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HIV Proteaz enzimi, HIV virGsunun yayillmasinda en etkili yapidir. Bu enzimin inhibe
edilmesi sonucunda, virusun diger hlcrelere saldirmasi ve yayillmasi durdurulmus
olacaktir. HIV Proteaz inhibitorlerinin kombine terapide kullanimina 1995 yilinda

baslanmigtir.

Gunumuzde AIDS tedavisinde kullanilan HIV Proteaz(PR) ilaglarinin (inhibitorlerin)
cogu, peptidomimetik yapiya sahiptir ve enzimin “ substrat baglanma bdlgesine”
baglanir. Ne yazik ki, butlin bu ilaglara karsi virls direng gelistirmis ve ilaclarin etkisi
giderek azalmistir. Bu nedenle yeni daha etkili peptidomimetik inhibitérlere veya
proteaz enzimindeki substrat baglanma bolgesi disinda alternatif bdlgeleri
hedefleyen vyeni ilaglar tasarlanmasina ihtiyagc duyulmaktadir. Son vyillardaki

arastirmalar, Proteaz enziminin kanat bolgesi’ kismini hedef alan ilaglarin
tasarlanmasina yonelmigtir. Yapilan caligsmalar, beta-laktam bilesiklerinin enzimin

yeni hedef bdlgesi olan “ kanat bolgesi” ile etkilestigini gostermistir.

Bu calismanin ilk asamasinda X-Ray yapisi bilinen 14 HIV-Proteaz kompleksi igin, 3
ayri doking yonteminin; FlexX, Autodock (AD) ve Autodock (AD) Vina, validasyonu
yapilmistir. Literatirde, sadece HIV PR test seti icin yapilmis herhangi bir doking
programlarinin karsilastirimasi ve validasyon calismasi bulunmamaktadir. Test seti
icinde 7 cift FDA onayli ilag; Ritonavir, indinavir, Nelfinavir, Darunavir,
Saquinavir, Lopinavir ve Tipranavir ve bu ilaglarin HIV PR enzimiyle
komplekslesmis yapilarinin X-Ray koordinatlari bulunmaktadir. Her kompleks cifti
enzimin dogal ve/veya mutant (aktif bolge aminoasitleri diginda) yapisini igermekte
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ve bunlar enzimin substrat baglanma bolgesine” ile etkilesmektedir.
Hesaplamalarda, HIV-Proteaz enziminin “substrat baglanma boélgesi’nde yer alan

aminoasitler icin ligandin 6.5 A etrafi aktif bélge (doking yapilacak boélge) olarak



secilmigtir. Uygun parametreler saptandiktan sonra, deneysel X Ray yapisi ile
hesaplama sonucunda elde edilen iki yapi RMSD sonuglarinin karsilastirilmasi ile
yontemin dogrulugu test edilmistir. Incelenen (i¢ yéntem arasinda yapilan
karsilastirmalar sonucunda, HIV Proteaz enzimi i¢cin AD Vina’nin en iyi sonucu

verdigi bulunmustur.

Calismanin ikinci kisminda, literatirde hig bir hesapsal ¢alismanin yer almadigi, yeni
hedef bolge “ kanat bolgesi” icin doking islemleri yapilmistir. Bu amagla, literatirde
deneysel aktiviteleri bilinen beta-laktam bilesiklerine, AD Vina programi ile HIV-PR
enziminin etkilestigi bdlgeyi arastirmak icin serbest doking hesaplamalari yapiimis ve
beta-laktam bilesikleri igin enzimin hedef bdlgesinin “kanat bolge” oldugu
bulunmustur. Hesaplama sonucunda elde ettigimiz degerler ile deneysel aktivite

degerleri arasinda ¢ok yuksek bir uyum gozlenmigtir.

Calismanin son asamasinda ise hem kendi sentezledigimiz hem de ZINC veri
bankasi kullanilarak hazirlanan veri seti i¢cin gorsel ligand taramasi yapiimigtir.
Yapilan hesaplamalar sonucunda, sentezledigimiz bilesigin yuksek aktiviteye sahip,

Umit verici bir aday inhibitor olabilecegi bulunmustur.

Arastirma sonucunda elde ettigimiz veriler, hem yeni doking programlarinin yazilimi
ve test edilmesine hem de enzimin alternatif “ kanat bolgesi” ile etkilesecek yeni ve

etkili aday inhibitorlerin tasarlanmasina ve sentezlenmesine katkida bulunacaktir.

Anahtar Sozciikler: AIDS, HIV Proteaz, Doking, Gorsel Ligand Taramasi, Doking

Metodu Validasyonu, Beta Laktam

Danisman: Prof. Dr Vildan ADAR, Hacettepe Universitesi, Kimya Balumu, Organik
Kimya Anabilim Dall
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ABSTRACT

HIV Protease enzyme has been the most important factor in virus infection. Inhibition
of this enzyme will result with the end of virus attack into other cells and therefore
spreading of the infection will be prevented. In order to fight with AIDS, HIV Protease

inhibitors have been using in combination therapy since the year of 1995.

Most of the HIV Protease (PR) drugs (inhibitors) marketed today are in
peptidomimetic structure and bind to “substrat binding region” of the enzyme.
Unfortunately, the virus has somehow developed resistance against HIV PR
inhibitors that are currently in use. Design of some new and more effective
peptidomimetics or discovery of new drug candidates that targets regions of the
enzyme different than substrate binding site therefore draws most attention of the
pharmaceutical researchers. Research trends on this concept has directed to design
of the inhibitors that targets the flap region of the enzyme. In addition, some studies
in the literature are emphasizing the interaction between beta-lactam compunds and
the flap region of the enzyme.

The first part of this study consists of the validation of three different docking
methods; FlexX, AutoDock (AD) and AutoDock (AD) Vina, against 14 HIV PR
complexes. To our knowledge, there are no such study found out in the literature,
that focus on the comparison of the docking programs and validaton of docking
methods for a specific dataset of HIV PR. Our dataset of HIV PRs composes of 7
couples of FDA approved drugs; Ritonavir, indinavir, Nelfinavir, Darunauvir,
Saquinavir, Lopinavir and Tipranavir respectively, and the X-Ray coordinates of
these inhibitors in complex with their HIV PR enzyme structures. Each complex
couple contains the wild type and/or mutant (mutation except the active site

aminoacids) structures of enzymes and inhibitors that interact with the “substrate



binding region” of the enzyme. For computations, aminoacids that surrounds 6.5 A
of ligands were selected as the active site (docking region) of the HIV PR enzyme.
After the appropriate parameters were determined, accuracy of method was tested
by comparing the the X Ray structures with RMSD results obtained from
computations. In the end of the comparisons between the three investigated method,

AD Vina has been found out to gave the best results.

In the second part of the study, docking procedures has been carried out for a new
target, the flap region, that haven’t studied earlier in the literature. For this purpose,
beta lactam compounds with known experimental activities were docked freely on
HIV PR enzyme in order to search for possible interaction regions and it was found
out that these copmounds do interact with the flap region of the enzyme. The results

obtained from computations showed a very well correlation with experimental values.

The final part of our study includes the virtual ligand screening of a set of beta lactam
compunds into the flap region of HIV PR. For this study, beta lactams dataset was
extracted from ZINC database and enriched with the compunds we have
synthesized. The computations was resulted with a statement that the compund we
have synthesized showed high affinity for the enzyme and could be considered as a

promising candidate for HIV PR inhibition.

The results obtained from this study will contribute both to the design and synthesis
of some new and potent inhibitor candidates that interact with alternative flap region

of the enzyme and to the development and testing of new docking tools.

Keywords: AIDS, HIV Protease, Docking, Virtual Ligand Screening, Docking Method

Validation, Beta-lactams
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KISALTMALAR

HIV: insan immiin bagisiklik yetmezIigi

virusi  (Human  immunodeficiency

virus)

AIDS:  Edinilmis  immin  sistem

yetmezIigi sendromu (Acquired

Immunodeficiency syndorme)

YEART: vyuksek etkili antiretroviral
terapi (highly active antiretroviral
therapy, HAART)

FDA: Birlesik Devletler Besin ve ilag
heyeti

HIV PR: HIV proteaz enzimi
RNA: Ribonukleik asit

VdW: van der Waals etkilesimleri
DNA: Deoksiribonukleik asit
Gp120: Glikoprotein 120

Gp41: Glikoprotein 41

CD4: immun sisteminin bir pargasi
olan reseptorleri tasiyan hucreler (T-

helper cells)

CCR5: T- hicreleri Uizerinde bulunan

bir reseptor

CXCR4: T- hucreleri Uzerinde bulunan

bir reseptor

Host hiicre: Konak hiicre

Xi

MD: Molekuler Dinamik simulasyonu

ADME: Absorpsiyon, Dagilim,

Metabolizma, Bosgaltim

PDB: Protein veritabani

NMR: Nukleer magnetik rezonans
X-Ray: X-isinlari

XRD: X-iginlari kirinimi

AD: AutoDock doking programi

ADT: AutoDockTools gorsel kullanici

arayuzu

AD Vina: AutoDock Vina doking

programi
AD4: AutoDock4

RMSD: Etkin deger (Orijinal yapidan

sapmanin karekoku)

npts: Grid kutusunda bulunan nokta

sayisl
gpf: Grid parametre dosyasi
dpf: Doking parametre dosyasi
Config: Konfiglirasyon dosyasi
DFT: Density functional teorisi

Script: Bilgisayar alfabesine gore elle

girilmis komutlar

JME: Java molekul duzenleyici



Kcal: Kilo kalori

Ki: inhibisyon sabiti

B.E: Baglanma enerjisi

nRotB: Dondurulebilir bag sayisi
LGA: Lamarckian genetik algoritma
GUI: Grafiksel kullanici araylzu
Rit (R1, R2): Ritonavir

Ind (I1, I2): Indinavir

Nelf (N1, N2): Nelfinavir

Dar (D;, Dy): Darunavir

Saq (Si, S»): Saquinavir

Lop (L1, Ly): Lopinavir

Tipr (T, T): Tipranavir

Ala: Alanin

Arg: Arginin

Asn: Asparagin

Asp: Aspartik asit

Xii
Cys: Sistein
Glu: Glutamik asit
GlIn: Glutamin
Gly: Glisin
His: Histidin
lle: izolésin
Leu: Ldsin
Lys: Lizin
Met: Metionin
Phe: Fenilalanin
Pro: Prolin
Ser: Serin
Thr: Treonin
Trp: Triptofan
Tyr: tirozin

Val: Valin



1. GIRIS

HIV proteaz enzimi, HIV virGsinlin yayillmasinda en etkili faktérlerden biri oldugundan
AIDS hastaligi tedavisinde O6nemli bir unsurdur. Bu enzimin HIV virls
replikasyonundaki kilit rolinin yani sira literaturde gunimuze kadar bu konuda
yapilmis birgok enzimatik ve kinetik calismanin mevcut olmasi, ayrica enzimin
¢ozulmus X-Ray yapisinin ¢oklugu ve nedeniyle yapi temelli ilag tasariminda onemli

bir hedef molekul haline getirmigtir.

Gunumuzde HIV proteaz inhibisyonunda kullanilan ilaglarin, diger tim AIDS tedavi
yontemleri gibi birgcok yan etkisi bulunmaktadir. Ayrica virUsun vlcut icerisinde
mevcut ilaglara kargi gelistirdigi direng bu ilaglarin ¢ogunlukla etkisiz kalmasina
neden olmaktadir. Kullanilan HIV proteaz inhibitorlerinin hepsinin peptid yapisinda
olmasi da ayrica bilesiklerin sentezini zorlu kilmaktadir. Bu noktada HIV virlsunun
inhibisyonunda yeni ve viruste gelisen mutasyonlara kargi etkili inhibitor adaylarina
ihtiya¢ duyulmaktadir. HIV proteaz enziminin virisin yasam dongusunde bilinen en
etkili hedeflerden biri olmasi da bizi bu ihtiyaca yonelik ¢éziumin bu enzimden
gectigine yoneltmistir. AIDS tedavisinde kullanilan HIV proteaz inhibitorleri enzimin
aktif bolgesi ile etkilesim gdsterir. Dolayisiyla virlste ilaglara karsi olusan direnc de
enzimin ilaglarla etkilesimi icin gerekli aktif bodlgenin inaktivasyonunu igerir. Bu
sebeple gelistiriimesi amaclanan yeni inhibitérlerin enzimi aktif bdlge disinda bir
bdlgeden inhibe etmesi gerekmektedir. Son yillarda arastirmalar enzimin “kanat
bdlgesi” kismina yonelmistir. Beta laktam bilesiklerinin antibakteriyel, antifungal gibi
birgok 6zelliklerinin yani sira anti-HIV etkisi oldugu rapor edilmistir. Bu inhibitdrlerin
enzimle kanat bolgesi adi verilen farkh bir bolgeden etkileserek enzimi inhibe ettikleri
bilinmektedir. Bu sebeple calismamiz, hem sentezledigimiz hem de literatlirde
bulunan ve HIV proteaz inhibitori olarak kullanilan, yeni ve etkin beta laktam

bilesiklerinin tasarimini amaglamaktadir.

Enzimatik calismalarin yani sira, guniumuzde ilag tasarimi, hesaplamaya dayali
yontemlere ydnelmektedir. Bu yontemlerin basinda ise enzim-inhibitor yapilarinin
molekller modellemesi ve doking ¢alismalari gelmektedir. Bu ¢alisma bir molekilin

proteine baglanarak kararli bir kompleks olusturmasi sirasinda tercih edilen



yonlenmeyi tahmin etmede kullanilan doking metodu ile yeni HIV proteaz

inhibitorlerinin tasarimini icermektedir.

Bu tez calismasi 3 asamadan olusmaktadir. ilk asamada doking metodu validasyonu
yapilarak HIV proteaz yapilari icin uygun doking programi ve uygun kristal yapi
secilmistir. ikinci asamada ise beta laktam inhibitdrlerinin doking calismasi icin
kullanilan programin deneysel verilere uygun sonuglar verip vermedigi test edilmis,
uclincu asamada ise yeni beta laktam inhibitorlerinin tasarimi icin gorsel ligand
taramasi gergeklestiriimistir. Gorsel ligand taramasi veri setine sentezledigimiz beta

laktam yapilari da eklenerek veri seti genisletilmistir.

Tezin birinci asamasinda, HIV proteaz yapilarinin bilinen HIV proteaz inhibitorleriyle
elde edilmis X-Ray kristalografik yapilarindan yola ¢ikilarak, AutoDock, AD Vina ve
FlexX doking programlari ile bir metod validasyonu islemi gergeklestiriimistir. Bu
islemin amaci HIV proteaz yapisi i¢in rapor edilmis yuzlerce X-Ray yapisi arasindan
en iyi yaplyl segmek, ayni zamanda mevcut doking yontemleri i¢erisinden bu enzim

yapisl i¢in en uygun olanini tayin etmektir.

ikinci asamada, literatiirde deneysel sonuglari bilinen ve sentezlenmis beta laktam
bilesikleri icin, enzimin kanat bodlgesine doking hesaplamalari yapilarak deneysel

sonuglarla uyumunun incelenmigtir.

Metod validasyonu arkasindan, belirlenen beta laktam inhibitorleri igin gorsel ligand
taramasi adi verilen bir yontem ile umut verici HIV proteaz inhibitorlerin belirlenmesi
amagclanmistir. Gorsel ligand taramasinda kullanilan beta laktam veri setine deneysel
olarak sentezlenen beta laktam molekulleri de ilave edilerek veri tabani biraz daha
genigletiimis ve gorsel tarama sonucunda etkili olabilecek inhibitor adaylari ve bu

adaylarda bulunan bazi ortak fonksiyonel gruplar belirlenmigtir.

Bu calismanin amaci, HIV virisunun direncini azaltacak veya yok edecek HIV PR
enziminin aktif bolge disinda alternatif bir bolgesini hedefleyen etkili ilag aday
molekullerinin tasarlanmasidir. Arastirma sonucunda elde edilen bulgular hem yeni
doking programlarinin yazilimi ve gelistirimesine, hem de yeni bilesiklerin sentezine

katkida bulunacaktir.



2. GENEL BILGILER

2.1. Protein

Proteinler, duz bir zincir halinde duzenlenmis ve kuresel formda katlanmis amino
asitlerden olusan organik bilesiklerdir. Protein zincirindeki amino asitler karboksilik

asit ve amin gruplari arasinda yapilan peptid baglariyla birbirlerine baglanirlar.

Proteinler ilk olarak Hollandali kimyager Gerhardus Johannes Mulder tarafindan
1838 yilinda

isimlendirilmistir. Dogada 20 ¢esit amino asit bulunur ve tum proteinler bu 20 amino

tanimlanip isvecli kimyager Jéns Jakob Berzelius tarafindan

asitin farkli dizilimlerinden tiremektedir. Dodada bulunan amino asitlerin birgogu L-

formundadir. Dogada bulunan 20 amino asidin yapilari ve Ozellikleri Tablo 2.1°de

verilmistir.
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Tablo 2.1: Dogal amino asitlerin gosterimi ve kimyasal ozellikleri

Protein icerisindeki amino asitler birbirilerine peptid baglari ile baglanir. Peptid bagi,
bir amino asidin karboksil grubuyla digerinin amin grubu arasinda gergeklesir. Sekil
2.1 peptid bagr olusum reaksiyonunu gostermekte, Sekil 2.2 ise bir polipeptid

zincirinde peptid zinciri omurgasi ve yan zincirleri tanitmaktadir.

H H

H O R
S Ny
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Sekil 2.1: Peptid bagi olusumu reaksiyonu
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Sekil 2.2: Polipeptid zinciri omurgasi ve yan zincirler

Proteinleri yapisal ve iglevsel olarak birbirlerinden farkli kilan, amino asit dizilimleri ve
konformasyonlarinin farkhligidir. Cogu protein benzersiz 3 boyutlu yapilarina katlanir.
Proteinin kendiliginden katlandidi yapisi dogal (native) konformasyonu olarak bilinir
(Deechongit vd., 2004). Biyokimyacilar cogu zaman protein yapisinin 4 boéliumde

inceler:



e Brincil yapi: Aminoasit duz zincirine verilen addir. Proteinin 3 boyutlu yapisi
veya fonksiyonu hakkinda bilgi vermez.

e Ikinci yapi: Hidrojen baglari ile kararli kiinmig diizenli olarak yinelenen lokal
yapilardan meydana gelir. En yaygin ornekleri alfa sarmali, beta katmani ve
kivrimlardir. ikincil yapilar lokal oldudu icin, ayni proteinin iginde farkl ikinci
yapilara sahip pek ¢ok bdlge bulunabilir. Alfa sarmali ve beta katmani yapilari
Sekil 2.3 ve Sekil 2.4’'te gorulmektedir.

e Uclinciil yapi: Tek bir proteinin tamaminin seklidir. ikincil yapilarin birbirleriyle
olan uzaysal iligkisini igerir. Proteinin Uguncul yapisi genelde lokal olmayan
etkilesimler tarafindan stabilize edilir. Bunlar hidrofobik c¢ekirdekler, tuz
képruleri, hidrojen baglari ve translasyon sonrasi modifikasyonlardir. Ugtincul
yap! terimi genellikle es anlamli olarak katlanma terimi yerine kullanihr.
Uglinciil yapi proteinin temel fonksiyonunu kontrol eder. Bir proteinin tgincuil
yapisinin gosterimi Sekil 2.5’te verilmigtir.

e Dorduncul yapri:  Proteinlerin genellikle protein alt birimleri adi verilen,
polipeptid zincirleri tarafindan olusturulan ve tek bir protein kompleksi halinde

fonksiyon gosteren yapilarina verilen addir.

'
U

E Peptid baglari

Alfa sarmali \ arasindaki
omurgasi Hidrojen baglan

Yan zincirlerin
pozisyonlari

Sekil 2.3: Alfa sarmali yapisi. Hidrojen baglanmalari ve yan zincirlerin pozisyonlari

gosterilmigtir. (Graham L. Patrick, 2005)
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Sekil 2.4: Beta katmani yapisi (Graham L. Patrick, 2005)

Sekil 2.5: Bir proteinin Gguncul yapisinin gosterimi (Graham L. Patrick, 2005)

Biyolojik 6neme sahip olan ve en 6nemli ilag hedefleri olan proteinler, enzim ve
reseptorlerdir. Bunlardan enzimler vucudun katalizorleri, reseptorler ise vicudun

iletisimden sorumlu yapilari olarak tanimlanabilir.

