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Yeni bir ilag molekiiliiniin tasarlanmasi, sentezlenmesi ve onaylanip piyasaya
stirilmesi yillar sliren ve milyarca dolarlik maliyet gerektiren bir siiregtir. Bu siirecin
hizlandirilmast ve maliyetin azaltilmast i¢in bilgisayar destekli ilag tasarimi
caligmalar1 kullanilmaya baslanmistir. Bilgisayar destekli ilag tasarimi, ligand ile
protein arasindaki baglanma kinetigi ve ligandin baglanma bdlgesi bilgilerine

dayanarak potansiyel ila¢ molekiillerini belirlemek i¢in kullanilir.

Bu tez kapsaminda 6rnek olay incelemesi olarak influenza A viriisii se¢ilmis ve bu
viriis ilizerinde bir ylizey proteini olan Noraminidaz (NA) proteini kullanilmastir.
Mevsimsel HINT influenza A viriisii, insan sagligini olumsuz yonde en ¢ok etkileyen
virlislerden bir tanesidir ve her yil ciddi oranda hastalik ve 6liime neden olmaktadir.
Glinlimiiz diinyasindaki jenerik antiviral ilaglar (oseltamivir (OTV), zanamivir
(ZMR), peramivir (PRV) ve laninamivir (LNR)), Noraminidaz enziminin aktivitesini
engellemek tizere tasarlanmistir. Ancak, virlislerde meydana gelen mutasyonlar,
viriislerin ilaclara karsi diren¢ kazanmalarima ve bu nedenle antiviral ilaglarin
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etkilerini yitirmelerine neden olabilmektedir. Bu nedenle, ilaglarin hedef aldigi
yapilardaki diren¢ mekanizmalarinin anlagilmasi, giinlimiizde kullanilan ilaglarin
verimliligini belirleyebilmek ve yeni ilag¢ tasarimlar1 yapabilmek i¢in biiyiik 6nem

tasimaktadir.

Bu amag¢ dogrultusunda, ¢alismada oncelikle, ilag direnci gosterdigi bilinen mutant
NA proteinlerinin, kristal yapist mevcutsa PDB (Protein Data Bank)’den, kristal
yapist mevcut degilse de homoloji modellemesi ile molekiiler yapilar1 elde edilmistir.
Daha sonra, protein-ligand etkilesimlerini gozlemlemek amaciyla bu yapilar
kullanilarak NA ve ilag molekiilii i¢in molekiiler yerlestirme (docking) calismalari
gerceklestirilmistir. Bu caligmalar ile, ilag molekiillerinin NA proteini iizerindeki
baglanma bolgesi ve konformasyonlari belirlenmis ve mevcut deneysel Kkristal
yapilarla karsilagtirmalar1 yapilmigtir. Son olarak, semsiye orneklemesi (umbrella
sampling) yontemi ile, ligand ile kompleks halinde kristal yapisi bilinen NA’lar
kullanilarak ligandin proteinden minimum enerjiye sahip yolaklar {izerinden
uzaklastirilmas: sirasindaki kuvvetler hesaplanmis, deneysel ve diger hesaplamali
yontemlerle karsilagtirmalar yapilmistir. Boylelikle, bilgisayar destekli calismalar
kullanilarak bir protein-ligand sistemi igin gergek hayata en yakin ve dogru sonuglari

veren yontem ve simiilasyon parametreleri belirlenmistir.

Bu caligsmalarin, ilaglarin etki mekanizmalarinin anlagilmasinda ne tiir bilgisayar
destekli yontemlerin kullanilmas: gerektigi konusunda yol gostererek, olasi
mutasyonlar sonucunda karsilagilan yeni tip viriislere var olan ilaglarin etkilerinin
belirlenmesinde ve/veya yeni ilaglarin gelistirilmesinde yardimecr olmasi

beklenmektedir.

Anahtar Kelimeler: HIN1 influenza viriisii, Ila¢ direnci, Homoloji modellemesi,

Molekiiler kenetleme, Molekiiler dinamik simiilasyonlari, Semsiye drneklemesi
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Designing, synthesizing and approving a new drug molecule and driving it to the
market is a process that takes years and costs billions of dollars. Computer aided drug
design studies have begun to be used to accelerate this process and reduce costs.
Computer aided drug design is mainly used to identify potential drug molecules based
on the binding kinetics between ligand and protein, and the binding site of the target
protein. In this study, Neuraminidase (NA), which is a surface protein on influenza A
virus, was selected as a case study. The seasonal HIN1 influenza virus is one of the
viruses that affects human health in a negative way, causing serious morbidity and
mortality rates every year. In today's world, generic antiviral drugs are designed to
inhibit the activity of NA, such as oseltamivir (OTV), zanamivir (ZMR), peramivir
(PRV) and laninamivir (LNR). However, mutations that occur in viruses can cause
them to gain resistance to drugs and thus antiviral drugs may lose their effects. For this
reason, understanding of the protein-ligand binding kinetics is of great importance for

determining the efficacy of drugs and further designing new drugs.
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The structures of various NA proteins have been obtained either directly from the
Protein Data Bank (PDB) if the structure has experimentally solved or predicted with
homology modeling if no structure available. Then, docking studies for NA and drug
molecule, which is OTV, were performed to observe protein-ligand interactions. With
docking, conformations of OTV with different energy levels that bind to various
regions on NA were determined and compared to the crystal structures if exists. On
the other hand, since docking studies alone may not be sufficient in protein-ligand
interaction tests, we also carried out molecular dynamics simulations to navigate the
optimal direction for oseltamivir to find a proper way out of the NA binding pocket
without any or with minimum steric hindrance and then pull this small molecule from
NA via umbrella sampling pulling simulations. The rationale behind umbrella
sampling is that the more force OTV needs to be pulled, the more tightly it binds to
NA.

As a result, we developed methods that will enable us to understand/predict the
efficacy of drug molecules using computer aided studies. This study may give us a
chance for understanding the severity of viral epidemics and will be a guide for
discovering new drugs that may be urgently needed for upcoming life-threatening viral

infections.

Keywords: HIN1 influenza virus, Drug resistance, Homology modeling, Molecular

docking, Molecular dynamics simulations, Umbrella sampling.

vii



TESEKKUR

Calismalarim boyunca degerli yardim ve katkilartyla beni yonlendiren hocam Dr.
Ogretim Uyesi Ersin Emre Oren’e, kiymetli tecriibelerinden faydalandigim TOBB
Ekonomi ve Teknoloji Universitesi Biyomedikal Miihendisligi Boliimii 6gretim
tiyelerine, TRUBA kaynaklarmin kullaniminda kiymetli yardimlar ile bana yol
gosteren Prof. Dr. Turgut Bastug’a, tiim hayatim boyunca benden desteklerini
esirgemeyen, her zaman yanimda olan, bana gii¢ ve mutluluk veren canim anneme ve
canim babama, 10 yili agkin siiredir sevgisi, destegi, anlayisi ve bilimsel bakis agisi ile
yanimda olan hayat arkadasim Ahmet Mesut Alpkilig’a ve Biyonanotasarim
Laboratuvari’nda birlikte calistigim arkadaslarima ¢ok tesekkiir ederim.

Bu arastirmada yer alan kismi niimerik hesaplamalarin gergeklestirildigi TUBITAK
ULAKBIM, Yiiksek Bagarim ve Grid Hesaplama Merkezi'ne (TRUBA kaynaklarina)
ayrica tesekkiir ederim.

Son olarak, yiiksek lisans egitimim boyunca sagladiklar1 burs imkanlar1 icin TOBB
ETU’ye tesekkiirlerimi sunarim.

viii






ICINDEKILER

Sayfa

TEZ BILDIRIMIL......ccooooiiiiiiiiiiiics s i
OZET ...ttt iv
ABSTRACT .. Vi
TESEKKUR .......oooviviiiiiceeeeet et en sttt s st ans s s sss s viii
ICINDEKILER ........oooooiooeeeeeeeeeeeeeeee ettt ix
SEKIL LISTEST .......oooiiiiiieeceeeeee ettt Xi
CIZELGE LISTESI ......cocoiiiieeeeeeee ettt Xiii
KISALTMALAR ..ot Xiv
SEMBOL LISTESI ..........cooiiiiiiiiiiiriiiiescisesessiesessssenneas XV
O €] 123 1RO 1
1.1 TEZIN ATNACT ...ttt b e n e e neennee s 2
1.2 Bilgisayar Destekli {lag TaSarimi..........cccceveerrviveriiererceeieee e 3
1.3 INfluenza A VIrliSii........coveiverireiiiscsiiceescse s 4
1.3.1 Influenza A viriisiiniin yasam dOngiisti............coceerreererrerererecerseieresennns 5
1.3.2 NOraminidaz proteini ...........cceuvierriiiiiieiinieiiene e 6
1.3.2.1 NA inhibisyon mekanizmasi ve aktif bolge yapist ........cccocvvevennnnn. 9

1.3.2.2  Aktif inhibitorler .......coooviiiiiiiiii 11

1.4 Literatlir OZEt ..ovcveveveviieceereieieeecte et 12

2. TEORIK MODEL VE YONTEM .......ccccovumiiimiiiininninenseeniesesiseenns 15
2.1 Sistemin Genel TanImMi.........ocoeiiiiiiiiiiec e 15
2.1.1 Protein — ligand baglanma kinetigi ve termodinamik iligkiler............... 15
2.1.2  NA referans ve mutant yapilart.........cccooeriiiiieniiniic e 18

2.2 HOMOIOji MOAEHEMESI ....cvveveieiiee e 20
23 Molekiiler Kenetleme...........ccoooveiiiiiiiiiiiiee e 22
2.3.1 Arama algoritmas1 ve skorlama fonksiyonu ............cccoceviviiiiniiiinnn, 22
2.3.2 Kullanilan molekiiler kenetleme yazilimlart...........ccccooovvviniiniicnnnne. 22
2.3.3 Deneysel akis ve parametreler .........coocvvveiiiiiiiiiiieiie s 25
2.3.4 Molekiiler kenetlemenin limitasyonlart ...........cccccoovviiiiicniniiienee, 27

2.4 Molekiiler DINamik .........cccoiiiiiiiiiiiiiiiciiic e 27
241 TEOM wveiieie e 29
242 Kuvvet alanlar ... 30
2.4.3 Semsiye orneklemesi (umbrella sampling) yontemi..........cc.ccoevvernenne. 31
2.4.4 Similasyon sisteminin kurulmasi, akis1 ve MD parametreleri .............. 32

3. BULGULAR VE TARTISMALAR .........cccoiiiiiiiiiinieie e 37
3.1 Molekiiler Kenetleme ile NA-OTV Etkilesimlerinin Analizi.................... 37
3.2 Oseltamivir Baglanma Enerjisi Hesaplamalart ............cccocooooviiiiiiinnnn. 44
3.2.1 Molekiiler kenetleme ile baglanma enerjilerinin hesaplanmast............. 46
3.2.2 Molekiiler dinamik ile baglanma enerjilerinin hesaplanmast ................ ol
3.2.2.1  Oseltamivir YUK etKiSi....ccoovvveiiiiiiiiiiiiiecssee e 51



3.2.2.2  Farkli kuvvet alanlart €tKiSi......cooeeeeeeoeeeee oo a e 54

3.2.2.3 Molekiiler pozisyon kisitlamast etkisi..........cccccovvriiiiiiiiieniinninene 57

33 NA Proteininin Detaylt Yapisal Analizi........c.ccooovcviiiiiiiniiiniiiiiiicieeee 59
3.3.1 Aktif bolge kavitesinin MD simiilasyonlart ile analizi ..............c.c........ 59

4. SONUC VE ONERILER ...........cccccoiviiiiiiiieeeceeeee s esenes s, 63
KAYNAKLAR . ...ttt sneenre s 65
OZ GECMIS ...ttt 75



SEKIL LISTESI

Sayfa
Sekil 1.1: nag tasarimi, asamalari ve maliyeti (Url-2)........cccooevviiiiieiiicc e 2
Sekil 1.2: Influenza viriisii ve ylizey proteinleri (Url-3). ..o, 5
Sekil 1.3: Influenza virlisli yasam dONGUST. .......eevvveereeriiieiiesiee e 6

Sekil 1.4: (a) N1 Noraminidaz tetramerinin 3 boyutlu yapist (PDB kodu: 2hu4) ve (b)
viral zarfa baglanmasini saglayan kok bolgesi ile birlikte gosterimi (Amaro vd.,

140 G TSP 7
Sekil 1.5: Noraminidaz polipeptidinin bazi spesifik 6zelliklerini gdsteren diyagram
(Garman V., 2005)........cieiiieriirieiieieieee et 8

Sekil 1.6: influenza NA kristalleri; (a) N2, (b) N6, (c) N8, (d) N9, (e) N1, (f) N3, (g)
NS5 ve (h) N9. Kristal boyutlari en biiyiik (N9) 0,6 mm ile 0,15 mm (N6) arasinda

degismektedir (Garman Vd., 2005). ......cccoierieiiiiniinininiee e, 8
Sekil 1.7: NA aktif bolgesindeki kaviteler. ...........ccooiiiiiiiiiniiiiece e 9
Sekil 1.8: (a) Acik ve (b) kapali konformasyondaki 150-kavite yapilari................... 10
Sekil 1.9: Viriisiin enfekte ettigi konak hiicre tizerinde NA’nin aktif bolgesine
baglanan sialik asit yapisi (Schauer Vd., 2001). .......coovoiriiiiinineneenceeen, 11
Sekil 1.10: NA aktivitesini bloke etmek icin kullanilan ilag molekiilleri ve tibbi
tirtinlerinin piyasadaki iSIMIETT. ........cccviiiiiiiiiiiii 12

Sekil 2.1: S2, S1, R1 ve R2 NA sekanslarinin bir kisminin hizalanmis gosterimi. ... 19
Sekil 2.2: S2, S1, R1 ve R2’nin baglanma affinitesi ve antiviral direnclerinin siralama
01arak GOSTEITMLL ...veeviierieiiei et 20
Sekil 2.3: Homoloji modellemesinin asamalart (Url-5)........cccccevvvireniiiiniieninienn, 21
Sekil 2.4: 2001-2011 yillar1 arasinda en ¢ok alint1 yapilan 7 adet molekiiler kenetleme
programinin ortalama yillik atif sayilarinin yilizdelik dilim olarak gosterimi. . 23
Sekil 2.5: AutoDock 4.2.6’nin stokastik arama algoritmasi (a) ve AutoDock Vina’nin
gradyan tabanli arama algoritmasinin (b) sematik gosterimi. .........ococvervenenne. 24
Sekil 2.6: AutoDock 4.2.6 kullanilarak yapilan molekiiler kenetleme i¢in hazirlanmig
OTV molekiilii (a) ve Hydrated AutoDock 4.2.6 kullanilarak yapilan molekiiler

kenetleme i¢in hazirlanmig OTV molekiilii (b). ..ooovvrvvviiiiiiii 24
Sekil 2.7: Molekiiler kenetleme deneyleri i¢in gerceklestirilen is akis semasi. ......... 25
Sekil 2.8: Molekiiler kenetleme sirasinda kullanilan alan kutusunun gosterimi......... 26
Sekil 2.9: Kenetleme alani igerisinde Noraminidaz ylizeyini tarayan oseltamivirden
0310 < 107 RSP OU PR PPRT PP 26
Sekil 2.10: Toplam potansiyel enerji fonksiyonunu tanimlayan bagl ve bagli olmayan
CEKILESTMICT. ...eiiiiiiiieie e e 29
Sekil 2.11: Reaksiyon koordinat1 boyunca 6rneklemenin gosterimi (Url-7). ............ 32
Sekil 2.12: Semsiye 6rneklemesi simiilasyonlarinda kullanilan 6rnekleme araliklarinin
gosterimi (Agik pembe daire: NA, koyu pembe daire: OTV). ....cccccvvviveenne. 33
Sekil 2.13: Periyodik kutunun tanimlanmasi, ¢dzelti ve iyonlarin eklenmesi. .......... 34

Xi



Sekil 2.14: OTV’nin z ekseni yoniinde 1 ns ¢ekme simiilasyonu sonucundaki

yap1larinin bir KIS ...cuviivieiiic e 34
Sekil 2.15: Ornek PMF €BI1Si.....c.cvcuiviieeveiieeiiisciesseeeseseese st 35
Sekil 3.1: OTV’nin S1, R1 ve R2 yapilarina baglanma konformasyonlart................ 38
Sekil 3.2: Kristal S1-OTV (a) kristal R1-OTV (b) ve kristal R2-OTV etkilesimleri (c)
ve sirastyla ti¢ boyutlu gosterimleri (d) (€) (). ..oovvvvrviiiiiieiiie e 39

Sekil 3.3: Kristal S1-OTV (a) (b) (c) etkilesimleri ile sirasiyla ADT Vina (d), ADT (e)
ve Hydrated ADT (f) ile bulunan S1-OTV etkilesimlerinin karsilastirilmasi. .41
Sekil 3.4: Kristal R1-OTV (a) (b) (c) etkilesimleri ile sirastyla ADT Vina (d), ADT (e)
ve Hydrated ADT (f) ile bulunan R1-OTYV etkilesimlerinin karsilastirilmasi.. 42
Sekil 3.5: Kristal R2-OTV (a) (b) (c) etkilesimleri ile sirastyla ADT Vina (d), ADT (e)
ve Hydrated ADT (f) ile bulunan R2-OTYV etkilesimlerinin karsilastirilmasi.. 43

Sekil 3.6: AG ve Kb arasindaki logaritmik iligki.........ccoooeiiiiiiiniiiniiiiiecic e 45
Sekil 3.7: S1, R1 ve R2’nin kristal yapilarina kenetlenen oseltamivirin baglanma
enerjilerinin Karsilagtirtlmast. .......coocveeiiiiiiiiiiie e 47

Sekil 3.8: S2, S1, R2 ve RI’in I-TASSER homoloji modellemesi ile elde edilen
yapilarina kenetlenen oseltamivirin baglanma enerjilerinin karsilagtirilmasi. .48
Sekil 3.9: Kristal S1-OTV (a) etkilesimlerinin kenetleme sonucu elde edilen S1-OTV
etkilesimleri (b) ile ve kristal R2-OTV (c) etkilesimlerinin kenetleme sonucu

elde edilen R2-OTV etkilesimleri ile karsilastirilmast. .........ccoceevevveneiieenenn, 49
Sekil 3.10: S2, S1, R2 ve R1’in Pymol Mutagenesis ile elde edilen yapilarina
kenetlenen oseltamivirin baglanma enerjilerinin karsilagtirilmasi. .................. 50
Sekil 3.11: OTV molekiiliiniin birlesik-atom modeline gore gosterimi ve NHz’iin
LL@WIS YAPISL. evteutiiiiieitie sttt et ettt st et he et e et e et e e abe e e e e be e snn e e nne e e nneennne s 52

Sekil 3.12: Semsiye orneklemesi simiilasyonlari ile S1, R1 ve R2 holo yapilarindaki
OTV’nin formal ve fizyolojik yiikiiniin baglanma enerjilerine etkisi ve
degerlerin karsilagtirtlmast...........ccooiiiiiiii i 54

Sekil 3.13: S1, R1 ve R2 holo yapilar1 icin GROMOS96 43al, AMBER99sb ve
CHARMM36 kuvvet alanlarinin OTV baglanma enerjilerine etkisi ve degerlerin
Kars1agtirTlmast. ..oovvee i 56

Sekil 3.14: S1, R1 ve R2 holo yapilart iizerindeki pozisyon kisitlamasinin
kaldirilmasinin OTV baglanma enerjilerine etkisi ve degerlerin karsilastirilmasi.

