarak aktive ederek inflamasyonu diizenlemektedir (Abbasi vd., 2021).

Akcigerlerde TMPRSS2, epitelyal sodyum kanallarini proteolitik olarak ayirarak
epiteldeki sodyum akimlarini kontrol eder. Solunum yolu epitelinde TMPRSS2'nin epitel
sodyum kanallariin (ENaC) diizenlenmesinde rol oynadigi gosterilmistir (Donaldson
vd., 2002).

TMPRSS2 pek ¢ok substrati aktive eder: HGF (hepatosit biyume faktor), F2RL1
(pihtilagsma faktort IT (trombin) reseptor tiirevi 1), ekstraseliiler matriks bozulmasina
neden olan matriptaz/ST14 gibi. Trigeminal ndronlar1 aktive ederek spontane aci ve

mekanik allodini olusturur (Lam vd., 2015).

1.2. TMPRSS2 Fonksiyonel Alanlar:

TMPRSS2 proteini ¢esitli fonksiyonel alanlara sahiptir. Bu alanlar ve protein

dizisindeki yerleri Sekil 1’de gosterilmektedir.



Sekil 1. TMPRSS?2 proteininin fonksiyonel alanlari ve protein dizisindeki yerleri.
TMPRSS2, katalitik olmayan zinciri (1-255) ve katalitik zinciri (256-492) icerir. Katalitik zincir,
baglanma ve katalitik bélgeler olarak iglev géren HIS296, ASP345 ve SER441 kalintilarini i¢erir. ASP
(D), HIS (H), LDL reseptor sinif A (LDLRA) alani, ¢opgii reseptorii sistein’ce zengin (SRCR) alani, SER
(S), serin proteaz (SP) alani ve transmembran (TM) alani (Abbasi vd., 2021).

Sekil 2. TMPRSS2'yi hedefleyen kilit temas bdlgeleri (Escalante vd., 2021)

Substrat baglanmasinin, paylasilan guanidino farmakoforu ve A cebinde D435
(katalitik S441'in yaninda) arasinda tuz kopriisii olusumu yoluyla oncelikle stabilize
edildigi gosterilmistir. GBPA'nin baglama moduna gore, K342 ve W461 kalintilari,
TMPRSS2 secici baglanma ve aktivitesinde rol oynayan potansiyel temas noktalar
olarak tanimlanmustir. Ek veriler g0stermistir ki, ge¢is durumu yapisi, S441°¢ karbonil’in
alt taraftan atagini takiben bir oksianyon deligi iginde, iskeletin N-H gruplar ile H-bag
etkilesimleri yoluyla stabilize edilmektedir (Escalante vd., 2021).



1.3.TMPRSS2 Biyomarker Olarak Onemi

Serum prostat spesifik antijen (PSA), timor biyolojisinde en dnemli
biyomarkerlardan biridir. Prostat kanseri teshis ve hastalik takibinde standart biyomarker
olarak kabul edilmektedir. Fakat PSA oldukga fazla hatali pozitif veya hatali negatif
sonuglar verebilmektedir. PSA diisiik spesifikasyona sahiptir (%25-40). Yuksek serum
PSA seviyeleri prostatit ve benign prostat hiperplazisi gibi non-neoplastik hastaliklarda
da gozlenebilmektedir (Thompson vd. 2004). TMPRSS2:ERG tek basina marker olarak
kullanildiginda diistik hassasiyet (%37), yiiksek spesifikasyona (%93) sahiptir.
TMPRSS2:ERG ve PCA3 kombine kullanildiginda prostat teshisinde %90 spesifikasyon,
%80 hassasiyet saglayabilmektedir. Fakat bunun genis kapsamli arastirmalarla

dogrulanmasi gerekmektedir (Reig vd., 2016).

Biyomarker olarak TMPRSS2:ERG hormon direngli metastatik prostat kanseri

hastalarinin taksan tiirevi ilaglara yanit verme durumu hakkinda bilgi verebilecegi one

strilmektedir (Reig vd., 2016).

1.4. TMPRSS?2 Viral Hastaliklar iliskisi

Bazi viriis tipleri (SARS-COV-1, MERS-CoV, SARS-CoV-2 gibi) TMPRSS2

Uzerinden aktive olmaktadir.

1.4.1. TMPRSS2 SARS-CoV iliskisi

TMPRSS2, TMPRSS11A, TMPRSS11D gibi tripsin tlirevi serin proteazlarin,
Furin, Katepsin L gibi pek ¢ok proteazin in vitro ortamda koronaviriisleri aktive ettigi
tespit edilmistir (Luan vd., 2020). Pek ¢ok viriisun proteolitik aktivasyonunda TMPRSS2

ve furin 6nemli rol oynamaktadir (Bestle vd., 2020).

SARS viriisiiniin konak hiicreye giris siireci ACE2 (Anjiyotensin doniistiiriicii
enzim 2) reseptord ve hiicre yuzeyi proteini TMPRSS2 ile olabilmektedir (Matsuyama
vd., 2010; Li vd., 2003).



Siddetli akut solunum sendromu koronaviriis 2 (SARS-CoV-2) virisu, ACE2
reseptoriine baglanma egilimi géstermektedir. Virlisin spike glikoproteinin aktivasyonu
ve ayrilmasi konak hiicre TMPRSS2 enzimi ile olmaktadir. Bu yolun inhibe edilmesinin

viriisiin replikasyonunu ve yayilmasini durdurdugu veya engelledigi one stiriilmektedir.

Sekil 3. TMPRSS2 inhibitorl olan Nafamostat:in SARS-CoV-2 girisini engelleme
mekanizmast (https://www.ims.u-tokyo.ac.jp/imsut/en/about/press/page_00002.html)

Koronaviriislerin hiicre igine girisi spike (S) proteini ile saglanmaktadir (Sekil 3).
Bu protein S1 ve S2 olarak iki kisimdan meydana gelmektedir. S1 kismi viriisiin hiicre
yiizeyine baglanmasini saglamakta, S2 kismai ise viriisiin hiicre membran ile flizyonunu

saglamaktadir (Hoffmann vd., 2020).

TMPRSS2'nin, tip Il pndomositler Uzerinde SARS-CoV reseptori ACE2 ile
birlikte eksprese edildigi bildirilmistir. TMPRSS2 fonksiyonu yoluyla S proteininin
proteolitik islenmesinin viral replikasyonu diizenleyebilecegi ve enfekte konakgida
yayilabilecegi diisiinlilmektedir. Son zamanlarda yapilan ¢alismalar, SARS-CoV-2'nin S
proteininin, konakg¢1 kaynakli proteazlar tarafindan iki bolgede (S1/S2 ve S2') proteolitik
olarak iglendigini gostermektedir (Paszti-Gere vd., 2022).

Calu-3 hiicrelerinde furin, S proteinini S1 / S2 bolgesinde ve TMPRSS2'yi S2°
bolgesinde parcalamakta, bdylece viral ve hiicresel membranlarin flizyonunu saglayan N-

terminal flizyon peptidi ile S2 alt birimini serbest birakmaktadir (Paszti-Gere vd., 2022).



Spike Protein

Sekil 4. TMPRSS2 astarlama ile aktif hale gelen viral membran flizyon ve hicresel
giristen 6nce; TMPRSS2 'nin ve furin astarlanmigs Spike proteininin ACE?2 reseptoriine

baglanmasi. NTD: N terminal etki alani; RBD: reseptér baglama alani; FP: fiizyon peptidi; HR:
heptad tekrarlar; TM: transmembran alani; CT: sitoplazmik kuyruk (Xu YM vd., 2022).

Furin, S proteinin S1/S2 bolgesinden boliinmesini saglarken, TMPRSS2 2’
bolgesinden bolunmesini saglamakta ve S proteinin membran flizyon aktivitesini
baslatmaktadir (Bestle vd., 2020).

TMPRSS2, konakg¢idan antikorlar1 notralize ederek virlislerin tespitini daha da
zayiflatmakta, boylece viral patogenezi kolaylagtirmaktadir (Glowacka vd., 2011; Sharma
vd., 2022).

Farkli bir ¢alismada NRP1 (Noropilin-1), SARS-CoV-2 enfeksiyonunda gorev
alan konak hiicreye ait bir diger faktor olarak tanimlanmistir. NRP1 solunum ve olfaktor

organlarda yogun bir sekilde eksprese edilmektedir (Daly vd., 2020).

S protein pargasi direkt olarak NRP1 ile etkilesime girebilmektedir. ACE2 ve
TMPRSS2 ko-ekspresyonu ile NPR1 SARS-CoV-2 enfeksiyonu ve yayilmasinda gérev
alabilmektedir (Cantuti-Castelvetri vd., 2020; Yao vd., 2022).



TMPRSS2 ekspresyonunun fazla oldugu hiicrelerde viral hasarin daha yliksek
oldugu bildirilmistir (Abbasi vd., 2021).

TMPRSS2 protease inhibitors such
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Sekil 5. TMPRSS?2 proteazin, SARS-CoV-2 enfeksiyonundaki roll. SARS-CoV-2 S-

proteininin ACE2 reseptorii ile baglanmasindan sonra, S-proteini TMPRSS?2 proteaz: tarafindan
astarlanwr ve bu da viral girigle sonuglanir. Arti (+) isareti, TMPRSS?2 proteaz ekspresyonunu ve SARS-
CoV-2 astarlamasini artiran tiim faktorleri gosterir. Inhibitor (----) isareti, TMPRSS2 proteazina karst
inhibitor etkiye sahip olabilecek terap6tik hedefleri gosterir (Abbasi vd., 2021).

SARS-CoV-2 virusiinln S proteinin ayrilmast TMPRSS2 reseptorleri sayesinde
gergeklesmektedir. Bu reseptorlerin yoklugunda virlis endozomal proteaz olan Katepsin

B/L gibi diger proteazlar ile etkilesime girebilmektedir (Simmons vd., 2005).

Viriisiin konak hiicreye girisinde ve yayilmasinda diger proteazlar da gorev
almasmma ragmen TMPRSS2’nin hayati onem tasidigi disiinilmektedir (lwata-
Yoshikawa vd., 2019; Oluwaseun vd., 2022).

Bunlarin yanisira TMPRSS2’nin SARS-CoV ve MERS-CoV enfeksiyonlarinda
virisun konak hiicreye girisinde vazgegilmez oldugu belirtilmistir (Abbasi vd., 2021).



Ayrica, serin proteaz inhibitorii olan kamostat ile muamele edilmis hiicre hatlar
iceren TMPRSS2'nin tedavisi, MERS-CoV'nin bu hiicreleri enfekte etme yetenegini
tamamen bloke etmekte ve bu da MERS-CoV'nin TMPRSS2 proteazina bagimliligini
aciklamaktadir. Konake¢r hiicrelere SARS-CoV girisi, TMPRSS2 astarina ek olarak
katepsin-L'ye baglidir ve bu reseptorlerin inaktivasyonu, SARS-CoV girisinin tamamen
bloke edilmesi i¢in gerekli oldugu bildirilmistir (Abbasi vd., 2021).

Yapilan bir ¢aligmada SARS-CoV-2 virtsunin ACE2-IPS hicreyi enfekte
edebilmesi i¢cin TMPRSS2 ve CTSB (Katepsin B) gerekli oldugu belirtilmistir.
TMPRSS2 ve CTSB’nin endositoz bagimli veya endositoz bagimsiz enfeksiyonda 6nemli
rol oynadig belirtilmistir. Ozellikle CA-074 Me ve kamostat tedavisi viriis enfeksiyon
etkisinde diislis saglamistir fakat tam inhibisyon etkisi gerceklesmemistir. Bu nedenle
tanimlanmamis diger genlerin de enfeksiyona etki ettigi diisiiniilmektedir (Hashimoto vd.,

2021).

