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HIV’in hldcreye giris mekanizmasinda etkin olan yapilardan birisi glikoprotein 41
molekulidur. Bu glikoprotein HIV virisinun konak hucreye girigsinde etkin rol
oynamaktadir. Glikoprotein 41 molekulinin bloke edilmesi sayesinde HIV

virisunun hucre igine girigi ve hucre iginde yayllmasina engel olunabilecektir.

Buglne kadar yapilan ¢alismalarda HIV girisine yonelik kesfedilmis ve satisa
sunulmus olan tek ilacin (Fuzeon) peptid yapili olmasi ve dolayisiyla buyuk
molekul agirhdina sahip olmasi ilacin oral yolla kullanimini engellemektedir. Ayrica
buyuk peptid yapili ilacin kullanim maliyetide yUksektir. Bu sebeplerden otlurl
peptid yapili olmayan, kucuk ve gp 41 molekulini hedef alan ilaglarin
geligtiriimesine ihtiya¢ duyulmaktadir. Son zamanlarda yapilan galismalar, gp 41
molekilintin hidrofobik cep bolgesinin hedef boélge olabilecegini ve kicuk

molekullerle etkilegebilecegdini ortaya koymustur.

Protein data banktan (PDB) alinan bilgiler 1siginda gp 41 ile ilgili 170 adet yapi
oldugu gorulmastir (Gochin et al., 2010). Bu yapilarin higbiri glikoprotein 41
molekulinin tam zincirini icermemektedir. Protein veribankasinda yer alan gp 41
ile ilgili X-1isin1 yapilari gp 41'in NHR ve CHR bdlgelerinden tiretilen sentetik
C-peptid ve N-peptid yapilara aittir. Gp 41 ile ilgili X-1s1n1 yapilarindan hentz higbiri
gp 47in kiguk molekulle birlikte bulundugu kristalize kompleks yapiyi

bulundurmamaktadir.

Yapilan galismanin ilk bolimunde molekller kenetlenme ydntemi kullanilarak
potansiyel HIV inhibitori olan Ai; ligandinin farkli HIV gp 41 monomer, trimer ve
pentamer yapilariyla etkilesimi Autodock vina programi ile arastiriimistir. Bunun
icin protein veribankasindan alinan HIV gp 41 NHR yapilarindan 2zzo monomer,
2q7c trimer, 2r5d trimer, laik ise hem trimer hem de pentamer olarak

kullaniimistir. Bu sayede Ai; ligandinin monomer, trimer ve pentamer yapilara



baglanma iste@i ve bu yapilarla etkilesimi incelenmistir. Hesaplamalar sonucunda
A12 ligandinin gp 41 NHR pentamer yapisi ile monomer ve trimer yapiya goére

daha iyi etkilesim verdigi bulunmustur.

Calismanin ikinci agsamasinda ise ZINC veritabanindan gorsel ligand taramasi
sonucunda elde edilen yeni yapilarin en uygun gp 41 yapisi ile kenetlenme
caligsmalari gerceklestiriimistir. 210 ligandin sanal ligand taramasi sonucunda
tespit edilen ve yapisinda pirol halkasi igeren ilk 20 bilesigin (ZINC 20030467,
ZINC02301313, ZINC02936435, ZINC00636696 v.s kodlu) potansiyel HIV gp 41

inhibitora olabilecegi bulunmustur.

Yapilan hesaplamalarin neticesinde elde edilen verilerin gelecekte tasarlanacak ve
gp 47in hidrofobik bdlgesiyle etkilesim gdsterecek yeni kiglk ve potansiyel

molekullere katki saglamasi beklenmektedir.

Anahtar Sézcukler: HIV, Molekiler kenetlenme, Glikoprotein 41, Hidrofobik

bdlge, A1z, Gorsel ligand taramasi
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Kimya Anabilim Dall
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ABSTRACT

Glycoprotein 41 molecule has an important role entering HIV to a host cell since
glycoprotein 41 is one of the effective structure in entry mechanism of HIV in to the
cell. As a result of the blockade of the gp 41 natural outcome of entering and

spreading of HIV in to a cell can be inhibited.

Present studies show that the discovered and marketed only drug (Fuzeon) is a
peptide structure and it has high molecular weight, therefore prevents orally usage
of the drug. Also, the usage cost of this drug is high. Due to all these, non-peptide
and targeted to gp 41 molecule drug is needed. Lately investigations show that the
hydrophobic pocket area of gp 41 can be a target area for small molecule, thus

can interact with small molecule.

According to information from protein data bank (PDB), 170 structures would be
observed as related to gp 41. None of these structures contain complete chain of
gp 41. The X-ray structure related to gp 41 existing in protein data bank, are
belong to synthetic C-peptide and N-peptide derived from the NHR and CHR
regions of gp 41. None of the X-ray structures related to gp 41 exist the crystalline

complex structure containing small molecule with gp 41.

The first part of the made study, by using molecular docking method, potential HIV
inhibitor of Aj, interaction with different gp 41 monomer, trimer and pentamer
structures with Autodock vina software were investigated. Hence, HIV gp 41 NHR
structures taken from protein data bank were used 2zzo as monomer, 2q7c as
trimer, 2r5d as trimer, laik as both trimer and pentamer. Thus, the binding affinity
and interaction of A, ligand with monomer, trimer and pentamer structures were
examined. The result of calculation, A;, ligand gives better interaction with gp 41
NHR pentamer than the monomer and trimer.



The second part of the made study includes that, new structures which are
obtained from ZINC database and virtual ligand screening result, the molecular
docking study with most appropriate gp 41 structure were actualized. After virtual
ligand screening of 210 ligand, which containing pyrrole ring (ZINC 20030467,
ZINCO02301313, ZINC02936435, ZINC00636696 etc. code) were determined as
potential HIV gp 41 inhibitors.

The results obtained from this study will contribute for designing in future,

interaction with gp 41 hydrophobic pocket, new small and potential molecules.

Keywords: HIV, Molecular docking, Glycoprotein 41, Hydrophobic pocket, A;,
Virtual ligand screening

Advisor: Prof. Dr Vildan ADAR, Hacettepe University, Department of Chemistry,
Organic Chemistry Division
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1. GIRIS

HIV virisinun hdcreye giris asamasi son yillarda AIDS tedavisindeki temel hedef
bolgelerinden birisidir. Virusun hicreye girisi engellendigi taktirde giris asamasindan
sonraki bolgelere yonelik hedef molekillere ihtiya¢ azalabilecek ve daha etkili tedavi
yontemleri ortaya cikabilecektir. Fakat HIV virusinin giris bolgesiyle ilgili olan
¢ozulmus X-ray yapisinda inhibitdér yer almamasi bir dezavantaj olup galismalarda

gugluk yaratmaktadir.

AIDS tedavisinde kullanilan ve HIV giris bdlgesine yonelik ila¢ bulunmasina ragmen
molekulin buyuk yapili peptid olmasindan dolayl oral yolla alinmasinin mimkuin
olmamasi ve satis fiyatinin ylksekligi ilacin dezavantajlari arasinda yer almaktadir.
Bu ylzden HIV girig bolgesini hedef alan, kiguk yapili molekullere gereksinim
duyulmaktadir. Bunun iginde HIV virGsunin hucreye girisinde etkin rol oynayan
yapilardan gp 41 hedef yapi olarak segilebilir. Gp 41, U¢ N-peptid ve lU¢ C-peptid
zinciri icermektedir. Bu peptid zincirleri HIV ‘in hucreye girisi sirasinda altili sarmal
yapl meydana getirmektedir. Bu sarmal yapinin olusumu engellendigi taktirde virtsin
hlucreye girisi engellenmis olacaktir. Yapilan deneysel ve teorik ¢aligsmalarin i1siginda
Gp 41 yapisinda yer alan hidrofobik bdlge kictk molekillerin etkilesebilecedi aktif
bdlge olarak dnerilmis ayrica bu aktif bolgenin kiguk molekullerle etkilesmeye uygun
bayuklige ve potansiyele sahip oldugu belirtiimistir. Bu nedenle yapilacak olan
calismada gp 471in aktif bdlgesiyle etkilesim gosteren, kiguk yapili, oral olarak
kullanilabilen ve daha az yan etkiye sahip yeni HIV giris molekullerinin tasarlanmasi

amaclanmaktadir.

llacin kesfedilmesi uzun bir slreci kapsamaktadir. Bu kesif sirecini kisaltmak igin
kullanilan yéntemlerden birisi bilgisayar destekli ilac tasarimidir. ilag tasariminda yapi
ile  kuguk molekulin modellemesi ve aralarindaki etkilesimin incelenmesi
gerceklestirilebilir. Calismamizda molekilin konformasyonlarinin protein yapisinin
aktif bolgesine baglanmasini tahmini olarak gosteren kenetlenme yodntemi ile yeni

ktcuk HIV girig inhibitorlerinin tasarlanmasi ele alinmaktadir.



Bu tez galismasi iki farkli boliimden olugmaktadir. ik bdlimde molekiler kenetlenme
programi kullanilarak farkli HIV gp 41 yapilarini temsil eden kristal yapilardan en
uygunu tespit edilmeye calisilmistir. ikinci bdliimde ise molekiiler kenetlenme igin
tespit edilen en uygun gp 41 yapisi kullanilarak gorsel ligand taramasi ile yeni HIV

giris inhibitorlerinin tasarimi gergeklestirilmistir.

Tez caligmasinin ilk boliminde HIV gp 41 yapilarinin inhibitor iceren X-ray kristal
yapilari bulunmadigindan literatlrde dnerilen gp 41 yapisinin aktif bolgesi programda
belirlenerek molekiler kenetlenme islemi gerceklestiriimistir. Bu prosedirin amaci
HIV gp 41 igin Onerilen birgok X-ray yapisindan inhibitoran aktif bdlgeye en fazla
yerlestigi ve inhibitorin en fazla etkilestigi yapiyr dolayisiyla en iyi yapiy tespit

etmektir.

ikinci boliimde ise kimyasal veritabanlarinin arastirimasi sonucunda ilag-benzeri
olarak tespit edilen kucuk molekillerin gorsel ligand taramasi olarak adlandirilan

metod ile glvenilir olabilecek yeni HIV girig inhibitdrlerinin belirlenmesi amaglanmigtir.

Bu calismanin amaci, HIV virisinin hicreye girisinde 6énemli rol oynayan gp 41
proteininin aktif bolgesini hedef alan ve bu sayede HIV virGsunin hlcreye girisine
engel olacak ve mevcut ilacin dezavantajlarini azaltmaya yonelik belirtiler gdsteren
yeni molekullerin tasarlanmasina katkida bulunmaktir. Arastirma sonucunda elde
edilen verilerin molekuler kenetlenme i¢in en uygun gp 41 yapisinin belirlenmesine ve

yeni molekullerin kesfine katki saglamasi beklenmektedir.



2. TEMEL BILGILER

2.1. Virusler ve viral hastaliklar

Virusler hicreye sahip olmayan, bulasici ajanlardir. Yasamak ve ¢ogalmak igin konak
hicreye ihtiya¢g duyarlar, bu ylzden de gergcek canli organizmalar sinifinda yer
almazlar. Bakteri, bitki, ve hayvan hucrelerini enfekte etme yetenegine sahip bir¢ok
farkli virls cesitleri bulunmakla beraber 400’Un Uzerinde virdsln insanlari enfekte
ettigi bilinmektedir ( Patrick, 2009 ).

Virusler cesitli yollarla yayilabilir. Grip, sugicedi, kizamik, kabakulak, zature,
kizamikgik, ve cicek hastaligi hava ile yayilir, dksurik ya da hapsirma belirtileriyle
konak yapiyi enfekte eder. AIDS, soguk alginhgi, genital iltihap, kuduz gibi virisler
fiziksel temas ile bulasir ve konak hlcre diginda uzun slre hayattta kalamazlar. Son
olarak agizdan alinan gidalar ve sularla bulasan virus tiplerine hepatit A ve E, ¢ocuk
felci, viral mide ve bagirsak iltihabi 6rnek olarak verilebilir. Sekil 2.1°de viral
enfeksiyonlarin insan victdunda etki ettigi bolgelere gore bir ayrim yer almaktadir

(http://en.wikipedia.org/wiki/File:Viral_infections_and_involved_species.png, 2009 ).
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Sekil 2.1 Viral enfeksiyonlara genel bakis



Tarihsel olarak viral enfeksiyonlarin yikicihdr ve tahrip ediciligi insan populasyonu
Uzerinden ispatlanmigtir. Cigek hastaliginin, Roma Imparatorlugu’nun MS 165-180 ve
MS 251-266 yillar arasinda zayiflamasina yol agan salginin sorumlusu oldugu ileri
surtlmektedir. Cigek hastaligi ayrica Kuzey ve Guney Amerika ‘da Avrupa sémirgesi
devam ederken yerli halkin blyuk kisminin yok olmasina yol agmistir.Bazi bolgelerde
tahmini olarak nifusun %90’1 hastalik yuzunden hayatini kaybetmistir. Cesitli grip
salginlar yikici etkiler gostermistir. 1918-1919 yillari arasinda 20 milyonun tUzerinde
insan grip salginindan hayatini kaybetmistir ki bu rakam 1.Dlnya Savas! sturesince

Olen insan sayisindan ¢ok daha fazladir.

Afrika kitasinda ebola ve sarl humma virtslerini de kapsayan oldurtcu virtsler siklikla
goOrulmektedir. Gegmiste, izole edilmis topluluklarda bunun gibi viral hastaliklar
g6ralirdl ve bu hastaliklar kolayca kontrol altina alinirdi. GiUnimuzde, turistler hava
yolu seyahatleriyle beraber uzak Ulkelere wucuz ve kolaylikla seyahat
edebilmektedir.Bu da viral hastaliklarin tim dinyada yayiimasina firsat tanir. Bundan
dolayl, dunya saglik yetkililerinin potansiyel riskleri izlemeleri ve gerektigi zaman
uygun onlemleri almalari 6nemlidir. 2003 yilinda patlak veren akut solunum yetmezligi
sendromu, gz ardi edilseydi evrensel boyutta yikici etki gosterebilirdi. iyi ki, diinya
topluluklari suratle hareket ettiler ve hastalik hizla kontrol altina alindi. Yine de, akut
solunum yetmezlik virisu viral enfeksiyonlarin ne kadar tehlikeli olabilecegini guncel

uyariyla gostermigtir.

Bilimadamlari kabus senaryolari kapsaminda bir super virisin olasi evrimine karsi
uyariimigtir. Bunun gibi ajanlar grip gibi bulasma yontemine ve yayilma hizina sahip
olabilir fakat ondan daha yuksek can kaybina yol acabilir. Buna benzer olduriucu
virisler mevcut olup hizlica yayilabilirler ve ylksek oranda can kaybina yol agabilirler.
Ozellikle izole toplumlarda, enfeksiyon ve saptanabilir belirtiler arasindaki gizli kalma
suresinin kisa olmasi ve kapsadigi alanda patlak vermesi sanstir. Eger buna benzer
viral enfeksiyonlarin gizli kalma stresi AIDS gibi uzun olursa netice ortacagdaki veba

salginina esit yikici etkiyle sonuclanabilir.



Viruslerin topluluklar tzerindeki potansiyel tahribat etkisi goz online alinirsa teror
yanhlarinin sivillere yonelik olduracu virds turleri kullanmalarina yonelik korkular
bulunmaktadir.Bu terminoloji de biyoterdrizm olarak adlandirilir.Su ana kadar bdyle
bir eylem gerceklesmedi fakat riskleri goz ardi etmek yanlis olacaktir. Su agiktir ki,
medisinal kimyanin énemli ve oncelikli arastirma konularindan birisi etkili antiviral

ilaglari aragtirmaktir (Patrick, 2009 ).
2.2 Virislerin Yapisi

Virusler, enfekte ettigi hucrelerden yaklasik olarak 100 ile 1000 kat arasinda daha
kGguktar. Viruslerin boyutlari 20 ile 300 nm arasinda degigkenlik gostermektedir.
Virlsler zarfsiz veya zarfli olabilir. Zarfli ve zarfsiz virlslerin yapisi Sekil 2.2 de

gosterilmektedir (Ryan and Ray, 2003 ).
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Sekil 2.2 iki temel viriis tipinin sematik gosterimi
Batln virUslerin yapisinda bulunan, viral nikleik asiti kapsayan ve korunmasini
saglayan protein tabakasina kapsit adi verilir. Kapsit kapsomer adi verilen protein alt
unitelerden, kapsomerler ise bir araya gelmis tekrarlayan polipeptit Unitelerden olusur.
Zarfsiz virlslerden farkli olarak zarfli virUslerdeki zarf yapisi glikoprotein ve
fosfolipitlerden olusmus lipoprotein yapisinda membran igerir. Ayrica zarfl virsler dis
kapsit icerir. Dis kapsit proteinleri genetik materyali korur ve virisun konak hucre
yluzeyinde bulunan 06zgul reseptorlere tutunmasina yardim eder. Zarfh virtslerde
bulunan bir diger protein de matriks proteinleridir. Zarfin altinda bulunan bu proteinler
kapsit proteinleriyle zarfin etkilesimine aracilik eder (Tunger vd., 2005). Zarfh

viruslerde gorulen bir diger yapida nukleokapsittir. Nuokleik asit ve kapsomer



kompleksi nukleokapsit olarak adlandirilir. Nukleik asitin kapsit ile gevrili olmasi
nukleik asiti gevresel zararlardan korur. Hucre ile ilk iletisimide kapsayan, protein ya

da glikoprotein yapilara ¢ikintilar adi verilir.