Enzimler vucuttaki kimyasal reaksiyonlari hizlandiran biyokatalizorlerdir. Diger tum

katalizorler gibi enzimler de aktivasyon enerjisini dusurerek dahil olduklari reaksiyonu



hizlandirirlar. Enzim tarafindan Grdne donustlrtilen molekuller substrat olarak
adlandiriir. Enzim aktivitesi bagka moekduller tarafindan degistirilebilir. Bir enzimin
aktivitesini dusuren molekullere inhbitor, enzim aktivitesini artiran moekullere ise

aktivator adi verilir.

Reseptorler, vicutta hlcre membraninda veya hucre igerisinde sitoplazmada
bulunan, hucreler arasi iletisimi saglayan bir veya daha fazla sinyal molekulinun
baglanabildigi yapilardir. Reseptore baglanan molekullere ligand adi verilir. Bu ligand
molekuller bir peptid veya norotransmitor veya hormon gibi daha kisa molekuller
olabilir. Reseptore baglanarak hucrenin cevabini tetikleyen molekullere agonist,
agonistin olusturacaglr bu cevabi engelleyen ligandlara ise antagonist adi verilir.
Antagonist yapilarin reseptore baglanmasi bir biyolojik cevap meydana getirmemekle
birlikte agonist molekulin olusturdugu cevabi engeller. Agonistler reseptore
baglanarak belli bir hlicresel cevabi tetiklerken antagonistler reseptort bloke ederek
hlcresel cevabi durdururlar. Antagonist molekuller reseptérin baglanma bdlgesiyle

etkileserek agonist molekullerin baglanmasini engeller.

Proteinler esnek molekullerdir. Yapilarinin yukarida deginilen seviyelerine ek olarak,
proteinler gorevlerini yaparken c¢esitli yapilari arasinda gegis yapabilir. Bu fonksiyonel
duzenlemeler kapsaminda, proteinin dguncul veya dorduncul vyapilarina
“konformasyonlari” denir ve bu konformasyonlar arasindaki gegislere
konformasyonel degisim adi verilir. Bu tur degisiklikler bir substrat molekulin bir
enzimin aktif bolgesine baglanmasiyla induklenir. Sekil 2.6, bir enzimin indiklenmis

uyum modunu gostermektedir.

Substrat

Substrat

,indijklenmig\
uyum

Sekil 2.6: Enzim ile substrat arasindaki indiklenmis uyum modeli



2.2. Enzim-Ligand Etkilesimi
Ligandlar, biyolojik bir amag icin bir biyomolekulle kompleks olustururlar. Baska bir
deyisle ligandlar hedef proteinin bir bdlgesine baglanarak biyolojik bir sinyali

tetiklerler.

Enzim ile ligand arasindaki baglanma intermolekuler kuvvetler ile gergeklesir. Bu
etkilesimler gucluden zayifa dogru kovalent, iyonik veya elektrostatik, hidrojen bagi,
Van der Waals ve hidrofobik etkilesimler olarak siralanabilir. Ligand ile hedef molekail
arasinda, tersinmez olarak gerceklesen kovalent bag ender olarak gorulur. Tersinir
olan etkilesimler ise daha sik gozlenmektedir. Bu etkilegimlerin simgesel bir gosterimi

Sekil 2.7'de verimistir.

.} Baglanan gruplar

} Molekdiller arasi etkilesimler

./—

Sekil 2.7: Protein-ligand etkilesiminin simgesel gosterimi

Ligand molekulin enzime baglanmasi hedef enzimin kimyasal konformasyonu olan 3
boyutlu yapisini degistirir. Ligand ile enzim arasinda gerceklesen baglanmanin

kuvvetine affinite adi verilir.

Biyokimyasal enzimler ve reseptdrler bir ligandin baglanmasiyla aktiflesebilen buyuk
protein molekulleridir (Kenakin, 2006). Ligand ile enzim arasindaki baglanma, enzim
Uzerinde baglanma bodlgesi adi verilen bolgelerde kovalent olmayan bir etkilesimle
sonuglanir. Bir reseptor farkli ligand molekulleri i¢in birden fazla baglanma baglanma

bolgesi icerebilir.
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flaglarin ¢ogu enzim inhibitérii olarak davranirlar. Diger bir deyisle ilag molekdilleri,

Ozel bir reasiyonu katalizleyen enzimleri durdururlar.

2.2.1. Tersinir inhibitérler

Tersinir inhibitdrler enzimlere Hidrojen bagi, hidrofobik etkilesimler ve iyonik baglar

gibi non kovalent etkilesimlerle baglanirlar. Bu tur inhibisyonda inhibitor ve etkilestigi

aktif bolge arasinda birgok zayif bag olusur ve bu baglar bir arada guglu ve spesifik

bir baglanma meydana getirir. Tersinir inhibitorler enzime baglandiklarinda genellikle

kimyasal reaksiyona girmezler ve bu nedenle de kolayca uzaklastirilabilirler. Genel

olarak 3 farkl tersinir enzim inhibitoriinden bahsedilebilir.

Rekabetgi (Competitive) inhibitdrler: Bu tip inhibitdrlerin gerceklestirdigi
inhibisyonda substrat ve inhibitér enzime ayni anda baglanamaz. Bu durum
inhibitdérin enzimin, substratin da baglandigi aktif bodlgesine olan yuksek
afinitesinden kaynaklanir. Rekabetci inhibisyonda substrat ve inhibitor
molekiller enzimin aktif bdlgesine baglanmak icin yarisirlar. Rekabetgi
inhibitorler genelde gergek substrata benzer kimyasal yapida olurlar. Bu
sekilde enzimin aktif bdlgesi tarafindan kolayca taninirlar. Kan basincini
kontrol eden dilretik ilaclar, bazi antidepresanlar ve kolesterol olusumunu
azaltan statin ilaclari rekabetgi inhibitorlerdir.

Rekabet etmeyen (Uncompetitive) inhibitérler: Bu tip inhibisyonda inhibitor,
enzim-substrat kompleksine baglanarak enzimin aktivitesini engeller. Cok
yaygin olarak gorulmez. HIV proteaz enzimi igin yeni bir inhibitér adayi olan
beta laktam yapilari bu enzim icin rekabet etmeyen inhibitorlere bir drnektir.
Rekabet gerektirmeyen (Noncompetitive) inhibitérler: Bu tip inhibisyonda
inhibitorun  baglanmasi enzimin aktivitesini dusurlr, ancak substratin
baglanmasini engellemez. Inhibitér enzimin allosterik bdlgesine (aktif
bdlgeden farkli bir bélge) baglanarak dogal ligand olan substratin enzimin aktif
bolgesine baglanmasini etkilemeksizin, enzim katalizlenmis reaksiyonu

durdurur.
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2.2.2. Tersinmez inhibitérler

Tersinmez inhibitorler enzime kimyasal olarak baglanarak enzimi modifiye ederler ve
bu nedenle inhibisyonlari geri donussuzdiur. Bu tip inhibitorler genelde elektorfilik
fonksiyonel gruplar icerirler ve bu fonksiyonel gruplar amino asitlerin nukleofilik grup

iceren yan zincirleriyle reaksiyona girerek kovalent bag olustururar.

Tersinmez inhibisyon tersinmez enzim inaktivasyonundan farklidir. Tersinmez
inhibitorler genelde bir enzim sinifi igin spesifiktir ve tim proteinleri inaktive etmezler.
Bu inhibitérler protein yapisini yok etme fonksiyonu gdstermezler, sadece hedef

molekllun aktif bdlgesinde degisiklige neden olurlar.

Tersinmez inhibitorler enzim yapisina geri donusstuz olarak baglandiklarindan
cogunlukla toksiktirler. Sinir gazlari tersinmez inhibitorlerdir ve oldukga toksiktirler.
Buna benzer olarak penisilinler, bakterinin hiicre duvari sentezinde gorev alan enzimi
tersinmez olarak inhibe ederler ve bakteriler igin toksiktirler. Toksik olmayan
tersinmez inhibitorlere 6rnek olarak antillser ilaci olarak kullanilan proton pompasi

inhibitorleri ve bir anti obezite ilaci olan Orsilat gdsterilebilir.

2.2.3. Gegis hali inhibitorleri

Enzim inhibitorlerinin tasariminda siklikla kullanilan bir yontem enzim ile substratin
etkilesimi esnasinda olugsan gegis hali kompleksi veya ara urunu taklit edilmesi
yontemi kullanilir. Diger tum katalizorler gibi enzimler, reaksiyonun yuksek enerijili
gecis halini stabilize ederek aktivasyon enerjisini dugurir. Gegis hali inhibitorleri de
yuksek afiniteli (daha dusik K; degerli) ara urunleri taklit etmekte ancak kimyasal
reaksiyona girmemektedir. Bu nedenle enzime substratindan daha gugclu bir sekilde
baglanir ve enzim substratlarini inhibe ederler. Bu tur substrat taklitcisi inhibitorlere iyi
bir ornek HIV proteaz inhibitorudur. HIV proteaz inhibtorlerinden Ritonavir, 3 adet
peptid bagi iceren bir peptid yapisi temel alinarak tasarlanmigtir. Bu ilag enzimin
substrati olan protein molekiliine yapica benzediginden enzimin aktif bolgesine
baglanmada bu proteinle yarigir.



12

2.3. AIDS ve HIV Proteaz

AIDS (Edinilmis Bagigikhk Eksikligi Sendromu), 20 yuzyilda 6nceden bilinmeyen bir
patojen tarafindan meydana gelen buyuk bir bulagici hastaliktir. Bu hastalik insan
bagisiklik yetmezligi virisu-tip 1(HIV-1) adi verilen bir virGsun vicuda girmesinden
kaynaklanir. HIV-1 virusu, RNA genomu tasiyan kapsulli virislerden olusan
retroviris ailesinin bir Gyesidir. 1980’lerde gorulen salginin baglangicinda AIDS igin
etkili olabilecek herhangi bir ilag bilinmemekteydi ve salginin tim dunyadaki genel
etkilerinden dolayl boyle bir ilaca talep ¢ok buyuktli (Wlodaver vd., 1998). AIDS
salgininin baslangicindan itibaren HIV-1 virlsinl hedefleyen bir antiviral terapi
gelistirmeye yonelik onemli ¢cabalar sarf edilmistir. HIV virisinin tanimlanmasi ve
farkli elemanlarinin yasam déngusu Uzerine etkisi hakkinda hizla artan bilgi birikimi
dinyanin her yerinden aragtirmacilarin ilgisini gekmis ve HIV yasam dongusunun
farkli adimlarini hedefleyen inhibitérler tasarlanmaya baslanmistir. Bu hedeflerden bir
tanesi de HIV Proteaz'dir. HIV Proteaz, virisun olgunlagsmasinda etkili olan temel bir
enzimidir. Bu enzimin yapi ve fonksiyonunu aydinlatiimasi ise etkili inhibitorlerin

sentezinde onemli rol oynamistir.

HIV virusu, genetik bilgisini RNA formunda tasiyan ve retroviris adi verilen bir virls
sinifina Uyedir. HIV virlslu vicutta yuzeyinde CD4 antijeni bulunduran T hdcrelerini
etkiler. Virlsin bulasmasi viral ve hicresel membranlarin flizyonunu gerektirir. Bu
islem viral zarf glikoproteinleri olan gp120 ile gp 41, ve hedef hlcre tzerinde bulunan
CCR5 veya CXCR4 gibi CD4 reseptorleri tarafindan gergeklestirilir. Virls hucreye
girdikten sonra RNA’sI viral bir enzim olan Revers Transkriptaz ile ters-replikasyona
ugrar ve DNA transkripsiyonu bu sekilde gerceklesir. Viral DNA hucre c¢ekirdegine
girer ve viral integraz enzimi ile genetik bilgisini hiicreye aktarir. Host hiicrenin
aktivasyonu viral DNA’nin mesajci RNA’ya transkripsiyonunu saglar ve translasyon
sonrasinda viral proteinler elde edilir. HIV Proteaz bu basamakta viral poliprotein
onculerini uygun bolgelerden keserek olgun proteinlerin olugsmasini saglar. Viral RNA
ve viral proteinler hicre yuzeyinde toplanarak yeni virionlari olusturur ve sonrasinda
bu virionlar tomurcuklanarak hucreden ayrilir ve baska hucreleri etkilerler. Host
hidcrenin genetik sisteminde meydana gelen buylk kapsamli hiicre hasari enfekte
hdcrelerin  dlumuyle sonuglanir. HIV virGsinin yasam dongusu Sekil 2.8'de

gorulmektedir.
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Sekil 2.8: HIV yasam dongusUu diagrami

Ozel tedavi yontemleriyle HIV yasam dénglsini kirmak mimkin olsa da, viris
vucuda girdikten sonra infeksiyonu vuacutta hizla yayllir ve immudn sistemin
zayiflamasina ve c¢okmesine sebep olur. HIV yasam déngusinde mudahale
edilebilecek ve replikasyonunu durdurabilecek birgok basamak vardir ve bu amacla
kullanilan ticari ilaglarin bir kismi virisun proteaz enzimini inhibe etmek igin
tasarlanmigtir. HIV’nin yasam dongusunde kritik bir nokta olan polipeptid dnculerinin
olgun enzimleri ve yapisal proteinleri olusturmak Uzere uygun bolgelerden kesilmesi
islemi virGsun proteaz enzimi tarafindan katalizlenir. Katalitik olarak inaktif proteaz
iceren viral pargaciklarin olgunagsma asamasina giremedigi gosterilmistir (Kohl vd.,
1988). HIV yasam dongusundeki onemi bu enzimi HIV enfeksiyonu terapisinde

onemli bir hedef haline getirmektedir (Kramer vd., 1991).

2.3.1. HIV-Proteaz yapisal ve fonksiyonel 6zellikleri

HIV proteaz’in kristal yapisi ilk olarak 1989 yilinda elde edilmistir (Navia vd., 1989).
HIV proteaz 99 aminoasitlik bir homodimerdir. Aspartil proteaz familyasina Gye olan
bu enzimin homodimer yapisinin tam ortasinda serbest formda C, simetrisi gdsteren

bir aktif bolgesi bulunur. Bu enzimin kristal yapisina bir 6rnek Sekil 2.9'da verilmigtir.
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Sekil 2.9: HIV proteaz’in Tipranavir ilaci ile kompleks yapisi (pdb kodu: 204p). Enzim

molekull kurdele diagrami ile gosterilmigtir.

HIV proteaz yapisi her bir monomerde kanat adi verilen bir beta katmani igerir. Bu
kisim glisin amino asiti igerigince zengindir. Kanat kismi substrat baglanma
bolgelerini birbirine baglar ve substrat baglanmasinda onemli rol oynar. Enzimin islevi
bakimindan baslica 6nemli amino asitler olan Asp25 ve Asp25’ bu oyugun (cavity)

altinda dip kisminda yer alir.

Enzimin aktif bdlgesi monomerlerin ortasinda bulunan C, simetrik bir bolgedir.
Dimerik aktif bolge Uglusu olarak adlandirilan ve Asp, Thr ve Gly amino asitlerinden
olusan grup amino asit dizilim sirasinda 25, 26, ve 27. siralardadir. Bu Uglu igerisinde
Asp24 ve Asp25’ (her bir monomerden birer tane) dogrudan substratla etkilesir.
Thr26, Thr26’ amino asitlerinin aktif bélgenin konformasyonunu stabilize ettigi, Gly27
veGly27’ amino asitlerinin ise substrati Asp25 ve Asp25 amino asitlerinin karbonil
grubunun baglanmasini saglayabilecek sekilde yerlesmesini sagladigi 6ne

surulmustur (Mager, 2001).
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Sekil 2.10: Peptid substrati Gzerinde Proteaz baglanma bdlgeleri. Kesilebilir amit bagi
kalin olarak gosterilmistir. Sekil tGzerindeki P ile gdsterilen bdlgeler amino asitin yan
zincirini, S ile gosterilen bolgeler ise proteaz baglanma bdlgelerini temsil eder.
Baglanma bolgeleri olan S1, S1’, S2, S2° ve S3 hidrofobik 0zellik gosteren

bolgelerdir.

Proteazlar bircok biyolojik proseste temel rol oynarlar. Peptid baglarininin hidrolizini
yuksek secicilikte katalizlerler. Bu enzimlerin kataliz mekanizmasi iki c¢esittir;
bunlardan ilki substratin kesilebilir amit baginin karbonil grubuna saldirmak igin
aktiflesmis bir su molekull igerir. Su molekulinin aktivasyonu bir Cinko molekultyle
veya aktif bolgedeki Asp amino asitlerinin -karboksi grubuyla gerceklesir. Su
molekulint  aktiflestirmek igin  Cinko  molekulld  kullanan yapilar  Cinko
metalloproteinaz olarak anilirken aspartil gruplarindan faydalananlar aspartat
proteazlar olarak gecer. Mekanizmalardan ikincisinde ise amino asidin yan
zincirinden bir nikleofilik atom amit hidrolizini baslatmada goérev alir. Aktiflesms
nukleofil karbonil grubuna saldirarak bir ester veya tiyoester agil ara ariinu olusturur.

Bu olayla acillenen enzim su molekuluyle hidroliz edilir.

2.3.2. HIV proteaz inhibitorleri

HIV yasam ddngusu virlsun hicreye girmesinden itibaren yeni viral parcaciklarin
konak hucreyi terk etmesine kadar yaklasik 1.5 gun surer (Ho vd., 1996). HIV virlsU
ters transkripsiyon (reverse transcription) yaparken meydana gelen hatalar
duzeltebilecek enzimlere sahip degildir. Kisa yagsam dongusu ve yuksek hata orani
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virisun hizlica mutasyona ugramasina sebep olur. Bu durum HIV icin yuksek genetik

cesitlilikle sonuglanir.

Antiretroviral ilaglar HIV gibi retrovirUslerin tedavisinde kullanilan ilaglara verilen
genel isimdir. Bu cgesitteki ilaglardan birkag tanesinin ayni anda kullaniimasi
antiretroviral terapi, veya yuksek etkili antiretroviral terapi (YEART) olarak anilir. HIV
virasu igin mutasyon oraninin yuksek olmasi virisun kullanilan ilaglara kargi direncni
oldukca artirdigi icin tek virUsle savasirken tek bir ilacin kullailmasi yerine birden
fazla ilacin kullaniimasi tercih edilir. Ayni anda kullanilan bu ilaglar virisin yasam
dongusunde farkli adimlara yonelik olabilecekken ayni asama icin birden fazla ilag da

kombinasyonda yer alabilir.

HIV proteaz inhibisyonu igin geligtirilen ilk ilaglar enzimle substratin gegis hali
kompleksini taklit eden peptid turevleridir (peptidomimetikler). Bu alanda 1995 yilinda
FDA tarafindan onay alan ilk ilag Saquinavirdir (Hoffmann-La Roche) (PR
Newswire). Bu ilag HIV proteaz igin oldukga potent bir inhibitérdur (K; = 0.12 nM).

Abbot Drug firmasi tarafindan uretilen Ritonavir (Lea, Faulds, 1996) isimli etkin HIV
proteaz inhibitort (Ki=0.01 nM), simetrik bir enzim olan HIV proteaz i¢in tasarlanmis
asimetrik bir bilegiktir. Bilinen en kompleks inhibitdrlerden biri olan Ritonavir antiviral
aktivite gdstermekle birlikte son zamanlarla bu amagla ¢ok fazla kullaniimamaktadir.
1996 yilinda FDA onayi alan bu ilag guinumuzde daha ¢ok YEART de diger proteaz
inhibitorlerine yardimci olarak, proteaz inhibitorlerini metabolize eden enzimlere
yonelik kullaniimaktadir. Bu oOzelliginden dolayi ritonavir YEART'de, yine ayni
laboratuvar tarafindan dretilen, 2000 yilinda FDA onayi almis bir HIV proteaz
inhibitoru olan Lopinavir (Miriam vd., 2000) ile birlikte kullanilir. Lopinavir bilesiginin
tek basina alindiginda goézlenen dusuk biyoyararlanimin disuk dozda Ritonavir
kombinasyonuyla artmasi bu iki bilesigin ko-formulasyon halinde pazarlanmasina

neden olmusgtur.
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Saquinavir

Ritonavir

Tipranavir

Indinavir

Atazanavir

Sekil 2.11: HIV proteaz inhibitorlerinin kimyasal yapilari. Her ilag molekulinUun igcerdigi

benzer gruplar daire igerisinde gosterilmigtir. Bu benzer gruplar genelde yapida

bulunan amid (kirmizi) ve sulfonamid (sari) baglarina ait gruplardir.