.......................................................................................................................... 58

Sekil 3.15: S1-150 (a) ve S1 (b) yapilarinin kavite konformasyonlarinin sematik olarak
GOSTETIIMLL .vveiieteieeitie ettt ettt ettt ettt ettt et e st e s sttt e s mb e e as b e e e bt e e e bn e e e be e e ennneeenneas 60

Sekil 3.16: OTV kaynakli 150-kavite doniisiimiiniin deneysel olarak karsilastirilmast
(WU L al., 2013). .o 60

Sekil 3.17: 150-kavite dinamiginin MD simiilasyonlart ile holo ve apo yapilar tizerinde
arastirilmasinin gematik GOStEITMI. ...uvveivveiiiiiiiiiiie e 61

Xii



Cizelge 1.1:
Cizelge 4.1:

Cizelge 4.2:

Cizelge 4.3:

Cizelge 4.4:

CIZELGE LISTESI

Sayfa

Aktif bolgedeki kaviteleri olusturan amino asitler..........cocvvviveeiiinenne 10
S2, S1,R1 ve R2’nin farkli yapilarina molekiiler kenetleme ile baglanmis
OTV’nin farkli kenetleme yazilimlari ile hesaplanmis ve deneysel
baglanma ENErJHENI.........occoiiiiiiiiieee e 46
Semsiye orneklemesi simiilasyonlar ile S1, R1 ve R2 holo yapilarindaki
OTV’nin formal ve fizyolojik yiikiine gore hesaplanmis ve deneysel
baglanma eNeTjileri........cuuiiiiiiiiiiiiiie e 53
Semsiye 6rneklemesi simiilasyonlari ile S1, R1 ve R2 holo yapilarindaki
OTV’nin GROMOS96 43al, AMBER99sb ve CHARMM36 kuvvet
alanlarina gore hesaplanmis ve deneysel baglanma
LT L[] SRS 55
Semsiye orneklemesi simiilasyonlari ile S1, R1 ve R2 holo yapilariin
pozisyon kisitlamali ve kisitlamasiz simiile edilmeleri sonucunda
hesaplanmis ve deneysel baglanma enerjileri........cc.ccovveriiiiiieniiicnnn, 58

Xiii






CADD
SBDD
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MRNA
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1. GIRIS

Viriisler, yalnizca konak olarak adlandirilan canli bir hiicrenin igerisinde yasayip
cogalabilen enfeksiydz ajanlardir. influenza “etkilemek” anlamina gelen Italyanca bir
kelimedir (Burgan, 2014). influenza (grip) viriisii, her yil diinya iizerindeki gesitli
bolgelerde ciddi salginlara neden olmaktadir ve bu durum, insan sagligini olumsuz
yonde etkilemekte ve 6liimlere sebebiyet vermektedir. Bunun en ¢arpici 6rneklerinden
biri, 1918’de meydana gelen ve 50 milyondan fazla insanin 6liimiine neden olan
Ispanyol gribidir (Taubenberger vd., 2006). O dénemlerde doktorlar, bu hastaliga tam
olarak nasil bir mikroorganizmanin neden oldugunu bilmiyorlardi. Bilim insanlari, bu
hastaligin sebebinin viriisler oldugunu kesfetmek i¢in 15 yil daha ugragmislardir.
Gilinlimiizde ise, diinya ¢apinda her yil 290.000-650.000 insan bu virlis sebebiyle
hayatin1 kaybetmektedir (Url-1).

Influenza viriisiiniin A, B ve C olmak iizere 3 adet alt grubu bulunmaktadir. Insanlar
enfekte ederek, tehlikeli boyutlardaki epidemi ve pandemilere sebebiyet veren alt tip
Influenza A’dir. Influenza A viriisiiniin hizla gecirdigi yapisal degisimler, viriisiin
antiviral ilaglara kars1 diren¢ kazanmasina neden olmakta, piyasadaki jenerik ilaglar
yetersiz kalmakta ve oOliim oranlari artmaktadir. Bu nedenle, viriislerin hizli
degisimine ayak uydurabilecek yeni ve etkili antiviral ilaglara ihtiya¢ duyulmaktadir.
Ancak bir ilacin deneysel olarak iiretimi ve onaylanip piyasaya siiriilmesi, ¢ok asamali
bir siire¢ olup, onlarca y1l ve milyar dolarlar gerektirmektedir (Sekil 1.1). Bu asamada
bilgisayar destekli ila¢ tasarimi ¢alismalari ile, dogru ilaglarin kesfi hizlandirilmakta
ve analizleri gorece ¢ok daha kolay bir sekilde gerceklestirilebilmektedir. Biiyiik
ligand kiitiiphanelerindeki binlerce olas1 aktif bilesik arasindan deneysel ¢alismalara
gecilmeden once hedefi inhibe etmeye en uygun bilesikler belirlenebilmektedir. EK
olarak, ilaglarin hedef aldig1 yapilardaki diren¢ mekanizmalarinin bilgisayar destekli
caligmalar ile onceden anlagilmasi, giliniimiizde kullanilan ilaglarin verimliligini
belirleyebilmek ve yeni ilag tasarimlari yapabilmek i¢in biiylik 6nem tasimaktadir. Bu

sekilde hem deneysel calismalara analizler ile 1gik tutulmakta, hem de zaman ve



maliyetten ciddi dl¢lide kazanilmaktadir. Bu nedenle bilgisayar destekli ilag¢ tasarimi
calismalar1 sahip oldugu avantajlardan dolayr giinlimiizde énemli, gii¢lii ve popiiler

bir alan haline gelmistir.

LW Onciil calismalar I} 2| IND (Investigational New Drug) NDA (New Drug Application)

111%9

T: 1 milyar $ + SURE: 10— 15 yil

Sekil 1.1: Tlac tasarimi, asamalar1 ve maliyeti (Url-2).
1.1 Tezin Amaci

Bu tezin amaci, virlislerdeki protein yapilarimin ilaglar ile etkilesimlerinin analiz
edilerek, ilaglarin etkinliklerini belirleyecek bir teknik geligtirmektir. Bu teknik ile,
varolan ilaglarin verimlilikleri anlasilacak ve yeni ilag tasarimlari igin bir yol

belirlenecektir.

Bu calismada, bilgisayar destekli ¢alismalar kullamlarak Influenza A viriisii
Noraminidaz proteininin farklt mutasyonlara sahip versiyonlarinin piyasadaki antiviral
bir ilag olan oseltamivir ile etkilesimleri incelenerek, giiniimiiz ilaglarinin viriisii bloke
edebilme yeteneklerinin belirlenmesi ve boylece etkinligi daha yiiksek yeni ilaglarin
tasarimi i¢in gereken onciil metodun olusturulmasi amaglanmistir. Bu metot, degisimi
onceden tahmin edilmis viriislerin ilaglara verdigi tepkilerin dogru bir sekilde tespit
edilmesini, gelecek mutant yapilara karsi 6nlem alinmasini ve ilag direncinin tehlike

seviyesinin anlagilmasini saglayacaktir.



1.2 Bilgisayar Destekli ila¢ Tasarim

Bilgisayar destekli ilag tasarimi  (CADD), makromolekiil-ligand arasindaki
etkilesimleri simiile etmek i¢in matematiksel modellere dayanan 6zel bir disiplindir.
CADD teknikleri, yeni aktif bilesiklerin (kesif asamasindaki ilaglar) erken asamadaki
gelisimini yonlendirmek ve hizlandirmak amaciyla kimyasal kiitiiphanelerin hizli ve
dogru bir sekilde degerlendirilmesini saglar. CADD, ligand ile protein arasindaki
baglanma kinetigi ve ligandin baglanma bolgesi bilgilerine dayanarak potansiyel ilag
molekiillerini belirlemek i¢in kullanilir. CADD yonteminde “Yap1 bazli ilag tasarimi
(SBDD)” ve “Ligand bazli ilag tasarim1 (LBDD)” olmak {izere baslica 2 yaklagim tiirii
vardir (Yu vd., 2018) (Chen vd., 2007).

LBDD yaklagiminda, bir ya da daha fazla ligandin bir makromolekiile baglandigi
bilinir, ancak bu makromolekiiliin 3 boyutlu kristalografik yapisi bilinmez. Bu nedenle
yeni ilacin tasarimi, makromolekiile baglandigi bilinen ligand molekiillerinin
ozellikleri baz alinarak gerceklestirilir. Bu nedenle, LBDD yaklasimina indirekt ilag
tasarimi1 da denilmektedir. Makromolekiile halihazirda baglandig: bilinen ligandin
boyutu, yiikii, elektropozitivitesi/negativitesi, lipofilikligi, sp2 hibrit olusturma
durumu, hidrojen bagi alicist ve vericisi olan bolgelerine gére makromolekiiliin aktif
bolgesinin 3 boyutlu farmakofor modeli olusturulur. Yani bir ligandin s6z konusu
makromolekiile baglanmasi ve gerekli biyolojik cevabi olusturmasi i¢in gerekli
ozelliklere sahip olan atomik gruplar elde edilir. Elde edilen bu yap1 iizerinden de

ilacin tasarimi gergeklestirilir.

SBDD yaklagiminda, LBDD’nin aksine makromolekiiliin (protein, RNA, DNA vb.)
yapist Kristalografik olarak bilinir veya bu yapt NMR spektroskopisi ve X-isini
kristalografisi gibi yontemlerle deneysel olarak elde edilmemigse, homoloji
modellemesi yontemi kullanilarak molekiiliin 3 boyutlu yapisi elde edilir. Potansiyel
ligand molekiillerinin tasarimlar1 veya var olan ligandlarin verimlilikleri, biyolojik
hedefin yani makromolekiilin 3 boyutlu yapisal bilgisi ve ligand ile olan
etkilesimlerinin simiilasyon teknikleri kullanilarak analiz edilmesi ile gergeklestirilir.

Yani, tasarim ve yontemler makromolekiiliin yapis1 baz alinarak olusturulur.

Bu tez kapsaminda, makromolekiiliin yapist bilinerek ligand verimliligi lizerinde

caligsmalar yapilmigtir. Bu nedenle kullanilan yaklagim, SBDD yaklagimidir.



1.3 influenza A Viriisii

Influenza viriisii, Orthomyxoviridae ailesine ait 80-120 nm ¢apinda bir RNA
viriisiidiir. Bu viriis, Influenza A, Influenza B, Influenza C, Togotoviriis ve Isaviriis
olmak tizere 5 adet alt tiire sahiptir (Walker, 2009). Bu tiirlerden Togotoviriis ve
[saviriis’iin insanlar iizerinde enfekte edici ozelligi yoktur. Influenza C alt tiiri,
insanlar1 enfekte edebilmesine ragmen herhangi bir semptoma neden olmamakta, veya
belirtiler ¢ok hafif kalmaktadir. Bu nedenle epidemiye yol agmazlar. Ancak, influenza
A ve B tiirleri (bilinen adi ile grip viriisleri) diger alt tiirlerin aksine, insan sagliginda
olumsuz etkiler yaratmakta ve 6zellikle A tipinin gegirdigi hizli mutasyonlar tehlikeli
boyutlarda epidemilere ve hatta pandemiye neden olabilmektedir. Mutasyonlar, bir¢ok
canlida cesitli saglik sorunlarina ve hatta liime yol acarlar. Ornegin, insan DNA’sinda
meydana gelen tek bir bazin mutasyonu hatali bir RNA’nin kodlanmasina, dolayisiyla
da glutamik asit yerine valin amino asidinin sentezlenmesine sebep olarak orak hiicreli
anemi hastaligini olusturur. Bazi mutasyonlarsa, kimi canlilarin hayatta kalabilmeleri

icin daha 1yi 6zellikler kazanmasina yardimci olur.

Influenza viriisii, enfekte ettigi insan konakgida 6zel bir antikor iiretimine yol acar ve
eger ayni viriis, aym iilkeye bir yil sonra tekrar gelirse, yeni konakgilar bulmasi
zorlagacaktir. Bunun sebebi, viriisiin 6nceden enfekte ettigi insanlardaki antikorlarin,
viriisii taniyarak oldiirecek olmasindandir. Influenza viriisiiniin her yil gegirdigi
mutasyonlar sebebiyle viriis lizerindeki proteinlerin gecirdigi kiiciik degisimler ise, bu
etkiyi yok etmekte, viriisiin her yil tekrar tekrar ayni insani1 enfekte edebilmesine
sebebiyet vermektedir. Genellikle, viriis kaynakli hastaliklarin ¢ogunda hastaligi
atlatan insanlar hastaliga kars1 omiir boyu dogal bir bagisiklik kazanmig olurlar.
Ancak, influenza viriisliniin yukarida bahsedilen bu hizli degisim 6zelligi karsisinda,
bu virlise kars1 tamamen bagisiklik kazanabilmek, neredeyse imkansiz hale gelmistir
(Burgan, 2014). Bu nedenle, giiniimiizde 6nlem alinmasi gereken hastaliklar arasinda
grip biyiik bir 6ncelik kazanmigtir. Bu konudaki antiviral ilag tasarim ¢aligmalari ve

bu ¢aligmalara verilen destekler de giinden giine artmaktadir.

Influenza viriisiiniin iizerinde, viriisiin yasam déngiisiinii devam ettirebilmesi i¢in rol
oynayan Onemli proteinler vardir. Bunlar; M1 matriks proteini, M2 iyon kanali,

Hemagliitinin ve Noraminidaz proteinleridir (Sekil 1.2) (Gubareva vd., 2000).
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Sekil 1.2: influenza viriisii ve yiizey proteinleri (Url-3).

Hemagliitinin ve Noraminidaz, influenza virtisiiniin alt tiplerini ve viriis patojenitesini
belirleyen antijenik glikoproteinlerdir. Hemagliitininin 18 (H1-H18), Noraminidazin
ise 11 (N1-N11) adet alt tipi vardir (Jagadesh vd., 2016). Ornegin, 2009 yilinda
pandemiye neden olan influenza alt tipi HIN1’dir. Son yillarda ise bu alt tiplerden
H3N2 ve yine HINI1 aktif olarak insanlar1 enfekte etmekte ve etkilerini

surdirmektedirler.

1.3.1 Influenza A viriisiiniin yasam déngiisii

Viriislerin yasayabilmeleri ve ¢ogalabilmeleri i¢cin mutlaka canli hiicrelere ihtiyaglari
vardir. Influenza A viriisii, insandaki somatik hiicreleri enfekte ederek hizla ¢ogalma
yetenegine sahip bir viriistlir. Bu viriis iizerindeki zarf proteinleri ve iyon kanallari,

viriisiin yasam dongiisiinii devam ettirebilmesinde biiyiik bir role sahiptir.

Bir influenza viriisiinlin yasam dongiisii, viriisiin Hemagliitinin proteinini kullanarak
saglikli konak hiicre tizerindeki sialik asitlere tutunup, reseptor vasitali endositoz yolu
veya mikropinositoz yolu ile hiicre i¢ine girmesi ile baslar (Sekil 1.3). Bu saglikli
konak hiicreler, genellikle influenza viriisiiniin baglica hedefi olan burun ve akcigerleri
kapsayan solunum sistemindeki hiicrelerdir. Virlis konak hiicreye girdikten sonra,
ortamdaki pH degisiminin etkisi ile viriisiin bulundugu endozom parcalanarak viral
RNA segmentleri aciga c¢ikarilir. RNA segmentleri, niikleusu hedef alir ve hiicre
cekirdegine girerek, mRNA sayesinde ¢ok sayida viral RNA kopyasi olusturulur.
Hiicre c¢ekirdeginde sentezlenen viral RNA segmentleri ve proteinler, hiicre
membranina dogru ilerleyerek tomurcuklanma igin bir araya gelirler. Yeni virisler,

konak hiicrenin membranini kullanarak tomurcuklanma ile hiicre disina ¢ikarlar.
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Sekil 1.3: Influenza viriisii yasam dongiisii.

Ancak yeni viriisler, hiicreye konak membrani iizerindeki sialik asitlerinden hala bagh
konumdadirlar. Viris tizerindeki bir diger membran glikoproteini olan Noraminidaz,
bu baglantiy1 saglayan sialik asitleri keserek bir ¢esit biyolojik makas gorevi goriir.
Boylece, viriislerin tamamen serbest kalmasina, yeni konak hiicreleri enfekte ederek
¢ogalmalarina ve yasam dongiilerini devam ettirmelerine yardimci olur. Bu nedenle,
Noraminidazin viriisiin yagsam dongiisiindeki temel dogasi, glinlimiiz ¢aligmalari i¢in

onu ideal bir ilag kesif hedefi yapmustir.

1.3.2 Noraminidaz proteini

NA proteininin kesfi 1940’11 yillara, ilk insan influenza viriisiiniin izole edilmesinin
yaklagik 10 y1l sonrasina dayanir. New York Rockefeller Enstitiisii’'nden George Hirst,
influenza viriisii tarafindan enfekte edilmis tavuk embriyolarinda yaptig1 deneylerle,
viriiste konak hiicre iizerindeki reseptorleri ortadan kaldiran bir enzim oldugunu
kesfetmistir. Bu nedenle Hirst, NA’y1 “Reseptor tahrip edici enzim (receptor
destroying enzyme)” olarak adlandirilmistir. 1957 yilinda Melbourne Walter ve Eliza
Hall Enstitiisii’'nden Alfred Gottschalk bu enzimin konak hiicre tizerindeki sialik asidi
kestigini kesfederek, enzimin bugiinki bir diger ad1 olan sialidaz adin1 almasina vesile
6



olmustur. Daha sonralari da sialidazlarin dogada oldukg¢a yaygin oldugu kesfedilmistir.
Diger viriisler, bakteriler, memeli hiicreleri ve bazi parazitlerin de kendi sialidaz

enzimleri vardir (Garman vd., 2005).

NA, viral zarfta homotetramerik formda bulunan tip Il membran proteinidir. Her bir
monomeri, 4 ana boliimden olusur: 6 amino asit uzunlugunda bir sitoplazmik kuyruk,
7 ile 29 amino asit arasinda degisen hidrofobik transmembran bolge, 19 ile 45 amino
asit arasinda degisen bir kok bolgesi (stalk region) ve karboksiterminal kiiresel kafa
(bag bolgesi). Monomerler, kok bolgesinde disiilfid kopriiler ile dimerlere baglanir

(Sekil 1.4). (Varios, 2008).

Bas
>~ bolgesi

/
~

Kok
s bolgesi

Transmembran
bolge

Sekil 1.4: (a) N1 Noraminidaz tetramerinin 3 boyutlu yapisi (PDB kodu: 2hu4) ve (b)
viral zarfa baglanmasini saglayan kok bolgesi ile birlikte gosterimi (Amaro vd., 2016).

NA’nin bas bolgesi, bazi grip viriisii suslarindan pronaz ve tripsin gibi proteolitik
enzimlerle muamele edilerek serbest birakilabilir. Bu enzimler, NA’nin tim enzimatik
ve antijenik aktivitesini tasiyan bu bas bolgenin tek basina eldesini NA’y1 yaklasik
olarak 75.-80. rezidiileri arasindan keserek ve kok bolgesinden tamamen kurtulmasini
saglayarak gerceklestirirler. NA nin N-terminal’indeki sitoplazmik kuyruk bolgesi, en
az 8 alt tipinde de korunmus olarak birebir ayn1 sekanslar halinde bulunmaktadir.
Hidrofobik transmembran bolge ise tiim alt tiplerde ayni1 degildir ancak bu bolgenin

hidrofobikligi tiim yapilarda mutlaka korunur.

Sekil 1.5’te goriilen pronaz kesim bolgesi, yukarida bahsedilen proteolitik enzimlerin
belirli bir rezidii araligindan NA’y1 keserek enzimatik olarak aktif olan bag bdlgenin

aciga cikarildig1 alan1 géstermektedir.
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Sekil 1.5: Noraminidaz polipeptidinin bazi spesifik 6zelliklerini gdsteren diyagram
(Garman vd., 2005).

NA’nin 9 adet ana alt tipi bulunmaktadir (N1-N9) ve gectigimiz yillarda da yarasalarda
NA benzeri 2 protein yapist kesfedilmis ve NA alt tip kategorisine (N10 ve N11)
girmistir (Sun vd., 2014). Bu nedenle NA’nin aslen toplamda 11 adet alt tipi vardir.
Onceki yillarda bu proteinin bazi alt tipleri (N4 ve N7 gibi) X 1sin1 kristalografisi igin
uygun olmadiklarindan kristallestirilememislerdir ancak giiniimiiz teknolojisi ile bu
yapilarin bas bolgelerinin tiimii kristallestirilebilmis ve ii¢ boyutlu yapilar halinde
Protein Veri Bankasi’nda (Protein Data Bank (PDB)) tiim diinyadan erisime ag¢ik halde
bulunmaktadirlar. Kristallestirilmis NA yapilarindan bazilar1  Sekil 1.6°da

gosterilmistir.

Sekil 1.6: Influenza NA kristalleri; (a) N2, (b) N6, (c) N8, (d) N9, (e) N1, (f) N3, (g)
N5 ve (h) N9. Kristal boyutlar1 en biiyiik (N9) 0,6 mm ile 0,15 mm (N6) arasinda
degismektedir (Garman vd., 2005).



1.3.2.1 NA inhibisyon mekanizmasi ve aktif bolge yapisi

NA’nin bas bolgesinin merkezinde, hem yapisal ve konumsal olarak, hem de sekans
Ozelligi agisindan yillarca biiyiik oranda korunmus derin bir cep yapis1 bulunmaktadir.
Influenza viriisiiniin yasam dongiisiindeki son basamak olan viriisiin serbest kalis1,
konak hiicredeki sialik asidin bu katalitik cep yapisina baglandiktan sonra NA’nin
sialik asidi kesmesi ile gerceklesir. Bu nedenle aktif bolge veya ila¢ baglanma bolgesi
adinm1 alan bu cep, hem viriisiin konak hiicreden salinmasinda énemli bir yere sahip
oldugundan hem de NA’nin diger bolgelerine oranla evrimsel anlamda daha stabil
oldugundan yapi tabanli ilag tasarimi i¢in ideal bir hedef haline gelmistir. Influenza A
ve B alt tiplerinin NA sekanslar1 %75’e kadar farklilik gosterebilir. Ancak aktif bolge
tiim alt tiplerde ayn1 amino asit rezidiilerini igerdiginden tiim suslar arasinda tamamen
korunmus olarak bulunan tek bolgedir. Aktif bolge oluklu bir yapiya sahiptir ve 3 ana
kisimdan olusur: Sialik asit kavitesi (SA-kavite), 150-kavite ve 430-kavite. Bu
kavitelerin ti¢ boyutlu yapilart da Sekil 1.7°de NA iizerinde gosterilmistir. 430-kavite

turuncu, 150-kavite mavi ve SA-kavite yesil renktedir.

