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OZET

Retinoid tiirevleri ve RXR-alfa (RXRq) reseptor proteini arasindaki etkilesimleri incelemek igin
AutoDock Tools - 1.5.4 kullanilarak, onceki ¢calismada sentezi gerceklestirilen retinoid analoglarinin doking
calismalart yapimistir. RXRa reseptor proteini, Protein Veri Bankasindan *.pdb formatinda (3FUG)
almmugtir. Bilegiklerin farkli konformasyonlardaki etkilegsiminin baglanma enerjileri elde edilmis ve her bir
bilesigi temsilen en iyi uyumu veren konformasyon seg¢ilmistir. Bilesik 17, RXRa proteinine en gii¢lii

baglanan bilesik (AG = -10.90 kcal/mol) olarak ortaya ¢tkmaktadr.

Anahtar kelimeler: AutoDock Tools, Doking, Retinoid, RXR-c.

ABSTRACT

Docking studies of the previously synthesized retinoid analogues were performed using the AutoDock
Tools - 1.5.4 in order to study the interactions between the retinoid compounds and RXR-alpha (RXRa)
receptor protein. The RXRa receptor protein was taken from the Protein Databank in *.pdb format (3FUG).
The binding energies of the interaction in different conformations were obtained and the best conformation
fit was chosen for the representation of the each compound. Compound 17 appears as the most strongly

linked molecule (AG = -10.90 kcal/mol) to the RXRa receptor protein.
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GIRIS

[lag tasariminda, tasarlanan molekiillerin bilgisayar ortaminda ii¢c-boyutlu (3B) davranislarini
incelemek rasyonel bir yaklagimi zorunlu kilmaktadir. Bu yaklasimda, tasarlanan kimyasal
bilesiklerin 3B molekiiler yapisi belli olan reseptor ile etkilesmeleri g6zoniine alinmaktadir.
Reseptor yapist belli olmasi nedeniyle tasarlanan molekiillerin reseptdrdeki kavitelere uyumu ve
amino asit kalintilariyla etkilesimleri, ¢esitli agilardan irdelenebilmektedir. Bilgisayar ortaminda
3B olarak ligand-reseptdr etkilesmesi olarak ele alinan ve bu nedenle “yapisal-tabanli ilag tasarimi”
olarak bilinen doking ¢alismalar1 da bu sistem i¢inde yer almaktadir. Doking, kararli bir kompleks
olusturmak {izere birbirine baglanan iki molekiilden birinin tercih edilen yonlendirilmesini
bilgisayar ortaminda tahmin edebilen bir yontem olup, hem ilaglarin rasyonel tasariminda, hem de
biyolojik siirecin anlagilmasinda 6nemli bir yere sahiptir (1). Molekiiler doking teknikleri,
bilgisayar destekli rasyonel ilag tasariminda ilag ya da ilag adaylar ile enzim, niikleik asit, reseptor
proteinlerinin birbirine nasil uyum gosterdiklerini arastirmak, kiiciik molekiillii ilag adaylarinin
protein hedeflerine karsi afinitesini, bu proteinlere baglanmasimi ve dolayisiyla biyolojik
aktivitesini Onceden tahmin edebilmek igin siklikla kullanilmaktadir (2, 3, 4, 5). Doking
caligmalarinda, 3B yapisi belli olan reseptore baglanma enerjileri belirlenebilmekte ve reseptdriin
baglanma bdlgesinde ligandin pozisyonu canlandirilabilmektedir. Bu durum, baglanma tipinin
anlagilmasi ve proteinleri hedefleyen kiiglik molekiillii, daha uyumlu ligandlarin tasarlanmasi igin
faydali olabilmektedir (6). Bir molekiil i¢in tahmin edilen iyi bir baglanma afinitesi, o molekiiliin

potansiyel olarak iyi bir baglanici oldugunu gostermektedir (7).