Indinavir, Merck firmasi tarafindan 1996 yilinda FDA onayi almis etkin (Ki=0.56 nM)
bir HIV proteaz inhibitéridur (The 14th Annual HIV Drug Guide, sayfa 37). Bu ilag,
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enzim-substrat gecis hali kompleksinin taklit eden (gecis kompleksi analogu) bir
inhibitordur. Katalitik olarak aktif Asp amino asitlerinin karboksil grubuyla Hidrojen
bagi yapan hidroksil grubu bir¢ok aspartik proteaz inhibitorinde bulunan ortak bir
noktadir. Dipeptid taklitgisi (mimetik) olarak hidroksietilen (vinilk alkol) isosterlerinin
(ayn1 sayida atom ve degerlik elektronu igeren yapilarin) yapiya eklenmesi yluksek
secicilikte ve etkin HIV proteaz inhibitorlerinin gelistiriimesini saglamistir. Indinavir, C
ucunda bir benzosikloalkil amin i¢ceren, hidroksietilen bazli bir inhibitordur. Oldukga
etkin olmasina ragmen molekulin suda ¢ozunurligunun az olmasi uygun
farmakokinetik profil goéstermesini engellemektedir. Bu sebeple son zamanlarda
Atazanavir gibi daha yeni ilaglar YEART de Indinavir'in yerini almaktadir (The 14th
Annual HIV Drug Guide, sayfa 43). Atazanavir, yapi olarak Ritonavir'e dnculik eden
on bilesiklere benzeyen, 2003’te ilk glinde tek doz olarak FDA onayi almis olan HIV

proteaz inhibitorudur.

Aguron Pharmaceuticals tarafindan dretilen Nelfinavir (Zhang vd.,2001) ve Vertex
Pharmaceuticals tarafindan uretilien Amprenavir (Wlodaver, Vondrasek, 1998) ise
sirasiyla 1997 ve 1999’da FDA onayi almis HIV proteaz inhibitorleridir. Bu iki potenet
inhibitor (Ampreavir Ki= 0.6 nM, Nelfinavir Ki= 2 nM) de Saquinavire benzer yapida
hidroksietilamin isosteri icermektedir. Nelfinavir bugine kadar literaturde en az
anlatimis olan HIV proteaz inhibitdriidir. Inhibitériin = yapisinin = bir  kismi
(Hidroskietilamin isosteri) Saquinavir ile aynidir. Nelfinavir pediatrik AIDS tedavisinde
kullanilan  FDA onayh tek ilagtir.  Amprenavir, peptidomimetik 6zellik
gostermediginden diger FDA onayh inhibitdrlerden ayrilir. Non peptidik yapisindan

kaynaklanan dusuk molekul agirhgi inhibitortin biyoelverisliligi icin avantajdir.

Amprenavir gibi Tipranavir (Doyon vd.,2005) de non peptidik bir HIV proteaz
inhibitorudur. Boehringer-Ingelheim firmasi tarafinda dretilen ilag 2005 yilinda FDA
onayl almig olup, diger proteaz inhibitorlerine direng gosteren virusleri inhibe

edebilmektedir.

Darunavir (MacArthur, 2007), Tibotec tarafindan uretilen, 2006 yilinda FDA onayi
almis olan en guncel HIV proteaz inhibitéridir. Diger HIV proteaz inhibitorlerinin

ustesinden gelemedigi problemleri agsmak igin tasarlanmig olan ikinci nesil bir HIV
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proteaz inhibitéri olan Darunavir, enzim ile kuvvetli etkilesim gosterecek sekilde

tasarlanmistir.
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Sekil 2.12: Saquinavir ilaci Uzerinde proteaz baglanma bolgeleri. Katalitik merkez

tarafindan kesilen amit bagi yesille gésterilmistir.

2.3.3. HIV proteaz lizerine yapilmis doking ¢alismalari

HIV proteaz, doking metodu validasyonunda ve doking programlarinin belirli hedef
yapilar Uzerindeki performansinin degerlendiriimesinde literatlirde rastlanan
kaynaklarda sik¢a kullanilan bir yapidir. Tablo 2.2'de listelenen ¢aligmalar incelenen
programlarin dogru doking yapabilme basarisini dlgmektedir. Tablo 2.2’deki
calismalarin hepsi incelenen veri setlerinde HIV proteaz’'in yani sira birgok farkh

hedef molekul igermektedir.

HIV proteaz'in yapisi ve mekanizmasi Uzerine yapilan g¢alismalar bu enzime karsi
etkili inhibitorlerin gelistiriimesini saglamistir. Bununla birlikte aspartik proteazlarin
inhibitdrlerinin dizayni Gzerine de literatirde ¢okga kaynak bulunmasi (Greenle vd.,
1992, Meguid vd., 1993) arastirmacilari bu konu Uzerine ydneltmistir. Yapi temelli ilag
tasarimi alaninda doking bir molekulin digerine baglanmasi esnasinda tercih edilen
yonlenmeyi tahmin etmeye yarayan bir metoddur. Gelisen X-ray kristalografi

teknikleriyle 3 boyutlu yapisi bilinen protein yapilarinin sayisinin gunden gune



artmasi da bu metodun

getirmektedir.

kullanilmasini arastirmacilar icin daha tercih edilir

20

hale

Veri setinde bulunan

Secilen

Doking

. i Referans
protein sayisi karsilagtirma kriteri programlari
GLIDE
SP,GLIDE
68 (3) En iyi pozun X-ray XP,ICM,Surfle Cross
1hvr, 1qbr, 1gbu yapisina gére RMSD | x,PhDOCK,DO | vd., 2009
CK,FlexX
191 (28) Li
gandin orijinal
11%2@‘ 11%3;)?, 21%;,?( 11:2; 11:'1?,,5 konformasyondan AutoDock, X- Skolnick
1hvj, 1hvk, 1hvl, 1ohr, 1w5v,2bpv, RMSD Score,FlexX vd., 2008
1bpy, 2bqv, 7upj, lajv, 1lajx, 1c70,
1hih, 1dif, 1w5w, 1w5y, 1iiq, 1nh0
(25)
1gno, 1hbv, iLLwI(\alf 1heg, 1hih, AU-EE(?A?CK Jenwithe
1hps, 1hpv, 1hvi,1hvj, 1hvk, 1hvl, o I ; esuk vd.,
lhvr, 1hvs, 1hte, 1htf, 1htg, 1pro, Baglanma enerjisi algorlthm) 2003
1sbg, 1upj, 4phv, 4hvp, Shvp,
8hvp, 9hvp
R L e
1ajv,1ajx, 1dmp, 1g2k, 1g35, y y docking™ Huang ve
1hvhi 1hvr, 1Thwr, 1pro, 2upj, 7upj, Tek tek X-ray i bi 7
3phv, 1bvg (X-Ray) and 1bve dokinglerinin (Iyeql Ir ou,
(NMR) karsilagitiriimasi algoritma)
5(1)
y . Familia
12pa Baglanma enerjisi AutoDock 4.0 vd.. 2007
100 (25) 2 A limitte en iyi QXP>Glide=S | Rognan
pozun RMSD urflex>FlexX | vd., 2004
200 (9) 2 A limitte en yiksek | Glide>GOLD>I | elenber
1hpv, lohr, 1gbu siradaki pozun RMSD CM g2004.,

Tablo 2.2: Literaurde bulunan, HIV proteaz igeren karsilastirmali doking ve doking

validasyonu caligsmalari ?veri setinde bulunan HIV proteaz yapisi sayisi parantez

icinde verilmistir. "sequental docking: Her bir NMR konformerine ligandi sirayla

doking yapma yontemi
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2001 yihinda Akao vd. tarafinda gercgeklestirlen bir ¢calismada, sentezlenmis bir dizi
HIV proteaz inhibitorinin 3 boyutlu yapilari (Sybyl molekiler modelleme progrmi ile
cizilip optimize edilerek) elde edildikten sonra AutoDock programi ile HIV proteaz
yapisina doking yapilmis, ve elde edilen baglanma afinitesi dederleri deneysel olarak
elde edilen K; degerlerinden turetilen baglanma enerjisi degerleri ile korelasyonu
incelenmigtir. Duslk baglanma enerjisi gosteren yapinin kimyasal oOzelliklerinin
protein yapisinin aktif bolgesinin kimyasal yapisi ile uyumu incelenmistir. Ligandin
baglanma modunda aktif bolge amino asitleri ile yaptigi hidrojen baglari ve hidrofobik

etkilesimler tespit edilmigtir.

Samudrala vd. tarafindan 2005’te gergeklestirilen bir calismada ise HIV proteazin
ilaclara fenotipik dayanikhiligini incelemek icin 6 adet FDA onayli ilag ile HIV proteaz
doking calismasi gercgeklestiriimigtir. Bu calismada baglanma enerjilerini tahmin
etmek icin esnek ligand doking ile birlikte MD simulasyonu da yapilmistir
(MD+doking) . MD+Doking prosedurinde, AutoDock programi ile deneysel olarak
hesaplanan inhibitdér konsantrasyonu(fenotip) ile HIV proteaz gen mutasyonuna

dayanarak hesaplanan baglanma afiniteleri kargilastiriimistir.

Perryman vd. tarafindan 2006’da gerceklestirilen bir calismada ise Serbestlestiriimis
kompleks metodu (Relaxed Complex Scheme) adi verilen bir yontem kullaniimistir.
Bu yontemde 2 adet HIV proteaz X-ray yapisinin MD simulasyon ile elde edilen farkli
protein konformerlerine AutoDock ile bilinen veya potent inhibitor yapilarin doking’i
yapilmistir. Farkli MD konformerlerine doking ile protein yapisinin esnekligi

saglanmigtir.

2007 yilinda Chang vd. tarafindan gercgeklestirilen baska bir calismada 15 adet HIV
proteaz yapisina karsi NCI veri tabanindan elde edilen 11 adet HIV proteaz inhbitoru
igin AutoDock program ile doking yapilmigtir. Ligand veri seti icerisinde HIV proteaz
icin spesifik ve non-spesifik inhibitérler bulunmaktadir. Yapilan doking calismasi
sonucunda bu iki farkli grup igin baglanma enerjisi degerleri agisindan sabit bir fark
elde edilmis (7 kcal/mol) ve bu farkin HIV proteaz inhibitérlerinden olusan bir veri seti

turetmede kullanigh bir kriter olabilecegi 6ne surulmusgtur.
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2007 yilinda Vijjulatha vd. tarafindan yapilan bir galismada Siklik Gre molekullerinden
(5,6-dihidroksi-1,3-diazepan-2,4,7-trion) olusan bir HIV proteaz ligand setinin
hesaplama teknikleriyle dizayni yapilmis ve bu ligandlarin FlexX programiyla dokingi
ile elde edilen ligand konformasyonlari bilinen siklik tre inhibitorleriyle karsilastiriimis
ve bu yapilarin ADME ozellikleri hesaplanmigtir. Doking sonucunda yuksek skora
sahip olan ligandlarin hesaplanan ADME ozelliklerinin de uygun araliklarda

bulundugu gorulmuastar.

Papadopoulos vd. tarafindan 2008 yilinda gergeklestirilen gerceklestirilien baska bir
calismada ise, baglanma etkilesimlerini analiz etmek igin, bir seri [60] fulleren
anologu inhibitorler HIV proteaz yapisina doking yapilmistir. Bu ¢alismada inhibitore
bagli ve sebest formdaki HIV proteaz sistemlerinin MD simulasyonl sonrasinda elde

dilen yapilari FlexX programi ile doking i¢in girdi olarak kullaniimigtir.

2.3.4. HIV Proteaz inhibitorii olarak Beta-Laktam Molekiilleri

Beta laktam antibyotiklerinin antibakteriyel 6zelliginin yani sira antifungal, antiviral,
anti-HIV ve antikanser o6zellikler gdsterdidi cesitli calismalarda 6ne surtlmastur
(Sanyal vd., 1992, Doherty vd., 1986, Buynak vd., 1997, Kitchin vd., 1994, Hamilton-
Miller, 1994, Vrudhula vd., 1995). Bazi beta laktam bilegiklerinin viral serin
proteazlari ve HIV proteazi inhibe ettigi de bilinmektedir (Hamilton-Miller, 1999). Bu
tur bilesiklerin HIV proteaz Uzerindeki etkisi ayrintili olarak Sperka vd. tarafindan
incelenmigtir (Sperka vd., 2005). Bu galismada sentezlenen bir dizi beta laktam
bilesiginin HIV proteaz inhibisyon yuzdesi yuksek ¢ikti performansli tarama (high
throughput screening) ile incelenmis ve deneysel K; degerleri elde edilmistir. Ayrica
inhibitorlerin protein yapisiyla etkilesim mekanizmasini inceleyebilmek icin 100 ps
molekller dinamik simulasyon c¢alismasi gergeklestiriimis ve bu calisma ile
inhibitorlerin proteinin kanat (flap) bolgesiyle etkilestigi ve bu bdlgede bulunan Gly51
ve Phe53 amino asitleriyle Hidrojen bagi yaptigi one suralmustur. Ayrica yuksek
iyonik siddette inhibisyon tipinin degistigi ve bu kosulda inhibitérlerin proteinin aktif
bolgesine yoneldigi de 6ne surulmustar.
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2.4. Protein Veritabani

RCSB protein veri tabani (Research Collaboratory for Structural Bioinformatics
Prtoein Databank), dunya c¢apinda biyolojik makromolekillerin 3 boyutlu yapi
bilgilerini isleyen ve dagitan bir kaynaktir (Berman vd., 2000). Deneysel olarak elde
edilmis 3 boyutlu yapilarinin bulundugu bir arsiv olan ve haftada bir kez
guncellestirilen protein veritabaninda 20 Nisan 2010 itibariyle toplamda 64781 adet
yap! depolanmis haldedir. Bu vyapilardan bazilari X-Ray, bir kismi da NMR
yontemleriyle aydinlatiimistir.

Protein veritabaninda bulunan bir X-Ray yapisinin ¢ézunurligu (resolution) o yapi
icin ne kadar veri biriktirildiginin bir gostergesidir. A birimi ile ifade edilen X-Ray
¢ozunurlGgunuan sayi degerini duguk olmasi ¢ozunurluk yuksek ¢ozunurlik anlamina
gelmektedir (Lesk vd., 2001).
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Sekil 2.13: Protein veritabaninin web sayfasi gorinimu

Protein veritabaninda bulunan yapilar *.pdb dosya formatinda saklanir. Bu format
hemen hemen tium molekiler géruntileme ve modelleme programi tarafindan
taninmaktadir. Bir pdb dosyasi makromolkulin atomik koordinatlari, birincil ve ikincil
yap! bilgileri, kristalografik yapi faktorleri ve NMR yapisal bilgileri gibi veriler iceren bir
dosyadir. Protein veritabaninda bulunan yapilar, ilki rakam olmak Uzere, 4 karakterli

isimlerle simgelenir. Bu adlandirma yontemi PDB kodu olarak anilir.
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2.5. Molekiler Doking Yontemi

Doking proseduri hedeflenmig bir baglanma bdlgesinde ligand yapisinin
konformasyonunun ve yonlenmesinin tahminini icerir. Doking islemi bir ligand yapisi
icin hedef olarak secilen proteine baglanma modunun belirlenmesi olarak da
tanimlanabilir. Doking iglemi igin 3 boyutlu yapisi bililen ligand ve proteinlere ihtiyag
duyulur. Doking programi kisaca 3 boyutlu yapilardan yola ¢ikarak ligandi proteinin
hedeflenen bdlgesine yerlestirir ve bu yerlesim esnasinda meydana gelen eneriji

terimlerini siralar.

Doking c¢alismasinin genel olarak 2 hedefi vardir: dogru yapisal modelleme ve
aktivitenin dogru tahmini. Ancak biyolojik tanimadan sorumlu molekuler 6zeliklerin
belirlenmesi veya etkinligi artiran molekll modifikasyonlari gibi kompleks durumlar

anlagiimasi ve bilgisayar Uzerinde simule edilmesi zor konulardir.

Sekil 2.14: Molekller doking yonteminin sematik gdsterimi. Hedef molekul Molcad
yuzeyinde, gOsterilmis, aktif bdlgeye doking yapilan ligand molekulinin farkh

konformasyonlari farkl renklerde verilmigtir.

GUnumuzde doking calismalari igin birgok farkli program mevcuttur. Bu programlar
bir doking pozu belirlemede kullandiklari algoritma ve skorlama fonksiyonlarina gére
farklihklar goOsterir. Literatirde yer alan doking programlari ve bunlara atif sayilari
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sekil 2.15'de belirtiimigtir. Calisilan hedef protein yapisina veya ligand yapilarina gore

bir doking programi igin genel bir basaridan s6z etmek mumkuin degildir.

DIVALI
19

FlexX
FTE?CK FLOG 1% 2%

2%

Sekil 2.15: Doking yontemlerinin atif sayilarina gére dagilimi (Sousa vd., 2006)

Doking programlarinda ligand ve hedef protein yapilarinin esnekligi konusu
gerceklestirimesi zor ve onemli konulardir. Doking terminolojisinde esneklik, ele
alinan kimyasal yapinin tum konformasyonlarini igeren hesaplamalar yapmak
demektir. GUnimuzde kulanilan doking programlarinin birgodu ligand yapisini esnek
olarak degerlendirebilirken protein yapisi genelde esnemez olarak ele alinir. Bunun
nedeni protein gibi buyuk bir yapida tim konformasyonlarin teker teker incelenmesi
ve bu konformasyonlarin her biri igin doking hesaplamasi yapmak uzun zaman alici

bir islemdir.

2.5.1. Konformasyonel tarama algoritmalari

Bir doking prosesi ligand molekulin hedeflenen baglanma bdlgesine algoritmasi ile
pozlanmasiyla baslar. Burada poz, ligand molekulin aktif bdlgedeki tahmin edilen
konformasyonu ve ydnlenmesi olarak alinmistir. Kiiglk organik molekiller bile gok
sayida konformasyonel serbestlik derecesi igerebildiginden, pozlama bash basina zor
bir konudur. Baglanma bdlgesine en iyi uyacak olacak olan konformasyonun

belirlenebilmesi i¢in serbestlik derecelerinin belirlenmesi ve orneklenmesi yuksek
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dogrulukta yapiimalidir. Bu iglem ayni zamanda, binlerce bilesigin tahmininde
kullanilabilecek kadar da hizli olmalidir.

Doking programinin algoritmasi ligandi hedeflenen bolgeye yerlestirmek ve yapilarda
esnekligi goz dnunde bulundurarak hesaplamalar yapmaktir. Ligand yapinin esnekligi

doking algoritmalarinda Ug¢ temel kategoride gercgeklestirilir:

¢ Sistematik metodlar (artan yapi, konformasyonel tarama)
¢ Rastgele veya olasiliksal metodlar (Monte Carlo, genetik algoritmalar)

e Simulasyon yontemleri (molekuler dinamik, enerji minimizasyonu)

Sistematik tarama metodlar bir molekilde tim serbestlik derecelerini bulmaya
calisir. Bu metodda genel olarak ligand aktif bodlgeye artan yapida vyerlestirilir
(incremental construction). Artan yapida yerlestirme, dnceden fragmanlarina ayrilmis
bir ligandin fragmanlarinin hedef bodlgeye doking yapilmasi ve bu fragmanlarin
kovalent olarak baglanmasiyla gerceklestirilir. Sistematik tarama icin baska bir
yontem de dnceden hazirlanmis konformasyon veri tabanlarinin kullaniimasidir. Bu
yaklasimda, veri tabaninda bulunan konformasyonlar 6nceden hesaplandigi igin
doking prosedurd ligand yapinin esnemez bi sekilde hedef bdlgeye yerlestirmesine

indirgenmis olur. Bu yontem FlexX programi tarafinda kullnailmaktadir.

Rastgele tarama algortimalari ligand yapi konformasyonunda rastgele degsiklikler
yapar ve bu degisiklikler sonucunda elde elden yeni ligand konformasyonu 6nceden
tanimlanmig bir olasilik fonksiyonuyla degerendirilir (Kitchen vd., 2004). Siklikla
kullanilan iki rastgele method Monte Carlo tarama ve genetik algortimadir. Genetik

algoritma AutoDock programi tarafindan kullaniimaktadir.

