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ÖZET 

 

BAZI LİPİD DÜŞÜRÜCÜ İLAÇLARIN SERUM PARAOKSONAZ-1 

ENZİMİNE AFİNİTELERİNİN DOCKİNG METODU İLE İNCELENMESİ 

 

Paraoksonaz 1  (PON1) enzimi,  paraoksonaz, arilesteraz ve laktonaz aktivitesi 

gösteren yüksek dansiteli lipoprotein (HDL) ilişkili bir ester hidrolazdır. Bu enzim, 

LDL’nin oksidasyonunu engelleyerek ve okside lipid düzeyini düşürerek ateroskleroz 

oluşumunu azaltmaktadır. Bu çalışmanın amacı, lipid düşürücü ilaçların (statinler, 

fibratlar, niasin, ezetimib, orlistat, sibutramin, probucol ve bazı fitosteroller) PON1 

enzimine afinitelerinin, polimorfik yapıları [PON1 (M/L) 55, (Q/R) 192] göz önüne 

alınarak incelenmesi idi. Bu inceleme için homoloji modelleme metodu ile X-RAY 

kristalografik yapısı belirlenmiş serum PON1 enzimine 10 ns’lik moleküler dinamik 

simülasyonun ardından AutoDock 4 yazılımı ile moleküler docking metodu uygulandı. 

Bu çalışmada en yüksek afiniteye sahip olan ilaçlar PON1 normal yapıda brassikasterol, 

Q/R 192 polimorfik yapıda sibutramin ve M/L 55 polimorfik yapıda stigmasterol iken; 

en düşük afiniteye sahip olan ilaçlar PON1 normal ve M/L 55 polimorfik yapıda 

orlistat, Q/R 192 polimorfik yapıda atorvastatin olarak hesaplandı. Lakton yapıya sahip 

statinler olan simvastatin, lovastatin ve mevastatin diğer statin grubu ilaçlardan daha 

yüksek afinite gösterdi. Steroller PON1 normal yapı ve M/L 55 polimorfik yapıda en 

yüksek afinite değerlerine sahip olamsına rağmen Q/R 192 polimorfik yapıda 

ortalamanın altında afinite değerlerine sahipti. Hiperlipipidemi tedavisinde, yüksek 

afiniteye sahip ilaçların (brassikasterol, sibutramin ve stigmastreol) paraoksonaz 

enziminin aktivitesini düşürebilme etkisini sahip olabileceği göz önüne alındığında 

düşük afiniteye sahip ilaçların (orlistat ve atorvastatin) kullanılmasının daha uygun 

olabileceği kanısına varıldı. Ancak bu sonuçların in vivo ve in vitro çalışmalar ile 

desteklenmeye ihtiyacı vardır. 

 

Anahtar Sözcükler: Biyoinformatik, Fibrat, Fitosterol, Paraoksonaz, Protein 

docking, Statin 
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SUMMARY 

 

INVESTIGATION OF THE AFFINITIES OF PARAOXONASE-1 ENZYME TO 

SOME LIPID-LOWERING DRUGS BY DOCKING METHOD 

 

Paraoxonase 1 (PON1) enzyme is an ester hydrolase associated with high 

density lipoprotein (HDL) and having paraoxonase, arylesterase and laktonase 

activities. This enzyme reduces the formation of atherosclerosis by preventing the 

oxidation of LDL and by reducing the level of oxidized lipids. The aim of this study 

was to examine the affinities of lipid lowering drugs (statins, fibrates, niacin, ezetimibe, 

orlistat, sibutramine, probucol and some phytosterols) on PON1 enzyme by considering 

polymorphic structures [PON1 (M/L) 55, (Q/R) 192]. For this investigation the 

molecular docking method was applied using Autodock4 software on X-RAY 

crystallographic structure of PON1 determined by homology modeling method after 10 

ns molecular dynamic simulation. In this study, while the highest affinity drug are 

brassicasterol for PON1 normal, sibutramine for Q/R 192 and stigmasterol for M/L 55 

polymorphic structures, the lowest affinity drugs are orlistat for PON1 normal and M/L 

55 polymorphic structures, and atorvastatin for Q/R 192 structure. Simvastatin, 

lovastatin, and mevastatin, which are lactone structure statins, showed higher affinity 

than the other statin group drugs. Despite sterols having the highest affinities in normal 

and polymorphic structure of PON1; they have below-average affinity values on Q/R 

192 polymorphic structure. It was concluded that it may be more appropriate to use the 

low affinity drugs (orlistat and atorvastatin) in hyperlipidemia treatment considering 

that the highest affinity drugs (brassikasterol, sibutramin ve stigmasterol) can have 

effect of reducing the activity of paraoxonase.  However, these findings need to be 

supported with in vivo and in vitro studies. 

 

Key Words: Bioinformatics, Fibrat, Paraoxonase, Phytosterol, Protein docking, 

Statin 
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3. GİRİŞ ve AMAÇ 

 

Lipid düşürücü ilaçlar günümüzde ilaç sanayinde son derece önemli bir yere 

sahiptir. Ateroskleroz ve kardiovasküler hastalıkların tedavisinde de kullanılan bu 

ilaçların vücuttaki etki mekanizmaları günümüzde hala araştırmacıların favori konuları 

arasındadır. PON1 enziminin lipid düşürücü ilaçlar ile ilişkisi birçok araştırmacı 

tarafından incelenmiş ortaya çelişkili sonuçlar çıkmıştır (1). Deneysel yöntemlerle 

çalışılan bu ilaçların daha çok enzim aktivitesine nasıl etki ettiği üzerinde durulmuş ve 

hesaplamalı yöntemlerle afinite ilişkisi literatürde yer almamıştır. 

 

Son 10-15 yılda hesaplamalı bilimler ve bilgisayar teknolojisindeki takip edilemez 

ilerleme, tıp ve farmakolojik bilimleri de etkisi altına almıştır. Protein, küçük molekül, 

nükleotid ve amino asit gibi canlılığın vaz geçilmez yapı taşlarına ait yapısal bilgileri 

içeren veri bankalarının geçmişi 80’li yıllara kadar dayanmaktadır. Protein data bank 

gibi makro moleküler veri bankaları, pubchem ve chemspider gibi ilaç, metabolitler, 

pestisitler gibi küçük moleküleri içerisinde barındıran dev veri tabanları, GenBank ve 

Uniprot gibi nükleotid ve amino asit düzeyindeki veri bankaları bunlardan sadece bir 

kaçıdır. Fakat bu devasa veri bankalarının işlenmesi için gerekli olan yüksek hesaplama 

gücüne sahip düşük maliyetli bilgisayarlar son on yılda ticari sektör ve bilim 

insanlarının hizmetine sunulabilmiştir. Canlı bünyesinde cereyan eden enzim substrat 

etkileşimleri, ilaçların protein reseptörlere olan ilgileri, proteinlerin, hücre zarları ve 

virüslerin üç boyutlu yapı ve in sitü davranışları bilgisayar ortamında son derece 

karmaşık yazılım ve algoritmalar ile incelenerek araştırmacıların eşsiz bilgi ve bulgulara 

ulaşmasına yardımcı olmuştur. Anti-HIV ilaç geliştirilmesi gibi Bu alanda gerçekleşen 

bir çok başarı hikayesi ve hızla artan oranda araştırmacının bu alana büyük ilgi duyması 

biyomühendislik, protein mühendisliği gibi bilim dallarının ortaya çıkması ve popüler 

hale gelmesinin yolunu açmıştır. 

  

Moleküler docking yöntemi yıllardan beri ilgi odağı olmuştur. Genelde bugün 

AutoDock, Flexx, GOLD ve DOCK gibi, makul doğruluk ve hızlarda çalışan docking 

programları ile protein-ligand karmaşık yapılar tahmin edilebilmektedir. Bu tür docking 

programları veri bankalarındaki yüzbinlerce molekülü hedef moleküldeki bağlanma 
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bölgesine afinitesi ve konformasyonlarını hesaplamaktadırlar. Deneysel çalışmalarla 

karşılaştırıldığında bilgisayarların güçlü hesaplama yeteneği sayesinde maliyet ve iş 

gücünü büyük oranda düşürmeyi hedeflemektedir. Bu postgenomik çağda "ilaç hedefi 

olabilecek" biyolojik hedeflerin sayısında dramatik bir artış ile moleküler docking 

şüphesiz ilaç keşfinde önemli bir rol oynamaya devam edecektir (2). Autodock 

kullanımı kolay olması ve kabul edilebilir doğrulukta sonuçlar ortaya koyması 

nedeniyle literatürde en çok tercih edilen moleküler docking programıdır. 

 

Son yıllarda artan bir ivmeyle çalışma konusu olan ve özellikle anti aterosklerotik 

özelliği ve toksik metobolitleri hidrolizi ile önem kazanan PON1 enzimi, (M/L) 55 ve 

(Q/R) 192 polimorfik yapıları ile lipid düşürücü ilaçlar arasında nasıl bir afinite ilişkisi 

vardır? Sorusuna hesaplamalı bilimler ve bilgisayar teknolojisinden faydalanılarak bu 

çalışmada yanıt aranmaya çalışılmıştır. Bu çalışmada moleküler docking metodundan 

faydalanılarak lipid düşürücü ilaçların PON1 ve polimorfik yapılarına afinitelerinin 

ölçülüp değerlendirilmesi amaçlanmıştır. Bu çalışma ile lipid düşürücü ilaçların enzim 

aktivitesine etkisi moleküler docking metodundan faydalanılarak hangi ilacın PON1 

enzimi ile ilişkisi açısından faydalı olabileceği hedeflenmiş olup her herhangibir 

kimyasala maruz kalmadan zaman ve paradan tasarruf yapılarak ileri çalışmalar için bir 

öneri olarak sunulmuştur.  
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4. GENEL BİLGİLER 

 

4.1. Paraoksonaz Ailesi 

 

Paraoksonaz enzim ailesi, son yıllarda özellikle detoksifikasyon özelliği ile geniş 

uygulama alanlarında ilgi görmüştür. Paraoksonaz, homosistein, tiyolakton, ilaç 

metabolizması ve sinir ajanlarının detoksifikasyonu dâhil olmak üzere fizyolojik olarak 

önemli rollere sahip bir paraoksonaz enzimdir. 1950’li yıllarda Aldridge (3), birçok 

memeli türü ve insan serumunda paraoksonun hidrolizini çalışmış ve organofosfatları 

hidroliz etme kabiliyetinden dolayı diğer esterazlardan ayırmak için A-esteraz 

(paraoksonaz) adını önermiştir. İnsan paraoksonaz ailesi kromozom 7’de yer alır. Farklı 

tipte birçok substrat çeşidine karşı hidrolitik aktiviteye sahip olan üç tipi vardır (4). 

Paraoksonaz gen ailesi, Parmo ve arkadaşları (5) tarafından 1996 yılında multi gen 

ailesi olarak keşfedilerek PON1, PON2 ve PON3 olarak isimlendirilmiştir. İnsan PON1 

ve PON2 genlerinin her biri 9 eksona ve eşdeğer pozisyonlarda ekson-intron 

bağlantılarına sahiptir. PON1, PON2 ve PON3 genleri insanda kromozom 7’nin uzun 

kolunda farede ise kromozom 6’da yerleşmiştir (5). Bu üç gen arasında nükleotid 

düzeyinde %70, amino asit düzeyinde %60 benzerlik vardır. P0N1, P0N2 ve P0N3 

dokuz eksona sahiptir fakat PON1 ekson 4’te pozisyon 106 (lizin)’ya denk gelen ekstra 

bir kotona daha sahiptir (5, 6). PON1 mRNA’sı karaciğerde ifade edilirken PON3 

mRNA’sı birincil olarak karaciğerde ayrıca böbrekte ifade edilir. PON1 ve PON3’ün 

aksine PON2 böbrekler, karaciğer, akciğer, ince bağırsak, plasenta, dalak, mide ve testis 

gibi birçok dokuda ifade edilir (7). PON1 özellikle son yıllarda anti toksikolojik 

özellikleri ile yaygın araştırma konusu olmuştur. PON1’in aksine, PON2 ve PON3 

enzimi çok daha az incelenmiştir. PON2 yaklaşık 44 kDa molekül kütleli hücre içi bir 

proteindir (7). PON2 mRNA’sı yüksek oranda karaciğer, akciğer, plasenta, testisler ve 

kalp olmak üzere hemen hemen tüm insan dokusunda ifade edilir. PON2 mRNA’sı aynı 

zamanda endotel hücresi, düz kas hücresi ve makrofaj içeren arter duvar hücreleri içinde 

de bulunur. PON2, HDL (high density lipoprotein) veya LDL (low density lipoprotein) 

ile ilişkili değildir (8, 9). PON2, PON1 ve PON3 gibi N-terminal sinyal sekansına sahip 

olmasına rağmen plazma membranı ile ilişkili olarak hücrede bulunduğu görülmektedir. 

PON2’nin sadece küçük miktarlarda hücreden salgılandığı ya da hemen parçalandığı 
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düşünülmektedir (9). Her üç PON enzim içerisinde, PON3 en son olarak keşfedilmiştir. 

PON3 ağırlıklı olarak karaciğerde sentezlenir ve serum içinde HDL ile ilişkili fakat 

PON1’e göre çok daha düşük seviyelerdedir. PON3 mRNA’sının karaciğerde 

ekspresyonunun yanı sıra, aynı zamanda böbrekte ifade edildiği tespit edilmiştir. PON3 

yaklaşık olarak 40 kDa molekül ağırlığında olup antioksidan özelliğe sahiptir (9). 

 

4.1.1. Paraoksonaz-1 (PON1) 

 

PON1, yapısında kalsiyum bulunduran 43-47 kDa ağırlığında ve 354 amino 

asitten oluşan bir glikoproteindir. Ağırlıklı olarak karaciğerde eksprese edilen PON1, 

HDL’ye bağımlı apolipoprotein A1 ile birlikte dolaşıma katılır (10). LDL’nin 

oksidasyonunu engellemektedir (11). PON1, paraoksonaz (E.C.3.1.8.1), laktonaz (EC 

3.1.1.81) ve arilesteraz (E.C.3.1.1.2) aktivitesine sahip bir ester hidrolazdır (12-14). 

 

90’lı yıllardaki çalışmalar insan ve tavşan paraoksonazının saflaştırılmasına 

olanak tanımış, klonlama ve sekanslama da bunu takip etmiştir (15). Memeli 

rekombinant PON1’in üç boyutlu yapısı Harel M ve arkadaşları tarafından yapılan 

çalışma ile gösterilmiştir (16). Fonksiyonları ve fizyolojik substratları bilinmesine 

rağmen PON1 tam olarak anlaşılamamıştır. PON1’in anti aterosklerotik etki ve ilaç 

metabolizmasındaki rolünde geniş bir hidrolitik aktiviteye sahip olduğu gösterilmiştir 

(17). 

 

İnsanlarda tek nükleotid polimorfizmi PON1’in durumunu anlamlı düzeyde 

belirlemektedir. Yüksek PON1 düzeyi düşük kardiyovasküler hastalık riski ile bağlantılı 

olabileceği düşünülmüştür (18). İn-siliko veri tabanları kullanarak çeşitli transkripsiyon 

faktörleri ve mikroRNA’nın PON1 için varsayılan düzenleyici olabileceği önerilmiştir. 

Genetik faktörler ve yaşam tarzının yanında PON1 aktivitesine ilaçlar ve diyetsel 

faktörler de etkili olabilmektedir. PON1’in durumu; yağ ve yağ asitleri, antioksidan 

vitaminler (örneğin askorbik asit ve tokoferol), polifenoller ve polifenol açısından 

zengin besinleri içeren diyetlerle belirlenmektedir (18). Şekil.1’de Sanan ve 

arkadaşlarının (19) insan PON1 G2E6 varyantının X-RAY kristalografik yapısından 

faydalanarak elde ettiği PON1 görüntüsü şematize edilmiştir. 
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Şekil 1. İnsan PON1 G2E6 varyantının X-RAY kristalografik yapısı (19). 

 

4.1.1.1. PON1’in Katalitik Aktivitesi 

 

Kofaktör olarak yapısal ve katalitik aktivitede rolü olan iki kalsiyum atomu 

paraoksonaz içindeki tünelde yerleşmiş haldedir (16). Enzimin aktif bölgesinde yer alan 

histidin- histidin çiftinin (H115 ve H134) katalitik mekanizmada rolü vardır (20). 

 

Bir takım amino asitlerin esteraz ve PON1 aktivitesindeki önemi, eksikliğinde 

aktivitede azalma ya da kaybolmaya sebebiyet vermesiyle ortaya konulmuştur. Bu 

amino asitlerden bazıları L69, H115, H134, D169, F222, D269, H285, F292, T332, 

V346 ve W281’dır (21). İleri çalışmalar laktonaz / esteraz ve fosfotriesteraz 

aktivitelerini etkileyen amino asitlerin aktif bölgenin farklı kısımlarında yer aldığını 

göstermiştir (14, 22). Şekil 2’de Harel ve arkadaşlarının (16) çalışmalarında elde ettiği 

paraoksonaz enzimin aktif merkezi gösterilmiştir.  
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Şekil 2. PON1’in aktif bölgesinde yer alan Ca
+2

 (yeşil küre)’in ve katalitik 

aktiviteden sorumlu aminoasitlerin X-RAY kristalografik görüntüsü 

(16). 

 

Şekil 3’te fenilasetat ve paraoksonun paraoksonaz ile hidrolizi gösterilmiştir (23). 

 

 

+ 

 

=> 

 

+ 

 

Fenilasetat  Su  Fenol  Asetat 

 

+ 

 

=> 

 

+ 
 

Paraokson  Su  p-nitrofenol  Dietil fosfat 

 

Şekil 3. Çeşitli paraoksonaz substratları (23). 
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4.1.1.2. PON1 Gen Polimorfizmi 

 

PON1’in kodlandığı iki ortak polimorfizm vardır. Bunlardan biri metiyonin ile 

lösinin yer değiştirdiği 55’ci konum (M/L 55) diğeri ise glutamin ve argininin yer 

değiştirdiği 192. konumdur (Q/R192). mRNA seviyesinde M/L 55 polimorfizminde 

260’cı mRNA pozisyonunda timin yerine adenin gelirken (TTG⇒ATG) Q/R 192 

polimorfizminde ise 672’ci mRNA pozisyonunda adenin yerine guanin (CAA⇒CGA) 

gelmiştir (24). M/L 55 polimorfizmi, inme, koroner arter hastalığı, Parkinson hastalığı, 

total ve LDL kolesterol düzeylerinde farklılıklar ve PON1 mesajı ile paraoksonun 

aktivite düzeyleri ile ilişkili iken Q/R 192 polimorfizmi ise paraokson, diazoxon, soman 

ve sarin gibi çeşitli moleküllerin hidroliz oranlarını etkilediği ve buna ek olarak koroner 

arter hastalığı, inme, ailesel hiperkolesterolemi, tip 2 diyabet ve Parkinson hastalığı ile 

ilişkisi gözlenmiştir (25).  