A Vitamininin (retinol) yapisal ve fonksiyonel analoglar1 olan retinoid bilesikleri, biyolojik
etkilerinin bircogunu steroid / tiroid / vitamin D niikleer reseptor ailesinin 6nemli {iyeleri olan iki
tip reseptorle etkileserek etkisini gosterir. Bunlar, alt tipleri a, B, y olan retinoik asit reseptorleri
(RAR) ve retinoid X reseptorleridir (RXR) (8, 9). RXR reseptorleri, RAR i¢in yardimci reseptor
gorevinde olup, RAR ile heterodimer olusturarak DNA’ya baglanmasin1 ve transkripsiyonel
aktivitesini artirir (10, 11). Retinoidal aktivitelerin bircogu, RXR-RAR heterodimerlerinin RAR
bolgesine retinoidlerin baglanmasi ile gerceklesmektedir. Retinoidler, heterodimerik reseptorlere
baglanip aktive ederek, belirli genlerin transkripsiyonel diizenlenmelerini, yani genin kodladigi
protein sentezini dogrudan etkileyebilirler (12). Hem RAR, hem de RXR niikleer reseptorleri i¢in
biyolojik aktif ligandlar mevcut olmakla birlikte (11, 13), tamamen reseptor-spesifik olan, RXR’a
baglanip aktive eden, fakat RAR ile etkilesim gostermeyen dogal ve sentetik RXR ligandlari
bulunmaktadir (13, 14, 15). Retinoid X reseptdrlerinin yapisinda, ligandlarin yiiksek ve spesifik bir

affinite ile baglanabilecegi kiiciik bir cep bulunmaktadir. Bu reseptorleri diger niikleer
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reseptorlerden ayiran 6zelligi, transkripsiyon, gen ifadelenmesi ve glukoz, yag asidi ve kolesterol
metabolizmasi gibi metabolik sinyal yolaklarimi diizenleyici etkileridir. Bu nedenle, bu reseptorler
tip-2 diyabet, hiperlipidemi ve ateroskleroz gibi metabolik bozukluklarda 6nemli rol oynamaktadir
(16). Retinoidal bilesikler iizerinde yapilan arastirmalar ile, tedavi profilini gelistirmek ve/veya

kisitlamak tizere reseptor-selektif retinoidlerin gelisimi hedeflenmektedir (17).

Niikleer reseptor-ligand baglanma bolgeleri {izerindeki kristalografik c¢alismalardaki
ilerleme, ligand-reseptor etkilesimlerinin molekiiler diizeyde anlasilmasini ve dolayisiyla ligandin
reseptoriin hangi alt tipi ile etkilestiginin belirlenmesini saglamistir (18). Niikleer retinoik asit
reseptorlerinin insanlarda kesfedilmesi ve bu reseptdrlerin genler iizerindeki etkisinin gosterilmesi,
retinoidlerin tiimorii baskilamas1 ve farklilagsmaya neden olma aktivitesinin, niikleer retinoik asit
reseptorlerinin aktive edilmesi ile orantili oldugunu ortaya ¢ikarmistir. Hiicreler ve farkli dokular
arasinda bu reseptdr tiplerinin farkli tanmimlanmasi 6nemli bir bulgudur. Standart biyolojik
yontemler kullanilarak, retinoidlerin aktivitesi ile retinoidlerin niikleer retinoid reseptorlerini aktive

etmeleri ya da onlara baglanmalari arasinda iyi bir korelasyon oldugu goriilmiistiir (19, 20).

Onceki ¢aligmamizda, retinoidal etkili bircok sentetik bilesigin yapisinda bulunan
tetrahidronaftalen halkasinin 2. ve/veya 3. konumlarindan, aralarinda gii¢lii antioksidan 6zellikleri
bilinen yapilarin da bulundugu c¢esitli gruplarla siibstitiie edilen toplam 27 adet orijinal amid tiirevi
bilesik (Tablo 1 ve Tablo 2) sentezlenmis ve in vitro olarak nitrik oksit radikalini inhibisyon
aktiviteleri ve hiicre canlilig1 tlizerindeki etkileri aragtirllmistir (21). Literatiirde, cesitli retinoidal
bilesiklerin retinoidal reseptorlere doking programlart kullanilarak yapilmis olan baglanma
caligmalar1 bulunmaktadir (22). Bu g¢aligmada, onceki ¢alismada sentezlenen bilesiklerin RXRa
reseptorii ile uyumunu ve serbest baglanma enerji diizeyini (AG) belirlemenin gelecekte yapilacak
benzeri ¢aligmalara 151k tutacagi diisiincesiyle, sentezlenen bilesiklerin AutoDock 4.0 programi

kullanilarak ligand-protein etkilesmeleri elde edilmistir.