Simiilasyon yontemleri icerisinde molekller dinamik en populer simulasyon
yaklagimidir. Ancak molekuler dinamik simulasyon metodu uygun bir simulasyon
periyodunda yuksek enerji bariyerini ¢ogunlukla gecemediginden ligandi enerji
yuzeyinin yalnizca lokal minimumlarina yerlestirebilir. Molekuler dinamik metodunun
aksine, enerji minimizasyonu sonucunda ancak lokal minimumlara ulagilabildiginden

bu metod genelde Monte Carlo ile birlikte kullanilir (Trosset vd., 1998).
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Protein esnekligi ligand esnekligine gére daha az gelistirimis olmakla birlikte, en
azindan proteinin bir kismini esnek olarak modellemede kullanilan gesitli yaklagimlar
vardir (Carlson vd., 2000). Bu yontemler de molekuler dinamik ve Monte Carlo
simulasyonlari ve rotamer veri tabanlarini kullanir. Amino asit yan zincirlerinin
rotamer veri tabanlarini kullanma teorisinin altinda yatan fikir proteini deneysel olarak
elde edilmis ve tercih edilen yan zincir konformasyonlarina gore modellemedir
(Leach,1994). Proteini esnek kabul etmede diger bir yaklasim da proteinin birden
fazla farklh konformasyonunun ayri ayri esnemez halde doking hedefi olarak
alinmasidir (Kitchen vd., 2004).

2.5.2. Skorlama ve siralama fonksiyonlari

Hedef yapi ve ligand arasindaki etkilesimleri tahmin etmede algoritmalar skorlama
fonksiyonlarindan faydalanir. Skorlama, bir ligand molekilin hem pozlanmasini hem
de siralanmasini igerir. Tek basina pozlama skor fonksiyonu ligandin hedef bdlgeye
uygunlugunun kaba bir Olgusuddr. Siralama skor fonksiyonu daha karmasiktir ve
baglanma enerjilerini tahmin etmeye calisir. ik gelistirilen skorlama fonksiyonlari
molekullerin baglanma modunu degerlendirirken yaklagik sekil ve elektrostatik
tamamlayicilari  icerir. Bu basit skorlama fonksiyonlari, &zellikle doking
simulasyonunun ilk basamaklarinda hala siklikla kullaniimaktadir. Daha kompleks
skorlama fonksiyonlari daha detayl elekstrostatik ve van der Waals etkilesimlerinin

yani sira solvasyon veya entropik terimleri de icerir (Klebe vd., 2002).

Temel olarak 3 farkli skorlama fonksiyonundan bahsedilebilir:
e Kuvvet alani temelli
e  Ampirik

e Bilgi temelli

Molekiiler mekanik kuvvet alanlarinda toplam enerjiyi ifade etmek igin, hedef
molekul-ligand etkilesimi ve ligand i¢ enerjisi gibi iki enerji kavrami kullanilir. Kuvvet
alani, sistemin enerjisin farkli molekller mekanik terimlerinin toplami seklinde ifade
eden bir matematiksel fonksiyondur. Ligand ve hedef yapi etkilesimleri genelde van
der Waals ve elektrostatik enerji terimlerini icerir. Van der Waals enerji terimi

Lennord Jones potansiyel fonksiyonuyla verilir. Kuvvet alani skor fonksiyonlari farkli
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kuvvet alani parametrelerine dayanir. Buna bir érnek olarak, AutoDock AMBER

kuvvet alanini kullanir (Morris vd., 1998).

Ampirik skorlama fonksiyonlari baglanma enerjisi gibi deneysel parametreleri
yeniden tlretmek igin tasarlanmigtir. Ampirik skorlama fonksiyonlari ilk olarak B6hm
tarafindan Oonerilmigtir (Bohm, 1994). Ampirik skorlama fonksiyonlarinin temeli
baglanma enerjilerinin  degerlendiriimesi igin bireysel duzeltimemis terimlerin
toplamindan yaklagsim yapilabilecedi fikrine dayanir. Bireysel terimler, deneysel
olarak belirlenmis baglanma enerjileri ile X-ray yapisal bilgilerinin regresyon
analizinden elde edilir. Bu metodun dezavantaji 6nceden belirlenmis molekuler veri
setine regresyon analizi yapilmis olmasi gerekliligidir. FlexX doking programi,

skorlama fonksiyonu olarak ampirik skorlamayi kullanir.

Bilgi temelli skorlama fonksiyonlari baglanma enerjisi yerine deneysel yapilari
yeniden turetir. Bilgi temelli skorlama fonksiyonlarinda protein-ligand kompleksleri
gorece daha basit olan atomik etkilesim potansiyelleri kullanilarak modellenir. Atom
tipi etkilesimler molekuller gevreye goére tanimlanir. Bu yuzden genel olarak, bilgi
temelli skorlama fonksiyonlari, ampirik metodlarla birlikte, modellemesi zor baglanma

etkilerini dolayli yoldan anlamaya c¢aligir

Molekul konformasyonlarinin skorlanmasinda karsilagilan zorluklarin yani sira,
baglanma konformasyonunu dogru tahmin etmede karsilasilan diger guclukler ise
hedef molekulun kristalografik ¢dzunurligunan dasukligu, hedef molekdlin
esnekligi, baglanma esnasinda olusan indiklenmis uyum veya diger konformasyonel

degisimler ve su molekullerinin protein-ligand etkilesimine katiimasidir.

Tahmin edilen doking pozlarinin dogru bir sekilde siralanmasi doking meselesinin en
onemli yonlerinden biridir. Baglanma konformasyonlari dodru tahmin edilmis olsa
bile, dogru pozlar yanlhs olanlardan ayrilamadigi ve “gergek” ligandlar
tanimlanamadigi sUrece hesaplama basarili kabul edilemez. Bu sebeple guvenilir

skorlama fonksiyonunun doking ¢alismasinda kullaniimasi temel 6nem tasir.
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2.5.3. Kullanilan doking programlari

2.5.3.1. FlexX

FlexX doking programi Rarey ve ekibi tarafindan 1996 yilinda gelistirilen bir
programdir (Klebe vd., 1996). 3 boyutlu yapisi bilinen bir protein ve kuglk ligand
molekllu i¢cin FlexX, protein-ligand kompleksinin geometrisini tahmin etmeye yarar.
Kullandigi artan yapili algoritma oldukga hizlidir. Skorlama fonksiyonu olarak Bohm
tarafindan gelistiriimis olan ampirik bir fonksiyon kullanir (Béhm vd., 1994). Bu
program igin grafiksel kullanici araylzinin bulunmasi doking hesaplamalari icin
parametrelerin hazirlanmasini kolay hale getirmistir. FlexX programini bir avantaji,
yapida bulunan su molekullerinin de esnek halde kabul edilebilmesine olanak
saglamasidir. Bu durum 6zellikle protein ligand etkilesiminde yer alan hedef bdlgede
bulunan su molekullerinin doking hesaplamasina katilabilmesine olanak saglamasi
acisindan onemlidir. FlexX programinin baska bir avantaji da, metal molekullerinin

koordinasyonunu tahmin etmeye olanak saglamasidir.

[ e e Ll e R L
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Sekil 2.16: FlexX Programinin grafiksel kullanici ara yuzu

2.5.3.2. AutoDock 4.0 ve AutoDockTools
AutoDock, 1998 yilinda Morris ve ekibi tarafindan geligtiriimistir (Morris vd., 1998).
Atom temelli bir doking metodu olan AutoDock, algoritma olarak genetik bir algortima
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kullanir. Genetik algoritmalar genel olarak molekulin yeni olusturulan bir
konformasyonu hakkindaki enerji ve geometri bilgilerini olusturulacak bir sonraki
konformasyona aktararak en uygun konformasyonlarin elde eder. AutDock ile doking
hesaplamalari, hedef yapi icin atoma 6zel affinite haritalarini olusturmaya yarayan bir
AutoGrid hesaplamasi gerektirir. AutoGrid ile hedef molekul 6ncelikle karelere
bolinmus 3 boyutlu bir sisteme (grid) yerlestirilir ve sonrasinda hedef molekuldeki
tum atom tipleri igin afinite haritalar olusturulur. AutoDock programi bundan sonra

hedef proteini bu harita bilgileriyle taniyacaktir.

AutoDock programi ligandin baglanma enerjisini hesaplamada yari deneysel bir
serbest enerji kuvvet alani kullanir. Bu kuvvet alani Ki degerleri bilinen ¢ok sayida
protein-inhibitér kompleksi ile parametrize edilmistir. Enerji degeri tahmini icin hedef
yapilarin atomik afinite potansiyellerinin bir 6n hesaplamasi AutoGrid programi ile
gerceklestirilir. Bu hesaplamada, protein yapisi karelere bdlinmus 3 boyutlu bir
sisteme (grid) yerlestirilir ve hedef moekuldeki her atom igin bir afinite grid degeri
hesaplanir.
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Sekil 2.17: AutoDockTools grafiksel kullanici ara yuzi

AutoDockTools, AutoDock icin gelistiriimis grafiksel kullanici  arayuzuddr.

AutoDockTools ile tum AutoDock hesaplamalari, grid kutusu, grid dosyalari ve doking
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parametre dosyalari ve tum ligand ve protein molekullerin hazirlanmasi gorsel olarak

gercgeklestirilebildiginden kullanici igin buyuk kolaylik saglar.

2.5.3.3. AD Vina

AD Vina, AutoDock ile ayni laboratuar tarafindan 2010 yilinda gelistirilmis bir doking
programidir (Trott vd., 2009). AD Vina’'nin algoritmasi bircok yerel ve global
optimizasyon yaklagsiminin bir kombinasyonudur. AD Vina, AutoDock’a gore iki kat
daha hizli doking yapabilmektedir. Ancak programin grafiksel kullanici ara yluzinin
bulunmamasi ve programin temel olarak Linux platformu icin tasarlanmis olmasi
doking prosedurunudn parametrizasyonunu karmasik hale getirmektedir. Programi
Windows ortaminda calistirabilmek igin Cygwin isimli bir simulatér program
gerekmektedir. Bunu yani sira, AD Vina ile doking hesaplamasi icin bir konfiglirasyon
dosyasi hazirlanmalidir. Bu konfiglirasyon dosyasi, ligand ve hedef molekul bilgileri
ile birlikte, AutoDock hesaplamasi i¢in hazirlanan grid parametre dosyasindan alinan
ve doking yapilacak alani merkezin kartezyen koordinatlari ve doking bdlgesinin

genigligi seklinde tanimlayan parametreler igerir.

receptor = 204p_rigid.pdbqt
ligand= 204p_lig.pdbqt
flex= 204p_flex.pdbqt

center_x = 8.498
center_y = 26.803
center_z=12.151

size_x =40
size_y =40

size_z =40

num_modes = 10

Sekil 2.18: AD Vina icin hazirlanan konfiglirasyon dosyasi rnegi.
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2.5.3.4. incelenen doking programlarinin farklari

Bu calismada HIV proteaz yapilari igin 3 farkli doking programi incelenmistir. Bunlar
AutoDock 4.0 (Morris vd., 1998), FlexX (Klebe vd., 1996) ve AutoDock Vina (Trott
vd., 2009)dir. Bu programlar birbirlerinden temel olarak algoritma, skorlama

fonksiyonu ve konformasyonel tarama metodlarinda farkliliklar gosterirler.

Calismada kullanilan doking programlari konformasyonel tarama igin kullandiklari
algoritma bakimindan farkliliklar gésterir. FlexX programi konformasyonel tarama igin
artan yapi algortimasi (incremental construction) isimli, temel olarak 3 adimdan
olusan bir algortima kullanir. AutoDock 4.0 igin farkli konformasyonel tarama
metodlari mevcuttur. Bu metodlar “simulated annealing”, genetik algoritma ve
Lamarckian genetik algortimadir. Bu metodlardan en etkilisi Morris vd. tarafindan
aciklanan Lamarckian genetik algoritmadir (Morris vd., 1998). AutoDock’dan farkl
olarak Vina, konformasyonel tarama i¢in “6telenmis lokal tarama global optimizasyon

algoritmasi” isimli bir algoritma kullanir.

Programlarin skorlama fonksiyonlari da birbirinden farklidir. AutoDock program,
kuvvet alani temelli ve lineer regresyon analizine dayali bir skorlama fonksiyonu olan
Amber kuvvet alanini kullanir. FlexX program ise baglanma enerjisi gibi deneysel
parametreler iceren ve Bohm tarafindan yazilan (Bohm, 1994) ampirik bir skorlama
fonksiyonu kullanir. AD Vina ise AutoDock ekibi tarafindan yazilan ve AutoDock’ta
kullanilan skorlama fonksiyonunun gelismis bir hali olan “united-atom” skorlama

fonksiyonu kullanir.

Doking programlari icin ligand molekulun esnekligi de dnemli bir parametredir. FlexX
programi ligand molekulin esnekligini saglayabilmek icin Cambridge Structural
Database (Watson vd., 1979) isimli bir veri tabanindan alinan torsiyon acilarini
kullanarak tercih edilen torsiyon agilarini belirler. Halkasal olmayan tekli baglar icin
bu torsiyon agcilari kullanilirken halkali sistemler igin ¢oklu konformasyonlar CORINA
(Sadowski vd., 1993) programi ile hesaplanir. Coklu baglarin torsiyon agilari, bag
uzunluklari ve bag acilari ise ligand yapisinin orijinal haliyle kabul edilir. 7’den fazla
atom iceren halkali sistemler esnemez kabul edilir. AutoDock ve Vina’da ise ligand
esnekligi su sekilde saglanir: Once ligand (zerinde bir k6k atom segilir ve bu atom
doking boyunca sabit tutulur. Bu kok atom molekuledeki en buylk dallanmanin
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boyutu minimum indirgenecek sekilde segcilir. Ligand esnekligi ise bu kdk atoma bagl
atomlarin dondurulebilirligiyle saglanir. AutoDockTools aracindan faydalanarak
kullanici tanimli ligand esnekligi mumkun olsa da genel olarak AutoDock ve Vina
doking hesaplamalarinda ligand molekul igerisindeki amit ve aromatik baglar hari¢

tum baglar dondurulebilir kabul edilir.

2.6. Gorsel Ligand Taramasi

Gorsel Ligand taramasi ilag kesif arastirmalarinda ginimuzde siklikla kullaniimakta
olan, bilgisayar simulasyonuna dayali (in silico) bir tekniktir. Genis kimyasal yapilar
iceren kUtlphanelerin ve veri tabanlarinin taranmasi ile hedef yapi olan proteine en
uygun inhibitor olabilecek yapiyr tanimlamakta kullanilir. Cok uzun sureli galismalar
iceren ve oldukga buyuk butceler gerektiren ylksek c¢iktili tarama (high throughput
screening) gibi kimyasal metodlarla karsilastirildiginda oldukga avantajli bir
yontemdir. Walters vd. gorsel ligand taramasini “gok buyUk miktarda bilesik iceren
kimyasal kutUphaneleri bilgisayar programlari kullanarak otomatik olarak taramak”
olarak tanimlamigtir. Tanimin da Onerdigi gibi, gorsel ligand taramasi metodlari
yaklasik 10°° adet makul bilesikten olusan oldukca biyik kimyasal uzaydan hedef
yaplya uygun sentezlenebilir ve test edilebilir bilesiklerin nasil fitrelenebilecedi
Uzerine yogunlagir. Batin kimyasal evreni taramak ¢ok zaman alacak bir iglem

oldugundan gorsel ligand taramasi igin bir takim tarama kriterleri geremektedir.

Genel olarak 2 tarama teknigi kategorisinden bahsedilebilir:
e Liganda dayali
e Yapiya dayall

Liganda dayali tarama yonteminde, bir hedef molekille baglanan yapisal olarak c¢esitli
ligandlardan olusan bir set icin hedef yapinin baglanma bdlgesine ait bir model
turetilir. Bu modele farmakofor adi verilir ve aday ligand bu farmakofor modelle

karsilastirilarak baglanmaya uygun olup olmadigi tespit edilir.
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Sekil 2.19: Gorsel ligand taramasi akis semasi.

Liganda dayali gorsel taramanin bir bagka yaklasiminda ise molekul veri tabanlari bir
aktif ligand yapisina gore kimyasal benzerlik analiz metodlarini kullanmaktir (Willet
vd., 1998). Bu kimyasal benzerlikler kisaca aktif ligandin molekul agirligi, net yuka,

dondurdlebilir bag sayisi, Hidrojen-saglayici ve alici gruplarin sayisi gibi 6zellikleridir.

Yapiya dayali gorsel tarama teknigi aday ligandalari protein hedef yapisina bir
skorlama fonksiyonu uygulanarak doking yapilmasiyla hedef yapiya yuksek afiniteyle

baglanabilecek ligandlarin belirlenmesini igerir.

Gorsel ligand taramasi ilgilenilen kimyasal 6zellikleri igeren bilesiklerin 3 boyutlu
yapilarinin taranacak kucuk kimyasal bilesikleri iceren kutiphaneden ekstrakte
edilmesiyle baglar. Elde edilen ligand veri setine kontrol bilesikleri ve sentezlenmig
bilesiklerin 3 boyutlu yapilari da eklenerek veri seti genisletilebilir. Daha sonrasinda
bu bilesiklerin doking yapilacagi hedef protein yapisi veya protein yapi setleri
hazirlanir ve son olarak, otomatize edilmis bir doking islemiyle ligand yapilari hedef

proteinle baglanma modlari ve bu modlarin skor veya baglanma enerjisi degerleri
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elde edilerek siralanir. Bir gorsel ligand taramasi isleminin akis semasi sekil 2.19'da

verilmigtir.

2.6.1. Ligand veri tabani: ZINC

ZINC veri tabani (Irwin vd., 2005), ozellikle gorsel ligand taramasi calismalari
gerceklestirmek adina, saglayicilardan (vendor) biriktirilen kimyasal bilesiklerin 3
boyutlu yapilarinin saklandigi bir veri tabanidir. ZINC genellikle farmasotik
sirketlerden arastirmacilar, biyoteknoloji gruplari, ve arastirma unversitelerinden

kimyager veya biyologlar tarafindan kullaniimaktadir.

Diger kimyasal veri tabanlarindan farkli olarak ZINC, biyolojik Gnemi olan molekullerin
3 boyutlu yapilarini temsil etmeyi amaglamaktadir. Veri tabani duzenli olarak
guncellestiriimektedir ve veri tabani i¢inde internet Uzerinden tarama ve indirme
yapmak mumkundur. John Irwin (Shoichet Laboratory, Department of Pharmaceutical

Chemistry, UCSF) tarafindan gelistirilmistir.
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Sekil 2.20: ZINC veri tabaninin web sayfasi gorinimu

Yapi temelli gorsel ligand taramasinda sik karsilasilan bir sorun, erigsimi kolay ve
uygun veri tabanlarinin sayica azhdidir. Bu amacgla haziranan ZINC veritabani,
molekul saglayicilarin (vendors) kataloglari kullanilarak hazirlanmis 3 boyutlu yapilari
mevcut, yaklasik 727842 adet molekul igcermektedir. Veritabaninin molekul
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kUtuphanesi gittikge geniglemektedir. Kutuphanede bulunan tim molekuller biyolojik
acidan uygun protonlanma basamaklarinda, molekdl agirigi, logP, dondurualebilir bag
sayisi gibi ozellikleri iglenmis ve birgcok populer doking programi icin doking
prosedurine hazir formattadir. Belirli limitlerde, molekulller c¢oklu protonlanma
basamaklari ve tautomer formlarinda hazirlanmis olup, bir molekdl icin birden ¢ok
konformasyon bilgisi iceren dosyalar da mevcuttur. Ayrica kitiuphanede bulunan her

molekul i¢in saglayici ve siparis verme bilgileri de mevcuttur.

2.7. Kullanilan Yardimci Programlar: Chimera

& UCSF Chimera [E=8 IR 5

File Select Actions Presets Tools Favorites Help

Sekil 2.21: Chimera programinin kullanici ara yuzu

UCSF Chimera (Petternsen vd., 2004), “UCSF Computer Graphics Laboratory”
tarafindan hazirlanmis bir molekiler gorintileme ve modelleme programidir. Birgok
hesaplama ve gorunttleme fonksiyonu olmakla birlikte Chimera, bu ¢alismada ligand
moleklllerin  protein yapilarindan ayrilmasinda ve doking c¢alismasi igin

hazirlanmasinda kullaniimigtir.
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3. DENEYSEL METOD
Bu tez galismasi 3 agsamada gercgeklestirilmigtir.

