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OZET

BAZI LiPiD DUSURUCU ILACLARIN SERUM PARAOKSONAZ-1
ENZIMINE AFINITELERININ DOCKING METODU iLE iNCELENMESI

Paraoksonaz 1 (PON1) enzimi, paraoksonaz, arilesteraz ve laktonaz aktivitesi
gosteren yiiksek dansiteli lipoprotein (HDL) iligkili bir ester hidrolazdir. Bu enzim,
LDL’nin oksidasyonunu engelleyerek ve okside lipid diizeyini diisiirerek ateroskleroz
olusumunu azaltmaktadir. Bu c¢aligmanin amaci, lipid disiiriici ilaglarm (statinler,
fibratlar, niasin, ezetimib, orlistat, sibutramin, probucol ve bazi fitosteroller) PONI
enzimine afinitelerinin, polimorfik yapilar1 [PON1 (M/L) 55, (Q/R) 192] g6z Oniine
alinarak incelenmesi idi. Bu inceleme icin homoloji modelleme metodu ile X-RAY
kristalografik yapis1 belirlenmis serum PON1 enzimine 10 ns’lik molekiiler dinamik
simiilasyonun ardindan AutoDock 4 yazilimi ile molekiiler docking metodu uygulandi.
Bu c¢alismada en yiiksek afiniteye sahip olan ilaglar PON1 normal yapida brassikasterol,
Q/R 192 polimorfik yapida sibutramin ve M/L 55 polimorfik yapida stigmasterol iken;
en diisiik afiniteye sahip olan ilaglar PON1 normal ve M/L 55 polimorfik yapida
orlistat, Q/R 192 polimorfik yapida atorvastatin olarak hesaplandi. Lakton yapiya sahip
statinler olan simvastatin, lovastatin ve mevastatin diger statin grubu ilaglardan daha
yiiksek afinite gosterdi. Steroller PON1 normal yap1 ve M/L 55 polimorfik yapida en
yiiksek afinite degerlerine sahip olamsmna ragmen Q/R 192 polimorfik yapida
ortalamanin altinda afinite degerlerine sahipti. Hiperlipipidemi tedavisinde, yiiksek
afiniteye sahip ilaclarm (brassikasterol, sibutramin ve stigmastreol) paraoksonaz
enziminin aktivitesini diislirebilme etkisini sahip olabilece8i g6z Oniine alindiginda
diisiik afiniteye sahip ilaglarm (orlistat ve atorvastatin) kullanilmasmin daha uygun
olabilecegi kanisina varildi. Ancak bu sonuglarin in vivo ve in vitro ¢alismalar ile

desteklenmeye ihtiyaci vardir.

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

docking, Statin



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 PONL1; 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



3. GIRIS ve AMAC

Lipid distiriicti ilaglar glinimiizde ilag sanayinde son derece Onemli bir yere
sahiptir. Ateroskleroz ve kardiovaskiiler hastaliklarin tedavisinde de kullanilan bu
ilaglarm viicuttaki etki mekanizmalar1 giinlimiizde hala arastirmacilarin favori konular1
arasindadir. PON1 enziminin lipid diisiiriicii ilaglar ile iligkisi bir¢ok aragtirmaci
tarafindan incelenmis ortaya celiskili sonuglar ¢ikmistir (1). Deneysel yontemlerle
calisilan bu ilaglarin daha ¢ok enzim aktivitesine nasil etki ettigi lizerinde durulmus ve

hesaplamal1 yontemlerle afinite iliskisi literatlirde yer almamaistir.

Son 10-15 yilda hesaplamali bilimler ve bilgisayar teknolojisindeki takip edilemez
ilerleme, tip ve farmakolojik bilimleri de etkisi altina almistir. Protein, kiiglik molekiil,
niikleotid ve amino asit gibi canliligin vaz gecilmez yapi taslarina ait yapisal bilgileri
iceren veri bankalarinin gegmisi 80°1i yillara kadar dayanmaktadir. Protein data bank
gibi makro molekiiler veri bankalar1, pubchem ve chemspider gibi ilag, metabolitler,
pestisitler gibi kii¢iik molekiileri igerisinde barindiran dev veri tabanlari, GenBank ve
Uniprot gibi niikleotid ve amino asit diizeyindeki veri bankalar1 bunlardan sadece bir
kagidir. Fakat bu devasa veri bankalarinim islenmesi i¢in gerekli olan yiiksek hesaplama
giiciine sahip diigsiik maliyetli bilgisayarlar son on yilda ticari sektér ve bilim
insanlariin hizmetine sunulabilmistir. Canli biinyesinde cereyan eden enzim substrat
etkilesimleri, ilaglarin protein reseptorlere olan ilgileri, proteinlerin, hiicre zarlar1 ve
virtislerin ii¢ boyutlu yap1 ve in sitii davraniglar1 bilgisayar ortaminda son derece
karmagik yazilim ve algoritmalar ile incelenerek arastirmacilarin essiz bilgi ve bulgulara
ulagmasina yardime1 olmustur. Anti-HIV ilag gelistirilmesi gibi Bu alanda gergeklesen
bir ¢ok basar1 hikayesi ve hizla artan oranda arastirmacinin bu alana biiyiik ilgi duymasi
biyomiihendislik, protein miithendisligi gibi bilim dallarinin ortaya ¢ikmasi ve popiiler

