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OZET

Kazanilmis Immiin Yetmezlik Sendromu (AIDS) modern diinyanin en énemli hastaliklarindan biridir. Bu
hastaliga insan immiin yetmezlik viriisii (HIV) neden olmaktadir. HIV-1 integraz enzimi diger calisilan
enzimler proteaz ve ters transkriptaza gore daha gec ilgi gormiistiir. Gelistirilen ilaglara siirekli direng
olugsmasi yeni ilag adaylarinin bulunmasini zorunlu kilmaktadir. Bu ¢alismada HIV-1 integraz enziminin
katalitik 6z bdlgesinin bir modeli hazirlanarak molekiiler dinamik simiilasyonuyla davranislart incelendi. Bu
model hedef alinarak, yeni gelistirilen 6 ligandin yan1 sira, bilinen ancak HIV-1 integraz inhibitor adayi olarak
ilk defa kullanilan 4 ligand ve daha 6nce teorik ve/veya uygulamali olarak calisilan 32 ligand yerlestirildi.
Yerlestirilen ligandlarin proteinle etkilesimleri incelendi. Yeni gelistirilen ligandlardan LGA, LGD ve
LGE’nin ortalamanin {izerinde bir yerlestirme skoruna sahip oldugu goriildii.

Anahtar Kelimeler: integraz, Anti-HIV ilag tasarimi, Ligand yerlestirme, Molekiiler Dinamik Simiilasyonu

ABSTRACT

Acquired Immuno Deficiency Syndrome (AIDS) is the one of most important pandemic of modern world.
Human Immunodeficiency Virus (HIV) is the causative agent of this disease. HIV-1 integrase have attracted
lately than the other studied enzymes protease and reverse transcriptase. It is a needful to develop new drug
candidates due to continuously growth of drug resistance. A catalytic core domain model of HIV-1 integrase
was created and the behaviors of protein was examined by molecular dynamics simulation. By targeting this
model, besides 6 newly designed ligands, 4 known but used for the first time ligands and 32 previously
theoretical and/or in vitro studied ligands were docked. Interactions of docked ligands with protein were
inspected. Among the designed ligands it is seen LGA, LGD and LGE have docking scores of above average.
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1. Giris

HIV (Human Immunodeficiency Virus, insan immiin yetmezlik viriisii) retroviriislerin
lentivirlis cinsinin bir iiyesidir. HIV enfeksiyonu, etken viriisiin etkisiyle bagisiklik
sisteminin giderek baskilandig1 kronik bir enfeksiyon hastaligidir. Hastaligin etkeni olan
viriis (HIV), lentiviriis ailesine mensup bir retroviriistiir. Retroviriisler, tek sarmalli RNA
iceren zarfli viriislerdir. Ters transkriptaz enzimi araciligl ile genetik materyallerini ¢ift

sarmallt DNA'ya ¢evirip konak¢1 kromozomuna entegre etme 6zelliklerine sahiptir.

Kazanilmis Immiin Yetmezlik Sendromu (AIDS) modern diinyanin en &nemli
hastaliklarindan biridir [1,2]. The Joint United Nations Program on HIV/AIDS [3] 2010
raporuna gore diinyada 33.3 milyon insan HIV viriisii ile yasamaktadir. Bunlarin 30.8
milyonunu yetiskinler olustururken HIV viriisii ile yasayan kadin sayis1 15.9 milyondur. iki
bin dokuz yilinda 2.6 milyon insanin yeni enfekte oldugu ve bunlarin 370 000’inin ¢ocuk
oldugu ongoriilmektedir. Ayn1 yilda AIDS hastalifindan 6lenlerin sayisinin 1.8 milyon
oldugu tahmin edilmektedir. Bu say1 cocuklarda ise 260 000 olarak bildirilmistir. HIV
virlisinden etkilenenlerin sayisinda 2001-2009 arasinda 33 iilkede %25’in iizerinde azalma

gorilmiistiir.

Ekim 2007’de U.S Food and Drug Administration’in (FDA) Raltegravir’i (RGV) kabul
etmesi kullanilan HIV hedefleri listesine integrazi (IN) icererek sekilde genisletti. RGV’nin
ilaca direngli HIV ile enfekte olan hastalar igin degerli bir kurtarma tedavisi olmasina
ragmen, RGV’ye kars1 diren¢ de rapor edilmistir [4,5]. Diger onaylanan HIV-1 integraz
inhibitdrleri Elvitegravir (EVG) ve Dolutegravir (DTG) yakin zamanda piyasaya ¢ikmuistir.