Diger viral hastaliklarla karsilastirildiginda SARS-CoV-2'nin en yaygin ve ayirt
edici 6zelliklerinden biri, semptomatik ve asemptomatik hastalarin hepsinde olmasa da
cogunda goriilen anosmi olarak bilinen gecici koku duyusu kaybidir. Anosmi, SARS-
CoV-2'nin epitel tabakasina verdigi hasarla ve daha sonra koku alma organindaki reseptor
noronlarinin iltihaplanmasi veya bozulmasiyla baglantili olarak varsayilabilir (Abbasi

vd., 2021).

SARS-CoV-2 patogenezindeki hayati rolii ile birgok ¢aligma, TMPRSS2'yi
SARS-CoV-2 enfeksiyonunu baskilamak i¢in etkili bir hedef olarak onermektedir
(Padmanabhan vd., 2020; Shang vd., 2020).

Gene expression omnibus (GEO) sigara kullaniminin akcigerde TMPRSS2
ekspresyonunu 6nemli dl¢iide artirdigini agiklamigtir. Fakat bu artisin kalict olmadigini
ve sigara kullanimi birakildiginda TMPRSS2 ekspresyonunun sigara kullanmayan

bireyinki ile ayni seviyeye geldigi agiklanmistir (Abbasi vd., 2021).

Epidemiyolojik veriler, teshis edilen SARS-COV-2 insidansinin ve siddetinin
erkeklerde kadinlardan daha yiiksek oldugunu géstermistir. Bu durumun androjenler gibi
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cinsiyet hormonlarinin seviyelerindeki farkliliklar ve erkeklerde TMPRSS2 konak¢i giris
faktoriiniin yukar1 regiilasyonu da dahil olmak iizere, erkeklerde ve kadinlarda meydana
gelen transkripsiyonel sinyal aglarindan kaynakli oldugu diisiiniilmektedir. Bu durumun
androjen reseptorii  (AR) aktivitesi inhibisyonunun ve TMPRSS2'nin asagi
reglilasyonunun SARS-CoV-2 enfeksiyonunu Onleyebilecegi hipotezine yol agmistir
(Qiao vd., 2021; Xu vd., 2022).

Farkli bir ¢alisma farelerde enzalutamid tedavisinin akcigerdeki TMPRSS2
seviyelerini 6nemli 6l¢lide azalttigini gostermistir. TMPRSS2 ekspresyonunu azaltmak
ve SARS-COV-2 tedavisinde enzalutamid gibi AR inhibitorlerinin kullaniminda gugli
bir gerekge saglamustir. Yapilan yeni c¢alismalarda enzalutamidin insan prostat
hicrelerinde, SARS-CoV-2 enfeksiyonunu etkili bir sekilde inhibe etmesine ragmen,
akciger hiicrelerinde TMPRSS2 ekspresyonunu azaltmadigi ve SARS-COV-2
tedavisinde koruyucu bir rolii olmadigi gosterilmistir. Bununla birlikte, androjen
yoksunlugu tedavisi alan PC (Prostat Kanseri) hastalarinin SARS-CoV-2
enfeksiyonundan kismen korundugu goriilmektedir. Bu nedenlerle, TMPRSS2
ekspresyonunu veya aktivitesini hedeflemek, SARS-COV-2 dahil olmak (izere
koronaviriislerinin potansiyel miidahalesi i¢in umut verici bir yaklasim olabilecegi

diistiniilmektedir (Xu vd., 2022).

1.4.2. TMPRSS2 influenza iliskisi

Influenza A virlisii (IAV) hemaglutininin (HA), konak¢1 proteazlar tarafindan
proteolitik bolunmesi virGsun bulasiciligit ve yayillmasi i¢in ¢ok Onemli oldugu

diistiniilmektedir.

Shen arkadaglarinin 2020°de yaptigi ¢alisma ile, insan TMPRSS2 geninin
promotor bolgesinde ve potasyum iyonlar1 varhiginda, molekil ici G-dortlusi
olusturabilen guanin bakimindan zengin bir alanin, gen transkripsiyonel aktivite icin
oldukca 6nemli oldugu ve bu nedenle islevi arttirdigi gozlemlenmistir. S6z0 edilen
calismada, 7 yeni sentezlenmis benzoselenoksanten analogunun, bu G-dortlisuni
stabilize edebildigi bulunmustur. Daha 0Onemlisi, bu bilesiklerin, TMPRSS2 gen

ekspresyonunu, 6zellikle endojen TMPRSS2 protein seviyelerini asagi regiile edebilecegi
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ve sonu¢ olarak infuenza A virGsunin in vitro yayilimini baskilayabilecegi rapor
edilmistir (Shen vd., 2020).

Hem HINI1 hem de H7N9, konaker girisi i¢in gerekli olan hemaglutinin (HA) ve
noraminidaz (NA) proteinleri iceren influenza-A virGsleridir ve ayrica bu viriisler igin

siiflandirmanin temelini olusturur (Abbasi vd., 2021).

Influenza viriisii yiizey glikoproteini hemaglutininin (HA) hiicre yizeyi
reseptorlerine baglanmada, viriisiin fiizyonunda ve viral niikleokapsitin hedef hiicre
sitoplazmasina birakilmasinda aracilik eder. HA, HAO’in prekiirsor proteini olarak
sentezlenir. Fiizojenik kapasitesini kazanmak i¢in konak hiicre proteazi tarafindan HA1

ve HA2 olarak béllinmesi gerekmektedir (Bottcher vd., 2009).

Insan serin proteazlar olan HAT (insan hava yolu tripsin benzeri proteaz) ve
TMPRSS2'nin HA'y1 monobazik béliinme bolgesi ile pargaladigi ve in vitro olarak ¢ok
dongiilii viral replikasyonu destekledigi gosterilmistir (Bottcher vd., 2006).

Son zamanlarda, influenza virisii HA icin; TMPRSS2'nin, flizyon proteini F'nin
proteolitik aktivasyonu ile insan metapndémovirtsinin in vitro olarak ¢ok donguli

replikasyonunu destekledigi gosterilmistir (Shirogane vd., 2008).

Paszti-Gere arkadaslarinin  yapmis oldugu bir calismada TMPRSS2’nin
mevsimsel grip igin de potansiyel hedef olabilecegi 6ne siiriilmiistir (Paszti-Gere vd.,
2022).

In vivo calismalar, TMPRSS2-nakavt farelerin daha hafif influenza semptomlari
sergiledigini ve vahsi tip akranlarina kiyasla 6lim oranlarinin azaldigini gostermistir

(Hatesuer vd., 2013).

Biitiiniiyle degerlendirildiginde; konak hiicre yiizeyi faktorii TMPRSS2 klinik
olarak koronaviris suslar1 ve influenza A viriis suslari gibi viriislerin yayilmasinda 6nemli

yer aldig1 goriinmektedir (Matsuyama vd., 2010; Gierer vd., 2013; Zhou vd., 2015).
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1.5.TMPRSS2 Kanser Iliskisi

TMPRSS2 proteini, cogunlukla prostat salgi epitelinde ve prostat kanserinde
sentezlenir. Sentezi androjen sinyaline baglidir. Calismalar gdstermektedir ki; en ytliksek
TMPRSS2 sentezlenmesi prostatin apikal tarafi, prostat kanseri salgi epiteli ve bezlerin
liimenidir. Ayrica kolon kanseri ve pankreas orneklerinde gézlenmistir. Veriler 1s18inda,
TMPRSS2’nin prostat ve prostat kanserinde yiiksek oranda sentezlenmesi TMPRSS2’yi
prostat kanserinin tani ve tedavisi i¢in olas1 bir hedef yapmaktadir (Afar vd., 2001;
Afshari vd, 2021).

TMPRSS2-ERG flizyonu prostat kanserli hastalarda bulunabilmektedir. Bu genin
prostat kanseri prognozunda ve hedefe yonelik tedavilerde potansiyel hedef olarak

kullanilabilecegi diistiniilmektedir (Tomlins vd., 2005).

Insanlarda TMPRSS2’nin  asir1  ekspresyonunun ve genin  yeniden
diizenlenmesinin prostat kanseri gelisimi ve ilerlemesi ile ilgili bir mekanizma oldugu
diistiniilmektedir (Zhang vd., 2022).

HAI-1 ve HAI-2, hedef proteazlarina kovalent olmayan etkilesimler yoluyla
membrana implante edilmis, Kunitz tipi serin proteaz inhibitorleridir. HAI-1'in insan
kanseri ilerlemesinin inhibisyonundaki roll, c¢ogunlukla PC, meme ve yumurtalik
kanserleri olarak bildirilmistir (Ko vd., 2020).

HAI-1 HGFA (Hepatosit Blyume Faktorl)' y1 inhibe etmektedir. EK olarak,
HAI-1 ayrica matriptaz, hepsin ve prostaz dahil olmak lizere diger tripsin benzeri
proteazlari da inhibe etmektedir. Matriptaz, HGFA ve hepsin, insan kanseri
progresyonunu tesvik etmek igin prometastatik faktdrler olarak gosterilmistir. Ote
yandan, HAI-2'nin pankreas, prostat ve bobrek gibi bircok dokuda eksprese edildigi
bulunmustur. HAI-2, plazmin, HGFA, prostasin, Matriptaz ve Matriptaz-2 dahil olmak
tizere gesitli periselliiler serin proteazlari etkili bir sekilde inhibe etmektedir (Ko vd.,
2020).
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Bununla birlikte, androjen reseptori (AR) ekspresyonu ne olursa olsun,
TMPRSS?2 seviyeleri ile prostat kanseri hiicre hatlar1 arasinda invaziv yetenek arasinda
pozitif bir korelasyon gdstermez. Bu veriler 1s18inda TMPRSS2’nin prostat kanseri hiicre
hareketliligi ve progresyonunda sadece hormon duyarli hastalarda etkili olabilecegi
distiniilmektedir. Calismada, TMPRSS2'nin tek basina, HAI-2 tarafindan biiyiik 6lglide
bastirilan AR ne olursa olsun prostat kanseri hiicre invazyonunu tesvik edebilecegi
savunulmaktadir. Bir serin proteaz, proteolitik biyolojik fonksiyonun yiratilmesi igin
fizyolojik olarak genellikle bir akraba inhibitori bulunmaktadir. Fakat TMPRSS2'nin
akraba inhibitdri heniiz aydinlatilmamstir (Ko vd., 2020).

Yapilan ¢alismalarda, insan prostat kanser hicrelerinde HAI-2'nin, TMPRSS2
icin bir akraba inhibitorii olarak islev gorebilecegi ve TMPRSS2 aracili maligniteyi
baskilamak i¢in potansiyel bir faktor olarak hizmet edebilecegine isaret edilmektedir (Ko

vd., 2020).

Periselliiler proteazlar arasinda, membrana implante serin proteazlar son
zamanlarda detayli olarak incelenmektedir, bu enzimlerden bazilari TMPRSS2 ve
Matriptaz dahil olmak Gizere kanserin gelisimi ve ilerlemesine katkida bulunmaktadir (Ko
vd., 2020).

TMPRSS?2 ile induklenen PC progresyonu igin Matriptaz, pro-HGF ve hiicre dist
matriks (Nidogen-1 ve Laminin P1) gibi cesitli substratlar tanimlanmistir. Ote yandan,
TMPRSS2'nin 5' translasyonel olmayan bdélgesinin ETS transkripsiyon faktorlerine
flizyonu PC'da siklikla meydana gelse de, TMPRSS2'nin artmis ekspresyonu ve hiicre alti
yanlis lokalizasyonu da PC progresyonu ile iliskilidir (Ko vd., 2020).
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Sekil 6. TMPRSS2'nin HAI-2 ile inhibisyonu igin sematik model (Ko vd., 2020).