hale gelmesinin yolunu agmustir.

Molekiiler docking yontemi yillardan beri ilgi odagi olmustur. Genelde bugiin
AutoDock, Flexx, GOLD ve DOCK gibi, makul dogruluk ve hizlarda ¢alisan docking
programlari ile protein-ligand karmasik yapilar tahmin edilebilmektedir. Bu tiir docking

programlar1 veri bankalarindaki yilizbinlerce molekiilii hedef molekiildeki baglanma



bolgesine afinitesi ve konformasyonlarini hesaplamaktadirlar. Deneysel caligmalarla
karsilastirildiginda bilgisayarlarin giiclii hesaplama yetenegi sayesinde maliyet ve is
giiclinii bliylik oranda diisirmeyi hedeflemektedir. Bu postgenomik ¢agda "ilag hedefi
olabilecek" biyolojik hedeflerin sayisinda dramatik bir artis ile molekiiler docking
stiphesiz ila¢ kesfinde 6nemli bir rol oynamaya devam edecektir (2). Autodock
kullanim1 kolay olmasi ve kabul edilebilir dogrulukta sonuglar ortaya koymasi

nedeniyle literatiirde en ¢ok tercih edilen molekiiler docking programidir.

Son yillarda artan bir ivmeyle ¢alisma konusu olan ve 6zellikle anti aterosklerotik
ozelligi ve toksik metobolitleri hidrolizi ile 6nem kazanan PON1 enzimi, (M/L) 55 ve
(Q/R) 192 polimorfik yapilari ile lipid diisiiriicii ilaglar arasinda nasil bir afinite iliskisi
vardir? Sorusuna hesaplamali bilimler ve bilgisayar teknolojisinden faydalanilarak bu
calismada yanit aranmaya calisilmistir. Bu calismada molekiiler docking metodundan
faydalanilarak lipid diisiiriicii ilaglarm PON1 ve polimorfik yapilarina afinitelerinin
Olciiliip degerlendirilmesi amaglanmistir. Bu ¢alisma ile lipid diisiiriicli ilaglarin enzim
aktivitesine etkisi molekiiler docking metodundan faydalanilarak hangi ilacin PONI
enzimi ile iligkisi acisindan faydali olabilecegi hedeflenmis olup her herhangibir
kimyasala maruz kalmadan zaman ve paradan tasarruf yapilarak ileri caligmalar i¢in bir

Oneri olarak sunulmustur.