Genetik materyal acisindan da virUsler incelenebilir. Virlslerin genomu DNA ya da
RNA icerir fakat her ikisini beraber icermezler. Deoksiribontkleik asit (DNA), tim
organizmalar ve bazi viruslerin canllik iglevleri ve biyolojik gelismeleri icin gerekli olan
genetik talimatlari tagiyan bir nukleik asittir. DNA'nin baglica rolu bilginin uzun surel
saklanmasidir. Protein ve RNA gibi hicrenin diger bilesenlerinin ingasi igin gerekli
olan bilgileri icermesinden dolayr DNA bir kalip, sablon veya receteye benzetilir. Bu
genetik bilgileri iceren DNA parcalari gen olarak adlandirilir, ama bagska DNA
dizilerinin yapisal iglevleri vardir, digerleri ise bu genetik bilginin kullaniimasinin
dizenlenmesine vyararlar (http://tr.wikipedia.org/wiki/DNA, 2011). Ribonikleik asit
veya RNA bir nukleik asittir, nukleotitlerden olusan bir polimerdir. RNA pekgok énemli
biyolojik rol oynar, bunlarin arasinda DNA'da tasinan genetik bilginin proteine cevirisi
(translasyon) ile iligkili gesitli streglerde de yer alir. RNA tiplerinden olan mesajci
RNA, DNA'daki bilgiyi protein sentez yeri olan ribozomlara tasir, ribozomal RNA
ribozomun en onemli kisimlarini olusturur, tasiyici RNA ise protein sentezinde
kullaniimak uzere kullanilacak aminoasitlerin tasinmasinda gereklidir
(http://tr.wikipedia.org/wiki/RNA, 2011). DNA ya da RNA tek veya cift sarmalli, lineer
veya halkasal olabilir. Tek sarmalli RNA virislerinde RNA ayni zamanda mesajci
RNA (mRNA) gorevi goruyorsa bu viruslere (+) sarmalli RNA virasu, bunun karsiligi
sarmall tasiyan virtslere ise (-) sarmalli RNA virlGst adi verilir (TUnger vd., 2005).
RNA virGslerinin ¢ogu tek sarmallidir, ama kuguk bir kismida ¢ift sarmalli RNA igerir.
Buna kargin DNA virGslerinin ¢ogu ¢ift sarmallidir, yalnizca kiguk bir kismi gift

sarmalli yapiya sahiptir.
2.3 HIV ve AIDS nedir?

HIV (Human Immunodeficiency Virus), Tirkge'de ‘insan Bagisiklik Yetmezlik
ViristU’olarak nitelendirilir. Virls bagisiklik sistemini zayiflatarak vicudun direng

gOsterebilecedi hastaliklara kargi savunmasiz kalmasini saglar. HIV’in iki tlrd
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bulunmaktadir. HIV-1 Amerika , Avrupa ve Asya’ da gorulurken, HIV-2 daha ¢ok Bati
Afrika ve Hindistan’ da gorulir. HIV’in kazanilmis immun yetmezlik sendromu

(Acquired immunodeficiency syndrome, AIDS) olusumuna yol agtigi bilinmektedir.

Kazaniimig immun yetmezlik sendromu (AIDS) ilk kez 1981 yilinda Amerika Birlesik
Devletleri’ nde bildirildi. ilk AIDS vakalari Los Angeles, San Fransisco ve New York
City gibi buylk sehir merkezlerinde goruldi. Bir grup geng erkek escinsel hasta
Pneumocystis carinii’'nin (genellikle zararsiz olan Okaryotik mikroorganizma sebep
oldugu ciddi pndmoni, Kaposi sarkomu (genellikle nadir olan bir kanser formu), ani
kilo kaybi, lenf nodullerinin sismesi ve immun fonksiyonlarinin baskilanmasini da
iceren alisiimisin disinda belirtiler gdstermistir ( Harvey et al., 2006). Sekil 2.3'de ise
akut HIV enfeksiyonunun temel bulgulari gérilmektedir ( http :// en.wikipedia.org /File:

Symptoms_of_acute_HIV_infection.png, 2009 ).
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Sekil 2.3 Akut HIV enfeksiyonlarinin bulgulari

Hastalikla iligkili olan bu semptom ve belirtilerin hepsi kazaniimis immun yetmezlik
sendromu (AIDS) olarak bilinir. Hastaligin anlasiimasi igin yapilan ilk ¢alismalarda
kronik damarigi ilag kullanimi veya infeksiyon sonucu olusan bagisikligin
baskilanmasi olasiligi tzerinde durulmustur. Ancak bir sure sonra transfiizyonla kan
ve kan Urlnleri almis olanlar, escinsel olmayan, damar ici ilag bagimlisi olmayan

hastalarda da vakalar bildirilmistir. 1984’te AIDS, AIDS’li bir hastadan izole edilen HIV
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ile olusan enfeksiydz bir hastalik olarak tanimlanmstir. ilk tanimlanmasindan sonraki
on yil icinde Amerika’da Kore ve Vietnam savaslarinda 6lenlerin toplamindan daha
fazla sayida kisi hayatini kaybetmistir (Harvey et al., 2006). Bugine kadar 27
milyondan fazla kiginin AIDS ylUzinden hayatini kaybettigi kaydedilmistir. Yayimlanan
rakamlara gore yilda 2 milyon kisi bu hastaligin sonucunda yasama veda etmektedir.
Global olarak, 33 milyon insan HIV ile birlikte yasamakta olup her gun 7500 yeni HIV
vakasi ile karsilasiimaktadir (Wang et al., 2010). 2008 yil istatistiklerine gotre
ulkemizde 599’ u kadin ve 2206’ sI erkek olmak Uzere toplam 3175 AIDS hastasi
bulunmaktadir (http://www.erdemlidh.gov.tr/dosyalar/hiv aids veri tablolari.pdf, 2008).
Amerika Birlesik Devletleri ve diger gelismis ulkelerde kullanilan ilag
kombinasyonlarinin hastaligin AIDS’e ilerlemesini anlamli bir sekilde yavaslattidi
goralurken lojistik ve finansal nedenlerden dolayi gelismekte olan Ulkelerde HIV’le
enfekte kisilerin ¢ok azi bu ilaglari kullanabilmektedir. AIDS, toplumdaki fakir ve
imkanlan kisith olanlari hedef almakla, toplumun dokusunu yok etmektedir. AIDS'’in
toplumda sosyal ve ekonomik etkisi bir sire daha artan sekilde devam edecektir
(Harvey et al., 2006).

2.3.1 HIV yapisi

HIV zarfli bir RNA virisudur ve yapisi sekil 2.4’te gorulmektedir (Patrick, 2009).

(+) Tek sarmalli
RNA

gp 120  gp 41

Sekil 2.4 HIV yapisi



Virasun kapsiti ana temel kapsit protein p24, nikleokapsit protein p7/p9, iki kopya tek
sarmalli (+) RNA, revers transkriptaz, integraz ve proteaz enzimlerinden meydana
sahiptir. Bu protein en kolay saptanabilen viral antijendir. Konik bicimli kapsit konak
hicre zarindan kaynaklanan bir zarfla ¢gevrelenmistir (Tanger vd., 2005). Kapsit ve
zarf arasinda cekirdekteki ¢ift iplikli proviris DNA ‘sina giren ve sonra virisun
toplanmasi asamasinda gerekli olan dis matriks protein p17 vardir. Bunlarin yaninda
konak hicre membranindan olusan viral zarf 72 adet g¢ikinti icerir (Harvey et al.,
2006). Zarfin Uzerindeki topuz biciminde goérilen gpl20 ylzey proteini ya da
baglanma protein olarak adlandirilir. Goérevi infeksiyon sirasinda hicre reseptorine
baglanmaktir; gp 120’ye karsi notr antikorlar olusur. Gp 41 ise flizyon protein ya da
transmembran protein olarak adlandirilir, hidrofobik membran sapi olma o6zelligi
gosterir (White and Fenner, 2000). Gorevleri hicreler arasi flizyonu arttirmak ve

virisun konak hucreye girisinden sorumlu olmaktir.

2.3.2 HIV replikasyonu

HIV replikasyonunun ilk fazinda virusun girigi, revers transkripsiyon, virisin konak
hicre genomuna integrasyonu, viris tarafindan saglanan proteinler araciligiyla
gerceklestirilir. Viral genom, mRNA’larin ve yapisal proteinlerin sentez ve olusumunu
iceren replikasyonun ikinci fazinda, konak hlcre mekanizmalari kullanilir. Birgok
hiicre tipinde HIV replikasyonu hucrenin 6lumuyle sonuglanir (Harvey et al., 2006).
Asagida yer alan sekil 2.5'te HIV molekulunin konak hucre igindeki yasam dongusu
gorulmektedir (Patrick, 2009).
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Transkriptaz Transkriptaz
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HIV’nin hucreye girisi, replikasyonu ve hucreden ayrilmasi birkag asamada meydana

gelmektedir. Bu agsamalar sirasiyla su sekilde gergeklesir.

2.3.2.1 Spesifik hiicre ylizey reseptoriine baglanma

Viristiin konak hiicrenin  CD4 molekilline baglanmasi (adsorpsiyon) HIV ylzeyinde
bulunan gp 120 sayesinde gerceklesir. Bu sayede viris hiicre membraninda CD4

molekulinu tasiyan yardimeci T hucrelerini ve diger CD4 hucrelerini enfekte eder.

2.3.2.2 Virisiin hiicreye qirisi

Virusun hicreye girebilmesi igin kemokin reseptdrleri denilen ve koreseptor olarak da
adlandirilan CXCR4 ve CCRS reseptorleri de gereklidir. Makrofajlar ve T hicrelerinde

bu fonksiyonu gergeklestiren kemokin reseptdrleri bulunur.

Koreseptorle de baglanma sonucunda viral gp 41 (fuzyon) aktive olur ve viral zarf ile

hicre membrani arasinda fizyon gercgeklesir.

2.3.2.3 Viral RNA’niIn revers transkripsiyonu

HIV RNA’siI konak hiicreye girdikten sonra translasyon olmaz. Revers transkriptaz,
RNA bagimlhi DNA polimeraz enzimi ile viral genomik RNA ’'nin karsit DNA sarmali
sentezlenir. Sonrasinda ayni enzimin RNAz aktivitesi ile RNA yikilir ve yine revers
transkriptaz enziminin DNA ‘ya bagimli DNA polimeraz aktivitesi ile tek sarmalli DNA

‘dan c¢ift sarmalli cDNA (proviral DNA) olusturulur.

2.3.2.4 Proviriisiin konak hiicre DNA ‘sina integrasyonu

Viryonun Kkor bilesenleri ile birlikte bulunan ve proviris olarak adlandirilan yapi
matriks proteinleinin yardimiyla ¢ekirdege iletilir. Cekirdekte viral integraz kromozomal

DNA yapisini boéler, kovalent olarak proviris baglanir.
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2.3.2.5 Konak hucre aktivasyonu

integrasyon isleminin ardindan konak hiicrenin aktivasyonu ile DNA, mRNA ve viral
RNA genomuna transkribe olur. Viral mRNA’lar, viral enzimlere ve yapisal proteinlere

cevrilir.

2.3.2.6 Viryonun tomurcuklanip ayrilmasi

Viryon yuzeyden tomurcuklandikga viral proteaz aktive olur ve poliproteinleri
sonradan olgun viryonda toplanacak olan protein bilesenlerine parcalar. Olgun

retrovirts, enfekte konak hiicreden tomurcuklanirken zarfi olusur (Ang, 2006).
2.4 HIV Giris Hedef Yapilari

HIV tedavisi ile ilgili gelistirilen birgok ilag piyasada bulunmasina ragmen, bu ilaglarin
viral direncleri ve yan etkileri eksiklikleridir. Ayrica mevcut ilaglarin tedavi surecinin
masraflari da c¢ok fazladir. Bununla beraber bu ilaglar enfeksiyonun sonraki
asamalarini kapsamaktadir. Bu nedenle, viral yasam dongusunu ilk asamada
engelleyebilecek ve HIV girisini hedefleyen anti-HIV ilaglara ihtiyag duyulmaktadir.
Bu sureci hedefleyen vyapilara giris (fluzyon) inhibitorleri adi veriimektedir. Sayfa
12’de yer alan tablo 2.1°de HIV girig inhibitorleri ve etki ettikleri bolgeler yer almaktadir
(Jiang et al., 2002).
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Tablo 2.1 HIV girig inhibitorleri

Giris hedef yapilari

Hedef proteinler

llag @
(Firma)

ilag °
(Firma)

Zarf proteinleri

gp 41

T-1249 (Roche/Trimeris)

SJ-2176 (New York BloodCenter)
ADS-J1(New York Blood Center)
C-34 (Medical College of Cornell
University, New York)

T-1144 (Roche/Trimeris)
Sifuvirtide (FusoGen)

N36 (Weill Medical College of

Cornell University, New York)

Fuzeon (Roche/Trimeris)

gp 120

PRO542 (Progenics)

Ev sahibi hiicre proteinleri

CD4

PRO 2000 (Procept)

CCR5

SCH-D (Schering- Plough)
UK 427,857 (Pfizer)

CXCR4

AMDO070 =AMD 11070(AnorMED)
ALX40-4C (NPS Allelix Corp.)

& Klinik asamada ®: FDA onayli

gl




Girig inhibitorleri vicuttaki saglhkli T hicrelerine HIV’'in yerlesmesini engellemeye
calismaktadir. Girig inhibitorleri etkinliklerini HIV veya T hucrelerinin ylzeyindeki
proteinlere (CD4) baglanarak gerceklestirirler. Arastirmalarin  sonucunda girig
inhibitorlerinin hedefledigi birka¢c yapi tespit edilmistir. Bu hedeflerden birincisi
glikoprotein 120'dir. Glikoprotein 120, yuzey proteini veya viral tutunma proteini
olarak adlandirilir. Glikoprotein 120, virisun hucreye girisi igin gerekli olan spesifik
hicre yuzey reseptorUnin arayip bulunmasinda onemli rol oynamaktadir
(http://en.wikipedia.org/wiki/Envelope_glycoprotein_GP120, 2010). Gp 120 ayrica
doku tropizminden sorumludur; gp 120’ye kargi nétralizan antikorlar olusur (Tunger
vd., 2005). Diger bir hedef yapi ise CD4 molekuludir. CD4, primer reseptor olarak da
adlandirihr. CD4, HIV’in 6zgul hidcre reseptéridir yani virisin hilcreye girisi
baslamadan 6nce tutundugu yapilardan birisi CD4 hucreleridir. Tutunma islemi ylzey
glikoproteininin (gp 120) CD4 molekullerine baglanmasi sayesinde gerceklesir. Fakat
virusin sadece CD4 reseptorlerine baglanmasi enfeksiyonun baslamasi igin yetersiz
kalacagindan koreseptorler olarak adlandirilan diger hicre ylzeyi molekullerine de
baglanmasi gerekmektedir(Tlnger vd., 2005). Bu sure¢ icinde gp 120 molekulinin
CD4’ten sonra CXCR4 ve CCR5 adli kemokin reseptorlerine de baglanmasi gerekir.
T hdcrelerine tropizm gosteren virus kokenleri CXCR4’e baglanma yaparken,
makrofajlara tropism gosteren virisler CCR5’e baglanir. Bu etkilesim sayesinde gp
120‘'nin baglanma bdlgesindeki kemokin reseptorleri CXCR4 ve CCRS5 aciga
cikariimig olur. Bu hedef yapilarin haricindeki hedef yapi ise ¢alismamiza da kaynak

olan glikoprotein 41 molekuladar.