 

Herhangi bir kıstasa göre belirlenmiş bir insan popülasyonunda serum PON1 

aktivitesi en az 40 kat değişebilir. Bu değişkenliğin çoğu PON1 geninin kodlama 

[PON1 (M/L) 55, (Q/R) 192] bölgesinde ve promoter (108C/T) bölgedeki genetik 

bölgesinde bulunmaktadır. PON1 (Q/R) 192 polimorfizmi, enzimin hidrolitik 

aktivitesinde substrat polimorfizmi ile izah edilebilir (26). PON1 (M/L) 55 

polimorfizmi, PON1’in HDL-C ile bağlanmasında rol oynayan N-terminal kısmında 

görülür (27). Her iki polimorfik yapının paraoksonaz ve arilesteraz aktivitesinin benzer 

olduğu gösterilmiştir (28).  

 

4.2. Lipid Düşürücü İlaçlar 

 

Lipid düşürücü ilaçlar, genel olarak, hiperlipidemi hastalarında lipidin farklı 

formlarının yükselmiş seviyelerini kontrol etmede yardımcı olur. Lipid düşürücü ilaçlar 

olan statinler kolesterol düşürücü iken fibratlar yağ asidi ve trigliserit üzerinde etkilidir. 

Buna ek olarak ezetimib ve niasin gibi ilaçlar da kolesterolün kontrolünde 

kullanılmaktadır (1). Yapılan çalışmalar bazı lipid düşürücü ilaçların PON1 aktivitesini 

baskıladığını rapor ederken bazı ilaçların ise aksine PON1 aktivitesini artırdığını 

gözlemlemiştir (29).  
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4.2.1. Statinler 

 

Fungusların savunma mekanizmaları üzerine çalışan Endo ve arkadaşları (30) 

statinlerin 3-hidroksi-3-metilglutaril koenzim A (HMG-CoA) redüktazı inhibe ettiğini 

ve böylece kolesterol biyosentezini baskıladığını göstererek mevastatin yapısını ilk 

statin grubu bileşik olarak rapor etmişlerdir. Farmasötik formda bulunan sitatinler 

arasında lovastatin, simvastatin, pravastatin, fluvastatin, atorvastatin, rosuvastatin ve 

pitavastatin bulunmaktadır (31). İlk elde edilen statinlerden olan lovastatin ve 

mevastatin fungiden elde edilirken diğer bileşikler, ilk statinlerin çeşitli 

modifikasyonları sonucunda kimyasal sentez yolu ile elde edilmişlerdir (1).  

 

Statin moleküllerinde ortak olarak dihidroksi heptanoik veya heptenoik asit 

yanzincirleri bulunur (32). Bu zincir HMG-CoA redüktaz enziminin aktif bölgesine 

bağlanır ve yarışmalı bir inhibisyona neden olur. Bu inhibisyon ile Asetil CoA’dan 

mevalonik asit sentezi gerçekleşemez ve kolesterol sentezi inhibe olur. Hücre içinde 

sentezlenen kolesterolün azalması ile karaciğer hücre yüzeyinde bulunan LDL ve VLDL 

reseptörlerinin sayısı artar. Bu reseptörler dolaşımda bulunan LDL ve VLDL’yi 

yakalayıp karaciğer hücresine alarak plazmadaki miktarlarının azalmasına neden olur. 

Yani statinlerin kolesterol düşürücü etkileri bir yandan hücre içi sentezi azaltıp, diğer 

yandan da dolaşımdaki LDL’nin hücre içine alınmasını sağlayarak gerçekleşir (33). 

 

4.2.1.1. Atorvastatin 

 

Atorvastatin ilk defa 1985 yılında Bruce Roth tarafından sentezlenmiştir (34) 

(Şekil 4). Dislipidemi ve kardiyovasküler hastalıkların önlenmesinde yaygın olarak 

kullanılmaktadır (35). Diğer statinler gibi atorvastatin de HMG-CoA’nın yarışmalı 

inhibitörüdür. HMG-CoA’dan mevalonat sentezini inhibe ederek hepatik kolesterol 

biyosentezini azaltır (34). Atorvastatinin enzimi inhibe etmesi ile hepatositlerdeki LDL 

reseptör sayısı artar ve serum LDL konsantrasyonu azalır (36). Kural ve arkadaşları (37) 

atorvastatinin serum paraoksonaz aktivitesi ve HDL düzeyini anlamlı derecede arttığını 

göstermiştir. Abdin ve arkadaşları (38) tip 2 diyabetli mısırlı hastalarda atorvastatin 

tedavisinin paraoksonaz aktivitesini artırdığını gözlemlemişler ve paraoksonazın 
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diyabetin ve diyabetik nöfropatinin tedavisinde yeni bir seçenek olabileceğini ileri 

sürmüşlerdir.  

 

 
 

Şekil 4. Atorvastatin (Pubchem.org- CID 60823) 

 

4.2.1.2. Fluvastatin 

 

Fluvastatin hiperkolesterolemi tedavisinde ve kardiyovasküler hastalığı önlemek 

için kullanılan statin grubu ilaç sınıfının bir üyesidir. HMG-CoA’nın yarışmalı 

inhibitörüdür. HMG-CoA’dan Mevalonat sentezini inhibe ederek hepatik kolesterol 

biyosentezini azaltır (34). Yapılan çalışmalar fluvastatinin PON-1 aktivitesini paraokson 

ve fenilasetata göre yaklaşık %24 ile %17 oranında azalttığını göstermiştir (39). 

Sıçanlar üzerinde yapılan bir çalışmada yüksek dozda fluvastatin verilen sıçanların 

karaciğer ve plazma PON1 seviyelerinin düştüğü fakat düşük dozda sadece karaciğer 

PON1 aktivitesinin arttığı gözlenmiştir (40). 
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Şekil 5. Fluvastatin (Pubchem.org-CID 1548972). 

 

4.2.1.3. Lovastatin 

 

Güçlü bir HMG-CoA redüktaz inhibitörü olan lovastatin 1970’lerde plazma LDL 

seviyesini düşürücü lakton içeren statin grubu bir ilaç olarak keşfedilmiştir (41). 

Lovastatin özellikle istiridye mantarı ve kırmızı pirinç maya gibi gıdalarda bulunan 

doğal bir ilaçtır (42, 43). 

 

 
 

Şekil 6. Lovastatin (Pubchem.org-CID 53232). 
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4.2.1.4. Mevastatin 

 

Mevastatin 1970'lerde Akira Endo tarafından Penicillium citrinum’dan izole 

edilmiş ve HMG-CoA redüktaz inhibitörü olarak tanımlanmıştır (30). Lakton içeren bir 

ilaç olan lovastatinin PON1 tarafından metabolize edildiği gösterilmiştir (44). 

 

 
 

Şekil 7. Mevastatin (Pubchem.org-CID 64715). 

 

4.2.1.5. Pitavastatin 

 

Diğer statinler gibi HMG-CoA redüktaz inhibitörü olan Pitavastatin, Nissan 

Kimya Endüstrileri ve Kowa İlaç tarafından Tokyo’da keşfedilmiştir (45). Yapılan 

çalışmalar Pitavastatinin PON1 promoter aktivitesini artırdığını göstermiştir (46). 

 

 
 

Şekil 8. Pitavastatin (Pubchem.org-CID 5282452). 
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4.2.1.6. Pravastatin 

 

Başlangıçta CS-514 olarak bilinen ilaç, Sankyo İlaç A.Ş. araştırmacıları tarafından 

Nocardia autotrophica adı verilen bir bakteride tespit edilmiştir (47). Pravastatinin 

paraoksonaz enzim aktivitesi üzerinde kayda değer anlamlı bir etkisinin olmadığı 

gözlenmiştir (40). 

 

 
 

Şekil 9. Pravastatin (Pubchem.org-CID 54687). 

 

4.2.1.7. Rosuvastatin 

 

Statin grubu ilaç sınıfında yer alan rosuvastatin, yüksek kolesterol ve 

kardiyovasküler hastalıklara karşı kullanılır (48, 49). Rosuvastatinin diğer statinlerden 

farklı olarak yapısında sülfon grubu bulunur (50). Rosuvastatin HMG-CoA redüktazın 

yarışmalı inhibitörüdür. Ortalama yarı ömrü 19 saat ve oral yolla alımda plazma pik 

konsantrasyonu 3-5 saat kadardır (51). Rosuvastatin ile yapılan tedavilerde PON-1 

aktivitesinin anlamlı düzeyde arttığı gözlenmiştir (52). 
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Şekil 10. Rosuvastatin (Pubchem.org-CID 446157). 

 

4.2.1.8. Simvastatin 

 

Simvastatin, dislipidemi ve kardiyovasküler hastalığın önlenmesinde kullanılan 

statin grubu lakton yapılı bir ilaçtır (53, 54). Diğer statinler gibi HMG-CoA redüktaz 

inhibitörüdür (55). İn vitro kültür medyumunda insan HuH7 hepatoma hücreleri 

üzerinde yapılan bir çalışmada simvastatinin PON1 aktivitesini ve PON1 mRNA 

düzeyini %25-50 düşürdüğü gözlenmiştir (56).  

 

 
 

Şekil 11. Simvastatin (Pubchem.org-CID 54454). 

 

4.2.1.9. Paraoksonaz ve Statinler 

 

Son yıllarda, çeşitli klinik çalışmalarda PON1 aktivitesi üzerine statinlerin etkisi 

incelenmiştir. Ağırlıklı olarak simvastatin ve atorvastatinin kullanıldığı çalışmalarda 
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sonuçlar çelişkili olsa da ağırlıklı olarak statinlerin PON1 aktivitesi ve PON1/HDL 

oranını artırdığı gözlenmiştir (57). İn vitro kültür ortamında insan HuH7 hepatoma 

hücreleri üzerinde yapılan bir çalışmada pravastatin, simvastatin ve fluvastatinin PON1 

aktivitesini ve PON1 mRNA düzeyini %25-50 düşürdüğü gözlenmiştir. Yine aynı 

hücrelerde yapılan çalışmada fenofibrik asidin PON1 aktivitesini %30-50 artırdığı 

gözlenmiştir (56). İzole edilmiş lipoproteinler üzerine yapılan bir başka in vitro 

çalışmada atorvastatinin iki okside metaboliti ve gemfibrozil metabolitinin HDL ile 

ilişkili PON1 aktivitesini artırdığı gösterilmiştir (58). Gouédard ve arkadaşları insan 

hepatoma hücre kültüründe (HuH7) pravastatin, simvastatin ve fluvastatin’in PON1 

aktivitesi ve mRNA düzeylerini anlamlı düzeyde azalttığını göstermiştir. Yapılan 

çalışmada birkaç transkripsiyon başlama sitesi tespit edilerek fibrat ve statinlerin 

düzenlemede katkıları olduğu gösterilmiştir (59). Tomás ve arkadaşları’nın simvastatin 

tedavisinin PON1 aktivitesi üzerinde PON1-192 ve PON1-55 genetik polimorfizminin 

etkili olup olmayacağını araştırmıştır. PON1-192 ve PON1-55 polimorfizminin etkisinin 

simvastatin tedavisi öncesi ve sonrası değerlendirildiğinde anlamlı düzeyde farklılık 

gösterdiği bildirilmiştir (60). 

 

4.2.2. Fibratlar 

 

Lipit düzenleyici tedavide yaygın olarak kullanılan fibratlar, plazma trigliserit 

düzeyini önemli ölçüde düşürerek sonuçta LDL kolesterol düzeyinin azalmasına ve 

HDL kolesterol konsantrasyonlarının artmasına yardım ederler (61). Klofibrat 1960’da 

Japonya’da keşfedilen İlk fibrattır. Ciprofibrat, bezafibrat, fenofibrat ve gemfibrozil gibi 

diğer fibratlar sonraki çalışmalarda üretilmişlerdir. Yapılan çalışmalar klofibrat ve 

ciprofibrat gibi ilaçların uzun süre kullanımının peroksizom proliferasyonuna sebebiyet 

verdiğini ve karaciğerde hepatomegali ve tümör oluşumlarına yol açtığını göstermiştir 

(62, 63).  

 

Fibratlar, lipoprotein metabolizmasını kontrol eden genlerin ekspresyonunda 

değişiklikler yaparak etkilerini gösterirler. " Peroksizom Proliferatör aktive edici 

Reseptörler " (PPAR) olarak isimlendirilen nükleer hormon reseptörleri bu etki için 

aracılık rolünü üstlenir (64). PPAR'ler çevreden aldıkları sinyalleri genoma taşıyan 
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transkripsiyon faktörleridir. Nükleer reseptörler DNA'yı tanıyarak "response element" 

olarak isimlendirilen spesifik yerlere bağlanır. Fibrat etkisiyle aktive olan PPAR'ler 

diğer bir nükleer reseptörle (retinoik asit -x- reseptör) heterojen bir şekilde birleşerek 

"peroksizom proliferatör response element" olarak adlandırılan spesifik RE'ye bağlanır 

ve hedef genin transkripsiyon hızını değiştirir. Fibratların lipoproteinler üzerine etkisi 

PPARα aracılığıyladır (64). 

 

4.2.2.1. Bezafibrat 

 

Bezafibrat hiperlipidemi tedavisinde kullanılan fibrat türü bir ilaçtır. Kandaki 

LDL kolesterol ve trigliserit seviyelerini düşürmede ve HDL düzeyini artırmada 

yardımcı olur (65). 

 

 
 

Şekil 12. Bezafibrat (Pubchem.org-CID 39042). 

 

4.2.2.2. Ciprofibrat 

 

Ciprofibrat diğer fibratlar gibi kardiyovasküler riskin azaltılması ve dislipidemi 

tedavisinde kullanılmaktadır (66). Ciprofibrat ile yapılan tedavide plazma LDL ve Apo 

B-100 seviyesinde belirgin azalma gözlenmiştir. Ayrıca trigliserit ve serbest kolesterol 

düzeyinin normale dönmesine yardımcı olduğu görülmüştür (67). 

 

 
 

Şekil 13. Ciprofibrat (Pubchem.org-CID 2763). 
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4.2.2.3. Klofibrat 

 

Atromid-S ticari ismine sahip Fibrat türü molekül olan Klofibrat plazma 

kolesterol ve trigliserit seviyelerini düşürmeye yardımcıdır. Lipoprotein lipaz 

aktivitesini artırarak VLDL(very low density lipoprotein)’nin LDL’ye dönüşümünü 

hızlandırır ve böylece plazma VLDL seviyesinin düşmesini sağlar (68). 

 

 
 

Şekil 14. Klofibrat (Pubchem.org-CID 2796). 

 

4.2.2.4. Fenofibrat 

 

Diğer fibrik asit türevleriyle yapısal benzerliğe sahip olan fenofibrat klofibrat gibi 

lipid düzenleyici bir ilaçtır. Hiper trigliseridemik ve hiperkolesterolemik hastalarda 

plazma trigliserit ve total kolesterol miktarlarının azaltılmasında etkendir. Tedavi öncesi 

düşük değerlere sahip hastalarda yüksek dansiteli kolesterol (HDL) seviyesi genellikle 

artar. Fenofibrat, hiper lipoproteinemili diyabetik hastalarda glisemik kontrolde 

herhangi bir yan etki oluşturmadan eşit derecede etkili olduğu görülmüştür. Plazma 

lipid düzeyi üzerindeki fenofibratın etkisi uzun süreli (2 ila 7 yıl) tedavi sırasında devam 

etmektedir (69). 

 

 
 

Şekil 15. Fenofibrat (Pubchem.org-CID 3339). 
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4.2.2.5. Gemfibrozil 

 

Gemfibrozil FDA (U.S. Food and Drug Administration) onaylı fibrat türü bir 

ilaçtır. Yapısal olarak amfipatik karakterli karboksilik asit molekülüdür. Serum lipid 

düşürücü olarak 1968’de Detroit şehrinde ilk kez Parke Davis Araştırma Laboratuvarı 

tarafından tasarlanmıştır (70). 1976 yılında hipolipidemik ve plazma trigliserit düşürücü 

güçlü özellikleriyle markete başarılı şekilde giriş yapmıştır (71). 

 

 
 

Şekil 16. Gemfibrozil (Pubchem.org-CID 3463). 

 

4.2.2.6. Paraoksonaz ve Fibratlar 

 

Fibratların paraoksonaz üzerine etkisini gösteren çeşitli çalışmalar yapılmıştır. 

Gemfibrozil’in PON1 aktivitesi üzerine yaptığı etkiyi gösteren bir çalışmada PON1 

aktivitesi %44-33 oranında düşük rapor edilmiştir(72). İzole edilmiş lipoproteinler 

üzerine yapılan bir başka in vitro çalışmada atorvastatinin iki okside metaboliti ve 

gemfibrozil metabolitinin HDL ile ilişkili PON1 aktivitesini artırdığı gösterilmiştir (58). 

Simvastatin, gemfibrozil ve fenofibrat ile tedavi edilen hastalarda PON1 aktivitesi 

artarken ciprofibrat, bezafibrat ve gemfibrozil ile tedavi edilen hastalarda PON1 

aktivitesinde anlamlı bir değişiklik olmadığı gözlenmiştir (73-77). 

 

4.2.3. Fitosteroller 

 

Bitki sterolleri ve stanollerini kapsayan fitosteroller, karbon yan zinciri oluşumu 

ve çift bağ varlığı ya da yokluğuna göre kolesterole benzemektedirler. Stanoller, sterol 

halka yapısında çift bağ bulundurmadığından doymuş sterollerdir. 200’den fazla sterol 

ve benzer yapısı tanımlanmıştır (78). Diyetle alınan fitosteroller, karaciğer lipid 
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metabolizmasını etkiler, Asetil-CoA karboksilaz ve malik enzim aktiviteleri anlamlı 

düzeyde azaltarak düzenleyici rol oynarlar (79). 