1. Gorsel ligand taramasi igin uygun doking ydnteminin ve kristal yapinin
arastiriimasi.

2. Literatirde deneysel sonuglari bilinen sentezlenmis beta laktam inhibitorlerinin
doking hesaplamalari ve deneysel sonuglarla uyumunun incelenmesi

3. HIV proteaz inhibitorine yeni inhibitor adaylari gelistirmek icin beta laktam

inhibitorlerinin gorsel ligand taramasi
3.1. Doking Metodu Validasyonu

Doking metodunun validasyonu, bir veri seti icerisindeki ligandlarin reseptor molekule
farkli doking programlari kullanilarak yerlestiriimesi ve elde edilen konformasyonlarin
orijinal X-Ray vyapisindaki konformasyonundan sapmasinin incelenmesi ile
gerceklestiriimistir. Ligandin orijinal yapidan sapmasi (RMSD) degerleri, incelenen
programlarin birbirinden farkliliklarina veya reseptér ve ligand molekulin yapisi gibi

cesitli parametrelere baghdir.

3.1.1. HIV proteaz yapilar igin veri setinin hazirlanmasi

Doking metodunun validasyonu i¢in HIV proteaz komplekslerinden olusan ve Protein
Databank’tan elde edilen 14 adet HIV-proteaz X-Ray yapisindan bir veri seti
hazirlanmistir. Bu veri seti olusturulurken protein Databank’ta bulunan toplam 200
adet HIV proteaz X-Ray yapisi igerisinden sadece FDA onayli ilag moleklleriyle
kompleks yapmis yapilar, ve bu yapilarin igerisinden de ¢dzunurligu en yuksek
(sayisal degeri en dusuk) olan yapilar secilmigtir. Bu segim yapilirken oncelikle
Protein Databank igcerisinde FDA onayli ilacin ticari ismine gére arama yapilmig, elde
edilen sonuclar icerisinde kristalografik ¢ozinurligu 2.5 A'dan disuk (sayisal deger
olarak 2.5’ten buyuk) olanlar atiimis, kalanlar igerisinden en yuksek ¢6zUnUrlUkIU
olanlar secilmistir. Sonug¢ olarak elde edilen veri setinde her ilagtan 2 adet olmak
uzere 7 FDA onayl HIV proteaz inhibitort igcin 14 X-ray kompleksi elde edilmistir.
Secilen X-ray yapilariyla ilgili detaylar tablo 3.1’de ve ilag molekillerinin yapilari sekil

3.1’de verilmistir.
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Ligand yapilarinin X-ray koordinatlari kompleks yapilardan ekstrakte edilmis ve

bdylece ligand ve hedef molekulleri birbirinden ayrilmistir. Daha sonrasinda ligand ve

hedef molekuller doking ¢alismalari i¢in bir 6n hazirlik prosedurinden gegirilmistir.

incelenen doking programlarinin girdi dosyalari

formatlari birbirinden farkh

oldugundan 6n hazirlik prosedurt de her doking programi icin farkhdir.

Saquinavir
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Tipranavir

Indinavir

¢

H

H

Darunavir

HO
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o Q
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Sekil 3.1: Veri setindeki FDA onayli HIV PR ilacinin kimyasal yapilari



http://upload.wikimedia.org/wikipedia/commons/2/2e/Saquinavir.svg
http://upload.wikimedia.org/wikipedia/commons/b/bd/Ritonavir.png
http://upload.wikimedia.org/wikipedia/commons/6/6b/Tipranavir.svg
http://upload.wikimedia.org/wikipedia/commons/a/a7/Indinavir.svg
http://upload.wikimedia.org/wikipedia/commons/8/8e/Lopinavir.svg
http://upload.wikimedia.org/wikipedia/commons/4/4d/Darunavir.svg
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. LA LH
flag | Kod |[PDB |R(A) |#AA |[LMA |L #DB A &)
Rit Ry |1rl8 [2.00 |99 636 22 595,8 |667,8
Rit R, | 1lhxw |1.80 |99 636 23 582,6 |677,7
Ind l1 2b7z | 2.20 |99 613 16 5254 |574,1
Ind l, |1sdu |1.25 |99 613 16 551,7 |588,9
Nelf | N; |2pyn |1.85 |99 |567 14 462,4 |535,9
Nelf N, |lohr |2.10 |99 567 14 462,1 |534,5
Dar D; |2hsl |0.84 |99 625 15 423,5 |481,7
Dar D, |3d20 |[1.05 |99 625 15 428 485,2
Saq S1 | 2nmz | 0.97 |99 670 18 529,2 |614
Saq S, |3dix |1.05 |99 670 18 541,1 |639,5
Lop L1 204s (154 |99 628 18 525 611,3
Lop Lo 205k |1.95 |99 628 18 516,3 |607,3
Tipr T, 204l 133 |99 602 13 469,8 |499,2
Tipr T, |204p |1.80 |99 602 13 473,99 |501,6

Tablo 3.1: HIV proteaz veri seti igin secgilen X Ray komplekslerinin kristalografik
Ozellikleri. Tabloda PDB sutunu X-Ray yapilarin protein veri tabani kodlamalari, R: X-
Ray ¢ozinlrlik degeri, #AA: aminoasit sayisi, LMA: ligand molekul agirligi, LA:
Ligand alani, LH: Ligand hacmidir. Ligand alan ve hacim degerleri Chimera programi

ile hesaplanmistir. Yapilar bundan sonra kodlariyla (R;, R2) anilacaktir.



40

3.1.2. Ligand molekiillerin hazirlanmasi

Ligand ve hedef molekullerinin FlexX doking c¢alismasi i¢in hazirlanmasi UCSF
Chimera molekuler modelleme ve goruntileme programi ile gergeklestiriimistir. FlexX
doking icgin referans olusturacak ligand yapilari kristal koordinatlarinda degisiklik
yapilmaksizin kaydedilmistir. Doking yapilacak olan ligand girdi dosyalari ise
Chimera’da DockPrep araci ile hazirlanmigtir. DockPrep araci ile ligand yapilarina
hidrojenler eklenmis, yapilar optimize edilmis ve ANTECHAMBER AM1-BCC metodu
(Wang vd., 2006) ile ligand yapilar Gzerindeki kismi (partial) yukler belirlenmigtir.
Gerekli durumlarda ligand yapilardaki atom tipleri FlexX'in kullandidi SYBYL (SYBYL,
Tripos Associates) atom tiplerine (tripos .mol2 dosya formatinda taninan atom tipleri)
gore duzenlenmis ve uygun olmayan hibridizasyon basamaklari ve bag tipleri
dizeltilmistir. Elde edilen ligand molekdilleri *.mol2 formatinda kaydedilerek FlexX igin
ligand hazirlik prosedirti tamamlanmistir. Doking sonucunda RMSD degeri ise
doking sonrasinda yerlestirilen poz ile referans ligand yapi arasindaki sapmaya gore

hesaplanmistir.

= Dock Prep
MolecUles to prep:

ep only highest occupancy
ine {MSE} ko methionine (MET)
IV Incomplete side chains:  Replace U ck rotamer library
¥ add hydrogens
¥ add charges
¥ rite Molz File

FPublications using Dunbrack rokamers should cite:

E.L. Dunbrack, Jr. (2002)
Eotatmer libraries in the 21st century
Curr. Opin. Struct. Biol 12, 431-440

Cancel | Help

Sekil 3.2: 1sdu yapisinin ligandinin Chimera ile FlexX doking hazirhigi

AutoDock ve Vina doking icin ligand ve hedef moekul girdi dosyalari AutoDock’un

grafiksel kullanici ara yluzu olan AutoDockTools kullanilarak hazirlanmigtir. Ligand
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icin, AutoDockTools ile torsiyon kokleri ve ligand molekuldeki torsiyon sayisi
belirlenmistir. Daha sonrasinda ligand yapilarina AutoDock ve Vina doking girdi
dosyalarinin gerektirdigi gibi AD4 atom tipleri ve Kollman yukleri (Kollman, Singh,
1984) tanimlanmigtir. Elde edilen ligand moleklleri *.pdbqt formatinda kaydedilmis
ve boylece AutoDock ve Vina igin ligand hazirlik prosedurt tamamlanmistir. (Sekil
3.3)

Sekil 3.3: 2nmz yapisi igin ADT ile ligand hazirlik prosedurt. Molekul Uzerinde

torsiyon kokunun belirlenmesi. Torsiyon koku doking boyunca sabit tutulacaktir.

3.1.3. HIV Proteaz enzimlerinin hazirlanmasi

Doking isleminde hedef molekuller olan HIV Proteaz enzimlerinin girdi dosyalarinin
FlexX doking igin hazirlanmasinda bazi hedef molekil aminoasitleriyle ilgili
parametrelerin elle girilmesi gerekmektedir. Bu amacla ilk olarak hedef yapidaki
kristal sulari silinmig ve referans ligandin 6.5 A etrafindaki hedef molekil
aminoasitleri aktif bolge olarak secilmistir. Bu sec¢im Sekil 3.4'de gorlimektedir.
Calismanin bu asamasi FlexX BiosolvelT tarafindan yapilan FlexX grafiksel kullanici
ara yuzu (GUI) ile gergeklestirilmistir. Sonrasinda bu aminoasitler igin uygun torsiyon

acilari ve protonlanma basamaklari fizyolojik pH degerine (pH 7.4) gore belirlenmistir.
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Fizyolojik pH degerine gdre Arjinin ve Lisin aminoasitleri protonlanmig, Aspartik ve
Glutamik asit amino asitleri ise deprotonanmistir. Secilen aktif bdlgede bulunan
Histidin aminoasitleri igin uygun torsiyon acilari ve tautomerlesme basmagi ise 3
boyutlu yapida gorsel olatak belirlenmigtir. Bu aminoasitler Uzerindeki potansiyel
hidrojen alici ve verici gruplar icin referans ligand molekile mimkin olan en yakin
sekilde olacak aci segilmstir. Hedef molekulde bu modifikasyonlar yapildiktan sonra
her bir hedef molekll *.pdb formatinda kaydedilmis ve FlexX doking icin hazirligi
tamamlanmistir. FlexX doking’de hedef molekilin esnekligi mimkin olmadidi igin

hedef yapilar tim doking metodlarinda esnemez kabul edilmistir.

Sekil 3.4: FlexX GUI ile 1rI8 yapisi i¢in aktif bolgenin tanimlanmasi. Ligand yapisi

yesille, 6.5 A etrafindaki aminoasitler ise parlak gosterilmigtir.

Hedef molekul girdi dosyalarini AutoDock ve Vina doking’e hazirlamak igin ilk olarak
kristal sular silinen hedef yapilar pdb2pqr sadlayicisindan (Baker vd., 2007)
yararlanilarak *.pgr formatina doénusturtlmuastir. Bu format hedef moekdl icin girilen
pH dederine gore (burada fizyolojik pH olan 7.4) uygun torsiyon agcilarini ve
protonlanma basmaklarini igerir. Daha sonrasinda yine AutoDockTools ile *.pqr
dosyalari *.pdbqgt'ye donusturdlmis, bu doénlisum esnasinda hedef yapilar igin

AutoDock ve Vina doking’e uygun AD4 atom tipleri ve Kollman yukleri eklenmistir
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(Sekil 3.5). Calismada belirtilen tim dosya formatlarinin igerikleri ekler kisminda

ayrintili olarak verilmigtir.

Aktif Bolge Amino asitleri

ARG 8 (A-B) GLY 48(A-B)
LEU 23(A-B) GLY 49(A-B)
ASP 25(A-B) ILE 50(A-B)
THR 26 (A-B) GLY 51(A-B)
GLY 27(A-B) GLY 52(A-B)
ALA 28(A-B) PHE 53(A-B)
ASP 29(A-B) ILE 54(A-B)
ASP 30 (A-B) THR 80 (A-B)
THR 31(A-B) PRO 81 (A-B)
VAL 32 (A-B) VAL 82 (A-B)

ILE 47(A-B) ILE 84 (A-B)

Tablo 3.2: Enzim yapilarindan 2q5k pdb kodlu kristal yapi igin ligandin 6.5 A
etrafinda segilen aktif bolge amino asitleri. Enzim dimerik yapisinda bulunan iki zincir

ismi parantez icinde verilmigtir.

Sekil 3.5: 2nmz yapisi igin ADT ile hedef molekul hazirlama prosediri. Hedef

molekule Kollman yuklerinin eklenmesi

AutoDock doking icin gerekli olan bir baska hedef molekil girdi dosyasi olan grid
haritalari ise yine AutoDockTools kullanilarak hazirlanmigtir. AutoDock ile doking grid

haritalarinin igerdigi bilgilere ve yonlendirmelere gore gercgeklestirildiginden bu
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haritalarin AutoDock doking’e etkisi buyuktiur. Grid dosyasi Ozelliklerine bdlum
3.4.2°de deginilecektir. Doking bdlgesini tanimlamak igin hedef molekuller Gzerinde
grid kutulari olusturuimus ve bu kutuda nokta sayisi 60 60 60 (x,y ve z Kartezyen
koordinatlarinda), bu noktalar arasindaki bosluklar (grid aralama) 0.375 A olarak
belirlenmistir. Grid kutusu her yapida referans molekul Gzerine merkezlenmistir. Grid
parametre dosyalarindan (gpf) yararlanilarak AutoGrid programi ile AutoDock
doking’de kullanilmak Gzere grid haritalari hazirlanmistir. Tum hedef molekdller igin

ayni rid parametreleri alinmistir. Bir grid kutusu 6rnegi sekil 3.6’da goriimektedir.

Hazirlanan grid parametre dosyasi (gpf) 6rnegdi ise sekil 3.7’de goriimektedir.

Sekil 3.6: 204p yapisi i¢in hazirlanan grid kutusu hazirlama 6rnedi. Hedef molekdl
Uzerinde ligand yapisina merkezlenmis grid kutusunun gorunumu ve parametreleri

(sol), grid kutusunun ligandin boyutuna gére ayarlanmasi (sag).

AutoGrid tarafindan olusturulan hedef yapidaki her atoma 6zel afinite haritalari (grid
haritalarl)) AutoDock doking icin doking parametre dosyasinda girdi olarak
kullaniimigtir. AutoDock doking igin gerekli diger tim dosyalar gibi doking parametre
dosyasi (dpf) da AutoDockTools kullanilarak hazirlanmistir. Doking parametre
dosyasi gercgeklestirilecek doking calismasiyla ilgili tim detaylari igeren bir dosyadir.
Kullanilacak doking algortimasi ve ligand ve hedef molekuller gibi bir¢cok bilgi bu
dosyada bulunur. AutoDock ile yapilan doking ¢alismalarinin timdnde grid kutusu ve
dpf parametreleri sabit tutulmustur. Ayni zamanda her molekdl igin kendi dpfinden
elde edilen doking merkezi koordinatlari ve grid kutusu buyuaklik degerleri (npts) Vina

konfiglrasyon dosyalari igin girdi olarak kullaniimistir.



T4 Edit gpf

C:/Documents and Settings/SENEM/Desktop/HIY VALIDATION/HIY Dataset AutoDock/AutoDock/20dp_2/204p.gpf
~I[rpts &0 6060

#num.grid points in xyz

gridfld 204p_rigid. maps Ald # grid_data_file

spacing 0.375 # spacingld)

receptor_types A C HD N OA SA # receptor atom types
ligand_types ACF NAOANSHD  #ligand atom types
receptor 2odp_rigid. pdbot # macromaolecule

gridcenter 12615 19.389 17,607 # xyz-coordinates or auto
smooth 0.5 # stare minimum energy wiin rad{A)
map 2odp_rigid. A map # atom-specific affinity map
map 2odp_rigid.C.map # atom-specific affinity map
map 2odp_rigid.F.map # atom-specific affinity map
map 2odp_rigid. NA. map # atom-specific affinity map
map 204p_rigid. OA map # atom-specific affinity map
rnap 2odp_rigid. M. map #atorn-specific affinity map
rmap 2odp_rigid. 3. map #atorn-specific affinity map
rmap 2odp_rigid. HD.map # atorn-specific affinity map
elecrnap 2odp_rigid.e.map # electrostatic potential map
dsolvrap 2odp_rigid.d.map # desolvation potential map

Read | Wyrite

dielectric -0.1465 # <0, AD4 distance-dep.diel; =0, constant

Ok

Cancel

Sekil 3.7: 204p yapisi i¢in hazirlanan gpf 6rnegi

74 Edit dpf

C:/Documents and Settings/SENEM/Desktop/HIV VALIDATIONHIY Dataset AuntoDockiAutoDocki2odp_2/204p. dpf

= [autodock_parameter_version 4.2

#used by autodock to validate parameter set

outlev 1 #diagnostic output level
intelec # calculate internal electrostatics
seed pid time # geeds for random generator

ligand_types ACFMAOANSHD  #atoms types in ligand

fld 2odp_rigid. maps.fid

map 204p_tigid A map

map 20dp_tigid. C.map

map 20dp_rigid. F_map

map 20dp_rigid. MA map
map Zodp_rigid OA map
map 204p_rigid M.map

map 20dp_rigid. 5.map

map 204p_rigid. HD. map
elecmap 2odp_rigid.e. map
desolvmap 2odp_tigid.d.map
maove 2odp_lig. pdbgt

about 11,6265 19.192 17.2009

trand randorm #initial coordinates/A or randam

axisanglel random

dihel random #initial dihedrals {relative) or random
tstep 2.0 #translation step/A,

step 500 # quatemion step/deg

dstep 0.0 #torsion step/dey

torsdof 13 #torsional degrees of freedom

rmetol 2.0 # cluster_tolerance/A

extnrg 1000.0

elmax 0.0 10000
ga_pop_size 150
ga_nur_evals 2600000

Ok

# external grid energy
# max initial energy; mayx number of retries
#number of individuals in population

# grid_data_file
# atorn-specific affinity map
# atorn-specific affinity map
# atom-specific affinity map
# atom-specific affinity map
# atom-specific afinity map
# atom-specific affinity map
# atom-specific affinity map
# atom-specific affinity map
#electrogtatics map
# degolvation map
#small molecule
#small molecule center

Read | Write

#initial orientation

# masimurm nurmber of energy evaluations

Cancel

Sekil 3.8: 204p yapisi i¢in hazirlanan dpf 6rnegi

3.1.4. FlexX programi

FlexX

ile doking

ile doking’e hedef molekl

Uzerinde aktif bdlgenin tanimlanmasi

45

ile

baslanmistir. Chimera ile hazirlanmig olan hedef molekul ve referans ligand FlexX ile
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acildiktan sonra referans ligand molekulin 6.5 A etrafindaki bdlge secilmistir. Bu
bolgedeki aminoasitler igin uygun modifikasyonlar bolim 3.4.3’te anlatildigr gibi
gerceklestiriimigtir. Sekil 3.9°da FlexX programi ile hedef molekulin tanimlanmasi

gorulmektedir.

Aktif bolgenin tanimlanmasindan sonra Chimera ile hazirlanan doking yapilacak
yapisi programa “ligand” olarak tanitiimis ve son olarak da doking parametreleri
girilerek hesaplama baslatiimigtir. FlexX ile yapilan doking hesaplamasinin detaylari
Sekil 3.10’da gosterilmistir. Dogru bir metod validasyonu yapabilmek adina, secilen
doking parametreleri veri setindeki tim hedef yapilar ve ligandlar igin sabit

tutulmustur.

Start with Existing H-stoms from input file,

(@) Flex default protonation,

Protenation & Torsions
Ah-Chain Protonation | Tersion1 | Torsion: 2
HSP-25- asp- v/
THR-2Z6-4 thr v
HSP-39-h asp- v/
4SP-30-4 a5 v
THR-31-4 thr v
THR-B0-4 thr v

Wiater

Water | Type o |u e

Show water with atleast 7 ] interaction(s) to receptor

/b, Pleass resolve the marked entries in the PROTONATIONETORSIONS table to continue.