Protein ve ligand arasindaki etkilesimleri incelemek ve etkilesme siirecinde hareket eden
esnek bolgelerin ve ligandin pozisyonunu hesaplamak ic¢in kullanilan AutoDock Tools (ADT),
kiigik molekiillii ligandlarin makromolekiil hedeflerine (genellikle protein, bazen DNA)
yanastirilmasinda en ¢ok adi gegen program paketidir (23, 24, 25). ADT, iki ana program
icermektedir: Bunlardan birincisi, i¢ boyutlu grid yapisinin 6n hesaplamalarinin yapilmasi i¢in
kullanilan AutoGrid programi, digeri ise ligandin hedef proteine doking islemlerini saglayan
AutoDock programidir. AutoDock programimin, kristalografik ligand-protein kompleksinin

gorilintiilenmesinde DOCK, FlexX, GOLD ve Arguslab gibi diger doking programlarina gore
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iistiinliiklerinin bulundugu gosterilmistir (26, 5). AutoDock, protein ile olusturdugu komplekste

ligandin en uygun konformasyonunun belirlenmesini saglar (27).

MATERYAL ve YONTEM

Sentezlenen retinoid analogu bilesiklerin doking c¢alismalari, http://mgltools.scripps.edu
internet sitesinden {icretsiz olarak temin edilen AutoDock Tools (ADT) 1.5.4 program paketi
kullanilarak gerceklestirilmistir. Bilesiklerin 3B yapilarinin elde edilmesi ve minimizasyonunun
saglanmast i¢in HyperChem 5.1 programi kullanilmigtir. Bilesiklerin doking isleminin
gerceklestirilecegi hedef reseptoér olarak secilen RXRa, RXRo agonisti CD3254 (Sekil 1)
molekiilii (28) ile kristali olusturulmus halde (22) 3FUG kodu ile Protein Veri Bankasi1 (PDB) web
sitesinden [http://www.rcsb.org/pdb/home/home.do] *.pdb formatinda temin edilmistir. RXRa
proteini ile RXRao agonist ligand AutoDock 4.0 programi kullanilarak birbirinden ayrilmis ve
onceki ¢aligmada sentezlenmis olan yeni retinoidal bilesiklerin, proteinin ligand baglanma ydresine
doking iglemi gerceklestirilmistir. Bilesiklerin reseptorle farkli konformasyonlardaki etkilesiminin
serbest baglanma enerjileri karsilagtirilmis ve RXRa agonist ligand ile en iyi uyum gosteren
konformasyon belirlenmistir. Proteinin ligand baglanma yoresinde, bilesikler ile RXRa agonist
ligandin {stiiste cakistirildigi 3B protein-ligand kompleksinin goriintiilerini elde etmek igin,
[http://www.cgl.ucsf.edu/chimera] internet sitesinden iicretsiz olarak temin edilen UCSF Chimera

molekiiler modelleme programi chimera-1.3-win32 (29) kullanilmastur.

SONUCLAR ve TARTISMA

Bu c¢aligsmada, 6nceki calismamizda hazirlanmis olan retinoidal bilesiklerin RXRa proteinine
(3FUG) baglanma ozelliklerini arastirmak i¢in, AutoDock Tools (ADT) - 1.5.4 programi
kullanilarak molekiiler modelleme c¢alismalart yapilmistir. Bu program ile elde edilen ve
bilesiklerin reseptdrle uyumunu en iyi sekilde temsil eden goriintiilerde, ligand-protein
etkilesiminde rol oynayan baglardan hidrojen baglari belirlenebilmektedir. Yapilan doking
caligmalar1 sonucunda, tetrahidronaftalen halkasina bagli yan zincirde ve terminalde heteroatom
tastyan bilesiklerin biiylik bir ¢ogunlugunun segilen konformasyonlarimin, proteinin ligand
baglanma yoresindeki belirli aminoasitlerle (ARG316, ALA327, ILE268, ASN306) hidrojen bag1
yaparak RXRa proteinine baglandig1 goriilmiistiir. Bilesik 6, 10, 11, 12, 13, 14, 25, 27 ve 31°in
yapisindaki terminal heteroatomlarin serbest elektronlar1 ile ARG316’nin yan zincirinin