Androjen regile edilen androjen yoksunluk tedavisi (ADT), TMPRSS2
ekspresyonunu azaltarak etki gosteren kanser hastalarinda diizenli kullanilmaktadir.
Prostat kanserinin yan sira, androjenle maruziyetin artmasinin akcigerlerde TMPRSS2
ekspresyonunu arttirdigr bildirilmistir. Bu 6nciillere dayanarak, akcigerlerde androjen
maruziyetini inhibe etmenin TMPRSS2 aktivitesini baskilamasi gerektigini varsaymak

mantikli goriinmektedir.

Bu amaglar icin, androjen reseptér (AR) ekspresyon antagonistleri, AR
koreglilasyon faktorleri ve ETS1 ve SP1 gibi transkripsiyon faktorleri
kullanilabilmektedir. Son zamanlarda, prostat kanseri hastalar1 i¢in kullanilan ADT'nin

SARS-CoV-2 hastalarinda da kullanilabilecegi 6ne siiriilmiistiir (Abbasi vd., 2021).

Guniimizde ADT olarak kullanilan bilesikler, bikalutamid ve enzalutamid gibi
androjen reseptorlerinin  blokerlerini, anti-gonadotropinleri ve androjen sentezi
inhibitorlerini icermektedir. Estradiol, enzalutamid, genistein ve fitoostrojenler gibi

ADT'lerin, bu ¢alismalarda kullanilan hiicre hatlarina ve deneysel kosullara bagli olarak
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TMPRSS2 ekspresyonunu 1.6 ile 14 kat azalttig1 gosterilmistir. Ote yandan, androjen
maruziyetinin TMPRSS2 ekspresyonunu 1.4 ile 20 kat arttirdigi bulunmustur (Abbasi vd.,
2021).

Montopoli arkadaslart ADT alan prostat kanseri hastalarinin SARS-CoV-2

enfeksiyonuna yakalanma riskinin daha diistik oldugu sonucuna varmislardir (Abbasi vd.,

2021; Montopoli vd., 2020).

1.6. TMPRSS2 Hedefli Tedavilerin Avantajlari

Koronavirtsler gibi RNA virGslerini hedefleyen ilaglara karsi 6zellikle sik

mutasyon gelistigi zamanlarda tedaviden sonra hizli sekilde direng gelisebilmektedir
(Shyr vd., 2020).

Bunun aksine konak hiicreyi hedefleyen ilaglara karsi direng, konak hiicrede
gelisen mutasyonlarin nadir olmasi nedeniyle yavastir. Bu sebeple TMPRSS2 hedefli
tedaviler yiiksek potansiyel tasimaktadir (Xu vd., 2022).

Saklama kosullari, dagitimi, as1 olma konusunda kararsiz insanlar hakkindaki
endiselere ragmen asilarin gelistirilmesiyle birlikte SARS-CoV-2’nin yayilmasinin

kontrol altina alinabilecegine dair umut olusmustur (Xu vd., 2022).

SARS-CoV-2 asilarina baglh olarak gelisen yan etkiler arasinda nadir olarak
miyokardit (Oster vd., 2022), norolojik komplikasyonlar (Assiri vd., 2022) ve hizl
progresif demans (Chakrabarti vd., 2022) vakalar1 bildirilmistir. Bu nedenle

koruyucu/tedavi edici terapotik ajanlara ihtiyag duyulmaktadir (Xu vd., 2022).

TMPRSS?2 transgenik nakavt fareleri ile yapilan ¢alismalar, TMPRSS2 kaybinin
akcigerlerde SARS-CoV replikasyonunu azalttigini ve daha hafif bir akciger patolojisine
neden oldugunu gostermistir. TMPRSS2 gen ekspresyonunun  gelisimsel
diizenlenmesinin, bebeklerin ve ¢ocuklarin ciddi solunum yolu hastaliklarindan goreceli

olarak korunmasini sagladigi 6ne stiriilmiistiir (Schuler vd., 2021).
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Farelerde TMPRSS2 geninin bozulmasinin embriyonik gelisim, dogum sonrasi
hayatta kalma, dogurganlik, prostat morfolojisi ve bobrek fonksiyonlarinda belirgin
degisiklik yaratmadigi belirtilmistir (Zhang vd., 2022).

SARS-CoV-2’nin ACE2 azalmasma sebep oldugu ve pulmoner hasar ve
kardiyovaskiler komorbiditeleri olan hastalarda daha olumsuz sonuglara yol agtigi
bilinmektedir (Verdecchia vd., 2020; Zaman vd., 2020). Bu sebeple ACE2 yerine
TMPRSS2 hedefli tedavilerin daha avantajli olabilecegi diisiniilmektedir.

TMPRSS2’nin viicut homeostazisinde ACE2’ye gore daha az énemli oldugu ve
TMPRSS2’nin inhibisyonunun, hayati siiregleri etkilemeyecegi belirtilmistir. Ayrica
TMPRSS2 konak hiicre gelisimde ve homeostasisinde elzem olmayan bir unsur olarak
gorunmektedir (Alzain vd., 2022; Kim vd, 2006).

1.7. TMPRSS?2 inhibitorleri

TMPRSS2'nin SARS, MERS ve influenza ile miicadeledeki 6nemine ragmen,
segici ilaglarin kesfinin zor oldugu bildirilmektedir. Bugiine kadar, TMPRSS2 veya diger
ilgili TTSP'lerle substrat veya inhibitor komplekslerini yapisal olarak karakterize etmek
icin higbir X-1isim1 kristalografik verisi ortaya ¢ikmamustir. Bu biiylik olasilikla,
membrana bagli proteinlerin kristal yapilarinin ¢éziilmesiyle iliskili dogal zorluklardan
kaynaklanmaktadir. Bununla birlikte, yapisal veri eksikligi, secicit TMPRSS2 ajanlarim

tanimlamak i¢in yapi1 tabanli tasarim cabalarini 6nemli 6l¢iide engellemistir (Escalante
vd., 2021).

Buna ragmen TMPRSS2, insan plazma kallikrein, faktor Xia ve hepsin dahil
olmak tizere yapisal olarak ¢o6ziilmiis diger tripsin benzeri serin proteazlar ile dnemli

sekans kimligi gostermektedir (Escalante vd., 2021).

ACE 2 inhibitéri ve TMPRSS2 inhibitoru olarak dual etki gosterebilecek ilaglar

in silico arastirilmis ve bunlara “giris inhibitorleri” adi verilmistir (Baby vd., 2021).

17



Homoloji, molekiiler modelleme ve molekiiler yerlestirme vb. yapilan ¢alismada
bazi ilaglarin TMPRSS2 inhibitorii olarak baglanma egilimleri arastirilmistir. Referans
ila¢c Kamostat kabul edilmis, Nafamostat, Meloksikam, Ganodermanontriol, Kolumbin,
Mirisetin, Proantosiyanidin A2, Jatrorhizin ve Baikalein baglanma egilimleri bakimindan

on plana ¢iktig1 kaydedilmistir (Pooja vd., 2021).
1.7.1. Kamostat ve Nafamostat

Kamostat mesilat 1980’lerde Japonyada gelistirilmistir. Kronik pankreatit,
postoperatif refli 6zofajit ve ilag kaynakli akciger tahribati tedavileri igin
ruhsatlandirilmistir (Padmanabhan vd., 2020; Shang vd., 2020; Talukdar vd., 2006; Zhou
vd., 2015).

Genis spektrumlu serin proteaz inhibitorii olan Kamostat’in baglica yan etkileri
kasinti, susuzluk ve istahin artmasidir. Kamostat viicutta hizlica 4-(4-
guanidinobenzoiloksi) fenil-asetik asid (GBPA)’e metabolize olur. GBPA yarilanma
Oomrii 0.75-1.4 saattir. GBPA, 4-guanidinobenzoik asid (GBA)’e metabolize olur. GBPA
ve GBA Kamostat’a gore ¢ok daha az aktiftir (Weiss vd., 2021).

a
O\AL"/ cH,

oH
LT
o
HH, ﬁo
S = CH50,H

Sekil 7. Kamostat ve metabolitleri

Nafamostat, Kamostat kadar glvenli goérinmemektedir. Agranilasitoz,

hiperkalemi, anaflaksi ve kardiyak arrest gibi yan etkileri bildirilmistir.
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TMPRSS2'nin se¢ici inhibitorleri bilinmemekle birlikte, son ¢alismalar SARS-
CoV-2 girisinin Sekil 8' de gosterilen iki genis spektrumlu serpin; kamostat ve
nafamostat tarafindan inhibe edildigini gostermistir. Her iki ila¢g da tiim tripsin benzeri
proteazlar tarafindan tanman jenerik guanidino farmakoforunu gosterir ve substrat
baglanmasini etkili bir sekilde bloke etmek igin stabil agil-enzim ara iirlinleri olusturur

(Hedstrom, 2002).
Bununla birlikte, segicilik eksikligi, TMPRSS2'yi hedef alan ve tripsin bagimli

stireclerin toptan inhibisyonunu 6nleyen, guvenli ve etkili terap6tiklerin gelistirilmesinde

yeterince ¢aligma yapilmamis bir alandir (Escalante vd., 2021).

Kamostat

Nafamostat

Sekil 8. TMPRSS2'nin klinikte kullanilan inhibitorleri. Makas ester bagini (parantez i¢inde) ve
anahtar guanidino farmakoforunu vurgulamaktadir (Escalante vd., 2021).

TMPRSS2 inhibitorlerinin farmakolojik aktivite molekiiler mekanizmasi belirsiz
kalmaktadir. Kamostat ve Nafamostat kendiliginden ve istikrarli olarak TMPRSS2
katalitik merkeze baglanir. Boylece S proteininin proteolitik sentezini inhibe eder (Zhu

vd., 2021).
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1.7.2. Aprotinin

Aprotinin, 58 aminoasitten olusan genis spektrumda serin proteaz inhibitdriddr.
Oral ve aerosol formlar1 bulunan aprotinin’in, sican deneylerinde influenza ve
parainfluenza sebepli 6liimleri %50 oraninda diislirdiigli gozlenmistir. Atrial fibrilasyon,
ates, mide bulantisi baslica yan etkileridir. Piyasada bulunan Trasylol isimli ila¢ bébrek
yetmezligi ve felg riskini artirmas1 dne siiriilerek toplatilmistir. Inhaler ve enjeksiyonluk

formlar arastirilmaktadir (Azimi A, 2020).

58 T~pre

Ty/
Al Lys——Ala—— Asn//

Sekil 9. Aprotinin

HA boliinmesini inhibe ederek viral replikasyonu baskiladigy; tavuk embriyolari,
insan hava yolu epitel hiicreleri ve farelerde gosterilmistir (Ovcharenko vd., 1994;
Zhirnov vd., 1984, 1985 ve 2002).

Aprotinin ve Kamostat gibi bazi proteaz inhibitérleri, miikemmel in vitro anti-
infuenza aktivite sergilemekte, fakat bu inhibitorlerin hicbiri TMPRSS2’ye spesifik
degildir. Bunlarin spesifik olmayan dogasi, diisiik biyoyararlanima veya dngoriilemeyen
yan etkilere yol acabilmektedir. Ornegin Aprotinin'in miyokard enfarktiisii, kalp

yetmezligi, felg ve ensefalopati risklerini arttirdigi bildirilmistir (Shen vd., 2020).
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Ek olarak aprotinin gibi polipeptid tlrevi inhibitorleri, soya fasulyesi tripsin
inhibitord, ovomukoid tripsin inhibit6riiniin  yiiksek molekiil agirliklar1 olmasi
farmakokinetik 6zelliklerini kisitlamaktadir (Bottcher vd., 2009).