Sekil 1.7: NA aktif bolgesindeki kaviteler.

Bu kaviteleri olusturan aminoasitler ise Cizelge 1.1°de verilmistir. Bu tezde kullanilan
NA yapisindaki (N1) aktif bolge 49 amino asitten meydana gelmektedir. Bu amino
asitlerden c¢izelgede alt1 ¢izili olanlar, bunlarin konumsal olarak birden fazla kavitenin
icerisinde yer aldigini, yildizli olanlar ise bu amino asit rezidiilerinin sadece 150-
kavitenin kapali konformasyonda oldugu durumlarda 150-kaviteye ait oldugunu

belirtmektedir.



Cizelge 1.1: Aktif bolgedeki kaviteleri olusturan amino asitler.

Aktif bolge kavite rezidiileri
SA — kavite R118, E119, L134, V149*, K150*, D151, R152, S153, P154, R156,
W178, S179, S195, G196, 1222, R224, T225, E227, S246, E276,
E277, R292, N294, Y347, R371, Y406

150 — kavite V1le, 1117, R118, L134, T135, Q136, S145, G147, T148, V149*,
K150*, D151, R156, R430, P431, 1437, W438, T439

430 — kavite N325, P326, Y347, N369, S370, R371, W403, S404, Y406, 1427,
R428, G429, R430, P431, K432, E433, 1437, W438, T439

NA’nin farkli alt tiplerinde bu kavitelerin konformasyonel olarak agikliklari yani
oluklanma dereceleri farklidir. Ornegin, Sekil 1.8°de gosterildigi gibi, kristal yapisi
mevcut bir N1 yapisinda (PDB kodu: 2hu0) 150-kavite agik konformasyonda yani
oluklu yapida iken, tamamen ayni sekansa sahip bir diger kristallestirilmis yapida
(PDB kodu: 2hu4) kapali konformasyonda yani oluksuz yapida bulunur. Kavite
yapisinin aktif bolgeye baglanan bir ilacin baglanma yatkinliginda (affinitesinde) etkili
oldugu literatiirdeki bir ¢ok calismada gdzlemlenmistir. Ozellikle 18 rezidiiye sahip
150-kavitesi bu anlamda 6nem tagimaktadir. Tezin ilerleyen kisimlarinda kavitelerin
acik ve kapali konformasyonel yapilarimin ilag baglanmasi ile iliskisinden
bahsedilecektir. Aktif bolgedeki bu ii¢ kavite de ilaglarin baglanarak NA aktivitesini
bloke edebilecegi oluklardir. Ancak tiim NA alt tipleri i¢in, konak hiicre iizerindeki
sialik asidin en ¢ok sialik asit kavitesine baglandig1 deneysel ve simiilasyon ¢aligmalari

ile tespit edildiginden, bu oluga 6zellikle sialik asit kavitesi ad1 verilmistir.

150-kavite
(ac1k)

(@) (b)

Sekil 1.8: (a) A¢ik ve (b) kapali konformasyondaki 150-kavite yapilari.
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1.3.2.2 Aktif inhibitorler

As1 influenzadan korunmak igin birincil strateji olsa da agilamanin antiviral ajanlar
kadar etkili olmadig1 ve bir ¢ok noktada yetersiz kaldig1 bilinmektedir. Bu nedenle
hastaligin etkili tedavisi icin antiviral ajanlar gelistirilmistir. Influenza viriis
aktivitesini etkisiz hale getirmek i¢in kullanilan iki adet ana antiviral simif vardir.
Bunlar, M2 proton kanali inhibitorleri ve NA inhibitorleridir. M2 proton kanali
inhibitorleri (adamantanlar - amantadin ve rimantadin), bu kanali bloke ederek, viral
RNA’nin konak hiicre ¢ekirdegine salimimini engellerler. NA inhibitorleri ise,
yukarida anlatilan inhibisyon mekanizmasini kullanarak, NA’nin aktif bolgesine
baglanip konak hiicre icerisinde cogalmis yeni viriislerin hiicre disina salinmasini
onlerler. M2 proton kanali inhibitorleri sadece influenza A tipi viriislere etki etmekte,
insanlar iizerinde etkili olan B tipine kars1 etkisiz kalmaktadir (Mckimm-breschkin,
2012). Noraminidaz inhibitorleri ise influenzanin tim alt tiplerine kars1 etkilidir.
Ayrica adamantanlarin aksine, Noraminidaz inhibitdrleri toksisite anlaminda daha
giivenlidir ve ilaca direngli influenza viriis gelisimini tesvik etme olasiligi ¢ok daha
diisiiktiir. Bu nedenle giiniimiizdeki antiviral ilag ¢alismalar1 daha cok NA inhibitorleri
lizerine yogunlagsmistir ve M2 proton kanali inhibitorleri ¢alismalarinda gérece daha
az gelisme kaydedilmistir (Balgi vd., 2013). NA inhibisyonu i¢in antiviral ilaglar
tasarlanirken esas alinan nokta, bunlar1 NA’ya en iyi baglanabilecekleri sekilde dizayn
etmektir. Bu da ancak NA’ya halihazirda iyi baglandigi bilinen konak hiicre tizerindeki
dogal sialik asit yapisinin taklit edilmesi ile mimkiindiir. Asagida bahsedilen
inhibitdrlerin yapilar1 incelendiginde, Sekil 1.9°da goriilen dogal sialik asit yapisina

cok yakin yapilar olduklar1 da rahatlikla goriilebilir.

Sekil 1.9: Viriisiin enfekte ettigi konak hiicre tlizerinde NA’nin aktif bolgesine
baglanan sialik asit yapis1 (Schauer vd., 2001).
Guiniimiizde NA aktivitesi inhibisyonu yolu ile piyasada influenza tedavisinde

kullanilan dort adet antiviral ila¢ bulunmaktadir. Bunlar oseltamivir (Tamiflu®),
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zanamivir (Relenza®), peramivir (Rapiacta®) ve laninamivirdir (Inavir®) (Sekil
1.10). Bu ilaglardan oseltamivir 2000 yilinda, zanamivir 1999 yilinda ve peramivir
2014 yilinda Amerika Birlesik Devletleri'nin Saglik Bakanligi'na bagli FDA (Food &
Drug Administration) tarafindan onaylanmistir. Ancak, laninamivire yalnizca Japonya
tarafindan 2010 yilinda lisans verilmis olup, bu ilag molekiilii {izerinde yapilan

calismalar halen giinden giine artarak devam etmektedir (Url-4).

A S,

Oseltamivir Zanamivir Peramivir Laninamivir
Tamiflu® Relenza® Rapiacta® Inavir®

Sekil 1.10: NA aktivitesini bloke etmek igin kullanilan ilag molekiilleri ve tibbi
tirtinlerinin piyasadaki isimleri.

Simdiye kadar NA aktivitesini inhibe etmek icin gelistirilen ilaglarin, hem deneysel
olarak hem de modelleme ¢alismalarinda en ¢ok baglandigi bilinen aktif bolge kavitesi
SA-kavite’dir. Inhibitorler bu bélgeye baglanarak konak hiicre yiizeyindeki sialik
asidin dogasini taklit eder ve bu sekilde NA’nin gergek sialik aside baglanmasini

engelleyerek NA aktivitesini bloke etmis olurlar (Moscona, 2005).

Tezde yapilan ¢aligmalarda NA inhibitorii olarak ilag piyasasinda en ¢ok kullanilan

ilaglardan biri olan oseltamivirin etkinligi tizerinde arastirilmalar yapilmustir.

1.4  Literatiir Ozeti

Literatiirde, simdiye kadar influenza viriisiiniin ila¢ direncinin arastirilmasi iizerine bir
cok calisma yapilmistir. 2008 yilinda yapilan ¢alisma ile antiviral ilaglara kars1 direng
gosteren ve gostermeyen NA kristal yapilart elde edilerek bu yapilar PDB veri
bankasina eklenmistir (Collins vd., 2008). Yapilan deneysel ¢alisma ile, bu NA
yapilarina OTV’nin baglanma ilgisini dlgiilerek, ilacin deneysel baglanma degerleri
elde edilmistir. Farkli NA yapilar1 iizerinde OTV nin baglanma enerjilerinin deneysel
olarak bilinmesi, bu alandaki bilgisayar destekli caligmalara da biiyiik 6l¢ekte dnciiliik

etmistir.
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Mlaclarin etkinliklerinin arastirilmasi ve yeni ilag tasarimi ¢alismalarinda molekiiler
dinamik simiilasyonlarinin (MD) gii¢lii bir yontem oldugu bilinmektedir. Bu nedenle
literatiirde 6zellikle MM-PBSA (molecular mechanics / Poisson-Boltzmann surface
area) metodu basta olmak tizere farkli MD yontemleri ile bir cok NA-OTV c¢alismasi
gerceklestirilmistir. Wang ve arkadaslari, MM-PBSA yontemini kullanarak iki mutant
ve iki mutant olmayan NA yapisina OTV’nin baglanma enerjilerini hesaplamiglardir
(N. X. Wang vd., 2009). Ancak, iki mutant yapi i¢in hesapladiklar1 baglanma enerjileri
pozitiftir ve deneysel veriler dahil olmak tizere kararli sistemlerde baglanma
enerjisinin negatif oldugu goriilmektedir. Pozitif baglanma enerjisi, niikleonlarin
¢ekirdekten uzaklasarak sistemin kararsiz yapida bulundugunu gosterir. Bu durum, 6
ns olan simiilasyon siirelerinin MM-PBSA yontemi i¢in yeterli olmadigi sonucunu

dogurabilmektedir.

Nguyen ve arkadaslari, ayn1 sekilde PDB’de bulunan direngli ve direngsiz kristal NA
yapilart iizerinde MM-PBSA yontemi ile OTV’nin baglanma enerjilerini elde
etmislerdir (T. T. Nguyen vd., 2011). Bunun yaninda enerji hesaplamalarinda farkli
kuvvet alanlar1 etkisini de inceleyerek, NA-OTV sistemi i¢in en uygun parametre
setini arastirmiglardir. Yaptiklar1 bu calismaya gore AMBER ve CHARMM kuvvet
alanlar1 deneysel caligmalar ile korelasyon gosterirken, GROMOS kuvvet alaninda bu
korelasyon gozlenmemistir. Bu tez kapsaminda semsiye Orneklemesi yontemi ile
gerceklestirilen MD simiilasyonlart ise, bu konuda AMBER ve GROMOS kuvvet

alanlarinin daha basarili oldugunu gostermektedir.

Cheng ve arkadaslari, NA proteinin aktif bolgesi iizerinde aragtirmalar gergeklestirmis,
kavite rezidiileri ve kavitelerin esnekligi konusunda ¢aligmalar yapmislardir (Cheng et
al., 2008). Lawrenz ve arkadaslart ise, kalsiyum iyonlarinin NA-OTV
baglanmasindaki etki tiizerine ¢alismig, yine MM-PBSA yontemini kullanarak

baglanma enerjisi hesaplamalarini gergeklestirmislerdir (Lawrenz et al., 2010).

Literatiirde, semsiye Orneklemesi yontemi ile baska molekiiler sistemler igin
gerceklestirilmis ¢aligmalar da mevcuttur (W. Cui et al., 2013). Ancak NA-OTV
sistemi i¢in semsiye drneklemesi calismalar1 bulunmakla beraber, sayica MM-PBSA,
LIE (Linear Interaction Energy), termodinamik integrasyon ve serbest enerji
pertiirbasyonu yontemlerine gore ¢ok daha azdir. Karthick ve arkadaslarinin yaptigi
calismada, molekiiler kenetleme yontemleri ile birlikte semsiye drneklemesi yontemi

kullanilarak direngli ve direngsiz NA yapilarina OTV baglanma enerjileri
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hesaplanmistir (Karthick vd., 2014). Ancak ¢alismanin sonucunda elde ettikleri PMF
(Potential of Mean Force) egrisi incelendiginde, oOrneklemenin yeterli olarak
gerceklestirilemedigi bu egrideki eksik veri noktalarinda yasanan ani keskin
diistislerden rahatlikla anlasilabilmektedir. Bu nedenle elde edilen baglanma

enerjilerinin dogrulugundan siiphe duyulmustur.

NA yapilarinda OTV ilag direncinin arastirilmast ¢alismalart giincelligini
giinimiizdeki ¢alismalarla stirekli olarak devam ettirmektedir. Lina ve arkadaslari,
OTV direncinin hastalar tizerinde arastirilmasi amaciyla influenza viriisii tarafindan
enfekte edilmis hasta gruplarinda deneysel c¢alismalar yapmislar ve belirli yas
gruplarinda ilag¢ direnci etkisinin daha fazla oldugunu gostermislerdir (Lina et al.,
2018). Benzer sekilde bir ¢alismada, antiviral dirence sahip HIN1 pandemik influenza
virlisii bir I6semi hastasinda virolojik olarak izlenerek tedavinin etkinligi aragtirtlmigtir
(Salata vd., 2018).
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2. TEORIK MODEL VE YONTEM

2.1 Sistemin Genel Tanim

2.1.1 Protein - ligand baglanma Kinetigi ve termodinamik iliskiler

Biyolojik makromolekiillerin birbirleriyle veya ¢esitli kiiciik molekiiller ile etkilesime
girerek yiiksek bir spesifiklik ve afinite ile belirli bir kompleks olusturmak igin
etkilesmesi anlamina gelen molekiiler tanima, canli organizmalardaki tiim islevlerin
temelini olusturur. Biyolojik makromolekiillerin énemli bir sinifi olan proteinler,
islevlerini kendi gibi proteinlere veya diger molekiillere baglanarak gergeklestirir.
Protein-ligand etkilesimlerinin detayli olarak anlasilmasi, biyolojiyi molekiiler
seviyede anlamak i¢in ¢ok Onemlidir. Bu nedenle, protein-ligand sisteminin ve
baglanmalarindan sorumlu mekanizmalarin  bilgisi, ilaglarin  kesfedilmesini,
tasarlanmasini ve gelistirilmesini de kolaylastiracaktir. Molekiiler tanimanin daha iyi
anlagilmas1 icin, protein-ligand etkilesiminin altinda yatan fizikokimyasal
mekanizmalarin  anlagilmas1 gerekir. Bu boéliimde, baglanma kinetigi, temel
termodinamik kavramlar ve protein-ligand baglanmasindaki itici giigler, faktorler ve

entalpi-entropi iliskisi anlatilacaktir.

Protein-ligand baglanma kinetigi, 6zellikle bu iki molekiiliin birbirine baglanma hizina
odaklanan, protein ve ligand arasindaki iligkinin altinda yatan siireci ifade eder. Basit
bir durumda, bir protein molekiilii (P) ve karsilikli afiniteye sahip bir ligand molekiilii
(L) bir ¢ozelti iginde karistirildiginda, bunlar arasindaki zamana bagl iliski Denklem
2.1°deki gibi formiile edilebilir. Bu denklemde, PL protein-ligand kompleksi, k,,, ve

k. ise sirasiyla baglanma ve ayrilma kinetik hiz sabitleridir. k;, Ve k¢ un birimleri

sirastyla M~1s™1 ve s dir.

Kk
P+L—===PL
L= 2.1)

Denge halinde, ileri yondeki P + L — PL baglanma reaksiyonu ile ters yondeki PL —
P + L ayrilma reaksiyonun hizlar1 birbirine esittir. Bu durumda Denklem 2.2
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yazilabilir (Du vd., 2016). Burada koseli parantez igerisinde gosterilmis olan biyolojik

molekiiller denge konsantrasyonunu ifade eder.

Kon [P][L] =Ko [PL] (2.2)

Denge halindeki denkleme gore baglanma sabiti K;, Denklem 2.3’teki (Du vd., 2016)

gibi ifade edilir ve birimi M~1"dir. Bu denklemde K, ayrilma sabitidir ve birimi M dir.

1
- (2.3)
ke [P][L] K,
Baglanma sabiti degerinin yiiksek olmast durumunda ayrilma sabiti degeri diisiiktiir

ve bu durum baglanma affinitesinin yiikksek oldugu anlamina gelir. Tam tersi durumda,

ayrilma sabiti yiiksek oldugundan baglanma affinitesi diisiiktiir.

Protein-ligand baglanma affinitesi deneysel olarak dlciilebilir ve teorik yontemlerle de
hesaplanabilir. Deneysel yontemlerden birkagi, izotermal titrasyon kalorimetresi,
yiizey plazmon rezonans ve floresans polarizasyondur (Du vd., 2016). Teorik
yontemler ise, protein-ligand kenetleme, serbest enerji hesaplamalari, yolak
orneklemesi ve bitis noktas1 yontemleri olarak dort ana grupta toplanabilir. Bunlardan
molekiiler kenetleme ve yolak Orneklemesi NA-OTV baglanma enerjisinin

hesaplanmasi i¢in bu tez kapsaminda kullanilmis ve ileriki boliimlerde agiklanmistir.

Bir protein-ligand-¢oziicii sistemi, ¢6ziinen (protein ve ligand molekiilleri) ve
¢oOziiciiden (Su ve tampon iyonlari) olusan bir termodinamik sistemdir. Boyle bir
sistemde, maddeler arasinda karmasik etkilesimler ve sistemde 1s1 degisimi vardir. Bu
etkilesimler ve 1s1 transferinin enerji degisimi ile arasindaki iliski termodinamik
yasalar1 tarafindan belirlenir. Yani, protein ve ligandlar arasindaki iligkiyi belirleyen
itici kuvvetler, protein, ligand, su ve tampon iyonlari arasindaki ¢esitli etkilesimlerin
ve enerji degisimlerinin bir sonucudur. Bir sistemin sabit sicaklik ve basingta
(izotermal ve izobarik) maksimum veya tersinir is yapma kapasitesini Olgen
termodinamik bir potansiyel olan Gibbs serbest enerjisi (AG), itici kuvvetlerin
karakterizasyonu i¢in en dnemli termodinamik niceliklerden biridir (Gilson vd., 2007).
Herhangi bir spontan siirece benzer bir sekilde, protein-ligand baglanmasi, sadece
sistemin sabit basing ve sicaklikta bir denge durumuna ulastigi zaman, sistemin

AG’sindeki degisiklik negatif oldugunda meydana gelir. Protein ligand birlesme
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derecesi, negatif AG 'nin biiyiikliigi ile belirlendiginden, AG 'nin verilen herhangi bir
protein-ligand kompleksinin stabilitesini veya bir diger deyisle bir ligandin verilen bir

aliciya baglanma afinitesini belirledigi soylenebilir (Gibbs, 1873).

1 atm basing, 298 Kelvin sicaklik ve reaktan (protein ve ligand) konsantrasyonlarinin
1 M oldugu kosullar altinda serbest enerji degisimini ifade eden standart serbest
baglanma enerjisi (AG°), baglanma sabiti K}, ile Denklem 2.4°teki gibi iliskilidir (Du
vd., 2016). Bu denklemde R, evrensel gaz sabiti (1.9872036x107> kcal. K~*.mol™1),

T ise Kelvin cinsinden sicakliktir.
AG° =—RT In(Kb) (2.4)

K, baglanma sabitinin degeri ne kadar yiiksek ise, serbest baglanma enerjisinin degeri
o0 kadar negatiftir. Yani k,, Ve k,¢;’un birbirine oran1 olan K, Kinetik parametresi,
sistemdeki kompleksin stabilitesi ve protein-ligand baglanma affinitesi gibi

termodinamik 6zelliklerini belirleyen bir parametredir.

Herhangi bir zamanda, standart durum kosullari olmadan gerceklesen baglanma
durumundaki serbest baglanma enerjisi AG ise Denklem 2.5’teki gibi ifade edilir (Du
vd., 2016). Bu denklemde Q, protein-ligand kompleksi konsantrasyonunun sadece
protein ve sadece ligand konstrasyonlarin ¢arpimina orani olan reaksiyon oranini

ifade eder.

AG=AG°+RTINQ (2.5)

Denklem 2.4’teki gibi Q = Kj, oldugunda AG = 0 olur. Ayrica AG, entalpi ve entropi
cinsinden de Denklem 2.6’daki gibi ifade edilebilir (Du vd., 2016). Bu esitlikte AH ve
AS sirasiyla proteine bir ligand baglanmasi durumunda sistemdeki entalpi ve entropi

degisikligini ve T’de Kelvin cinsinden sicaklig1 gosterir.

AG =AH -TAS (2.6)

Entalpi, bir termodinamik sistemin toplam enerjisinin yani ¢éziinen ve ¢oziiciiniin i¢
enerjilerinin toplaminin bir dl¢iisiidiir. Burada ifade edilen baglanma entalpisi, genel
olarak baglanma arayiiziindeki kovalent olmayan etkilesimlerin (Van der Waals
etkilesimleri, hidrojen baglari, iyon ciftleri ve diger polar & apolar etkilesimler)

olusumlarindan kaynaklanan enerji degisiklikleri olarak kabul edilir. Entropi ise, 1st

17



enerjisinin genel termodinamik sisteme nasil esit bir sekilde dagitilacaginin bir
Ol¢iistidiir. Termodinamigin ikinci yasasi, 1sinin her zaman yiiksek sicakliktaki
bolgelerden diisiik sicakliktaki bolgelere kendiliginden aktigini ifade eder. Bu nedenle
entropi, bir sistemdeki atomlarda ve molekiillerdeki diizensizligin veya rastgeleligin

bir 6l¢iisii olarak da degerlendirilebilir.