Integraz, pol geninin son kismi tarafindan sentezlenen 288 aminoasit kalintis1 olan bir
proteindir. IN viral proteaz araciligiyla meydana gelen kirilma ile Gag-Pol polipeptid

Onciiliiniin bir pargasi olarak tretilir [2,6].

HIV-1 IN gerekli ilgiyi ge¢ gormiistiir. Sonradan gelen bu ilginin sebebinin ¢ogu Merk
firmas1 ve ortak calisanlarinin HIV-1 IN’1 terapdtik bir hedef oldugunu klinik olarak

dogrulmasindandir. HIV-1 integrazin baslica goérevi, HIV-1 gen ekpresyonu ve viral
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replikasyon i¢in ihtiya¢ duyulan bir basamak olan yeni transkribe edilmis HIV-1 cDNA’nin

konak hiicre DNA’sina yerlesme islemini katalizlemektir [7].

IN enzimi, viral DNA’nin par¢alanmasi ve yeniden birlestirilmesinde aktif olarak gorev
almaktadir. Boylece proviral DNA’nin  konak hiicre genomuna birlestirilmesi
saglanmaktadir. IN, konak DNA’simi1 kesme isleminin “kes-ve-yapistir” operasyonunu ve
proviral genomunun kesilmis bu uglara baglanmasin1 katalizler. Integraz retroviriislere ¢ok
fazla 6zgli olan bir fonksiyonu icra eder, zira insan hiicresi kendi genomlarinin igine
DNA’nin herhangi bir par¢asim1 kesip yapistirmaya ihtiyagc duymaz. Bu, integraz
inhibisyonunun ilag¢ terapisi i¢in iyi bir hedef olabilecegi anlamina gelir, ¢iinkii insan

hiicrelerinin normal operasyonlarini engelleyecek gibi goriinmemektedir.

HIV-1 integraz enzimi N-terminal bdlgesi (NTD; 1-49 kalintilar1), katalitik 6z bolgesi (CD;
50-212 kalintilar1) ve C-terminal bolgesi (CTD; 213-288 kalintilar1) [8,9] olarak
isimlendirilen {i¢ bolgeden (Sekil 1.) olusan 32 kDa’luk bir enzimdir [8,10]. N-terminal
bolgesi ¢inko iyonu ile koordine olmus heliks bir bohga seklindedir ve IN’in
dimerlesmesine katilir. Mg?* veya Mn?* gibi divalent bir metal iyonu baglayan D,D-35-E
motifi (ASP64, ASP116 ve GLU152) igeren katalitik 6z bolgesi kataliz i¢in kritik role
sahiptir. IN"1n aktif bolgesinde avian sarcoma viriisii (ASV) integrazinda oldugu gibi iki
metal iyonu bulundurdugu diisliniilmesine ragmen aydinlatilmis HIV-1 IN X-ray yapisinda
tek bir metal oldugu goriilmiistiir. Bunun yaninda, ikinci metalin sadece HIV-1 IN bir
substrata baglandiginda mevcut oldugu Onerilmektedir. C-terminal bolgesi ise
dimerlesmede yer alir ve ayn1 zamanda LTR DNA’y1 baglar [6,9,10]. Her ii¢ bolge de 3’-
islemleme ve DNA zincir transfer reaksiyonlar1 i¢in gereklidir ancak ayrisma ve spesifik

olmayan alkolizi gergeklestirmek icin katalitik 6z bolgesi yeterlidir [11].

N-terminal Katalitik Oz C-terminal
1 50 213
|
HTH Bogumu RMase H Bogumu SH3 Bogumu
HH cCc b D as E K
12 16 40 43 64 116 152 264
49 212 288

Sekil 1. HIV-1 integrazin bolgeleri
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Integraz haloenziminin kristalografik calismalar1 diisiik ¢oziiniirlik ve ¢ozelti icinde
kiimelesme istegi nedeniyle zor olmasina ragmen integrazin katalitik 6z bolgesinin
¢Oziiniirliglinh arttirarak kriztalizasyonu kolaylastiran bazi mutasyonlar agiklanmistir [12,
13]. Her ne kadar, su anda HIV integrazin tam uzunluktaki ii¢ boyutlu yapisi mevcut
olmasa da kesilmis proteinin N-terminal-katalitik 6z bolgeleri [14] ve katalitik 6z-C-
terminal [15] kisimlari igin x-ray destekli {i¢ boyutlu yapilari yayinlanmig ve bunlar Protein
Data Bank’ta [16] rapor edilmistir [17]. Bu ¢alismada kullanilacak protein modelinin
hazirlanmasinda katalitik 6z bolgesi igeren 1BL3.pdb [18] kristal yapisindan, 1IWJA [19]
NMR yapisindan, N-terminal-katalitik 6z bolgesi iceren 1K6Y ve katalitik 6z-C-terminal
bolgesi igeren 1EX4 kristal yapilarindan yararlanildi.