1.7.3. Bromheksin

Ekspektoran olarak uzun siiredir kullanilmakta olan bromheksine dair az sayida
yan etki bildirilmistir. Viicutta ambroksol’e metabolize olur. ARDS’yi (akut solunum
sikintis1 sendromu) artirabildigi ve dispne gibi semptomlar1 agirlagtirabildigi bildirilmistir

(Azimi A, 2020).

Br

.HCl
NH,

Br

Sekil 10. Bromheksin

1.7.4. Baz1 Dogal Flavonoidler

Narirutin, Naringin, Amentoflavon, Eriositrin gibi dogal diyet favonoidler,
TMPRSS2'nin potansiyel inhibitorleri olarak degerlendirilmis, diger terapotik ajanlara
gore; besin destegi olarak kullanilabilmeleri, nadir yan etki goriilmesi, gérece olarak az
maliyetli olmalari, bagirsaktan kolay absorbe olmalari, hafif semptomlu hastalarda evde
etkili olarak kullanilabilmeleri gibi avantajlari oldugu bildirilmistir (Varughese vd.,
2022).

21



Narirutin Naringin

Eriositrin
Amentoflavon

Sekil 11. Bazi dogal diyet favonoidler (Varughese vd., 2022)

1.7.5. Benzoselenoksanten Turevi Bilesikler

TMPRSS2, koronavir(s spike proteinini ve influenza virusiin pek ¢ok alt tiréinin
hemaglutininini parcgalayabilen bir proteaz oldugu tanimlanmistir. Son ¢alismalarda
Benzoselenoksantenlerin, TMPRSS2 gen (zerindeki guanince zengin bdélgesine etki

ederek viriisiin yayilmasini dnleyebilecegi belirtilmistir (Shen vd., 2020).

Sekil 12. Benzoselenoksantenler (Shen vd., 2020)
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1.7.6. Phe(3-Am) Turevi Bilesikler

3-amidinofenilalanin tirevi (Phe(3-Am)-turevi) 4 adet TMPRSS2 inhibit6riine
(MI1-432, MI1-463, M1-482 ve MI-1900) isaret edilmistir (Paszti-Gere vd., 2022).

(E;b\, :g“go\ 3.0

Sekil 13. Phe(3-Am) tirevi TMPRSS2 inhibitorleri
1.7.7. Diger Bilesikler

Alfa-1-antitripsin’in TMPRSS2’yi inhibe ettigi ve SARS-CoV-2 enfeksiyonunu
engeleyebildigi, son bildirilen ¢alismalar arasinda 6ne surtilmektedir (Wettstein vd.,
2021).
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Sekil 14. Bazi TMPRSS?2 ve furin inhibitorleri (Xu vd., 2022)
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Farkl1 bir ¢alismada in silico yapilan, molekiiler modelleme ve yerlestirme gibi

yontemleri igeren calismada en yiliksek selektif inhibisyon otamiksaban molekiiliinde

goriilmiistiir (Hu vd., 2020).

H o]
g’\)Lc /\oJLNf\, A/ S
H H P -
@ 7 S A
.O,N’\ - O 5 \©:N
0 D/
NCGC00378763 (ctamixaban) NCGC00522442 (UKI-1) NCGC00386945
(2.2 uM, 100%) (3.5 uM, 100%) (10.0uM, 100%)
5 4
3 Y@ 2 CF
N -
[
HO Q = /@[ S E TNJ\N,N
= F o
NCGC00385043 NCGC00645068 NCGC00514743
(5.0 uM, 62%) (17.8 uM, 52%) (28.2 uM, 50%)

Sekil 15. Sanal taramada tanimlanan TMPRSS? inhibitérleri

Wu ve arkadaglarinin yaptigi caligmada Teaflavin ve GB-2’nin ACE2 ve
TMPRSS2 protein sentezini inhibe edebilecegi one siiriilmiistiir. GB-2 tedavisinin yan
etki olmadan akciger ve bobrek dokusunda TMPRSS2 protein sentezini inhibe edecegi

oOne stirtilmistiir (Wu vd., 2020).

Sekil 16. Teaflavin
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Valrubicin Lopinavir

Fleroxacin
Arbekacin

Alvimopan Dequalinium

Sekil 17. TMPRSS2 inhibitorii olarak listelenen ilaglarin kimyasal yapisi (Baby vd., 2021).
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Rapor edilen diger TMPRSS2 inhibitorleri asagida verilmistir (Sekil 18)

Sekil 18. Calisilan TMPRSS? inhibitorlerinin yapist (Faheem vd, 2020)

Enzalutamid gibi antiandrojen ajanlar TTSP ekspresyonunu diigiirerek TMPRSS2
aktivitesini diisliriir. Fakat enzalutamid tedavisi sonrast SARS-CoV-2 enfeksiyonu
akciger yerine daha ¢ok prostatta baskilanir. Bu da TMPRSS2 ekspresyonunun akciger
epitel hiicrelerinde androjen reseptdriinden bagimsiz olabilecegini gostermektedir
(Paszti-Gere vd., 2022).

Sekil 19. Enzalutamid
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Son on yilda birkag arastirma grubu kendini bromheksin hidrokloriir,
benzilsulfonil-dArg-Pro-4-amidinobenzilamid veya diger sentetik inhibit6rler gibi
TMPRSS2'yi inhibe eden kiiclik kimyasal ilaglar1 aramaya adamistir. Ancak kiiciik
molekdl agirlikli  hedeflendirilmis ilaglarin bilinmeyen yan etkiler sergiledigi
diisiiniilmektedir. Bunun yerine, protein bazli ilaglarin kimyasal hedefli ilaglardan daha
iyi hedef Ozgiilliigii ve daha az yan etkisi oldugu diistiniilmektedir. Bu nedenle
TMPRSS2'nin akraba inhibitdrinin bulunmasi, TMPRSS2 aracili malignite veya viriis
enfeksiyonuna karsi protein bazli terapotik yaklasimlar gelistirmek igin 6nemli fayda

saglayacagi one stiriilmektedir (Ko vd., 2020).

1.8. TMPRSS?2 inhibitérleri fle Yapilmis Cahsmalar

TMPRSS2 inhibitérlerinden Kamostat mesilat SARS-CoV-2’ye karsi in vitro,
SARS-CoV-1’¢e kars1 in vivo etkili oldugu gosterilmis antiviral ajandir (Hoffmann vd.,
2020; Hoffmann vd., 2020b; Zhou vd., 2015).

SARS-CoV-2 enfekte ve hastane yatist olan hastalarda ¢ift kor randomize
kontrollii ¢galigmada giinde 3x200 mg kamostat mesilat kullanilmistir. Kamostat mesilat
belirgin olarak klinik seyri, entiibasyon veya 6liim riskini, oksijen destegine ihtiyac
duyulma siiresi veya etkililik ile ilgili diger sonuglari iyilestiremedigi gézlenmistir (Gunst

vd., 2021).

Nafamostat’in SARS-CoV-2’ye kars1 in vitro olarak etkili oldugu belirtilmistir.
Fakat intravendz dozlama gerektirmektedir. SARS-CoV 1 veya SARS-CoV-2’ye kars1 in

vivo arastirmasi yapilmamistir (Breining vd., 2021; Hoffmann vd., 2020).

Nafamostat Kamostat’a gore katalitik merkeze baglanma agisindan daha
spesifiktir. Nafamostat’in Kamostat’a gore daha diisik dozda SARS-CoV-2

enfeksiyonunu engelleyebilecegi one siiriilmiistiir (Zhu vd., 2021).

Yapilan yeni bir ¢calismada TMPRSS2 ekspresyonunu azaltmak ve SARS-COV-
2 tedavisinde enzalutamid gibi androjen reseptor inhibitdrlerinin kullanimi igin giiglii bir

gerekge saglamigtir (Qiao vd., 2021; Xu YM vd., 2022).
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1.9. TMPRSS?2 Inhibitorleri Molekiiler Etkilesimleri

Sekil 20. Diminazen’in TMPRSS?2 baglama modu ve baglanma bolgesi i¢inde; H
baglari, hidrofobik etkilesimler ve m-istiflenmesinin 3D gosterimi (A) Diminazen’in (pembe)
TMPRSS?2 baglama modu. Uclii kalinti (HIS296; kirmizi, SER441; ve ASP345; ) igeren
katalitik bolge ve SER460 (), GLY462 (mavi) ve ASP435 ( ) kalintilarini iceren baglama
bélgesi (Gorselde UCSF Chimera kullanildigr bildirilmistir). (B) TMPRSS?2 baglanma bélgesi iginde
Diminazen’in; hidrojen baglari, hidrofobik etkilesimler ve r-istiflenmesinin 3D gdsterimi. Gorselin Pymol
kullanilarak yapildigi bildirilmistir. Diminazen, katalitik bolgede (kalinti isimleri kirmizi renkle), substrat
baglanma bolgesinde (kalinti adlart mavi renkte) bulunan kalintilarla ve oksianyum deligini olugturan
korunmus kalintilarla (kalinti adlart mor renkte) olumlu etkilesimler olusturur. Molekiiler kenetlenme,
AutoDock Vina 1.1.2 kullanilarak ger¢eklestirilmis ve 1zgara kutusu parametreleri, TMPRSS2'nin
katalitik ve baglanma bélgelerini kapsayacak sekilde ayarlanmistir (homolog modeli, UniProtKB id 1/4
015393). Protein ve reseptoriin hazirlanmasinda MarvinSketch, AutoDock tolls 1.5.6, Mopac 2016 ve
UCSF Chimera 1.15 yazilimlart kullanilmistir. Baglanma enerjisi=6.7 kcal/mol. (Xu vd., 2022)

TMPRSS2 veya furini inhibe ettigi bilinen bilesikler incelendiginde diminazen,
TMPRSS2 ve furinin ikili inhibitori olarak kesfedilmistir (Xu vd., 2022).

Sekil 21. Diminazen’in Furin katalitik/baglanma bélgesinde baglanma modu ve H

baglart ile hidrofobik etkilesimlerin 3D gosterimi (A) Furin katalitik/baglanma bélgesinde
diminazen 'in (pembe) baglanma modu. ASN192 (kirmizi), LEU227 (yesil), SER253 (mavi), ASP258
( ), ASP306 ( ), SER368 (sari) ve THR367 (pembe). Molekiiler yerlestirmenin DockThor
kullanilarak gerceklestirildigi ve gorselin Pymol kullanilarak yapildigi bildirilmistir. (B) Diminazen’in,
Furin baglanma bolgesi i¢inde hidrojen baglar ve hidrofobik etkilesimlerin 3D gdsterimi. Gorselin
Pymol kullanilarak yapildig: bildirilmistir. Diminazen, katalitik bélgede (kalinti adlar kirmizi renkte) ve
substrat baglanma bolgesinde (kalinti adlart mavi renkte) bulunan kalintilarla olumlu etkilegimler
olusturur. baglanma enerjisi = 18.3 kcal/mol (Xu vd., 2022).
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Diger taraftan farkli bir ¢alismada Nafamostat ve Ambroksol referans alinarak
olusturulan 10 potansiyel bilesikten 3’1, in silico degerlendirmede TMPRSS2 inhibitorii

olarak kayda deger bulunmustur.

Sekil 22. In silico degerlendirmede segilen 3 TMPRSS2 inhibitorinun baglanma

etkilesim analizi. Ligandlarla baglanmada 6nemli rol oynayan SER460, ASN418, LYN342, THR341,
PO4501, GLU299, GLY464, ASP435, ASN343, ASP345, LYS342, TYR337 kalintilarinin, TMPRSS2 'nin
aktif bolgesinde hidrojen bag olusturdugu gozlenmektedir (Alzain vd., 2022).