2.4.1 Glikoprotein 41

HIV-1 zarf glikoproteini olan gp 41 molekuld, gp 160 yapisinin proteolitik kirilmasi
sonucunda meydana gelmektedir .Gp 41 yapisi 345 aminoasitten (512-856) olusur ve
molekul agirhd 41 kD ‘dur (Jiang et al., 2002). Glikoprotein 41 yapisi sekil 2.6’da
gorulmektedir (Huang et al., 2007).
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Gp41l C-terminal IWNHTTWMEWDREINNYTSLIHSLIEESQONQQEKNEQELLEL

(40a.a) 623 628 638 663

T20 (Fuzeon) YTSLIHSLIEESQONQQEKNEQELLELDKWASLWNWF
(36a.a) 638 663 673
C34(628-661) WMEWDREINNYTSLIHSLIEESQNQQEKNEQELL

laik(t),2zzo (m) 628 638 / 661

TR COOH

Gp41l N- terminal RQLLSGIVQQQNNLLRAIEAQQHLLQLTVWGIKQLQARILAVERYLKDQQ
(50a.a) 542 546 565 581 592

N46 (537-582) RMKQIEDKIEEIESKQKKIENEIARIKKLLOLTVWGIKQLQARILN
2r5d(t) 537 565 582
N45 (537-581) RMKQIEDKIEEIESKQKKIENEIARIKKLLOLTVWGIKQLQARIL
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N36 (546 -581) SGIVOQQQNNLRAIEAQQHLLAOLTVWGIKQLQARIL
2zzo(m),1laik(t) 546 565 581
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Sekil 2.6 Glikoprotein 41 yapisi




Gp 41 yapisi U¢ bdlgeden olusur. Birinci bolge ekstrasellller boélge ya da dis bdlge
olarak adlandirilan bolgedir. 512 ile 683 arasindaki aminoasitler bu bolgeye dahildir.
ikinci bélge transmembran bdlge olarak adlandirilir, buradaki aminoasitler ise 684-
704 arasindadir. Uclincii ve son bolge ise intraselliler ya da i¢c bolge olarak
adlandirihr; 705 ile 806 arasindaki aminoasitler bu bdlgenin kapsaminda yer

almaktadir.

Gp 41'in disg bolge olarak adlandirilan kismi, kendi aktiviteleri ile iligkili olarak t¢
onemli fonksiyonel alana sahiptir. Birinci alan, gp 41’in N-uc bdlgesinde yer alan ve
flUzyon peptid olarak bilinen kisim olup, hidrofobik ve glisince zengin aminoasitler
icerir. Bu aminoasitlere, virisun hedef hicre membraninin igine ilk kez girerken
ihtiya¢c duyulur. Hegzamerik biyolojik birime sahip olan gp 41’in ikinci ve uguncu
alaninda ise U¢ N-terminal bélgeyle (NHR) ¢ C-terminal bolge (CHR) yer almaktadir.
NHR bolgesi 542 ile 592 arasindaki aminoasitlerden olusurken, CHR bdlgesi 623 ile
663 arasindaki aminoasitlerden olusmaktadir. Gp 41 NHR bdlgesinin aktif alani olarak
tanimlanan hidrofobik cep 565(29) ile 581(45) arasindaki aminoasitlerden meydana

gelmektedir (Weissenhorn et al., 1997)

HIV fazyonu, gp 41 U¢ N-terminal bolgesinin konak hucre membranina eklenmesini
ve sonrasinda da u¢ C-terminal bélgenin N-terminale baglanarak altili sarmal yapinin
olusumunu kapsamaktadir. N-terminal bdlgesi altili sarmal demetin olugsmasinda ve
viral giriste 6nemli rol oynayan ve hidrofobik cebi bulunduran hidrofobik olugu
icermektedir. Sonucta, N-terminal peptidin hidrofobik cebi gp 41 icin potansiyel ilac
hedefidir.
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2.4.2 Glikoprotein 41 inhibitdru: Enfuvirtide

Su ana kadar Amerika ilag ve Gida Dairesi (FDA)den onayli 28 anti —HIV ilaci
bulunmaktadir ( Liu et al ., 2008). Fakat hastaligi ortadan kaldiracak ilag henuz
bulunamamistir. Bu antiretroviral ilaglarin beraber kullaniimasi sonucunda o6nemli
derecede etkili olduklart bulunmustur. Bununla beraber, bu ilaglarin ciddi yan
etkilerinin ve ilag direnclerinin olmasi kullanimlarindaki sorunlardir. Bu nedenle HIV

girisini hedef alan yeni anti-HIV ilaglarin gelistiriimesine ihtiya¢c duyulmaktadir.

HIV giris inhibitdru olarak gelistirilen ve FDA onayina sahip olan tek ilag enfuvirtide ya
da diger bilinen adlariyla fuzeon, T-20 yer almaktadir. Enfuvirtidenin, HIV enfeksiyonu
ve AIDS hastalarinin tedavileri i¢in yapilan klinik denemelerde kuvvetli in vivo aktivite
gOsterdigi tespit edilmigstir. Diger HIV ilaglariyla beraber kullaniimasi onerilmektedir.
ilk olarak Trimeris firmasinin c¢alisanlari tarafindan T-20 olarak adlandirilan
enfuvirtidenin sonraki Urln gelistirme c¢alismalari Roche firmasi ile beraber
yapiimistir. Enfuvirtide, 13 Mart 2003 tarihinde Amerika Gida ve ilag Dairesi tarafindan
onaylanmistir (http://en.wikipedia.org/wiki/Enfuvirtide, 2010).

Sekil 2.7’de (http://www.aidsinfo.nih.gov/DrugsNew/DrugDetailNT.aspx?int_id=306,
2010) gorulen enfuvirtide, antiretroviral enjekte edilebilir bir ila¢ olup vakumda
kurutulmus toz seklinde ve kuglk siselerde sunulmaktadir. Enfuvirtide tlkemizde

henuz satiga sunulmamistir.

NDC 0004-0380-01 'é §
FUZEON™ <=
(enfuvirtide) gg
for Injection ®

Single Use Vial 8

Sekil 2.7 Enfuvirtide gosterimi
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2.4.3 Enfuvirtide kimyasal yapisi

Enfuvirtide 36 aminoasit iceren, oldukca blyuk bir sentetik polipeptid molekil olup

tamamen yeni bir antiretroviral etkenler sinifinda yer almaktadir. Enfuvirtidenin

molekil formulld C2p4H301N51064 0lup molekll agirhigr 4492 g/mol’dur. Enfuvirtide gp

471’in dis bdlgesinde yer alan C-peptid alanindaki (CHR) 643-678 arasinda bulunan

aminoasitleri igerir. Bu dizilim su sekildedir: CH3CO-Tyr-Thr-Ser-Leu-Ille-His-Ser-Leu-

lle-Glu-Glu-Ser-GIn-Asn-GIn-GIn-Glu-Lys-Asn-Glu-GIn-Glu-Leu-Leu-Glu-Leu-Asp-

Lys-Trp-Ala-Ser-Leu-Trp-Asn-Trp-Phe-NH, (Fung et al., 2004). Enfuvirtide’'nin yapisi

sekil 2.8'de gorulmektedir ( Manfredi and Sabbatani, 2006).
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Sekil 2.8 Enfuvirtide’nin kimyasal yapisi
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Bu cok karigik 36 aminoasite sahip enfuvirtidenin final yapisini elde etmek igin 106

farkli sentez basamagina ihtiyag duyulmaktadir ( Manfredi and Sabbatani, 2006).
2.4.4 Enfuvirtidenin etki mekanizmasi

HIV’in hicreye girisinde aciklanan CD4 reseptorleri (6rnek olarak T hicreleri,
makrofajlar) kompleks bir yapidir, HIV’in hlcre igine fizyonu viral zarf glikoprotein ve
insan hucresel reseptorleri arasindaki etkilesim serilerini kapsayan ¢ok basamakl

sureci kapsamaktadir (Fung et al., 2004).

HIV-1’in sahip oldudu viral zarf bircok altbiimden meydana gelmektedir, bu
altbirimlerin herbiri gp 120 yiizey proteininin gp 41 transmembran proteini ile kovalent

olmayan baglarla baglanmasi sonucunda olusmaktadir.

HIV’in hicreye girisi gp 120’nin CD4 hicrelerine konak hlicrede baglanmasiyla
baslamaktadir. CD4 hucrelerinin ¢ok 6nemli oldugu dusunudlmesine ragmen  bir
kemokin reseptord olan CCR5 ya da CXCR4 molekulleride giris mekanizmasi igin
gerekli yapilardir. Gp 120'nin CD4’e baglanmasi sonucunda gp 120°de
konformasyonel degisiklikler ve yapisinda yeniden dizenleme meydana gelmektedir,
gp 120’deki bu farkhliklar koreseptor baglanma bolgeleri ve konak hiicre yuzeyindeki
bir kemokin reseptoruyle (CCR5 ya da CXCR4) izinli etkilesimi sonucunda agiga
cikmaktadir. Gp 120’nin hem CD4 hem de kemokin reseptorleriyle baglanmasi gp
471’in yapisindaki konformasyonel degisikliklerin ana tetikleyicisi olup, konak hicre
plazma zarina fuzyon peptidin girmesini agiga c¢ikarmakta ve neticesinde getirdigi

flzyon surecini kapsamaktadir.

Zarf glikoproteini olan gp 41, U¢ gp 41 oligomerinden olusan bir trimerik yapidir.
Kristalografik c¢alismalarin gdsterdigine gore, flzyon peptid hicre membranina
yerlestikten sonra gp 41 oligomerlerinin kendileri katlanarak 6-sarmal demet formuna
donusur. Bu demet yapisi merkezde U¢ N-terminal bdlgeden (NHR ya da HR1) ve
u¢c C-terminal bolgeden (CHR ya da HR2) meydana gelmektedir, ayrica digarida

paketlenmis halde ve antiparalel konumda bulunan N —terminal bdlge tarafindan

18



olusturulan oluklarda demetin yapisinda yer almaktadir. Bu altii sarmal demetin
olusumu sonucunda, viral ve hicresel zarlar biraraya gelir ve boylece birlesmeleri igin
gerekli zemin saglanmig olur. Altilh sarmal demet olusumu ile ilgili serbest enerjinin
membran flzyonunu ortaya c¢ikardigina inanilir. Membran flzyonu tamamlandiktan

sonra viral igerigin konak hicreden ayrildigi gozlenmektedir.

HIV fuzyon basamaklari ve 6-sarmal demet yapisinin olusumu Sekil 2.9 ve Sekil
2.10’da belirtiimektedir. Sekil 2.9’da (Fung et al.; 2004) sirasiyla gp 120’'nin CD4 ‘e
badlanmasi, koreseptdor baglanma bodlgesinin  agiga ¢ikmasi, koreseptorin
baglanmasi, fuzyon peptidin girisi ve en sonunda 6-sarmal yapinin olusumuyla
membran fizyonu gdsterilmektedir. Flizyon peptid gerceklesmeden, gp 41 ‘in HR1
bdlgesine HR2 bdlgesini taklit eden enfuvirtide molekuliiniin baglanmasiyla 6-sarmal

demet olusumu ve dolayisiyla HIV giris sureci engellenmektedir.

Koreseptor baglanma
bélgesi

HR2 Alani

Koreseptor baglanma Koreseptor Fiizyon peptidin 6- Sarmal demetin olugumu
CD4 baglanma » bélgesinin baglanma » girigi » ve membran fiizyonu
aciga glkmasl

" . T-20 yapisi HR2 diziliminin taklidi olup HR1 alanina baglanarak 6-Sarmal
Fiizyon peptid demet olugumunu bloke eder

Sekil 2.9 Enfuvirtide’nin etki mekanizmasi ve HIV- hiicre fizyon basamaklari
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Sekil 2.10°da ise (Fung et al., 2004) gp 41’in sirasiyla hedef hiicre membranina
baglanmasi, fuzyon gegisi, HR2 yapisinin sikismasi ve neticede 6-sarmal demet
olusumu belirtiimektedir. Bunun sonucunda viral membranin hedef hicre

membranina yerlestigi gdzlenmektedir.

Hedef hiicre
membrani

Viral
membran

HR2 6- Sarmal

Reseptor Fiizyon
baglanma > 0egis — sikigtirma —> demet olugumu

Sekil 2.10 Glikoprotein 41 oligomerinin katlanarak 6-sarmal yapiya donlisumui

Butin bunlarin yaninda Enfuvirtide’nin bazi dezavantajlari da bulunmaktadir. ilk
olarak ilacin kullanim maliyeti oldukga yuksektir. Bir hastanin yilhik kullanim maliyeti
25,000 dolar civarindadir. ikincisi ilacin oral yolla kullaniimasinin eksikligi yiziinden
hasta ylksek dozlara maruz kalmaktadir.Bu yuzden kiguk yapili gp 41 yapisini hedef
alan anti HIV-1 bilesiklerine ¢ok ihtiya¢ duyulmaktadir. Ama sekil 2.11’de ( Wang et
al., 2010) gorilen, gp 41 kirmizi renkli C —peptidi ile mavi renkli N —peptidi arasindaki
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cok kuvvetli protein-protein etkilesimlerini kiiguk yapili molekdillerin bloke etmesi

oldukga zordur.

Sekil 2.11 Glikoprotein 41 C - ve N- peptid demeti

Bunun yaninda gp 41 N-peptid demetinin ylksek hidrofobiklikte olmasi ve derin bir
cebe sahip olmamasi kuguk molekullerin kuvvetli baglar yapmasina imkan tanir; bu

da onu zor bir ilag hedefi haline getirmektedir.
2.5 Gp41 Aday inhibitorler

Glikoprotein 41 hedef alinarak gelistirilen inhibitorler peptit ve non-peptit olmak tzere

iki sinifa ayrilmaktadir.
2.5.1 Peptit inhibitorler

Gp 41 molekulinin NHR ve CHR bolgelerinden turetilen peptitlere N-peptit ve C-
peptit adlari verilir (Debnath et al.,1999). 1990’ I yillarda Jiang ve arkadaslarinin
kesfettigi ilk guclu anti - HIV peptit SJ-2176 olup, HIV-1 gp 41’ in CHR bdlgesinden
(630-659 a.a) turetilmigtir (Pan et al ., 2010). Daha sonra, Wild ve arkadaslarinin
onerdigi baska bir CHR peptit, T-20 (638-673 a.a), HIV fuzyonuna karsi etkili inhibitor
aktivitesine sahiptir (Wild et al.,1994) Protein tahlil stratejisi kullanilarak, Lu ve

arkadaslari NHR seri peptitler tanimlamigtir; bunlar arasinda N51(540-590 a.a), N36
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(546-581 a.a) ve N34 (546-579 a.a) ve CHR peptit olarak da C43(624-666 a.a), C34
(628-661 a.a) ve C28 (628-655 a.a) tanimlanmigtir. Batun bu yapilar sekil 2.12 ‘de
(Pan et al ., 2010) yer almaktadir.

T21 HNLLEATEAGOHLLOLTVWE TROLOAR T LAVERYLEDQ
W36 SGEIVOOONNLLEAT EAQOH L LOLTVHG TKQLOART L
HaE T LTVOAROLLEG TVOOONNLLREAT EAOOHLLO LTVHS T KO LOART L
[ = | I T ™ | cr
512 527 536 590 628 673 G6B4 705 856
2176 EWDEREINNY TS LI HSLIEESQNQOEKNEQE
TZ20 ¥T 5 LT HE LTEES QN OE KNE O ELLE LDEWEA S Li W
c3d WMEWDEE I NN Y TS LI HSLIEE SQNQQEKNEQELL
T1249 WOEWEQK T - - - —- ~~ TALLEQAQ TOQOEKNEY ELOKLDEWAS LWEWE
T1144 TTHEAWDRATAEYAARTEALLRALOEQOEKNEAA LREL

Sifuwrirtide SWETWEREIENYTHQIYEILEESQEOODENEKDLLE
CP32 QIWHNMTWMEWDREEINNY TS LIHSLIEESQNQ

Sekil 2.12 gp 41 molekiili ve NHR ile CHR peptitlerinin dizilimi

SJ-2176 ve C34’ Un her ikisi de viral gp 41 NHR bdlgesiyle etkileserek, virls-hicre
fuzyonunda kritik basamak olan altili sarmal yapinin olusumunu engellerler (Pan et al
., 2010). T20 Trimeris ve Roche tarafindan geligtirilen ilk HIV fuzyon/giris inhibitora
olup 2003 yilindan beri HIV hastalarinda kullaniimaktadir. T20 icin elde edilen ICsg
degeri nanomolar seviyesinde 3.0 ‘dir (Liu et al ., 2005). ICso dederi HIV ‘in hlcreye
fuzyon etkisini 50% oraninda inhibe eden peptit konsantrasyonudur. T1249 ‘da
Trimeris tarafindan geligtirilmis ikinci-nesil HIV flzyon inhibitoradir. 39 aminoasit
iceren bir yapidir (a.a 628-635,643-673). On-klinik calismalar T1249’ un T20 ‘ye gore
daha buydk anti-HIV potansiyele sahip oldugunu gdstermektedir. Fakat
formulasyonundaki guglukler yuzinden klinik galigmalara ara verilmistir ( Melby et al .,
2007). T1144 Trimeris’ in gelistirdigi baska bir peptit molekuldir. Aminoasit dizilimi
C38 (626-673) arasi olup T20 ‘ye gore kuvvetli anti-HIV aktivite gostermistir. T1144,
ilerideki geligtirmeler igin ilgi cekici bir adaydir. FusoGen farmasotik firmasinin
gelistirdigi Sifuvirtide yeni nesil HIV flzyon inhibitdridir. Aminoasit dizilimi C36 (627-
662 a.a) arasi olup HIV-1 gp41’ in U¢ boyutlu yapi bilgileri ve bilgisayar modelleme
analizleri temel alinarak yaratilmigtir. Sifuvirtide’nin klinik ¢alismalari su an Faz 2
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asamasindadir (http://www.fusogen.com/en/indexen.asp.html, 2010). CP32 ise 32
aminoasite (621-652) sahip olan CHR turevli bir peptitdir ve kuvvetli antiviral aktivite
sunmaktadir. Bu molekullerin yaninda N-peptit karakterli molekullere bakildiginda T21
ve N36 gibi HIV flzyon peptit inhibitérleri bulunmaktadir. T21 553 ile 590 arasindaki
aminoasitlerden meydana gelmektedir. Fakat T21’ in sadece ilk 25 aminoasiti CHR
bolgesine baglanir, kalan 13 aminoasitte baglanma gozlenmez (Qadir and Malik,
2009). Aminoasit dizilimi 546 ile 581 arasinda olan N36 peptiti, insan CD4 hicreleri ile

viral membranin fizyon inhibisyonu icin kullaniimaktadir.
2.5.2 Non-peptit inhibitorler