Ilag arastirmas1 ve gelistirmesi (R&D: research and development) genis kapsamli, pahali,
zaman alict ve riskle doludur. Fikir halindeki bir ilacin markete gelmesi 12 yil ve bunun
icin harcanan paranin ortalama 800 milyon $’dan fazla oldugu hesaplanmaktadir. Bu
nedenle ila¢ aragtirmasi1 ve gelistirilmesinde arastirma siiresini kisaltmak ve pahaliligini
diisiirmek i¢in birgok yeni teknoloji gelistirilmis ve uygulanmistir. Bilgisayar destekli ilag
tasarimi (CADD) boyle evrimsel teknolojilerden biridir [20]. Ligand yerlestirme islemi ve
Molekiiler Dinamik Simiilasyonu da CADD’in ayaklarindandirlar. Ilk yerlestirme
algoritmasinin 1980’lerde Kuntz ve arkadaglar1 tarafindan bulunmasindan beri ¢ok sayida
degisik yerlestirme yaklasimi ve araci gelistirilmistir [21]. Molekiiler yerlestirme, reseptor-
ligand komplekslerinin yap1 6ngoriisii olarak tanimlanabilir. Reseptor genellikle protein
veya protein oligomeri, ligand ise kii¢lik bir molekiil veya baska bir proteindir. Molekiiler
yerlestirmeyle sanal taramanin ila¢ kesfindeki onemi giderek artmaktadir. Boyle bir sanal
tarama genellikle ii¢ basamakta gerceklestirilir. Ilk olarak, molekiiler yerlestirme programi
bir hedef proteinin ve tarama kiitliphanelerinden bir bilesigin kompleksi i¢in en uygun
yaptyt on goriir. Ikinci olarak, kompleksler baglanma enerjisi kuvvetlerine gore
skorlandirilirlar. Son olarak, yerlestirilme skorlarina gore siniflandirma yapilir ve sanal
tarama sonuglarindan en iyi derecedekiler secilirler [22]. Boylece, molekiiler yerlestirme bir

ilag gelistirme basamaginin en 6nemli ayaklarindan birini teskil eder.
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Autodock Vina (Vina) [23] skorlama fonksiyonu olarak bilgi-tabanli potansiyeller ve
empirik skorlama fonksiyonlarmin kombinasyonunu kullanmaktadir. Yontem empirik
bilgileri reseptor-ligand komplekslerinin konformasyonel deneyimlerinden ve deneysel
affinite hesaplamalarindan almaktadir. Autodock Vina genetik algoritmalar, pargacik-
yigilma optimizasyonu ve benzetimli tavlama gibi algoritmalari iceren skoastik global
iyilestirme yaklasimlarini kullanmaktadir. Autodock4 ile uyumlu oldugundan bu programin

araclarini kullanmasi bir avantaj olarak goriilmektedir [23].

Bu calismada Autodock Vina programi ile 40 ligand HIV-1 IN CCD’e yerlestirilmistir.
Kullanilan ligandlarin 31 tanesi daha once teorik ve/veya deneysel olarak calisilmistir. Bu
ligandlar genis bir ligand kiitiiphanesinden ICsy degeri baz alinarak secilmistir [24-43].
Bunlara ek olarak daha once HIV-1 integraz inhibitorii olarak calisilmamis folik asit,
metotreksat, pemetreksed ve tetrahidroksisiklohekzan-1-karboksilik acid ile birlikte,

tasarladigimiz bes ligand da eklenerek toplam 40 ligand ¢alismada kullanildi (Tablo 1.)
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H ) ) ) ) 4-[1-(4-florofenil)metil]pirrol-2-yI]-2,4-
(2)-3-(5-kloro-1H-3-indol-3-il)-3-hidroksi-1-(2H- dioksobiitanoik asit (L-731988)
tetrazol-5-il)prop-2-en-1-on
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N
L02 o) o) Lo7
N-[2-[4-[(4-florofenil)metilkarbamoil]-5-hidroksi-1-
o metil-6- . 5-(1,1-dioksotiazinan-2-il)-N-(4-florofenil)
oksopirimidin-2-il]propan-2-il]-5-metil-1,3,4- metil]-8-hidroksi-1,6-naftridin-7-karboksamid
oksadiazol-2-karboksamid (Raltegravir) (L870810)
\
OH O O OH )\N A \/@:
L03 O 2N " Lo8
¢} (¢} OH O
, , I . . (5E)-2-(3-kloro-4-florofenil)metil]-5-
(22,2°2)-4.4 l;ber]l;fenz-l,S-qll(lIbl_st(2-h|dr0k5|-4- [dimetilamino(hidroksi)metiliden]-6-propan-2-
oksobit-2-enoik asit) il-3,4-dihidro-2,6-naftiridin-1,7,8-trion
(MK0536)
| )*/\ o
o N o* N
LA C(;@
LO4 LO9
OH
6-[(3-kloro-2-florofenil)metil]-1-(1-hidroksi-3- )
metilbiitan-2-il)-7- N-[7-(4-florofenil)metil]-9-hidroksi-8-okso-6H-
metoksi-4-oksokinolin-3-karboksilik asit pirrolo[3,4-gJkinolin-5-il]-N-
(Elvitegravir) metilmetansiilfonamid (GS9160)
N/
Z 0 HN"\{> \ N"OH
— - =N
LO5 SN L10 z
O OH