 

4.2.4. Diğer Lipid Düşürücü İlaçlar 

 

4.2.4.1. Ezetimib 

 

Ezetimib, diyet ve safra kökenli kolesterolün bağırsak duvarından emilimini 

engelleyen kolesterol emilim inhibitörüdür (80). Tang ve arkadaşları in vitro 

çalışmalarına göre ezetimibin PON1 paraoksonaz ve arilesteraz aktivitesini azaltıcı 

etkiye sahip olduğunu ifade etmişlerdir (81). 

 

 
 

Şekil 17. Ezetimib (Pubchem.org-CID 150311). 

 

4.2.4.2. Niasin 

 

Tang ve arkadaşlarının in vitro çalışmalarına göre niasinin PON1 paraoksonaz ve 

arilesteraz aktivitesi üzerine etkisinin olmadığı ifade edilmiştir (81). 

 

 
 

Şekil 18. Niasin (Pubchem.org-CID 938). 
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4.2.4.3. Orlistat 

 

Orlistat, bağırsak lipazı inhibe ederek diyet trigliseridin emilimini azaltır. Orlistat 

tedavisi kilo kaybı ile ilişkisine nazaran plazma LDL-kolesterol konsantrasyonunda 

daha büyük bir azalma ile ilişkilidir (82).  

 

 
 

Şekil 19. Orlistat (Pubchem.org-CID 3034010). 

 

4.2.4.4. Probukol 

 

Probukol antilipidemik bir ilaçtır. İlk olarak, koroner arter hastalığının tedavisinde 

geliştirilmiştir (83). 

 

 
 

Şekil 20. Probukol (Pubchem.org-CID 4912) 
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4.2.4.5. Sibutramin 

 

Sibutramin, genellikle hidroklorür mono hidrat tuzu halinde bir anoreksiyan olup 

2010 yılına kadar pazarlanan, diyet ve egzersiz ile birlikte eksojen alınan obezite 

tedavisinde ilave bir tedavi olarak kullanılan ilaçtır (84). 

 

 
 

Şekil 21. Sibutramin (Pubchem.org-CID 5210). 

 

4.2.4.6. Paraoksonaz ve Diğer Lipid Düşürücü İlaçlar 

 

Diğer lipid düşürücü ilaçlar ile PON1 aktivitesi arasındaki ilişkiyi gösteren çeşitli 

çalışmalar literatürde yer almaktadır. Tang ve arkadaşlarının (85) yaptığı çalışmada 

niasinin paraoksonaz ve arilesteraz aktivitesine etki etmediği fakat ezetimibin 

paraoksonaz ve arilesteraz aktivitesini düşürdüğü gözlenmiştir. Audikovszky ve 

arkadaşları (86) yaptıkları çalışmada orlistatın paraoksonaz aktivitesini arttırdığını 

göstermiştir. Hong ve arkadaşları (87) probukolun serum PON1 ve hepatositlerde 

mRNA ifadesini artırdığını göstermiştir.  

 

4.3. Sanal Görüntüleme (Virtual Screening) 

 

Hesaplamalı kimyadaki yeni gelişmeler ve yüksek verimli görüntüleme 

kimyagerlere çok sayıda bileşiği sentezleme olanağı vermiştir. Sanal tarama 

araştırmacılara bilgisayar teknolojisinin gelişmesine paralel olarak zaman ve masraf 

kaybını minimize ederek daha isabetli ve hızlı sonuçlar almayı mümkün kılmıştır (88). 

Halen gelişmekte olan bir yöntem olmasına rağmen, hesaplama tekniklerindeki 
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ilerlemeler sanal görüntüleme üzerinde olumlu bir etkiye sahip olmuştur (89). Lipid 

düşürücü ilaçların PON1 enzimi ile etkileşimini docking metodu ile hesaplamalı 

yöntemler kullanılarak inceleyen çalışmalara rastlanılmamıştır. 

 

4.3.1. Protein Veri Bankası  

 

Protein veri bankası (PDB : Protein Data Bank) biyolojik makro moleküler kristal 

yapılar için bir arşiv olarak 1971 yılında Brookhaven Ulusal Laboratuvarı’nda 

kurulmuştur (90). Başlangıçta arşiv, yedi yapı ile başlamış her yıl bir miktar daha 

eklenerek büyümüştür. 1980'lerde eklenen yapıların sayısını önemli ölçüde artmaya 

başlamıştır. Buna kristalografi sürecinin tüm yönleri ile geliştirilmesi, nükleer manyetik 

rezonans (NMR) yöntemlerle belirlenen yapıların yanı sıra veri paylaşımı ile ilgili 

değişiklikler neden olmuştur. 1990'ların başlarında dergilerin çoğunluğu PDB kodu 

gerekliliğini benimsemiş ve en az bir finansman kurumu (Genel Sağlık Bilimleri Ulusal 

Enstitüsü) bütün yapıları için Uluslararası Kristalografinin Birliği tarafından yayınlanan 

kuralları benimsemiştir (91). Banka kristalografik çalışmalarda elde edilen kısmi bağlar 

ve atomik koordinatlar içeren PDB formatını içerir. Ayrıca format, molekülün elde 

edildiği türler, difraksiyon verileri, literatür alıntıları, ikincil yapı özellikleri ve 

çözünürlük gibi çeşitli bilgiler de verir (92). 

 

 
 

Şekil 22. PDB.org web sitesi görünümü. 
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4.3.2. Homoloji Modelleme 

 

Homoloji modelleme, şablon olarak deneysel olarak belirlenen yapıları kullanarak 

üç boyutlu protein yapıda modeller oluşturmayı amaçlamaktadır. Hedef protein ve 

şablon yapı arasında aminoasit dizisi hizalamaya dayalı olarak üç boyutlu modeller 

oluşturulur. Yapı kalitesi değerlendirme araçları ile modelin güvenirliği test edilir. 

Homoloji modelleme güvenilir yapısal bir model oluşturmak için sayısal bir yöntem 

olup rutin birçok biyolojik uygulamada kullanılmaktadır (93). Günümüzde yaygın 

kullanılan homoloji modelleme araçları arasında MODELLER, I-TASSER VE SWISS-

MODEL gelmektedir (94-96). 

 

4.3.3. Moleküler Dinamik Simülasyonu 

 

Kristalografik çalışmalarda ligand bağlanmasında protein esnekliğinin önemli rol 

oynuyor olması ve bunun masraflı ve yoğun iş gücüne gereksinim duyması 

araştırmacıları protein davranışını tahmin etmede birçok hesaplama tekniğin arayışına 

itmiştir (97). İlk moleküler dinamik (MD) simülasyon gerçekleştirildiğinden bu yana 35 

yıl geçmiştir (98). Bu süre zarfında, moleküler dinamik simülasyonlar biyomoleküler 

çalışmalarda deneysel teknikler ile tamamlayıcı olan bir araç haline gelmiştir. 

Biyomoleküler dinamik simülasyonlar üç temel alanda uygulanmaktadır.  

 

1. MD simülasyonları çözelti içindeki biyomoleküllerin farklı zaman ölçeğinde 

doğal dinamik ilişkileri hakkında bilgi edinmek için kullanılır.  

2. MD simülasyonları, yapının moleküler özelliklerinin termal ortalamalarını 

gösterir. Ergodik hipotezine göre, etrafındakilerle birlikte tek bir molekül belli 

bir zaman periyodunda simüle edilebilir ve ortalama belli bir zamandaki 

moleküler özellikler deneysel ölçüm yaklaşımı ile analiz edilebilir. Bu işlemle 

genellikle ligand bağlanma gibi serbest enerji farklılıkları için kimyasal 

işlemler ve sıvı içindeki yığın özellikleri hesaplanır.  

3. MD, bir molekülün konformasyonlarını veya bir kompleksin termal 

etkileşimlerini hesaplayabilir. Bu teknik ligand yerleştirme uygulamaları gibi 

konformasyonel alan araştırmalarında kullanılır (99). Günümüzde MD 
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uygulamalarında AMBER (Assisted Model Building with Energy 

Refinement), GROMACS (Groningen Machine for Chemical Simulations), 

NAMD (Not (just) Another Molecular Dynamics), CHARMM (Chemistry at 

Harvard Macromolecular Mechanics) gibi programlar yaygın olarak 

kullanılmaktadır (100-103). 

 

4.3.3.1. Algoritmalar  

 

MD hesaplama yazılımları kompleks ve kendi içinde farklı fonksiyonlara sahip 

programcıklardan oluşur. Bu programcıkların her biri farklı algoritmalara sahiptir. Bu 

algoritmalar arasında periyodik sınır şartları (PBC : Periodic boundary conditions), 

kısıtlama algoritmaları ve enerji minimizasyonu yaygın olarak kullanılmaktadır. 

Periyodik sınır şartları kristal yapıların teorik modelleme çalışmalarında yaygın olarak 

uygulanmaktadır. PBC, uygulanan hücrenin şekli, kafes tipini belirler ve hücrenin 

içeriği kafesin esasını oluşturur. Özellikle, kuantum ab initio hesaplamalarda güçlü 

hesaplama şemaları oluşturmak için düzlem-dalga açılımları ve periyodik sınır koşulları 

kombine edilir (104). Kısıtlama algoritmaları, atomlar arasındaki bağların hareketini 

sınırlandırır. Bu yöntem sistemin dengelenme aşamasında sıklıkla kullanılır ve sistemin 

bozulmasını engeller. SHAKE ve LINCH(A linear constraint solver) yaygın olarak 

kullanılan algoritmalardır (105, 106). Hesaplamalı kimyada enerji minimizasyonu 

yöntemleri, moleküllerin ve katıların denge konfigürasyonlarını hesaplamak için 

kullanılır. Moleküler sistemlerin kararlı durumları onların potansiyel enerji 

yüzeylerindeki tüm ve kısmi minimum’lara karşılık gelmektedir. Enerji minimizasyonu, 

dengede olmayan bir moleküler geometriden başlayarak atomların üzerindeki net 

kuvvetleri azaltmak amacıyla kuvvet değerleri önemsiz oluncaya kadar atomları hareket 

ettiren bir matematiksel yöntem kullanır (107, 108). 

 

4.3.3.2. Etkileşim Fonksiyonu 

 

Potansiyel fonksiyonlar üç kısma ayrılır.  

1. Bağ yapmamış: Lennard-Jones, Buckingham ve Coulomb veya modifiye 

Coulomb 



26 

2. Bağ yapmış: Kovalent, bağ-germe, açı-bükme, yanlış dihedraller ve uygun 

dihedraller. 

3. Sınırlayıcılar: Konum kısıtlamaları, açı kısıtlamaları, mesafe sınırlamaları, 

yönlendirme kısıtlamaları ve dihedral kısıtlamaları (109). 

 

4.3.3.3. Kuvvet Alanı 

 

Moleküler modelleme bağlamında bir kuvvet alanı, sistem partiküllerinin 

potansiyel enerjisini tanımlamak için matematiksel işlev parametrelerini kullanır. 

Kuvvet alanı fonksiyonları ve parametre setleri deneysel çalışmalar ve yüksek seviyeli 

kuantum mekaniksel hesaplamalardan türetilmiştir. Tüm atom kuvvet alanları 

sistemdeki her bir atom tipi için parametreler sunarken birleşik atom güç alanları tek bir 

etkileşim merkezi olarak metil ve metilen gruplarda karbon ve hidrojen atomlarını 

hesaba katar. Coarse-grained(serbest açı ve sürtünme azaltılmış basit potensiyeller için) 

güç alanları sıklıkla uzun süreli protein simülasyonlarında artan hesaplama verimliliği 

için çok daha fazla ham veri sağlar (110). Yaygın kullanıma sahip kuvvet alanlarından 

bazıları GROMOS-96, OPLS/AA, AMBER ve CHARMM kuvvet alanlarıdır (111, 

112). 

 

4.3.3.4. Topoloji 

 

Moleküler dinamik programları, atom ve atom kombinasyonlarının potansiyel 

fonksiyonlara katkılarını ve fonksiyonlara uygulanan parametrelerin ne olduğunu 

bilmek zorundadır. Tüm bu bilgiler her bir atomun belirli bir özelliğini listeleyen 

topoloji dosyasında mevcuttur. Birçok atom tipi ve molekül olmasına karşın bunlardan 

sadece biyolojik sistemlerde mevcut olanlar parametrelendirilmiştir (113).  

 

4.3.4. Protein-Ligand Docking 

 

Moleküler docking, iki veya daha fazla molekül bileşeni arasındaki moleküller 

arası kompleks formları tahmin etmeye çalışır. 1980’li yıllarda ortaya çıkmış ve 

günümüzde geniş bir araştırma alanı bularak ilaç geliştirme çalışmalarında faydalı bir 
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araç olmuştur (114). Bu gibi yapıya dayalı tasarım ve tarama stratejileri ile HIV proteaz 

inhibitörleri gibi çok sayıda ilaç geliştirilmiştir. Ancak, mevcut skorlama şemaları ile 

ilgili olarak özellikle bu yaklaşımların uygulanmasında, problemler vardır. Bu 

problemler ligandın doğru konformasyonun tespitinde ve isabetli skorlamada ortaya 

çıkmaktadır. Genel olarak docking işlemlerinin doğru yapısal araştırma metodu (search 

method) ve doğru aktivite tahmini (scoring function) olmak üzere iki hedefi vardır. 

Ancak, belirli bir biyolojik aktiviteden sorumlu moleküler özelliklerin belirlenmesi veya 

aktivitenin gücünü artırıcı olacak şekilde modifiye bileşiklerin tahmini, genellikle 

anlaşılması ve bilgisayarda simüle edilmesi zor konulardır. Bu sorunların ışığında 

docking, genellikle her adımı bir veya daha fazla ilave karmaşıklık derecesine sahip çok 

aşamalı bir işlem olarak tasarlanmıştır (114, 115). Süreç, küçük moleküllerin aktif 

bölgeye yerleşiminin docking algoritması ile uygulanması ile başlar. Kendi içinde bu 

zordur, hatta nispeten basit organik moleküller birçok konformasyonel değişiklik 

içerebilir. Algoritmalar aktivite tahmini ile tamamlanmaktadır ki bu aşamada bileşikler 

ve potansiyel hedefleri arasındaki etkileşimlerin değerlendirilmesi yoluyla biyolojik 

aktivite tahminen hesaplanır.  

 

Yapısal modelleme, ligand esnekliği ya da bazı ölçülerde protein esnekliğini ele 

alarak algoritma kullanır. Ligand esnekliği işlemine yaklaşım, sistematik yöntemler 

(inkremental yapı, konformasyonel arama, veri tabanları), rastgele yöntemler (Monte 

Carlo, genetik algoritmalar, tabu arama) ve simülasyonyöntemleri (moleküler dinamik, 

enerji minimizasyonu) olmak üzere üç temel kategoride ele alınabilir (114, 115).  

 

Rastgele araştırma algoritması (genellikle stokastik metot olarak ifade edilir) 

rastgele olarak ya ligandı ya da ligand popülasyonunu değiştirir. Yeni elde edilmiş bir 

ligand daha önce tanımlanmış olabilirlik fonksiyonunun temeli üzerine geliştirilir. 

Monte Carlo ve Genetik Algoritma iki popüler rastgele metot yaklaşımıdır. Autodock 

programındaki popüler formunu içeren alternatif Monte Carlo araştırma formları 

geliştirilmiştir (114, 116, 117). Bundan farklı olarak diğer bazı programlar (DOCK ve 

GOLD gibi) genetik algoritmayı uygular (114). 
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Docking işleminde moleküler dinamiklerin kullanımı en popüler simülasyon 

yaklaşımlarından biridir. Moleküler dinamik simülasyonlarında genellikle makul 

simülasyon zaman periyodunda yüksek enerji bariyerinin aşılması olanaksızdır ve 

böylece sadece uygun ligandlar enerji yüzeyinde minimize olacak şekilde yerleşmiş olur 

(114, 118). Lokal minimizasyon problemindeki bir diğer adresleme stratejisi, farklı 

ligand pozisyonlarından moleküler dinamik hesaplarına girişilmesidir. Moleküler 

dinamiklerden farklı olarak enerji minimizasyon metodu nadiren tek başına araştırma 

metodu olarak kullanılır (114, 119). 

 

Öngörülen ligand konformasyonlarının sıralanması ve tespiti, yapı temelli sanal 

taramanın kritik bir konusudur. Bağlanma enerjisi doğru olarak öngörülse dahi eğer 

yanlış olanlardan doğru konformasyonlar ayıklanmazsa ve doğru ligandlar 

tanımlanmazsa hesaplama sonuçta başarısız olur. Bundan dolayı güvenilir aktivite 

tahmininin tasarımı ve şematize edilmesi çok önemlidir. Serbest enerji simülasyon 

teknikleri, kantitatif protein ligand etkileşimin modellemesi ve bağlanma afinitesinin 

öngörülmesi için geliştirilmektedir (114). Ancak bu pahalı hesaplamalar çok sayıda 

protein ligand kompleksinin oluşturulması için pratik değil ve daima doğruluktan 

uzaktır. Docking programlarında uygulanan aktivite tahmini modellenmiş 

komplekslerin değerlendirilmesinde çeşitli sadeleştirmeler ve varsayımlar oluşturur ve 

moleküler tanınmanın belirlenmesinde entropik etki gibi sayısız fiziksel olayı tam 

olarak dikkate almaz. Esasen günümüzde üç tip veya üç sınıf aktivite tahmini metodu 

uygulanmaktadır: KUVVET-ALANI (FORCE FIELD) temelli, deneysel ve bilgiye 

dayalı aktivite tahmini.  

 

Kuvvet Alanı Esasına Dayalı Aktivite Tahmini: Aktivite tahmininde kuvvet alanı, 

genellikle moleküler mekanikteki reseptör-ligand etkileşim enerjisi ve iç ligand 

enerjisinin (örneğin bağlanmada oluşturulan sterik gerginlik gibi) toplamı ile ölçülür. 

Kuvvet alanı, büyük ölçüde skorlamayı kolaylaştıran, iç protein enerjisi hesabını ihmal 

eden, tek bir protein konformasyonunu hesaba katar. Çeşitli kuvvet alanı aktivite 

tahminleri farklı kuvvet alanında parametre setlerine dayanmaktadır. Örneğin G-Score, 

TRIPOS kuvvet alanı ve Autodock, AMBER kuvvet alanı esasına dayalı olarak aktivite 

tahminleri yapar (114). 
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Ligand ve reseptör arasındaki etkileşimler çok sıklıkla van der waals ve 

elektrostatik enerji kurallarının kullanımına göre tanımlanır. Elektrostatik terimi yük-

yük etkileşiminin katkısını azaltan dielektrik fonksiyon bağımlı bir mesafe ve kolombik 

formülasyonu ile açıklanmaktadır. İnternal ligand enerjisinin fonksiyonel formu tipik 

olarak protein-ligand etkileşim enerjisine çok benzerdir ve ayrıca van der waals ve 

elektrostatiğin katkılarını içerir.  