SP 435

SP 345

—memn e e HID ZY0 DAVAY TUU AIL L TUL

Sekil 23. TMPRSS2'nin baglanma yeri ve katalitik kalintilar: (Alzain vd., 2022).
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Farkl1 bir ¢aligmada ilgili inhibitorlerin baglanma enerjileri ve etkilesim gosterdigi
aminoasitler calisilmistir (Tablo 3).

Tablo 3. Calisilan bilesiklerin molekiler yerlestirme skorlart ve H-baglar: (Pooja vd,
2021).

Bil.
No

10

11

12

13

14

15

16

17

18

19

20

21

22

23

24

25

26

Molekiiler
Bilesik

(kcal/mol)
Kamostat -84
Kolumbin -8.2
Meloksikam -83
Mirisetin -83
Ganodermanontriol  —8.1
Nafamostat -78
Proantosianidin A2 —7.9

Baikalein -7.7
Jatrorhizin -75
3-TAPAP -6.7
Di-isopropil -42
florofosfat

AEBSF -55

P-Amino benzamidin — 6.0

Ulinastatin -5.2
Eskulitanin B -77
Ganoderiol D -74
Ekdisteron -73
Magnoflorin -6.9
Tetratriakontan -6.1
Hesperetin -76
Fisetin -6.9
Naringenin -6.8
Siskapsaisin -55
Dihidrokapsaisin -58
3,4-Dikloro -6.3
isokumarin

APMSF -6.2

Yerlestirme Skoru

H-bag kalintilar (Bag uzunlugu
A2

His 296 (1.89),

Cys 281 (2.71), Glu
389 (2.8),

Lys 390 (2.78), GIn
438 (2.72)

His 296 (2.0).

Gly 462 (1.91),
Ser 441 (2.61), Ser
460 (1.81).

Ser 460 (1.96),
Glu 389 (2.88), His
296 (2.55).

Gly 462 (2.77), Ser
441 (2.18).

Ser 436 (2.74),
Asp 435 (2.35), Gly
461 (4.75).

Gly 462 (2.83), Cys 465
(2.90), Ser 436 (2.71),
Ser 441 (2.84),

His 296 (2.62)

His 296 (2.46),
Ser 460 (2.21), Ser
436 (2.15).

His 296 (2.66), Gly
439 (2.17).

Asn 192 (2.04), Arg 182 (2.55),
Glu 289 (2.38)

Gln 438 (2.48), Gly 462 (2.81)
His 296 (2.13), Ser 436 (2.29)
Asp 440 (2.02), Gly 385 (2.91),
Asp 435 (2.31)

Ser 441 (2.94), His 296 (2.04)

Ser 441 (2.30)

Ser 441 (2.26), Gly 462 (2.17)
Asn 192 (2.74), Glu 289 (2.36)

Gly 462 (2.34), Gly 464 (2.83)

Ser 441 (2.92), Ser 436 (2.22)

Arg 150 (2.70), Tyr 190 (2.76),
Cys 241 (2.51)

Arg 486 (2.09), Arg 489
(2.77), Arg 186 (2.05),
Val 219 (2.26)

Gly 462 (2.54)

His 296 (2.72), Ser 460 (2.24),
Gly 464 (2.13)

Cys 148 (1.95), Val 149 (2.18)

Val 331 (2.11), Val 298 (2.49),
Asn 303 (2.33)
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n-Etkilesimleri

Val 280, Ala 386

Ser 460, Ser 436, Cys 437, Cys
465

Cys 437, Val 280, Trp 461, Lys
342

Cys 437, Trp 461, Glu 389

Trp 461

Asp 435, Trp 461, His 296, Cys
437, Cys 465

Trp 461.

Trp 461, Cys 437, Cys 465.

His 296, Leu 302, Pro 301, Val
275, Val 280

Ile 242, Pro 288, Met 488

Cys 465, Trp 461, Asp 435
Ala 400
Val 280

Leu 419, Lys 342, Cys 465

Trp 461
Phe 194
His 296, Trp 461

Pro 363, lle 242, Ala 243, Pro
288, Pro

354, Phe 194, Val 246, Lys 362,
Leu

248, Phe 357

Cys 437, Trp 461

lle 452, Leu 151, Ala 243

Ala 490, Arg 486, Arg 489

Met 424, Lys 342, Trp 461, Leu
419, Cys 465

His 296, Leu 419, Trp 461, Lys
342

Pro 369, Lys 223, lle 221

Val 331, Val 298

Diger etkilesimlerde rol oynayan amino asit kalintilari

Ser 441, His 279, Gly 439, Gly 391, Thr 393, Cys 297,
Leu 302, Gly 391, Lys 392, Gly 385, Ser 460, Trp 461,
Gly 462

Gly 464, Gly 462, Trp 461, GIn 438, Gly 439, Ser 411,
Thr 459

Thr 459, Ser 436, Gly 439, Cys 465, Gln 438, His 279,
Val 278, Leu 302, Ser 463, His 296

Asp 435, Gly 472, Cys 465, Gly 464, Ser 436, Thr 459,
Ser 441

Cys 437, Cys 465, Glu 389, GIn 438, Leu 419, Thr 341,
Lys 340, Lys 342, Ser 460, His 296

Ala 466, Ser 441, Lys 342, Val 473, Gly 472, Thr 459,
Ser 460, Gly 464, GIn 438, Leu 419.

Ser 463, Lys 342, Asp 435, Gly 464, Cys 437, Gly 472,
Val 473, Thr 459, Ser 460, Gln 438, Gly 439.

Gly 464, Asp 435, Gly 462, Gly 472, Val 473, Thr 459,
Ser 441, GIn 438, Glu 389.

His 279, GIn 438, Ser 441
Thr 287, Lys 191, Trp 290, Arg 489, Phe 194, Pro 354

His 296, Ser 441, Ser 460, Thr 459, Cys 465, Trp 461,
Cys 437, Gly 464, Ser 436, Asp 435, Gly 472

Ser 441, Ala 466, Gly 464, Cys 437, GIn 438, Gly 439,
Thr 459, Ser 460, Gly 462, Gly 472, Val 473

Thr 387, Ala 386, Trp 384, Gly 383, Ser 394, Asn 398,
lle 381, Gly 259, Val 434, Asn 433

GIn 438, Trp 461, Ser 460, Cys 281, Gly 439

His 296, Ser 339, Lys 340, Gly 462, Gly 464, Ser 460,
GIn 438, Thr 459, Ser 436, Cys 437, Tyr 416, Arg 470,
Ser 463, Trp 461, Met 424, Thr 341

His 296, Gly 439, GIn 438, Ser 436, Thr 459, Cys 437,
Ser 460, Cys 465, Lys 342, Leu 419, Thr 341, Lys 340

Leu 355, Phe 357, Pro 288, Ile 242, Thr 287, Arg 182,
Trp 290, Thr 356, Pro 354

Ser 441, Leu 419, Ser 463, Lys 342, Ser 460

Arg 240, Cys 244, Glu 289, Asn 247

His 296, Val 280, Cys 281, Gly 439, Gln 438, Ser 460,
Thr 459, Gly 472, Gly 462, Asp 435, Cys 465

Val 246, Gly 153, Phe 156, Arg 240, lle 242, Cys 244,
Arg 147

Asn 218, Asp 220, Ala 216, Gly 217, Tyr 485, Ala 490

His 296, Ser 441, Gly 439, Gln 438, Cys 437, Gly 464,
Thr 341

Ser 441, Thr 341, Ser 463, Gly 462, Thr 459, GIn 438
Asp 187, Arg 147, Asn 368, Gly 370

Glu 329, Pro 305, Val 328, Lys 330, Ser 333



Yaygin kullanilan TMPRSS2 inhibitérlerinin, TMPRSS2 aktif bélgesinde tahmin

edilen baglanma modelleri asagidaki sekilde 6nerilmektedir (Hu vd., 2021):

Kamostat

LT

BNT N
=

Nafamostat

V27!

i Oio e

a]

H 8 o~
HoN \ﬂ,N

H

Gabeksat

£2399

Sekil 24. Bilinen bazi TMPRSS?2 inhibitorlerinin, TMPRSS?2 aktif bolgesinde tahmin

edilen baglanma modelleri (Hu vd., 2021)

TMPRSS?2 inhibitérleri ile yapilan homoloji modelleme ve molekiiler yerlestirme

calismalarinda Kamostat mesilat, Nafamostat, Pefabloc SC, Fenilmetilsilfonil florir,
Barisitinib ve Ruksolitinib bilesiklerine dikkat ¢ekilmektedir. TMPRSS2’in aktif

yoresinde 0zellikle 6 amino asit kalintisinin 6nemli oldugu vurgulanmaktadir. Bunlardan
3’1 (His296, Asp345, Ser441) katalitik bolgede, diger 3’1 ise (Asp435, Ser460, Gly462)

substrat baglanma yoresinde oldugu oOne siiriilmektedir. Farmakofor, molekiiler

modelleme, molekiler dinamik simiilasyon kombinasyonlar1 kullanilarak bilgisayar

tabanli taramada; molekiiler yerlestirme skoru yiksek iki molekil (ZINC64606047 ve

ZINC05296775), referans ilag olan Kamostat’tan daha yiiksek baglanma affinitesi

gosterdigi tespit edilmistir (Idris vd., 2020):
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CHg

NH

ZINC64606047: 3-[[5-(3-florofenil)pirimidin-2- ZINC05296775: 3-(1,2-dihidroasenaftilen-5-il)-(N)-
ilJlamino(N)-(4-metil fenil)benzamid [(-(E))-1-(4-metilfenil)etilidenamino]-1-(H)-pirazol-5-
karboksamid)

Sekil 25. Molekiiler yerlestirme skoru yiiksek iki molekiil (ZINC64606047 ve
ZINC05296775) (1dris vd., 2020)
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Tablo 4. Protein-ligand baglanma enerjileri ve AutoDock Vina ile yapilan molekiler
yerlestirme den tiiretilen etkilesimler

Ligandlar
ZINC64606047 (Ligand 1)

ZINC05296775 (Ligand 2)

Nafamostat
Kamostat
Barisitinib
Ruksolitinib
Pefablok

Fenilmetil sulfonilflorir

Baglanma
Enerjisi
(kcal/mol)
-9.30

-9.20

-8.20

-7.20
—-6.90
—6.70

-5.60

-5.00

Protein-ligand etkilesimlerinde rol oynayan kalintilar

Hidrojen baglar (bond uzunlugu, A)
Ser*1(3.52), His?*%(2.87)

His?(3.40), Gly***(2.78), Ser(2.75)

Gly*(2.90), Asp*®(2.87), Trp*(3.19), His?%(3.31),
Val?®(3.21), His?°(2.93)

Ser*41(2.38), GIn**%(2.31), Ser**(2.89), His**(3.26)
Ser'®%(3.36), Ser'(2.98), Gly**(3.11), GIn**¥(3.29)
Ser*1(3.06), Ser'®%(3.33), Gly**(3.05)

His?6(3.10), Gly*%(3.37), Ser'®%(3.04),
Ser'35(3.02), Asp*®(3.11)
His?6(2.92), Gly*%(3.34), Ser'(3.41)

Hidrofobik etkilesimler (bag uzunlugu,
A)
Trp*%(3.59), Gly*$2(3.93), GIn*%(3.77),
Val®°(3.23)

Val®°(3.79), Val?®(3.22), Leu®?(3.56),
Leu®?(3.20), Pro**}(3.54), Glu?*(2.87),
Cys*¥(3.64)
Thr%(3.90)

GIn%(3.78)
Val?(3.91)
GIy*2(3.85), His?*(3.50), Trp*s}(4.06),
GIn®%(3.74)
GIn®%(3.71)