Anti-HIV peptitleri haricinde diger bir sinifta non-peptit anti-HIV bilesikler yer
almaktadir. T20 etkili bir ilag olmasina ragmen yillik kullanim maliyeti, kandaki
proteolitik enzimler tarafindan kolayca degredasyona ugramasi ve gunde iki defa
enjeksiyon sonucu c¢ogu hastada yan etkiler gorilmesinden dolayl gp 41 hedefli,
dusuk kullanim maliyetli ve oral yollardan kullanilabilen kuguk molekual HIV

fuzyon/qirig inhibitorlerine ihtiyag vardir Sekil 2.13 (Pan et al ., 2010).
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Sekil 2.13 Gp 41 hedefli kicik molekul anti-HIV bilesiklerinin kimyasal yapilari
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HIV fuzyon/girig inhibitoru olarak gelistirilen ilk kiiciik molekil ADS-J1° dir (Debnath
et al .,1999). ADS-J1 HIV membran fuzyonunu ve HIV replikasyonunu dusik uM
araliginda ICs ile engellemektedir. Molekiler kenetlenme analizleri neticesinde ADS-
J1 gp 41 N —heliks trimer yapisinin derin hidrofobik cebine yerlestigi ve bu cepte yer
alan aminoasitlerle etkilestigi gorulmastiur. ADS-J1, gp 41 yapisini hedef alan uygun
bir inhibitor olsa da yapisinda bulunan azo gruplari ve sulfonik asit gruplarinin timor
olusturma potansiyelleri yiiziinden ila¢ gelistirme icin ideal éncli molekil degildir. ilag-
benzeri molekulleri iceren kimyasal kuatiphanelerin ylksek veri taramasi (high-
throughput screening) teknigi kullanilarak 33,040 molekulin incelenmesi sonucunda
kuvvetli anti —HIV aktiviteye sahip iki N-substitue pirol, NB-2 ve NB-64 tanimlanmistir
(Jiang et al ., 2004). Her iki molekilde efektif bicimde HIV flzyonuna engel
olmaktadir. Bilgisayar destekli molekuler kenetlenme analizleri de her iki molekulun
gp 41 hidrofobik cebine yerlestigini gostermektedir. NB-2 ve NB-64 yapisini baz
alarak, Xie ve meslektaslari tasarlayip sentezledikleri N-karboksifenilpirol ttirevlerinin
bazilarinda umut verici anti-HIV aktiviteleri tespit etmislerdir. En aktif bilesik A1, kodlu
yapidir; altil sarmal yapi olusumunda (ECso 37,36 uM) ve gp 41HIV infeksiyonunu
durdurmada (ICsp 0,69uM) sahip oldugu degerler onu etkili ve aktif bilesik
yapmaktadir. Ayrica HIV hucre-hucre fluzyonunda da etkili oldugu tespit edilmigtir.
Molekuler kenetlenme analizi sonucunda A2 ‘nin karboksil grubu gp41’ in NHR
bolgesiyle etkilesmektedir. Ayrica sahip oldugu iki grupta gp471’in hidrofobik
aminositleriyle etkilesmeye uygundur (Liu et al ., 2008). Bu sebeple gp 41 molekiluni
hedef alan daha etkili olabilecek yeni molekullerin tasariminda Ai2’nin éncu molekul
olabilecegine inaniimaktadir. Bunlarin haricinde geligtirilen diger bir molekul C7-Mn34
-Mn42 go6zlenebilir anti —HIV aktivitesine sahip degildir. Katritkzy ve arkadaslarinin
sentezledigi molekullerden biri olan NB-293 yapisinin 6nemli anti-HIV aktivitesine
sahip oldugu tespit edilmis olup bu molekll yeni gelistirilecek yapilara 6nderlik
edebilecegdi sdylenebilir. Terfenil tlrevi 1a, 11, 2261 ve 5M038 diger dnemli anti-HIV
aktivitesi gosteren kucuk molekullerdir. Butan bu bilgilerin 1g1ginda, Ai» molekuli gp
41’'in NHR hidrofobik cebine yerlesmesi ve bu ceple etkilesmesi, 6nemli anti-HIV
aktivitesi gostermesi ve kuguk yapili olmasindan dolayr 6énder molekil olarak

secilmesi ve molekuler kenetlenme g¢alismamizda kullaniimasi uygun gérulmustar.
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2.6 Gp 41 Kenetlenme Galigmalan Literatiir Ozeti

HIV gp 41 yapisini hedef alan g¢alismalara literatirde ¢ok sik rastlanmamaktadir. Gp
41 molekulunun karmasikhgir ve HIV giris mekanizmasinin oldukga komplike olmasi
etkili bir inhibitorin gelistiriimesine engel olmaktadir. Fakat son yillardaki gelismelere
paralel olarak bu konu uzerine gesitli makaleler yayinlanmaktadir. Protein yapilarini
temel alan ila¢g tasariminda kenetlenme yoéntemi kullanilarak kocik bir molekilin
proteine baglandigi konformasyonlar gorulebilmekte ve ikisi arasindaki etkilesimler
incelenebilmektedir. Ayrica gelecekte gp 41 proteini ile ilgili X-1gin1 U¢ boyutlu yeni
yapilarin kesfi sayesinde de arastirmacilar daha guvenilir sonuglara ulasma sansi

yakalayabileceklerdir.

2004 yilinda Jiang ve arkadaslarinin yaptigi bir calismada, ChemBridge sirketine ait
olan kimyasal kutuphanede ilag-benzeri olabilecek yapilarin taranmasi sonucunda
ilag-benzeri iki N-substitue pirol tirevi olan NB-2 ve NB-64 molekulleri tanimlanmigtir.
Sonrasinda gp41’in X-1sini kristal yapisi olarak laik protein veritabanindan alinmistir.
Hegzamer olan bu yapinin hedef bdlgesi olan NHR ‘deki hidrofobik alani aciga
¢ikarmak igin bir C-zinciri ve su molekulleri yapidan uzaklastiriimistir. NB-2 ve NB-64
molekulleri fizyolojik pH icin iyonlastirma isleminden gegirilmigtir. NB-2 ve NB-64
molekillerinin ve gp 41 yapisi olan 1aik’'nin kenetlenme simulasyonuna hazirlanmasi
ve molekiler kenetlenme igleminin gerceklestirmesi icin Glide 2.5 programi
kullaniimistir. Yapilan molekiler kenetlenme galismasi sonucunda her iki bilesigin
karboksilik asit grubunun gp 41 yapisindaki pozitif yukli Lys 574 aminoasitiyle tuz
koprisu olusturdugu ve her iki bilesigin biraz farklilik olsa da gp 41’in Trp 571 ve lle

573’ten olusan hidrofobik bdlgesine yerlestigi gorilmagtir.

2008 yilinda Teixeira ve arkadaslari tarafindan gercgeklestirilen bir calismada ise NB-2
ve NB-64 molekuillerinden hareket edilerek yeni iskelete ve yiksek etkiye sahip
molekullerin tasarlanmasi gergeklestiriimis olup tasarlanan molekuller arasinda Ai»
yapisida bulunmaktadir. Protein veritabanindan gp41’in X-igini kristal yapisi olarak
1aik secilmistir. Hegzamer olan bu yapinin hedef bodlgesi olan NHR ‘deki hidrofobik

alani agiga cikarmak igin bir C-zinciri ve su molekulleri yapidan uzaklastiriimistir. Az
25



molekulu fizyolojik pH igin iyonlastirma isleminden gegirilmistir.A1> molekulindn ve gp
41 vyapisi olan 1aik’'nin kenetlenme similasyonuna hazirlanmasiyla molekuler
kenetlenme islemini gergeklestirmesi igin Autodock 3.0.5 programi kullaniimigtir.
Yapilan molekiler kenetlenme c¢alismasi sonucunda en aktif bilesik olan A, yapisinin
gp 471’in Trp 571,GIn575, Arg 579, Leu 581, GIn 577, Lys 574 ve lle 573’ten olusan
hidrofobik cebe yerlestigi goralmustar. Ayrica Ai» ‘nin karboksilat grubu ile Gp 41’in
Arg 579 aminoasiti arasinda elektrostatik etkilesim ve GIn 575 aminoasiti ile de

hidrojen bagi tespit edilmistir.

2009 yihinda Wang ve arkadaglari tarafindan gergeklestirilen baska bir galismada ise
A1z yapisinin gp 41 molekuli ile etkilesimi ve molekulde yerlestigi bolge incelenmistir.
Protein veritabanindan gp41’in  X-isin1 kristal yapisi olarak 2r5d secilmistir. Bu
yapinin hedef bolgesi olan NHR ‘deki hidrofobik alani agiga ¢ikarmak icin G¢ mutant
zincir ve su molekulleri yapidan uzaklastinimistir. Ai> molekull fizyolojik pH igin
iyonlastirma isleminden gegirilmigtir. A1, molekulinin ve gp 41 yapisi olan 1aik’nin
kenetlenme simulasyonuna hazirlanmasiyla molekuler kenetlenme iglemini
gerceklestirmesi icin Autodock 4.0 programi kullaniimistir. Molekuler kenetlenme
islemi sonucunda A1, ‘nin daha onceki ¢alismalara gore farkl bir baglanma moduna
sahip oldugu ortaya konmustur. A;2’nin negatif yuklt karboksilik asit grubuyla gp 41’in
pozitif yukli Lys 574 aminoasiti arasinda tuz koprisu olustugu, gp 41’'in GIn 41
aminoasiti ile Al12’nin ayni karboksilik grubuyla hidrojen bagi yaptigi goértlmustar.
Ayrica Aj, yapisinin Leu 29,Leu 32,Thr 33, Val 34 ve lle 37°den olugsan hidrofobik

cebe yerlestigi gorulmastur.

2010 yihnda Gochin ve arkadaslari tarafindan yapilan bir galismada ise 1-5i olarak
gruplandirilan ligandlarin gp 41 molekulu ile etkilesimi ve molekulde yerlestigi bolge
incelenmigtir. Gp 41 yapisi olarak g farkli pdb yapisi 3p7k, 2r5d ve 2kp8 segilmistir.
Ligandlara kenetlenme islemi igin iyonlagtirma uygulanmamistir. Kenetlenme islemi
autodock 4.2 ve autodock vina ile gergeklestiriimistir. Yapilan iglemin sonuglarina
gore ligandlarin gp 41 ile etkilestigi ve gp 41’in hidrofobik bolge aminoasitlerinden Lys
574 ya da Arg 579 ile hidrojen bagi veya tuz koprusu olugturabilecekleri goralmustar.
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2.7 Protein Veritabani

Protein veritabani (PDB) proteinler ve nukleik asitler gibi buytk biyolojik molekillerin
3-boyutlu yapilarinin bulundugu zengin bir kaynaktir. Protein data bankta yer alan
bilgilerin kaynagini X-igini kristalografi veya NMR (nukleer manyetik rezonans)
spektroskopisi saglamaktadir. Protein data bank toplamda 63306 X-igini ve 8858
NMR karakterli yapi igermektedir (http://en.wikipedia.org/wiki/Protein_Data_Bank,
2011).

Ddnyanin dort bir yanindan biyologlarin ve biyokimyacilarin sundugu yapi bilgilerine
egitimciler, 6grenciler ve arastirmacilar http://www.pdb.org/pdb/home/home.do adli
web sayfasindan erigebilmektedir. Sekil 2.14° te protein veri tabani web sayfasinin

gorunumu yer almaktadir.

A memBER or Tre SIPIDES
= S = i
2 An Information Portal to Biological Macromolecular Structures
= o PPR-101
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A Resource for Studying Biological =
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Reports
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PROTEIN DATA BANK

The PDB archive contains information about experimentally-determined structures of proteins, nucleic
acids, and complex assemblies. As a member of the wwPDB, the RCSB PDB curates and annotates
PDB data according to agreed upon standards. _
<. Website Release Archive: ~
The RCSB PDB also provides a variety of tools and resources. Users can perform simple and

advanced searches based on annotations relating to sequence, structure and function. These

molecules are visualized, downloaded, and analyzed by users who range from students to + RCSB PDB News Hide
specialized scientists. e Ty

Hide Welcome Message

Newsletter published
5 3

* Featured Molecules

Structural View of Biology List View of Archive By: Title | Date | Category

o 88 @ @ P

® Rutgers Day (April 20)
Molecule of the Month: * New Publication
Cytochrome bcl * Latest Website Release

Cells are masters at squeezing every drop of energy out of their food. © Narrated RCSB PDB Tutorial
They disassemble the molecules in food atom by atom, driving a variety Updated
of unusual energy transformations in the process. At the end, all of the ® DNA Day 2011: April 15

Sekil 2.14 Protein veritabani web sayfasi
Protein data bankta yer alan makromolekiller pdb uzantisina sahip bigimlerde
bulunmaktadir. Pdb dosyalarini tanimlamak igin dort adet karakter kullanilir. 4hhb, bu
tanimlamaya bir ornek olup, her molekil igin ilk karakter rakamdan meydana
gelmektedir. Protein veritabanindaki yapilar .pdb formatinda yer almaktadir. Bu
format makromolekul olan proteinin atomik koordinatlari, birincil ve ikincil yapi bilgileri,
kristalografik yapi faktorleri ve NMR bilgilerini icerir. Pdb formati ilag tasariminda

kullanilan programlarin birgogunda taninmaktadir.
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2.8 Bilgisayar-Destekli ilag Tasarimi

ilag tasarimi, biyolojik yapilar ve hedef molekdiller temel alinarak yeni ilag gelistirilmesi
icin izlenen adimlar bitinudur. ilag tasarimi kapsaminda degisik ilag molekiillerinin
tasarimi yer alir ; bu molekuller biyolojik yapilara baglanarak ve onlarla etkileserek
farmakolojik etkilerin olusmasini saglamaktadirlar. ilag tasariminin  modern
uygulamasi ise bilgisayar yardimiyla gerceklesir ve bilgisayar destekli ilag tasarimi
olarak bilinir. Teorik kimyay! kullanarak ilaglari ve ilaglarla ilgili biyolojik aktiflige sahip
molekilleri ve aktif molekll pargalarini arastirir. Temel amacg belirlenen kiguk
molekulin hedefe baglanip baglanmadigini ve farmakolojik etkiye neden olup
olmadigini arastirmaktir. Bu c¢alismalari gergeklestirmek ig¢in birgok program

bulunmaktadir.
2.9 Molekiler Kenetlenme

Kenetlenme, bir molekulin bagka bir molekile baglandiginda beraberce kararli
kompleks olustururlarken tercih edilen yonlenmelerini tahmin etmeye yarayan bir
metotdur. Tercih edilen yonlenme bilgisi sayesinde iki molekul arasindaki baglanma

afinitesi elde edilebilir.

Kenetlenme, c¢ogunlukla kug¢lik molekul ilag adaylarinin hedef protein yapilarina
baglanma yonelimini tahmin etmeye ve bunun sonucunda kuguk molekullerin
afinitesini ve aktivitesini 6ngérmeyi saglamaktadir. Asadida yer alan sekil 2.15'te
(http://en.wikipedia.org/wiki/Docking_molecular, 2010) proteine kenetlenen kiguk
molekul goérilmektedir.

Sekil 2.15 Proteine kenetlenen kiguk molekil gésterimi
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2.9.1 Molekiler Kenetlenme Yazilimlari

Bir bilgisayarin ila¢ tasarimini gergeklestirebilmesi igin ihtiya¢ duydugu yazilimlardan

bazilari asagida yer almaktadir.