 

Deneysel Esasa Dayalı Aktivite Tahmini: Böhm tarafından önerilmiş deneysel easa 

dayalı aktivite tahmini, bağlanma enerjileri ve konformasyon gibi çok parametreli 

fonksiyonların toplanarak, yeniden üretilmesi şeklindedir (120). Ampirik aktivite 

tahmininin tasarımı, bağlanma enerjilerinin tek tek ilintisiz terimlerin toplamı olarak 

yaklaşık ifade edilebileceği fikrine dayanmaktadır. Aktivitenin tahmini çeşitli terimlerin 

katsayıları, bağlanma enerjileri ve X-RAY yapısal bilgiler kullanılarak oluşturulan 

regresyon analizinden elde edilir. Fonksiyonel formlar, kuvvet alanı moleküler mekanik 

koşullarının benzeri olmasına rağmen genel olarak kuvvet alanı aktivite tahmini 

metodundan daha basittir. Ampirik fonksiyonların iyi yönü genellikle değerlendirmek 

için basit fakat kuvvet alanı fonksiyonlarına benzer yaklaşımlara dayanmasıdır. Bu 

yöntemlerin dezavantajı regresyon analizi ve uyumda moleküler veri setleri üzerine 

bağımlılığıdır. Bu skorlama genellikle çeşitli koşullarda farklı dengeleyici faktörleri 

oluşturur. Sonuç olarak farklı şekilde oluşturulmuş aktivite tahmini metotlarından 

kolaylıkla yeni bir skorlama sistemi oluşturulamaz. 

 

Bilgi Tabanlı Aktivite Tahmini: Bu metod, bağlanma enerjilerinden ziyade deneysel 

yapıların yeniden üretimi üzerine tasarlanmıştır. Birçok atom tipinin etkileşimi, molekül 

ortamına bağlı olarak tanımlanmıştır. Ampirik yöntemlerle ortak olarak, bilgi tabanlı 

aktivite tahmini metodu, belirgin şekilde modellenmesi zor olan bağlanma enerjilerini 

yakalamaya çalışır. Bu tür fonksiyonların Popüler uygulamaları “Potential of mean 

force” (PMF) ve “DrugScore” ayrıca ikili potansiyellere çözücü erişilebilirliğini de 

hesaplar (114). “SMoG” protein-ligand etkileşimlerini değerlendirmek için atom 

çiftlerinin potansiyellerinden faydalanan bu sınıfa ait bir diğer aktivite tahmini 

metodudur (121).  
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Mevcut aktivite tahmini metotlarının kusurları göz önüne alındığında, son 

zamanlarda bu alanda konsensüs skorlama şemalarının oluşturulması eğilimi ortaya 

çıkmıştır (114, 122). Konsensüs skorlama, farklı skor bilgilerini derleyip hataları 

dengelemek suretiyle tek bir skor oluşturur ve doğru ligandların belirleme olasılığını 

artırır. Konsensüs skorlamaya örnek bir uygulama olarak GOLD, DOCK, ChemScore, 

PMF ve Flexx aktivite tahminlerini birleştiren X-CSCORE vardır (123). Ancak, 

Konsensüs skorlamanın potansiyel değeri sınırlı olabilir, çünkü farklı aktivite tahmini 

metotları anlamlı bir korelasyona sahipse hesaplamaları dengelemek yerine, daha yanlış 

sonuçlar ortaya çıkarabilir. 

 

Autodock 4, 2 Morris ve arkadaşları tarafından geliştirilen Lamarckian genetik 

algoritma ve Ampirik bağlanma enerjisi fonksiyonu kullanan popüler docking 

yazılımıdır (124). Trott ve arkadaşları tarafından geliştirilen Autodock Vina günümüzün 

en modern ve en popüler docking uygulamalarından biridir. Autodock Vina arama 

metodu (Search method) olarak genetik algoritmalar, parçacık optimizasyonu, 

“simulated annealing” gibi stokastik genel optimizasyon yaklaşımları ve çeşitli lokal 

optimizasyon yaklaşımlarından oluşturulmuş tekrarlamalı yerel arama kapsamlı 

optimizasyon “Iterated Local Search global optimizer” algoritması kullanır (125). 

Autodock Vina’da ampirik ve bilgi tabanlı yaklaşımın kombinasyonundan oluşturulmuş 

aktivite tahmini metodu kullanılmaktadır. Bu yaklaşımda genel olarak formülasyon; 

“∆Gbağlama = ∆Ggauss + ∆Gitme + ∆Ghbağ + ∆Ghidrofobik + ∆Gtorsiyon” şeklindedir (125).  

 

Afinite nicel olarak bağlanma serbest enerjisi ile ölçülebilmektedir. Bağlanma 

serbest enerjisi ölçümünde yukarıdaki yaklaşım gibi birçok yaklaşım geliştirilmiş ve 

geliştirilmektedir. Neredeyse tüm bu yaklaşımlar, hidrofobik etki, hidrojen bağı ve 

konformasyonel entropik etkileşimlerden kaynaklanan katkıların toplamını alarak ∆G’yi 

doğrudan tahmin etmeye çalışırlar. Genellikle ilk iki katkı istikrarlı değerlere sahipken 

konformasyonel entropik etkileşimlerden kaynaklanan serbest enerji değişimleri 

değişkenlik gösterebilmektedir. ∆G yüksek değerlerde sapma gösterebilmektedir (126). 

AutoDock programı 1998 yılında literatüre girdiğinden beri “web of science” indeksine 

göre 3500’ün üzerinde yayında kullanılmıştır. Autodock Vina programı ise 2010 yılında 

literatürde yer aldığından beri 225’den fazla yayında kullanılmıştır ve kullanımı hızla 
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artmaktadır. Autodock Vina programının tercih edilmesinin nedenleri AutoDock 4.2 

programına göre kolay kullanımı, hızlı olması ve yüksek doğrulukta oryantasyon ve 

skorlama yeteneğine sahip olmasıdır. Ayrıca ücretsiz olarak temin edilebilmektedir. 

Docking uygulamalarında işlemi gerçekleştiren programın dışında ligand ve reseptörün 

işleme hazırlanması ve sanal gösterimi için yardımcı biyoinformatik araçlara ihtiyaç 

vardır (127). Autodock 4.2 ve Autodock Vina docking yazılımları için aynı enstitü 

tarafından AutoDock Tools programı geliştirilmiştir (128). Program docking işlemi için 

kullanılacak reseptör ve ligandın işleme uygun hale getirilmesinde kullanılır. PDB 

(protein data bank dosya formatı) formatında protein data banktan (pdb.org) elde edilen 

reseptör verisi içinde solvent ve genellikle ligand bilgileri de yer alabilir. Docking 

işlemi öncesi bu solvent ve ligandların ve polar olmayan hidrojen atomlarının 

uzaklaştırılıp reseptörün saflaştırılması daha sonra gasteiger yükü ile yüklenip PDBQT 

(Autodock ve Autodock vina için özelleştirilmiş dosya formatı) formatında kaydedilip 

docking işlemine hazır hale getirilmesi gerekmektedir (128). AutoDock Tools aracının 

ara yüzü kullanışlıdır fakat daha hızlı, kullanışlı ve daha fazla dosya türünü destekleyen 

PyRx (129) gibi docking araçları geliştirilmiştir. PyRx aracı AutoDock Tools aracının 

yaptıklarını uygulama sihirbazı şeklinde basamaklandırıp kolay ve hızlı bir şekilde 

docking işlemini yapmamızı sağlar. Eksik yanları arasında sanal gösterim araçlarının 

yetersiz olması az sayıda dosya türüne destek veriyor oluşu gösterilebilir. UCSF 

(University of California, San Francisco) Chimera(130) ve Accelrys Discovery Studio 

Visualizer (Accelrys Inc.) sanal gösterim için kullanılan en popüler araçlardan ikisidir. 

Ligand çizimi, küçük moleküllere ideal 3 boyutlu yapı kazandırma, polar olmayan 

hidrojenleri uzaklaştırma gibi çok sayıda aracın yanında desteklediği birçok dosya 

formatı ile Marvin Suite diğer araçların eksiğini tamamlamaktadır (ChemAxon Inc.). 
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5. GEREÇ VE YÖNTEM 

 

5.1. Ligandlar  

 

 PON1’in kendi substratları ve lipid düşürücü ilaçlar olarak ezetimib, ciprofibrat, 

klofibrat, fenofibrat, gemfibrozil, beta-sitosterol, brassikasterol, kampesterol, 

stigmasterol, bezafibrat, niasin, orlistat, probukol, sibutramin, atorvastatin, fluvastatin, 

lovastatin, mevastatin, pitavastatin, pravastatin, rosuvastatin ve simvastatin enzim 

ligandı olarak kullanılmıştır. 

 

Tablo 1. Çalışmada kullanılan Substratlar  

 

Molekül Adı Molekül Yapısı IUPAC İsmi 
Referans Kodu 

(pubchem) 

Gamma-butirolakton 

 

Oksolan-2-on 

(2-oksofuran) 
CID 7302 

Gamma-undekalakton 
 

5-heptiloksolan-2-on 

(5-heptil-2-oksofuran) 
CID 7714 

Paraokson 

 

Dietil(4-nitrofenil)fosfat CID 9395 

2- kumaron 

 

3H-1-benzofuran-2-on CID 68382 

alfa-angelika-lakton 

 

5-metil-3H-furan-2-on CID 11559 

delta-Dekalakton 

 

6-pentiloksan-2-on CID 12810 

delta-Hekzalakton 

 

6-metiloksan-2-on CID 13204 

delta-nanolakton 

 

6-butiloksan-2-on 

 
CID 18698 

delta-Undekalakton 

 

6-hekziloksan-2-on CID 61204 

diazokson 

 

Dietil((6-metil-2-propan-

2-il)pirimidin-4-il)fosfat 

 

CID 13754 

 

 



33 

Tablo 1. (devam) Çalışmada kullanılan Substratlar 

 

dihidrocumarin 

 

3, 4-dihidrokromen-2-on CID 660 

gamma-Dekanolakton 
 

5-hekziloksolan-2-on CID 12813 

gamma-Heptalakton 

 

5-propiloksolan-2-on CID 7742 

gamma-Hekzalakton 

 

5-etiloksolan-2-on CID 12756 

Gamma-nonalakton 
 

5-pentiloksolan-2-on 

 
CID 7710 

gamma-Oktanolakton 
 

5-butiloksolan-2-on 

 
CID 7704 

gamma-valerolakton 

 

5-metiloksolan-2-on 

 
CID 7921 

Homogentisik asit lakton 

 

2-(2, 5-

dihidroksifenil)asetik 

asit 

CID 780 
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Tablo 2. Çalışmada değerlendirilen statinler 

 

Molekül Adı Molekül Yapısı IUPAC İsmi 
Referans Kodu 

(pubchem) 

Atorvastatin 

 

(3R, 5R)-7-[2-(4-flurofenil)-3-

fenil-4-(fenilkarbamoil)-5-

propan-2-il pirol-1-il]-3, 5-

dihidroksiheptanoik asit 

CID 60823 

Fluvastatin 

 

(E, 3S, 5R)-7-[3-(4-flurofenil)-

1-propan-2-il indol-2-il]-3,  

5-dihidroksi heptanoik asit 

CID 1548972 

Lovastatin 

 

[(1S, 3R, 7S, 8S, 8aR)-8-[2-

[(2R, 4R)-4-hydroxy-6-

oksooksan-2-il]etil]-3,  

7-dimetil-1, 2, 3, 7, 8, 8a 

hekzahidronaftalin-1-il] (2S)-2-

metilbutonoat 

CID 53232 

Mevastatin 

 

[(1S, 7S, 8S, 8aR)-8-[2-[(2R,  

4R)-4-hidroksi-6-oksooksan-2-

il]etil]-7-metil-1, 2, 3, 7, 8, 8a-
hekzahidronaftalen-1-il] (2S)-2-

metilbutonoat 

CID 64715 

Pitavastatin 

 

(E, 3R, 5S)-7-[2-siklopiropil-4-

(4-flurofenil)kinolin-3-yl]-3, 5-

dihidroksi heptanoik asit 

CID 5282452 

Pravastatin 

 

(3R, 5R)-7-[(1S, 2S, 6S, 8S,  

8aR)-6-hidroksi-2-metil-8-[(2S)-

2-metil butanoil]oksi-1, 2, 6, 7, 

8,  

8a-hekzahidronaftalen-1-yl]-3, 

5-dihidroksi heptanoik asit 

CID 54687 

Rosuvastatin 

 

(E, 3R, 5S)-7-[4-(4-flurofenil)-

2-[metil(metilsulfonil)amino]-6-

propan-2-ilpirimidin-5-yl]-3, 5-

dihidroksihept-6-enoik asit 

CID 446157 

Simvastatin 

 

[(1S, 3R, 7S, 8S, 8aR)-8-[2-

[(2R, 4R)-4-hidroksi-6-

oksooksan-2-il]etil]-3, 7-dimetil-

1, 2, 3, 7, 8, 8a-

hekzahidronaftalen-1-il] 2, 2-

dimetilbutonoat 

CID 54454 



35 

Tablo 3. Fibrat ve diğer lipid düşürücü ilaçlar. 

 

Molekül Adı Molekül Yapısı IUPAC İsmi 
Referans Kodu 

(pubchem) 

Bezafibrat 

 

2-[4-[2-[(4-

klorobenzoil)amino]etil]fen

oksi]-2-metilproponoil asit 

CID 39042 

Ciprofibrat 

 

2-[4-(2, 2 

diklorosiklopiropil)fenoksi]

-2-metilproponoik asit 

CID 2763 

Klofibrat 

 

etil 2-(4-klorofenoksi)-2-

metilproponat 
CID 2796 

Fenofibrat 

 

propan-2-il 2-[4-(4-

klorobenzoil)fenoksi]-2-

metilproponat 

CID 3339 

Gemfibrozil 

 

5-(2, 5-dimetilfenoksi)-2, 

2-dimetilpentanoik asit 
CID 3463 

Ezetimib 

 

(3R,  

4S)-1-(4-flurofenil)-3-

[(3S)-3-(4- flurofenil)-3 

hidroksipiropil]-4-(4- 

hidroksifenil)azetidin-2-on 

CID 150311 

Niasin 

 

piridin-3-karboksilik asit CID 938 

Orlistat 

 

[(2S)-1-[(2S, 3S)-3-hexyl-

4-oksooksetan-2-

il]tridecan-2-yl] 

(2S)-2-formamido-4-

metilpentanoat 

CID 3034010 

Probukol 

 

2, 6-ditert-bütil-4-[2-(3,  

5-ditert- bütil -4-

hidroksifenil)sülfonilpropa

n-2-ilsülfonil]fenol 

CID 4912 

Sibutramin 

 

1-[1-(4-

klorofenil)siklobütil]-N, N, 

3-trimetilbütan-1-amin 

CID 5210 
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Tablo 4. Fitosteroller. 

 

Molekül Adı Molekül Yapısı IUPAC İsmi 
Referans Kodu 

(pubchem) 

Beta-sitosterol 

 

(3S, 8S, 9S, 10R, 13R, 14S, 

17R)-17-[(2R, 5R)-5-etil-6-

metilheptan-2-il]-10, 

13-dimetil-2, 3, 4, 7, 8, 9, 11, 

12, 14, 15, 16, 

17-dodekadro-1H-

siklopenta[a]fenantiren-3-ol 

CID 222284 

Brassika-sterol 

 

(3S, 8S, 9S, 10R, 13R, 14S, 

17R)-17-[(E, 2R, 5R)-5, 6-

dimetilhept-3-en-2-il]-10, 

13-dimetil-2, 3, 4, 7, 8, 9, 11, 

12, 14, 15, 16, 

17-dodekadro-1H-

siklopenta[a]fenantiren-3-ol 

CID 5281327 

Kampesterol 

 

17-(5, 6-dimetilheptan-2-yl)-

10, 13-dimetil-2, 3, 4, 7, 8, 9, 

11, 12, 14, 15, 16, 

17-dodekadro-1H-

siklopenta[a]fenantiren-3-ol 

CID 312822 

Stigmasterol 

 

17-(5-etil-6-metilhept-3-en-2-

yl)-10, 13-dimetil-2, 3, 4, 7, 8, 

9, 11, 12, 14, 

15, 16, 17-dodecadro-1H-

siklopenta[a] fenantiren -3-ol 

CID 122544 

 

5.2. Donanım 

 

Tüm docking ve moleküler dinamik simülasyonları TÜBİTAK’ın araştırmacılara 

sunduğu yeni bir hizmet olan Trgrid’de yürütülmüştür. Trgrid yüksek başarımlı 

bilgisayar kümelerinden oluşan ve araştırmacılara çok yüksek bilgisayar performansı 

gerektiren kuantum mekanik, moleküler dinamik, topolojik çalışmalar ve benzeri 

yüksek başarım gerektiren uygulamalarda büyük avantaj sağlayan ve kullanım 

sertifikası gerektiren bir hizmettir (131). Trgrid’de kullanılan bilgisayar kümelerinin her 

biri, 12 çekirdekli “opteron 6174” işlemcisinden iki adet bulunduran 24 çekirdekli 

nodlardan oluşmaktadır. Moleküler dinamik simülasyonları GROMACS yazılımı ile 

birden fazla kümede paralel olarak yürütülmüştür. docking işlemleri “Autodock 4” ve 

“Autodock Vina” yazılımı ise 4 çekirdekli intel Core i3 işlemcili bilgisayarda 

yürütülmüştür. 
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5.3. Yazılım 

 

Protein ve ligandların temin edilmesinden homoloji modelleme, moleküler 

dinamik simülasyon, docking işlemi ve veri analizine kadar bir dizi yazılım 

kullanılmıştır. Bu yazılımlar: 

 

 ChemAxon Marvin Sketch: Ligandların mol2 formatına çevrilmesi. 

 Open Babel: Ligandların enerji minimizasyonu. 