Thr*9(3.48)

Sayisal hesaplamalara dayanan bir diger ¢alismada TMPRSS2’nin gii¢lii bir

inhibitori olarak Benzkuersin’e dikkat ¢ekilmis, sonuglarn in vitro ve in vivo

calismalarla dogrulanmasi durumunda klinik ¢aligmalarda kullanilabilecegi ve baglanma

yoresinde Val280, Asp435, Ser436, GIn438, Gly439, Ser441, Ser460 ve Val473’iin

onemli aminoasit kalintilar1 oldugu one siiriilmistiir (Durdagi, 2020):

<

Sekil 26. Benzkuersin

Bir baska molekiiler yerlestirme c¢alismasinda 5 ilag molekiilii (Bromoheksin,

Ambroksol, Guaifenesin, Kamostat, Nafamostat) referans alinarak; doking skoru,

baglanma enerjisi ve etkilesimi géz Oniine alindiginda 6 molekiiliin (Neohesperidin,

Mirisitrin, Kuersitrin, Naringin, lkariin ve Ambroksol) TMPRSS2 inhibitorii olarak

elverigli olabilecegi one siiriilmiistiir (Chikhale vd., 2020):
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Kamostat Nafamostat

Sekil 27. Bes standart ilag molekullnln iki boyutlu gosterimi (Chikhale vd., 2020)

oH ocH
HO&&;Q\/O 0 *“'@OH

HO
0
Hf7\0 OH ©
HO

HO  sNeohesperidin

Kuersitrin

oH
OH HO
0 o
HOHO o O
WS
HyC o oH O
H

O
(ﬁahingin

Ikariin

Sekil 28. Son 6nerilen molekullerin iki boyutlu gésterimi (Chikhale vd., 2020)
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1.10. Literatiirde izlenen Genel Sentez Yodntemleri

1.10.1. Nafamostat Sentezi

NH,
NH, Q NH
CO,H DCe
ideatiivon il oo
HN™ N HO HN™ "N
H H

Sekil 29. Nafamostat sentez semast
(https://patents.google.com/patent/KR101595747B1/en)

1.10.2. Kamostat Sentezi

u] COCH
NH
/@/\com . Br \')J\N _CH, J\N /@/
|
HO CH, HA
M 1)} )
BN l 50CI,
o o]

| JJ\N
CH
HO © 2 RN N

(an vy

o o VU\N _CH,
|
O H,
NH o
A
H

HN

)
©
o OVU\N,CH: HN-CN (v 0 O\)Lnf -
|
: I o 0 cH /@)LO o €M,
HA

s - HH
HM ’lLH

Sekil 30. Kamostat sentez semasi
(https://newdrugapprovals.org/2020/03/16/camostat-mesilate)
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p-Hidroksifenilasetik asid (I)’in N,N-dimetilbromoasetamid (I1) ile asetonitril
icinde ve trietilamin varliginda geri ¢eviren sogutucu altinda 1sitilarak karistirilmasi,
N,N-dimetilkarbamoilmetil-p-hidroksifenilasetat (III)’1 verir. Elde dilen tirtin (III)tn, p-
guanidinobenzoil klordr (1V) ile piridin icinde kondenzasyonu ile Kamostat elde edilir.

p-Guanidinobenzoil kloriir (IV) bilesigi ise, p-guanidinobenzoik asid (V) ve

tarevlerinin tiyonil klorur ile reaksiyonu sonucu elde edilmektedir.

Kamostat; N,N-Dimetilkarbamoilmetil-p-(p-aminobenzoiloksi)fenilasetat (VI)’in

siyanamid (V1) ile reaksiyonuyla da elde edilmektedir.

1.11. Literatir Ozeti

Konu ile ilgili literatiire kayitli bilgiler incelendiginde dikkat ceken TMPRSS2
inhibitorii aktif bilesiklerin ortak bir yapi-spesifik kimyasal yapiya/halkaya sahip
olmadiklar1 gozlenmektedir. Bu bakimdan aktif hedef bdlge ile etkilesim igin
inhibitorlerin  sterokimyasal ve fizikokimyasal 0Ozelliklerinin  6énem kazandigi

gorulmektedir.

Yapilan bilimsel ¢alismalarda tedaviye yonelik yeni molekiillerin tasarimindan
ziyade “repurposing” yani klinikte kullanilmakta olan mevcut ilaglarin TMPRSS2

inhibitorii olarak yeniden incelendigi ve degerlendirildigi goriilmektedir.

Yapilan calismalarda molekiiler modelleme, homoloji modelleme yontemleri
kullanilmakta olup, simdiye kadar bilesiklerin “Ilag benzerligi” gibi degerlerinin

incelenmedigi gozlenmektedir.

Bununla birlikte TMPRSS2 geni ile spesifik bir inhibitorin kokristal hale
getirilmedigi, protein data banka depozit edilmedigi gozlenmigken, tez ¢alismalarimiza
basladiktan kisa siire sonra 2021°de nafamostat inhibitoriintin ligand olarak yer aldigi
protein kompleksi depozit edilmistir. Bu ¢alismalarin ardindan molekiiler yerlestirme

arastirmalarinin hiz kazanacagi 6ne siiriilebilir.
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1.12. Konu ve Kapsam

Mevcut tez calismasi, 2019 baslarinda tiim diinyay etkisi altina alarak pandemi
sekline ulasan yeni tip koronaviriis SARS-CoV-2’de yeni ilag arayislari ile ortaya konan
birka¢ 6nemli hedef genden biri olan tip 2 transmembran serin proteazlari hedef almasi
bakimindan 6zgiin deger tasimaktadir. Tiim diinyada bu alanda “repurposing” calismalari
stirmekte iken orijinal bilesiklere ihtiya¢ oldugu agiktir. Ginlmiuzde, Nafamostat ve
Kamostat’a benzer mekanizmaya sahip serin proteaz inhibitorleri olan Gabeksat ve

Sivelestat iizerinde ¢alismalar stirmektedir.

TMPRSS2’nin konakgr hiicre proteazi olarak farkli popiilasyonlarda genetik
analizleri yapilarak viral enfeksiyonlardaki rolleri aragtirilmaktadir. Bu aragtirmalardan
birinde test edilen farelerin ekstrapulmoner hava yollarinda 32 genden dordiiniin (Furin,
Thopl, Ppia ve TMPRSS2) 6nemli 6lclide arttig1 tespit edilmistir. Bu nedenle bu tez
kapsaminda, her biri global SARS-CoV-2 krizinde terapétik hedef olarak anilan
proteazlardan TMPRSS?2 iizerinde yogunlasilmis, potansiyel ilag adaylarinin yapi-etki

iliskileri ve etkilesim haritalar1 incelenmistir.

Klinikte heniiz onaylanmis bir ilact olmamakla birlikte SARS-CoV-2 kapsaminda
TMPRSS2 inhibitorii olarak degerlendirme asamasinda pek ¢ok ilaca aragtirmacilarin
yogun ilgisi devam etmektedir. Tasarlanan piperazin halkasi tagiyan molekiiller, referans
UKI-1 molekiiliindeki heterosiklik yapilar nedeniyle “ila¢ benzerlik” ve “ilag skorlar1”nin

yiiksek olmas1 sonucundan yola ¢ikilarak diisiniilmiistiir.

Piperazin halkasi igeren tasarlanmig molekiillerin TMPRSS2 hedef geni lizerinde
inhibitor  Ozellik  gOsterecegi  tarafimizca  Onerilmistir. Mevcut TMPRSS2
inhibitorlerinden daha umut vadeden degerlere teorik olarak ulasiliyor olmast bizi bu

bilesiklerin sentez ve etkilesim boélgelerinin arastirilmasina sevketmistir.

Bu tez kapsaminda referans molekiiller Nafamostat, Kamostat gibi TMPRSS2
inhibitorleri model alinarak tasarlanan bilesikler, molekiiler modelleme ¢alismasindan
once “ilag benzerlik” 6zellikleri bakimindan degerlendirilmis, ila¢ skoru yiiksek olan ve
umut vaadeden bilesiklerin sentezi planlanmistir. Tasarlanan molekdllerin, aktif
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TMPRSS2 molekiilleri ile mevcut MOE programi kullanilarak benzerlikleri “esnek
hizalama” gibi 6n calismalarin ardindan, ligand etkilesimleri, farmakofor modelleme ve

molekiiler yerlestirme ¢alismalar1 planlanmistir.
Orijinal oldugu tespit edilen bilesiklerin sentezlerinin benzer molekullerin genel

sentez prosediirleri uygulanarak gergeklestirilmesi hedeflenmistir.  Calismanin

devaminda aktivite testleri ikincil ¢calisma olarak diistiniilmektedir.
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2. GEREC VE YONTEM

2.1.  Tlac¢ Benzerlik Ozelligi ve ila¢ Skoru Arastirmasi

Piperazin halkas1 tasiyan tasarladigimiz 1-5 nolu bilesikler etkili referans

molekiiller gdzden gegirilerek “Ilag benzerlik 6zelligi” programlarindan Osiris programi

kullanilarak (Qin vd., 2015) ilag benzerlik 6zellikleri ile ilag skorlart karsilastirilmistir.

Sonu¢ olarak umut vadeden 1-5 nolu bilesiklerin iizerinde ¢alisilmasi

hedeflenmistir.

Tablo 5. Tez kapsaminda tasarlanan bilesikler

E < E S5 E" =]
Bil. IUPAC 2 ZTE Ew
No SMILES kodu isimlendirmesi 2 ﬁ" 2 Lc? 2 =
s s S
NH C1=CC(=C(C(=C1)N .
4-(3-Guanidino-
2CCN(CC2)C=OIN( Z-f'netil-fenil)- S ss8s¢
v CICC-CCCIOM  iperazin-1- 2 SLHB
. g DOONCENHING arpoksitikasia & £ Se&=
DIHDIH] R (4-hidroksi- IS -0
(pubchemde cizildi) fenil)-amid -2z
on  (orijinal)
NH C1=CC(=CC(=C1)N2
CCN(CC2)C(=0)0OC3  4-(3-Guanidino- S 2o
HoN N =CC=C(C=C3)0O[H]) fenil)-piperazin- Q = g =
2 N(CEN[HDN(HD[H - 1-karboksilik 1o = S 6o
[e] [Te) T (o) —
DIH asid 4-hidroksi- ~ ® 5
ubchemde izildi fenil ester © orLzo
p ¢
" on (orijinal)
HN NH,
4-[3-(4-
Guanidino- . o e
O=C(CN2CCN(C(OC fenil)-2-okso- © Q STB
3 3=CC=C(0)C=C3)=0 propil]- ht P4 ad N
CC2)CC1=CC=C(C= piperazin-1- o T ©
< =
CI)NC(N)=N karboksilik asid %) OTzo
4-hidroksi-fenil
o ester
OH
NH C1=CC(=C(C(=C1)N .
4-(3-Guanidino-
2CCN(CC2)C(=0)0C Z-Enetil-fenil)- S 888
FeN N 3=CC=C(C=C3)O[H]) piperazin-1- g z RS
! o oty EONAD - aroksilikasia £ B CHS
(pubchemde cizilgi)  4-Tharoket-fentl S ozTzo
on  (orijinal)
C1=CC(=CC=C1C(= .
N 4-Guanidino- © © © © ©
0)0C2=CC=C(C=C2) benzoik asid 4- = S g % % %
N3CCN(CC3)C(C)=0 - < z RECREEE
5 (4-asetil- o 8 SNoma
NCENHDNGHDL S22 o 8 £ @
NH H])[H] (pubchemde fenil ester ) OTzo

¢izildi) (orijinal)
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Tasarlanan bilesikler ile literatiire kayith bilesikler (Bromheksin, Kamostat,

Nafamostat, Meloksikam gibi) Osiris programi {izerinde 6n incelemeleri yapilarak

fizikokimyasal benzerlikleri asagidaki tabloda karsilastirilmistir. “Ilag benzerlik” degeri

ve Ilac skoru” kayda deger olanlar yesil renkte isaretlenmistir.