4. GENEL BIiLGILER

4.1. Paraoksonaz Ailesi

Paraoksonaz enzim ailesi, son yillarda 6zellikle detoksifikasyon 6zelligi ile genis
uygulama alanlarinda ilgi gormiistiir. Paraoksonaz, homosistein, tiyolakton, ilag
metabolizmasi ve sinir ajanlarinin detoksifikasyonu dahil olmak iizere fizyolojik olarak
onemli rollere sahip bir paraoksonaz enzimdir. 1950°li yillarda Aldridge (3), bircok
memeli tiirli ve insan serumunda paraoksonun hidrolizini ¢calismis ve organofosfatlari
hidroliz etme kabiliyetinden dolayr diger esterazlardan aymrmak icin A-esteraz
(paraoksonaz) adini dnermistir. Insan paraoksonaz ailesi kromozom 7°de yer alir. Farkl1
tipte birgok substrat ¢esidine karsi hidrolitik aktiviteye sahip olan ii¢ tipi vardir (4).
Paraoksonaz gen ailesi, Parmo ve arkadaslar1 (5) tarafindan 1996 yilinda multi gen
ailesi olarak kesfedilerek PON1, PON2 ve PON3 olarak isimlendirilmistir. Insan PON1
ve PON2 genlerinin her biri 9 eksona ve esdeger pozisyonlarda ekson-intron
baglantilarina sahiptir. PON1, PON2 ve PON3 genleri insanda kromozom 7’nin uzun
kolunda farede ise kromozom 6’da yerlesmistir (5). Bu {i¢ gen arasinda niikleotid
diizeyinde %70, amino asit diizeyinde %60 benzerlik vardir. PON1, PON2 ve PON3
dokuz eksona sahiptir fakat PON1 ekson 4’te pozisyon 106 (lizin)’ya denk gelen ekstra
bir kotona daha sahiptir (5, 6). PON1 mRNA’s1 karacigerde ifade edilirken PON3
mRNA’s1 birincil olarak karacigerde ayrica bobrekte ifade edilir. PON1 ve PON3’iin
aksine PON2 bobrekler, karaciger, akciger, ince bagirsak, plasenta, dalak, mide ve testis
gibi birgok dokuda ifade edilir (7). PON1 o6zellikle son yillarda anti toksikolojik
Ozellikleri ile yaygm arastrma konusu olmustur. PON1’in aksine, PON2 ve PON3
enzimi ¢ok daha az incelenmistir. PON2 yaklagik 44 kDa molekiil kiitleli hiicre i¢i bir
proteindir (7). PON2 mRNA’s1 yiiksek oranda karaciger, akciger, plasenta, testisler ve
kalp olmak {izere hemen hemen tiim insan dokusunda ifade edilir. PON2 mRNA’s1 ayn1
zamanda endotel hiicresi, diiz kas hiicresi ve makrofaj igeren arter duvar hiicreleri iginde
de bulunur. PON2, HDL (high density lipoprotein) veya LDL (low density lipoprotein)
ile iligkili degildir (8, 9). PON2, PON1 ve PON3 gibi N-terminal sinyal sekansina sahip
olmasina ragmen plazma membrani ile iligkili olarak hiicrede bulundugu goriilmektedir.

PON2’nin sadece kiigiik miktarlarda hiicreden salgilandigi ya da hemen pargalandigi



distiniilmektedir (9). Her {i¢ PON enzim igerisinde, PON3 en son olarak kesfedilmistir.
PON3 agirlikli olarak karacigerde sentezlenir ve serum i¢inde HDL ile iliskili fakat
PON1’e gore c¢ok daha diisiik seviyelerdedir. PON3 mRNA’sinin karacigerde
ekspresyonunun yani sira, aynt zamanda bobrekte ifade edildigi tespit edilmigtir. PON3

yaklagik olarak 40 kDa molekiil agirliginda olup antioksidan 6zellige sahiptir (9).

4.1.1. Paraoksonaz-1 (PON1)

PON1, yapisinda kalsiyum bulunduran 43-47 kDa agirhginda ve 354 amino
asitten olusan bir glikoproteindir. Agirlikli olarak karacigerde eksprese edilen PON1,
HDL’ye bagmmli apolipoprotein Al ile birlikte dolasima katilir (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 hidrolazdir (12-14).

90’lh yillardaki caligmalar insan ve tavsan paraoksonazinin saflastirilmasina
olanak tanmmuis, Klonlama ve sekanslama da bunu takip etmistir (15). Memeli
rekombinant PON1’in {i¢ boyutlu yapisi Harel M ve arkadaslar1 tarafindan yapilan
calisma ile gosterilmistir (16). Fonksiyonlar1 ve fizyolojik substratlar1 bilinmesine
ragmen PONI tam olarak anlagilamamistir. PON1’in anti aterosklerotik etki ve ilag
metabolizmasindaki roliinde genis bir hidrolitik aktiviteye sahip oldugu gosterilmistir

(17).

Insanlarda tek niikleotid polimorfizmi PON1’in durumunu anlamli diizeyde
belirlemektedir. Yiiksek PON1 diizeyi diisiik kardiyovaskiiler hastalik riski ile baglantili
olabilecegi diisiiniilmiistiir (18). /n-siliko veri tabanlar1 kullanarak cesitli transkripsiyon
faktorleri ve mikroRNA’nmn PONI i¢in varsayilan diizenleyici olabilecegi onerilmistir.
Genetik faktorler ve yasam tarzmmin yaninda PONI1 aktivitesine ilaglar ve diyetsel
faktorler de etkili olabilmektedir. PON1’in durumu; yag ve yag asitleri, antioksidan
vitaminler (6rnegin askorbik asit ve tokoferol), polifenoller ve polifenol agisindan
zengin besinleri igeren diyetlerle belirlenmektedir (18). Sekil.1l’de Sanan ve
arkadaglarmm (19) insan PON1 G2E6 varyantinin X-RAY kristalografik yapisindan

faydalanarak elde ettigi PON1 goriintiisii sematize edilmistir.