2.1.2 NA referans ve mutant yapilari

Guniimiizde NA aktivitesini inhibe etmek i¢in en ¢ok kullanilan ilaglardan bir tanesi
olan oseltamivirin NA tizerindeki aktivitesinin, bilgisayar destekli modelleme ve
simiilasyon ¢aligmalar1 ile incelenebilmesi i¢in Oncelikle proteinin {i¢ boyutlu
yapisinin bilinmesi gerekir. Literatiirdeki deneysel ve teorik caligmalar sonucunda
OTV’ye kars1 yiiksek antiviral ilag direncine sahip oldugu bilinen ve aksine herhangi

bir direng géstermedigi de bilinen NA proteini kristal yapilar1 PDB’de mevcuttur.

OTV’nin antiviral dirence sahip olan ve olmayan yapilar iizerindeki ila¢ kinetiginin
incelenebilmesi i¢in, bu tez kapsaminda iki adet mutant NA yapis1 (PDB kodu: 3cl2
ve 3cl0) ve iki adet mutant olmayan yapi (biri i¢in PDB kodu: 2hu4) olmak {izere
toplam dort adet N1 alt tipine ait yapi tzerinde deneyler ve analizler

gergeklestirilmistir.

PDB’de bu vyapilar kompleks halinde, yani OTV ile baglanmis sekilde
bulunmaktadirlar. NA yapist OTV ile baglh ise holo, tek basina kullanildiginda apo

olarak isimlendirilmis ve tezin bundan sonraki kisminda bu sekilde bahsedilecektir.

Bu yapilardan mutant olmayan ve PDB’de kristal yapist bulunan NA yapist Sl
(susceptible 1), diger mutant olmayan ve kristal yapisi mevcut olmayan NA yapis1 S2
(susceptible 2) olarak adlandirilmis ve tezin bundan sonraki kisminda bu sekilde

bahsedilecektir.

S1, OTV’ye kars1 antiviral direng gdstermeyen ve enzimatik aktivitesi yeterli doz ile
basarili bir sekilde inhibe edilebilen NA yapisidir. Bu yapmin antiviral direng
gostermemesinin nedeni herhangi bir mutasyona sahip olmamasi degildir, aksine S1
yapisinda 252. sekanstaki Histidin, Tirozin’e doniiserek tekli mutasyona sebep
olmustur. Ancak bu mutasyon, OTV’nin baglandig: aktif bolge basta olmak ftizere,
baglanma kinetigini etkileyecek herhangi bir etki yaratmadigindan, antiviral ilag

direnci gelismemistir. Bu nedenle S1 yapisi mutant olmayan yapi olarak
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degerlendirilecektir. Bu mutasyonun antiviral dirence neden olmamasinin arastirtlmasi
da S2 yapisi ile saglanacaktir. S2 NA yapisinda, S1 yapisindaki 252. sekanstaki
Tirozin, ters doniisiim yapilarak Histidin’e c¢evrilmis ve bodylece teoride hi¢ bir
mutasyona sahip olmayan bir NA yapist olusturulmustur. S2 yapisinin kristal yapisi
PDB’de mevcut degildir. Bu nedenle {i¢ boyutlu yapisinin olusturulma yontemi tezin

homoloji modellemesi kisminda detayl1 olarak anlatilacaktir.

S1 ve S2 yapilarinin aksine, OTV’ye yiiksek oranda direng gosterdigi bilinen mutant
NA vyapilarindan bir tanesinde 294. sekanstaki Asparajin amino asidi Serin’e,
digerinde ise 274. sekanstaki Histidin amino asidi Tirozin’e doniigsmiistiir. S1 ile ayni
sekilde her ikisinde de 252. sekansta Tirozin amino asidi bulunmaktadir. Tezin bundan
sonraki kisminda bu iki mutant yapi sirasiyla R1 (resistant 1) ve R2 (resistant 2) olarak
adlandirilacaktir. Sekil 2.1°de yaklasik 390 amino asit uzunlugundaki dort NA
sekansinin bir kismi verilmis ve mutasyonlarin bulundugu rezidiiler sar1 renk ile
gosterilmigstir. Alt kisimdaki yildiz isareti (*) sekanslarin tamamen ayni oldugu
bolgeleri, iki nokta (:) ise mutasyonlarin bulundugu sar1 renkteki 252., 274. ve 294.

sekanslar1 gostermektedir.

210. 220. 230. 240. 260.
S2 VAVLKYNGIITDTIKSWRNNILRTQESECACVNGSCFTVMTDGPSNGQASHKIFKMEKGK

S1 VAVLKYNGIITDTIKSWRNNILRTQESECACVNGSCFTVMTDGPSNGQASYKIFKMEKGK
R1 VAVLKYNGIITDTIKSWRNNILRTQESECACVNGSCFTVMTDGPSNGQASYKIFKMEKGK
R2 VAVLKYNGIITDTIKSWRNNILRTQESECACVNGSCFTVMTDGPSNGQASYKIFKMEKGK

sk 3k 3k 3k K 3K 3K 3K K 3k 3K K 3K 3K 3K K 5K 3K K 3K 3k 3K K K 3K 3K K 3K %K %K %k 5k %K %K K K K K K K K K K K K K K Kk k K %

270. 280 290. 300. 310. 320.
S2 VVKSVELDAPNYHYEECSCYPNAGEITCVCRDNWHGSNRPWVSFNQNLEYQIGYICSGVF

S$1 \WKSVELDAPNYHYEECSCYPNAGEITCVCRDNWHGSNRPWVSFNQNLEYQIGYICSGVF
R1 yVKSVELDAPNYHYEECSCYPNAGEITCVCRDSWHGSNRPWVSFNQNLEYQIGYICSGVF
R2 VVKSVELDAPNYYYEECSCYPNAGEITCVCRDNWHGSNRPWVSFNQNLEYQIGYICSGVF

3K ok 3k ok 3k ok K K K 3k ok o 3k 3k ok 3k ok K 3k ok ok ok 3k ok 3k ok ok K ok ok ok o ok 3k ok ok ok 3k 5k ok 3k ok 3K ok 3K 3k 3k ok ok ok ok 3K ok %k K %k k3

Sekil 2.1: S2, S1, R1 ve R2 NA sekanslarinin bir kisminin hizalanmig gosterimi.

Literatiirdeki bir ¢ok deneysel ve teorik ¢alisma 274. ve 294. amino asitlerin yukarida
bahsedilen doniisiimii yasamalar1 durumunda OTV’nin baglanma kinetigini ciddi
Olgiide etkileyerek antiviral ilag direnci gelistigini kanitlamistir (Yusuf vd., 2016).
Buna goére, OTV’nin baglanma affinitesi ¢oktan aza dogru sirasiyla S2, S1, R1 ve
R2’dir. Yani, antiviral diren¢ ¢oktan aza dogru R2, R1, S1 ve S2 seklindedir (Sekil
2.2). Yesil ok yoniinde gidildikge OTV’nin baglanma affinitesi artarken, turuncu ok

yoniinde gidildiginde antiviral direng artar.
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Baglanma affinitesi

2 S1 R1 R2

Antiviral direng

Sekil 2.2: S2, S1, R1 ve R2’nin baglanma affinitesi ve antiviral direnglerinin siralama
olarak gosterimi.

2.2 Homoloji Modellemesi

Protein karsilagtirmali modelleme olarak da bilinen homoloji modellemesi, bir
proteinin birincil yapisindan (amino asit sekansindan), ii¢ boyutlu yapisinin
olusturulmasidir (Chothial vd., 1986). Kisaca bu yontemin amaci, yapist bilinmeyen

bir proteinin yap1 tahminini gerceklestirerek ii¢ boyutlu bir modelini olusturmaktir.

Homoloji modellemesinde 6ncelikle verilen sekansa (hedef) gére homolog olan
protein (sablon) tespit edilir. Sablon protein ve hedef protein sekanslari (rezidiileri)
eslenerek bir hizalama gergeklestirilir. Bu hizalama islemi sonucunda sablon protein
yapisi baz alinarak ilk olarak proteinin iskeleti (backbone) olusturulur (Baker & Sali,
2001). Homolog protein ile hizalama esnasinda eslesmeyen rezidiiler i¢in ise yapi
tahmini, Monte Carlo yaklasimi kullanilarak dongii modellemesi (loop modeling)
yontemi ile ab initio olarak gergeklestirilir. Bu asama, modelleme hatalarina en duyarl
olan agsamadir. Hedef ve sablon sekans eslesmesi yeterli seviyede (sekans benzerligi
en az %30) olmadiginda bu hatalar daha yiiksek siklikta meydana gelir (Zhang, 2011)
(Sensoy vd., 2017). Daha sonra proteinin yan zincirleri modellenir, model
optimizasyonu ve dogrulamasi yapilarak hedef sekansin {i¢ boyutlu yapist homoloji
modellemesi yontemi ile olusturulmus olunur. Sekil 2.3’te homoloji modellemesinin

asamalar1 sirasiyla gosterilmistir.

Gilinlimiizde homoloji modellemesi i¢in gelistirilmis yiizlerce yazilim mevcuttur.
Bunlardan bazilar1 I-TASSER, QUARK, Modeller, LOMETS, MPACK, ProModel,
SCRWL, Biskit, ModPipe, RaptorX, Prime, ProSide, CABS, SWISS-MODEL,
Robetta ve FoldX’tir (Url-6).
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Hedef sekans

PN SCDPVSFNGANGVIKGF
| P SCGPVSSNGANGVKGF S
i CGPVSSNGANGVIKGF SFKY

Homolog belirleme
|

Sekans hizalama o
|

Iskelet olusturma
1

Dongii modelleme -
1

Yan zincir modelleme
|

Model optimizasyonu
|

Model dogrulamasi

Sekil 2.3: Homoloji modellemesinin asamalari (Url-5).

Bu yazilimlardan protein yapi tahminini en iyi sekilde yapabilenlerin belirlenmesi,
ilerlemelerin tespit edilmesi ve boylece bu alanin gelisimine katki saglanabilmesi
amaciyla 1994 ten beri her iki yilda bir CASP (Critical Assessment of Techniques for
Protein Structure Prediction - Protein Yapt Tahmini i¢in Tekniklerin Kritik
Degerlendirmesi) deneyleri yapilmaktadir. Ozetle CASP, protein yapisi tahminlerinin
test edilmesine yonelik diinya ¢apinda bir yarigmadir. Deney sonuglarina gore, simdiye
kadar gerceklestirilen 13 CASP deneyinden 7. (2006), 8. (2008), 9. (2010) ve 10.
(2012) deneylerin sonucunda I-TASSER (Iterative Threading ASSEmbly Refinement)
1. sirada yer almistir (Roy vd., 2010). Bu nedenle I-TASSER, protein yap1 tahmini i¢in
gelistirilmis en iyi yontemlerden bir tanesidir. (Ben-david vd., 2009) Bu nedenle tez
kapsaminda yapis1 bilinmeyen proteinlerin yapir tahmini i¢in I-TASSER’1mn web-

tabanli sunucusu kullanilmastir.

Homoloji modellemesine ek olarak, kullanilan NA yapilar1 tek bir mutasyona sahip
oldugundan tiim sistemi modellemek yerine tek bir rezidiide degisiklik yapmak i¢in
Pymol 1.7.4.5 Mutagenesis (Ballard vd., 2002) modiili kullanilmistir. Boylelikle,
kristal yapi ile neredeyse ayni yapiya sahip NA yapilar1 elde edilmistir. Tezde
kullanilan S2’nin kristal yapis1 bulunmadigindan, S1 kristal yapisina yakinsamak igin

bu modiil ile yukarida bahsedilen 252. rezidii doniisiimii gergeklestirilmistir.
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2.3 Molekiiler Kenetleme

Molekiiler kenetleme (docking), bir ligandin makromolekiile olan baglanma enerjisini
ve ligandin kovalent olmayan etkilesimler ile makromolekiile baglandig1 durumdaki
konformasyonunu tahmin etmek i¢in kullanilir. Biyolojik etkilesimlerin ve
mekanizmalarin anlagilmasinda yaygin olarak yapi tabanli ilag tasarimi alaninda
kullanilan bir yontemdir. Tipik olarak bir molekiiler kenetleme islemi yapilabilmesi
i¢in, 6ncelikle makromolekiiliin yapisinin kristalografik olarak bilinmesi gerekir. Daha
sonra bu yapi lizerine baglanmasi istenen ligand molekiiliiniin minimum enerjiye sahip
konformasyonunun belirlenmesi ve bu konformasyondaki baglanma enerjisinin belirli
fonksiyonlar kullanilarak hesaplanmasi i¢in molekiiler kenetleme islemi
gerceklestirilir. Hedef makromolekiiliin islevinin anlagilmasi ve biiyiik bilesik
kiitiiphanelerindeki ligand molekiillerinin sanal taramasinin yapilarak yeni
inhibitorlerin kesfedilmesi i¢in molekiiler kenetleme gilinlimiizde ilag tasarimi

calismalarinda biiyiik bir 6nem tasimaktadir.

2.3.1 Arama algoritmasi ve skorlama fonksiyonu

Protein-ligand kenetleme yontemi arama algoritmalari ve skorlama fonksiyonlari
olmak tizere iki temel bilesen icerir. Arama algoritmalari, belirli bir hedef protein
icindeki ligand geometrisini ve konformasyonunu (pozu) tahmin etmek i¢in kullantilir.
Bu algoritmalardan bazilar1 Monte Carlo (MC), Genetik Algoritma (GA) ve hibrit GA
olarak da bilinen Lamarckian Genetik Algoritma (LGA)’dir. Bu algoritmalardan LGA,
digerlerine gore daha basarili sonuglar vermektedir (Morris vd., 1998). Skorlama
fonksiyonlari ise protein-ligand baglanma enerjisini tahmin etmek i¢in kullanilir. En
yaygin skorlama fonksiyonlari, kuvvet alani tabanli, ampirik, bilgi tabanl (istatistiksel
potansiyel) ve makine Ogrenmesi tabanli fonksiyonlardir. Bu algoritma ve
fonksiyonlarin her birinin kendine 6zgili avantajlar1 ve dezavantajlart mevcuttur. Bu
nedenle de genel uygulanabilirlik agisindan en dogru yaklasim bunlarin

kombinasyonlarinin kullanilmasidir.

2.3.2 Kullanilan molekiiler kenetleme yazilimlari

Molekiiler kenetleme icin gelistirilmis birbirlerinden farkli algoritmalar kullanan
yiizlerce yazilim mevcuttur. Bunlardan en 6nemlileri, AutoDock Suite, Gold, DOCK,

Glide ve FlexX yazilimlaridir. 2001-2011 yillar1 arasini baz alarak yapilan bir
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calismaya gore (Sousa, 2013), literatirde en ¢ok atif alan molekiiler kenetleme

yazilimlar1 Sekil 2.4’°te yiizde dilim olarak gosterilmistir.

GOLD
QXP %22

% ———
h2 Glide

‘ %13

== | FTDOCK
%3

FlexX
%12

AutoDock
%36

DOCK
%11

Sekil 2.4: 2001-2011 yillar1 arasinda en ¢ok alint1 yapilan 7 adet molekiiler kenetleme
programinin ortalama yillik atif sayilarinin yiizdelik dilim olarak gosterimi.

Bu calismada, popiiler kenetleme programlarinin performanslar1 karsilastirilmistir.
Ulasilan sonuca gore farkli yazilimlar, belirli hedeflere bagli olarak farkli basari
oranlarma ulasabilir, yani performans protein-ligand sistemine gore degisiklik
gosterebilir. Ancak genel olarak en ¢ok kullanilan kenetleme programlarinin hepsi bir
dizi farkli protein-ligand kompleksi iizerinde de test edildiklerinde, benzer sekilde
ligandin deneysel yapiya uygun baglandigi yoniinde performans gosterdikleri
goriilmiistiir. Ligandlar, reseptorlerinde 6nemli bir fleksibilite olmamasi kosuluyla
diisiik baglanma enerjisi hata paylari ile sonug vermistir. Bu bilgiler 1s181inda, bu tez
kapsamindaki molekiiler kenetleme ¢aligsmalari icin literatiirde halen en ¢ok atifa sahip

olan AutoDock programi kullanilmstir.

Molekiiler kenetleme analizlerinin dogruluk seviyesinin artirllmast ve deneysel
verilerle anlamli bir karsilagtirmanin yapilabilmesi i¢in AutoDock’un ii¢ farkli yazilim
paketi kullanilmistir. Bunlar, AutoDock 4.2.6 (Morris vd., 2010), Hydrated AutoDock
4.2.6 (Forli vd., 2012) ve AutoDock Vina (Trott vd., 2011)’dir. Her ii¢ yazilim paketi
de esnek olmayan protein ve esnek ligandi tanimlayan ayni tipte giris dosyalarini
kullanir. Ancak skorlama fonksiyonlar1 ve arama algoritmalarinda bazi benzer
parametrelere sahip olsalar da énemli farklara sahiptirler. Ornegin, AutoDock 4.2.6
stokastik (rastlantisal) bir arama algoritmasi ve AMBER kuvvet alaninin birlesik atom

modeli tabanli bir skorlama fonksiyonu kullanirken, AutoDock Vina yerel optimumu
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bulmak i¢in gradyan tabanli arama algoritmasi ve ampirik & bilgi-tabanli bir skorlama
fonksiyonu kullanir (Chang vd., 2010) (Sekil 2.5).

(@) (b)

Sekil 2.5: AutoDock 4.2.6’nin stokastik arama algoritmasi (a) ve AutoDock Vina’nin
gradyan tabanli arama algoritmasinin (b) sematik gosterimi.

Hydrated AutoDock 4.2.6 ise, AutoDock 4.2.6’daki ile ayni arama algoritmasi ve
skorlama fonksiyonunu kullanir ancak AutoDock 4.2.6’dan farki biyolojik ortamin
mimetiginin daha iyi yapilabilmesi i¢in ligand molekiiliiniin etrafina su molekiilleri
eklenerek islemin gerceklestirilmesidir. Buradaki su molekiilleri modelleme
hassasiyetinden 0diin vermeden su 6zelliklerinin basit bir tanimini1 saglamak igin
tasarlanmis Ozelliklere sahip bir monoatom ile temsil edilir (Sekil 2.6). Bu atomlar
ligandin intramolekiiler etkilesimlerine herhangi bir etkide bulunmaz. Intermolekiiler
etkilesimler igin ise, hidrojen bagi alicis1 ve donérii 6zelliklerinin bir kombinasyonu

olarak davranir.

(b) °

Sekil 2.6: AutoDock 4.2.6 kullanilarak yapilan molekiiler kenetleme i¢in hazirlanmis
OTV molekiilii (a) ve Hydrated AutoDock 4.2.6 kullanilarak yapilan molekiiler
kenetleme i¢in hazirlanmis OTV molekiilii (b).
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2.3.3 Deneysel akis ve parametreler

Tez kapsaminda gerceklestirilen molekiiler kenetleme deneyleri sonucunda
oseltamivirin Noraminidaz’a olan baglanma enerjilerini, konformasyonlarini,
geometrisini ve etkilesim haline oldugu rezidiileri belirleyebilmek igin Sekil 2.7°de

gosterilen akis semasi izlenmistir.

Protein kristal yapisi Ligand kristal yapisi

Liganda su
molekiillerinin
eklenmesi
(Hydrated
AutoDock)

Tiim hidrojen Torsiyon (dihedral)
atomlariin eklenmesi agacinin belirlenmesi

.pdbqt giris dosyasinin .pdbqt giris dosyasimnin
olusturulmasi olusturulmasi

Su molekiilleri
icin haritalarin
hesaplanmasi
(Hydrated
AutoDock)

Kenetleme alam Sistem parametre
kutusunun olusturulmasi dosyasinin olusturulmasi

AutoGrid ile sistem
haritalarmin
hesaplanmasi

Kenetleme icin parametre
dosyasinin olusturulmasi

Molekiiler kenetlemenin
baslatilmasi

Sekil 2.7: Molekiiler kenetleme deneyleri i¢in gerceklestirilen is akis semast.