terminalindeki —NH arasinda; bilesik 8, 10 ve 20’deki terminal aromatik halkalara baglh
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heteroatomlarinin serbest elektronlar1 ile ALA327’nin —NH, grubu arasinda; bilesik 17°nin
yapisindaki benzimidazol -NH (Sekil 3) ve bilesik 28’deki amid —NH ile ILE268 arasinda; bilesik
32’deki amid —NH ile ASN306 arasinda hidrojen bagi olusmaktadir. Bu bilesiklerden bazilarinin
farkl1 aminoasitlerle ya da ayn1 aminoasitin farkli heteroatoma bagli hidrojenleri ile bag yaptigi
goriilmektedir. Bilesik 10, terminaldeki aromatik halkada bulunan hidroksil gruplarinin oksijen
atomu lizerindeki serbest elektronlar sayesinde ARG316 ile iki, ALA327 ile bir hidrojen bagi
yapmaktadir (Sekil 2). Bilesik 12, terminaldeki aromatik halkada bulunan metoksi gruplarinin
oksijen atomlar lizerindeki serbest elektronlarla; bilesik 14, yapisindaki asetil troloks aracilifi ile;
bilesik 25, terminaldeki etoksi grubunun oksijen atomu iizerindeki serbest elektronlarla

ARG316’nin yan zincirindeki -NH, gruplarina iki hidrojen bag: ile baglanmaktadir.

‘O l ~_-CCCH
FO

CD3254

A: Alanin

R: Arjinin

F: Fenilalanin
Q: Glutamin
H: Histidin

I: I1zol6sin

L: Losin

V: Valin

Sekil 1. CD3254 Bilesiginin RXRa proteinine baglanmasi (22) (Reprinted and modified with permission
from Perez-Santin, E.P., et al. “Modulating retinoid X receptor with a series of (£)-3-[4-hydroxy-3-(3-
alkoxy-5,5,8,8-tetramethyl-5,6,7,8-tetrahydronaphthalen-2-yl)phenyl] acrylic acids and their 4-alkoxy

isomers” J. Med. Chem., 52, 3150-3158 (2009). Copyright 2009, American Chemical Society.)
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Sekil 2. Bilesik 10’un RXRa proteinine doking islemi sonucunda elde edilen goriintii ve ALA327
ile 1 tane, ARG316 ile 2 tane H-bag1 (yesil) olusumu.

Sekil 3. Bilesik 17°nin RXRa proteinine doking islemi sonucunda elde edilen goriintii ve ILE268 ile H-bag1
(yesil) olusumu.

Referans bilesik CD3254’iin RXRa proteinine baglanma yoresi ile sentezlenen bilesiklerin
ligand-protein etkilesimi paralel bir uyum gostermektedir. CD3254 bilesiginin RXRa proteinine
baglanma yoresinde (Sekil 1) (22) yer alan F439, L436, A272, F313, R316, F346, V349, Q275

aminoasit kalintilari, sentezlenen bilesiklerin RXRa proteinine doking calismasi ile elde edilen ve
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reseptore baglanma cebinde bulunan aminoasitler ile aynidir. Dolayisiyla, sentezlenen bilesiklerin
RXRa proteinine baglanmasi bu proteinin ligand baglanma ydresi araciliglr ile oldugu
anlagilmaktadir. Bu durum, RXRa proteininin ligand baglanma yoresinde, bilesik 10 ve bilesik
17’nin RXRa agonist ligand CD3254 (mavi) ile istiiste ¢akistirildigl protein - ligand kompleksi
goriintiilerinde (Sekil 4) de agikga goriilmektedir. Bu veriler, gelecekteki ¢aligmalarimizda serbest
baglanma enerjisi daha giiclii olabilecek yeni retinoidal bilesiklerin tasarlanmasi/sentezlenmesine

yonlendirmesi bakimindan olduk¢a 6nemli bir altyap1 olusturmaktadir.