(2)-1-[5-(4-florofenil)metil]furan-2-il]-3-hidroksi-3-
(1H-1,2,4-triazol-5-il)prop-2-en-1-on (s-1360)

9-(4-florofenil)metil]-N-hidroksipirido [3,4-
b]indol-3-karboksamid (pica)
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Tablo 1.. Literatiirlerden segilen ve tasarlanan ligandlar (Devami)

KOD LIGAND KOD LIGAND
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(1E,6E)-1,7-bis(4-hidroksi-3-metoksifenil) )
hepta-1,6-dien-3,5-dion 3-(9-((1R,3aS,5aR, 11aR)-5a,5b,8,8,11a-pentametil -9-
okso-1-(prop-1-en-2-il)ikosahidro-1H-
siklopenta[a]krisen-3a-karboksamido)-3-fenil propanoik
asit
PPN
L13 L18 OH
(6] (6]
4-(3-benzilfenil)-2,4-dioksobiitanoik asit
3-[[4-[bis(4-hidroksi-2-oksokromen-3-
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il)metil]-4-hidroksikromen-2-on
OH OH O
(0]
"
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5,6,8-trihidroksi-2,3-dimetil-9-(5,6,8- . S
trihidroksi-2,3-dimetil-4-0kso(-2,3- _ (3-benzil-5-((1,1-dioksidoizotiazolidin-2-
dihidrobenzo[g]kromen-9- il)metil)fenil)(8-hidroksi-1,6-naftiridin-7-il)metanon
il)benzo[g]kromen-4-on
HO OH
HO O
L15 \ L20
HO OH

(E)-3-(3,4-dihidroksifenil)akrilik asit

(22,2'2)-4,4'-((2-(2-florofenil)propan-1,3-diil)bis (3,1-
fenilen))bis(2-hidroksi-4-oksobiit-2-enoikasit)
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Tablo 1. Literatiirlerden segilen ve tasarlanan ligandlar (Devami)

KOD LiGAND KOD LIGAND
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EN 0 ,@[ o o
HO NZ N OH OH
L21 O OH H L26 T

2-(2-((3,4-dihidroksifenil)amino)-2-oksoetil)-8-

hidroksikinolin-7-karboksilik asit 6-(3,4-diklorofenil)-2,4-dioksohekzanoik asit
OH O O O OH
HO xn z OH
(0] (6]
N
L22 L27 /Q)
. 2-((3E5E)-4-0ks0-3,5-bis(3,4,5- (22,2'7)-4,4"-(1-(4-florobenzil)-4-0kso-1,2,3,4-
trihidroksibenziliden)siklohekzil)asetik asit tetrahidrokinolin-3,6-diil)bis(2-hidroksi-4-
oksobut-2-enoik asit)
Z>N OH
X ! = OH
L23 L28 o
(2)-3-[5-[(4-florofenil)metil]-2-piridil]-2-hidroksi-
4-(4-klorobenzoil)-3-hidroksi-5-fenilfuran- prop-2-enoik acid
2(5H)-on
o 'I:J' o]
\O Y
HO o} HN

OH NP e
L24 OO L29 H |
\ Z
N
(0] OH

OH
3,4,7,9-tetrahidroksi-2-metoksi-6-metil- 5-(2,6-diokso-1,3-diazinan-4-il)-N-[(4-
fenalen-1-on florofenil)metil]-8-hidroksi-1,6-naftiridin-7-

karboksamid

O/
/
o o o o N—
OH N
L25 L30 oy O
0

3-floro-7-(4-florobenzil)-9-hidroksi-5-metoksi-6H-
6-(2-klorofenil)-2,4,6-trioksohekzanoik asit pirrolo[3,4-g]kinolin-8(7H)-on