Oncelikle yapilara tiim hidrojenler eklenmis, Gasteiger yiikleri hesaplanmis ve polar
olmayan hidrojen atomlar1 yapiya kaynastirilarak kenetleme igin gerekli giris dosyalari
olusturulmustur (.pdbqt). Burada polar hidrojen atomlar1 oksijen ve nitrojen gibi
elektronegatif atomlara baglanan atomlar1 temsil ederken, polar olmayan hidrojenler
karbon atomlarina bagli olanlari ifade etmektedir. Polar olmayan hidrojen atomlarmin
yapiya kaynastirilmasi, AutoDock’un birlesik atom modelini kullanarak hesaplama
yapmasindan kaynaklanmaktadir. Pdbqgt giris dosyasi, yapidaki tiim atomlarin
koordinatlari, kismi yiikleri ve atom tipleri bilgilerini igerir. Daha sonra molekiiler
kenetlemenin gergeklestirilecegi alanin belirlenmesi gerekir. Bunun i¢in Noraminidaz
iizerinde oseltamivirin baglanmasi i¢in arama yapilmasi istenen bolgeyi temsil eden
bir kutu olusturulur. Oseltamivirin Noéraminidaz iizerinde olas1 olarak baglanabilecegi
tiim bolgelerin belirlenmesi i¢in bu kutu Néraminidaz’1 biitiinliyle kapsayacak sekilde

yaklasik olarak 6 X 6 X 6 nm boyutlarinda bir kiip seklinde olusturulmustur (Sekil 2.8).
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Sekil 2.8: Molekiiler kenetleme sirasinda kullanilan alan kutusunun gosterimi.

Bu asamadan sonra gerekli parametre dosyasi olusturularak AutoGrid ile sistem
haritalarinin hesaplanmasina gegilir. Elektrostatik ve desolvasyon potansiyelleri,
hidrojen bagi alicisi oksijen, hidrojen bagi vericisi hidrojen, alifatik / aromatik karbon,
nitrojen ve siilfiir gibi atom-spesifik affinite haritalar1 olusturulduktan sonra ise
kenetleme icin gerekli parametrelerin belirlenmesi ile kenetleme hesaplamalar
baslatilir. Burada kullanilan 6nemli parametrelerden olan “aralik parametresi” 0.2
Angstrom, “dielektrik sabiti” -0.1465 (mesafe-bagimli) (Mehler vd., 1991), “LGA
enerji evaliiasyonu” 25,000,000 ve “konformasyon sayist” 100 olarak kullanilmistir.
Kenetleme islemi sirasinda belirlenen kutunun smirlar1 igerisinde oseltamivir,
Noraminidaz iizerinde baglanabilecegi tim alani tarar (Sekil 2.9). Kenetleme
sonucunda en iyi konfigiirasyona sahip ligand, hem baglanma bolgesi hem de

baglanma enerjisi anlaminda en iyi sonucu veren ligand konformasyonudur.

Sekil 2.9: Kenetleme alani igerisinde Noraminidaz yilizeyini tarayan oseltamivirden
birkaci.

Yukarida bahsedilen parametrelerle deneyler gerceklestirilmeden once, NA-OTV

sistemi i¢in optimum parametreleri belirleyebilmek adina yiizlerce test deneyi
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yapilmigtir.  Ornegin, konformasyon anlaminda spesifiteyi, baglanma enerjisi
anlaminda da dogrulugu artirmak amaciyla, kenetleme alani kutusu yalnizca aktif
bolge segilerek deneyler yapilmistir. Ancak, 6 x 6 x 6 nm boyutlarindaki kenetleme
alanm1 kutusu ile yapilan deneyler arasinda bir fark goriilmemistir. Bu nedenle
hesaplama siiresinin artmasima ragmen deneyler, oseltamivirin Noraminidaz
tizerindeki olas1 biitiin baglanma bolgelerini tespit edebilmek amactyla biiyiik boyutta
kullanilmistir. Diger parametreler de ayni sekilde optimize edilerek, en iyi sonuglari

verecek sekilde (deneysel verilerle uyum) segilmistir.

2.3.4 Molekiiler kenetlemenin limitasyonlari

Molekiiler kenetleme, baglanma pozisyonu ve protein-ligand etkilesimlerini
belirlemek i¢in giiniimiizde halen ¢ok kullanilan, giivenilir ve kisa siireler gerektiren
bir yontem olsa da, 6énemli bir limitasyonu vardir. Proteinler termodinamik olarak
kararli bir yapiya ulagabilmek i¢in konformasyonel anlamda siirekli hareket halinde
olan biyolojik molekiillerdir. Molekiiler kenetleme algoritmalarinda karsilagilan en
onemli limitasyon da proteinin fleksibilitesidir. Bu limitasyonun en 6énemli nedeni, bir
protein molekiilii i¢in géz Onilinde bulundurulmasi gereken ¢ok sayida serbestlik
derecesinin olmasidir (degrees of freedom). Molekiiler kenetlemede, ¢ogunlukla
serbestlik derecesi ihmal edilir. Yani protein tamamen hareketsiz, kat1 bir
durumdayken ligand baglanmasi gergeklestirilir. Bu durum, ligandin baglanma
enerjisi ve konformasyonu agisindan genellikle zayif kenetleme sonuglarina yol agar.
Gilintimiizde, her ne kadar bazi1 molekiiler kenetleme yazilimlarinda gelismeler ile
birlikte esnek protein secenegi sunulmus olsa da (Pagadala vd., 2017), genellikle
sadece belirli bir bolgenin fleksibilitesi ile limitlidir. Bir protein-ligand sisteminin
miimkiin olan en kararli sekli ile aragtirmalarinin gercgeklestirilebilmesi, giiniimiizde
ancak molekiiler dinamik simiilasyonlari ile saglanabilir. MD simiilasyonlari, sistemin
fleksibilitesinde herhangi bir limitasyon yaratmadan kapsamli 6rneklemeler yaparak
dogrulugu ciddi oranda artiran ve gerg¢ek hayata en yakinsayan teorik yontemlerden

bir tanesidir.

2.4 Molekiiler Dinamik

1965 Nobel Fizik Odiili'niin sahibi Richard Feynman sdyle demistir: “Hayati

anlamlandirmak i¢in simdiye kadarki en giiglii varsayimi1 tanimlamak isteseydik, her
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seyin atomlardan olustugunu ve canlilarin tiim davraniglariin bu atomlarin
salinmalar1 ve titresimleri ile anlasilabilecegini soyleyebilirdik.” Son 50 yilda
biyofizikgiler kendilerini, atomlarin bu hareketlerinin dogasini daha iyi anlayabilmeye
adamuglardir. Giinlimiizde biyolojik molekiillerin  dogasinin  teorik olarak
calisilmasinda molekiiler dinamik (MD) ve kuantum mekaniksel (QM) simiilasyonlar
kullanilir. Bu yontemler, bir molekiiler sistemdeki atomlarin zamana bagh
davraniglarin1 incelemek ig¢in hesaplamalar yaparak protein ve niikleik asit gibi
molekiillerdeki yapisal katlanmalar ve dalgalanmalar, konformasyonel degisiklikler,
sistemin stabilitesi ve termodinamigi hakkinda detayli bilgi saglar. MD
simiilasyonlari, atomik pozisyonlar ve hizlar dahil olmak iizere mikroskobik seviyede
bilgi iiretir. Mikroskobik diinyadaki hareketleri diizenleyen kuantum mekaniksel
yasalar, bunlara bagli makroskobik dinamiklerin elde edilmesinde yaniltici olabilirler.
Kuantum mekaniginde hareketler deterministik yasalarla degil, olasilik
fonksiyonlartyla yonetilir, yani kimyasal baglar mekanik olarak degil, ayni anda dalga
ve parcacik Ozelligi gosteren elektron bulutlari olarak tanimlanir. Bu nedenle
mikroskobik bilginin basing, enerji, 1s1 kapasiteleri vb. gibi makroskopik sistemlerin
gozlemlenebilen  Ozelliklerine  doniistiiriilmest  igin ~ MD  simiilasyonlari
hesaplamalarinda istatistiksel mekanik kullanilir. Yani istatistiksel mekanik, biyolojik
sistemlerin MD simiilasyonu ile matematiksel olarak incelenebilmesinde temel esastir
(Kazemi vd., 2018). Ne yazik ki, kuantum mekaniksel simiilasyonlar atom
hareketlerini ve biiyiikk molekiiler sistemlerin kimyasal dinamiklerini tanimlamak igin
daha 1y1 bir yontem olsa da, ¢cogu zaman en 1iyi siiper bilgisayarlar i¢in bile ¢ok
karmagik ve yogun hesaplamalar gerektirdiginden, MD simiilasyonlart giiniimiizde

QM simiilasyonlarindan daha 6nde gelmekte ve yaygin olarak kullanilmaktadir.

MD simiilasyonlari i¢in kullanilan en popiiler yazilim paketleri AMBER (Assisted
Model Building and Energy Refinement) (Salomon-ferrer vd., 2012), GROMACS
(Groningen Machine for Chemical Simulations) (Berendsen vd., 1995), NAMD
(Nanoscale Molecular Dynamics) (Phillips vd., 2005) ve CHARMM (Chemistry at
HARvard Macromolecular Mechanics) (Brooks vd., 2009)’dir. Bu tez kapsaminda
gerceklestirilen MD simiilasyonlart GROMACS 5.1.4 yazilim paketi kullanilarak
yapilmistir.
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2.4.1 Teori

Molekiiler dinamik simiilasyonlarinda oncelikle sistemdeki atomlarin her birine
Maxwell-Boltzmann dagilimina gore bir hiz tanimlanir ve tiim atomlar tzerindeki
kuvvetler potansiyel enerji fonksiyonu kullanilarak tahmin edilir. Bu kuvvetler,
atomlar arasindaki bagli ve bagli olmayan etkilesimlerin etkileri ile olusur. Sistemdeki
toplam potansiyel enerji fonksiyonu Denklem 2.7°de verilmistir. Burada K, yay sabiti,
r atomlar arasindaki mesafe, 1., denge uzakligi, Kg agisal sabit, 6 li¢ atom arasindaki
ag1, 8,4 denge acis1, V;, enerji bariyeri, n periyodiklik sabiti, ¢ iki diizlem arasindaki
ac1, y faz kaymasi, A;; ve B;; potansiyel sifirken iki atom aras1 uzaklik, R;; iki atom

aras1 uzaklik, g; ve q; atom yiikleri ve eR;; dielektrik fonksiyonunu ifade eder.

Egpan = O Ko (1=1) + 2K, (0-0,) + X \i[1+cos(n¢—y)]

baglar agilar dihedraller
S -
| R Ry eR;

Sekil 2.10°da ise bagli olan ve olmayan etkilesimler gorsel iizerinde gdsterilmistir.
Kimyasal baglar ve atomik acilar basit yaylar olarak, dihedraller (bir bagin etrafindaki
rotasyonlar) siniizoidal bir fonksiyon kullanilarak modellenir. Van der Waals
etkilesimleri ile ortaya ¢ikan bagl olmayan etkilesimler, Lennard-Jones potansiyeli
kullanilarak, elektrostatik etkilesimler ise Coulomb yasasi ile modellenir (Durrant vd.,
2011).

T
£, 60 +2 0@°+ Xod?oX @ oIk

baglar agilar dihedraller i<j g.’/
v
Bagl etkilesimler Bagli olmayan etkilesimler

Sekil 2.10: Toplam potansiyel enerji fonksiyonunu tanimlayan bagli ve bagli olmayan

etkilesimler.

Sistemdeki her bir i’nci atoma etki eden kuvvet, skaler potansiyel enerji

fonksiyonunun negatif gradyani ile hesaplanir (Denklem 2.8). Burada r;, F
kuvvetinin uygulandigi noktanin koordinatlarini belirtir ve U , bu kuvvetin olustugu

potansiyeli ifade eder.
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F(r)=-w(r) (2.8)
Sistemdeki atomlarin zamana bagli konumlari ise, Newton’un ikinci hareket yasasinin

her bir zaman adimi igin ¢6ziilmesi ile belirlenir (Denklem 2.9) (Monasse vd., 2014).

Bu denklemde F, m kiitleli atoma uygulanan kuvvet, a ’da ivmedir ve ayni zamanda

zamana gore konum degisiminin ikinci tiirevi ile de ifade edilir.

(2.9)

Her bir atomun konumu yukaridaki denklemlere gore hesaplandiktan sonra, yeni
zaman adimlart i¢in ayni denklemler kullanilarak ©6nce atomlara etkiyen yeni
kuvvetler, sonra da atomlarin yeni konumlari hesaplanir. Tiim bu zaman adimlarindaki
degisimler bir MD simiilasyonunun g¢iktilarin1 olusturur ve sistemin dinamik

davraniglarini ifade eder.

2.4.2 Kuvvet alanlar

Gergek molekiillerin hareket halindeki ger¢ek davramisini incelemek igin yukarida
aciklanan enerji terimleri, kuantum mekanik hesaplamalara ve deneysel (6rnegin
spektroskopik) verilere uyacak sekilde parametrelendirilir. Boylelikle, kimyasal bag
ve atomik agilar1 tanimlayan yaylarin ideal sertlik ve uzunluklari, elektrostatik
etkilesim enerjilerini hesaplamak i¢in kullanilan en uygun kismi atom yiikleri, en
dogru van der Waals atom yarigaplart ve bunlar gibi benzer parametrelerin
belirlenmesi saglanir. Bu parametrelerin timii “kuvvet alanlar (force fields)” olarak
adlandirihir ¢iinkii MD simiilasyonlarin1 kontrol eden ¢esitli atomik kuvvetlerin

sisteme olan katkilarin1 tanimlarlar.

Literatiirde simdiye kadar gelistirilmis birden c¢ok kuvvet alani bulunmaktadir.
Bunlardan MD simlasyonlarinda en yaygin olarak kullanilan kuvvet alanlar1t AMBER
(Cornell vd., 1995) (Wang, vd., 2004), CHARMM (Brooks vd., 2009), GROMOS
(Bakowies vd., 2005) ve OPLS (Jorgensen vd., 1996) kuvvet alanlaridir. Kuvvet
alanlarinin hepsi genel anlamiyla yukarida agiklanan parametrelendirme islemini
gerceklestirmek icin ¢esitli hesaplamalar kullanir ancak bazi temel farklara sahiptirler.
Ornegin, kuvvet alanlar1 genel anlamiyla atomlar1 temsil etme durumlarina gore tiim-
atom (all-atom) modeli ve birlesik-atom (united-atom) modelini kullanan kuvvet
alanlar1 olarak ikiye ayrilir. AMBER, CHARMM ve OPLS tiim-atom modelini
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kullanarak hesaplamalar yaparken, GROMOS birlesik-atom modelini kullanarak
hesaplama yapar. Bu iki atom-temsil modelinin arasindaki en 6nemli fark, tiim-atom
modelini esas alan kuvvet alanlarinin hidrojenler dahil olmak {izere sistemdeki her
tiirlii atom icin, birlesik-atom modelini kullanan kuvvet alanlarinin ise alifatik
hidrojenleri ve karbon atomlarin tek bir metil grubu olarak kabul ederek bunun i¢in
parametreler saglamasidir. Birlesik-atom modeli, hem serbestlik derecelerini
azalttigindan hem de sistemdeki atom sayisini kayda deger bir sekilde diisiirdiiglinden
Ozellikle biiyiik sistemler i¢in hesaplamalar1 hizlandirir ve simiilasyon siiresini kisaltir
(Lemkul vd., 2010). Bu durum literatiirdeki baz1 kaynaklarda simiilasyonun yeterliligi
acisindan bir dezavantaj olarak kabul edilse de (T. T. Nguyen vd., 2011), sistemin
ozelligine gore kuvvet alanlarinin etkisi cok degiskendir ve ancak sisteme 6zgii olarak

anlamlandirilabilir.

Literatiirde bu kuvvet alanlarinin hangisinin/hangilerinin daha iyi olduguna iligkin
calismalar mevcuttur (Ponder vd., 2003) (Martin, 2006) (P. H. Nguyen vd., 2011).
Genel sonug ise tek bir kuvvet alaninin her zaman her kosulda digerlerinden daha iyi
bir sonu¢ vermeyecegidir. Her biyolojik sistemin kendine 6zgii farkliliklart vardir ve
bu nedenle farkli sistemlerin deneysel verilerle en uyumlu sonug¢larinin farkli kuvvet
alanlar ile saglanabilmesi miimkiindiir. Bu nedenle, MD simiilasyonlarinda en dogru
sonuca ulagabilmek ve gercek hayata yakinsayabilmek icin, farkli parametrelerle
mimkiin oldugu kadar fazla deney yapilarak kullanilan sistem i¢in en uygun
simiilasyon durumu belirlenmelidir. Bu tez kapsaminda farkli kuvvet alanlar1 basta
olmak iizere, sistemdeki basing, sicaklik, ylik durumu degisikliklerinin de sonuglar

tizerindeki etkileri arastirilmistir.

2.4.3 Semsiye 6rneklemesi (umbrella sampling) yontemi

MD simiilasyonlarinin genel amaci, ilgilenilen molekiiliin termodinamik olarak
mevcut olabilecegi tim muhtemel durumlar1 Orneklemektir. Ancak siklikla,
molekiiliin bu termodinamik durumlari, birbirlerinden yiiksek enerji bariyerleri ile
ayrilir (Johannes, 2011). Enerji bariyerlerinin asilabilmesi, MD simiilasyonlarinda
karsilagilan O6nemli problemlerden biridir. Semsiye Orneklemesi ile, bu enerji
bariyerleri arasindaki alan diizlestirilerek aralarindaki farkin miimkiin oldugu kadar
azaltilmas1 amaglanir. Bu da, bir termodinamik durumdan digerine gegiste ek bir
harmonik potansiyelin kullanilmasi ile miimkiindiir. Boylelikle hem bariyerler
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arasindaki gec¢is yumusatilir, hem de simiilasyon hizlandirilmis olur. Bu gegisler
reaksiyon koordinati (ligandin ¢ekilme yonii) boyunca orneklenerek (Sekil 2.11)
ortalama kuvvet potansiyeli (PMF - Potential of Mean Force) elde edilir ve PMF

egrisinden ligandin serbest baglanma enerjisi hesaplanir.

£

Sekil 2.11: Reaksiyon koordinati boyunca 6rneklemenin gosterimi (Url-7).

Eklenen harmonik potansiyelin sonuca olan etkisini minimize etmek amaciyla
Agirlikli Histogram Analiz Metodu (WHAM) kullanilir (Rosenbergl, 1992) ve ek

potansiyel sistemden ¢ikarilir.
2.4.4 Simiilasyon sisteminin kurulmasi, akisi ve MD parametreleri

MD simiilasyonlarinda parametrelerin uygun sekilde belirlenmesi bu ¢alismalarin en
zor ve zaman alict asamasidir. Her biyolojik sistemin kendine &zgii bir yapisi
oldugundan, dogru MD parametrelerinin de bu sistemlere 6zgiin olarak kullanilmasi
onem tagimaktadir. Bu nedenle, tez kapsaminda gerceklestirilen semsiye 6rneklemesi
calismalarini sisteme 6zgii ve miimkiin olan en uygun sekilde gerceklestirebilmek i¢in
cesitli parametre ve durumlarin optimizasyonu yapilmistir. Bu dogrultuda, ligandin
yiik durumu ve topolojisi, kullanilan su modeli, semsiye drnekleme araligi, pozisyon
kisitlamasi, sicaklik ve basing gruplari ve toplam simiilasyon siiresi dikkate alinarak
sistemin uygun bir zaman araliginda dogru sekilde simiile edilmesi saglanmuistir.
Ormegin, semsiye Orneklemesi yonteminde OTV’nin aktif bolgeden ¢ekilmesi,

oncelikle OTV igin sterik engel olusturan girintili-gikintili bolgenin  asilmasi
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problemini beraberinde getirir. Yani, baglanma enerjisinin dogru tespit edilmesi,
OTV’nin bu bolgeden koparilmasi sirasinda protein iizerindeki herhangi bir rezidiiye
takilmadan ¢ikmasi ile mimkiindir. Bu nedenle, tezde kullanilan 5nm’lik COM
mesafesinde 6zellikle ilk 1 nm’nin detayli simiile edilmesi ¢ok 6nemlidir ve sonucun
kesinligi acgisindan daha net bilgi saglar. Tez caligmasinda ilk 1 nm’ye kadar
ornekleme aralig1 0.025 nm, 1-2 nm araliginda 0.5 nm ve geri kalan kisim i¢in 0.1 nm

olarak kullanilmis ve Sekil 2.12°de temsilen gosterilmistir.

-

0.025 nm 0.05 nm 0.1 nm

Sekil 2.12: Semsiye 6rneklemesi simiilasyonlarinda kullanilan 6rnekleme araliklarinin
gosterimi (Agik pembe daire: NA, koyu pembe daire: OTV).