Sekil 4. RXRa proteininin ligand baglanma yoresinde, bilesik 10 (A) ve bilesik 17 nin (B) RXRa agonist
ligand CD3254 (mavi) ile Gstiiste ¢cakistirildigi protein - ligand kompleksi.

Bilesiklerin RXRa proteinine baglanma enerjileri (AG) Tablo 1 ve Tablo 2’de verilmistir.
Sentezlenen 7, 9, 10, 15, 16 ve 17 numarali bilesiklerin RXRa proteinine baglanma enerjileri
referans bilesik CD3254’iin baglanma enerjisine (-13.78 kcal/mol) en yakin olup, bilesik 17 (AG =
-10.90 kcal/mol) ve bilesik 10 (AG = -10.59 kcal/mol) RXRa proteinine en giiclii baglanan
bilesikler olarak ortaya ¢ikmaktadir. Ayrica, bilesik 17°nin Onceki g¢aligmada ele alinan biyolojik
aktivite ve hiicre canlilig1 iizerindeki etkilerine bakildiginda, doza bagiml olarak makrofajlardaki
nitrit diizeyini anlamli olarak diisiirirken, hiicreler {izerinde toksik etki gdstermedigi goriilmiistiir
(21). Bu sonuglar, bilesik 17’nin yiiksek nitrik oksit diizeyleri ile karakterize olan enflamatuvar
hastaliklar, RXR proteininin rol oynadig1 metabolik bozukluklar ve kanser tedavisinde iimit verici

oldugunu diisiindiirmektedir.

Bu calisma, onceki calismamizda hazirlanan bilesikler kullanilarak yapilan molekiiler
modelleme ile ortaya konulan ligand-reseptor etkilesiminin olast sonuglarint  dnemle
yansitmaktadir. Bununla birlikte, doking calismasi ile elde edilen sonuglarin deneysel olarak da

saglanip saglanamayacagi arastirilmalidir.
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H3C CHgj

N
HsC~ CHj H R'(Ar)

Tablo 1. N-(3,5,5,8,8-pentametil-5,6,7,8-tetrahidronaftalen-2-il)-karboksamid tiirevi bilesiklerin (6-15)
RXRa proteinine ADT 4.0 kullanilarak yapilan doking ¢alismalar1 sonucunda elde edilen serbest baglanma

enerjileri (AG).

Bilesik R’ (-Ar’) AG Bilesik R’ (-Ar) AG
(kcal/mol) (kcal/mol)
_Ck
s-S ?
/\W -3.50 11 OF -7.39
6
NN
CHj
0" CH,
7 -10.08 12 6 -8.72
NN
CF,
O\ Ok
8 CHa | 499 13 -8.88
o CHe F+C
o) Ck
Ck,
CF: O
O-C.
9 -10.44 14 CH 2.48
/\Q HaC :
o) CHj
CHa
OF FsC_ _CF4
10 /\/©/O|' -10.59 15 /@ -10.44
N F.C” Ch,
(@]
HsC CHj I
C..  ~R(Ar
N
H
HsC CHj

16 —32s
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Tablo 2. RXR Agonisti CD3254 ve 5,5,8,8-Tetrametil-5,6,7,8-tetrahidronaftalen-2-karboksamid tiirevi
bilesiklerin (16-32) RXRa. proteinine ADT 4.0 kullanilarak yapilan doking ¢alismalar: sonucunda elde edilen
serbest baglanma enerjileri (AG).

Bilesik R (-Ar) AG Bilesik R (-Ar) AG
(kcal/mol) (kcal/mol)
0
I
16 OO -10.50 25 /O " OEt -8.43
H
N HaC CHa
17 —</N ]@ -10.90 26 /ii’?\'* 544
k CHEH3
CHs
HaC .
S N E _C
18 /L\} 8.67 27 N 7.78
CHSHB
N/j
19 | -8.98 28 9.47
)\N/ P N
20 fNF 9.38 29 O 9.24
S\ /go . A .
o
21 /\© 9.55 30 A -8.56
F
o
22 /\@\F -9.40 31 N J -8.90
C
23 A@ -8.74 32 A -8.39
C
N
24 -8.59 CD3254 -13.78
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