Tablo 1. Literatiirlerden segilen ve tasarlanan ligandlar (Devami)
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KOD LIGAND KOD LIGAND
9 HO N N OH
- m Y
O O HO (®) OHo OHO O OH 3-
HO
L31 ) LGA (3,4-dihidroksifenil)-2-[[3-[[1-[(3,4-
~ dihidroksifenil)metil]-2-hidroksi-2-okso-
(E)-3-(2-hidroksi-3-metoksifenil)-1-fenilprop-2-en- etilJamino]-3-okso-propanoil]lamino]propanoik
1 -on asit
m Y
L32 / LGB HO o?~or  GhoNo OH
2-[[3-[[2-hidroksi-1-[(4-hidroksifenil)metil]-2-
okso-etilJamino]-3-okso-propanoil]Jamino]-3-
2-[[4-[(2-am|no-4-okso-1H-pterldin-G- (4-hidroksifenil)propanoik asit
il)metilamino]benzoillamino]pentandioik asit
o] o]
HaN HO APONPNY OH
“OH HOY
HOY ™ ~" YOH
L33 NHz LGC o) o)
(3S,5S)-1,3,4,5-tetrahidroksi-N-[3-[[(3R,5R)-
1,3,4,5-
2-[[4-[(2,4-d|am_|nopt_er|d|n-6-||)rr_1eF|I-m_e“I' tetrahidroksisiklohekzankarbonillamino]propil
amino]benzoil]lamino]hekzandioik asit - ]
]siklohekzankarboksamid
OH O OH
(0] OH
<~ 9488
N
H
© QUG
OH O OH
2-[[4-[2-(2-amino-4-okso-3,7-dihidropirrolo[2,3- 10-(4,5-dihidroksi-2-metil-10-okso-9H-
d]pirimidin-5-il)etil]benzoil]amino]pentandioik asit antrasen-9-il)-1,8-dihidroksi-3-metil-10H-
antrasen-9-on
0 SN
OH
HO >N 0
ZoiPH —N>_2=o H o
- ()
L35 HO™ ™ LGE NN
N NN
H OH
o)

(3S,5S)-1,3,4,5-tetrahidroksisiklohekzan-1-
karboksilik asit

3-[[4-[[2-(1,3-dimetil-2,6-diokso-purin-7-
il)asetillJamino]benzoil]Jamino]pentandioik asit
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2. Materyal

Bu c¢alismada yapilarin ii¢ boyutlu gosteriminde Chimera [44], DS Visualizer [45] ve MGL
Tools [46] programlar1 kullanildi. Ligandlarin 2 boyutlu yapilart Symyx [45] programi ile
cizilip DSVisualizer programi ile ¢ boyutlu olarak kaydedildiler. Ligandlarin
optimizasyonunda Gasussian03 [47] ile AMBER [48] paket programi iginde yer alan
Sander programlari kullanildi. Protein modelinin hazirlanmasi, molekiiler dinamik
caligmalar1 ve analizleri igin AMBERI11 paket programi kullanildi. Ligandlar i¢in General
Amber Force Field (GAFF) atom tipinin belirlenmesi, bunlar i¢in yiik ve parametre
hesaplanmasinda AMBER icindeki Antechamber programindan faydalandi. Atom yiikleri
AM1-BCC [49] metoduyla hesaplandi. Molekiiler dinamik hesaplamalar i¢in gerekli olan
parametre ve topoloji dosylarin hazirlanmasinda, sisteme ¢oziicii ve iyon eklenmesinde
AMBER paketi i¢indeki Xleap programi kullanildi. Zamana bagli enerji degisimleri Perl ile
yazilmis ve AMBER programi i¢inde yer alan process mdout.perl scripti ile yapildu.
Zamana bagli RMSD ve bag uzunluklar1 degisimi AMBER’in iginde bulunan PTRAJ
programi kullanilarak yapildi. Zamana bagli enerji ve RMSD degisimleri Xmgrace grafik
programi [50] ile gerceklestirildi. Ligand yerlestirme caligmalari AutoDock Vina 1.2
programi ile gerceklestirildi. Molekiiler Dinamik ¢alismalariin bir boliimii Intel tabanli 17

islemciye sahip, Linux isletim sistemli bilgisayarlarda yiirtitiildi.
3. Metot

Calismada kullanilacak 45-223 arasindaki kalintilar1 iceren HIV-1 integraz katalitik 6z
bolgesi modelinin hazirlanmast i¢in 45-49 arasindaki kalintilar 1WJA ve 1K6Y
yapilarindan ve 213-223 aras1 kalintilar ise 1EX4 yapisindan alinarak katalitik 6z bolgesi
yapist igeren 1BL3.pdb’ye eklendi. Katalitik bolge kalintilar1 olan 50-212 disindaki
kalintilar (45-49 ve 213-223) proteinin serbest uglarinin katalitik bolgenin yapisini fazla

degistirmemesi i¢in yapiya eklendi.