 Discovery Studio Visualizer 3.1: Enzim ligand etkileşiminin gösterimi ve 

analizi.  

 Chimera: Enzim yapısındaki solvent ve ligandların çıkartılıp saflaştırılması. 

 MODELLER: Homoloji modelleme işleminin yürütülmesi. 

 Gromacs: Moleküler dinamik simülasyonu ve enerji minimizasyonu 

gerçekleştirilmesi. 

 Autodock Tools (ADT): Ligand ve reseptörün docking işlemine hazırlanması. 

 Pyrx: Autogrid işleminin yürütülmesi. 

 Autodock 4: Ligand docking işleminin yürütülmesi. 

 Autodock Vina: Ligand docking işleminin yürütülmesi. 

 VMD: Gromacs ile elde edilen verilerin görselleştirilmesi. 

 Xmgrace: Gromacs çıktılarının grafiksel analizi. 

 

5.4. Yöntem 

 

Tüm ligandlar pubchem ligand veri bankasından temin edilmiştir (132). PON1 

enzimi (1V04, 3SRE, 3SRG) X-RAY kristal yapı formunda ve PDB formatında Protein 

data bank’dan temin edilmiş en yüksek çözünürlüğe sahip ve en güncel yapı olan 3SRE 

kodlu X-RAY yapı çalışmada tercih edilmiştir (133). Tüm ligandlar “ChemAxon 

Marvin Sketch” programı ile ideal üç boyutlu yapıya dönüştürülerek “mol2” formatında 

kaydedilmiştir. Protein databank’tan elde edilen paraoksonaz enziminin (3SRE) X-ray 

kristal yapı formu Chimera programı ile ligand ve solventlerinden ayrıştırılarak 

saflaştırılmıştır (130). Tüm çalışma Şekil 23’de gösterilen akış şemasına göre 

yürütülmüştür. 
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Pubchem.org  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Şekil 23. Çalışma akış şeması (Uygulanan yazılım sıralamasına göre) 

 

5.4.1. Paraoksonaz Proteinin Modellenmesi 

 

PDB.org’dan temin edilen 3SRE kodlu PON1 proteini, en güncel ve en yüksek 

çözünürlüğe sahip yapı olması nedeniyle homoloji modelleme için şablon yapı olarak 

kullanılmıştır. Öncelikli olarak Chimera yazılımı ile 3SRE yapısının ligandları 

uzaklaştırılarak homoloji modelleme için saflaştırılmıştır. Homoloji modelleme için 

“MODELLER” yazılımı kullanılmıştır. İnsan serum paraoksonaz enziminin amino asit 

dizisi şablon olarak kullanılmıştır. Dizi Uniprot protein sekans veribankasından temin 

edilmiştir (kod:P27169). Paraoksonaz enziminin Q/R192 ve M/L55 polimorfik yapıları 

da analiz edileceği için 55. ve 192. bölgelerdeki aminoasitler Q/R192 ve M/L55 

polimorfizmine uygun olarak değiştirilmiştir.  
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Şekil 24. Chimera yazılımı ve MODELLER aracı. 

 

MODELLER programı ile her bir şablon için (Normal, Q/R192 ve M/L55 ) 20 

adet model çıktı alınmıştır ve Ca
+2

 kofaktörünü de içermesi için şablondan “su dışındaki 

HETATM (hetero atom) residüleri içer” ikonu işaretlenmiştir. Her bir şablon için elde 

edilen 20 model, protein yapı kalitesinin tespiti için Molprobity server kullanılarak 

sınanmıştır ve en yüksek skora sahip model tercih edilmiştir (134).  

 

5.4.1.1. Moleküler Dinamik Simülasyon 

 

Tüm moleküler dinamik hesaplamalar Trgrid üzerindeki bilgisayar kümelerinde 

her biri 24 çekirdekli (AMD Opteron) 4 nodda GROMACS 4.5.5 programı ile 

yürütülmüştür. Daha önce “MODELLER” homoloji modelleme yazılımı ile elde edilen 

PDB dosya formatındaki yapılar aşağıdaki diyagrama göre bir dizi aşamadan 

geçirilmiştir. 
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Şekil 25. Gromacs Akış şeması (135). Pdb2gmx: topoloji dosyası oluşturma 

komutu. Editconf: Çözelti sistemini çevreleyen bir küp oluşturmak için 

gerekli komut. Genbox: ortama çözücü olarak su ve nötralizasyon için 

gerekli iyonları eklemek için gerekli komut. Grompp: Sistemdeki 

atomların tüm parametrelerini içeren atomik seviyede bir giriş dosyası 

(.tpr) oluşturmak için gerekli komut dosyası. Mdrun: Simülasyonu 

başlatmak için gerekli komut dosyası. G_energy: Basınç, sıcaklık, 

hacim gibi değerlerin analizi için gerekli komut dosyası. 

 

5.4.1.2. GROMACS ile Çalışmaya Hazırlık 

 

GROMACS moleküler dinamik yazılımını çalıştırmadan önce bir takım 

hazırlıkların yapılması gerekmektedir. SSH güvenli bağlantısı ile Trgrid bilgisayar 

kümelerine bağlanıldıktan sonra “ssh” komutu ile satıra “ssh lufer1”yazılarak lufer1 

sunucusuna giriş yapılmıştır.  
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5.4.1.3. GROMACS Topoloji Dosyası Oluşturma 

 

Topoloji dosyası (topol.top olarak isimlendirilir.) bir simülasyon içindeki 

molekülü tanımlamak için gerekli tüm bilgileri içerir. Bu bilgiler, atom tipleri ve 

yüklere ilaveten bağlar, açılar ve dihedralleri de kapsamaktadır. Topoloji dosyası 

oluşturmak için “pdb2gmx” komutu kullanılmaktadır. Komut satırına aşağıdaki komut 

girilerek topoloji dosyası oluşturulmuştur. Bu komut ile PDB dosyası GROMACS 

programının okuyabileceği formata dönüştürülmüştür.  

 

“forcefiled” (kuvvet alanı) olarak AMBER99SB-ILDN, en güncel ve doğruluğu 

en yüksek güç alanlarından biri olduğu için tercih edilmiştir (136). Su modeli olarak da 

SPC (simple point charge), literatürde doğruluğu en yüksek modellerden biri olduğu 

için tercih edilmiştir (137). 

 

5.4.1.4. Ortama Çözücü (Su) Ekleme  

 

Simülasyon doğruluğunun yüksek olabilmesi ve in vivo şartlara uygunluğu için 

ortama çözücü eklenmesi gerekmektedir. Çözücü eklenmeden önce simulasyon 

ortamının hacminin belirlenmesi gerekmektedir. Çalışmada protein ve çözücü ortam 

sınırı arasında 1 nm’lik uzaklık olacak şekilde bir küp oluşturmak için “editconf” 

komutu kullanılmıştır. Simülasyonun gerçekleştirileceği küp tanımlandıktan sonra 

yapıdaki “clash contact” olarak tabir edilen atomlar arası çakışmaların giderilmesi için 

vakum ortamda ön minimizasyon işlemi gerçekleştirilmiştir.  

 

Tr-Grid üzerinde bilgisayar kümelerinden faydalanabilmek için slurm betikleri 

oluşturulması gerekmektedir. Çalışma için hazırlanmış slurm dosyası ile kuyruğa 

aşağıdaki komut ile iş gönderilerek ön minimizasyon işlemi başlatılmıştır. “genbox” 

komutu ile kübün ne kadar su molekülü içereceği otomatik olarak hesaplanmış ve 

çözücü olarak su eklenmiştir.  
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5.4.1.5. Ortama İyon Ekleme 

 

Ortamın nötralizasyonu için ortama iyon eklenmesi gerekmektedir. Ortama iyon 

eklenmesi ile sistemin toplam yükü sıfır olmaktadır. Bu durum da in vitro şartların 

sağlanması ve uzun süreli MD simülasyonlarda protein yapının kararlılığı için 

gereklidir. Ortam nötralizasyonu için Na
+
 ve Cl

-
 kuantum mekaniksel özellikleri iyi 

bilindiği için en sık tercih edilen elementlerdir. “genion” komutu ile tek atomlu iyonlar 

ile su molekülleri en uygun elektrostatik potansiyelde ya da rastgele bir şekilde yer 

değiştirilir. “Genion” komutunu kullanmadan önce koordinat ve topoloji dosyalarını 

işleyen “grompp” komutu ile atomik seviyede bir giriş dosyası oluşturulmuştur(.tpr). tpr 

dosyası sistemdeki atomların tüm parametrelerini içermektedir. “Grompp” komutu ile 

“.tpr” dosyası oluştururken işlem için gerekli çeşitli parametreleri tanımlayan bir “.mdp” 

(moleküler dinamik parametre dosyası) dosyası hazırlanması gerekmektedir. “.mdp” 

dosyası minimizasyon çeşidi, Periodic Boundary koşulları, elektrostatik ve Van der 

Waals etkileşimin özellikleri gibi bir dizi parametreyi tanımlayan bir dosyadır. ions.tpr 

dosyası oluşturulduktan sonra “genion” komutu ile sistem içerisinde su molekülleri ile 

iyonların değişimi aşağıdaki komut girilerek değiştirilmiştir. “-neutral” komutu ile 

ortamın nötralisazyonu için optimum iyon sayısı genion aracı ile otomatik 

hesaplanmıştır. 

 

5.4.1.6. Enerji Minimizasyon 

 

Enerji minimizasyon işlemi iyon ekleme işlemi ile benzerlik göstermektedir. 

Önceki işlem gibi “grompp” aracı ile aşağıdaki komut girilerek “.tpr” dosyası 

oluşturulmuştur. Toplam 5000 adım “steepest descent” minimizasyon algoritması 

kullanılmıştır. 

 

Bu işlem ile dört çıktı oluşmuştur. Bunlar; 

 em.log: EM işleminin ASCII metin log dosyası 

 em.edr: Binary enerji dosyası 

 em.trr: Binary tam-hassas trajectory 

 em.gro: Enerjisi minimize edilmiş yapı 
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5.4.1.7. Denge Durumuna Getirme 

 

Bir moleküler dinamik simülasyon gerçekleştirilmeden önce sistemin sanal olarak 

laboratuvar koşullarına uygun hale getirilmesi gerekmektedir. Bu süreç iki aşamada 

gerçekleştirilmektedir. Birincisi sıcaklık ve hacmin dengelendiği NVT (number of 

particles, volume, temperature)’dir. İkincisi ise izotermik-izobarik değerlendirme olan 

NPT(number of particles, pressure, temperature)’dir. Bu aşamada sıcaklık ve basınç 

dengelenmektedir. 

 

Enerji minimizasyonu ile protein yapı üzerindeki atomların bir birine göre enerji 

durumları azaltılıp temaslar yok edilmiştir. Bu aşamadan sonra protein ve etrafındaki 

çözücü ve iyonların sistem içerisinde dengeye getirilmesi gerekmektedir. Aksi takdirde 

direk MD simülasyona geçildiğinde sistem kararsızlaşıp protein yapı bozulabilmektedir. 

Bu aşamada protein üzerindeki ağır atomları sabitleyen bir algoritma kullanılmaktadır. 

Pozisyon sabitleme algoritması bize çözücü içindeki proteinin herhangi bir yapısal 

değişikliğe neden olmamasını sağlamaktadır.  

 

Denge aşaması NVT (sıcaklık ve hacim stabilitesi için) ve NPT (basınç ve 

yoğunluk stabilitesi için) fazı olmak üzere iki fazda gerçekleşmektedir. Öncelikle 100 

ps’lik NVT fazı başlatılmıştır. Diğer aşama ise iki aşamalı bir NPT fazıdır. İlk aşama 

pozisyon sabitleme algoritmasının kullanıldığı 100 ps’lik aşama, ikinci aşama pozisyon 

sabitleme algoritmasının kullanılmadığı 1 ns’lik son denge aşamasıdır.  

 

5.4.1.8. Tam Moleküler Dinamik Simülasyon 

 

Sıcaklık ve basıncın istenilen seviyeye getirilip dengelendiği İki fazlı dengeleme 

işlemi bittikten sonra sistem, pozisyon sabitleyicilerin kaldırılıp tam moleküler dinamik 

simülasyonun başlatılacağı ve verilerin elde edileceği aşamaya getirilmiştir. Yine önceki 

aşamadakiler gibi .tpr dosyası oluşturmak için “grompp” aracı kullanılmıştır. 10 ns’lik 

MD simülasyonu için gerekli bilgileri içeren. tpr dosyası oluşmuştur.  
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5.4.1.9. Simülasyonun Analizi 

 

Simülasyonun başarılı bir şekilde yürütüldüğünün anlaşılması için bir takım 

verilerin incelenmesine ihtiyaç vardır. Bunlardan ilki yapısal kararlılıktır. Bunun için 

“g_rms” aracı kullanılarak RMSD hesaplamaları yapılmıştır. Proteindeki her bir 

rezidünün hareketliliğini göstermek için g_rmsf komutu kullanılmıştır. Bir proteinin 

dönme yarıçapı o proteinin kompaktlığının bir ölçüsüdür. Eğer bir protein istikrarlı bir 

şekilde katlanmışsa belli bir sabitede Rg değerini gösterecek şekilde bir grafik 

oluşmaktadır. 

 

5.4.2. Docking İşlemi 

 

Docking işlemi iki farklı hesaplama algoritmasına sahip Autodock4 ve Autodock 

Vina üzerinde yürütülmüştür. Homoloji modelleme ile 3SRE tavşan PON1 enziminden 

elde edilen insan PON1 modeli, in vivo şartlara uygun yapı ve davranışı kazanabilmesi 

için GROMACS yazılımı ile MD simülasyon uygulanmıştır, 3SRE modelindeki 72-81 

aralığındaki esnek kayıp rezidüler bu işlem ile eklenmiştir. Y71 ve R292 rezidüleri her 

iki docking işleminde de esnek olarak işleme tabi tutulmuştur. Autodock 4.2 yazılımı 

için Ben-David ve arkadaşlarının kullandığı docking prosedürü uygulanmıştır (138). 

AutoDock 4.2’de docking işlemi için PON1 Enziminin aktif merkezi hedef alınarak 

ortalama 39 A
o
 (Angstron) küp, grid hacmi için uygulama yapılmıştır. AutoDock 

Vina’da ise docking işlemi için Autodock 4’deki grid hacmine karşılık gelecek şekilde 

PON1 Enziminin aktif merkezi hedef alınarak ortalama 17 A
o
 (Angstron), grid hacmi 

için uygulama yapılmıştır. Exhaustiveness 4 olarak ayarlanmıştır. Vina ve Autodock 4.2 

tüm ligandları esnek Y71 ve R292 rezidüleri dışındaki tüm reseptörleri ise sabit olarak 

kabul edip işlem yapmıştır. Elektrostatik alan 1 A
o
’luk grid alanına göre hesaplanmış ve 

Vina ile ilgili diğer tüm ayarlar varsayılan olarak bırakılmıştır. MD simülasyonda 9 

ns’den sonra her 500 ps’deki protein görüntüleri docking işlemine tabi tutulmuştur. Her 

polimorfik yapı için kendi substratları ile uygunluk için 11 olmak üzere toplam 33 yapı 

docking işlemine tabi tutulmuştur. Draganov ve arkadaşlarının (139) Deneysel verileri 

ile en yüksek korelasyona sahip dörder yapı toplamda on iki yapı lipid düşürücü 

ilaçların afinitesinin hesaplanması için seçilmiştir. Vina Ca
+2

 kofaktörü ve proteinin 
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elektrostatik yükünü hesaplamayıp kötü korelasyon ve yanlış konformasyon 

oluşturduğundan ilaçların afinite hesaplamasında yalnız Autodock 4 tercih edilmiştir. 

Docking işlemi, Autodock 4 için Autodock Tools programı kullanılarak 5 basamakta 

gerçekleşmektedir. Bu basamaklar: 

 

 Hedef proteinin hazırlanması 

 Ligandın hazırlanması 

 Grid Map’ın hazırlanması 

 Docking parametrelerinin ayarlanması 

 Autodock ve Autogrid’in yürütülmesi 

 

Autodock Vina için ilk iki basamak ortaktır. Kalan işlem ise konfigürasyon 

dosyası (grid alan bilgileri, Exhaustiveness ) hazırlanarak yürütülmüştür. Autodock 

tools programındaki tüm basamakların yürütülmesi için gerekli kodlara sahip olan pyrx 

programı kolaylığı nedeniyle tercih edilmiştir. 

 

5.4.2.1. Hedef Proteinin Hazırlanması 

 

MD Simülasyon ile in vivo şartların taklit edilmesi sonucu doğal yapı ve davranışı 

kazandırılmış olan normal ve polimorfik protein yapılar Docking işlemi için bir dizi 

işlemden geçirilmelidir. Autodock Tools programı yardımıyla yapının etrafındaki sular 

uzaklaştırılmış, polar olmayan hidrojen atomları kaldırılmış ve protein Kolman ve 

Gasteiger yükü ile yüklenmiştir. Katalitik merkezdeki Ca atomları +1 yük ile 

yüklenmiştir. 71. ve 292. rezidüler esnek olarak seçilmiştir.  

 

5.4.2.2. Ligandın Hazırlanması 

 

Tüm ligandlar işleme alınmadan önce hidrojenleri Marvin Sketch yazılımı ile 

eklenmiştir. Tüm ligandlar mmff94 (Merck Molecular Force Field) kuvvet alanı (Force 

Field) ve “steepest descent” optimizasyon algoritması ile her bir ligand için toplam 

100000 adım(step) minimizasyon işlemi yapılmıştır. Ligandlar ADT programı 



46 

kullanılarak gasteiger ile yüklenmiş, “dedect root” komutu kök tespit edilmiş, amid 

bağları dışındaki tüm bağlar serbest olarak ayarlanmıştır. 

 

5.4.2.3. Grid Map’ın Hazırlanması 

 

Grid hedefin katalitik bölgesi merkez alınarak proteindeki katalitik aktiviteden 

sorumlu tüm atomları kapsayacak şekilde ve ligandın bu merkezdeki dönüş açılarını 

kısıtlamayacak hacimde hesaplanmıştır. ADT programında sırasıyla aşağıdaki işlemler 

yapılarak .gpf dosyası oluşturulmuştur. 

 

Grid->Macromolecule->Choose... 

Grid->SetMap Types->ChooseLigand... 

Grid Box...(39 A
o
 (Angstron) küp, grid hacmi için uygulama yapılmıştır.) 