Tablo 6. Tasarlanan bilesikler ile literatiire kayitlh bilesiklerin Osiris Programi ile
incelenmesi

Bromheksi
n

Kamostat

GBPA

4-(4-
Guanidinob
enzoiloksi)
fenilasetik
asid

(metabolik
urdin)

Nafamostat

.HCI
NH,

NH o

OH

NH

Iz

OH

NH

Iz

OH

Clog
p

2,06

1,03

1,84

1,43

1,61

1,55

40

Coziu
nurl
Uk

-2,87

-2,38

-2,85

-4,36

-3,02

-2,64

Mol
ekl
|
Ag1
rhg
1

306

398

313

347

368

355

TPS

29,26

134,8

125,5

140,5

117,7

114,9

“flac
benz
erlik

dege
ri

0,72

5,7

2,38

0,17

7,33

2,41

ila¢

skoru

0,74

0,85

0,85

0,55

0,84

0,84

Refer
ans

Weiss
vd.,
2021



1,31

-2,15

411

19

-2,98

369

1.61

-2.76

381

Otamiksab
an
(NCGCO003
78763)
2.2 mM,
%100

2T

2,58

-6,41

446

3,87

2,28

8.33

-3,02

Teaflavin
(ZINC3978
446)

1,99

-3,93

564

1,67

GB-2

Gabeksat

2,02

-3,61

321

Meloksika
m

1,91

-2,64

351

Ganoderma
nontriol

6,27

-5,69

456

14,84

5,76

-3,81

0,83

0,8

0.85

0,25

0,52

0,42

0,87

0,17

Hu
vd.,
2020

vd.,
2020

Wu
vd.,
2020

Pooja
vd.,
2021

Pooja
vd.,
2021

41



Columbin 0,97 | -3,28 | 358 | 85,97
Mirisetin 1,14 -2,2 318 | 147,6
Proantosiya
nidin A2 2,65 | -2,95 | 576 | 209,7
OH
Jatrorhizin O = O -1,58 | -3,68 | 337 | 54,63
HaCO ~Y
OCH,
o HO o O
Baikalein O I 234 | 2,86 | 270 | 86,99
HO
OH O

2.2.  Tasarlanan Bilesiklerin Planlanan Sentez Semalari

1,35

0,75

2,08

0,42

0,75

0,46
iritan

0,46
mutaje
nik

0,33
Ureme
lizerine

etkisi

0,67

0,75

Pooja
vd.,
2021

Pooja
vd.,
2021

Pooja
vd.,
2021

Pooja
vd.,
2021

Pooja
vd.,
2021

Tasarlanan 5 molekiiliin ana yapisi, yapisal olarak farkli oldugundan her bir bilesik

i¢in ayr1 sentez semasi tasarlanmistir.

R;—S- N
/

i

O

Sekil 31. Tasarlanan 5 molekiiliin ana yapist
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A metodu:

H,N-CN NH
o o, o Si id
Rediiksiyon (Siyanamid) o
o,N HoN HoN N
H
CHa OH CHs OH " "
3-Amino-2-metilbenzoik asid - CHa O
2-Metil-3-nitro-benzoik asid 3-Guanidino-2-metil benzoik asid
NH
SOCl, NH THF, K,CO4, Piperazin,
o 4-5 saat, geri geviren sogutucu altinda kaynatihr ~ HzN H
HzN N (Eur J. Med.Chem. 2019, (166) 224-231)
CHj N
CH, cl
N
HoN H
NH
OH
HaN N N
2 H
. . H
p-Hidroksi anilin CH3 N N
o
B metodu:
0 [¢]
N
HN N
N + +
N [¢]
N ° NH,
. N
1,1'-Carbonyldiimidazole N-BOC-Piperazine +
4-Benzyloxyaniline NH, HN X N NH
1H-Pyrazole-
CH; 1-carboximidamide
Jalagam vd.(2021)
3-Chloro-2-methylaniline
3-Bromo-2-methylaniline
) ) 3-Fluro-2-methylaniline
3-Jodo-2-methylaniline
N N
o NH o
H,, Pd,
MeOH; 2 saat,
1 atm, oda sicaklig
NH
o O
N N H,N N X
HO NH (¢]
CH;
A B
NH
A + B
HoN N N
2 H
H
CHs N N
o

OH

Sekil 32. 1 Nolu bilesik icin onerilen sentez semasi
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A metodu:

HN
NH,-CN NH
* N OFt
(Siyanamid)
H,N Cl HyN N Cl
H
(6]
1-Etoksikarbonilpiperazin;
HO (Etil-1-piperazinkarboksilat)
NH
NH
OH
) H,N N N
HN N N 1,4-Benzendiol H
2 H (Hidrokinon) N
N OEt
(¢]
B metodu:
NH, NH
NH,
. HN s H
S NH HN NH, N
NH, + N
Cl .2 HBr
Thioperoxydicarbonimidic (0]
diamide ([(H;N)C(NH)],S,), Cl
hydrobromide (1:2) Srivastava v.d. (1976)
HO
ca 9 «a
4 Cl
(6] o
OH Cl
1,4-Benzendiol .
(Hidrokinon) triphosgene
NH
HoN N N
H
N (6]
o
OH

Sekil 33. 2 Nolu bilesik icin onerilen sentez semasi
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A metodu:

OH NH, NH NH
HN
NH; NH,-CN
ZnCl, HN NH,  S0,C1 HN NH, N OEt
300°C (Siyanamid) +

6]
1-Etoksikarbonilpiperazin;

OH OH (Etil-1-
piperazinkarboksilat)

(0} o OH
4-Hidroksifenilasetik asid  4-Aminofenilasetik asid Cl
(Ticari olarak ta mevcut)
(o) (o)
NH
NH
HO HN NH,
HN NH,
OH
1,4-Benzendiol
(Hidrokinon)
N
N
(0} N o
(@] N OEt
(6]
(¢} OH
B metodu:
NH, NH NH
NH,
4 HN S
S NH HN NH, HN NH,
(6]
Cl NH,
.2 HBr +
Thioperoxydicarbonimidic
diamide ([(H2N)C(NH)]2S2), o
hydrobromide (1:2) Methylglyoxal
Cl
Srivastava v.d. (1976) (¢]
(6]
H NH
N
N o HN NH,
O
OH
1,4-Benzendiol . .
(Hidrokinon) triphosgene Piperazin N
H
N
HO a O q 0 N o)
Cl Cl
+ +
(6] (6] N (6]
OH Cl Cl H OH

Sekil 34. 3 Nolu bilesik icin onerilen sentez semasi
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A metodu:

NH,-CN NH
HaN a (Siyanamid)
H,N N
CH; 2 N
NH
1,4-Benzendiol
(Hidrokinon)
H,N N N
H
CH; N OEt HO
(6]
B metodu:
1,4-Benzendiol ) )
(Hidrokinon) triphosgene Plp:IraZln
HO N
Cl “ © a cl
N +
(O] (6]
N
OH Cl al N
H
N
N o
(¢]
OH
A
NH
A + B
HoN N
H

Sekil 35. 4 Nolu bilesik icin onerilen sentez semasi
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H,N

CH3;

HN
+
Cl
NH
N N
H
CH;
OH
H,N Cl
CH;
3-Chloro-2-methylaniline
NH
H,N N
H
N
N o
(0]

OEt
(0]
(0]
(6]
OH
NH,
N
N NH
1 H-Pyrazole-

1-carboximidamide

CH;

OH



(6]
N CH;
NH OH +
N
H,N N
(@]
4 - K asi
Guanidinobenzoik asid HO | Asetil-4-(4-hidroksifenil)piperazin
N CH;
N
(6]
NH O
SOCl, m o
4-Guanidino-benzoik asid
4-(4-asetil-piperazin-1-il)-fenil ester
H,N N
H
(6]
(6]
N CH,
NH Cl
N
+
H,N N
H
HO

4-Guanidinobenzoil kloriir 1-Asetil-4-(4-hidroksifenil)piperazin

Sekil 36. 5 Nolu bilesik i¢in onerilen sentez semasi
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3. BULGULAR VE YORUM

3.1. Kimyasal Sentez Calismalari

Orijinal olarak tasarlanan molekullerin sentez yontemleri mevcut bilgiler 1s18inda
planlanmis, Onerdigimiz sentez semalar1 dogrultusunda baslangic maddeleri temin
edilmistir. Guanidino benzoik asid turevleri, SOCI: ile asid klorur haline getirildikten
sonra uygun bir fenol tiirevi (piperazin ve diger heterosiklik halkalarla siibstitiie fenoller)
ile esterin elde edilmesi tasarlanmigtir. Ancak siyanamid basamaginda guanidin stbstittie
molekdllerin  stabilitesi uygun kosullar saglanamadigindan ileri basamaklara

gecilememistir (A metodu, Sekil 32-36).

3.2.  Molekiler Modelleme Calismalari

TMPRSS2’ye karsi, FDA tarafindan onaylanmis ilag nafamostat’in ko-kristal
halde protein databanka ¢ok yeni (2021) depozit edilmis olan 7meq pdb kodlu yap1
kullanilarak 3D modelleme calismalar1 gerceklestirilmistir. TMPRSS2 ve nafamostat
arasindaki etkilesim, tasarlanan 5 bilesikten en yiiksek “ila¢ benzerlik” ve “ila¢ skoru”
degerine sahip 5 nolu bilesik tlizerine odaklanilmis, MOE programi kullanilarak ligand
etkilesim haritasi, esnek hizalama, farmakofor modelleme ve molekiiler yerlestirme
caligmalar1 gergeklestirilmistir. Tasarlanan (1-5 nolu) bilesikler, MOE programi {izerinde

3 boyutlu hale getirilerek stereokimyasal benzerlikleri karsilastirilmistir.

3.2.1. Esnek hizalama calismasi

Yazilimin 6gretici kilavuzunda belirtildigi sekilde “Esnek Hizalama™ ¢aligsmasi

yapilmustir (https://www.chemcomp.com/moe/help/latest/index_tut.html).
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Sekil 37. Tasarlanan bilesiklerin MOE programi ile “Esnek Hizalama” ¢alismasi
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3.2.2. Ligand etkilesim haritasi

Ligand etkilesimlerini goriintiilemek i¢in, protein data banktan pdb kodu 7meq
olan kokristal yapis1 alinarak, yazilimin 6gretici kilavuzunda belirtildigi sekilde etkilesim
haritas1 ¢ikarilmistir (Fraser vd., 2022).

(https://www.chemcomp.com/moe/help/latest/index_tut.html)

7MEQ: HIDROLAZ/HIDROLAZ iNHIBIiTORU / 7TMEQ

Ligand Reseptor Etkilesim Mesafe E (kcal/mol)
N 1 o) VAL 149 (A)  H-donor 296 -3.1
N 5 o) VAL 149 (A)  H-donor 297 29
N 5 OD1 ASP482 (A) H-donér 3.01 -5.7
N 5 OD2 ASP482 (A)  H-donér 290 6.3
N 8 OD1  ASP482 (A)  H-donor 3.08 -59
O 52 NE ARG 186 (A) H-akseptor 3.01 52
O 52 NH2 ARG 186 (A) H- akseptor 318 31
N 5 OD1  ASP482 (A) iyonik 3.01 -44
N 5 OD2  ASP 482 (A) iyonik 290 5.2
N 8 OD1  ASP482 (A) iyonik 3.08 -4.0

Sekil 38. Tasarlanan bilesiklerin ligand etkilesimleri ve ligand etkilesim raporu
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3.2.3. Farmakofor ¢calismasi

Yazilimin 6gretici kilavuzunda belirtildigi sekilde Tasarlanan 5 nolu bilesik
uzerinde “Farmakofor Modelleme” ¢alismas1 yapilmustir.