Sekil 3.9: FlexX ile secilen ligand ve aktif bdlge aminoasitleri. FelxX GUI'nin hedef

molekul tanimlama segenegi ile gerceklestiriien aminoasit modifikasyonlari
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Define Docking

© General Docking Information

Receptor 3d20_rec [+ Number of Poses to Keef
Library <Choose a library> v, Al

Pharmacophore v
© Base Placemen t

Place Base Fragment using:

(@ Triangle Matching O singe Interaction Scan
@ Scoring.

Access Scaling.

(® Apply same settings to all H-bond relevant interaction types

Restore Defaults

@) |<p)

© Chemical Parameters

© Docking Details

Maximum number of solutions per iteration Y) 200

of solutions per V) 200

Restore Defaults| Apply & Dack! oK Cancel

Sekil 3.10: FlexX programiyla hazirlanan doking parametreleri 6rnegdi. Bu

parametreler FlexX ile yapilan tim doking ¢alismalrinda sabit tutulmustur.

3.1.5. AutoDock programi ile doking

AutoDock ile doking hesaplamasi igin *.pdbqt formatinda hazirlanan ligand ve hedef
molekul girdi dosyalari AutoDockTools ile acgiimig ve oncelikle grid hesaplamasi
yapilmistir. Grid hesaplamasi sonucunda elde edilen atomik afinite harita dosyalari
doking parametre dosyasi olan *.dpf i¢in girdi olarak kullaniimigtir. Bundan sonraki
adim gercgeklestirilecek doking caligsmasi i¢in uygulanacak algoritmanin sec¢imidir. Bu
calismada doking algoritmasi olarak genetik algoritma secilmistir. Genetik algoritma
parametreleri Sekil 3.11'de verilmistir. *.dpf dosyasi tarama parametreleri (algoritma
secimi) ve buna bagh olarak diger tum doking parametreleri girildikten sonra
AutoDock doking hesaplamasina baslanmigtir. FlexX programi ile hedef molekulin
esnekligi mimkin olmadigi igin AutoDock hesaplamalarinda da hedef molekdl
esnemez kabul edilmistir. FlexX doking’de oldugu gibi AutoDock doking icin de
doking parametreleri veri setindeki tUm hedef yapilar ve ligandlar icin sabit

tutulmustur.
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74 Genetic Algorithm Parameters

Numnber of GA Runs: |10
Population Size: |150
Maximum Number of evals: |medium L' 2500000
Maximum Number of generations:

Maximurm Number of top individuals
that automatically survive:

Rate of Gene :
Rate of Crossover:

GA Crossover mode: |two)

Mean of Cauchy
gene mutation:

Variance of Cauchy di:
gene mutation:

Number of ions for picking !10
worst individual

Acce

Sekil 3.11: AD icin hazirlanan doking parametreleri. Hedef molekll molekuler yizeyi
renklendirilerek ligand ise yesille gosterilmigtir. Tarama parametreleri AutoDock ile

geceklestirilen tim doking ¢alismalari igin sabit tutulmustur.

3.1.6. AD Vina programi ile doking

AD Vina ile doking icin dncelikle her hedef molekil ve ligand dosyasi igin, hedef
molekll ve ligandin AutoDockTools ile hazirlanan *.pdbqt dosyalarini iceren, grid
parametre dosyasindan alinan ve doking yapilacak alani merkezin Kartezyen
koordinatlari ve doking bolgesinin genisligi seklinde tanimlayan parametrelerden
olusan bir konfigirasyon dosyasi hazirlanmistir. Bu konfigirasyon dosyasi Vina
hesaplamalari i¢in programa verilen tek girdi dosyasidir. Bu konfiglrasyon

dosyasinin ayrintilari Sekil 3.12’de gorulmektedir.

AD Vina ile doking hesaplamasi igin bir grafiksel kullanici ara yizu (GUI) mevcut
olmadigindan bu doking hesaplamalari cygwin (Delorie, Noer, 1998) ile
gergeklestiriimistir. Bunun nedeni programin linux Bash kabugunda caligmasidir.
Cygwin, Microsoft Windows igletim sistemi Gzerinde ¢aligan bir UNIX simulatérudir
ve ana amaci UNIX, linux, BSD veya benzeri POSIX tabanli sistemlerde yer alan
yazilimlarin Windows igletim sisteminde calismasini saglamaktir. Bash ise igletim

sistemi icin bir kabuk ya da bagka bir deyisle komut dili yorumlayicisidir. Cygwin ile
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baglatilan bir doking calismasi 6rnedi Sekil 3.12’de goérllmektedir. FlexX
veAutoDock’da oldugu gibi Vina doking i¢cin de tum hedef molekuller esnemez kabul

edilmis, doking parametreleri veri setindeki tum hedef yapilar ve ligandlar i¢in sabit

5 — e ] (E: /cygdrive/c/Users/senos/Desktop/Vina/204p_2 -|o| x|
| 204p_conf - Not Defteri = e ) il
Dosya Diazen Bigim Gorinim Yardim 5 1s
= 204p_conf .txt 204p_lig.pdbhgt 204p_rigid.pdhgt
receptor = 204E|) _rigid. pdbqt :
ligand = 204p_lig. pdbqt 5 "C:/Progran F).le../]'he  Scripps Research Institute Uina/vina.exe" —config 204p
|_conf.txt ——log 204p -txt
= 11 db umumuununuumtummnuunummuuunuunuunuuwuuunuunuunuunuuuuntmnuuuu
out = all.pdbqt # 1f you used AutoDock Uina in your work, please cite: #
#
u 0. Trott, A. J. Olson, #
center_x = 12.615 it AutoDock VUina: 1mp1uulng the speed and accuracy of docking #
e #f with a new scoring function, efficient optimization an #
center_y 1? 389 # multithreading, Journal of Computational Chemistry 31 (2618> #
center_z = 17.607 it 455-461 #
il #
it DOI 10.18082/jcc.21334 #
size_x = 60 #
size_y = 60 Please see http://vina.scripps.edu for more information #
-y SIS S A O A A R R R R
size_z = 60
Detected 1 CPU
. Reading input ... done.
exhaustiveness = 16 Setting up the scoring function ...

Analyzing the hinding site ... do
d: 750352440

Sekil3.12: Vina icin hazirlanan konfigurasyon dosyasi icerigi (solda) ve cygwin

Uzerinden gercgeklestirilen Vina doking ¢alismasi (sagda)

3.2. Beta Laktam Molekiillerinin Doking Galigmasi

Beta laktam bilesiklerinin HIV proteaz inhibitor 6zelligini incelemek adina, bu
molekuller HIV proteaz X-Ray yapisina karsi (PDB kodu:204p) doking yapilmistir.
Beta laktam yapilarinin doking sonuglarinin deneysel verilere uygun oldugunu
gormek icin ise Sperka vd. tarafindan gerceklestirilen calismada sentezlenen ve
inhibisyon yuzdeleri belirlenen bilesiklerin 3 boyutlu yapilarinin ayni hedef proteine
karsi doking yapilmasi ve sonuglarin deneysel veriler ile korelasyonu incelenmistir.
Sperka vd. tarafindan gerceklestirilen calismada sentetik olarak elde edilen bir dizi
beta laktam bilesigi icin oncelikle bir doking ve molekuler mekanik calismasi
yapilarak inhibitdr adaylarinin enzimin kanat adi verilen bolgesi ile etkilestigi
ispatlanmig, ardindan bu bilesikler i¢in deneysel % inhibisyon dederleri elde

edilmistir. Molekuler mekanik ¢alismalari icin PDB kodu 1k1t olan HIV proteaz yapisi
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secilmistir. 1k1t kristal yapisi bie HIV proteaz enziminin bir peptid substrat ile
olusturdugu kompleks yapisinin X-Ray koordinatlarini igermektedir. Tez galismamiza
dahil edilen kristal yapilar veri seti ise HIV proteaz enziminin FDA onayl ilaglarla
komplekslerinden olustugu igin bu yapi veri setine dahil ediimemistir. Dolayisiyla bu
calismada adi gegen inhibitor adaylari, metod validasyonu sonucunda uygun X-Ray

yapisi olarak segilen 204p yapisina kargl doking yapilmistir.

Doking yontemin dogrulugunu test etmek icin, 6ncelikle Sperka vd. tarafindan yapilan
calismada sentezlenen bilesiklerden 5 tanesi segilmis, bu bilesikler ChemDraw
programi ile c¢izilmis ve Gaussian programi ile DFT B3LYP yontemiyle optimize
edilmistir. DFT (Denstiy Functional Theory) ¢oklu bag sistemlerinin elektronik yapisini
incelemek icin kullanilan quantum mekaniksel bir teoridir. B3LYP ise DFT’ye
uygulanan bir hibrid fonksiyonel yaklagimdir. Bu yaklagsimda DFT’ye Hartee Fock ve

Ab initio teorilerinden bazi korelasyon terimleri dahil edilmistir.

/r—N

Sekil 3.13: Beta laktam molekillerin gizilmesi ve optimizasyonu. Cizim iglemleri
ChemDraw programi ile (sol) ve optimizasyon islemleri Gaussian ile DFT B3LYP ile

gercekletirilmistir. (sag)

Optimizasyon isleminden sonra elde edilen inhibitor yapilari AutoDockTools
kullanilarak Vina doking i¢in hazirlanmigtir. Vina programi ile doking islemi bolum
3.4.6’da anlatilan sekilde gergeklestiriimistir. Optimizasyonu tamamlanan tim

yapllara sirasiyla,



e Ligand molekuller igerisindeki atom tipleri AD4 olarak secgilmesi

e Kollman yukleri hesaplanmasi

e Ligand dosyalari

islemleri uygulanmistir.

*.pdbqt olarak kaydedilmesi

Molekul_1 Molekul_2 Molekul_3
o °© mAJﬁl/ ~ ):( AJW/ X
N F N \Z : A N
Molekul_1 4 Molekul_5

ﬁgb

25,

\_/
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Sekil 3.14: (Sperka vd. calismasindan) Secilen beta laktam bilesiklerinin kimyasal

yapilari

Yapilan doking calismasinda her molekul i¢cin hazirlanan tum girdi dosyalari ayni

parametreleri icermektedir. AD Vina igin hazirlanan konfigirasyon dosyasinda doking

merkezi olarak 204p yapisinin kanat boélgesinde bulunan, ve beta laktam yapilari ile

Hidrojen bagi yaptigi Sperka vd. tarafindan yapilan molekuler dinamik simulasyon

calismasiyla 6ne sirilen Gly51 amino asidi segilmistir. Ayni zamanda, AutoDock

Vina ile doking calismasini otomatik hale getirebilmek igin Windows tzerinden Linux

komutlarini galistirmak igin kullanilan bir UNIX simulatorid olan cygwin’e bir dizi komut

girilmistir. Bu komutlar $ekil3.16’da gérulmektedir.
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Sekil 3.15: ADT ile hazirlanan ligand *.pdbqt dosyalarinin goruntisu

Bu komutlar ile dosya igerisinde bulunan her molecule*.pdbqt (*=_1, 2, 3, 4, 5)
ligandi igin bir sonug dosyasi olusturulup bu sonug dosyasinin igine Vina doking'den
gelen ve doking sonuglarini igeren out.pdbqt ve log.txt dosyalarinin kaydedilmesi
saglanmistir. Ayrica bu script ile Vina’nin bir molekul i¢in doking’i bitirdigi anda
digerine otomatik olarak baslamasi saglamaktadir. Komut dosyasi icerisinde girilen
nohup komutu ile de doking hesaplamalarinin herhangi bir hata durumunda yarida

kesilmemesi saglanmigtir.

for f in molecule*.pdbqt; do
b="basename $f .pdbqt’;

nohup echo Processing ligand $b;
mkdir -p $b;

"C:/Program Files/The Scripps Research Institute/Vinal/vina.exe" --config conf.txt --
ligand $f --out ${b}/out.pdbqt --log ${b}/log.txt;

done;

Sekil 3.16: Vina dokingi otomatik hale getirmek igin yazilan komut dosyasi
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3.3. Gorsel Ligand Taramasi

Beta Laktam yapilarinin gorsel ligand taramasini gergeklestirebilmek icin oncelikle
beta laktam molekullerin 3 boyutlu yapilar ZINC veri tabanindan (lrwin vd., 2005)
indirilmistir. Veri tabanindan molekullerin ekstrakte edilebilmesi igin bircok arama
secenegi mevcuttur. Bunlardan ilki molekullerin fizikokimyasal 6zeliklerine gore
arama yapmaktir. Aranan 6zellikler Sekil 3.17'nin sol kisminda goérilen ZINC veri
tabanin web sayfasinda (http://zinc.docking.org/) sol kisma girilerek arama yapilabilir.
Baska bir arama yontemi de istenilen molekullerin ortak bir 6zelligi olan bir kimyasal
grubu ¢izmek ve bu grubu igeren molekdilleri ekstrakte etmektir. Moleklltin seklinin

cizimi Sekil 3.17’nin sag kisminda yapilir.

ZINC veri tabaninda yer alan tim molekdller 8 haneli bir rakamla kodlanir. Veri tabani
icerisinde bu kodlar kullanilarak belli bir molekull veya bu molekule yapica benzer
molekulleri ekstrakte etmek de muimkuindur. Bu igslem ise $ekil 3.17'nin ZINC kodlari

girilen bolumlerinden gergeklestirilir.

ZINC veri tabaninda tarama yaparken onemli olan bir kriter de sadlayicilari
secilmesidir. Veri tabani kullanicisinin 6zel bir saglayici veya tum saglayicilar
segerek arama yapmasi mumkundur. Saglayici secgimi ise Sekil 3.17°nin alt kisminda

yer alan “Vendor” segeneginden yapllir.

UGSE University of Calfornia, San Francivco | About UCSF | Scarch UCSF | UCSF Madical Centor =« docking.org

Search and Browse A ¥ree database Fl’i‘lirhl
5= not copunercial]

m Subsets. HELP! . MailingLists.

Compose a query by specifying molecular property constraints on the left, molecule constitution constraints onthe right You may also specify
ZINCIDs, original catalog numbers, and SMARTS, below.

(@) mm 3 X R 23 |
< Netchage = -B==~2A000000.
< xLogP =
< Rotatable bonds =
< #H-donors =
< #Hacceptors <
= Polardesolvation =
< Apolar desolvation: =
< Polarsurface area <
= Molecularweight =

Availability. Unimportant =
ZINC codes (1 perline)

o[z

[ o~ |

JME Molecular Editor

[ SsVESMILES ] rom sketch sbove or typs by hand beiow

Or upload alist of ZINC codes

(Gozat...)
Vendor-(latest catalog loaded) «
Selzct vendor - Or upload SMILES/SMARTS fromfile
Supplier catalog numbe (Gozat...)
Similarto ZINC code:
Annotation: rediction:
QUERY DATABASE | - rotime limit [L_Im Feeling Lucky

Notes

SMILES/SMARTS are ORedtogether ZINC codes are ORedtogether SMILES, ZINC codes and all other constraints are ANDed together.
Each page contains up to 100 molecules Please allow one minute for the search to complete. Search time may be evenlongerifyou
specify SMILES/SMARTS.

Sekil 3.17: ZINC web sayfasinda tarama segenekleri
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Bu calismada beta laktam molekullerinin ZINC veri tabanindan ekstrakte edilmesi
beta laktam kor yapisinin gizilmesi yontemiyle gerceklestiriimigtir. Beta laktam halkasi
web sayfasinda bulunan JME molekller editor Uzerine gizilmis ve arama tum
saglayicilar Uzerinden (“select all vendors” secgenegi ile) gerceklestiriimistir. Arama
sonucunda ise tum saglayicilardan toplam 370 adet beta laktam bilesigi elde

edilmistir. Arama sonuglarinin bir kismi Sekil 3.18'de gorulmektedir.

Elde edilen 370 adet beta laktam bilesigine herhangi bir ligand hazirlama islemi
uygulanmadan 204p hedef molekul yapisina karsi doking asamasina gegilmistir. TUum
beta laktam molekdlleri Bolim 3.2°de anlatildigi gibi hedef proteinin kanat (flap)
bdlgesine doking yapilmistir. AD Vina doking igin kullanilan konfiglirasyon dosyasi
B6lim 3.1.6'da anlatilan konfiglirasyon dosyasidir. Vina programinin otomatik doking
yapabilir hale getirilebilmesi icin de yine Bolum 3.2'de anlatilan cygwin komutlari

kullaniimigtir.

Beginning : #1 Hits: 500 Display: per page= 500 ~

[ Next Page ‘ ‘ Download Table | ‘ Purchasing Info ]
Download: [ SMILES | [MOL2 | [SDF | [ Flexibase | -] Show Detail?
Supplier information; Representations Structure
ZINC ID Properties:xLogP, ap & p desolvation, HBD,HBA,Charge,Mwt,NRB
Annotations; Similarity Click for quick 3D display

Ambinter: STK177284
APAC Sourcing Solutions: 810783

APIChem: AC-1430, AC-15979 o
2086 Aurora Fine Chemicals: K06 991295 iy o
Chembl02: 472241...24 total s

# D/
~= ref: mol2, SDF, SMILES, flexibase N
ook [ESEMl 535053 513506 1 232237 1 o \8<Me
SEA predictions:

Lactam (beta) Enhancer pPvalue:12 maxTC:48 (annotated)
Lactamase (beta) Inhibitor pPvalue:30 maxTC:56 (annotated)

PubChem: 10132247
3455 ref: mol2, SDF, SMILES, flexibase o0 "

-0.08,3.87,-71.78,1,7-1, 343.359, 4 B N
# e
Y IaE SEA predictions: ™ 5
Fogosmi [ESEM o 0 bualie 19 maxTC:82 (annotated) 28
Lactam (beta) Antibiotic pPvalue:23 maxTC:39 (annotated) G

Carbapenem pPvalue:224 maxTC:82 (annotated)

4582 PubChem: 125459
ref. mol2, SDF, SMILES, flexibase
# 2.39.2.8.-10.55.0.2.0. 231.629. 2 —N

Sekil 3.18: ZINC veri tabaninda tarama sonucunda elde edilen molekdllerin

Ozelliklerini ve saglayicilarini gésteren web sayfasi gérinim



55

3.4. Ligand Veri Setinin Genisletilmesi

Gorsel ligand taramasinda ZINC veri tabanindan ekstrakte edilen molekullerin yani
sira deneysel olarak sentezleri gergeklestirimis 8 adet beta laktam bilesigi de veri
setine eklenerek set genisletiimigtir. Beta laktam bilegiklerinin sentezi Alcaide vd.
tarafindan yapilan galismada anlatilan bir keten ve imin bilesiginin siklokatiimasi
yontemiyle gergeklestirimistir (Alcaide vd., 1982). Bu tur siklokatiimalarin 2+2
siklokatilma verdigi 6nceden yapilan c¢alismalarla ispatlanmis olup  bu veriyi
destekleyen XRD c¢alismalari da mevcuttur (Kabak vd., 2003, Kabak vd., 2010). Bu
sentezlerin ayrintilari baska bir ¢alismanin konusudur (Hacettepe BAP 07A601009).



Bilesik ismi R1 R2 R3
Betal -H -H -Ph
Beta2 -Me -H -Ph
Beta3 -OMe -H -Ph
Beta4 -Cl -H -Ph
Beta5 -H -Cl -Cl
Beta6 -Me -Cl -Cl
Beta7 -OMe -Cl -Cl
Beta8 -Cl -Cl -Cl

56

R1
(6]
CGHS_C{/
\ N
C6H5/ c|:2 |
C C
Rz/ \3 4\\O
Rs

Sekil 3.19: Sentezlenen beta laktam bilesiklerinin kimyasal yapisi (solda) ve

icerdikleri fonksiyonel gruplar (sagda)
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4. SONUCLAR ve TARTISMA
4.1. Doking Metodu Validasyonu Sonugclari

Calismanin bu kisminin amaci doking programlarinin dogrulugunu test etmektir. Bu
amacla 14 adet (her bir ilag yapisindan 2 adet olmak Uzere 7 ¢ift) HIV-proteaz
inhibitort, kendi hedef molekll baglanma bdlgelerine doking yapilmistir. Doking
metodunun dogrulugunu belirlemek amaciyla ilk olarak hesaplanan ve deneysel
ligand konformerleri arasindaki RMSD degeri karsilagtinimigtir. Tum doking
hesaplamalari sonucunda elde edilen degerler ile birlikte HIV PR-inhibitér kompleks

yapilari igin deneysel K; ve baglanma enerijisi degerleri tablo 4.1‘de verilmistir.