Ornekleme araliklarmin dogru kullanilmasinin kontrolii deneyler sonucunda elde
edilen histogramlar ile yapilir. Reaksiyon koordinatt boyunca elde edilen
histogramlarin baglangic ve bitisleri en az %5 oraninda Ortiisiiyorsa, Ornekleme
pencereleri dogru belirlenmis demektir. Tezde yapilan deneyler sonucunda elde edilen
histogramlar da o6rnekleme araligi se¢iminin dogrulugunu giiglendirmistir. Bunun
disinda bir 6rnek de kullanilan su modeli i¢in verilebilir. Literatiirde yapilan bir
calismaya gore (T. T. Nguyen, vd., 2014), AMBER kuvvet alani i¢in en uygun su
modeli TIP3P, GROMOS ve CHARMM i¢in SPC ve OPLS i¢in TIP4P’dir. Tezde
yapilan caligmalarda da su modelleri, her bir kuvvet alani i¢in uygun olan su modeli
secilerek gerceklestirilmistir. Bu sekilde farkli parametrelerin bu sisteme 6zel olarak
en uygun degerleri ve durumlarn secilmis ve simiilasyonlar bu sekilde

gerceklestirilmistir.
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Semsiye Orneklemesi simiilasyonlarinda holo NA yapilar1 kullanilmig ve reaksiyon
koordinati z ekseni secildiginden, dncelikle OTV nin bulundugu aktif bolge pozitif z
ekseni yoniinde konumlandirilmigtir. Daha sonra ligand igin kullanilan kuvvet alanina
uygun topoloji dosyasi olusturulmustur (GROMOS kuvvet alani igin PRODRG (Schu,
2004), AMBER i¢in ACEPYPE (Sousa Da Silva vd., 2012) ve CHARMM igin
CGenFF (Vanommeslaeghe vd., 2012)). NA i¢in de gerekli topoloji ve girdi dosyalari
olusturulduktan sonra yap1 7 x 6 x 13 nm boyutlarindaki periyodik kutu igerisine
yerlestirilmistir. Kutu igerisine ¢zelti olarak su molekiilleri ve sistemin yiikiine gére

4 adet sodyum (Na*) iyonu eklenmistir (Sekil 2.13).

Sekil 2.13: Periyodik kutunun tanimlanmasi, ¢ozelti ve iyonlarin eklenmesi.

Bu asamadan sonra sirastyla minimizasyon ve NPT (Partikiil sayisi, basing ve sicaklik)
dengeleme adimlar1 yapilmistir. Sicaklik eslesme gruplart i¢in 300 K’de V-rescale
algoritmasi, basing i¢in ise Berendsen algoritmasi kullanilmistir (Bussi vd.,
2007)(Berendsen vd., 1984). Daha sonra 1 ns’lik ¢gekme simiilasyonu yapilmis ve
OTV, NA’dan minimum enerjili esnek yolak {izerinden uzaklastirilmistir (Sekil 2.14).

Sekil 2.14: OTV’nin z ekseni yoniinde 1 ns ¢ekme simiilasyonu sonucundaki
yapilarinin bir kisma.
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Bu simiilasyon sonucunda, her bir zaman adimi i¢in NA’dan uzaklagtirllan OTV
yapilarinin kiitle merkezleri (COM) 6l¢iilmiistiir. Bu konumlarin NA’nin COM’u ile
aralarindaki uzaklik hesaplanarak, ornekleme araliklari olusturulmus ve bu sekilde
yaklasik 60 pencere simiilasyonlar i¢in hazir duruma getirilmistir. Bu pencereler i¢in
ayrica NPT dengeleme asamasi gerceklestirilmis ve son olarak da her biri igin 5 ns
MD simiilasyonlar1 yapilmistir. Bu simiilasyonlarda sicaklik eslesme gruplari i¢in 300
K’de Nose-Hoover algoritmasi, basing i¢in ise Parinello-Rahman algoritmasi
kullanilmistir (Bussi vd., 2007). Simiilasyonlar sonucunda elde edilen PMF
egrilerinden ise baglanma enerjileri iki yontem kullanilarak hesaplanmustir. Ik
yontemde baglanma enerjisi degerleri PMF egrisinin maksimum ve minimum
noktalar1 arasindaki fark hesaplanarak elde edilmistir. Sekil 2.15’te 6rnek bir PMF

egrisi verilmistir.

10
75+
=
E 5
32.5
=
E 0
[~
25 .
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| 15 2 25 3 35 4 45 5
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Sekil 2.15: Ornek PMF egrisi.

Baglanma enerjisinin PMF egrisinden elde edilmesinde kullanilan diger bir yontem ise
integrasyon yontemidir. Denklem 2.10°da gosterildigi gibi oncelikle PMF (W (2)),
reaksiyon koordinati (z yonii) boyunca integre edilerek baglanma sabiti hesaplanir.
Burada mR? baglanma bolgesinin ortalama kesit alam, kz Boltzmann sabiti ve T

Kelvin cinsinden sicakliktir (Chen ve Kuyucak, 2011).

PMF egrileri maksimum noktalar1 0’a denk gelecek sekilde dtelenmistir. integrasyon

islemi her bir PMF egrisinin minimum degeri ile plato bolgesine kadar olan aralikta
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gerceklestirilmistir. NA baglanma bolgesi i¢in ortalama kesit alan1 hesabinda R degeri

7.5 Angstrom alinmistir.

K, = 7R j e W@ksT (2.10)

E

Daha sonra Denklem 2.11 kullanilarak baglanma sabitinden baglanma enerjisi elde

edilir. Bu denklemde C, standart konsantrasyon olup 1 M’dur.

AG° =—k;TIn(K,C,) (2.11)

Baglanma enerjisi degerleri her iki yontemle de hesaplanmis ve ilk yontem ile
hesaplanan AG degerleri AG,, ikinci yontem ile hesaplanan AG degerleri ise AG, olarak

bir sonraki boliimde verilmistir.
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3. BULGULAR VE TARTISMALAR

3.1 Molekiiler Kenetleme ile NA-OTYV Etkilesimlerinin Analizi

Bolim 3.3’te aciklandigi gibi molekiiler kenetleme yaklasimi, ligandlarin hedef
makromolekiillere olan baglanma enerjilerini hesaplamanin yani sira, ikisi arasindaki
etkilesimleri atomik seviyede modellemek igin kullanilir. Bu anlamda en 6nemli
kullanim alanlarindan biri ligand konformasyonunun 6ngoriilmesi, yani baglanma
bolgesinde ligandin geometrisi, pozisyon ve oryantasyonunun belirlenmesidir.
Ozellikle kristal yapis1 bilinmeyen sistemler icin ligandin makromolekiil iizerindeki
baslangi¢ konformasyonunun belirlenmesinde molekiiler kenetleme caligsmalari biiyiik
onem tasimaktadir (M. Cui vd., 2011). Boylece, kenetleme ¢alismalari sonrasinda
sistemin en kararli yapisini elde edebilmek igin gergeklestirilecek MD simiilasyonlari

icin uygun baslangic konfigiirasyonlar1 da elde edilmis olur.

Bu amag¢ dogrultusunda, boliim 3.3.2°de anlatildigi gibi molekiiler kenetleme
deneyleri tig farkli yazilim paketi ile ger¢eklestirilmis ve 6ncelikle S1, R1 ve R2 kristal
yapilarmin her biri i¢in kenetleme deneyleri yapilmistir. Bu boéliimde S2 yapisinin
kullanilmamasinin nedeni PDB’de kristal yapisinin olmamast ve bu nedenle OTV
konformasyonu ve etkilesimlerinin deneysel anlamda bilinmemesidir. S2 yapisi ile
karsilagtirilmalarin yapilmasi i¢in ayrica deney setleri hazirlanmistir ve ilerleyen
boliimlerde bahsedilecektir. OTV’nin S1, R1 ve R2 vyapilarima baglanma
konformasyonlari Sekil 3.1’de gosterilmistir. Yesil konformasyonlar deneysel olarak
NA’ya baglandig1 tespit edilmis kristal OTV yapilarini temsil etmektedir. Pembe

yapilar ise kenetleme sonucunda belirlenen OTV yapilaridir.

OTYV konformasyonunun dogru tespit edilmesi, beraberinde NA ile yaptig1 baglarin da
tespit edilip edilemedigi sorusunu getirir. Kenetleme deneyleri ile OTV
konformasyonunun yani sira, ligandin makromolekiilde hangi atomlara ne tiir

etkilesimler ile baglandig1 da tespit edilebilir. Bu kisimda, S1, R1 ve R2 kristal NA
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yapilarinin OTV ile yaptiklar1 baglar incelenecektir. Kristal S1-OTV etkilesimleri
hidrojen bagi ve hidrofobik etkilesimler dahil olmak iizere toplam 12, R1-OTV
etkilesimleri toplam 12 ve R2-OTV etkilesimleri toplam 15 rezidiiniin katilimi ile

saglanir.

Hydrated ADT

o - \ ¢ el A /
Kristal yapi Kenetlenmis yap1

Sekil 3.1: OTV’nin S1, R1 ve R2 yapilarina baglanma konformasyonlari.

Bu etkilesimler Sekil 3.2°de gosterilmistir. Etkilesimlerin tespiti i¢in LigPlot (Wallace
vd., 1995), ii¢ boyutlu yap1 tizerinde gosterimi igin de Pymol 1.7.4.5 yazilimlart
kullanilmastir.
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Kenetleme deneyleri sonucunda elde edilen etkilesimlerin tespitinde kenetleme
yonteminin basarisin1 6lgmek i¢in Denklem 3.1°de gosterilen esitlik olusturulmus ve

kullanilmigtir. Burada 7 %, kenetleme sonucunda ligandin etkilesim halinde oldugu

amino asitleri tahmin bagarisini, & gergek etkilesimler ile kenetleme etkilesimlerinin

ortak rezidii sayisini, f ise gercek etkilesimlerdeki rezidii sayisini belirtmektedir.

n% = %xloo (3.1)

S1, R1 ve R2 igin f degerleri sirasiyla 12, 12 ve 15°tir. S1 yapisina kenetlenen

OTV’nin bu yap1 ile olan etkilesimleri Sekil 3.3’te gosterilmistir. Etkilesimlere katilan
ortak rezidiiler kirmizi renk ile vurgulanmistir. Burada (a), (b) ve (c)’de gosterilen
etkilesimler S1 yapisinin OTV ile yaptig1 gercek etkilesimleri ifade eder. (d), (e) ve
(f)’de gosterilen etkilesimler ise sirasityla ADT Vina, ADT ve Hydrated ADT ile
bulunan etkilesimleri gostermektedir. ADT Vina sonucuna gore ortak rezidii sayisi
olana degeri 11, ADT’ye gore 9 ve Hydrated ADT’ye gore 10’dur. Bu degerlere gore
n % sirastyla, %91.66, %75 ve %83.33 olarak hesaplanmustir.

R1 yapisina kenetlenen OTV’nin bu yap1 ile olan etkilesimleri Sekil 3.4’te
gosterilmistir. Etkilesimlere katilan ortak rezidiiler kirmizi renk ile vurgulanmustir.
Burada (a), (b) ve (c)’de gosterilen etkilesimler R1 yapisinin OTV ile yaptig1 gercek
etkilesimleri ifade eder. (d), (e) ve (f)’de gosterilen etkilesimler yine sirasiyla ADT
Vina, ADT ve Hydrated ADT sonucunda bulunan etkilesimleri gdstermektedir. Buna
gore o degerleri tiim kenetleme sonuglarinin her biri i¢in 11 olarak bulunmustur. Bu
degerlere gore R1-OTYV etkilesimleri kenetleme sonucunda %91.66’lik bir basar1 orani

ile tespit edilebilmistir.

R2 yapisina kenetlenen OTV’nin bu yapr ile olan etkilesimleri Sekil 3.5°te
gosterilmistir. Etkilesimlere katilan ortak rezidiiler kirmizi renk ile vurgulanmstir.
Burada (a), (b) ve (c)’de gosterilen etkilesimler R2 yapisinin OTV ile yaptig1 gercek
etkilesimleri ifade eder. (d), (e) ve (f)’de gosterilen etkilesimler ise yine ADT Vina,
ADT ve Hydrated ADT ile bulunan etkilesimleri gostermektedir. ADT Vina sonucuna
gore «a degeri 15, ADT’ye gore 14 ve Hydrated ADT’ye gore 12°dir. Bu degerlere
gore 717 % sirasiyla, %100, %93.33 ve %80°dir.
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Sekil 3.3: Kristal S1-OTV (a) (b) (c) etkilesimleri ile sirasiyla ADT Vina (d), ADT (e)
ve Hydrated ADT (f) ile bulunan S1-OTV etkilesimlerinin karsilagtirilmasi.
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ve Hydrated ADT (f) ile bulunan R1-OTV etkilesimlerinin karsilagtirilmasi.
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Etkilesim analizlerine gore, her bir kenetleme tiiriiniin basarisini tespit edebilmek igin
ortalamalar alindiginda ADT Vina’nin %94.44, ADT’nin %86.66 ve Hydrated
ADT’nin %84.99 basar1 oram1 ile OTV’nin NA ile yaptig1 etkilesimleri tespit
edebildigi goriilmektedir. Standart sapma degerleri ise sirasiyla 4.81, 10.13, 6.00°dur.
Bu sonuglara gore ADT Vina, diger kenetleme yontemlerine gore etkilesimlerin
tahmini anlaminda daha basgarilidir. Bunun sebebinin, Vina’nin kullandig: bilgi-tabanlt
skorlama algoritmasindan kaynaklanabilecegi diisiiniilmektedir. Ayn1 zamanda bu
sonuglar konformasyon sonuglari ile birlikte degerlendirildiginde, her bir kenetleme
yonteminin de ligandin baglandig1 bolge, bu bolge icerisindeki yonlenimi, pozisyon
ve geometrisi agisindan basarilt sonuglar verdigi ¢ikarilabilir. Eldeki sistemin
analizinde hesaplama siiresi de goz oOniine alindiginda ise, ADT Vina en iyi se¢im

olarak belirlenmistir.

Bu bilgilere gore, molekiiler kenetlemenin ligandin makromolekiil ile olan
etkilesimlerinin dogru olarak belirlenmesinde 6nemli bir bilgi sagladig: ¢ikarilabilir.
Ozellikle, makromolekiiliin kristal yapisinin bilindigi durumlarda gerceklestirilen
SBDD ¢alismalarinda, olas1 ligand molekiillerinin dogru belirlenebilmesi a¢isindan bu

bilgi biiyiik 6nem tagimaktadir.

3.2 Oseltamivir Baglanma Enerjisi Hesaplamalar

Protein-ligand baglanmasinda, ligand genellikle hedef protein iizerindeki bir bolgeye
baglanarak biyolojik bir sinyal iiretilmesini saglayan molekiildiir. Ligandin proteine
baglanmasi, iyonik baglar, hidrojen baglar1 ve Van der Waals kuvvetleri gibi

molekiiller arasi etkilesimler ile meydana gelir.

Deneysel olarak yapilan c¢alismalara gore, tezde kullanilan dort NA yapist belirli
molarlar ile OTV’ye maruz birakilmis ve OTV’nin bu yapilara olan baglanma
affiniteleri dl¢iilmiistiir (Collins vd., 2008). Olgiilen K, degerlerinden ise ligandin AG
baglanma enerjileri hesaplanmistir. AG degeri gorece ne kadar negatif ise, ligandin
proteine olan baglanma affinitesi o kadar yiiksektir. OTV baglanma enerjilerinin
deneysel degerleri S2 igin -14.50 kcal/mol, S1 igin -13.12 kcal/mol, R1 i¢in -10.48
kcal/mol ve R2 i¢in -9.77 kcal/mol’diir (T. T. Nguyen vd., 2011). Denklem 2.3’¢ gore,
baglanma sabiti K}, ligandin baglanma affinitesi ile dogru orantilidir, yani Kj, ne kadar
yiiksekse OTV baglanma affinitesi de o kadar yiiksektir. Denklem 2.4’e gore, K, den
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AG baglanma enerjisine gecisin logaritmik oldugu goriilmektedir. AG baglanma
enerjisindeki 2-3 kcal/mol’liikk bir degisim bile, K}, sabitinde 100 katlik bir degisime

neden olmaktadir.

Bu nedenle mutant ve mutant olmayan yapilarin ayirt edilmesinde AG ’deki degisimler
biiyiikk 6nem tasimaktadir. AG ve K}, arasindaki bu iliski Denklem 2.4 kullanilarak
yukaridaki OTV baglanma enerjileri araliginda Sekil 3.6’da grafik iizerinde

gosterilmistir.
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95 -10 -105 -11 -11.5 -12 -125 -13 -135 -14 -145
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Sekil 3.6: AG ve K, arasindaki logaritmik iliski.

Tezin bu boliimiinde, OTV baglanma enerjisi hesaplamalari hem kenetleme hem de
semsiye Orneklemesi simiilasyonlari ile hesaplanmis ve analizler yapilmistir. Amag,
SBDD yontemlerini kullanarak OTV’ye karsi direng gosteren ve gostermeyen

yapilarin dogru bir sekilde belirlenebilmesidir.

Boylelikle antiviral ilag direnci kazanan yeni viral yapilar 6nceden tespit edilebilir, var
olan ilaglarin bu yapilara kars1 etkinlikleri belirlenebilir ve kimyasal kiitliphanelerde

bu yapilar inhibe edebilecek yeni bilesenler bulunabilir.
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3.2.1 Molekiiler kenetleme ile baglanma enerjilerinin hesaplanmasi

Oseltamivirin S2, S1, R1 ve R2 yapilarina baglanma enerjileri molekiiler kenetleme
kullanilarak hesaplanmis ve bulunan degerler Cizelge 4.1’de gosterilmistir. S2 Kristal
yapist bulunmadigindan bu yapi igin ¢izelgede I-TASSER ve Mutagenesis ile elde
edilen yapilar iizerinden gergeklestirilen hesaplamalar verilmistir. Diger yapilarin
PDB’de kristal yapilari oldugundan, bunlarin kenetleme sonuglar1 da ayr1 bir kolonda
gosterilmistir.

Cizelge 4.1: S2, S1, R1 ve R2’nin farkl1 yapilarina molekiiler kenetleme ile baglanmis
OTV’nin farkli kenetleme yazilimlari ile hesaplanmig ve deneysel baglanma enerjileri.

AG Baglanma Enerjisi Degeri (kcal/mol)

S2 S1 R1 R2

I-tasser | Mut. | Kristal | I-tasser | Mut. | Kristal | I-tasser | Mut. Kristal | I-tasser | Mut.

Hyd. AutoDock | -9.70 |-12.49 | -12.43 | -8.95 |-12.39| -12.36 | -9.26 | -11.91 | -11.78 -9.33 | -12.34

AutoDock -6.30 | -9.65 | -9.48 | -6.05 | -9.60 | -9.86 | -6.04 | -9.23 -8.90 -6.63 | -9.92

AutoDock Vina | -6.2 -6.9 -7.0 -6.4 -6.9 -7.0 -6.3 -7.0 -7.1 -6.5 -7.0

Deneysel -14.50 -13.12 -10.48 -9.77

Kenetleme sonucunda bulunan baglanma enerjilerinin birbirleri ile ve deneysel
degerler ile kargilagtirmalart yapilmugstir. Deneysel verilere gore, S1, R1 ve R2 kristal
yapilari i¢in baglanma egilimi, OTV baglanma affinitesi yiiksek olandan diigiik olana
dogru S1, R1 ve R2’dir. Ancak, ilk olarak ADT Vina sonuglar1 incelendiginde, OTV
baglanma enerjilerinin sirasiyla -7.0 kcal/mol, -7.0 kcal/mol ve -7.1 kcal/mol oldugu
goriilmektedir. AG degerlerindeki bu fark géz oniine alindiginda, mutant olmayan S1
ve mutant R1 ve R2 yapilarinin mutajenitelerinin birbirinden ayirt edilemedigi sonucu
cikarilabilir. ADT sonuglari incelendiginde ise baglanma enerjilerinin sirasiyla -9.48
kcal/mol, -9.86 kcal/mol ve -8.9 kcal/mol oldugu goriiliir. Benzer bir sekilde, ADT ile
yapilan molekiiler kenetleme sonucunda oseltamivirin S1 ve R1 yapilaria ¢ok yakin
AG degerleri ile baglandig1 sonucu ¢ikmaktadir. Ek olarak, oseltamivirin R1 yapisina
S1 yapisindan daha iyi baglandigi goriilmektedir. Bu nedenle ADT molekiiler
kenetleme yontemi ile de gergek hayattaki baglanma egilimi gozlemlenememistir.
Hydrated ADT sonuglariin ise sirasiyla -12.43 kcal/mol, -12.36 kcal/mol ve -11.78

kcal/mol oldugu goriilmektedir. Bu sonuca gore, enerjiler arasindaki fark beklenen
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kadar yiiksek olmasa da baglanma egilimi S1, R1 ve R2’dir. Yani, Hydrated ADT ile
OTYV baglanma egilimi beklenen sekilde goriilmektedir.

S1, R1 ve R2 kristal yapilari igin AG degerlerinin karsilastirmalar1 Sekil 3.7°de grafik
tizerinde gosterilmistir. Grafikte deneysel degerler siyah, ADT Vina degerleri yesil,
ADT degerleri turuncu ve Hydrated ADT degerleri mavi renk ile, bu ii¢ kenetleme

sonucunun ortalamalart ise kesikli bordo ¢izgi ile gosterilmistir.
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Sekil 3.7: S1, R1 ve R2’nin kristal yapilarina kenetlenen oseltamivirin baglanma
enerjilerinin karsilastirilmasi.