2.9.1.1 Autodock 4.0

Autodock, otomatik kenetlenme yazilimi olup 3 boyutlu yapisi bilinen bir molekule
kigcuk molekullerin (substrat ya da ilag aday! gibi) baglanmasi icin kullanilan bir
yazilimdir. Morris ve arkadaslar tarafindan 1998 yilinda gelistiriimis olup (Morris et
al., 1998) iki farkli programdan olusmaktadir. Bunlardan ilki autodock olup, protein
yapisina sahip olan hedef molekiile ligandin kenetlenmesini saglar. Ikincisi ise
autodock ile kenetlenme hesaplamalari hedef yapi igin afinite haritalarini olusturmay:
saglayan yani grid deg@erlerinin ayarlandidi autogrid olup bu program hedef molekile
ligandi baglayan on hesaplamayi gergeklestirir. Autodock tools olarak adlandirilan
grafik arayuzi sayesinde de kenetlenme c¢alismalar igin ligandin, proteinin, grid
dosyalarinin, grid kutusunun ve kenetlenme parametrelerinin yer aldigi dosyalarin
hazirlanmasi ve kenetlenme sonuglarinin incelenmesi gergeklestirilir. Autodock
uygulamalari arasinda X-isini kristalografi, yapi-temelli ila¢ tasarimi, sanal tarama ve
kimyasal mekanizm c¢alismalari vardir. Autodock yazilimina Ucretsiz olarak

http://autodock.scripps.edu adresinden erigilebilir.
2.9.1.2GOLD

GOLD bir kenetlenme yazilimi olup Sheffield Universitesi, GlaxoSmtihKline ve
Cambridge Kristalografik Data Merkezi tarafindan gelistiriimigtir. GOLD ilag sanayinde
genis Olcude kullaniimaktadir. Protein-ligand kenetlenmesi igin hizli bir genetik
algoritma kullanir, bu algoritma ligand esnekligini ve aktif bilge esnekligini dlgmeyi
saglamaktadir. Http://www.ccdc.cam.ac.uk/products/life_sciences/gold/ adresinden

ulasilabilecek bir yazilim olan GOLD ucretlidir.
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2.9.1.3 FlexX

FlexX ticari bir yazilim olup temel uygulamalari arasinda, U¢ boyutlu yapisi bilinen
protein ve kicuk ligand molekuld icin protein-ligand kompleksinin geometrisini tahmin
etmek ve bir milyonun Uzerinde bilesigi sanal olarak taramak yer almaktadir.
http://www.biosolveit.de/licence/evaluation.html?product=flexx ~ adresinden lisans

bilgilerine erigilebilir.
2.9.1.4 Dock

Dock ilag tasarimi Gzerine gelistirilen ilk yazilim olup 1980° lerde Tack Kuntz ve grubu
tarafindan baslangici saglanmistir. Kiguk molekdllerin baglanma modunu genetik
algoritma kullanrak tahmin eder. http://dock.compbio.ucsf.edu/ adresinden Ucretsiz
olarak erisilebilecek bir yazilim olan Dock 2006 yilindan beri altinci versiyon olarak
kullaniimaktadir. Tablo 2.2’ de yazilimlarin protein ve ligand esnekligi bakimindan

siniflandirmasi yer almaktadir.

Tablo 2.2 Kenetlenme Yazilimlarinin Protein ve Ligand esnekligine gore ayrimi

Yazilim Esnek protein? Esnek ligand?
AutoDock Evet Evet
FlexX Hayir Evet
GOLD Kismen Evet
Dock Hayir Evet

2.10 Gorsel Ligand Taramasi

Molekuler kenetlenme igin ihtiyag duyulan potansiyel ligandlari ve hedef proteinin
baglanma bdlgelerine kenetlenmeleri bilgisayar destekli ila¢ tasariminin ana gorevidir.
Gorsel tarama olarak adlandinlan bu metot, ilag kesif sureglerinde sikga
kullaniimaktadir. Molekuler kenetlenme programlari otomatik olarak databanklardan
kiguk molekulleri alir ve onlarin hedef proteindeki baglanma bdlgelerine
kenetlenmelerine aracilik eder. Ligand-yap! sistemi i¢in kenetlenme sanal bir ligandin
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yaplyla nasil etkilestiginin cevabidir. Bilgisayar programlarindaki gesitli filtrelemeler
kullanilarak istenmeyen bilegiklerin sanal taramadan ¢ikariimasi saglanmaktadir (Liu
and Jiang, 2004). Walter ve arkadasglari, gérsel taramay! kisaca bilgisayar programlari
kullanarak bilegik kutuphanelerinin otomatik olarak degerlendiriimesi olarak

tanimlamigtir.

Gorsel taramada, hedef proteinin detayli kristalografik yapiya sahip olmasi ¢ok
onemlidir. Eger proteinde yuksek ayiriciliga sahip baglanma bdlgesi bulunmuyorsa,
kenetlenme ya da skor sonuglari dogru olmayacak ve genellikle yanhs sonuglar agiga
cikacaktir. Genellikle 1.5 A’ Gn altindaki degerler yiksek ayiricihigi ifade eder (Davis
et al., 2003).
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3.MATERYALLER VE METODLAR
3.1 Kullanilan Donanimlar

AMD Opteron 885 donanimli iglemciye sahip Sun ig istasyonu, kenetlenme islemleri

ve sonugclarinin analizinde kullaniimigtir.
3.2 Kullanilan Yazilimlar

Molekuler kenetlenme iglemini gergeklestirebilmek icin bircok yazilim bulunmaktadir.

Kullanilan yazilimlar asagida yer almaktadir.
3.2.1 ZINC veritabani

ZINC veritabani 13 milyonun Gzerinde satin alinabilir ve molekuler kenetlenme
islemine hazir bilesik icermektedir. Veritabani Uzerinden Ucretsiz olarak indirilebilen
yapilar ticari olarak da satin alinabilmektedir. Shoichet laboratuvarlari tarafindan
gelistirilen veritabani kullanilirken c¢esitli parametrelere goére indirme iglemleri
yapilabilmektedir. Ornegin oral yolla aktif olabilecek bir ila¢g adayi icin Lipinski’ nin
besler kurali uygulanmalidir. Bu kurallar arasinda yapinin molekul agirhigr 500
g/molden az olmali, 5’ ten fazla H-bagi yapan elektron verici ve 10’ dan fazla H-bagi
yapan elektron cekici gruba sahip olmamali ayrica partisyon katsayisi logP 5’ten
kicuk olmahdir (Heesen et al., 2007). Bunun yaninda referans bir bilegik varsa bu
bilesigi siteye ylkleyerek benzer karakterdeki yapilar tespit edilebilmektedir.

http://zinc.docking.org/ adresinden siteye ulasilabilmektedir.

3.2.2 UCSF Chimera

UCSF Chimera, genis bir uygulama alanina sahip yazilimdir. Molekiler yapilarin ve
ilgili bilgilerin interaktif goérsellestiriimeleri kapsaminda yogunluk haritalari, seri
hizalama, kenetlenme sonuglari, yoéringeler ve konformasyonel gruplar yer
almaktadir. Chimera yazilimi akademik ve yodnetimler tarafindan kazang
saglamayacak sekilde Ucretsiz olarak kullanilabilir. Http://www.cgl.ucsf.edu/chimera/

adresinden yazilima ulasilabilmektedir.
32



3.2.3 Pymol

Pymol yazilimi 3-boyutlu biyomolekuler sekilleri istege gore duzenlemek igin
kullanilan bir yazilimdir. Bu biyomolekullerin goriunumleri pymol kullanilarak kure,
serit, cubuk vb.. seklinde gorulebilir. Ayrica ligand kenetlenme gorunumleri de
yazihmin Ozellikleri arasindadir. Kentlenme sonucu ligand ve molekll arasindaki
etkilesimleri incelemek igin de kullanilir. Akademik kullanim igin Ucretsiz bir yazilimdir.

Http://www.pymol.org/ adresinden yazilima erigilebilmektedir.

3.2.4 Autodock

Autodock yazihimi, 3 boyutlu yapiya sahip reseptorlere kiguk molekullerin baglanmasi
ile ilgili tahminde bulunan bir yazilimdir. Autodock akademik, yonetim kuruluslari i¢in

Ucretsizdir. Yazilima http://autodock.scripps.edu/ adresinden erisilebilmektedir.

3.2.5 Raccoon

Raccoon yazilimi, Autodock sanal taramasi icin grafik arayiz hazirliginin yapilmasini
saglar. Http://autodock.scripps.edu/resources/raccoon adresinden Ucretsiz olarak elde
edilebilir.

3.2.6 Cygwin

Cygwin, http://www.cygwin.com/ adresinden temin edilebilen Ucretsiz bir yazilim olup

Linux komutlarint Windows temelli bilgisayarlara adapte etmeye yarar.

3.2.7 Gaussian

Gaussian yazilimi, enerji, molekuler yapi ve molekuler sitemlerin titresimsel
frekanslarini temel hesaplama cesitlerini baz alarak tahmin eder. Molekullerin,
reaksiyonlarin ve deneysel olarak gézlenmesi mimkuin olmayan ya da zor olan kisa-
Omurli gecis molekillerinin anlasiimasinda kullanilabilir. Gaussian Ucretli bir yazilim

olup, lisans bilgilerine http://www.gaussian.com/ adresinden ulasilabilir.
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3.2.8 Chemoffice

Cambridgesoft tarafindan gelistirlen Chemoffice yazilmi 6zellikle kimya
akademisyenlerine hitap eden bir yazilimdir. icerdigi Chemdraw yazilimi ile kimyasal
molekullerin sekilleri kolayca c¢izilebilir. Chem3D yazilimiyla da bu sekiller 3 boyutlu
olarak kaydedilebilir ve molekullerin enerji minimizasyonu yapilabilir. Ayrica Gaussian
yazilimi igin giris dosyalari da Chem3D yazilimiyla hazirlanabilir. Kimyacilar igin
icerdigi yazihmlar arasinda ChemFinder ve ChemACX ‘de yer almaktadir. Chemoffice
ucretli yazilim olup lisans bilgileri http://www.cambridgesoft.com/software/chemoffice

adresinden ulagilabilmektedir.
3.2.9 Autodock vina

Autodock Vina, ila¢ kesfi, molekiler kenetlenme ve sanal tarama igin kullanilan coklu
cekirdek kapasite secenegi sunabilen yliksek performans ile gelistiriimis dogruluga
sahip ve kolay kullanima sahip bir yazilimdir. Autodock Vina Dr.Oleg Trott tarafindan
tasarlanmis ve geligtiriimis olup http://vina.scripps.edu adresinden yazilima

erisilebilmekte ve Ucretsiz olarak kullanilabilmektedir.

Vina yazilimi, Autodock yapi dosyalarindan PDB bigiminin genisletilmis bir hali olan
PDBQT bigimine uygun olacak sekilde tasarlanmistir. Bu sayede, Autodock igin
gelistirilen yardimci yazilimlar ile dosya hazirlama, kenetlenme yapilacak bolgeyi
belirleme ve sonuglari inceleme acgisindan vina yaziliminda kullanim kolayhgi
saglanmis olur. Ayrica, grid haritalari igin manuel olarak atom tiplerinin secimi ile grid
harita dosyalarinin AutoGrid ile hesaplanmasi ve kenetlenme sonrasinda sonuglarin
kime seklinde toplanmasina gerek yoktur ¢unku Vina bunlari otomatik olarak kendisi
yapmaktadir. Sonuclari da kendisi gruplandirarak kullaniclyi detaylara maruz
birakmaz ( Trott and Olson, 2010).

Autodock Vina, Windows XP ve sonraki versiyonlarda kullanilabilmektedir. Fakat
Autodock Vina’yr Windows'’ta kullnamak igin igletim sistemine Cygwin isimli program

yuklenmesi gereklidir. Autodock Vina Linux ve Mac platformlarinda da kullanilabilir.
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Programi Windows’ ta baslatmak igin Cygwin acilarak gelen ekrana "\Program
Files\The Scripps Researchinstitute\Vina\vina.exe" vyazilarak kenetlenme islemi
calistirllabilir. Autodock Vina programini galistirmak icin gerekli minimum girig
dosyalari reseptor, ligand ve konfiglirasyon olarak adlandirilan ve kenetlenmenin
yapilacagi alanin belirtildigi dosyalardan olugsmaktadir. Tipik bir konfigirasyon

dosyasinin igerigi sekil 3.1’de gorulmektedir.

receptor =
ligand = 1i

center x = 2
center vy = )
centexr z = -7

size x = 25
size ¥ =25
size z = 25
enexrgy range = 4

Sekil 3.1 Autodock Vina i¢in hazirlanan tipik konfigiirasyon dosyasi 6rnegi
Konfigirasyon dosyasinda reseptor.pdbqt, ligand.pdbgt ve kenetlenmenin
kapsayacag! alan (merkez ve boyut olarak) belirtilmistir. Ayrica elde edilen sonug
konformasyonlarinin aralarindaki enerji farkini tanimlamak igin enerji dagihmi da
dosyaya eklenebilir. Kenetlenme sonucunda baglanma afinitesi kcal/mol biriminden
ifade edilir. RMSD hesabi ise en iyi moda gore ve sadece hareketli agir atomlarin
kullaniimasiyla gergeklestirilir. Molekller kenetlenme ile tek bir ligand denenirken
sanal tarama ile birgok ligandi tek bir yapiya kenetlemek Vina ile mimkandur. Bunu
Windows platformunda gercgeklestirirken 6ncelikle reseptér ve coklu ligand dosyalari
ayni dizine alinir, sonrasinda da cygwin yaziliminin ekrana gelen satirina sekil

3.2’deki komutlar yazilir.

for £ in ligand *.pdbgt; do

b='basename $f .pdbgt’

echo Processing ligand $b

mkdir -p Sk

vina --config conf.txt --ligand $f --out £{b}/out.pdbgt --log
${b}/log.txt
done

Sekil 3.2 Autodock Vina c¢oklu ligand dosyalari icin kenetlenmeyi baslatma

komutu
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Bu iglemin tek ligand kenetlenmesine goére farkhhidi, birden c¢ok ligandin f olarak
gruplanmasindan dolay! konfigirasyon dosyasina tekrar ligand.pdbqt eklenmesine

ihtiya¢c duyulmamasidir.
3.3 Calisma Asamalari

Tez calismasi iki agsamada gergeklestirilecek olup ilk olarak HIV gp 41 ile ilgili mevcut
X-1s1n1 kristal yapilari arasindan gorsel ligand taramasi igin en uygun yapinin
secilmesi tamamlanacak ve ikinci asamada ise HIV gp 41 hedefli yeni kiiglk inhibitor

adaylari tasarlamak icin gorsel ligand taramasi gerceklestirilecektir.