File->CloseSaving Current 

Grid->Output->SaveGPF...(“Grid.dpf” formatında kaydedilmiştir.) 

 

5.4.2.4. Docking Parametrelerinin Ayarlanması 

 

Sistemin nasıl yürütüleceği ile ilgili ADT yazılımı ile aşağıdaki prosedür takip 

edilmiştir. 

 

Docking->Macromolecule->Setfilename... (hedef protein seçilmiştir.) 

Docking->Ligand->Choose...(ligan seçilmiştir.) 

Docking->Search Parameters->GeneticAlgorithm... (Docking işleminin 

yürütülmesi için Genetik algoritma tercih edilmiştir. Tüm ayarlar varsayılan 

olarak bırakılmıştır.) 

Docking->Docking Parameters... (Tüm ayarlar varsayılan olarak bırakılmıştır.) 

Docking->Output->LamarckianGA... (“Dock.dpf” formatında kaydedilmiştir.) 
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5.4.2.5. Autodock ve Autogrid’in Yürütülmesi 

 

Masaüstü bilgisayarda aşağıdaki komut ile docking işlemi yürütülmüştür. 

 

Autogrid4 –p Grid.gpf –lGrid.glg & 

Autodock4 –p Dock.dpf –lDock.dlg & 

 

5.4.2.6. Autodock Vina Konfigürasyon Dosyası (Grid Alan Bilgileri, 

Exhaustiveness) Hazırlanması 

 

AutoDock Vina’da docking işlemi için PON1 Enziminin aktif merkezi hedef 

alınarak ortalama 19 A
o 

(Angstron), grid hacmi için uygulama yapılmıştır. 

Exhaustiveness 4 olarak ayarlanmıştır.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



48 

6. BULGULAR 

 

6.1. Homoloji Modelleme 

 

MODELLER homoloji modelleme yazılımı ile 3SRE protein yapısı kalıp olarak 

alınarak her bir polimorfik yapı için (Normal, (M/L) 55, (Q/R) 192) 20 insan PON1 

model elde edilmiş ve “Mol Probity Score”a göre en iyi yapı tercih edilmiştir. Skorlar 

tablo 6’da gösterilmiştir. 

 

Tablo 5. Proteinlerin yapı kalitesi istatistikleri. 

 

 3SRE-Normal 3SRE-M/L55 3SRE-Q/R192 

Kötü dönüş açıları: 1.67% 1.28% 0.96% 

Ramachandran uyumsuzluğu: 0.00% 0.00% 0.00% 

Ramachandran uyumu: 96.12% 96.32% 96.60% 

Cβ sapmaları >0.25Å: 0 1 0 

MolProbity skoru: 2.60 2.59 2.40 

Kötü bağ yapmış rezidüler: 0.00% 0.00% 0.00% 

Yanlış açılı rezidüler: 0.00% 0.00% 0.28% 

 

Tablo 5’te MolProbity skoru, atom çakışmaları, dönüş açıları ve ramachandran 

değerlendirmelerinin X-RAY yapının çözünürlülüğü ile normalize edilmiş 

kombinasyonu ile elde edilmiş tek bir değerdir. Skorun düşüklüğü ile yapının kalitesi 

ters orantılıdır. 1 değeri en kaliteli yapıyı, 100 değeri en kötü kalitedeki yapıyı temsil 

etmektedir. Ramachandran uyumunda %98 ve üzeri ideal olarak kabul edilir. %92 üzeri 

kabul edilebilir değerlerdir. Kötü dönüş açıları için %1’in altı ideal olarak kabul edilir.  
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Şekil 26. Homoloji modelleme ile üretilmiş PON1 normal(mavi), (M/L) 55(yeşil), 

(Q/R) 192(sarı) yapılar ile 3SRE pdb kodlu rePON1-G2E6(pembe) 

hizalandırılmış görüntü. L1: düğüm bölgesi. 

 

Şekil 26’da PDB.org sitesinden elde edilen yaklaşık %84 amino asit uyumuna 

sahip 3SRE kodlu tavşan-insan hibrit rePON1-G2E6 yapı ve homoloji modelleme ile 

elde edilen %100 insan PON1 , (M/L) 55 ve (Q/R) 192 polimorfik yapıları Chimera 

yazımılı ile hizalandırıldı. L1 düğüm bölgesi aşırı esnek olduğundan hizalamada en 

büyük sapma bu bölgede gerçekleşti. Diğer bölgelerde ise mükemmele yakın uyum 

görüldü. 

 

6.2. Moleküler Dinamik Simulasyon 

 

Gromacs moleküler dinamik yazılımı ile protein yapı, su ve iyonlardan oluşan bir 

sistem oluşturulmuştur. Bu sistemin görünümü Şekil 27’de gösterilmiştir. Şekilde A 

kısmında sarı renkli kısım beta katlamalı yapıları; mor kısımlar ise alfa sarmal yapıları 

göstermektedir. Şeklin B kısmında kırmızı beyaz noktalar su moleküllerini, açık mavi 

büyük noktalar Cl
-1 

iyonunu, koyu mavi büyük noktalar Na
+1

 iyonunu, ortadaki sarı yapı 

ise protein yapıyı göstermektedir. 

 



50 

   
    A             B  

 

Şekil 27. A. Protein yapı ve B. SPC su modeli eklenmiş, Na
+1

 ve Cl
-1

 ile nötralize 

edilmiş sistemin görüntüsü. 

 

Tablo 6’da her bir polimorfik yapının bulunduğu sistem için molekül içerikleri 

gösterilmiştir. Sistemler ortalama 18-19 bin su molekülü içerirken buna uyumlu olarak 

ta ortalama 70 Na
+1

 iyonu, 56 Cl
+1

 içermektedir. Proteinlerin ortalama molekül kütleleri 

39, 75 iken kalsiyum atomu proteinin kofaktörü olarak her bir sistemde 2 tanedir. 

 

Tablo 6. MD sistemin moleküler içeriği. 

 

Molekül 
3SRE-Normal 

(Molekül sayısı) 

3SRE-M/L 55 (Molekül 

sayısı) 

3SRE-Q/R 192 (Molekül 

sayısı) 

Su  18132 19131 18602 

Sodyum 69 71 70 

Klor 54 57 56 

Kalsiyum 2 2 2 

Protein (kDa) 39, 74 39, 75 39, 76 

 

6.2.1. Enerji Minimizasyonu 

 

Su ve iyonlar eklendikten sonra tüm sistem GROMACS moleküler dinamik 

yazılımı ile minimize edilmiştir. Minimizasyon eğrisi şekil 28’de gösterilmiştir. Şekilde 

proteinlerin toplam enerjileri ilk 100 ps’de hızla azalalırken sonraki zamanlarda daha 

yavaş azalıp yatay bir seyir izlemişlerdir. 
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Şekil 28. Mimizasyon eğrisi. 

 

6.2.2. Dengeleme Aşaması 

 

 Enerji minimizasyon işleminden sonra sistemin in vitro laboratuvar koşullarına 

getirilmesi için dengeleme aşaması gerçekleştirilmiştir. Bu aşamada sıcaklık basınç ve 

yoğunluğun normal koşullara getirilmiş olması gerekmektedir. Normal, (M/L) 55, (Q/R) 

192 yapılar için sıcaklık basınç ve yoğunluk ve ortalamaları gösteren grafikler ve tablo 

aşağıdadır. Şekil 29-31’de sırayla sıcaklık, basınç ve yoğunluk grafikleri gösterilmiştir. 

Sıcaklık her üç sistem için de ortalama 300 K
o 

düzeylerindeyken basınç ortalama 1.023 

bar, yoğunluk ise ortalama 1013 Kg/m
3 

seviyelerinde seyretmiştir. Tüm bu değerler her 

üç sistemin de laboratuvar koşullarına uygun koşullara sahip olduğunu göstermektedir. 

sıcaklık ve basınç her üç sistemde de hemen hemen aynı seviyelerdeyken. PON1 normal 

yapının bulunduğu sistem 1014 Kg/m
3 

ile en yoğunken (M/L) 55 polimorfik yapının 

bulunduğu sistem 1012, 68 Kg/m
3 

ile en az yoğundur.  
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Şekil 29. Denge fazında sıcaklık değişimi. 

 

 
 

Şekil 30. Denge fazında basınç değişimi. 

 

 
 

Şekil 31. Denge fazında yoğunluk değişimi. 
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Tablo 7. Şekil 29-31’e göre 10 ns’lik simülasyondaki ortalama sıcaklık, basınç ve 

yoğunluk değerleri. 

 
 Ortalama değerler 

NORMAL M/L 55 Q/R 192 

Sıcaklık (Ko) 299.987 299.983 299.984 

Basınç (bar) 1.02192 1.0232 1.02427 

Yoğunluk (kg/m3) 1014.04 1012.68 1013.06 

 

6.2.3. Tam Moleküler Dinamik Simülasyonda RMSD, RMSF Ve Rg 

 

 Moleküler dinamik simülasyonlarından sonra en sık RMSD (Root mean square 

deviation) ve RMSF (Root mean square fluctuation) değerleri analiz edilmektedir. 

RMSD sistemin stabilitesi ve protein yapının sağlıklı olduğunun bir ölçüsüdür. RMSD 

değeri ortalama sabit bir değere ulaşmış ve çok fazla kayma göstermiyorsa bu sistemin 

stabil hale geldiğini gösterir. RMSD değeri genellikle proteinin alfa karbon 

yapılarındaki konuma göre kayma hesap edilerek bulunur. Bu çalışmada da bu yöntem 

kullanılmıştır. 10 ns’lik RMSD grafiği Şekil 32’de gösterilmiştir. 

 

 
Şekil 32. RMSD değişim grafiği. 

 

Bir proteinin en karakterisitik özelliği belli bir esnekliğe sahip olmasıdır. 

Moleküler dinamik simülasyonları ile bu esneklik gözlemlenirken rezidü başına 

esnekliği grafiksel olarak göstermek için RMSF eğrisi kullanılmaktadır. RMSF eğrisi 

protein üzerindeki her bir rezidünün MD simülasyon boyunca yapı içerisindeki 

hareketliliğini ifade etmektedir. Şekil 33’de her bir residüye ait RMSF değeri 
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gösterilmiştir. L1, L2 ve L3 ile ifade edilen bölgeler protein yapılar üzerindeki düğüm 

bölgelerini temsil ederken H1 ve H2 helikal yapıları temsil etmektedir. En esnek bölge 

protein yapıların N-terminal ucundaki H1 iken L1 bölgesi ikinci en esnek bölgeyi temsil 

etmektedir. L1 bölgesi aynı zamanda aktif merkeze yakındır. 

 

 

Şekil 33. RMSF değişim grafiği. 

 

B-faktörü bir protein yapı içindeki atomların yer değiştirmesini ifade eder. Eğer 

protein yapı içinde esnek bölgeler varsa bu bölgede atomların yer değiştirme aralığı 

daha fazla olacaktır. Chimera gibi çeşitli programlar ile B-faktörüne göre protein yapılar 

renklendirilebilmektedir. Mavi renkli alanlar protein yapının sabit olduğunu kırmızı 

bölgeler ise esnek olduğunu göstermektedir. B-faktörü değeri 60’a kadar ortalama bir 

Angstron’luk yer değiştirmeyi ifade ederken daha yüksek değerler esnekliğin daha fazla 

olduğunu göstermektedir.      Şekil 34 

Şekil 34’de PON1 ve polimorfik yapılarının esnekliği B-faktör cinsinden 

gösterilmektedir. Şekilde L1 düğüm bölgesi 70-80 rezidü aralığını göstemektedir. 

PON1-normal yapıda kırmızı renkle en esnek bölgeyken Q/R 192 ve M/L 55 polimorfik 

yapılarında H1 helikal bölgeler en esnek bölgeler olarak kırmızı renk almışlardır. Her üç 

yapıdada H2 helikal bölge diğer esnek bölge olarak göze çarpmaktadır. 
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     Şekil 34. PON1 yapıların RMSF özelliklerinin B-faktörü diyagramı ile gösterimi. 

 

Dönme yarıçapı (Rg), MD çalışmalarında yapının kararlı konformasyona ulaşıp 

ulaşmadığını göstermektedir. Protein eğer iyi katlanmışsa Rg değeri belli bir sabit 

değerde kalmaktadır. Sapmanın fazla olması proteinin konformasyon değiştirdiğini ya 

da bozulmaya başladığını göstermektedir. Çalışmada her bir polimorfik yapı için Rg 

değerleri Şekil 35’de gösterilmiştir.  
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Şekil 35. Dönme yarıçapının zamana göre değişimi. 

 

6.2.4. Moleküler Docking  

 

10 ns’lik moleküler dinamik simülasyonundan sonra 9. ns’den itibaren 0, 1 ns’lik 

zamanlardaki her bir proteinin polimorfik yapıları olmak üzere toplam 33 yapı üzerinde 

Autodock 4.2 ile docking işlemi gerçekleştirilmiştir. Önce PON1’in kendi subsbstratları 

ile docking işlemi gerçekleştirilmiştir. Şekil 36-38’de tüm substratların sırayla PON1-

normal, M/L 55 Q/R 192 polimorfik yapıları ile hangi konformasyonda etkileşime 

girdikleri gösterilmiştir. PON1-normal ve M/L 55 polimorfik yapılarda her bir substrat 

için Y71 rezidüsü açık konformasyon oluşturduğu görülürken Q/R 192 polimorfik 

yapıda kapalı konformasyon gösterdi. Şekil 38’e bakıldığında Y71’in kapalı formunun 

substratların afinitesine olumlu etki yaptığı görüldü. F292 rezidüsü ise moleküler 

docking işleminde esnek bırakıldığı için grafikler üzerinde gösterildi. Aktif merkezin 

dışında kalarak substratlarla etkileşimde olmadığı görüldü. 
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Şekil 36. 18 substratın PON1 normal yapı üzerindeki konformasyonları 

 

 

 
 

Şekil 37. 18 substratın PON1 M/L55 polimorfik yapı üzerindeki konformasyonları 
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Tablo 8. Tüm substratların afinite değerleri (Ortalama ± S.E.) (n=11). 
 

Ligand PON1-Normal PON1-L/M 55 PON1-Q/R 192 

2-Kumarin 
-4.23 ± 0.11 

-4, 26 (-4, 72: -3, 3) 

-5.04 ± 0.07 

-4, 74 (-5, 1: -4, 39)  

-4.76 ± 0.07 

-5, 02 ( -5, 42: -4, 69) 

Alfa-Angelica-lakton 
-3.33 ± 0.15 

-3, 41 ( -4, 34: -2, 17) 

-3.77 ± 0.05 

-3, 62 ( -4, 38: -3, 27)  

-3.73 ± 0.1 

-3, 79 ( -4, 12: -3, 52) 

Delta-Dekalakton 
-3.94 ± 0.13 

-3, 94 ( -4, 61: -2, 91)  

-4.76 ± 0.07 

-4, 51 ( -4, 99: -3, 73) 

-4.54 ± 0.1 

-4, 74 ( -5, 29: -4, 4) 

Delta-Hekzalakton 
-3.44 ± 0.1 

-3, 51 ( -3, 38: -2, 58)  

-4.31 ± 0.04 

-3, 9 ( -4, 79: -2, 62) 

-3.82 ± 0.16 

-4.3 ( -4, 54: -4.14)  

Delta-nanolakton 
-3.88 ± 0.12 

-3, 95 ( -4, 47: -2, 77)  

-4.79 ± 0.07 

-4, 39 ( -4, 71: -3, 34) 

-4.25 ± 0.14 

-4.91 ( -5.07: -4.35)  

Delta-Undekalakton 
-3.75 ± 0.16 

-3, 95 ( -4, 34: -2, 36)  

-4.49 ± 0.09 

-4, 57 ( -4, 92: -3, 19) 

-4.42 ± 0.14 

-4.44 ( -5.07: -4.06)  

Diyazokson 
-3.69 ± 0.24 

-3, 81 ( -4, 76: -1, 47)  

-4.23 ± 0.12 

-3, 59 ( -4, 99: -2, 99) 

-3.66 ± 0.16 

-4.01 ( -5.11: -3.84)  

Dihidrokumarin 
-4.09 ± 0.17 

-3, 94 ( -4, 61: -2, 91)  

-5.2 ± 0.13 

-4, 93 ( -5, 12: -4, 2) 

-4.79 ± 0.09 

-5.31 ( -5.73: -3.93)  

Gamma-Butirolakton 
-3.2 ± 0.12 
-3, 21 ( -3, 90: -2, 33)  

-3.58 ± 0.07 
-3, 45 ( -4, 2: -3, 23) 

-3.54 ± 0.08 
-3.51 ( -3.91: -3.18)  

Gamma-Dekanolakton 
-3.88 ± 0.14 

-4, 10 ( -4, 40: -2, 62)  

-4.43 ± 0.08 

-4, 24 ( -4, 49: -3, 25) 

-4.07 ± 0.12 

-4.45 ( -4.81: -3.76)  

Gamma-Heptalakton 
-3.41 ± 0.1 

-3, 46 ( -4, 86: -2, 48)  

-4.33 ± 0.05 

-4, 09 ( -4, 79: -3, 57) 

-4.13 ± 0.1 

-4.38 ( -4.56: -4.02)  

Gamma-Hekzalakton 
-3.37 ± 0.13 

-3, 50 ( -3, 98: -2, 37)  

-4.13 ± 0.05 

-3, 74 ( -4, 23: -3, 2) 

-3.71 ± 0.09 

-4.11 ( -4.43: -3.91)  

Gamma-Nonalakton 
-3.77 ± 0.11 

-3, 84 ( -4, 21: -2, 87)  

-4.37 ± 0.08 

-4, 22 ( -4, 6: -3, 74) 

-4.23 ± 0.07 

-4.43 ( -4.99: -3.93) 

Gamma-Oktanolakton 
-3.63 ± 0.11 

-3, 70 ( -4, 12: -2, 77)  

-4.32 ± 0.08 

-4, 18 ( -4, 28: -3, 69) 

-4.08 ± 0.06 

-4.31 ( -4.75: -3.86)  

Gamma-undekalakton 
-3.68 ± 0.17 

-3, 82 ( -4, 25: -2, 02)  

-4.39 ± 0.08 

-4, 25 ( -4, 67: -3, 26) 

-4.07 ± 0.14 

-4.25 ( -4.86: -4)  

Gamma-valerolakton 
-3.37 ± 0.12 

-3, 32 ( -4, 14: -2, 40)  

-4 ± 0.05 

-3, 74 ( -4, 04: -3, 41) 

-3.73 ± 0.05 

-4.01 ( -4.3: -3.78)  

Homogentisik asit lakton 
-3.02 ± 0.28 

-3, 34 ( -4, 52: -0, 78)  

-2.74 ± 0.13 

-2, 48 ( -3, 54: -1, 73) 

-2.52 ± 0.17 

-2.62 ( -3.62: -2.09)  

Paraokson 
-2.79 ± 0.27 

-3, 00 ( -3, 93: -0, 51)  

-3.66 ± 0.13 

-2, 86 ( -3, 91: -1, 95) 

-2.74 ± 0.2 

-3.54 ( -4.48: -3.05)  
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Şekil 38. 18 substratın PON1 Q/R 192 polimorfik yapı üzerindeki konformasyonları 

 

Şekil 39’da tüm substratların afinite değerleri polimorfik yapılara göre 

afinitelerine göre sıralanarak gösterildi Şekil 40-45’te PON1 ve polimorfik yapıları ile 

en yüksek afinite gösteren substratların protein yapılar üzerindeki konformasyonları ve 

hangi aminoasit ile etkileşime girdikleri gösterildi. Şekil 46’da lipid düşürücü ilaçlar 

afinitelerine göre her bir polimorfik yapı için sıralanarak gösterildi. Şekil 47-52’de 

PON1 ve polimorfik yapıları ile en yüksek afinite gösteren lipid düşürücü ilaçların 

protein yapılar üzerindeki konformasyonları ve hangi aminoasit ile etkileşime girdikleri 

gösterildi. 
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Şekil 39. Substratların Normal, L/M 55 ve Q/R 192 PON1 polimorfik yapılara 

afiniteleri 
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Şekil 40. Normal PON1’in aktif merkezindeki kırmızı yapıda gösterilen 2-kumarinin 

konformasyonu. 