Kristal yapist elde edilmemis (PDB’de bulunmayan) protein yapilari tezin 3.2.
boliimiinde anlatildigi gibi homoloji modellemesi yontemi ile bu proteinlerin
homologlari taslak alinarak olusturulur. Proteinlerde kristal yap1 tayini deneysel olarak
oldukga zor ve pahali bir yontemdir. 2019 Haziran ay1 itibariyle UniProt veritabaninda
diinyada giiniimiize kadar kesfedilmis toplam 158,817,814 adet protein bulunmaktadir
(Consortium, 2019). Bu say1 goz oniine alindiginda, tiim proteinlerin Kristal yapisini
elde edebilmenin miimkiin olmadig1 olduk¢a agiktir. Bu nedenle, yapisi bilinmeyen
proteinleri modelleyerek c¢alismalarin  gergeklestirilmesi bu anlamda Onem
tasimaktadir. Bu amac¢ dogrultusunda, S2, S1, R1 ve R2 yapilarinin homoloji
modellemesi ile elde edilmis yapilar1 iizerinde molekiiler kenetleme deneyleri

gerceklestirilmistir. AG degerleri ADT Vina igin sirasiyla -6.2 kcal/mol, -6.4 kcal/mol,
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-6.3 kcal/mol, 6.5 kcal/mol; ADT degerleri -6.30 kcal/mol, -6.05 kcal/mol, -6.04
kcal/mol, -6.63 kcal/mol; Hydrated ADT degerleri -9.70 kcal/mol, -8.95 kcal/mol, -
9.26 kcal/mol ve -9.33 kcal/mol’diir. Bu degerlerin karsilastirmalar1 Sekil 3.8’de
gosterilmistir. Bu sonuca gore, OTV baglanma egilimlerinin tahmini {i¢ kenetleme

yontemi i¢in de deneysel verilerle uyumlu olmadig1 gozlemlenmistir.
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Sekil 3.8: S2, S1, R2 ve R1’in I-TASSER homoloji modellemesi ile elde edilen
yapilarina kenetlenen oseltamivirin baglanma enerjilerinin karsilastirilmas.

Homoloji modellemesi ile elde edilmis NA yapilarinin, kristal yapilardaki OTV
etkilesimlerinden farkini anlamak amaciyla S1 ve R2 temsilci mutant olmayan ve
mutant yapilar olarak segilmistir. Bu yapilarin kenetleme deneyleri (Hydrated ADT)
sonucunda OTYV ile yaptiklar etkilesimler ¢ikarilarak kristal etkilesimler ile Sekil
3.9°daki gibi karsilastirilmistir. S1 yapist i¢in 77 % degeri %50, R2 yapisi igin ise
%60’tir. Baglanma enerjisi verileri ile birlikte etkilesim tahmin basarisi oraninin diisiik
olmasi, homoloji modellemesi sirasinda OTV ig¢in kritik olan bir bolgenin yeteri kadar
iyi modellenmemis olabilecegi diisiincesini olusturmustur. Bunun tizerine, literatiirde
OTV’nin aktif bolgedeki stabilitesini sagladigi bilinen 347. rezidiideki Tirozin amino
asitinin yapist incelenmis ve bu yapimin kristaldeki oryantasyonunun aksine disa

yonelimli oldugu goriilmiistiir. Buradan ¢ikarilacak sonug, homoloji modellemesinin
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NA yapisinda OTV’nin kritik olarak baglandig1 tek bir amino asitte iyi tahmin

vermemesinin bile, sonuclarda dnemli bir etkiye sahip olabilecegidir.
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Sekil 3.9: Kristal S1-OTV (a) etkilesimlerinin kenetleme sonucu elde edilen S1-OTV
etkilesimleri (b) ile ve kristal R2-OTV (c) etkilesimlerinin kenetleme sonucu elde
edilen R2-OTYV etkilesimleri ile karsilastiriimasi.

Pymol Mutagenesis modiilii ile olusturulan S2 yapisinin, S1, R1 ve R2 ile
karsilastirmalarinin yapilabilmesi i¢in bu ti¢ kristal yapidaki mutasyonlar (H252Y,
N294S ve H274Y) yine bu modiil yardimu ile tekrar olusturulmustur. Boylelikle tekli
mutasyonu bu modiil ile olusturulmus dort yap: elde edilmistir. Kenetleme deneyleri
sonucunda S2, S1, R1 ve R2 yapilari igin ADT Vina degerleri sirasiyla -6.9 kcal/mol,
-6.9 kcal/mol, -7.0 kcal/mol, 7.0 kcal/mol; ADT degerleri -9.6 kcal/mol, -9.6 kcal/mol,
-9.23 kcal/mol, -9.92 kcal/mol; Hydrated ADT degerleri -12.49 kcal/mol, -12.39

kcal/mol, -11.91 kcal/mol ve -12.34 kcal/mol’diir. Bu degerlerin karsilastirmalari Sekil
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3.10°daki grafikte gosterilmistir. Baglanma egiliminin 6nceki sonuglara benzer sekilde
deneysel ile korelasyon gostermedigi de yine bu sonuglar ile gézlenmektedir. Ayrica
sonuglar Sekil 3.7°deki kristal yapilara ait sonuglar ile karsilastirildiginda, baglanma
egilimlerinin beklendigi gibi bu sonuglara yakin oldugu goriilmektedir. Bunun nedenti,
proteinin homoloji modellemesinde oldugu gibi tiimiiyle modellenmeden, Pymol

Mutagenesis ile tek bir rezidiide mutasyon olusturulmasindan kaynaklanmaktadir.
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Sekil 3.10: S2, S1, R2 ve R1’in Pymol Mutagenesis ile elde edilen yapilarina
kenetlenen oseltamivirin baglanma enerjilerinin karsilagtirilmasi.

Tim kenetleme sonuglari analiz edildiginde, I-TASSER ve Mutagenesis ile
olugturulan NA yapilarnn icin OTV baglanma egilimi beklenen korelasyonu
gostermemektedir. Kristal yapilar i¢in gergeklestirilen kenetleme deneylerine gore ise
OTV baglanma egiliminin en dogru tespitinin Hydrated ADT ile saglanabildigi
goriilmektedir. Ancak, mutant olmayan ve mutant yapilarin birbirinden ayrimini
saglamak, OTV baglanma egiliminin AG degerleri ile birlikte degerlendirilmesi ile
anlamli olabilir. Bu nedenle, S1 yapisin1t R1 ve R2 yapilarindan anlamli bir sekilde
ayiracak olan AG degerinin, kenetleme deneyleri sonucunda gerg¢ek hayattaki kadar

fark olusturmadigindan yetersiz kaldig1 sonucu ¢ikarilabilir.
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Molekiiler kenetleme deneyleri, OTV ile NA arasindaki atomik etkilesimler ve OTV
konformasyonu agisindan basarili sonuglar vermektedir. Bu da farkli yontemler ile
simiile edilecek sistemler i¢in baslangi¢ konfigiirasyonunun belirlenmesinde ve hedef
makromolekiiliin aktif bolgesinin tespit edilmesinde énemli bir bilgi saglamaktadir.
Bu bilgi LBDD yaklagimi i¢in de, makromolekiiliin aktif bolgesinin modellenmesine
ve boylece yeni ilag bilesenlerinin tasarimina 1s1k tutmaktadir. Ancak, antiviral direng
gosterdigi bilinen NA yapilarinin, direng géstermeyen NA yapilarindan efektif olarak
ayrilamamasinin baslica sebebi, molekiiler kenetlemenin en biiyiik limitasyonu olan
makromolekiiliin tamamen kat1 yani hareketsiz olarak kabul edilmesidir. Bu yiizden
sistemin ger¢ek hayata uygun simiilasyonu gergeklestirilememektedir. Bu nedenle MD
simiilasyonlari, sistemin daha ger¢ekci modellemesinin yapilabilmesi i¢in biiyiik onem
tasimaktadir. Tezin bu kismindan sonra, kenetleme calismalarmma destek
olusturabilmek  ve NA-OTV  davramisginin ~ dogadaki ~ modellemesini
gerceklestirebilmek i¢in semsiye 6rneklemesi metodu kullanilarak MD simiilasyonlari

yapilmustir.
3.2.2 Molekiiler dinamik ile baglanma enerjilerinin hesaplanmasi

3.2.2.1 Oseltamivir yiik etkisi

Protein-ligand sistemleri, dogada fizyolojik ortamlarda bulundugundan bu iki
molekiiliin birbirleri ile etkilesimlerinde 6zellikle ligandin yiikii cok 6énemlidir. Bunun
nedeni, ortamda bulunabilecek serbest iyon ve atomlarin ligand molekiilii ile bag
yaparak ligandin yiikiinii degistirmesi ve bdylece baglanma enerjisinde dramatik bir
etki olusturabilecek olmasidir. Bu durum, NA-OTV sistemi i¢in baglanma egilimi
tizerinde degisiklik yaratabilir. Bu nedenle ¢alisilan sistemde ligandin yiikiiniin dogru

bir sekilde tayin edilmesi MD ¢alismalarinda 6nem tasimaktadir.

Bu bolimde, OTV’nin yiik degisiminin AG baglanma enerjisi tizerindeki etkisi
incelenecektir. Burada gergeklestirilen simiilasyonlarda GROMOS96 43al kuvvet
alan1 kullanilmistir, bu nedenle OTV’deki polar olmayan hidrojenler karbon
atomlarina kaynastirilarak birlesik-atom modeli olusturulmustur. Bu model sonucunda
kullanilan OTV yapis1 Sekil 3.11°de verilmistir. Karbon atomlar1 C, azotlar N,
oksijenler O ve hidrojenler H ile gosterilmistir. Kare icerisinde gosterilen NH3

molekiilii, OTV’nin yiikiiniin 0 ve +1 olarak belirlenmesinde kritik bir bolgedir.
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Normal sartlarda NHs, -3 yiike sahip azot ve +1 yiiklii {ic adet hidrojen atomuyla
toplamda 0 ytike sahip bir molekiildiir. Boylece OTV nin formal yiikii de 0 olmaktadir.
Ancak, OTV molekiilii insan viicudu gibi fizyolojik bir ortamda iken, azot atomunda
bosta kalan elektron ¢ifti ortamdaki serbest hidrojen atomlarindan biri ile bag yaparak
NHs" durumuna gegebilmektedir (Care vd., 1987). Bu durumda toplam yiik +1 olur ve
bu yiik fizyolojik yiik olarak degerlendirilir.

Sekil 3.11: OTV molekiiliiniin birlesik-atom modeline gore gosterimi ve NHz’iin
Lewis yapisi.

Ilag bilesenlerinin ayrintil  verilerini kapsamli olarak paylasan DrugBank
veritabaninda OTV’nin fizyolojik yiikii +1 olarak verilmistir (Wishart et al., 2018).
Ancak, literatiirdeki GROMOS kuvvet alan1 kullanilan bir¢ok ¢alismada OTV’nin
ligand topolojisi PRODRG sunucusu kullanilarak elde edilmistir ve bu sunucu ile

hesaplanan OTV yiikii formal olup 0’dur.

OTV’nin formal ve fizyolojik yiiklerinin baglanma egilimine etkisini belirleyebilmek
amactyla simiilasyonlar S1, R1 ve R2 yapilarinin her biri i¢in OTV yiikii hem +1 hem
0 olarak hesaplanarak gerceklestirilmistir. 0 yiikli OTV’nin kismi atomik yiikleri
PRODRG sunucusu kullanilarak, +1 yiikli OTV’nin kismi atomik yiikleri ise
Gaussian 09 programi kullanilarak kuantum mekaniksel yontemler ile hesaplanmustir.
B3LYP teorisi seviyesi ve 6-31g (d,p) temel parametre seti kullanilmistir ve Mulliken
yiikleri dikkate alinarak, birlesik-atom modeline uygun sekilde kismi yiikler ligand

topolojisinde modifiye edilmistir.

Semsiye drneklemesi sonucu elde edilen PMF egrisine gére S1, R1 ve R2 holo yapilari

icin OTV’nin baglanma enerjileri iki farkli yontem ile hesaplanmis ve AG; (PMF
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egrisinin maksimum ve minimum noktalar1 arasindaki fark) ve AG, (Denklem 2.10 ve
Denklem 2.11 kullanilarak hesaplanan) degerleri Cizelge 4.2°de gosterilmistir. O
formal yiik i¢in degerler sirasiyla -12.32 kcal/mol, -8.86 kcal/mol ve -7.61 kcal/mol,;
+1 fizyolojik yiik i¢in degerler sirastyla -11.38 kcal/mol, -11.38 kcal/mol ve -10.44
kcal/mol’diir. Bu degerler boliim 2.4.4°te anlatilan PMF egrisinden baglanma enerjisi
hesabindaki ilk yontem kullanilarak elde edilmistir.

Cizelge 4.2: Semsiye 6rneklemesi simiilasyonlari ile S1, R1 ve R2 holo yapilarindaki

OTV’nin formal ve fizyolojik yiikiine gore hesaplanmis ve deneysel baglanma
enerjileri.

AG Baglanma Enerjisi Degeri (kcal/mol)

Kristal yapilar
S1 R1 R2
AG, AG, AG, | AG, AG, AG,
OTYV yiik: 0 -12.32 | -13.19 | -8.86 | 991 | -7.61 | -8.81
OTYV yiik: +1 -11.38 | -12.56 | -11.38 | -12.95 | -10.44 | -12.19
Deneysel -13.12 -10.48 -9.77

OTV’in toplam yiikii +1 iken, OTV’nin S1 ve R1 yapilarina baglanma enerjileri her
olmayan NA yapilarina baglanmis olan +1 yiikli OTV’ nin GROMOS96 43al kuvvet
alanm1 kullanilarak simiile edilmesi durumunda deneysel sonuglar ile korelasyon
saglanamadigim1 gostermektedir. Yani bu sonuca gére S1 ve R1 yapilar1 arasinda
mutajenite anlaminda bir fark goézlemlenmemistir. Ancak, 0 ylik durumundaki
baglanma egilimi incelendiginde S1, R1 ve R2 siralamasi ile deneysel sonuglarla uyum
icerisinde oldugu goriilmektedir (Sekil 3.12). Grafikteki deneysel degerleri belirten
siyah egrinin, diiz ¢izgi ile gosterilen turuncu (formal yiik) ve mavi (fizyolojik yiik) ile
karsilagtirmas1 yapildiginda siyah ve turuncu egrilerin egimlerinin birbirlerine ¢ok
yakin oldugu goriilmektedir. Burada beklenen durum, egrilerin AG degerlerinin kendi
iclerinde mutant ve mutant olmayan yapilarin ayrimini saglamast ile birlikte deneysel
degerleri ifade eden egri ile benzer eg§ime sahip olmasidir. Semsiye drneklemesi
simiilasyonlar1 sonucu ile de bu durum OTV’nin formal yiikii kullanildiginda miimkiin

olmustur.
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Ayrica hesaplanan AG, baglanma enerjisi degerleri OTV yiikii 0 oldugunda S1, R1 ve
R2 igin sirasiyla -13.19 kcal/mol, -9.91 kcal/mol ve -8.81 kcal/mol’diir. OTV yiikii +1
oldugu durum igin ise S1, R1 ve R2 baglanma enerjileri -12.56 kcal/mol, -12.95
kcal/mol ve -12.19 kcal/mol’diir. Bu yontem kullanilarak elde edilen sonuglar da Sekil
3.12°de kesikli gizgiler ile gosterilmistir ve AG; baglanma enerjisi degerleri ile paralel

bulgular gostermektedir.
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Sekil 3.12: Semsiye 6rneklemesi simiilasyonlart ile S1, R1 ve R2 holo yapilarindaki
OTV’nin formal ve fizyolojik yiikiiniin baglanma enerjilerine etkisi ve degerlerin
karsilastirilmasi.

Sonug olarak, GROMOS96 43al kuvvet alan1 diger kuvvet alanlarindan farkli olarak
birlesik-atom modeli ile hesaplamalar yaptigindan ve baglanma egiliminin OTV yiikii
0 oldugu durumda daha dogru tespit edilebildiginden dolay1, OTV yiikiiniin yalnizca

bu kuvvet alani i¢in toplam formal yiikii olan 0 ile simiile edilmesine karar verilmistir.

3.2.2.2 Farkh kuvvet alanlar etkisi

Molekiiler dinamik simiilasyonlarinda bir sistemi dogru olarak modellemek yiizlerce
parametrenin o sistem i¢in belirlenmis optimum degerlerinin uyum igerisinde
kullanilmas: ile miimkiindiir. Ozellikle biyolojik sistemlerin dogadaki davranislarmi

bilgisayar destekli ¢alismalar ile simiile edebilmek karmasik ve zaman isteyen bir
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siiregtir. Tezin 3.4.2. bolimiinde anlatildigi gibi, bir molekiiler dinamik
simiilasyonunun en temel parametre setlerinden biri olan kuvvet alanlari, farkli
sistemler i¢in farkli sonuglar verebilir ve gergek hayata en uygun sonucu tespit
edebilmek ancak farkli kuvvet alanlar1 ile ¢ok sayida simiilasyonlar gergeklestirilerek

mimkin olabilir.

Bu boliimde, semsiye Orneklemesi simiilasyonlarinda NA-OTV sistemi i¢in farkl
kuvvet alanlarinin AG baglanma enerjisi tlizerindeki etkisi incelenecektir. Bu
dogrultuda, buradaki ¢alismada literatiirde protein-ligand sistemlerinde en yaygin
olarak kullanilan AMBER99sh, GROMOS96 43al ve CHARMM36 kuvvet alanlari
kullanilarak deneyler yapilmistir ve sonuglar Cizelge 4.3’te g0Osterilmistir.
GROMOS96 43al kuvvet alani kullanilarak yapilan deneyler sonucunda, S1, R1 ve
R2 i¢in AG; degerleri sirasiyla -12.32 kcal/mol, -8.86 kcal/mol ve -7.61 kcal/mol;
AMBER99sb kuvvet alani igin sirasiyla -10.74 kcal/mol, -5.81 kcal/mol ve -5.32
kcal/mol; CHARMM36 kuvvet alani igin ise sirasiyla -7.25 kcal/mol, -6.77 kcal/mol
ve -7.70 kcal/mol olarak hesaplanmigtir. Bu degerler boliim 2.4.4’te anlatilan PMF

egrisinden baglanma enerjisi hesabindaki ilk yontem kullanilarak elde edilmistir.

Cizelge 4.3: Semsiye 6rneklemesi simiilasyonlar1 ile S1, R1 ve R2 holo yapilarindaki
OTV’nin GROMOS96 43al, AMBER99sb ve CHARMMB36 kuvvet alanlarina gére
hesaplanmis ve deneysel baglanma enerjileri.

AG Baglanma Enerjisi Degeri (kcal/mol)

Kristal yapilar
S1 R1 R2
AG AG AG AG

1 2 1 2

GROMOSY96 43a1 | -12.32 | -13.19 | -8.86 | -9.91 | -7.61 | -8.81

AMBERY99sb -10.74 | -12.31 | -5.81 | -4.20 | -5.32 | -5.63
CHARMMB36 -7.25 | 595 | -6.77 | -6.68 | -7.70 | -8.33
Deneysel -13.12 -10.48 -9.77

Sekil 3.13 ’de gosterilen AG grafiklerine gére, GROMOS96 43al (turuncu) ve

AMBER99sb (yesil) kuvvet alanlar1 kullanilarak hesaplanan, diiz ¢izgi ile gosterilen

AG; degerlerinin deneysel veriler ile korelasyon gosterdigi goriilmektedir. Her iki

kuvvet alani i¢in de baglanma egilimi S1, R1 ve R2 seklindedir. CHARMMS36 kuvvet
55



alan1 (mor) sonucuna gore ise, hem AG; hem AG, degerlerine gore OTV nin baglanma
affinitesinin en yiiksek oldugu NA yapis1 R2’dir. Bu sonug, OTV’nin olmasi gereken
baglanma egilimine uyum gostermemekte, yani mutajenite ayrimi tespit
edilememektedir. Bu anlamda deneysel egri ile beklenen egim korelasyonu
saglanamadigindan CHARMM36 kuvvet alani tez kapsaminda kullanilan NA-OTV

sistemi i¢in uygun bulunmamuistir.
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Sekil 3.13: S1, R1 ve R2 holo yapilart icin GROMOS96 43al, AMBER99sb ve
CHARMM36 kuvvet alanlarinin OTV baglanma enerjilerine etkisi ve degerlerin
karsilastirilmasi.

Ayrica, Denklem 2.10 ve Denklem 2.11 kullanilarak hesaplanan AG, baglanma
enerjisi degerleri GROMOS96 43al kuvvet alani kullanildiginda S1, R1 ve R2 i¢in
sirasiyla -13.19 kcal/mol, -9.91 kcal/mol ve -8.81 kcal/mol; AMBER99sb kuvvet alani
kullanildiginda -12.31 kcal/mol, -4.20 kcal/mol ve -5.63 kcal/mol ve CHARMM36
kuvvet alani kullanildiginda ise -5.95 kcal/mol, -6.63 kcal/mol ve -8.33 kcal/mol’diir.
Bu yontem kullanilarak elde edilen sonuglar da, ilk yontem kullanilarak elde edilen

sonuglar ile paralel bulgular gostermektedir.