Protein yapisinin ligand yerlestirme islemine hazirlanmasi i¢in bir molekiiler dinamik

simiilasyonuna tabi tutuldu. Hazirlanan model 6nce 4000 adimda minimize edildi. Her biri
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100 000 adimdan olusan 4 ayr1 basamakta protein 0 K’den 400 K’e 1sitild1 ve 10 ns

boyunca molekiiler dinamik iglemleri uyguland.

Molekiiler dinamik c¢alismalar1 sabit basing altinda yapildi. SHAKE [51] algoritmasi
uygulanarak hidrojen titresimleri engellendi. Uzak etkilesimlerin hesaplama zamanini
artttrmamasi igin cut off mesafesi 10 A olarak alindi. Basing degeri 1 atm olarak sabitlendi
ve her 2 ps araliginda basincin gevsemesi saglandi. Sicaklik degerlerinin diizenlenmesi i¢in
Langevin termostatr secilerek her 250 adimda koordinat ve enerji degerleri kaydedildi.

Molekiiler dinamik ¢aligmalari 10 ns siireyle ytirtitiildi.

Ligandlar incelendiginde cogu yapida karboksilik asit, bazilarinda ise diketo gruplarinin
bulundugu goriilmektedir. Fizyolojik sartlar géz Oniine alinarak karboksilik grubu igeren

yapilar i¢in karboksilat formlari secildi.

Biitiin ligandlar 6nce Gaussian03 programi ile AM1 diizeyinde minimize edildikten sonra
Antechamber ile yiik ve parametre dosyalar1 hazirlandi. Her ligandin Xleap programinda
topoloji ve koordinat dosyalari ile birlikte kiitiiphane dosyalar1 olusturularak yapilar pdb
formatinda kaydedildi. MGL Tools programi ile ligandlar ve protein dosyalar1 hazirlandu.
Proteinin yerlestirme islemine hazirlanmasi i¢in yapidaki tiim sular silindir. Aminoasit
atom ylikleri program tarafindan yiiklendi. Ligandlara ise Gasteiger yiikleri ilave edilerek
donebilen ve hareketsiz kalan atomlar belirlenip dosyalar kaydedildi. Vina proteinin grid
hesaplamalarin1 otomatik yapar ve bilgisayara her hangi bir ¢ikt1 dosyasi kaydetmez. Vina

programu ile her bir ligand i¢in 20 tane yerlestirme sonucu alindi.
4. Bulgular Ve Tartisma

Bir molekiiler dinamik simiilasyonun basarili olup olmadigini1 gosteren dnemli araclardan
biri zamana bagli olarak degisen protein atom koordinatlarmin MD baslangig
koordinatlarina karsi kok ortalamalarinin kare sapmalart (RMSD) grafigidir. Grafikteki

degisimin kiigiik olmasi yapinin da kararli bir hale geldigini gosterir.
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Sekil 2. Katalitik 6z bolgesinin molekiiler dinamik sonucu elde edilen RMSD grafigi
Sekil 2.’de gosterilen modelin  RMSD  grafiginde ¢ok Onemli degisiklikler
gozlenmemektedir. Yapidaki haraketli kisa ilmeklerden dolayr bazi zaman araliklarinda
grafikte yiikselme ve algcalma gozlenirken genel olarak belirli bir aralikta bu degisimler
olmaktadir. Bu molekiiler dinamik simiilasyonu analizlerinden elde edilen en diisiik enerjili
yapilardan biri olan Min.pdb yapisi ile proteinin kristal yapilarinin ist iiste ¢akistirildig
Sekil 3’ten de anlasilmaktadir. Goriildiigii gibi yapinin hareketli olan ilmekleri diginda
kalan protein yapisi oldukga stabil kalmistir. Zamana kars1 gizilen potansiyel enerji grafigi

de enerjinin belirli bir aralikta kaldigini géstermektedir (Sekil 4).

258



Batman Universitesi Batman University
Yagam Bilimleri Dergisi; Cilt 6 Say1 1 (2016) Journal of Life Sciences; Volume 6 Number 1 (2016)

¢ Min.pdb
¢ 1BL3.pdb

Sekil 3. Protein modelinin molekiiler dinamik simiilasyonundan elde edilen diisiik enerjili bir yapisi
(Min.pdb) ile katalitik 6z bolgesi kristal yapisinin (1BL3.pdb) iist iiste cakistiriimasi
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Sekil 4. Molekiiler dinamik simiilasyonu siiresince sistemin potansiyel enerji grafigi