Sekil 1. insan PON1 G2E6 varyantinin X-RAY kristalografik yapisi (19).

4.1.1.1. PONY’in Katalitik Aktivitesi

Kofaktor olarak yapisal ve katalitik aktivitede rolii olan iki kalsiyum atomu
paraoksonaz i¢indeki tiinelde yerlesmis haldedir (16). Enzimin aktif bolgesinde yer alan

histidin- histidin ¢iftinin (H115 ve H134) katalitik mekanizmada rolii vardir (20).

Bir takim amino asitlerin esteraz ve PONL1 aktivitesindeki dnemi, eksikliginde
aktivitede azalma ya da kaybolmaya sebebiyet vermesiyle ortaya konulmustur. Bu
amino asitlerden bazilar1 L69, H115, H134, D169, F222, D269, H285, F292, T332,
V346 ve W281°dr (21). Ileri ¢alismalar laktonaz / esteraz ve fosfotriesteraz
aktivitelerini etkileyen amino asitlerin aktif bolgenin farkli kisimlarinda yer aldigini
gostermistir (14, 22). Sekil 2°de Harel ve arkadaslarinin (16) ¢alismalarinda elde ettigi

paraoksonaz enzimin aktif merkezi gosterilmistir.



Sekil 2. PON1’in aktif bdlgesinde yer alan Ca*? (yesil kiire)’in ve katalitik
aktiviteden sorumlu aminoasitlerin X-RAY kristalografik goriintiisii
(16).

Sekil 3’te fenilasetat ve paraoksonun paraoksonaz ile hidrolizi gésterilmistir (23).
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Sekil 3. Cesitli paraoksonaz substratlar1 (23).



4.1.1.2. PON1 Gen Polimorfizmi

PON1’in kodlandig: iki ortak polimorfizm vardir. Bunlardan biri metiyonin ile
16sinin yer degistirdigi 55°ci konum (M/L 55) digeri ise glutamin ve argininin yer
degistirdigi 192. konumdur (Q/R192). mRNA seviyesinde M/L 55 polimorfizminde
260’ct mRNA pozisyonunda timin yerine adenin gelirken (TTG=>ATG) Q/R 192
polimorfizminde ise 672°ci mRNA pozisyonunda adenin yerine guanin (CAA=>CGA)
gelmistir (24). M/L 55 polimorfizmi, inme, koroner arter hastaligi, Parkinson hastaligi,
total ve LDL kolesterol diizeylerinde farkliliklar ve PON1 mesaji ile paraoksonun
aktivite diizeyleri ile iligkili iken Q/R 192 polimorfizmi ise paraokson, diazoxon, soman
ve sarin gibi ¢esitli molekiillerin hidroliz oranlarini etkiledigi ve buna ek olarak koroner
arter hastaligi, inme, ailesel hiperkolesterolemi, tip 2 diyabet ve Parkinson hastalig: ile

iliskisi gézlenmistir (25).

Herhangi bir kistasa gore belirlenmis bir insan popiilasyonunda serum PONI
aktivitesi en az 40 kat degisebilir. Bu degiskenligin ¢ogu PONI geninin kodlama
[PON1 (M/L) 55, (Q/R) 192] bolgesinde ve promoter (108C/T) bolgedeki genetik
bolgesinde bulunmaktadir. PON1 (Q/R) 192 polimorfizmi, enzimin hidrolitik
aktivitesinde substrat polimorfizmi ile izah edilebilir (26). PON1 (M/L) 55
polimorfizmi, PON1’in HDL-C ile baglanmasinda rol oynayan N-terminal kisminda
goriiliir (27). Her iki polimorfik yapmin paraoksonaz ve arilesteraz aktivitesinin benzer

oldugu gosterilmistir (28).

4.2. Lipid Diisiiriicii Tlaclar

Lipid districi ilaglar, genel olarak, hiperlipidemi hastalarinda lipidin farkli
formlarmin yiikselmis seviyelerini kontrol etmede yardimci olur. Lipid distirticii ilaglar
olan statinler kolesterol diisiiriicli iken fibratlar yag asidi ve trigliserit lizerinde etkilidir.
Buna ek olarak ezetimib ve mniasin gibi ilaglar da kolesteroliin kontroliinde
kullanilmaktadir (1). Yapilan ¢alismalar bazi lipid diisiiriicti ilaglarin PONT1 aktivitesini
baskiladigini rapor ederken bazi ilaglarin ise aksine PONI aktivitesini artirdigini

gozlemlemistir (29).