3.3.1 Protein veribankasindan gp 41 ile ilgili yapilarin segilmesi

Protein data banktan (PDB) alinan bilgiler 1s1ginda gp 41 ile ilgili 170 adet yapi oldugu
goOrulmustir (Gochin et al., 2010). Bu yapilarin higbiri glikoprotein 41 molekilinin
tam zincirini icermemektedir. Protein veribankasinda yer alan gp 41 ile ilgili X-i1sini
yapilari gp 41’'in NHR ve CHR bdlgelerinden tiretilen sentetik C-peptid ve N-peptid
yapilara aittir. Gp 41 ile ilgili X-isini yapilarindan hentz higbiri gp 41’in kuguk
molekulle birlikte bulundugu kristalize kompleks yapiyr bulundurmamaktadir.
Calismamizda kullandigimiz ve gp 41 ile ilgili protein yapilarn tablo 3.1'de yer
almaktadir (http://www.ebi.ac.uk/pdbsum,2010). Bu yapilarda bulunan aminoasitlerde
eksikliklere ve bazilarinda da mutasyonlara rastlanmaktadir. Her ikiside trimer yapi
olarak kullanilan 2r5d ve 2g7c 50 aminoasit iceren gp 41 NHR bdlgesiyle yalnizca
16 aminoasit benzerligi goOsterir ve diger aminoasitleri orjinal yapidan farkhdir.
Hegzamer yapiya sahip olan laik ve dimer yapidaki 2zzo ise orjinal gp 41NHR
bolgesinden 36 aminoasit ve CHR bdlgesinden 34 aminoasit ile ayni aminoasit

dizilimine sahiptirler.
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http://www.ebi.ac.uk/pdbsum,2010

Tablo 3.1 Glikoprotein 41 molekulii ile ilgili pdb yapilar

N-u¢ birim’ C-ug birim ©

pdb Zincirl Zincir2 Zincir3 Zincir4 Zincir5 Zincir6 Ayiricihik
laik N36 N36 N36 C34 C34 C34 2.00 A
(hegzamer) (36a.a) (36a.a) (36a.a) (34a.a) (34a.a) (34a.a)

2770 N36 - - C34 - - 2.20 A
(dimer) (36a.a) (34a.a)
2r5d N46 N46 N46 - - - 1.66 A
(trimer) (16a.a) (16a.a) (16a.a)
2q7¢ N45 N45 N45 - - - 2.00 A
(trimer) (16a.a) (16a.a) (16a.a)

* Gp 41'in NHR bdélgesi (50 aminoasit)
“Gp 41’in CHR bolgesi (40 aminoasit)

Parantez icinde verilen degerler orijinal gp 41 ile 6zdes aminoasite sahip numaralari gdstermektedir.
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Daha 6énce yapilmisg olan c¢alismalarda gp 41’in NHR bdlgesinin pentamer olarak
kabul edildigi gézlenmistir. Literatirde NHR bdlgesi pentamer haricinde ele alan bir
calisma bulunmadigindan NHR bdlgelerinin baglanma yerlerini arastirmak icin farkl
yapilar ele alinmigtir. Bunun igcinde NHR monomer olarak 2zzo, trimer olarak 2q7c,
2r5d ve 1laik ile dnceki ¢alismalarda kullanilan pentamer yapida calismaya dahil
edilmistir. 2zzo bir N-peptid ve bir C-peptid icerir. 2r5d ¢ ve 2q7c U¢ N-peptid icerir.
Son olarak laik U¢ N-peptid ve U¢ C-peptid icerir. Hedef alinan bolge gp 41’in N-
terminal bolgesidir. Bu yuzden 2zzo yapisindan bir C-zinciri uzaklagtirilarak monomer
yapl, 1aik yapisindan da bir C-zinciri uzaklastirilarak pentamer yapi elde edilmigtir.
NHR trimer hedef vyapiyi olusturmak igcinde laik yapisindan d¢ C-peptid
uzaklastirlmistir. Bunun sebepleri arasinda X-isini yapilarinda gercgeklestirilen
degisikliklerin kenetlenme sonugclarina etkisini gozlemlemek yer almaktadir. 2r5d
yapisl 2q7c¢ yapisina gore bir fazla aminoasit icermesine ragmen her ikiside gp 41
NHR bdlgesindeki 50 aminoasitten sadece 16 aminoasit ile ayni dizilime sahiptir.
Bunun yaninda trimer 1aik ise NHR boélgesindeki 50 aminoasitten 36 ‘si ile ayni
dizilimi gostermektedir. Butun bu bilgilerin 1s1dinda gp 41 molekiline maksimum
benzerlik gosteren yapi laik oldugundan bu yapi hem trimer hem de pentamer olarak

incelenmisgtir.
3.3.2 Ligand molekiliu Ai2’nin hazirlanmasi

Ligand molekuli Aiz’nin Autodock Vina kenetlenme calismasi icin hazirlanmasi ilk
asamada Chemdraw programi ile gerceklestirilimistir. Oncelikle yapisi bilinen A,
Chemdraw programinda ¢izilmistir. Sekil 3.3 a’da ligand giris yapisi gorulmektedir.
Daha sonra bu yapinin optimizasyon islemi DFT seviyesinde 6-31G/B3LYP segenegi
kullanilarak Gaussian programinda gergeklestirilmistir.

Ek 1’de Gaussian programindaki ligandin optimizasyon parametreleri gortlmektedir.
DFT (Density Functional Theory) ¢oklu bag sistemlerinin elektronik yapisini
incelemek igin kullanilan kuantum mekanik modelleme metodlar arasinda yer alir.
B3LYP ise DFT’ye uygulanan hibrid fonksiyonel yaklagimlardandir. DFT metodunda
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bir temel tanimlanmasi gereklidir bu da eksiksiz temel set olarak adlandirilan 6-31G

ile gerceklestirilir.

OH

Sekil 3.3 (a) Chemdraw programinda cizilen A;; ligandinin goriniami (b) Al12
Ligandinin Gaussian programinda optimizasyon sonrasi géorunumii

Optimizasyon islemi tamamlandiktan sonra ligand yapisi Gausssian’da *.pdb
formatinda kaydedilir. Bu formatta kaydedilen yapi sekil 3.3 b’de goérilmektedir.
Ardindan ligand vyapisi autodock tools kullanilarak acilmis, Gasteiger vyikleri
belirlenmis ve polar olmayan hidrojenler birlestirilmistir. Sonrasinda torsiyon kokleriyle
beraber ligand molekulindeki torsiyon sayisi tespit edilmigtir. Bu islemlerin ardindan
ligand yapisinin *.pdbqt formatinda kaydedilmesiyle beraber molekiler kenetlenme
islemine hazirlanma siUreci sona ermistir (Sekil 3.4). Ligandin karboksilik asit

grubunda yer alan proton yapidan uzaklastiriimamistir.

Sekil 3.4 A12 ligandinin Autodock tools kullanilarak hazirlanmasi. Molekiiliin

torsiyon sayisinin tespit edilmesi
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3.3.3 HIV girig yapilarinin hazirlanmasi

HIV gp 41 NHR bdlgesinin hedef alan olarak secilmis olan 2zzo, 2q7c ,2r5d ve 1aik
yapilarinin molekuler kenetlenme iglemine hazirlk asamalari birka¢ basamakta
gergeklesmektedir.

3.3.3.1 2zzo monomer NHR yapisinin hazirlanmasi

HIV gp 41 yapilarindan 2zzo bir N-peptid ve bir C-peptid igermektedir. Bu yapinin
aktif hidrofobik bdélgesini agiga ¢ikarmak igin bir C-zinciri ve yapidaki su molekdilleri

UCSF Chimera programi yardimiyla uzaklastiriimistir (Sekil 3.5)

Sekil 3.5 Monomer 2zzo yapisinin goéruniimu

UCSF Chimera programinda yapi *.pdb formatinda kaydedilir, ardindan Autodock
tools acilarak yapiya polar hidrojenler eklenir bunun yaninda yapida yer alan
aminoasitlerin yukleri kontrol edilir ve makromolekil *.pdbqgt formatinda kaydedilir.
Gp 47’in hidrofobik bolgesi hedef bolge oldugundan kenetlenme grid boélgesinin gp
471’in aktif hidrofobik cebinde yer alan Leu 55 ile Leu 71 aminoasitleri arasinda yer
alan bolgeyi kismen kapsayacak yeterlilikte olmasi gereklidir. Kenetlenme bdlgesini
tanimlamak i¢in hedef makromolekil Gzerinde grid kutusu olusturulmus ve bu
kutudaki noktalarin sayisi x,y ve z kartezyen koordinatlarinda 60x60x60 A® olarak, bu
noktalarin arasinda kalan arama boslugu adindaki kisimda 0.592 A olarak ve merkez
grid kutusu x koordinatlari i¢in 22.831, y koordinatlari i¢in -14.177 ve z koordinatlari
icin 17.507 olarak belirlenmistir( Sekil 3.6 ve Ek 2).
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Sekil 3.6 2zzo monomer yapisi i¢in hazirlanan grid kutusu 6rnegi

Ligand ve makromolekil yapisi *.pdbqgt formatinda hazirlandiktan sonra Autodock
Vina programinin molekuler kenetlenme iglemine baglayabilmesi igin gerekli olan
konfigirasyon dosyasinda makromolekdl, ligand, ligand sonuc¢ konformasyonlari, grid
kutusundaki nokta sayisi(x,y ve z koordinatlarinda) ve merkez grid kutusu (x,y ve z
koordinatlarinda) tanimlanmalidir (Ek 3).

Molekuler kenetlenme iglemi icin gerekli dosyalar hazirlandiktan sonra cygwin
programi ile Autodock vina kenetlenme iglemi baslatilir. Autodock Vina kenetlenme
islemi icin 2zzo makromolekulli esnemez kabul edilmigtir.

3.3.3.2 2g7c trimer NHR yapisinin hazirlanmasi

HIV gp 41 yapilarindan 2q7c u¢ N-peptid icermektedir. Bu yapidan su molekdlleri

UCSF Chimera programi yardimiyla uzaklastiriimistir (Sekil 3.7)

Sekil 3.7 Trimer 2q7c yapisinin gorinimiu

UCSF Chimera programinda yapi *.pdb formatinda kaydedilir, ardindan Autodock
tools acilarak yapiya polar hidrojenler eklenir bunun yaninda yapida yer alan

aminoasitlerin yukleri kontrol edilir ve makromolekul *.pdbqgt formatinda kaydedilir.
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Gp 47’in hidrofobik bolgesi hedef bolge oldugundan kenetlenme grid bdlgesinin gp
41’in aktif hidrofobik cebinde yer alan Leu 29 ile Leu 45 aminoasitleri arasinda yer
alan bolgeyi kismen kapsayacak yeterlilikte olmasi gereklidir. Kenetlenme bdlgesini
tanimlamak icin hedef makromolekil Gzerinde grid kutusu olusturulmus ve bu
kutudaki noktalarin sayisi x,y ve z kartezyen koordinatlarinda 50x50x50 A® olarak, bu
noktalarin arasinda kalan arama boslugu adindaki kisimda 0.608 A olarak ve merkez
grid kutusu x koordinatlari i¢in 2.9, y koordinatlari igin 3.9 ve z koordinatlari igin 2.3
olarak belirlenmistir ( Sekil 3.8 ve Ek 4).
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Sekil 3.8 2q7c trimer yapisi i¢in hazirlanan grid kutusu 6rnegi

Ligand ve makromolekul yapisi *.pdbqt formatinda hazirlandiktan sonra Autodock
Vina programinin molekuler kenetlenme islemine baslayabilmesi icin gerekli olan
dosyada makromolekil, ligand, ligand sonu¢ konformasyonlari, grid kutusunda nokta
sayisi (x, y ve z koordinatlarinda) ve merkez grid kutusu (x, y ve z koordinatlarinda)
tanimlanmalidir (Ek 5).

Molekuler kenetlenme islemi ic¢in gerekli dosyalar hazirlandiktan sonra cygwin
programi ile Autodock vina kenetlenme iglemi gergeklestirilir. Autodock Vina
kenetlenme islemi igin 2q7c makromolekulli esnemez kabul edilmigtir.

3.3.3.3 2r5d trimer NHR yapisinin hazirlanmasi

HIV gp 41 yapilarindan 2r5d ¢ N-peptid ve U¢ mutant peptid icermektedir. Bu yapinin
aktif hidrofobik bdlgesini aciga cikarmak igcin U¢ mutant peptid ve yapidaki su
molekulleri UCSF Chimera programi yardimiyla uzaklastiriimistir (Sekil 3.9)
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Sekil 3.9 Trimer 2r5d yapisinin goriinimiu

UCSF Chimera programinda yapi *.pdb formatinda kaydedilir, ardindan Autodock
tools agilarak yapiya polar hidrojenler eklenir bunun yaninda yapida yer alan
aminoasitlerin yukleri kontrol edilir ve makromolekil *.pdbgt formatinda kaydedilir.
Gp 41’in hidrofobik bdlgesi hedef bélge oldugundan kenetlenme grid bdlgesinin gp
41’in aktif hidrofobik cebinde yer alan Leu 29 ile Leu 45 aminoasitleri arasinda yer
alan bolgeyi kismen kapsayacak yeterlilikte olmasi gereklidir. Kenetlenme bdlgesini
tanimlamak icin hedef makromolekil UGzerinde grid kutusu olusturulmus ve bu
kutudaki noktalarin sayisi x,y ve z kartezyen koordinatlarinda 60x60x60 A2 olarak, bu
noktalarin arasinda kalan arama boslugu adindaki kisimda 0.536 A olarak ve merkez
grid kutusu x koordinatlar igin 2.3, y koordinatlari igin 2.174 ve z koordinatlari igin
16.653 olarak belirlenmigtir ( Sekil 3.10 ve Ek 6).
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Sekil 3.10 2r5d trimer yapisi i¢in hazirlanan grid kutusu 6rnegi
Ligand ve makromolekul yapisi *.pdbqt formatinda hazirlandiktan sonra Autodock

Vina programinin molekuller kenetlenme islemine baslayabilmesi icin gerekli olan
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dosyada makromolekal, ligand, ligand sonu¢ konformasyonlari, grid kutusunda nokta
sayis! (x,y ve z koordinatlarinda) ve merkez grid kutusu (x,y ve z koordinatlarinda)
tanimlanmalidir (Ek 7).

Molekuler kenetlenme iglemi igcin gerekli dosyalar hazirlandiktan sonra cygwin
programi ile Autodock vina kenetlenme iglemi gergeklestirilir. Autodock Vina
kenetlenme islemi icin 2r5d makromolekull esnemez kabul edilmigtir.

3.3.3.4 l1aik trimer NHR yapisinin hazirlanmasi

HIV gp 41 yapilarindan 1aik t¢ N-peptid ve ¢ C- peptid icermektedir. Bu yapinin aktif
hidrofobik bolgesini agida ¢ikarmak igin U¢ C- peptid ve yapidaki su molekulleri UCSF

Chimera programi yardimiyla uzaklastiriimistir (Sekil 3.11)

Sekil 3.11 Trimer 1aik yapisinin goriinimu

UCSF Chimera programinda yapi! *.pdb formatinda kaydedilir, ardindan Autodock
tools acilarak yapilya polar hidrojenler eklenir bunun yaninda yapida yer alan
aminoasitlerin yukleri kontrol edilir ve makromolekil *.pdbqgt formatinda kaydedilir.
Gp 47’in hidrofobik bdlgesi hedef bolge oldugundan kenetlenme grid bélgesinin gp
41’in aktif hidrofobik cebinde yer alan Leu 565 ile Leu 581aminoasitleri arasinda yer
alan bolgeyi kismen kapsayacak yeterlilikte olmasi gereklidir. Kenetlenme bdlgesini
tanimlamak icin hedef makromolekil Gzerinde grid kutusu olusturulmus ve bu
kutudaki noktalarin sayisi x,y ve z kartezyen koordinatlarinda 50x50x60 A® olarak, bu
noktalarin arasinda kalan arama boslugu adindaki kisimda 0.375 A olarak ve merkez
grid kutusu x koordinatlar igin 19.468, y koordinatlari i¢cin 18.666 ve z koordinatlar
icin 25.827 olarak belirlenmistir( Sekil 3.12 ve Ek 8).
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Sekil 3.12 laik trimer yapisi i¢in hazirlanan grid kutusu ornegi

Ligand ve makromolekil yapisi *.pdbqgt formatinda hazirlandiktan sonra Autodock
Vina programinin molekuller kenetlenme islemine baslayabilmesi icin gerekli olan
dosyada makromolekil, ligand, ligand sonuc¢ konformasyonlari, grid kutusunda nokta
sayisi (x,y ve z koordinatlarinda) ve merkez grid kutusu (x,y ve z koordinatlarinda)
tanimlanmalidir (Ek 9).

Molekuler kenetlenme iglemi icin gerekli dosyalar hazirlandiktan sonra cygwin
programi ile Autodock vina kenetlenme islemi gerceklestirilir. Autodock Vina
kenetlenme islemi igin 1aik makromolekull esnemez kabul edilmistir.

3.3.3.5 1aik pentamer NHR yapisinin hazirlanmasi

HIV gp 41 yapilarindan 1aik t¢ N-peptid ve ¢ C- peptid icermektedir. Bu yapinin aktif
hidrofobik bolgesini agiga ¢ikarmak icin bir C- peptid ve yapidaki su molekulleri UCSF
Chimera programi yardimiyla uzaklastiriimistir (Sekil 3.13)
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Sekil 3.13 Pentamer 1aik yapisinin goriinimu
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UCSF Chimera programinda yapi *.pdb formatinda kaydedilir, ardindan Autodock
tools acgilarak yapiya polar hidrojenler eklenir bunun yaninda yapida yer alan
aminoasitlerin yukleri kontrol edilir ve makromolekil *.pdbqgt formatinda kaydedilir.
Gp 41’in hidrofobik bdlgesi hedef bolge oldugundan kenetlenme grid bodlgesinin gp
41’in aktif hidrofobik cebinde yer alan Leu 565 ile Leu 581aminoasitleri arasinda yer
alan bolgeyi kismen kapsayacak yeterlilikte olmasi gereklidir. Kenetlenme bdlgesini
tanimlamak icin hedef makromolekil Gzerinde grid kutusu olusturulmus ve bu
kutudaki noktalarin sayisi x,y ve z kartezyen koordinatlarinda 50x50x60 A2 olarak, bu
noktalarin arasinda kalan arama boslugu adindaki kisimda 0.375 A olarak ve merkez
grid kutusu x koordinatlar i¢in 19.468, y koordinatlar icin 18.666 ve z koordinatlari
icin 25.827 olarak belirlenmigtir ( Sekil 3.14 ve Ek 10).
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Sekil 3.14 laik pentamer yapisi i¢in hazirlanan grid kutusu ornegi

Ligand ve makromolekul yapisi *.pdbqt formatinda hazirlandiktan sonra Autodock
Vina programinin molekuller kenetlenme islemine baslayabilmesi icin gerekli olan
dosyada makromolekdl, ligand, ligand sonug¢ konformasyonlari, grid kutusunda nokta
sayisi (x,y ve z koordinatlarinda) ve merkez grid kutusu (x,y ve z koordinatlarinda)
tanimlanmalidir (Ek 11).