AD Vina AutoDock FlexX

Kod R' K: 5 ) #
sy sy | se ol Be N W0 | o o e

nM

n
R, 18 001 -1475 22 | -69 278 | -26 00l 438 | 927 19 959
R. 2 NA® i 22 | 61 346 | -302 001 420 | 632 19 9,7
L P N i 16 | -104 199 | -015 078 1,76 | 31,74 15 1,18
l, 22 009 -1372 16 | -105 191 | -357 001 197 | 2000 15 327
N, 21 200 -11.86 14 | -92 130 | -31 00l 157 | 671 12 818
N 4% 700 112 14 | a1 196 | 27 001 234 | 1287 12 349
o %% 330 15 15 | 85 254 | -04 051 500 | 2231 13 146
o %0 s00 131 15 | 85 254 | 188 004 420 [ 2027 13 515
si % 430 140 18 | 97 164 | 091 021 547 | 1061 17 1041
s %0 220 180 18 | 11 231 | 048 044 197 | 2957 17 4,08
L% o003 432 18 | 82 M| 130 010 28 | 1113 18 12,96
L Y o001 as41 18 | 97 % | 118 014 321|205 18 1029
o5 oer 256 13 | 96 2| 271 o001 256 | 605 13 293
T, 18 002 -1456 13 | -10,7 156 | -241 171 117 | 2593 13 1,16

Tablo 4.1: Tum doking ¢aligsmalari sonucunda elde edilen genel doking sonuglari.
Tabloda; ' R: Cozinirlik 2 bindingMOAD veritabanindan elde edilen deneysel
inhibisyon sabitleri; http://www.bindingmoad.org * B.E, baglanma enerjisi; AG= -
RTInKi bagintisindan tiretilmistir. Burada; R=1.986 cal K™'mol™, ve T=298.15 K
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olarak alinmistir. Baglanma enerjisi kavram olarak Gibb’s serbest enerjisinin tersidir.
* nRotB: ligand molekiildeki déndiiriilebilir bag sayisi. > Ki degerleri binding MOAD

veya baska bir K| veritabaninda bulunmayan molekullerdir.

Elde edilen doking sonuglari RMSD degeri 2 Aden kUguk oldugunda dogru olarak
nitelendirilmistir. Burada RMSD, ligand molekllin X-ray yapisinda belirlenen
konformasyonundan kok ortalama kare sapmasidir. Tium sonuglar RMSD cinsinden
karsilastinldiginda Vina doking programi diger programlara gore daha ¢ok miktarda
dogru doking sonucu vermistir. Bu sonuglar sekil 4.1’de gorulmektedir. Veri setindeki
14 kristal yapisi i¢in Vina ile 9, AutoDock ile 5, ve FlexX ile 3 sonu¢ RMSD degeri 2
Aden kuguk olarak sonucglanmistir. Bu sonuglara gore, FlexX AutoDock ve Vina igin

dogru doking yuzdeleri sirasiyla 7.1%, 35.7% ve 64.3%’dir.

70 7
60
50
40 A
30

20

Suceeded Docking %

10 A

FlexX AutoDock Vina

Sekil 4.1. Doking programlari ile elde edilen dogru doking yuzdeleri

Doking sonuglarina ilk bakista doking programlarinin ayni hedef ve ligand molekdl
ciftleri icin her zaman ayni sonugclari vermedigi gortlmektedir. Saquinavir gifti olan S;
ve S, yapilarinin AutoDock sonuglari (sirasiyla 5.47 ve 1.97) bu duruma bir érnektir.
Bu durumda doking programi ayni hedef molekul yapisi ve ayni kimyasal yapidaki
ligandlardan biri icin (S,) dogru doking sonucu vermisken diger yapi i¢in basarisiz bir
doking calismasi sergilemistir. Ayni durum FlexX doking’de N; ve N, cifti igin de

gozlenmistir. Bu durum ilk bakista bir doking hatasi olarak yorumlanabilir ancak



59

doking sonuglari sadece ligand ve hedef molekillerin kimyasal yapisina bagli
olmadigindan bunu bir hata olarak degerlendirmek dogru olmayacaktir. X-Ray
yapilarindaki bazi farklihklar da bu duruma sebep olmus olabilir. Bu agidan
degerlendirildiginde, bahsedilen enzim ciftleri icin (S ve N ciftleri) kristal yapilari elde
edilirken olusan mutasyonlar farkh doking sonuglarina yol agcmis olabilir. FlexX ve
AutoDock ile yapilan dokinglerde bu enzim ciftlerinde gorulen mutasyonlarin doking
sonugclarini etkiledigi gorulmustar. Ancak AD Vina ile yapilan dokingler ise enzim
ciftleri icin birbirine yakin RMSD sonuglari vermistir. Bu nedenle AD Vina programinin
mutasyona karsi hassasiyet gostermedigi, ayni ligandin farkh HIV PR enzimleri ile
etkilesiminde benzer sonuglar verdigi sdylenebilir. Yine bu durum doking ¢alismalari
oncesinde metodu validasyonu yapmanin gerekliligini gostermektedir. Ayni kimyasal
yaplilar icin farkl doking sonuclarinin bir sebebi aktif boélge parametreleridir. Ayni
hedef molekdller igin baglanma bdlgeleri alan dlgimlerinde goértlen farklihklar da bu
durumu agiklar. Olgllen baglanma bolgesi alanlarinin farklilklari hedef molekuillerin
X-Ray vyapilarinin  ¢bzulmesi esnasinda meydana gelen farkliliklardan

kaynaklanmaktadir.

14 -
12 -

10 -

B AutoDock

RMSD (A)

B FlexX

4 - Vina

R1 R2 11 12 N1 N2 D1 D2 S1 S2 L1 L2 T1 T2

codes

Sekil 4.2: Tum doking programlar ile gergeklestirilen doking sonuglarinin RMSD

degderlerinin 2 A limitinde degerlendiriimesi
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Sekil 4.2’de tim doking sonuglart RMSD degerlerine gore verilmigtir. Sekle goére
AutoDock programi Indinavir gifti i¢in (11 ve 1) 1.76 ve 1.91 RMSD degerleriyle en
iyi sonuglari vermigtir. Her inhibitor cifti icin doking sonuglari incelendiginde ise
Ritonavir ¢ifti (R; ve R3) i¢in tim doking programlari ile tekrarlanabilir sonuglar elde

edilmigtir.

Doking sonrasinda dogru olarak tahmin edilen ligand pozunun diger pozlar
arasindaki siralamasi da doking programinin guavenilirligi acisindan onemli bir
parametredir. Bu baglamda iki parametre goz 6nunde bulundurulabilir. Bunlar sadece
ilk sirada elde edilen dogru doking sonucu sayisi ve ilk 10’da herhangi bir sirada
tahmin edilen dogru doking sonucudur. Buna gore FlexX programi, ilk 10 tahmini
icerisinde en yuksek sayida dogru doking pozu elde edilen program olarak sonug¢
vermigtir. Ancak bu sonuglardan sadece birkagi ilk sirada elde edilmigtir. Bir doking
programinin basarisi dogru pozu ayni zamanda ilk siralarda tahmin etmesine de
baghdir. Bu nedenle FlexX programi bu noktada yetersiz kalmistir. ilk sirada tahmin
edilen dogru doking pozu sayisinda Vina en yuksek sonuglari vermistir. Bu sonuglar

kisaca Tablo 4.2'de gorulebilir.

Dodru poz savisi Dogru poz sayisl
Program gru p y (ilk 10 igerisinde herhangi bir
(sadece 1. Sirada olanlar)
sirada)
AutoDock 2 5
FlexX 2 27
Vina 8 17

Tablo 4.2: Tim doking programlari ile elde edilen dogru poz sayilari

Tahmin edilen en iyi pozun (en dusuk RMSD’li poz) diger pozlar igerisindeki
siralamasi, doking programinin siralama fonksiyonunun bir guvenilirlik gostergesi
olarak ele alinabilir. Buna gore, Vina doking programi ligandin baglanma modunu
tahmin etmede en basarili program olarak bulunmustur. incelenen doking
programlari arasinda Vina, ilk sirada elde ettigi pozlarin 85.7%’sini en iyi poz olarak
tahmin etmistir. AutoDock ve FlexX ise bu degeri sirasiyla 71.4% ve 35.7% ile takip
etmistir. En iyi RMSD veren pozlarin siralamalarinin kargilastirmasi Tablo 4.3’da

verilmigtir.
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RMSD degrleri baska bir agidan degerlendirilecek olursa, tim doking programlariyla
yapilan dokingler sonucunda elde edilen RMSD degerlerinin ortalamasi da
calismanin ileriki asamalarinda kullanilabilecek X-Ray yapisi hakkinda bir bilgi
verebilir. Baska bir deyisle, her U¢ doking programiyla da dogru sonug¢ veren bir
hedef yapi gorsel ligand taramasi gibi doking metodunun daha ileri uygulamalarinda
kullanilmaya uygun bir yapi olarak degerlendirilebilir. Bu amagla her hedef molekl
icin, tum doking programlariyla elde edilen RMSD sonuglarinin ortalamalari
karsilastinimistir. Bu degerler Tablo 4.4'te gorulmektedir. Ortalama RMSD degerleri
ve karsilik gelen PDB kodlari da sekil 4.3'de verimistir. Calisilan veri setinde, 1sdu
ve 204p PDB kodlu X-ray yapilar i¢cin 3 programla ile gercgeklestirilen doking
sonucunda elde edilen ortalama RMSD degerleri 2 Aden kuguk, dolayisiyla bu
yaplilar igin ligand baglanma modu 3 programla da dogru olarak elde edilmigtir. Bagka
bir deyisle, 1sdu ve 204p yapilarina ait hedef molekdiller ileriki doking ¢alismalari icin
daha uygun yapilardir. Bu sonugtan yola c¢ikilarak ¢alismanin ileriki agsamalarinda

204p yapisi hedef molekul olarak kullanilacaktir.

En iyi poz siralamalar:
AutoDock  FlexX Vina
2

o
NPRPRRPARPRRRPIMRPAMRRE R
0 O©OFRP PP OF N0 P DO
P RPRPRPRPNNRRRPRPREO® R

Tablo 4.3: Tum dokingler sonucunda tahmin edilen en iyi pozun siralamasi



Kod RMSD RMSD RMSD ortalama
AD FlexX Vina RMSD
R; 4,20 9,71 3,46 5,79
R, 4,38 9,59 2,78 5,58
I3 1,97 3,27 1,91 2,38
I, 1,76 1,18 1,99 1,64
Ny 2,34 3,49 1,96 2,60
N, 1,57 8,19 1,29 3,68
D, 5,00 1,46 2,54 3,00
D, 4,20 5,15 2,54 3,96
SH 5,47 10,41 1,64 5,84
S, 1,97 4,08 2,31 2,79
L, 2,86 12,96 1,26 5,70
L, 3,21 10,29 1,18 4,89
T, 2,56 2,93 1,63 2,38
T, 1,17 1,16 1,56 1,30

Tablo 4.4: Tum dokingler sonucunda elde edilen RMSD degerlerinin ortalamalari

ortalama RMSD

Sekil 4.3: Ortalama RMSD degerleri ve karsilik gelen PDB kodlari
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4.2. Vina Doking Programinin Beta Laktam Molekiillerine Uygunlugu

Beta laktam bilesiklerinden Sperka vd. tarafindan yapilan g¢alismada aktif bulunan
molekullerin (sekil 3.14), AD Vina programi ile PDB kodu 204p olan ve metod
validasyonu sonucunda doking igin uygun bulunan kristal yapisina karsi doking
sonucunda elde edilen ligand konformasyonlari igin Tablo 4.5'daki sonuglar elde
edilmigtir. Bu sonuglara gére deneysel olarak elde edilen % inhibisyon degerleri ile
Vina ile hesaplanan afinite degerleri arasinda yuksek bir korelasyon (0.937)
bulunmaktadir. Bu korelasyonu gosteren grafik Sekil 4.4’de verilmigtir. Elde edilen
yuksek korelasyon, Vina doking ydnteminin deneysel dederlere uygun sonuglar
verdigini gostermektedir. Gergeklestirilen doking c¢alismasi sonucunda bulunan
baglanma modlarinin dogru oldugu, baska bir deyisle doking calismasinin tim
molekuller igin dogru sonuglar verdigi tabloda goérilen RMSD degerlerinden
anlasiimaktadir. Ayrica bu calismadan elde dogru denklemi, gorsel ligand
taramasindan elde edilen umut verici beta laktam bilesiklerinin % inhibisyon degerini

tahmin etmede kullanilabilir.

Sekil 4.4’deki dodru denklemini bir kalibrasyon edrisi olarak ele alinabilir. Hatta bu
yolla Bolum 4.3’te anlatilacak olan gorsel ligand taramasi sonucunda elde edilen
yapllar icin yaklasik bir % inhibisyon degeri tahmin etmek de mumkundur. AD Vina ile
elde edilen afinite (baglanma enerijisi) dederleri ile deneysel olarak elde edilen Ki
degerlerinden turetilen baglanma enerjisi degerleri, tek bir molekul i¢in sayisal deger
olarak birebir oOrtismese de, birden fazla yapi ele alindiginda, artan afinite
degerleriyle, deneysel olarak hesaplanan % inhibisyon degerinin arttigi
gorulmektedir. Deneysel veriler ile doking sonucunda elde edilen degerler arasindaki
ufak farkliliklarin nedeni ise doking calismalari 6ncesinde hedef molekullerin kristal

yapisinda bulunan tim su molekaullerinin silinmis olmasindan kaynaklanabilir.



Baglanma
%
o enerjisi
molekiil inhibisyon RMSD
(kcal/mol)
(deneysel)
(hesaplanan)
3 62 -7,7 1,781
2 68 -8,2 1,457
1 75 -8,4 2,166
4 86 -8,8 1,991
5 97 -9 1,878

Tablo 4.5: Beta laktam doking sonuglari ve deneysel % inhibisyon degerleri

_8'5 -

Hesaplanan afinite (kcal/mol)

deneysel %inhibisyon

y =-0,0353x - 5,6826
R?=0,9371
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Sekil 4.4: Vina doking ile elde edilen sonuglar ile deneysel % inhibisyon degerlerinin

korelasyonu

4.3. Beta Laktam Bilesikleri igin Gérsel Ligand Taramasi Sonuglari

ZINC veri tabanindan ekstrakte edilen 370 adet beta laktam bilesigi ile birlikte Bolium

3.2 ve Bolum 3.4’te kisaca deginilen sentezler ile elde edilmis beta laktam bilesikleri

de veri setine eklenerek toplam 378 ligand igeren bir veri seti genisletilmistir. Gorsel

ligand taramasi islemi metod validasyonu sonucunda segilen AutoDock Vina
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programi ile 204p yapisina kargi doking yapilmistir. Tim doking ¢alismalari otomatik
hale getiriimis ve tum c¢alisma cygwin Uzerinden gergeklestiriimigtir. Bu galisma
sonucunda, her bir ligand i¢in 10 adet baglanma modu elde edilmig, bu baglanma
modlarindan (doking konformasyonu) en disik RMSD degeri veren konformasyon, o
ligand igin doking sonucu olarak kabul edilmistir. BOylece elde edilen yuzlerce sonug,
her bir ligand i¢in 1 adet doking sonucu olacak sekilde indirgenmigtir. Bu indirgeme
sonrasinda RMSD degeri (doking merkezi olarak belirlenen noktadan sapma) 2
Aden kiguk olan toplam 177 sonug¢ elde edilmigtir. Doking sonuglarinin 2 Aden
kiguk olmasi o ligandin hedef proteine program tarafindan dogru doking yapildigini
gosterdigine dnceden deginilmisti. Buna gore, elde edilen doking sonugclarinin 46%’si
2 A'den kiguk sonug vermis ve hedef proteinle yuksek etkilesim gostermigstir. Bu
deger beta laktam bilesiklerinin genel olarak HIV PR yapiari ile etkilegimininn yuksek
oldugunu go6stermektedir. Gorsel ligand taramasi sonuglari  Sekil 4.5'de

gorulmektedir.

12 4
o
10 -+
g
R .
S Sl ¢ .
4 - TS 0‘ ¢ " ¢
so’ f: * 3 R
2 W\‘VW\«W*’?
0 - o*

ZINC molekiiller

Sekil 4.5: Gorsel ligand taramasi sonucunda elde edilen RMSD degerlerinin timunin

2 A limitinde gOsterimi

RMSD degeri 2 Aden kliguk olan tum sonuglar daha sonrasinda AD Vina ile
hesaplanan baglanma afinitelerine gore siralanmis ve bu siralama ile HIV proteaz

hedef yapisi icin inhibitdr adayi olabilecek molekiiller belirlenmistir. Bu molekillerden
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baglanma afinitesi degerleri en dusuk olan ilk 20 molekulin kimyasal yapilari ZINC
kodlari ile birlikte Tablo 4.6'de verilmigtir. Sekildeki yapilara daha ayrintili incelenecek
olursa, birgok molekulde beta laktam halkasina bagh gruplarin benzer fonksiyonel
gruplar igerdigi gézlenmektedir. Bu gruplar icerisinde en ¢ok gbze carpanlar p-kloro
benzen, anisol, benzo[d][1,3]dioksol, o- ve p-klorobenzen, 1-kloro-4-metoksibenzen,
1,2- veya 1,4-dimetoksibenzen, triklorometilbenzen gruplaridir. Bu fonksiyonel
gruplar Sekil 4.6’da gorilmektedir.

p-kloro benzen anisol benzo[d][1,3]diokso o-klorobenzen

O~ | T [ C.

/O

1-kloro-4- 1,2- dimetoksibenzen 1,4-dimetoksibenzen triklorometilbenzen

metoksibenzen

o o \o
O~ |0
al cl
\o

Cl

Cl

Sekil 4.6: Gorsel ligand taramasi sonucunda en iyi baglanma afinitesi degerlerini

veren beta laktam bilegiklerinin fonksiyonel gruplari

Bu fonksiyonel gruplar HIV proteaz enziminin kanat bdlgesinde bulunan ve gorsel
ligand taramasi calismasinda doking yapilacak bdlgenin merkezi olarak segilen
Gly51 amino asidinin amin ve karboksilik asit gruplarina Hidrojen saglayici ve bu

gruplardaki elektronegatif atomlara bagli Hidrojenleri kabul edici atomlar icermektedir.

Elde edilen sonuglar igerisinde RMSD degeri 2 Aden kiguk olan en yuksek
baglanma enerjili ilk 20 sonucun igerisinde Sperka vd. tarafindan gergekestirilen
calismada sentezlenen molekullerden molekil_5 isimli yapi da yer almaktadir Bu
yapi Sperka vd. tarafindan sentezlenen ve deneysel Ki dederleri bulunan molekuller
icerisinde en yuksek inhibisyon %’si gdsteren yapidir. Goérsel ligand taramasi
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sonucunda elde edilen inhibitdr adayir molekuller icin hesaplanan baglanma
degerlerinin molekdl_5 ile esit ve daha kuguk olmasi ise bu yapilarin HIV proteaz
enzimi igin umut verici birer rekabet etmeyen (uncompetitive) inhibitdor adayi

olabilecegini gostermektedir.

Baglanma
ZINC kodu afinitesi RMSD (A) Kimyasal yapisi
(kcal/mol)

(O
O
ZINC00720531 -9,8 1,447 Q;(

i

cl
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(o]

N
[e]
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(o]
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; |
N

Cl

\b\c
\©\CI
[¢]
-
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Cl
Cl

cl
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(o}
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ZINC01019834 -9,7 1,034
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ZINC00729366

1,276

Tablo 4.6: Gorsel ligand taramasi sonucu elde edilen disik baglanma afiniteli en iyi

20 bilesik
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5. YORUMLAR ve ONERILER

Bu calismanin ilk asamasinda, 3 ayri doking yonteminin; FlexX, Autodock (AD) ve

Autodock (AD) Vina validasyonu X-ray yapisi bilinen 14 adet HIV-Proteaz

kompleksi icin yapilmistir. HIV-PR test seti igin yapilmis herhangi bir doking

programlarinin kargilastirilmasi ve validasyon calismasi bulunmamasi nedeniyle

yapilan galisma ilk olma 6zelligi tagsimaktadir.