Sonug olarak, OTV ’nin baglanma affinitesinin ve egiliminin tespit edilmesinde kuvvet
alani etkisini gorebilmek amaci ile yapilan bu c¢aligmada, her kuvvet alaninin her

sistem i¢in uygun olmadigi goézlemlenmekle birlikte, iki ayr1 kuvvet alam ile
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(GROMOS ve AMBER) farkli baglanma enerjileri elde edilse bile baglanma
egiliminin dogru bir sekilde tespit edilerek gerekli mutajenite ayriminin yapilabildigi

gorilmistiir.
3.2.2.3 Molekiiler pozisyon kisitlamasi etkisi

Semsiye Orneklemesi yonteminde ligand molekiilii, baglanmis oldugu
makromolekiilden bir kuvvet yardimi ile wuzaklastirilarak simiile edilir. Bu
simiilasyonda 6nemli olan bir adim, ligandi makromolekiilden ¢ekerken
makromolekiilin atomik hareketlerinin kisitlanmadan, sadece konumunun pozisyon

kisitlayict kuvvetler yardimi ile sinirlanmasidir.

Tez kapsaminda gergeklestirilen simiilasyonlarda, NA yapilarinda pozisyon
kisitlamas1  kullanilmasinin  en 6nemli sebebi, ligandin makromolekiilden
uzaklastirilmasi sirasinda proteinin konumsal olarak hareketli olmasi durumunun
baglanma egiliminin tespitinde olumsuz bir etki yaratabilmesi olasiligidir. Ancak,
gercek hayatta molekiiller konumsal anlamda siirekli hareket halindedirler. Bu nedenle
sistemin daha gergekei simiile edilebilmesi igin pozisyon kisitlamasi etkisi kaldirilarak

simiilasyonlar yapilmis ve AG degerleri hesaplanmustir.

Simiilasyonlar, GROMOS96 43al kuvvet alan1 kullanilarak gergeklestirilmis ve
sonuclar Cizelge 4.4’te gosterilmistir. Pozisyon kisitlamali simiilasyonlara gore S1,
R1 ve R2 yapilari igin AG; degerleri sirastyla -12.32 kcal/mol, -8.86 -12.32 kcal/mol,
-7.61 -12.32 kcal/mol; pozisyon kisitlamasiz simiilasyonlara gore ise -8.73 kcal/mol, -
6.54 kcal/mol ve -5.63 kcal/mol olarak hesaplanmistir. Bu degerler bolim 2.4.4°te
anlatilan PMF egrisinden baglanma enerjisi hesabindaki ilk yontem kullanilarak elde

edilmistir.

Ayrica, Denklem 2.10 ve Denklem 2.11 kullanilarak hesaplanan AG, baglanma
enerjisi degerleri pozisyon kisitlamasiz S1, R1 ve R2 igin sirasiyla -10.37 kcal/mol, -
8.37 kcal/mol ve -7.52 kcal/mol’diir. Bu yontem kullanilarak elde edilen sonuglar da,

yukarida elde edilen sonuglar ile paralel bulgular gdstermektedir.
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Cizelge 4.4: Semsiye Orneklemesi simiilasyonlar1 ile S1, R1 ve R2 holo yapilarinin
pozisyon kisitlamali ve kisitlamasiz simiile edilmeleri sonucunda hesaplanmis ve
deneysel baglanma enerjileri.

AG Baglanma Enerjisi Degeri (kcal/mol)

Kristal yapilar
S1 R1 R2
AG, AG, AG, AG, AG, AG,
Kisitlamah -12.32 | -13.19 | -8.86 | -991 | -7.61 | -8.81
Kisitlamasiz -8.73 | -10.37 | -6.54 | -837 | -5.63 | -7.52
Deneysel -13.12 -10.48 -9.77

Sekil 3.14°te gosterilen veriler incelenirse, pozisyon kisitlamasi etkisi her bir NA
yapist i¢in kaldirildiginda ve protein ¢ozelti igerisinde serbest olarak hareket
edebildiginde OTV baglanma egiliminin deneysel verilere uyumlu olarak S1, R1 ve

R2 seklinde elde edildigi goriilmektedir.
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Sekil 3.14: S1, R1 ve R2 holo yapilar1 iizerindeki pozisyon kisitlamasinin
kaldirilmasinin OTV baglanma enerjilerine etkisi ve degerlerin karsilastirilmasi.
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Bu boéliimde elde edilen sonug, SI, R1 ve R2 yapilarinin mutajenite ayrimlarinin
tizerlerinde herhangi bir pozisyon smirlamasi olmadan da tespit edilebildigidir. Bu
bilgi, sistemin daha ger¢ek¢i simiile edilebilmesi ile gergeklestirilebildiginden
bilgisayar tabanli ila¢ tasarimi alaninda gelecek calismalarda biiyiik Onem arz

etmektedir.

3.3  NA Proteininin Detayh Yapisal Analizi

3.3.1 AKktif bolge kavitesinin MD simiilasyonlari ile analizi

Ligandin hedef proteine baglanmasi veya serbest kalmasi, proteinin aktif bolgesindeki
kavitelerde veya yan zincirlerinde kiiciikk hareketlerden, baglanma bdlgesinde
gerceklesecek biiyiik olgekli yapisal degisimlere veya kismi acilmalara kadar etkiye
neden olabilir (Zavodszky, 2005). Bu tiir yapisal degisimler ligandin, baglanma
bolgesi tarafindan yakalanarak orada stabil olarak kalmasina veya aksine bu bolgeden
koparak salinmasina yol agabilir. Bu nedenle, proteinin aktif bolgesindeki kavite
dinamiklerinin analizi, ligandin buradaki kararliligini belirleyebilmek agisindan biiyiik
Onem tasimaktadir. Tezde kullanilan NA yapisinin aktif bolgesini olusturan kaviteler
Sekil 1.7°de gosterilmistir. Sekil 1.8’de ise bu bdlgedeki 150-kavitenin agik ve kapali
konformasyonlar1 verilmistir. Yani NA proteininde, direkt olarak OTV baglanma
bolgesinde esnekligi yiiksek ve degisken bir kavite bulunmaktadir. Literatiirde yapilan
caligmalara gore de 150-kavitenin fleksibilitesinin yiiksek oldugu kanitlanmistir
(Amaro vd., 2011) (Li vd., 2010).

Bu boliimde, S1 yapisi referans secilerek bu yapi igin aktif bolge analizleri
gerceklestirilmis ve OTV’nin aktif bolgede bulunmasmin 150-kavite fleksibilitesi
tizerindeki etkisi arastirilmistir. PDB’de sekansi S1 ile birebir ayni olan, ancak 150-
kavite yapisinda farklilik gosteren bir yap1 bulunmaktadir (PDB ID: 2hty). Bu yapinin
S1°den tek farki, apo formda yani OTV ile kompleks halinde olmamasidir. Agik
konformasyona sahip 150-kavite deneylerinde bu yap1 da kullanilmis ve S1-150 olarak
adlandirilmigtir. S1-150 ve S1 yapilarimin sematik olarak gosterimi Sekil 3.15°te

verilmistir.
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Sekil 3.15: S1-150 (a) ve S1 (b) yapilarinin kavite konformasyonlarinin sematik olarak
gosterimi.

OTV’nin 150-kavite iizerindeki etkisini belirlemek amaciyla literatiirde yapilan
deneysel bir ¢alismaya gore, agik 150-kavite’ye sahip NA yapisi1 20 dakika boyunca
20 mM OTV’ye maruz birakildiginda kavite yapisinda bir degisiklik gézlenmemistir.
Ancak bu siire yine 20 mM konsantrasyonda 3 giine ¢ikarildiginda, 150-kavite
yapisinin kapandigi goriilmistir (Wu vd., 2013). Bu sonug, elde edilen kristalografik

yapilar lizerinde Sekil 3.16’te gosterilmistir.

Sekil 3.16: OTV kaynakl1 150-kavite doniisiimiiniin deneysel olarak karsilastirilmasi
(Wu et al., 2013).

Bahsedilen 150-kavite dinamiginin arastirilmasi igin, tezin bu bdliimiinde 50 ns
pozisyon kisitlamasiz MD simiilasyonlar1 AMBER99sb kuvvet alanm1 kullanilarak
gerceklestirilmistir. Oncelikle, Sekil 3.17°de sematik olarak gosterilen sekilde S1 holo
yapisi alinarak (a) MD simiilasyonu yapilmustir (b). Daha sonra OTV, aktif bolgeden
cikartilarak apo yapi iizerinde simiilasyon gergeklestirilmistir (€). OTV nin, 150-
kavitenin fleksibilitesi tizerinde herhangi bir geri-doniisimlii etkisinin olup
olmadiginin arastirilmasi i¢in ise ADT Vina ile OTV tekrar yapiya kenetlenerek (d)

yine 50 ns holo yap1 olarak simiile edilmistir ().
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Sekil 3.17: 150-kavite dinamiginin MD simiilasyonlari ile holo ve apo yapilar tizerinde
aragtirtlmasinin sematik gdsterimi.

Bu simiilasyonlarin analizinde, 150-kavitenin acik veya kapali konformasyon olarak
degerlendirilebilmesi igin “¢oziiciiyle erisilebilen ylizey alan1 (SASA)” ve “karelerin
ortalamasmin karekokiindeki sapma (RMSD)” degerleri hesaplanmistir. SASA,
sistemde kullanilan ¢6zeltinin (su ve iyonlar) molekiil {izerinde erisebildigi yiizey
alanmi ifade eder ve nm? cinsinden tanimlanir. RMSD ise, hizalanmis molekiillerin

atomik konumlar1 arasindaki mesafenin bir 6l¢iistidiir.

Bu dogrultuda 6ncelikle S1 ve S1-150 Kristal yapilarindaki, kapali ve agik 150-kavite
konformasyonlarimin SASA degerleri hesaplanmistir. 150-kavite rezidiileri Cizelge
1.1°deki amino asitler dikkate alinarak belirlenmistir. Bu degerlerin hesaplanmasinda
GROMACS 5.1.4 yazilim paketindeki sasa modiilii kullanilmistir (Chemistry, 1995).
S1 yapisi igin 150-kavite SASA degeri 20.06 nm?, S1-150 yapist i¢in ise 22.41 nm?
olarak bulunmustur. Yapilarin 150-kaviteleri hizalandirildiginda RMSD degeri ise
2.49 Angstrom (A) olarak hesaplanmistir. Agik ve kapali 150-kavite
konformasyonlarindaki referans degerler bu sekilde elde edilmistir. Holo MD
sonucunda elde edilen S1 yapisinin 150-kavite SASA degeri 21.73 nm?, S1 yapist ile
olan RMSD’si 1.248 A olarak kapali konformasyonda bulunmustur. Bu da ortamda
OTV varken kapali konformasyondaki 150-kavite yapisinda herhangi bir agilmanin
goriilmedigi ve stabil bir profil izledigi anlamina gelmektedir. Ortamdan OTV
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cikarilarak yapilan simiilasyon sonucuna gore, 150-kavite SASA degeri 28.04 nm? ile
onemli bir artis gdstermistir. Yapinm S1 ile RMSD degeri 5.47 A, S1-150 ile RMSD
degeri ise 4.61 A olarak bulunmustur. 150-kavite yapisal olarak incelendiginde de
simiilasyon sonucunda kavitenin agik konformasyona gectigi gozlenmektedir. Bu
durum, OTV’nin 150-kavite stabilizasyonunda onemli bir yere sahip oldugu
¢ikarimini da giiglendirmektedir. Son olarak, simiilasyon sonucunda elde edilen bu
yapiya ADT Vina kenetleme islemi gerceklestirilmis ve kavitenin davranisi yine 50 ns
simiilasyonlar ile gézlenmistir. Bunun sonucunda, SASA degeri 28.35 nm? , S1 ile
RMSD degeri 4.96 A, S1-150 ile RMSD degeri ise 4.24 A olarak bulunmus ve 150-
kavitenin agik konformasyon davranisini devam ettirdigi gozlenmistir. Deneysel
caligmalarda, OTV’ye maruz birakilan aktif bolgedeki 150-kavite yapisinin 3 giin
sonra kapandigi gézlenmistir. Bu nedenle, geri-doniisiimlii etkinin MD simiilasyonlari
ile gbzlenememesinin nedeni aslinda simiilasyon siiresinin, deneysel siireye

ulagsmasinin miimkiin olmamasindandir.

Literatiirde, 150-kavitenin OTV baglanmasindaki roli heniiz tam olarak
anlasilamamistir. Ancak, bu tez de dahil olmak {iizere tespit edilen 150-kavite
fleksibilitesi, NA yapilar1 hedeflenerek gerceklestirilen ila¢ tasarim calismalarinda

dikkate deger bir durum olusturmaktadir.

62



4. SONUC VE ONERILER

Bu tez galigmasinda, influenza A viriisiindeki Néraminidaz protein yapisinin antiviral
bir ilag olan OTV ile etkilesimi molekiiler dinamik (semsiye Orneklemesi) ve
molekiiler kenetleme yontemleri (AutoDock, AutoDock Vina ve Hydrated AutoDock)
ile analiz edilerek, OTV’nin etkinliginin belirlenebilmesi i¢in kullanilan yontemlerin
ve yontemlerde kullanilan parametrelerin molekiiler yapi1 ve baglanma enerjisi
hesaplarindaki etkileri incelenmistir. Bunun i¢in, deneysel olarak yapisi ve baglanma
enerjisi bilinen NA-OTV sistemleri modellenerek kullanilan parametrelerin (kuvvet
alanlari, OTV elektriksel yiikii, pozisyon kisitlamasi) dogru yapiya ve baglanma
enerjisinin hesaplanmasina etkileri belirlenmistir. Bu sayede, verilen NA yapisina
eldeki ila¢ molekiillerinin baglanma mekanizmasi incelenerek ilacin etkinliginin
belirlenmesi ve dolayisi ile karsilasilan viriisiin ilaca kars1 direngli olup olmadiginin

belirlenmesi amaglanmustir.

Calisma sonucunda, molekiiler kenetleme yontemlerinin ilacin aktif bdlge
kavitelerinin bulunmasinda ve bu kavite igerisindeki ilag konformasyonunun
belirlenmesinde basar1 gosterdigi, ancak ilacin kavite igerisindeki baglanma
enerjisinin hesaplanmasi i¢in yeterli olmadigi gézlenmistir. Test edilen ti¢ molekdiler
kenetlenme yontemi de esdegerde basari gosterirken, hesaplama zamani agisindan
Autodock Vina’nin eldeki sistemin analizinde en iyi se¢im oldugu belirlenmistir. Aktif
bolgenin ve aktif bolge igerisindeki ila¢ konformasyonunun belirlenmesi tek basina
ilacin etkinligini belirleyememektedir. Bu amagla ilacin baglanma enerjisinin de dogru
bir sekilde hesaplanmasi gerekir. Bu nedenle, molekiiler kenetleme c¢alismalari
molekiiler dinamik yontemlerinden biri olan semsiye 6rneklemesi ile desteklenmis ve
OTV baglanma enerjileri PMF egrisi kullanilarak hesaplanmistir. On binlerce atomdan
olusan bu sistemin, kararli bir sekilde semsiye 6rneklemesi metodu i¢in hazirlanmasi
ve OTV’nin NA’dan dogru bir sekilde uzaklastirilmasi zaman ve dikkat isteyen bir
sirectir. Bu dogrultuda, kullanilan kuvvet alanlari (CHARMM, AMBER ve

GROMOS) ve ilag molekiiliniin yiik dagilimi gibi simiilasyon parametreleri
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simiilasyonlar ile incelenerek deney sonuglari ile en uyumlu baglanma enerjilerini
veren yontemlere karar verilmistir. Sonugta, molekiiler kenetleme ile elde edilemeyen
baglanma egilimi, semsiye orneklemesi yontemi igerisinde GROMOS kuvvet alani
icin OTV yiikiiniin 0 alinmas1 ve AMBER kuvvet alan1 i¢gin OTV yiikiiniin +1 alinmas1
durumlarinda, deneysel sonuglar ile biiyiik oranda uyum géstermistir. Bu nedenle, bir
protein-ligand sisteminde baslangi¢ konfigiirasyonu belirlemede ve ligandin protein
tizerinde etkilesim halinde oldugu rezidiileri tespit etmede molekiiler kenetleme, iki
molekiil arasindaki baglanma dinamiklerinin gergek¢i modellemesinin yapilabilmesi
ve baglanma enerjilerinin dogru tayini igin ise molekiiler dinamik yontemleri ve

kullanilacak parametreler 6nemli hale gelmektedir.

Ayrica, literatiirde gozlenen 150-kavitenin fleksibilitesi {izerinde 50 ns MD
simiilasyonlar1 da gergeklestirilmis ve kavitenin literatiir ile uyumlu bir sekilde OTV
varliginda kapali yoklugunda agik konformasyonda bulundugu gosterilmistir. NA’y1
inhibe edecek yeni ilaglarin tasariminda, ilacin kavitedeki pozisyonu ve kaviteye
baglanma enerjisine ek olarak bu kavitenin dinamik davranislarinin da dikkate

alinmasi gerektigi yapilan ¢caligsmalar ile ortaya konulmustur.

Sonug¢ olarak bu tez kapsaminda, giiniimiiz ilaclarinin viriisii bloke edebilme
yeteneklerinin belirlenmesi ve boylece etkinligi daha yiiksek yeni ilaglarin tasarimi
icin gereken bilgisayar destekli metotlarin etkinlikleri incelenerek hangi yontemlerin
hangi kullanim amaci i¢in uygun oldugu belirlenmistir. Boylelikle degisimi 6nceden
tahmin edilmis viriislerin ilaglara verdigi tepkiler simiilasyonlar ile dogru bir sekilde
tahmin/tespit edilebilir, olusan/olusabilecek mutasyonlarin elimizdeki ilaglara karsi
virlise diren¢ kazandirip kazandirmadigi belirlenerek onceden gerekli 6nlemlerin

alinmasina yardimci olunabilir.

Gelecek caligmalarda, semsiye Orneklemesi simiilasyonlart NA aktif bolgesine
baglanarak OTV stabilitesinde etkisi oldugu bilinen kalsiyum iyonlarini da icerecek
sekilde genisletilebilir, MM-PBSA ve LIE gibi yaygin olarak diger MD metotlar: ile
karsilastirmalar1 yapilabilir ve ZMR, PRV ve LNR gibi piyasadaki diger ilaglarin
OTV’ye direng gosteren NA yapilar {izerindeki baglanma enerjileri ayn1 yontemler

ile hesaplanarak baglanma etkinlikleri analiz edilebilir.
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EKLER

EK 1: S1, R1 ve R2 yapilar1 icin GROMOS96 kuvvet alani kullanilarak OTV
yiikiintin +1 oldugu durumda elde edilmis PMF egrileri.

EK 2: S1, R1 ve R2 yapilarn igin GROMOS96 kuvvet alam1 kullanilarak OTV
yiikiiniin 0 oldugu durumda elde edilmis PMF egrileri.

EK 3: SI, R1 ve R2 yapilar1 igin AMBER99 kuvvet alan1 kullanilarak elde edilmis
PMF egrileri.

EK 4: S1,R1 ve R2 yapilar1 igin CHARMM36 kuvvet alani kullanilarak elde edilmis
PMF egrileri.

EK 5: Pozisyon kisitlamasiz S1, R1 ve R2 yapilart igin GROMOS96 kuvvet alani
kullanilarak elde edilmis PMF egrileri.
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Sekil Ek.1: GROMOS96 kuvvet alani kullanilarak OTV yiikiiniin +1 oldugu durumda
S1 (yesil), R1 (turuncu) ve R2 (magenta) yapilari i¢in elde edilen PMF egrileri. R2’nin
PMF egrisindeki bosluk, drneklemenin yetersiz oldugu araligi gdstermektedir. AG
hesaplamalarinda bu aralik da dikkate alinmustir.
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Sekil Ek.2: GROMOS96 kuvvet alan1 kullanilarak OTV yiikiiniin 0 oldugu durumda
S1 (yesil), R1 (turuncu) ve R2 (magenta) yapilari i¢in elde edilen PMF egrileri. R1’in
PMF egrisindeki bosluk, érneklemenin yetersiz oldugu araligi gostermektedir. AG
hesaplamalarinda bu aralik da dikkate alinmistir.
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Sekil Ek.3: AMBER99sb kuvvet alani1 kullanilarak S1 (yesil), R1 (turuncu) ve R2
(magenta) yapilari i¢in elde edilen PMF egrileri. R2’nin PMF egrisindeki bosluk,
orneklemenin yetersiz oldugu araligir gostermektedir. AG hesaplamalarinda bu aralik
da dikkate alinmistir.
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Sekil Ek.4: CHARMM36 kuvvet alan1 kullanilarak S1 (yesil), R1 (turuncu) ve R2
(magenta) yapilar1 igin elde edilen PMF egrileri. S1 ve R2’nin PMF egrisindeki bosluk,
orneklemenin yetersiz oldugu araligi gostermektedir. AG hesaplamalarinda bu
araliklar da dikkate alinmstir.
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Sekil Ek.5: GROMOS96 kuvvet alani kullanilarak pozisyon kisitlamasiz S1 (yesil),
R1 (turuncu) ve R2 (magenta) yapilari i¢in elde edilen PMF egrileri.
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