Molekuler kenetlenme islemi icin gerekli dosyalar hazirlandiktan sonra cygwin
programi ile Autodock vina kenetlenme islemi gergeklestirilir. Autodock Vina

kenetlenme iglemi igin 1aik makromolekulu esnemez kabul edilmistir.
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3.3.4 Gorsel ligand taramasi

HIV gp 41 vyapilartyla molekuler kenetlenme c¢alismalari gercgeklestirilen Aj,
ligandindan vyola c¢ikilarak yeni kiguk molekullerin G¢ boyutlu yapilari ZINC
veritabanindan alinmistir (Irwin et al., 2005). ZINC veritabaninda arastirma yapilirken
molekuller gesitli altkimeler(subset) olusturularak incelenebilir. Sekil 3.15’in subset
seceneginden istenen kimyasal 6zelliklere sahip molekuller segilebilir. Bunun yaninda
arastinimak istenen molekuller i¢in referans yapi ya da referans yapinin diger
molekullerle ortak kimyasal gruplarin gizilmesi secenekler arasindadir. Cizim islemi
sekil 3.15'in sag ust kutu kisminda gergeklestirilir. Eger ¢izilen molekile benzer bir
molekul isteniyorsa sekil 3.15te gorulen benzerlik yUzdesi (similarity value)
kullanilarak yeni molekuller géruntulenebilir.

ZINC veritabaninda bulunan butlin molekiller sekiz basamakli bir rakamla kodlanir ve
bu kodlarla istenen bir molekullin yapisi géruntulenebilir. Bu islem iginde Sekil 3.15'in

asagl kisminda yer alan Zinc kodlari bélumu kullaniimaktadir.
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Sekil 3.15 ZINC veritabaninin web sayfasinda molekiil arama secenekleri
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ZINC veritabaninin web sayfasindaki SMILES editor Uzerine pirol halkasina bagli

benzen yapisi gizilmis ve altkime (subset) olarak ilag-benzeri (drug-like) segcenegi

secilmis olup yapisal benzerlik kismina ytzde deger giriimemistir (Sekil 3.16).
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Sekil 3.16 ZINC veritabaninin web sayfasinda A12 ligandi icin molekil arama

secenekleri

Batin bu verilere dayanarak yapilan arastirma sonucunda 210 adet pirol tarevli

bilesik yapisi tespit edilmigtir. Yapilardan bazilari sekil 3.17'de yer almaktadir.
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Sekil 3.17 ZINC veritabaninda arastirma sonucunda ulasilan molekiillerden
bazilarinin kimyasal 6zellikleri ve saglayici yerleri gosteren web sayfasi

Bu yapilar toplu olarak ve *.mol2 formatinda indirildiginden yapilari ayirma ve *.pdb
formatina donustlirme islemi autodock raccoon programi yardimiyla tamamlanir ve
batin ligandlar tek bir dosya igine alinir. Ardindan bolim 3.3.3.5 ‘de anlatildigi gibi
1laik pentamer yapisi kenetlenme ic¢in hazirlanir. Autodock vina programini
calistirmak icin ihtiya¢c duyulan konfiglirasyon dosyasi da laik pentamer (Ek 11) icin
kullanilan dosya ile aynidir. Birden fazla ligandi tek bir molekile kenetleme islemini
uygulamak igin cygwin programinda kullanilan komutlar ise sekil 3.2 ‘de gosterildigi
bicimdedir. Bu komutlarla her bir ligandin kenetlenme isleminin tamamlanmasiyla
olusan ve kenetlenme sonuglarini belirten out.pdbqgt ile log.txt dosyalarinin
arsivilenmesi ayrica bir ligandin kenetlenme igslemi tamamlandiginda programin

kendiliginden yeni ligandin kenetlenme islemine baslamasi saglanmaktadir.
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4. SONUCLAR
4.1 HIV gp 41 NHR hedeflerinin A, ligandi ile molekiiler kenetlenme sonuglari

Calismanin bu boélimuindeki hedef, protein veribankasindan alinan ve gp 41’e en
yakin yapilar olduklari disunidlen makromolekdllerin  kristalografik ¢ boyutlu
yapilarinda inhibitdr bulunmamasindan dolayi 6ncu olarak kabul edilen bir ligandin bu
makromolekullerin aktif hidrofobik bolgeleriyle etkilesimlerini incelemektir. Bu nedenle
Autodock Vina 1.0.2 programi kullanilarak gp 41 monomer, trimer ve pentamer

yapilarinin Az, ligandi ile molekuler kenetlenme iglemi gergeklestiriimistir.

A1 ligandinin her bir proteine Autodock Vina tarafindan hesaplanan baglanma
afinitesine bakilmigtir. A;> ‘nin her bir molekilde ayri elde edilen dokuz adet
konformasyonunun (Autodock Vina programinda tanimlanmis deger) bu molekillerde

yerlestigi bolgelerle ve bu bolgelerdeki aminoasitlerle etkilegimleri incelenmigtir.

Sekil 4.1’de Autodock Vina programi kullanilarak A;, ligandinin 2zzo, 2q7c, 2r5d ve
1aik molekdlleri ile gergeklestirilen kenetlenme isleminde elde edilen bazi
konformasyonlar gorulmektedir. Bu konformasyonlar baglanma afinitelerinin en
yuksekten en duguge gore siralanmasi sonucunda tespit edilenler arasindan secilmis
ve kenetlenme sonucglarina gore Aj, ligandinin her bir molekuldeki ilk dort

konformasyonunun yerlesimi gosterilmistir.
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Sekil 4.1a 2zzo monomerdeki kenetlenmis konformasyonlarin goriinimu

Sekil 4.1b 2q7c trimerdeki kenetlenmis konformasyonlarin goriiniimu

Sekil 4.1c 2r5d trimerdeki kenetlenmis konformasyonlarin gérﬁqumﬁ

| . i Sy ==
TRP 571 TRP571
TRP 571 TRP 571 i

8

i A
it » GLN 577
GLN 577 GLN 577

LYS 574 LYS 574

TRP.57 1

GLN 567

: i ’e,
GLN 577 5 : ? g TRP 571

LYS 574
LYS 574 LYS 574

Sekil 4.1e 1aik pentamerdeki kenetlenmis konformasyonlarin goriinimu
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2zzo NHR monomer yapisinin aktif hidrofobik bolgesi Leu 54 ile Leu 70 aminoasitleri
arasinda bulunmaktadir (protein veritabani dizilimine gore). Sekil 4.1a’'da Ai»
ligandinin Autodock Vina programinda gergeklestirilen kenetlenme sonucunda elde
edilen dort farkli konformasyonu incelendiginde higbirinin gp 41’'in NHR aktif
hidrofobik  bdlgesine (54-70 a.a) vyerlesmedigi gorulmustir. Dokuz adet
konformasyonun gp 41’'in NHR bolgesiyle teker teker etkilesimlerine bakildiginda
baglanma afiniteleri ve etkilesimler géz 6nlne alinarak en uygun konformasyonun
ikinci konformasyon oldugu tespit edilmistir. Bu konformasyon gp 41’in aktif NHR
hidrofobik bdlgesinin disinda yer alan lle 48, GIn 52, GIn 59, His 53 ve GIn 56
aminoasitleri ile c¢evrelenmistir. Pymol programi ile yapilan incelemelerde Aj;
ligandinin monomer 2zzo gp 41 NHR yapisindaki His 53 ve GIn 56 ile hidrojen bagi
yaptigi tespit edilmistir. Bu etkilesimler iki boyutlu olarak sekil 4.2a’da ve ¢ boyutlu
olarak da sekil 4.2b’de gorulmektedir. A;z ligandinin karboksilik grubundaki oksijen ile
His 53’Un amino grubu arasinda hidrojen bagi bulunmaktadir. Ayrica, A, ligandinin
hidroksilik grubundaki oksijen ile GIn 56’nin amino grubu arasinda da bir hidrojen

baginin varhigi tespit edilmigtir.

HO

click on the first atom,,,

GLN 56 HzNtn..

(o]

0
_ N
AN </ ]
~g \0 " " NH;
/’
H

HIS 53

@/ GLN 49

Al2 ILE 48

Sekil 4.2(a) A12 ile 2zzo NHR monomer etkilegiminin iki boyutlu gérinumi (b)
Etkilesimin u¢ boyutlu gorunimi
* Hidrojen baglar iki ve li¢ boyutlu gésterimlerde kesikli gizgilerle belirtiimistir.
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2g7c NHR trimer yapisinin aktif hidrofobik bolgesi Leu 29 ile Leu 45 aminoasitleri
araliginda bulunmaktadir (protein veritabani dizilimine gore). Sekil 4.1b’'de A
ligandinin Autodock Vina programinda gerceklestirilen kenetlenme sonucunda elde
edilen dort farkl konformasyonun inceleme neticesinde gp 41’in NHR aktif hidrofobik
bolgesine yerlestikleri gorulmuastir. Dokuz adet konformasyonun gp 41'in NHR
bdlgesiyle teker teker etkilesimlerine bakildiginda baglanma afiniteleri ve etkilesimler
g6z onune alinarak en uygun konformasyonun ikinci konformasyon oldugu tespit
edilmistir. Bu konformasyon gp 41’in aktif NHR hidrofobik bélgesinde yer alan Leu 29,
Leu 32, Lys 38 ve GIn 41 aminoasitleri ile ¢gevrelenmistir. Pymol programi ile yapilan
incelemelerde Aj; ligandinin trimer 2q7c gp 41 NHR yapisindaki Lys 38 ile hidrojen
bagdi yaptigi tespit edilmistir. Bu etkilesimler iki boyutlu olarak sekil 4.3a’da ve ¢
boyutlu olarak da sekil 4.3b’de gorulmektedir. A, ligandinin karboksilik grubundaki

oksijen ile Lys 38’in amino grubu arasinda hidrojen bagi saptanmistir.

LEU29

LEU32

HO N
Y58 \@/

A2

GLN 4

Sekil 4.3(a) A12 ile 2q7c NHR trimer etkilegiminin iki boyutlu gérinimi (b)
Etkilesimin u¢ boyutlu gorunimi
* Hidrojen bag iki ve (i¢ boyutlu gésterimlerde kesikli gizgilerle belirtilmigtir.
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2r5d NHR trimer yapisinin aktif hidrofobik bdlgesi Leu 29 ile Leu 45 aminoasitleri
araliginda kalmaktadir (protein veritabani dizilimine gore). Sekil 4.1c’de A, ligandinin
Autodock Vina programinda gergeklestirilen kenetlenme sonucunda elde edilen dort
farkh konformasyonun inceleme neticesinde gp 41’in NHR aktif hidrofobik bdlgesine
yerlestikleri gorulmuastur. Dokuz adet konformasyonun gp 41’in NHR bdlgesiyle teker
teker etkilesimlerine bakildiginda baglanma afiniteleri ve etkilesimler g6z 6nune
alinarak en uygun konformasyonun yedinci konformasyon oldugu tespit edilmistir. Bu
konformasyon gp 471’in aktif NHR hidrofobik bélgesinde yer alan Leu 32, Trp 35 ve
GIn 41 aminoasitleri ile ¢evrelenmistir. Pymol programi ile yapilan incelemelerde Aj;
ligandinin trimer 2r5d gp 41 NHR yapisindaki GIn 41 ile hidrojen bagi yaptigi tespit
edilmistir. Bu etkilesimler iki boyutlu olarak sekil 4.4a’da ve ¢ boyutlu olarak da sekil
4.4b’de gorulmektedir. Ap, ligandinin karboksilik grubundaki oksijen ile Gin 41’in

amino grubu arasinda hidrojen bagi saptanmistir.

TRP 35

LEUR D LS 36

Sekil 4.4(a) A12 ile 2r5d NHR trimer etkilesiminin iki boyutlu gérinumiu (b)
Etkilesimin u¢ boyutlu gorunimi
* Hidrojen bag iki ve (i¢ boyutlu gésterimlerde kesikli gizgilerle belirtilmistir.
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laik NHR trimer yapisinin aktif hidrofobik bolgesi Leu 565 ile Leu 581 aminoasitleri
araliginda bulunmaktadir (protein veritabani dizilimine gore). Sekil 4.1d'de Aj»
ligandinin Autodock Vina programinda gerceklestirilen kenetlenme sonucunda elde
edilen doért farkli konformasyonun inceleme neticesinde gp 41’in NHR aktif hidrofobik
bolgesine yerlestikleri gorulmustir. Dokuz adet konformasyonun gp 41'in NHR
bdlgesiyle teker teker etkilesimlerine bakildiginda baglanma afiniteleri ve etkilesimler
g6z o6nune alinarak en uygun konformasyonun Uc¢inct konformasyon oldugu tespit
edilmistir. Bu konformasyon gp 471’in aktif NHR hidrofobik bdlgesinde yer alan Trp
571, Lys 574 ve GIn 577 aminoasitleri ile ¢gevrelenmistir. Pymol programi ile yapilan
incelemelerde Aji» ligandinin trimer laik gp 41 NHR yapisindaki Gln 577(41) ile
hidrojen bagi yaptigi tespit edilmistir. Fakat Lys 574(38) ile A, ligandi arasinda
hidrojen baginin varligina rastlanmamigtir. Aj» ligandinin karboksilik grubundaki
oksijen ile GIn 577(41)in amino grubu arasinda hidrojen bagi saptanmigtir. Bu
etkilesimler iki boyutlu olarak sekil 4.5a’da ve U¢ boyutlu olarak da sekil 4.5b’de

gorulmektedir.

TRPSTI

Ald

Sekil 4.5(a) A12 ile laik NHR trimer etkilesiminin iki boyutlu goriiniimii (b)
Etkilesimin ui¢ boyutlu gorinimii
* Hidrojen bag: iki ve i¢ boyutlu gésterimlerde kesikli gizgilerle belirtilmistir.
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laik NHR pentamer vyapisinin aktif hidrofobik bolgesi Leu 565 ile Leu 581
aminoasitleri araliginda bulunmaktadir (protein veritabani dizilimine gore). Sekil
4.1e’de Ai, ligandinin Autodock Vina programinda gergeklestiriien kenetlenme
sonucunda elde edilen doért farkli konformasyonun inceleme neticesinde gp 41’in
NHR aktif hidrofobik bolgesine yerlesgtikleri gorulmustir. Dokuz adet konformasyonun
gp 41'in NHR bolgesiyle teker teker etkilesimlerine bakildiginda baglanma afiniteleri
ve etkilesimler gbéz 6nlne alinarak en uygun konformasyonun ikinci konformasyon
oldugu tespit edilmistir. Bu konformasyon gp 41’in aktif NHR hidrofobik bdlgesinde yer
alan Trp 571, Lys 574 ve GIn 577 aminoasitleri ile gevrelenmistir. Pymol programi ile
yapilan incelemelerde A;, ligandinin pentamer laik gp 41 NHR yapisindaki GIn
577(41) ile hidrojen bagi yaptidi tespit edilmistir. A2 ligandinin karboksilik grubundaki
oksijen ile GIn 577(41)in amino grubu arasinda hidrojen bagi saptanmistir. Bu
etkilesimler iki boyutlu olarak sekil 4.6a’da ve U¢ boyutlu olarak da sekil 4.6b’de
gorulmektedir.

TRP 571 "
H 'H /
R
. \O, N
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LEU 574
AR /
) OV T MV

Sekil 4.6(a) A12 ile 1aik NHR pentamer etkilegiminin iki boyutlu gérianumu (b)
Etkilesimin ui¢ boyutlu gorinimii
* Hidrojen bagi iki ve i¢ boyutlu gésterimlerde kesikli gizgilerle belirtilmistir.
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Molekuler kenetlenme islemleri sonucunda A, ligandinin farkli gp 41 molekillerine
tahmini baglanma afiniteleri Autodock vina programi ile hesaplanmistir. Baglanma
afinitesi ligand molekulinin hedef yapidaki baglanma yeri ile etkilesmesi olarak ifade
edilebilir. Tablo 4.1’de A1, ligandinin 2zzo, 2q7c, 2r5d ve 1aik ile kenetlenmesi

sonucunda elde edilen tahmini baglanma afiniteleri gorulmektedir.