 

 
 

Şekil 41. Normal PON1’in aktif merkezindeki 2-kumarinin aminoasit etkileşimi. 
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Şekil 42. M/L 55 PON1’in aktif merkezindeki kırmızı yapıda gösterilen 

dihidrokumarinin konformasyonu. 
 

 
 

Şekil 43. M/L 55 PON1’in aktif merkezindeki dihidrokumarinin aminoasit etkileşimi. 
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Şekil 44. Q/R192 PON1’in aktif merkezindeki kırmızı yapıda gösterilen 

dihidrokumarinin konformasyonu. 

 

 

 

 
 

Şekil 45. Q/R 192 PON1’in aktif merkezindeki dihidrokumarinin aminoasit etkileşimi. 
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Şekil 46. Lipid düşürücü ilaçların PON1 ve polimorfik yapılarına afinite değerleri. 
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Şekil 47. Q/R 192 PON1’in aktif merkezindeki kırmızı yapıda gösterilen sibutraminin 

konformasyonu. 

 

 

 
 

Şekil 48. Q/R 192 PON1’in aktif merkezindeki sibutraminin aminoasit etkileşimi 
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Şekil 49. Normal PON1’in aktif merkezindeki kırmızı yapıda gösterilen brassikasterol 

konformasyonu. 

 

 

 
 

Şekil 50. Normal PON1’in aktif merkezindeki brassikasterolun aminoasit etkileşimi. 
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Şekil 51. M/L 55 PON1’in aktif merkezindeki kırmızı yapıda gösterilen stigmasterol 

konformasyonu. 

 

 

 
 

Şekil 52. M/L 55 PON1’in aktif merkezindeki stigmasterol’ün aminoasit etkileşimi. 
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7. TARTIŞMA VE SONUÇ 

 

Bu çalışmada, deneysel çalışmalar öncesi araştırmalara yön veren, zaman ve 

paradan tasarruf kazandırması yönü ile son yıllarda yaygın olarak kullanılan in siliko 

(bilgisayar destekli çalışmalar) metotlar uygulanarak lipid düşürücü ilaçların PON1 

enzimine olan afiniteleri değerlendirildi. PON1 enzimin substratların ve lipid düşürücü 

ilaçların afiniteleri karşılaştırıldı. 

 

Son yıllarda yaygın kullanım alanı bulan in siliko çalışmalar; 1) kimyasal 

gerektirmediği için araştırmacıların kimyasalların oluşturabileceği zararlı etkilere maruz 

kalmaması, 2) yüklü bir bütçe gerektirmemesi, 3) deneysel çalışmalar ile uzun süre 

zaman kaybının azaltılması, 4) canlılar üzerinde uygulama yapılmaması, 5) deneysel 

çalışmalara hazırlık niteliğinde ön çalışma olması gibi avantajlara sahiptir. Tüm bu 

avantajlara karşın in siliko yöntemlerin güvenilirliği hala tartışma konusudur. Örneğin 

in siliko yöntemlerden biri olan moleküler docking metodu ile Anti-HIV ilaç 

geliştirilmesi gibi bir çok önemli başarı hikayesine karşın özellikle 14’den fazla 

torsiyonu (dönüş açısı) olan ve bazı ligand türlerinde başarı oranı düşebilmektedir . 

Günümüzde moleküler docking metodları ve moleküler dinamik simülasyonları beraber 

yürütülerek çok daha doğru sonuçların alınabileceği düşünülmektedir. 

 

Afinite belirlemede kullanılan moleküler docking metoduna geçmeden önce 

PON1 enziminin polimorfik yapıları da göz önüne alınarak üç boyutlu moleküler yapısı 

oluşturuldu. İnsan PON1 enziminin X-RAY kristalografik yapısı ortaya 

çıkarılmadığından aynı enzimatik aktiviteye sahip amino asit düzeyinde %83, 66 

benzerliğe sahip insan-tavşan hibrit X-RAY kristal yapı’dan (PDB kod: 3SRE) 

homoloji modelleme yapılarak %100 insan PON1, M/L 55 ve Q/R 192 polimorfik 

yapılar elde edildi. Bu yapılara, 10 ns’lik moleküler dinamik simülasyonu uygulanarak 

laboratuvar koşullarındaki doğal konformasyon ve davranışları kazandırıldı. Serum 

PON1 enzimi ve (M/L) 55, (Q/R) 192 polimorfik yapıların moleküler dinamik 

simülasyon ile karakteristik özellikleri incelendi. Laboratuvar koşullarındaki 

davranışlara sahip yapıların 9. ns’den sonraki 100 ps’lik zamanlardaki protein yapıların 

konformasyonları üzerinde önce kendi substratları ile moleküler docking işlemi 
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gerçekleştirildi. Doğal substratların amino asit etkileşimleri ve kalsiyumun rolü 

hakkında veriler elde edilmesinin yanında afinite değerleri ile başka araştırmacılara ait 

deneysel veriler karşılaştırıldı. Her bir polimorfik yapı için daha önceki deneysel 

çalışmalar (6, 44) göz önüne alınarak substrat afiniteleri ile en iyi korelasyona sahip 4 

protein yapı seçildi. Katalitik yapısı, kendi substratları (şekil 39) ve lipid düşürücü 

ilaçlar (şekil 46) ile hangi amino asit düzeyinde etkileşimde olduğu detaylı olarak 

irdelenerek afinite değerleri rapor edildi. 

 

Yapılan tüm bu çalışmanın basamakları aşağıda ayrıntılı bir şekilde tartışılmıştır. 

 

7.1. Homoloji Modelleme 

 

Bu çalışmada homoloji modellemeden faydalanılarak aynı enzimatik aktiviteye 

sahip rekombinant PON1 varyantı (insan serum paraoksonaz ile %83, 66 benzer) olan 

rePON1-G2E6’dan %100 insan serum PON1 protein yapısı ve (M/L) 55, (Q/R) 192 

polimorfik yapıları elde edildi (138). Şekil 26’da homoloji modelleme aracı olan 

MODELLER ile üretilen normal ve polimorfik yapılar ve deneysel olarak elde edilen 

rePON1-G2E6 varyantı Chimera yazılımı ile “matchmaker” aracı kullanılarak 

hizalandırıldı. Hizalandırma sonucu PON1 normal yapı ile 0, 133 RMSD, PON1 (M/L) 

55 ile 0, 155 RMSD ve PON1 (Q/R) 192 ile 0, 141 RMSD değerleri ölçüldü. Çok düşük 

RMSD değerleri, üretilen yapının deneysel G2E6 varyantı ile çok yüksek yapısal 

benzerliğe sahip olduğunu göstermektedir. 0’a yakın değer olması anlamlılığı oldukça 

artırmaktadır (140). En fazla sapma, PON1 enziminin katalitik bölgeye yakın L1 düğüm 

bölgesinde meydana geldi. Proteinin bu bölgesinde düğüm çok esnek bir yapıda olduğu 

için deneysel olarak elde edilmiş rePON1-G2E6 varyantında gösterilemeyerek kayıp 

residü olarak kalmıştır (141). MODELLER aracı %100 insan serum paraoksonaz 

proteini ve polimorfik yapılarını üretmekle kalmayıp bu kayıp residüleri de 

tamamlayarak büyük avantaj sağlamaktadır. Ayrıca tablo 5’te de gösterildiği gibi 

%95’in üstünde “Ramachandran uyumu” değerleri üretilen yapıların yapısal kalitesinin 

de üst düzeyde olduğunu göstermektedir.  
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MODELLER en sık kullanılan, en güvenilir ve tam otomatize çalışan 

karşılaştırmalı homoloji modelleme programlarından biridir. Diğer homoloji modelleme 

yazılımlarına göre hızlı olması onu tüm genomun modellenmesi çalışmaları için 

kullanışlı hale getirmiştir. Bu avantajlarına rağmen çeşitli çakışma ya da kötü yan grup 

dizilimleri gösterebilmesi dezavantaj oluşturmaktadır (142). 

 

Genetik, hücre ve moleküler biyoloji çalışmalarında protein yapıları ortaya 

çıkarmak için deneysel yöntemler uygulanmaktadır. Ancak, bu proteinlerin atomik 

yapıları ile ilgili bilgi eksikliği nedeniyle moleküler fonksiyon ve mekanizmaları tam 

olarak aydınlatılamamaktadır. Biyomolekülleri atomik çözünürlükte elde etmeyi 

sağlayan güncel metodlar (X-ışını kristalografisi ve NMR spektroskopisi) fizyolojik 

koşullarda yüksek konsantrasyonda saf proteinlerin hazırlanmasına gereksinim 

duymaktadır. NMR spektroskopisi en fazla 15 kDa büyüklükteki proteinler için 

uygulanabilmektedir. Ancak biyolojik öneme sahip birçok protein daha büyük yapıya 

sahiptir. Homoloji modelleme ile farklı polimorfik ve mutasyona sahip proteinlerin 

yapıları ortaya çıkarılabilmektedir (143).  

 

7.2. Moleküler Dinamik Simülasyon 

 

PON1 enzimi ve polimorfik yapılarının homoloji modellemeleri oluşturulduktan 

sonra moleküler dinamik simülasyonları yapıldı. Paraoksonaz enzimin normal, M/L 55 

ve Q/R 192 polimorfik yapıları üzerinde her biri için 10 ns’lik moleküler dinamik 

simülasyonlar gerçekleştirildi. Bu simülasyonlar ile proteine sistem içinde kendine özgü 

dinamik karakteri kazandırılarak konformasyonel değişiklikleri incelendi ve belli zaman 

aralıklarındaki protein konformasyonları üzerinde kendi substratları ve lipid düşürücü 

ilaçlar ile moleküler docking işlemleri gerçekleştirildi.  

 

Bu çalışmada moleküler dinamik simülasyonda sıcaklık, basınç ve yoğunluk 

değerlerinin ayarlanması için Parinello-Rahman metodu kullanıldı. Sıcaklık, basınç ve 

yoğunluk değerleri tablo 7’da gösterilmişti. Tablo 7’da sıcaklığın ortalama 300 K
o 

(25 

C
o
) ve basıncın 1 bar seviyelerinde olması simülasyonun laboratuvar koşullarına 

uygundur. Moleküler dinamik simülasyonun güvenilirlik ölçütlerinden birisi sistemin 
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yoğunluk değeridir. İçerisinde su, iyonlar ve proteinin yer aldığı bir sistemin yoğunluğu 

laboratuvar şartlarına uygun olarak 1000 kg/m
3 

değerine yakın olması gerekmektedir 

(144). Yaptığımız çalışmada da her üç protein yapının yer aldığı sistemin yoğunluğu 

tablo 7’de gösterildiği gibi labarutavar koşullarına çok yakındı. Sistemler arasındaki 

%1’in altındaki yoğunluk farklarının ise sistemler içerisindeki farklı sayıda ve türdeki 

atom sayıları ile ilişkili olabileceği öngörüldü (tablo 6). Bunun yanında sistemler 

arasındaki küçük sıcaklık ve basınç farklılıklarının da yoğunluk üzerine etkilidir (144). 

 

Şekil 33’de 10 ns’lik periyod boyunca polimorfik yapılardaki her bir amino asidin 

konumsal değişimleri gösterilmiştir. Şekilde 70-80 aralığındaki amino asitler oldukça 

esnek olmalarının yanında enzimin aktif bölgesine çok yakın konumlanmışlardır. Bu 

durum enzim substrat etkileşimlerinde bu bölgenin konumunun etkinliğinin var olup 

olmadığı sorusunu akla getirmektedir. Nitekim Xin Hu ve arkadaşlarının (21) 

paraokosonaz enzimi üzerinde yaptığı detaylı araştırmada bu bölgenin substrat seçici bir 

karaktere sahip olabileceğini ve özellikle 71. tirozin rezidüsünün enzim substat 

komplekslerinde kapak vasifesi görebileceğini önermiştir.  

 

     Şekil 34’de insan PON1’e ait farklı polimorfik yapılarda her bir rezidünün 

konumsal değişimi B-faktörü değerine göre gösterilmiştir. B-faktörü değerinin yüksek 

olması proteininin o bölgesinin daha esnek bir yapıya sahip olduğunu ifade etmektedir. 

PON1-Normal yapıda L1 bölgesindeki 72-80 aralığındaki rezidülerde hareketlilik en 

fazla gözlenmişken polimorfik yapılarda nispeten daha az hareketlilik gözlenmiştir. 

Genel olarak simülasyon boyunca Şekil 33 ile uyumlu olarak en fazla hareketlilik L1 ve 

H1 bölgelerinde gerçekleşmiştir. 

 

Molekül içi ve moleküller arası etkileşimleri tanımlamak için uygun bir enerji 

fonksiyonu seçimi, başarılı bir moleküler dinamik simülasyon için kritik öneme sahiptir. 

Enerji fonksiyonları genellikle çok fazla parametrik terimden meydana gelmektedir. Bu 

parametreler, esas olarak küçük moleküller ya da fragmentlerin deneysel ve kuantum 

mekanik çalışılmaları ile elde edilir. Parametre ayarları ile ilişkili işlev grupları kuvvet 

alanı (force field) terimi ile ifade edilmiştir (145). Moleküler dinamik simülasyonlar 

için hayati öneme sahip kuvvet alanı parametreleri günümüzde kuantum mekanik 
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hesaplamaların yardımıyla daha yüksek doğrulukta çalışmakta ve geliştirilmeye devam 

etmektedir. AMBER (Enerji sadeleştirme Destekli Model Oluşturma) California 

Üniversitesi'nden, San Francisco’da Peter Kollman grubu tarafından geliştirilmiş 

biyomoleküllerin moleküler dinamik simülasyonları için oluşturulmuş kuvvet 

alanlarının bir ailesidir. AMBER ailesine ait çeşitli kuvvet alanlarının deneysel verilerle 

korelasyonu Hornak ve arkadaşları tarafından gösterilmiştir (146). Yapılan çalışmada 

deneysel NMR parametreleri ile ff99SB kuvvet alanı ile oluşturulan parametreler 

arasında lizozimde 0, 83, ubikitinde ise 0, 95 ile yüksek korelasyon gösterilmiştir (146). 

 

Paraoksonazın polimorfik yapılarının moleküler dinamik simülasyonunda 

AMBER ailesine ait ff99SB-ILDN kuvvet alanı, yüksek hassasiyete sahip olduğu için 

tercih edildi. Günümüzde AMBER ailesine ait ff99SB-ILDN ve yaygın bir moleküler 

dinamik simülasyon ve analiz paketi olan CHARMM (Chemistry at HARvard 

Macromolecular Mechanics) programına ait CHARMM22 kuvvet alanı en güvenilir 

kuvvet alanlarıdır (147).  

 

7.3. Moleküler Docking 

 

PON1’in farklı polimorfik yapılarının ilaçlarve kendi doğal substratları ile olan 

afinitesinin tayininde en yaygın kullanıma sahip Autodock programı kullanıldı. 