T
0 2000

Integraz enzimi ile ilgili ilk yillara ait kristal yap: calismalarinda sadece 1QS4.pdb
yapisinda bir liganda (SCITEP) rastlanmistir. Dolayisi ile kristal yapida bulunan bu ligand
ile birlikte anti-HIV ilag tasariminda integraz 6nemli ilgi gérmeye baslamistir. Calismanin
giivenilirligi bakimimdan 5 CITEP ligand1 1QS4 yapisina Vina ile yerlestirilerek programin
dogru bir yerlestirme yapip yapamadigimi test etme imkani bulmaktayiz. Yapilan
yerlestirme ¢alismasi sonucu her ne kadar atomlar farkli yonlenim igerisinde olsa da

Vina’nin ligandi1 X-ray yapisi ile ayn1 dogrultuda yerlestirdigi gézlenmektedir (Sekil 5.).
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Sekil 5. Vina ile yerlestirilen SCITEP ligandinin yerlestirilme ve proteinin krsital yapisindaki konumu

Toplam 40 ligand Autodock Vina programi HIV-1 integraza basarili bir sekilde
yerlestirilmisgtir (Sekil 6.). Ligandlarin yerlestirilme skorlar1 Tablo 2.’de verilmistir.
Hesaplanan yerlestirme skorlar1 ayn1 zamanda Vina programinin o ligand i¢in hesapladigi
baglanma enerjisini ifade etmektedir. Buna gore ligandlar arasinda en iyi baglanan -8

kcal/mol ile L19 ligand1 ilk siray1 yer almaktadir.

261



Batman Universitesi Batman University
Yagam Bilimleri Dergisi; Cilt 6 Say1 1 (2016) Journal of Life Sciences; Volume 6 Number 1 (2016)

- _ . . . XN
Sekil 6. HIV-1 katalitik 6z bolgesine yerlestirilen ligandlarin yerlesme bdlgeleri ve konumlari
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Tablo 2. Ligandlarin katalitik 6z bolgesine Autodock Vina programu ile yerlestirilme skorlari

Ligandlar S]X)':En Ligandlar sx)ﬂin Ligandlar Slif)lxqgn Ligandlar Slzfyllqzn
LO1 -5.8 L11 -5.4 L21 -6.4 L31 -5.3,2
L02 -7.2 L12 -6.2 L22 -6.8 L32 -6.6
LO3 -55 L13 -1.7 L23 -6.1 L33 -6.2
L04 -6.4 L14 -7.6 L24 -55 L34 -5.9
LO5 -6.5 L15 -4.9 L25 -5.8 L35 -4.6
LO6 -5.6 L16 -6.4 L26 -5.7 LGA -6.8
LO7 -7.2 L17 -55 L27 -6.6 LGB -6.2
LO8 -6.3 L18 -6.2 L28 -5.7 LGC -6.0
L09 -6.4 L19 -8.0 L29 -7.5 LGD -7.4
L10 -6.6 L20 -6.8 L30 -6.3 LGE -6.6

SCITEP ligand1 kristal yapida proteinle Aspl16, GIn148, Ilel51, Glul52, Asnl55 ve
Lys159 ile van der Waals etkilesimi, THR66 ile hidrojen bagi ve LYS156 ile pi-katyon
etkilesimi yapmaktadir. X-ray yapisinda SCITEP yapisinin Mg2+ iyonu ile etkilesmedigi
goriilmektedir. Ayn1 durum Godwin ve arkadaslar1 [52] tarafindan yapilan molekiiler

dinamik simiilasyonunda da gézlenmistir.

Son yillarda HIV-1 PFV intasome enziminin ligand iceren kristal yapilarinin elde edilmesi,
HIV-1 integraz-vDNA-ligand etkilesimleri hakkinda oldukg¢a aydinlatici bilgiler sunmustur
[53]. Bu kristal yapilarda Raltegravir ve Elvitegravir’in Tyr143, GInl146 ve Prol45 ile
etkilestikleri gozlenmektedir. Calismamizda yapilan analizlere gore Raltegravir Thr66,
Glu152 ve Lys159 ile hidrojen baglari olustururken, Ile141 ile pi-alkil ve Hie67 kalintisi ile
hem pi-pi hem de pi-alkil etkilesiminde bulunmaktadir. Ligand Asp64, Cys65, Aspl16,
Asnl55 ve Lysl156 kalintilar1 ile vdW etkilesimi yapmaktadir. Elvitegravir Hie67 ve
Aspl16 ile hidrojen baglar1 yapmakta, Cys65, Gly118, Ser119, Phe121 ve GIn148 ile vdW
etkilesimleri i¢inde bulunmaktadir. Dikkat edildiginde bu sonuglar kristal yapidaki
etkilesimler ile uyugsmamaktadir ancak kristal yapinin viral DNA icerdigi ve bunun da
ligandin proteine yerlesmesinde ve etkilesimlerinde oOnemli degisiklikler meydana
getirecegini vurgulamak gerekir. Yapimin DNA ile etkilesmesi ile oyuk boyutu degisecektir
ve DNA’nin ligandin bazi protein kalintilarina ulagmasimi engelleyecek olmasi