(https://www.chemcomp.com/moe/help/latest/index_tut.html).

Sekil 39. Tasarlanan 5 Nolu bilesik

Olusturulan ilk ek agiklama 6zelligi, hidrojen bagi donérii olan Don 6zelligidir.
Don esigi, reseptor giiciine gore degistirilir:

1) R-Dayaniklilik segenegi etkinlestirilir (Farmakofor Editori'niin sag {ist
kosesinde). Bu, ek aciklama esik denklemindeki reseptor giiclinli gosterir.

2) “Reseptor gucu” agilir meniisii tiklanir ve (ASN, GLN, O =) secilir. Bu,
etkilesim alict atomunun, reseptor giicii 2.0 olan bir karbonil oldugunu belirtir.
Reseptor giicii 2.0'a yiikseldiginde, €accedon>1 durumunu korumak icin Don esigi

0.5'e diistirtliir.

Sekil 40. Olusturulan ilk ek a¢iklama ozelligi, H bagi donorii olan Don ozelligi

o1



4

Sekil 41. Olusturulan ikinci ek agiklama o6zelligi, H bagi alicist olan Acc ozelligi

Sekil 42. Olusturulan bir sonraki ek agiklama ozellikleri, aromatik merkezler

olan Aro ozellikleri

Sekil 43. Olusturulan son ek agiklama ozelligi, hidrojen bagi donor projeksiyonu
olan Don?2 ozelligi

Olusturulan son ek agiklama 6zelligi, hidrojen bagi dondr projeksiyonu olan
Don2 6zelligidir. Bu Don2 6zelligi, Don 6zelligi ile etkilesime girebilecek olas1 hidrojen
bag1 ortaklarinin yerini agiklar (ilk adimda daha once olusturulmus olan, guanidin

grubundan N atomunu temsil eder)

Farmakofor modelleme igin program iizerinde asagidaki yoOntemler
uygulanmistir: Tasarlanan 5 molekiil yapisi, MOE programi iizerinde ¢izilmis, database

olarak kaydedilmistir. Add entry’den chain kismi se¢ilmis, Iteration limit 20, failure limit
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10 secilerek esnek hizalama baslatilmistir. Cikan sonuglar arasinda daha kiigiik S
degerine sahip olan se¢ilmistir. “Pharmacophore query” iizerinden planlardan (scheme)
PCH_All segilerek “consensus” butonundan hesaplama yapilmistir. %100 skora sahip

olanlar asagidaki sekilde gosterilmistir:

Sekil 44. %100 skora sahip farmakofor alanlar

Sekil 45. Tiim skorlarin isaretli oldugu farmakofor alanlar
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3.2.4. Molekiiler yerlestirme ¢alismasi

3.2.4.1. 1 nolu bilesik icin molekiiler yerlestirme ¢alismast
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Sekil 46. Tasarlanan 1 nolu bilesigin “Molekiiler yerlestirmesi” (pdb:7meq)
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3.2.4.2 5 nolu bilesik icin molekiiler yerlestirme ¢alismast

Tasarlanan 1 ve 5 nolu bilesik lizerinde “Molekiiler yerlestirme” ¢alismasi
yapilmistir. Yerlestirme isleminde protein data banktan temin edilen pdb:7meq olan
kristal yap1 kullanilmig, yazilimin 6gretici kilavuzunda belirtildigi sekilde yerlestirme
islemi gerceklestirilmistir.

(https://www.chemcomp.com/moe/help/latest/index_tut.html).

Sekil 47. Tasarlanan 5 nolu bilesigin “Molekiiler yerlestirmesi” (pdb:7meq)
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Sekil 48. Tasarlanan 5 nolu bilesigin “Molekiiler yerlestirmesi” (pdb.7meq)
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4. SONUC VE TARTISMA

Proje konusunu teskil eden; TMPRSS2 proteinleri, iginde bulundugumuz SARS-
CoV-2 pandemi siirecinde ilgi odag1 haline gelen &nemli hedeflerden biridir. Inhibitor
olarak tasarlanan kiigiik molekiillii bilesikler (ligandlar), referans bilesiklere kimyasal
esdegerlikleri nedeniyle potansiyel biyoaktiftir. Protein Data Bank ve diger literatiir
bilgileri 1s1¢inda, TMPRSS2 inhibitorlerinin molekiiler modelleme ve molekiiler
yerlestirmesi lizerine fazla arastirma yapilmamistir. Bu enzim lizerine maksimum
etkinlige ve minimum advers etkilere sahip olabilecek yeni molekiillerin tasarimu,
yuzlerce yilda bir goriilebilecek ancak su anda biiyiik kayiplar vererek sahit oldugumuz
cagimizin salginina c¢are olabilecek potansiyel ilaglar1 insanligin hizmetine sunma

olasilig1 gibi yaygin bir etkisi bulunmaktadir.

Tasarlanan bilesiklerin sentez asamasima ge¢cmeden Once, bilgisayar modeller
lizerinde On arastirma yapilmistir. Literatiire kayithh modeller incelenerek, aktif
bilesiklerin kimyasal yapilar1 analiz edilmistir. Kamostat, Nafamostat ve metabolitleri
GBPA, Bromheksin, Aprotinin, Rimantadin gibi etkinligi bilinen referans bilesikler, ilag
benzerlik ve ilag skor oOzelliklerinin incelendigi Osiris Programi baz alinarak yiiksek
baglanma skoru gosterecegi 6ngoriilen yeni TMPRSS2 inhibitorleri tasarlanmigtir. Bu
tasarim agamasinda toksik, iritan, mutajenik gibi istenmeyen 6zelliklere sahip molekiiller
kapsam disinda birakilmistir. Umut vaadeden 5 bilesik se¢ilmistir. Tasarlanan bu 5
bilesikte, UK-1 molekiliinde gozlenen piperazin halka sisteminin korunmasina dikkat
edilmistir. Piperazin halkasinin yanisira amid ve ester gibi farkli fonksiyonel gruplarin
dahil edilmesiyle yiiksek skora sahip bilesiklere tasarim olarak ulasilabilmistir. Ardindan
umut vaadeden bu 5 bilesigin, kimyasal sentez prosediirleri aragtirilmistir. SciFinder veri
taban1 araciligiyla, tasarlanan bilesiklerin orijinalligi ve sentez yontemleri arastirtlmigtir.
Benzer fonksiyonel gruplart ve halka sistemlerini tasiyan molekiillerin sentez
proseddrleri incelenerek sentetik prosediir sematize edilmistir. Guanidino benzoik asid
tirevlerinin, SOCI; ile asid Kklorur haline getirildikten sonra uygun bir fenol tirevi
(piperazin ve diger heterosiklik halkalarla siibstitiie fenoller) ile esterin elde edilmesi
tasarlanmistir. Ancak siyanamid basamaginda guanidin siibstitliie molekdillerin stabilitesi
uygun kosullar saglanamadigindan ileri basamaklara gegilememistir (TUm tasarlanan

bilesiklerde A metodu olarak gosterilen yontemler; Sekil 32-36).
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Molekiillerin daha oOnce literatiire gore sentezlenmemis olmasi, sentetik
prosedurin yeniden gdzden gecirilme ve hedef molekillerin ulasilabilir olup olmadigi
detayli sorgulama gerekliligini ortaya koymaktadir. Tiim tasarlanan bilesiklerin sentezi
icin B metodu olarak gosterilen yontemlerin daha uygulanabilir olacagy, ileriki caligmalar

icin tarafimizca 6nerilmektedir (Sekil 32-36)

Sentez ¢alismalarinin disinda, hentiz protein data banka ¢ok yeni depozit edilmis
olan bir ligand-TMPRSS2 kompleksi (zerinde (ligand:nafamostat; pdb:7meq),
tasarlanan bilesiklerin ligand etkilesimleri ve molekuler modelleme ¢alismalari
yapilmasina olanak saglanmigtir. TMPRSS2 ve nafamostat arasindaki etkilesim
incelenerek, tasarlanan 5 bilesikten en yiiksek “ilag benzerlik” ve “ilag skoru” degerine
sahip 5 nolu bilesik tizerine odaklanilmig, MOE programi kullanilarak ligand etkilesim
haritasi, esnek hizalama, farmakofor modelleme ve molekiiler yerlestirme caligmalar
gerceklestirilmistir. Tasarlanan bilesikler TMPRSS2'ye baglanmada referans bilesiklerle
benzer etkilesim ve skoru gostermekle birlikte, sentezlerinin daha basarili ve yiiksek
verimle elde edilebilecek yeni inhibitorlerin tasarlanmasina ihtiyag bulunmaktadir.
Piperazin halkas1 ve guanidin siibstitiienti iceren molekiiller haricinde, literatiire yeni

kaydolan modelleme sonucu isaret edilen yeni hedef molekiiller géze ¢arpmaktadir.
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EK-1. Tez Hazirlama Kontrol Listesi

Evet Hayir
Tez, “Tez Yazim Kilavuzuna uygun olarak yazildi.
Dis kapak ve i¢ kapak sayfasi eklerde belirtilen sekilde diizenlendi.
On sayfalar i, ii, iii seklinde Romen rakamlari ile numaralandirild.

Dizinler, “Tez Yazim Kilavuzu”na gore siralandi ve metin i¢indeki yerlesime gore sayfa
numaralari verildi.

Ozet ve Abstract hazirlandi.
Onay sayfasi “Tez Yazim Kilavuzu”na uygun olarak hazirlandi ve imzalatild.

Etik ilke ve Kurallara Uygunluk Beyannamesi sayfasi imzalandu.

AN N N SN

Simgeler, kisaltmalar, tablolar ve sekillerin tamami kontrol edilerek ilgili dizinde
gosterildi.

Ana metinde harf karakteri, harf biiylikligii ve satir araliklar1 “Tez Yazim Kilavuzu’na
uygun olacak sekilde diizenlendi.

AN

Gorsel ogeler, tablolar (gizelgeler), sekiller ve denklemler metin igine “Tez Yazim
Kilavuzuna uygun sekilde yerlestirildi.

Kaynakca “Tez Yazim Kilavuzu’na gore diizenlendi. v

Kaynaklarin tamamina tez igerisinde atifta bulunularak kaynakga boliimiinde yer verildi. 4

Etik Kurul onay1 gerekli ise teze eklendi.

(Etik Kurul onay1 gerekmiyorsa yandaki “HAYIR” kutucugunun altina “YOK” YOK
yazilacak).

Anket, gériisme veya veri formlar1 kullanildiysa ilgili kurumlardan alinan izin yazilart ve

formlar teze eklendi. YOK
(Bu formlar kullanilmadiysa yandaki “HAYIR” kutucugunun altina “YOK?” yazilacak).

Ekler “Tez Yazim Kilavuzu”nda belirtildigi sekilde sunuldu. YOK
(Ek kullanilmadiysa yandaki “HAYIR” kutucugunun altina “YOK?” yazilacak).

Glizel Sanatlar Enstitiisiiyle ilgili anasanat dallarinda sergi, konser, gosterim vb.

sunumlar1 hazirlandi. YOK

“TMPRSS2 - (Transmembran Serin Proteaz 2) Inhibitdrleri, Etki Mekanizmalar1 ve Yeni
Tiirevlerin Tasarlanmas1” baslikli Tez, yukaridaki listede yer alan konularla ilgili olarak
tarafimizca kontrol edilmis ve gerekleri yerine getirilmistir.
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