PON1’in çeşitli substratları ile etkileşimleri docking metodu ile derinlemesine 

incelenmişken lipid düşürücü ilaçlar ile olan afinitesi ya da etkileşimine dair herhangi 

bir docking çalışması literatürde yer almamaktadır. Xin Hu ve arkadaşları (21) 

moleküler docking, MD simülasyon yöntemleri ve serbest enerji hesaplama 

metotlarından faydalanarak PON1 enzimi ve ester, lakton ve fosfotrioester gibi çeşitli 

substratları ile olan etkileşimlerini incelemişlerdir. Yaptıkları çalışmada tirozin 71 

rezidüsünün substratların bağlanmasında önemli role sahip olabileceğini göstermiştir 

ayrıca substratın tanımlanmasını kolaylaştıran bir kapı işlevine sahip olabileceğini ileri 

sürmüşlerdir. Bizim çalışmada da 71. Rezidü olan tirozin şekil 37-38’de da gösterildiği 

gibi kapı görevine sahip olduğu ancak substratlarla etkileşimde direkt (şekil 37-38) 

katalitik etkisinin olmadığı gözlendi. Ben-David ve arkadaşları (138) yaptıkları 

çalışmada, pH 4, 5’da elde edilmiş yapıda (PDB:1V04) 71. rezidü katalitik bölgeye 
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yakınken; pH 6, 5’da elde edilen yapıda (PDB:3SRE, 3SRG) 71. rezidünün aktif 

bölgenin dışında kaldığını göstermişlerdir. Yani farklı pH’da 71. rezidünün açık ya da 

kapalı konformasyon gösterdiği gösterilmiştir. Yaptığımız çalışmada 3SRE kaynaklı 

(nötr pH’da çalışan) yapılar kullandığımız için 71. rezidünün çoğunlukla açık 

konformasyon göstermiş olabilir. Şekil 36’da görüldüğü gibi çalıştığımız 19 substratın 

PON1 normal yapı üzerindeki tüm konformasyonlarında Y71 açık konformasyon 

göstermiştir. Şekil 37’de PON1 M/L 55 Y71 rezidüsü tamamen açık konformasyon 

göstermişken Şekil 38’de PON1 L/M 192 rezidüsü tamamen kapalı konformasyon 

göstermiştir. 55. Rezidü proteinin aktif bölgesine fazla yakın olmamasına karşın 192. 

rezidü aktif merkeze daha yakındır. Bu nedenle 192. rezidünün, aktif merkez ve L1 

düğümünün konformasyonel yapısını etkileyebileceği ve Y71 rezidüsünün kapalı 

konformasyon sergilemesinde role sahip olabileceği düşünüldü. Yeung ve 

arkadaşlarının (148) PON1’in yapı ve aktivitesini incelediği çalışmalarında kalsiyumun 

katalitik aktivite hayati öneme sahip bir kofaktör olduğunu göstermişlerdir. Nitekim 

PON1’in farklı polimorfik yapıları üzerinde substratlarının moleküler docking 

yöntemiyle elde edilmiş konformasyonlarında şekil 36, 37 ve 38’de kalsiyumun lakton 

yapıdaki oksijeni kendine doğru çekerek enzim-substrat kompleksi oluşumunda önemli 

etkiye sahip olduğu görülmektedir. Q/R 192 polimorfik yapı daha daralmış bir aktif 

merkeze sahip olmasının yanında substratlarının oksijenleri katalitik kalsiyuma diğer 

polimorfik yapılara göre daha yakın yer aldı. Bunun sonucu olarak substratlarının 

bağlanma afinitelerinin daha yüksek olabileceği düşünüldü. Substratların ortalama 

afinite değerlerine baktığımızda Q/R 192 PON1’e bağlanma afiniteleri diğer yapılara 

göre daha yüksek görüldüğü şekil 39’da gösterilmişti.  

 

Paraoksonaz substratları deneysel olarak en geniş anlamda Draganov ve 

arkadaşları (139) tarafından 2005’te PON1, PON2 vePON3 enzimleri ile yaptıkları 

çalışmada ele alınmıştır. Orgonafosfat, arilester ve lakton yapıdaki moleküllerin 

afiniteleri enzim ünitesi cinsinden göstermişlerdir. Draganov ve arkadaşlarının (139) 

çalışmasındaki spesifik aktivite değerleri ile bizim çalışmada bulduğumuz afinite 

değerleri arasındaki korelasyon bakıldı. 180 U/mg’den daha düşük spesifik aktiviteye 

sahip olan substratların spesifik aktivite değerleri ile bu çalışmada bulunan afinite 

değerleri arasında daha anlamlı korelasyon gözlendi. Buna göre 14 tane substratta 
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PON1 normal ile -0, 92, M/L 55 polimorfik yapı ile -0, 71 ve Q/R 192 ile -0, 86 

sperarman korelasyon değerleri belirlendi. Genel olarak lakton yapıdaki substratlar ile 

yüksek korelasyon ortaya çıktı. Bir organofosfat bileşiği olan paraokson, deneysel 

çalışmada 1, 94 U/mg değeri ile en düşük afinite değerine sahip olması ile bizim 

yaptığımız moleküler docking çalışmasındaki ortalama -2, 79 Kcal/mol afinite değeri ile 

en düşük değere sahip olması bakımından uygunluk göstermektedir. Polimorfik 

yapılarda da paraokson afinite değerleri en düşük ilk üç değerler arasında yer 

almaktadır. 2-kumarin ve dihidrokumarin deneysel çalışmada en yüksek afiniteye sahip 

sırayla 4. ve 5. moleküllerdir. PON1 normal yapıda 2-kumarin -4, 23 Kcal/mol ile en 

yüksek, M/L 55 ve Q/R 192 polimorfik yapılarda dihidrokumarin sırayla -4, 79 

Kcal/mol ve -5, 20 Kcal/mol ile en yüksek afinite değerine sahip molekül olarak 

bulundu. Yapılan moleküler docking çalışmasında paraokson, draganov ve 

arkadaşlarının (139) deneysel çalışması ile uyumlu görünürken 2-kumarin ve 

dihidrokumarinin bu yönüyle uygunluk göstermedi. Arilester yapı olan fenilasetat 

deneysel olarak yüksek afinite değerine sahipken bizim yaptığımız çalışmada docking 

sonucuna göre ortalamanın altında afinite değerine sahip olduğu görüldü. Ayrıca 175 

U/mg değerine kadar anlamlı düzeyde korelasyon değerleri ortaya çıkarken bu değerin 

üzerindeki karşılaştırmalarda korelasyon gözlenmedi. Bu durum docking metodlarının 

güvenilirliği açısından günümüzde genel bir sorun olarak ortaya çıkmaktadır. Yapılan 

çalışmalar docking metodları ile deneysel çalışmalar arasındaki korelasyonun 0, 5 

düzeylerinde olduğunu göstermektedir (149). Buna karşın son yıllarda bilgisayar 

gücünün artışı ve bununla beraber moleküler docking işlemleri MD hesaplamalar ile 

beraber yürütülmeye başlamıştır. MD simülasyonla beraber yapılan moleküler docking 

işlemlerinde deneysel verilerle çok daha yüksek korelasyon değerlerine 

ulaşılmıştır(150). Bizde yaptığımız çalışmada MD simülasyon ve Moleküler docking 

metodunu birlikte kullanarak14 substratta -0, 92’lere varan korelasyon değerlerine 

ulaştık. Korelasyonun tüm substratlarda özellikle fenil asetta olmaması ve özellikle 

lakton yapılarda yüksek olması metodun her substrat çeşidi için aynı güvenilirliğe sahip 

olmadığını bize gösterdi. 
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7.4. Lipid Düşürücü İlaçlar ve Paraoksonaz 

 

Lipid düşürücü ilaçların PON1’in kendisi ve polimorfik yapılarına olan afinitesi 

şekil 46’da gösterilmişti. İlaçların paraoksonaz yapıları arasındaki karşılaştırılması 

yapıldığında genel olarak Q/R 192 polimorfizminde ilaçların afinitelerinin diğer 

paraoksonaz yapılardan daha düşük olduğu gözlendi. Aktif bölgenin kapağı konumunda 

bulunan Y71 rezidüsü, paraoksonazın diğer yapılarında açık konumdayken Q/R 192 

polimorfik yapıda kapalı konumdadır. Bu durum da ilaçların afinitesinin daha düşük 

çıkmasına sebep olmuş olabilir. Diğer ilaçların aksine atorvastatin, probukol, orlistat, 

rosuvastatin ve betasterol, Q/R 192 polimorfik yapıda pozitif ∆G göstermiştir. 

Paraoksonazın diğer yapılarında da atorvastatin, probukol, orlistat, rosuvastatin ve 

pravastatinin PON1’e afinitelerinin düşük olduğu tespit edildi. Dolayısıyla bu ilaçlar 

paraoksonaz aktivitesi üzerine pek etkili olmayabilir. Bu da yüksek afiniteli ilaçların 

paraoksonaz aktivitesini azaltabileceğini, herhangi bir afiniteye sahip olmayan veya 

düşük afiniteli ilaçların ise paraoksonaz aktivitesini çok etkileyemeyebileceği sonucunu 

çıkarmaktadır.  

 

Bu çalışmada atorvastatin paraoksonaz aktivitesine etki edemeyeceği gözlenirken 

atorvastatinin paraoksonazı düşürdüğü ya da etkilemediğine ait bir çalışmaya 

rastlanılmamıştır. Hatta birçok çalışmada PON-1 aktivitenini arttırdığı belirtilmiştir. 

Kural ve ark. (37) dislipidemik hastalarla yaptığı çalışmada atorvastatinin serum 

paraoksonaz aktivitesini ve HDL düzeyini anlamlı derecede arttığını bulmuşlardır. 

Abdin ve ark. (38) Mısırlı tip 2 diyabetli hastalarda atorvastatin tedavisinin paraoksonaz 

aktivitesini artırdığını gözlemlemişler ve paraoksonazın diyabetin ve diyabetik 

nöfropatinin tedavisinde yeni bir seçenek olabileceğini ileri sürmüşlerdir. Yine Harangi 

ve ark. (151) atorvastatin tedavisinin PON1 aktivitesini artırdığını gözlemişlerdir. 

Oranje ve ark. (152) tip iki diyabetik hastalar üzerinde yaptıkları çalışmada 

atorvastatinin LDL oksidaysonunu düşürdüğünü göstermişlerdir. Bu çalışmalar 

atorvastatinin aterosklerotik hastalıkları önlemede önemli etkiye sahip olduğunu 

göstermektedir. Ancak Bergheanu ve ark. (153) kardiyovasküler hastalığı olan 

erkeklerde rosuvastain ve atorvastatinin PON1 aktivitesi üzerine etkisini araştırmışlar ve 

her iki ilacın da PON1 aktivitesini artırdığını, fakat rosuvastatinin atorvastatinden farklı 
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olarak doz bağımlı PON1 aktivitesini artırdığını göstermişlerdir. Bizim çalışmada ise 

rosuvastatinin PON1’a karşı afinitesini zayıf olduğu yani etki etmeyebileceği gözlendi. 

Rosuvastatinin PON1 aktivitesini düşürdüğüne dair bir çalışmaya rastlanılmamıştır. Bu 

çalışma da kullanılan diğer bir ilaç olan orlistat PON1 normal yapıda çok az afinite 

gösterirken polimorfik yapılarda afinite göstermedi. Audikovszky ve ark. (86) yaptıkları 

çalışmada orlistatın paraoksonaz aktivitesini arttırdığını göstermiştir.  

 

Statinlerden simvastatin, lovastatin ve mevastatinin en yüksek afinite değerlerine 

sahip ilaçlar olarak bulundu. Bu ilaçların lakton yapılarına sahip olması bu sonucun 

oluşmasının muhtemel nedenidir. Bu benzerlik sayesinde yarışmalı inhibisyonla 

paraoksonaz aktivitelerinin azalması beklenen sonuçtur. Çalışmamızla uyumlu olarak 

Billecke ve ark. (44) yaptıkları çalışmada bu üç statin grubu ilacın PON1’e afinite 

gösterdiğini ve PON1 ile metabolize edildiğini göstermişlerdir. Ayrıca Gouédard ve ark 

(59) pravastatin, fluvastatin ve simvastatin gibi statinlerin PON1 aktivitesini azalttığını 

ifade etmişlerdir. Diğer taraftan Tomas ve ark. (154) simvastatinin paraoksonaz 

aktivitesini arttırdığını ve bu nedenle aktioksidan özelliğe sahip olabileceğini 

belirtmişlerdir.  

 

Tüm ilaç grupları içerisinde en yüksek afinite, PON1-normal yapıda 

brassikasterolde, M/L 55 polimorfik yapıda stigmasterol, Q/R 192 polimorfik yapıda ise 

sibutraminde bulundu. Dolayısıyla bu ilaçlar PON1 aktivitesini düşürmede etili 

olabilirler. Fitosteroller fibrat türü ilaçlardan farklı olarak PON1 ve M/L 55 polimorfik 

yapıda yüksek afininte gösterdi. Q/R 192 polimorfik yapıda ise Y71 rezidüsü ve aktif 

merkezin dar yapısı ile beraber fitosterollerin nispeten büyük moleküller olması düşük 

aktivite göstermelerine sebep olmuş olabilir. Kimyasal yapı olarak kolesterole benzeyen 

fitosterolerin paraoksonaz enzimi aktivitesine etkileri yönünde herhangi bir çalışmaya 

rastlanılmamıştır. Ancak kolesterol ile PON1 ilişkisini gösteren çelişkili çalışmalar ve 

paraoksonazın yer aldığı HDL ile ilgili çalışmalar mevcuttur. Çalışmamızla uyumlu 

olarak Yi ve ark. (155) yaptıkları çalışmada yüksek kolesterol diyeti uygulanan 

farelerde serum PON1 aktivitesinin azaldığını göstermişler. Diğer taraftan Kim ve 

arkadaşları (156) yaptıkları çalışmada kolesterolün PON1 aktivitesini artırdığını 

bulmuşlardır. Sutherland ve ark. (157) plazma fitosterol seviyesi ve plazma HDL 
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kolesterol seviyesinin pozitif korelasyona sahip olduğunu, Zak ve ark. (158) da 

fitosterol tüketiminin HDL’deki kolesterol seviyesini artırdığını göstermiştir. Ayrıca 

fitosterollerden zengin besinlerle PON1 aktivitesi üzerine etkisi ile ilgili çalışmalar 

mevcuttur. Fitosterollerden zengin argan yağı ve serum PON1 aktivitesi üzerine yapılan 

çalışmada PON1 aktivitesinin arttığı Cherki ve ark. (159)d tarafından gösterilmiştir.  

 

Klofibrat, gemfibrozil, ciprofibrat ve bezafibrat düşük afinite değerleri gösterdi. 

Fenofibrat ise normal ve M/L 55 yapıda ortalamanın üzerinde, Q/R 192 polimorfik 

yapıda ise ortalamanın altında afinite gösterdi. Yeşilbursa ve ark. (160) fenofibratın 

PON1 aktivitesini artırdığını gözlemişlerdir. Bu sonuç ortalamanın üzerinde afinite 

değerlerine sahip normal ve M/L 55 yapıda bizim çalışmamız ile çelişmektedir. Macan 

ve ark. (161) gemfibrozilin PON1 aktivitesini anlamlı düzeyde düşürdüğünü 

bulmuşlardır. Paragh ve ark. (162) ciprofibratın, Durrington ve ark. (163) ise 

bezafibratın PON1 aktivitesini artırdığını belirtmişlerdir. Dullaart ve ark. (164) Tip 2 

diyabetli hastalara bezafibrat ve simvastatin beraber verildiğinde HDL seviyesinin 

arttığını fakat PON1 aktivitesinin artmadığını ifade etmişlerdir. Yukarıda bahsedildiği 

gibi fibrat türü ilaçların genelde PON1 aktivitesini arttırması, bizim çalışmada bulunan 

düşük afinite değerleri ile uyumluluk göstermektedir. 

 

Probukol Q/R 192 polimorfik yapıda afinite göstermezken normal ve M/L 55 

polimorfik yapıda ortalamanın altında değerlere sahipti. Yi ve ark. (155) yaptıkları 

çalışmada yüksek kolesterol diyeti uygulanan farelerde probukol tedavisi ile PON1 

aktivitesinin arttığını göstermişlerdir. Benzer şekilde Noto ve ark. (165) da probukol 

tedavisi ile PON1 aktivitesi/HDL-C düzeyinin anlamlı düzeyde arttığını göstermişlerdir. 

Ayrıca literatürde probukolun PON1 aktivitesini düşürdüğüne dair bir çalışmaya 

rastlanmamıştır. Tüm bu sonuçlar da probukolun PON1’e düşük afinite göstermesi ile 

PON1 aktivitesi üzerine olumsuz etki etmeyeceği görüşümüzü desteklemektedir. 

 

 Ezetimib PON1’e afinitesi yüksek olan ilaçlar grupta yeraldı. Niasinin ise 

afinitesi düşük bulundu. Tang ve ark. (85) yaptığı çalışmada niasinin paraoksonaz ve 

arilesteraz aktivitesine etki etmediğini fakat ezetimibin paraoksonaz ve arilesteraz 

aktivitesini düşürdüğünü ifade etmişlerdir. Ezetimibin simvastatin ile beraber 
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uygulandığı bir çalışmada HDL düzeyinin arttırdığı fakat PON1 aktivitesinin anlamlı 

düzeyde artmadığı rapor edilmiştir (164). Bu sonuçlar yüksek afinite değerine sahip 

ezetimibin PON1 aktivitesi üzerine olumsuz etki edebileceği görüşümüzü 

desteklemektedir. 

 

Sibutramin Q/R 192 polimorfik yapıda en yüksek afiniteye sahip bileşik olarak 

ölçüldü. Sibutraminin direk PON1 aktivitesi üzerine etkisini gösteren bir çalışmaya 

rastlanmamıştır. Bununla beraber, James ve ark. (166) sibutraminin plazma HDL 

seviyesini anlamlı düzeyde artırdığını gözlemişlerdir. Sibutraminin direk PON1 üzerine 

etkisini gösteren çalışmaya rastlanamadığından deneysel çalışmalar ile bir kıyaslama 

yapılamadı. 

 

Bu çalışmada bulunan bu in siliko sonuçların deneysel çalışmalarla desteklenmesi 

gerekmektedir. İn siliko moleküler docking yöntemi her ne kadar zaman ve paradan 

tasarruf sağlamışsa da güvenilirliği hala tartışma konusudur. Bu çalışmada kullanılan 

kullanılan Autodock 4 yazılımı ile PON1’in kendi substratları ile afinitesi ve diğer 

deneysel çalışmalar arasındaki korelasyon değerlendiridiğinde, Autodock yazılımın 

lakton yapılarda iyi çalışmasına karşın fenilasetat gibi bileşiklerde ve çok yüksek 

afiniteli bileşiklerde hata oranın yükseldiği gözlendi. Autodock, en yaygın kullanıma 

sahip programlardan biri olmasına karşın CDOCKER gibi daha güvenilir yazılımlar 

gelecekte tercih edilebilir. Günümüzde moleküler dinamik çalışmalarıyla beraber 

yürütülerek daha güvenilir sonuçlara ulaşılabilmektedir. 

 

Lipid düşürücü ilaçların PON1 enzimine afinitelerinin in siliko olarak 

değerlendirildiği bu çalışmada en yüksek afiniteye sahip olan ilaçlar PON1 normal 

yapıda brassikasterol, Q/R 192 polimorfik yapıda sibutramin ve M/L 55 polimorfik 

yapıda stigmasterol iken; en düşük afiniteye sahip olan ilaçlar PON1 normal yapıda 

orlistat, Q/R 192 polimorfik yapıda atorvastatin ve M/L 55 polimorfik yapıda orlistat 

olarak ölçüldü. Yüksek afiniteye sahip ilaçlar HDL yapısında yer alan ve önemli bir 

antioksidan olan paraoksonaz enziminin aktivitesini düşürebilir. Bu nedenle bu ilaçların 

kullanılmasında HDL metabolizmasını etkileyebileceği göz önüne alınmalıdır. 
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