Tablo 4.1 Farkh biyolojik birimlere gore A, ligandinin Autodock Vina ile

hesaplanan baglanma afiniteleri

Yapl Biyolojik Birim Hesap. Afinite(kcal/mol)
2zz0 (36 a.a) Monomer -4,4
2q7c (17 a.a.) Trimer -5,5
2r5d (17 a.a) Trimer -5,6
laik (36 a.a.) Trimer -6,1
laik (36 a.a) Pentamer -6,2

* Parantez iginde verilen degerler gp 41 orijinal NHR yapisindaki ile ayni aminoasit sayisini
gOstermektedir
4.2 Yeni HIV Girig inhibitorleri igin gérsel ligand taramasi sonuglari
ZINC veritabaninda potansiyel ligand olabilecek 210 adet bilesigin 1aik pentamer
yapisina molekuler kenetlenme iglemi Autodock Vina programi ile uygulanmigtir. Bu
islemlerin hepsi otomatik komut sistemi (sekil 3.2) ve cygwin programi yardimiyla
gergeklestiriimistir. Bu iglemin sonucunda Autodock Vina'da kenetlenme iglemi
tamamlanan dimetil pirol tirevleri arasindan en dusuk baglanma afinitesine sahip
olan 20 molekl tespit edilmis ve Autodock Vina’da tanimlanmis konformasyon degeri
olan “9” konformasyon arasindan en vyiksek baglanma afinitesine sahip

konformasyon tablo 4.2°de listelenmisgtir.
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Tablo 4.2 Sanal Ligand taramasi sonucu kesfedilen ligandlarin yapisi ve

baglanma afiniteleri

Sira | ZINC Kodu

Baglanma

Afinitesi(kcal/mol)

Molekiil Yapisi

2.

a
1 | ZINC20030467 8,2
Mo
= i
O
Ma M M
2 | ZINC02301313 8,0 \@(-
1]
T
H
ToC ;
I\h
3 | ZINC02936435 7.9 e M e
/A
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5. YORUMLAR VE ONERILER

Yapilan c¢alismanin ilk boliminde molekuler kenetlenme ydntemi kullanilarak
potansiyel HIV inhibitéri olan A, ligandinin farkli HIV gp 41 monomer, trimer ve
pentamer yapilariyla etkilesimi Autodock vina programi ile arastirilmistir. Bunun igin
protein veribankasindan alinan HIV gp 41 NHR yapilarindan 2zzo monomer, 2q7c
trimer, 2r5d trimer, laik ise hem trimer hem de pentamer olarak kullaniimistir. Bu
sayede Aj; ligandinin monomer, trimer ve pentamer yapilara baglanma istegi ve bu

yapilarla etkilesimi incelenmistir.

Calismada yer alan HIV gp 41 yapilarinin daha 6nce birlikte ele alindigi bir arastirma

bulunmadigindan yapilan ¢alisma ilk olma 6zelligini tagimaktadir.
Cahgmanin ilk bolumundeki sonuglar 6zetlenecek olursa;
MOLEKULER KENETLENME GALISMASI SONUCUNDA;

1. 2zzo molekulinden gp 41 ‘in hidrofobik bdlgesini (54-70 arasindaki aminoasitler)
aciga cikarmak icin bir C-zincirinin uzaklastiriimasi ile elde edilen monomer yapi
molekller kenetlenme c¢alismasinda kullaniimis ve A, ligandinin  2zzo
aminoasitlerinden His53 ve GIn 56 ile hidrojen bagi yapmasina ragmen A12’nin
incelenen konformasyonlarinin hicbirinin gp 41 molekdlinin aktif hidrofobik
cebine yerlesmedigi tespit edilmistir. Bununla beraber, Autodock Vina
programinda elde edilen ligand baglanma afinitesinin distk olmasi bu tespiti
desteklediginden monomer 2zzo yapisinin molekuler kenetlenme igin yetersiz bir
yapi oldugu ve ligand icin hedef yapi olarak sunulamayacagi ortaya konmustur.

2. 2g7c molekilinde gp 41 ‘in hidrofobik bdlgesi (29-45 arasindaki aminoasitler)
aktif bolge olarak tanimlanmis ve bu trimer yapinin molekiler kenetlenme
c¢alismasinda kullaniimasi sonucunda Aj; ligandinin 2q7c¢ aminoasitlerinden Lys
38 ile hidrojen bagr yaptigi goérulmustar. Ayrica Aj, ligandinin farkli
konformasyonlari incelendiginde gp 41’in aktif hidrofobik bdlgesine yerlesimin

gerceklestigi sodylenebilir. Bununla birlikte, Autodock Vina programinda elde
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edilen ligand baglanma afinitesinin monomer yapiya gore daha yiksek olmasi bu
tespiti desteklediginden trimer 2q7c yapisinin molekller kenetlenme igin
kullanilabilir bir yapi oldugu ve ligand icin hedef yapi olarak sunulabilecegi ortaya
konmustur.

. 2r5d molekulinden gp 41 ‘in hidrofobik bolgesini (29-45 arasindaki aminoasitler)
aciga cikarmak igin U¢ mutant zincirin uzaklastirilmasi ile elde edilen trimer yapi
molekller kenetlenme c¢alismasinda kullanilmis ve Aj» ligandinin  2r5d
aminoasitlerinden GIn 41 ile hidrojen bagi yaptidi goértulmustar. Ayrica A
ligandinin farkh konformasyonlari incelendiginde gp 41’in aktif hidrofobik
bdlgesine yerlesimin gergeklestigi sOylenebilir. Bununla birlikte, Autodock Vina
programinda elde edilen ligand baglanma afinitesinin monomer yapiya goére ve
trimer 2q7c’ye gore daha yuksek olmasi bu tespiti desteklediginden trimer 2r5d
yapisinin molekuler kenetlenme igin kullanilabilir bir yapi oldugu ve ligand igin
hedef yapi olarak sunulabilecedi ortaya konmustur. 2r5d ve 2q7c NHR yapilarinin
neredeyse ayni dizilimde olmalarina ragmen A, ligandiyla farkli aminoasitlerinin
etkilesmesi ligandin fonksiyonel gruplarinin iki hedef yapida farkh yonelimiyle
aclklanabilir.

. laik molekiluinden gp 41 fin hidrofobik bdlgesini (565-581) arasindaki
aminoasitler) acgiga cikarmak icgin G¢ C-peptid zincirin uzaklastiriimasi ile elde
edilen trimer yapr molekuler kenetlenme calismasinda kullaniimigs ve Ai»
ligandinin 1aik aminoasitlerinden GIn 577(41) ile hidrojen bagi yaptid
gorulmastur. Ayrica Aj ligandinin farkli konformasyonlari incelendiginde gp
577’nin aktif hidrofobik bolgesine yerlesimin gerceklestigi séylenebilir. Bununla
birlikte, Autodock Vina programinda elde edilen ligand baglanma afinitesinin
monomer yaplya gore ve diger trimer yapilara gore daha yuksek olmasi bu tespiti
desteklediginden trimer 1aik yapisinin molekuiler kenetlenme igin kullanilabilir bir
yap! oldugu ve ligand igin hedef yapi olarak sunulabilecegi ortaya konmustur.
Ayrica baglanma afinitesinin dusukligine bakilarak, orijinal gp 41 yapisina en
yakin gp 41 molekuluntin 1aik oldugu soylenebilir.

. laik molekiluinden gp 41 fin hidrofobik bdlgesini (565-581) arasindaki

aminoasitler) agiga c¢ikarmak icin bir C-peptid zincirin uzaklastirilmasi ile elde
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edilen pentamer yapi molekuler kenetlenme galismasinda kullaniimig ve A
ligandinin 1aik aminoasitlerinden GIn 577(41) ile hidrojen bagi yaptidi
gorulmustir. Fakat trimer 1aik yapisindan farkh olarak pentamer yapida A12
ligandinin GIn 577(41) ile hidrojen bagi yapan grubun hidroksil grubu oldugu
gorulmastur. Bu ligandin fonksiyonel gruplarinin iki hedef yapida farkli yonelimiyle
aciklanabilir. Ayrica Aj» ligandinin farkli konformasyonlari incelendiginde gp
577’nin aktif hidrofobik bolgesine yerlesimin gerceklestigi séylenebilir. Bununla
birlikte, Autodock Vina programinda elde edilen ligand baglanma afinitesinin diger
tum yapilara gore daha yiksek olmasi bu tespiti desteklediginden pentamer laik
yapisinin molekuler kenetlenme igin kullanilabilir bir yapi oldugu ve ligand igin
hedef yapi olarak sunulabilecedi ortaya konmustur. Ayrica burada elde edilen
baglanma afinitesinin digerlerine gére diusukligune bakilarak, ligandin pentamer
yapida diger yapilara gbre daha az alanda hareket ettigi ve dolayisiyla aktif
hidrofobik bdlgeyle etkilesiminin ger¢eklesme ihtimalinin diger yapilara gére daha

fazla oldugu sdylenebilir.

Son olarak, gp 41’in monomer NHR yapisinin Aj; ligandiyla hidrojen baglarinin
varligina ragmen molekuler kenetlenme icin uygun hedef yapi olmadigi sdylenebilir.
Hicbir ligand konformasyonu gp 41 NHR monomer yapinin hidrofobik bdélgesine
yerlesememistir. Sadece GIn 56 ve His 53 ile gergeklestirilen hidrojen baglarinin yeni

kucik molekul tasariminda kullanilabilecegi dugsunulebilir.

Wang ve arkadaslarinin kesfine gore A, ligandi Lys 574(38) ve GIn 577(41) ile
hidrojen bagi etkilesimi gostermistir. A1, ligandi gp 41’in Leu 29, Leu 32, Thr 33, Val
34 ve lle 37°’den olusan hidrofobik cep bodlgesine yerlesim gdstermistir. Burada
yapilan calismada sadece GiIn 577 ile hidrojen baginin gorilmesi ve ligandin farkli
hidrofobik ceplere yerlesmesi kullanilan programlarin, kenetlenme igin segilen grid
boyutlarinin, makromolekullerin ve bu makromolekuller ile ligandin kenetlenme
sureclerine  hazirliklarinin ~ farkli  olmasiyla  aciklanabilir.  Ayrica  sonuglar
incelendiginde g6ze c¢arpan bir bulguda Wang ve arkadaslarinin galismasindan farkl

olarak hidrofobik cebi olusturan aminoasitlerden Trp 571(35)'in ligandin yerlestigi
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hidrofobik cepte bulunmasidir. Bu aminoasit yeni molekullerin kesfinde énem arz

edehilir.

Autodock Vina programiyla elde edilen baglanma afiniteleri, A1, ligandinin gp 41
NHR hidrofobik bolgerine yerlesimi ve bu bodlgelerde yer alan aminoasitlerle
etkilesimleri gdz oninde bulunularak en uygun HIV gp 41 yapisinin 1aik pentamer
oldugu gorualmustar. Calismanin ikinci boluminde ZINC veritabanindan segilen pirol
tirevli bilesiklerin 1aik pentamer yapisina kenetlenmesi yeni HIV girig inhibitoru

arastirmalarina kolaylik saglayacaktir. Bu bolumdeki sonuglar 6zetlenecek olursa;
GORSEL LIGAND TARAMASI SONUCUNDA;

1. 210 adet pirol turevli bilesigin 1aik pentamer yapisina Autodock Vina programinda
yapilan gorsel ligand taramasi sonucunda hesaplanan baglanma afiniteleri A12
ligandinin 1aik pentamer yapisina gosterdigi baglanma afinitesine gére daha
yiksek oldugu tespit edilmigtir.

2. Hesaplama sonuglarimiz, HIV gp 41 molekulu kullanilarak yeni kiguk molekullerin
tasarlanmasi konusunda arastirma yapacak kisilerin hedef molekul ve baslangic

ligandi se¢iminde harcayacagl zamanin azaltilmasina yardimci olabilecektir.

Sonug¢ olarak, yapilan c¢alismanin ilerde HIV gp 41 hedefli yeni klguk molekil

inhibitorlerin geligtiriimesine katki saglamasi umut edilmektedir.
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EKLER DiZziNi

EK 1

Gaussian 03 programinda ligand optimizasyonu igin kullanilan parametreler.

# G2:M1:V1 - Gaussian Calculation Setup

Title:
Keywords: # opt bAyp/6-31g geom=connectivity

Charge/Mult.: 01
Job Type |Method |Trt|e | k0 | Genewl | Guess | NBO | PEC | Solvation |

Method: | Ground State % | | DFT... | | Defaut Spin || | B3LYP v
Besis Sot: (CEEH ™| [ %[([ ¥ [ &)
Charge: EI Spin:

|Use sparse matrices

] Muttilayer ONIOM Model

Additional Keywords: |
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EK 2

2zzo monomer yapl igin Autodock tools kullanilarak hazirlanan grid kutusu parametre

icerikleri. Molekule gore grid merkezi degismektedir.

File Center Wiew Help

Current Total Grid Pts per map: 226981
number of points in x-dimension:

LT SO Ty

number of points in y-dimension:

[LNRRRECINAR )

number of points in z-dimension:

[ [ 60
Spacing (angstrom): W 2-522 7T I
Center Grid Box: =offset=
x center: W LI ]]
W Ccenter: IW IIIIII.I..IIIIII
= center: IW IIIIII.I..IIIIII
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EK 3

2zzo monomer yap! igin Autodock Vina programinin kenetlenme iglemine

baslayabilmesi igin gerekli konfigirasyon dosyasi igerigi

B conf - Not Defteri

Dosya Dazen Bigim  Goérdndm  Yardim

receptor = receptor.pdbgt
ligand = ligand. pdbgt

out = all.pdbgt

center_x = 22.831

center_y = -14.177
center_z = 17. 507

size_x = 60

size_y = a0

size_z = 60
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EK 4

2q7c trimer yapi igin Autodock tools kullanilarak hazirlanan grid kutusu parametre

icerikleri.Molekule gore grid merkezi degismektedir.

File Center AAr=trn

number of points in x-dimension:

number of points in y-dimension:

number of points in z-dimension:

Help

Current Total Grid Pts per map: 132651
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EK 5

2q7c trimer yapi igin Autodock Vina programinin kenetlenme iglemine baglayabilmesi
icin gerekli konfigurasyon dosyasi icerigi

B conf - Not Defteri

Dosya Didzen Bigim  Gérdndm  Yardim

receptor = receptor.pdbgt
ligand = ligand. pdbgt

out = all.pdbqgt

2.9
3.9
2.3

center_x
center_y
center_z

50
50

size_x
size_y
size_z
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EK 6

2r5d trimer yapi i¢in Autodock tools kullanilarak hazirlanan grid kutusu parametre

icerikleri.Molekule gore grid merkezi degismektedir.

File Center Wi

number of points in x-dimension:

number of points in y-dimension:

number of points in z-dimension:

Current Total Grid Pts per map: 226981
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EK 7

2r5d trimer yapi igin Autodock Vina programinin kenetlenme iglemine baslayabilmesi

icin gerekli konfigurasyon dosyasi icerigi

B conf - Not Defteni

Dosya Ddzen Bigimm  Gdrdndm  Yardim

receptor = receptor. pdbgt
ligand = ligand. pdbgt

out = all.pdbgt

2.3
2.174
16.653

center_x
center_y
center_z

s5iZze_x =
size_y = 60
51ze_z =
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EK 8

1aik trimer yapi icin Autodock tools kullanilarak hazirlanan grid kutusu parametre

icerikleri. Molekule gore grid merkezi degismektedir.

File Center Wieww Help

Current Total Grid Pts per map: 158661
number of points in x-dimension:
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EK 9

1aik trimer yapi i¢cin Autodock Vina programinin kenetlenme islemine baglayabilmesi

icin gerekli konfigurasyon dosyasi icerigi

B conf - Not Defteri

Dosya Ddazen Bigim  Gordndm  Yardim

receptor = receptor.pdbgt
ligand = ligand. pdbgt

out = all. pdbgt

19.468
18. 666
25. 827

center_x
center_y
center_z
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50
a0

size_x
size_y
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EK 10

1aik pentamer yapl igin Autodock tools kullanilarak hazirlanan grid kutusu parametre

icerikleri. Molekule gore grid merkezi degismektedir.

File Center Wieww Help

Current Total Grid Pts per map: 158661
number of points in x-dimension:
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EK 11

1laik pentamer yapi icin Autodock Vina programinin kenetlenme iglemine

baslayabilmesi igin gerekli konfiglirasyon dosyasi igerigi

B conf - Not Defteri

Dosya Ddazen Bigim  Gordndm  Yardim

receptor = receptor.pdbgt
ligand = ligand. pdbgt

out = all. pdbgt

19.468
18. 666
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center_x
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center_z
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EK 12

Autodock Vina ile gergeklestirilen molekiler kenetlenme islemine ait ¢ikti (log) dosya

ornegi

Detected 2 CPUsS
Reading input ... done. )
Settin up the scoring function

Analyzing the binding site ...
Using random seed: -1190671984
Performing search ... done.
Refining results ... done.

writing output ... done.

done.

dist from best mode
rmsd u. b.

mode | affinitc i
| (kcal/mol | rmsd 1.b. |
————— +-— 4 —-——-—-—- - —_— - - —_——_—-— - ————
1 —-6.2 O. 000
2 —-6.2 1.909
3 —-6.2 3.627
4 —-5.5 21 .- 505
S —-5.5 16. 282
S -5.5 2.101
7z —-5.4 21 . 385
8 —-5.3 15. 350
=] —-5.2 14. 721

done.
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EK 13

Autodock vina programinda yapilan molekiler kenetlenme islemini sanal ligand

taramasi igin otomatik hale getiren ve cygwin programinda yazilan komut ornegi

for £ in ligand *.pdbqt; do

b="basename $f .pdbgt’

echo Processing ligand $b

mkdir -p $b

vina --config conf.txt --ligand $f --out ${b}/out.pdbgt --log
${b}/log.txt
done
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