Calismamizin her asamasinda elde edilen sonuglari 6zetleyecek olursak;

VALIDASYON GALISMASI SONUCUNDA;

1.

Hazirladigimiz veri seti icin dogru doking yuzdeleri; FlexX: %7.1, Autodock:
%35.7, AD Vina: %64.3’ tur.

AD Vina programinin, HIV Proteaz enzimi igin en iyi sonu¢ veren program
oldugu bulunmus ve calismanin diger agsamalari igin bu yontem secilmistir.

AD Vina programi ile enzimin farkli mutantlarinin(aktif boélge disinda olmal)
kulanilmasinda herhangi bir sakinca olamayacagi saptanmistir.

204p Pdb kodlu enzim yapisi ile elde edilen sonuglarin kullanilan her ug¢
yontem icinde basarili olmasi yontem se¢me secenegi olmayanlar igin bir
alternatif sunmaktadir.

HIV Proteaz sitemi icin; en uygun x-ray yapisinin Pdb kodu:204p ve en lyi

doking yonteminin ise AD Vina programi oldugu bulunmustur.

VALIDASYON GALISMASI SONUGLARININ KULLANIM ALANLARI;

1.

Sadece HIV-PR enzim yapisini iceren test seti hazirlanmigtir. Bu set, yeni
yazilan programlari dogrulugunu ve guvenilirligini test etmek igin

kullanilabilinir.

14 veri iceren test set icinde ayni inhibitor icin iki farkli yapinin bulunmasi,
hesaplama sonuglarinin dogruluguna ve/veya sapmasina etki eden “kimyasal

tanimlayicilarin” belirlenmesinde kullanmak mumkundar.

Validasyon hesaplama sonucunda elde ettigimiz veriler, yeni doking

programlarinin yazilmasinda kullanilabilinir.
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4. Hesaplama sonuglarimiz, HIV-PR enzimi ile ilgili yeni inhibitorlerin
tasarlanmasi konusunda galisacak olan arastirmacilara yontem sec¢iminde ¢ok
blyuk kolaylik saglayacaktir. Hem zamandan tasarruf saglanacak hem de
dogru bir yerden baslama imkani sadlamis olacaktir. Sadece dogru yontem
degil, ayni zamanda uygun Xx-ray Yyapisindan baslanmasi sonucunda

hesaplamalar sonucunda elde edilen sonuglarin guvenilirligi artmis olacaktir.

5. Sentezledigimiz bilesigin aktivitesinin hesaplama sonuglarinin  yluksek
bulunmasi bu bilesigin deneysel aktivite ¢alismalarina baglamak igin bizleri

hem heyecanlandirmis hem de hizlandirmistir.

GUnumuzde tedavide kullanilan ilaglara karsi virisun direng kazanmasi nedeniyle,
HIV proteaz enzimindeki alternatif bolgeleri hedefleyen yeni ilaglar tasarlanmasi
yonundeki ¢alismalara ilgi artmistir. Son yillardaki yapilan arastirmalar, beta-laktam
bilesiklerininin enzimin yeni hedef bolgesi “kanat bolgesi” ile etkilestigini gostermisgtir.
Bu nedenle c¢alismanin ikinci kisminda, literatlrde higbir hesapsal galismanin yer
almadigi, yeni hedef bolge “kanat bolgesi” icin yapilmistir. Bu amagla, literatirde
aktivite deneyleri bilinen 5 beta-laktam bilesigi icin AD Vina programi ile enzim

etkilesim bolgeleri arastiriimigtir.
BETA-LAKTAM CALISMASI SONUCUNDA;

1. ilk defa HIV-Pr enziminin “kanat bélgesi’ ile beta-laktam bilesiklerinin

doking galismasi bizim tarafimizdan yapilmis ve etkilestigi gosterilmistir.

2. Yeni aday inhibitori olan beta-laktam bilegikleri igin deneysel etkilesim
degerleri ile hesaplama sonucunda elde edilen dederler arasinda ¢ok bir

buyudk bir uyum bulunmustur.

3. Deneysel ve hesaplama sonuglarinin uyumu bizlere, AD Vina programinin
“kanat bolgesi” hesaplamalari igin dogru secim oldugunu gdstermenin
yani sira, yeni ligandlarin aranmasinda dogru sonuglara gotlrebilecegini

gOstermisgtir.

4. ZINC veri bankasi kullanilarak ve beta-laktam ana vyapisi verilerek
hazirlanan 370 adet bilesik iceren set’'e deneysel aktivite degeri bilinen 5

bilesik ve kendi sentezledigimiz 8 yeni beta laktam bilesigi dahil edilerek,
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AD Vina programi ile sanal ligand taramasi sonucunda, sentezledigimiz

bilesigimizin aktivite gosterme 6zelliginin yuksek olacagi bulunmustur.
BETA-LAKTAM CALISMASI SONUCLARININ KULLANIM ALANI;

1. Bu gune kadar yapilan hesapsal c¢alismalar sadece enzimin “substrat
baglama bolgesine” yogunlasmis iken enzimin diger alternatif hedef
kismi“kanat bolgesi” ile ilgili yaptigimiz ¢alisma sonuglar ilk olma 6zelligi
acgisindan diger arastirmacilari tesvik edebilir.

2. “Kanat bdlgesi” ile etkilesecek yeni inhibitdrlerin bulunmasi, AIDS tedavisinin
onunde bulunan virisun direncini kirma agisindan oldukga hayati Gneme sahip

olabilir.
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AutoDock ve AD Vina doking ¢alismalarinda kullanilan grid parametre dosyasi 6rnegi

(Ustte) ve grid kutusu parametreleri (altta). Moleklle gore grid merkezi (grid center)

ve reseptor ismi degigiklik gostermektedir.

74 Edit gpf

‘

C:/Documents and Settings/SENEM/Desktop/HIY VALIDATION/HIY Dataset AutoDock/AutoDock/2odp_2/204p.gpf

=

npts G0 B0 GO #num.grid points in xyz

gridfld 204p_rigid. maps fld # grid_data_file

spacing 0.375 # spacingld)

receptor_types A C HD N OA SA # receptor atom types
ligand_types ACF NAOANSHD  #ligand atom types
receptor Zodp_rigid. pdbot # racromolecule

gridcenter 12615 19.389 17.607  # wyz-coordinates or auto
smooth 0.5 # store minimurm energy win rad(A)
rnap 2odp_rigid. A map #atorn-specific affinity map
rmap 2odp_rigid. C.map #atorn-specific affinity map
rmap 2odp_rigid.F.map # atorn-specific affinity map
rnap 2odp_rigid. MA.map # atorn-specific affinity map
rnap 2odp_rigid. OA map # atorn-specific affinity map
rnap 2odp_rigid. M. map #atorn-specific affinity map
rmap 2odp_rigid. 3. map #atorn-specific affinity map
rmap 2odp_rigid. HD.map # atorn-specific affinity map
elecrnap 2odp_rigid.e.map # electrostatic potential map
dsolvrmap 2odp_rigid. d.map # desolvation potential map
dielectric -0.1465 # <0, AD4 distance-dep.diel; =0, constant

Read | Wyrite

nrmb Pick an alom .

v Center on igand 0 I

Cenler of macromolecule
n:

O a namad alom .
IIIII‘“' (| I

number of paints in Z-dimension:

ki

[140°]
Spacing [angstrom): [ (L IIIII
Center Grid Box: <offaate
® center. [12615 IIII“’MHI
y center (195509 !II 0 | !l

2 cEnler |I? EOT LRLTLT

=l
QK Cancel
Té Grid Options E
Fike Cendar e Helg
Currern G801
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Chimera programinin DockPrep araciyla ligandlarin doking hazirhidi icn optimize

edilmesi esnasinda kullanilan parametreler

r

! Dock Prep

mEX)

Molecules ko prep:

odp (#0)

For chosen molecules, do the Following:
v Delete solvent

[ Delete non-complexed ions

lv Change selenomethionine (M3E) to

[v If alternate locations, keep only highest occupancy

[ Incomplete side chains:  Replace using Dunbrack rotamer library |

methioning (MET)

I+ add hydrogens
|+ Add charges
v Wrike Mal2 file

Cancel | Help |

= Add Hydrogens for Dock Prep E]@

odp (00
add beedrogens to:

Method
" skeric only

Histidine Prokonation
Residue-name-based

(" sSpecified individually, .,

{* also consider H-bonds (slower)

9 (HIS/HIDYHIEJHIP = unspecifiedideltajepsilon/both)

(" Unspecified {determined by method)

Close | Help |

i | Specify Met Charges

=%

oL

TPY

Residue | Met Charge

+0 —

+0 —

Charges are compuked

Wang, I, Wang, W, Eollman, P 4 | and

Flease specify the net charges for the above residuss
s0 that their akomic parkial charges can be computed,

Charge method: & aM1-BCC 7 Gasteiger

using AMNTECHAMBER.

Publications using AMTECHAMBER. charges should cite:

Case, D4 (2006)

Automatic atom type and bond type perception i molecular mechanical calculations
Tournal of Ielecular Graphics and Modelling, 25, 247-260.

Ik | Cancel | Help |
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EK 3

AutoDockTools kullanilarak hedef molekillerin doking c¢alismalarina hazirlama

prosedurd.




EK 4

AutoDock ile yapilan doking ¢aligmalarinda kullanilan doking parametre dosyasi

(dpf).

74 Edit dpf
C:/Docurments and Settings/SENEM/Desktop/HN WALIDATIONHIY Dataset AutoDock/AutoDock/20dp_2720dp. dpf
“lautodock_parameter_version 4 2 # uzed by autodock to validate parameter set
outlew 1 # diagnostic output level
intelec # calculate internal electrostatics
seed pid time # zeeds for random generator
ligand_types ACF NAOANSHD  #atoms types in ligand
fld 2odp_rigid. maps. fld # grid_data_file
map 2odp_rigid. A map # atom-specific affinity map
map 2odp_rigid.C.map # atomespecific affinity map
map 2odp_rigid.F.map # atom-specific affinity map
rnap 2odp_rigid. NA. map #atom-specific affinity map
map 2odp_rigid. OA map # atom-specific affinity map
map 2odp_rigid.N.map # atomespecific affinity map
map 2odp_rigid. S map # atom-specific affinity map
rnap 2odp_rigid. HD. rmap #atom-specific affinity map
elecmap 2o4p_rigid e map # electrostatics map 2
desolvmap 2odp_rigid.d.map # desolvation map e Wi
rnove 2odp_lig. pdbet # small maolecule
about 11,6268 19.192 17,2008 # small molecule center
~ |tran0 random # initial coordinates/A or random
axisangled random #initial orientation
dihel random #initial dihedrals (relative) or random
tstep 2.0 #translation step/A
getep 50.0 # guatemion step/deg
dstep 500 Ftorsion step/dey
torsdof 13 Ftorsional degrees of freedom
rrstol 2.0 # cluster_tolerance/A
extnrg 1000.0 # external grid energy
e0max 0.0 10000 # max initial energy; max number of retries
ya_pop_size 150 # number of individuals in population
~||ga_num_evals 2500000 # maximum number of energy evaluations

0K Cancel
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EK 5

Ligand ve aktif bdlge aminoasitlerinde FelxX GUI'nin hedef molekul tanimlama

secenegi ile gergeklestirilen aminoasit modifikasyonlari.

Startwith:  Existing H-atoms from input filz

(@) Flest default protanation

Protonation & Torsions

Ai-Chain Protonation Torsion1 Tarsion2 fad
KSP-75-A asp- v
THR-26-4 thr v|[aE v
KSP-79- asp- v
KSP-301- asp- v
THR-31-4 hr vl s v
THR-80-4 thr v| 4180 v
4 v
Water
Water | Type @ v e
Show water with atleast |z [  interaction[s) to receptor

i\ Please resolve the marked entries in the PROTONATIONSTORSIONS table to continue,
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EK 6

FlexX programiyla hazirlanan doking parametreleri. Bu parametreler FlexX ile yapilan

tum doking ¢alismalarinda sabit tutulmustur.

' Define Docking

© General Docking Information

Receptor 320_rec - Mumber of Poses to Keep
Library «Choase a library> v Al | |10
Pharmacophore v

© Base Plavement

Place Base Fragment using:

(® Triange Matehing (O singe Interaction Sean

© scoring

heoess Sealing

(%) Apply same settings to all H-bond relevant interaction types

Restare Defaults

Il F i scors contribution; threshold: 0.30

Bl o score contribution; threshold:  0.70

© Chemical Parameters

& Docking Details

#aximum number of salutions per iteration J 200
300 0T 2000

#aximum number of salutions per Tragmentation 00

J 2
o T

Restore Defaults Apply & Dock! oK Cancel
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Vina doking ¢alismasina hazirlanan konfigtirasyon dosyasi igerigi (Ustte) ve cygwin

Uzerinden gergeklestirilen Vina doking ¢alismasi (altta)

| 204p_conf - Not Defteri
Dosya Dizen Bigcim Gérindm Yardim

=Rl

receptor = 2o04p_rigid. pdbgt
Tigand = 204p_ ?1g.pdbqt

out = all.pdbgt

12.615
19. 389
7.607

center_x
center_y
center_z

60
60
60

size_x
size_y
size_z

exhaustiveness = 16

€: /cygdrive/c/Users/senos/Desktop/Vina/204p_2

5 1s
204p_conf .txt 204p_lig.pdbgt 2o04p_rigid.pdhgt

gl v /Pnogxam Files/The Sc11pp° Research Institute/Uina/vina.exe'

|_conf. ——log 204p_lo

~uuuuuuuunuuunuuuuuuuuuuuuuuuununuuuuuuuuuuuuuuuunnnununuuuuuuuuu
If you used AutoDock Uina in your work, please cite: #

i
i #
## 0. Trott, A. J. Olson, #
#f AutoDock Vina: improving the speed and accuracy of docking #
4t with a new s ring function, efficient optimization and #
it multithread » Journal of Computational Chemistry 31 (2818> #
it 455-461 #
it #
it DOI 18.1002/jcc.21334 #
i #

#

#

Please see http://vina.scripps.edu for more informati

1t
uuuuuuuuuuuuuuuuuuuuuuuuuuuuuuuuuuuuuuuuuuuuuuuuuuuuuuuuuuuuuuuu

. done.
done.

' ——config 204p
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EK 8

Vina ile doking calismasini otomatik hale getirebilmek igin hazirlanan komut
dosyasinin igerigi. Ayni zamanda gorsel ligand taramasi igin de doking igleminin ard

arda gerceklestirmede kullaniimigtir.

for f in molecule*.pdbqt; do
b="basename $f .pdbqt’;

nohup echo Processing ligand $b;
mkdir -p $b;

"C:/Program Files/The Scripps Research Institute/Vinal/vina.exe" --config conf.txt --
ligand $f --out ${b}/out.pdbqt --log ${b}/log.txt;

done;
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Doking hesaplamalarinda kullanilan enzim molekult girdi dosyasi (*.pdbqt) icerigi

REMARK 4 XXXX COMPLIES WITH FORMAT V. 2.0

ATOM
ATOM
ATOM
ATOM
ATOM
ATOM
ATOM
ATOM
ATOM
ATOM
ATOM
ATOM
ATOM
ATOM
ATOM
ATOM
ATOM
ATOM
ATOM
ATOM

ATOM

[

N PROU 1

2 CAPROU 1

3 C PROU 1

4 O PROU 1

(o2 &)

CB PROU

CG PROU

7 CD PROU

11 H2 PRO U

13 H3 PRO U

1571
1572
1573
1574
1575
1576
1577
1581

1583

1

1

1

1

1

N PROU 1

CA PROU 1

C PROU 1

O PROU 1

CB PROU
CG PROU
CD PROU
H2 PRO U

H3 PRO U

17 N GLNU 2

18 CA GLNU 2

19 C GLNU 2

TER 1995

ASHU 25

1

29.478 3.249 17.619 0.00 0.00 -0.202 N

29.784 4.672 17.738 0.00 0.00

29.278 5.264 19.042 0.00 0.00

0.200 C

0.526 C

28.129 5.030 19.428 0.00 0.00 -0.500 OA

29.052 5.289 16.538 0.00 0.00
28.471 4.103 15.769 0.00 0.00
29.238 2.868 16.215 0.00 0.00
30.128 2.715 18.151 0.00 0.00
28.549 3.072 17.939 0.00 0.00
22.219 6.640 33.989 0.00 0.00
21.264 5.723 33.374 0.00 0.00
21.469 5.555 31.853 0.00 0.00
22.246 6.311 31.233 0.00 0.00
19.911 6.382 33.669 0.00 0.00
20.185 7.808 33.923 0.00 0.00
21.669 8.000 34.115 0.00 0.00
22.626 6.216 34.796 0.00 0.00
22.938 6.874 33.334 0.00 0.00
30.155 5.986 19.732 0.00 0.00
29.756 6.831 20.841 0.00 0.00

29.914 8.289 20.424 0.00 0.00

0.085C
0.079C
0.188 C
0.312 HD
0.312 HD
-0.202 N
0.200 C
0.526 C
-0.500 OA
0.085C
0.079C
0.188 C
0.312 HD
0.312 HD
-0.416 N
0.082C

0.597 C
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Doking Hesaplamalarinda kullanilan FlexX doking girdi dosyasi (*.mol2) igerigi.

# Name: <unnamed>
# Creating user name:  tripos2
# Creation time: Thu Feb 12 17:11:58 2010

@<TRIPOS>MOLECULE
ek
@<TRIPOS>ATOM
1C1 11.0532 47.6956 22.0944 C.ar 1BM2_1 0.0000
2511 9.7126 46.9814 21.1665S.02 1BM2_1 0.0000
58 H23 12.0557 48.5314 20.3842 H 1BM2_1 0.0000
@<TRIPOS>BOND
1 1 35ar
2 1 27ar
3 1 21
60 17 481
@<TRIPOS>SUBSTRUCTURE
1BM2_1 1 GROUP OA ** 0ROOTBM2 1
@<TRIPOS>SET

UNK_ATOMS STATIC ATOMS AMSOM **** Atom types guessed for these
atoms

351234567891011121314 151617 1819\

20 21 22 23 24 25 26 27 28 29 30 31 32 33 34 35
@<TRIPOS>NORMAL

@<TRIPOS>FF_PBC

FORCE_FIELD_SETUP_FEATURE Force Field Setup information

v1.0 0 0.000000 0.000000 0.000000 0.000000 0.000000 0.000000 NONEOOOOO
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AutoDock Vina ile gergeklestirilen bir doking isleminin ¢ikti (log) dosyasi icerigi.

Detected 1 CPU

Reading input ... done.

Setting up the scoring function ... done.
Analyzing the binding site ... done.
Using random seed: -1285951360
Performing search ... done.

Refining results ... done.

mode | affinity | dist from best mode
| (kcal/mol) | rmsd |.b.] rmsd u.b.

----- N SR S ——

1 -11.3  0.000 0.000

2 -10.7 1.560 2.141

3 -10.3 2.393 2917

4 -96 5576 10.544

5 -89 7.114 10.579

Writing output ... done.
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AutoDock ile gergeklestirilen bir doking ¢calismasinin ¢ikti (log) dosyasi igerigi.

Fé& 2hs1 Conformation Chooser

Rank: 7_1

Binding Energy: -4.94

kl: 239 67uM
Intermolecular Energy @ -4.97
Internal Energy : -2 57
Tarsional Energy : 3.88
Unbound Extended Energy: 0.93
Cluster RMS: 0.0

Ref RiMS: 3.86

select from 10 dockings:
(double click to update coords)
(Rank_SubRank

docked energy)

Zhal _lig 1_1 -7.66
Zhal_lig 2_1 7.92
Zhal lig 3 1 747
Zhal lig 41 -6.69
Thsl lig5 1 -7.04
Thsl ligB_1 6.0
Zhsl_lig 7_1 -4.94
hal_lig8_1 -5.84
Zhal lig9 1 -5.89
Zhel _lig 101 -4.36

[

[

[

-
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Ek 13

Gorsel ligand taramasinda doking islemini otomatik hale getirebilmek igin cygwin
platformunda yazilan script.

for f in ZINC*.pdbqt; do
b="basename $f .pdbqt;

nohup echo Processing ligand $b;
mkdir -p $b;

"C:/Program Files/The Scripps Research Institute/Vinal/vina.exe" --config conf.txt --
ligand $f --out ${b}/out.pdbqt --log ${b}/log.txt; done;
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