yerlestirmeyi farklilastiracaktir.
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En iyi yerlestirme skoru veren L19 ligandi; Cys65, Asnl17 ve Ilel41 ile hidrojen baglar
olusturmakta, Aspl16, Glyl140, Tyr143, GIn148 Asnl55 ve Lys159 kalintilart ile vdW
etkilesimi yapmaktadir. Lys156 kalintis1 ligandin naftiridin halkasi ile pi-alkil etkilesiminde

bulunmaktadir.

Biitiin yerlestirme skorlarinin biiyiikliikleri ortalama olarak -6.305’tir. Ilk defa HIV-1
integraz inhibitorii olarak kullanilan ligandlardan L33, L34 ve L35 ortalamanin altinda skor
verirken L32 bu ortalamay1r gegmektedir. Yeni tasarlanan ligandlardan LGB ve LGC
ortalamanin altinda kalirken LGA, LGD ve LGE ortalamanin iizerinde yer almis ve LGD
en iyi skoru veren 5. ligand olmustur. Yeni tasarlanan ligandlarin etkilesimleri Tablo 3’te

verilmistir.

Tablo 3. Tasarlanan ligandlarin katalitik bolgedeki etkilestigi kalintilar ve etkilesim tiirleri

H Bag Van der Waals m-alkil  m--sigma
LGA Thr66, Asp64, lleldl, Glyl118, Phel21, Asnl120, Cys65, lle141
Hie67, Aspl116 Gly40, GIn148, ile151
LGB Asp64, Cys65, Thr66, Glyl18, Phel2l, Tyr143, Asnl55 lle141

Hie67, Asp116, Glu152
LGC Asp64, Cys65, Thré6, Aspll6, Prold2, Tyrld3, Gly149,

lle141, GIn148 Glul52, Asn155
LGD Asnll7, Gly140, GIn148, Gly149,
Glul52
LGE Asp64, Cys65, Thr66, Asn155, LYS156
Glul52

LGF  Asp64, llel41, GIn148 Cys65, ThR66, AsP116, Gly140,
Tyrl43, Gly149, Asnl55, Lys156,
Lys159

Ligand yerlestirilme skorlar1 ve etkilesimler dikkate alindiginda Vina’nin etkilesimden
ziyade ligandin aktif bolgedeki yerlesimini Oncelik alarak yerlestirme islemini yaptigini
sOyleyebiliriz. Biitiin ligand-protein etkilesimlerini tek tek vermek uzun ve kafa karistirici

olacagindan biitiin ligand protein etkilesimleri Sekil 7.’de sunulmustur.
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Etkilesimler

[ van der Waals [ Pi-siilfiir B istenmeyen dono -&onbr: akseptor-akseptdr ve negetif-negatif, metal-dondr
[T istenen yiik, Pi-Dondr H bagy, Pianyon [ Pi-pi, pi-pi T gekilli etlilesim, Pi-sigma [__| Metal-akseptor

[ pi-atkit [ Halojen [] Karbon hidrojen bag:
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Sekil 7. Ligandlarin, yerlestirilme sonucu katalitik 6z bolgesi kalintilari ile olusturduklar: etkilesimler

5. Sonuc¢

Ozellikle viriislerin ilaglara kars: siirekli direng gelistirmesi ve meydana gelen mutasyonlar
yeni nesil ilaglarin bulunmasi ve var olan ilaglarin iyilestirilmesi elzemdir. Bu ¢alismada
daha once caligilan ligandlardan (2°si onaylanmis HIV-1 integraz ilaci) 32 tane, inhibitor
olarak HIV-1 integraza karsi ilk kez denenen 4 ligand ve yeni tasarlanan 6 ligand Vina
programi ile basarili bir sekilde enzime yerlestirilmistir. Bunun sonucunda L19 ligandinin
en iyi skoru elde ettigi belirlenmektedir. Ilk kez kullanilan ligandlarin ve yeni tasarlanan
ligandlarin genel olarak daha once c¢alisilan ligandlarla karsilastirildiginda sonuglarinin
timit verici oldugu goriilmektedir. Daha dogru bir degerlendirme igin reseptor-ligand
komplekslerinin molekiiler dinamik simiilasyonu ile ligandlarin serbest baglanma

enerjilerinin hesaplanmasi gerekmektedir.
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