4.2.1. Statinler

Funguslarin savunma mekanizmalar1 {izerine ¢alisan Endo ve arkadaslar1 (30)
statinlerin 3-hidroksi-3-metilglutaril koenzim A (HMG-CoA) rediiktazi inhibe ettigini
ve bdylece kolesterol biyosentezini baskiladigmi gostererek mevastatin yapismi ilk
statin grubu bilesik olarak rapor etmislerdir. Farmasotik formda bulunan sitatinler
arasinda lovastatin, simvastatin, pravastatin, fluvastatin, atorvastatin, rosuvastatin ve
pitavastatin bulunmaktadrr (31). Ilk elde edilen statinlerden olan lovastatin ve
mevastatin  fungiden elde edilirken diger bilesikler, ilk statinlerin ¢esitli

modifikasyonlar1 sonucunda kimyasal sentez yolu ile elde edilmislerdir (1).

Statin molekiillerinde ortak olarak dihidroksi heptanoik veya heptenoik asit
yanzincirleri bulunur (32). Bu zincir HMG-CoA rediiktaz enziminin aktif bolgesine
baglanir ve yarigmali bir inhibisyona neden olur. Bu inhibisyon ile Asetil CoA’dan
mevalonik asit sentezi gerceklesemez ve kolesterol sentezi inhibe olur. Hiicre ig¢inde
sentezlenen kolesteroliin azalmasi ile karaciger hiicre ylizeyinde bulunan LDL ve VLDL
reseptOrlerinin sayisit artar. Bu reseptorler dolasimda bulunan LDL ve VLDL’yi
yakalayip karaciger hiicresine alarak plazmadaki miktarlariin azalmasina neden olur.
Yani statinlerin kolesterol diistiriicii etkileri bir yandan hiicre i¢i sentezi azaltip, diger

yandan da dolagimdaki LDL’nin hiicre i¢ine alinmasini saglayarak gergeklesir (33).

4.2.1.1. Atorvastatin

Atorvastatin ilk defa 1985 yilinda Bruce Roth tarafindan sentezlenmistir (34)
(Sekil 4). Dislipidemi ve kardiyovaskiiler hastaliklarin 6nlenmesinde yaygin olarak
kullanilmaktadir (35). Diger statinler gibi atorvastatin de HMG-CoA’nin yarismali
inhibitoridir. HMG-CoA’dan mevalonat sentezini inhibe ederek hepatik kolesterol
biyosentezini azaltir (34). Atorvastatinin enzimi inhibe etmesi ile hepatositlerdeki LDL
reseptor sayisi artar ve serum LDL konsantrasyonu azalir (36). Kural ve arkadaslari (37)
atorvastatinin serum paraoksonaz aktivitesi ve HDL diizeyini anlamli derecede arttigini
gostermistir. Abdin ve arkadagslar1 (38) tip 2 diyabetli misirli hastalarda atorvastatin

tedavisinin paraoksonaz aktivitesini artirdigini gozlemlemisler ve paraoksonazin

10



diyabetin ve diyabetik nofropatinin tedavisinde yeni bir segcenek olabilecegini ileri

stirmiiglerdir.

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

4.2.1.2. Fluvastatin

Fluvastatin hiperkolesterolemi tedavisinde ve kardiyovaskiiler hastaligi 6nlemek
icin kullanilan statin grubu ila¢ smifinin bir tyesidir,. HMG-CoA’nin yarigmali
inhibitoriidiir. HMG-CoA’dan Mevalonat sentezini inhibe ederek hepatik kolesterol
biyosentezini azaltir (34). Yapilan ¢alismalar fluvastatinin PON-1 aktivitesini paraokson
ve fenilasetata gore yaklasik %24 ile %17 oraninda azalttigini gostermistir (39).
Sicanlar iizerinde yapilan bir ¢alismada yliksek dozda fluvastatin verilen siganlarin
karaciger ve plazma PONI seviyelerinin distiigii fakat diisilk dozda sadece karaciger

PONI aktivitesinin arttig1 gézlenmistir (40).
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Sekil 5. Fluvastatin (Pubchem.org-CID 1548972).

4.2.1.3. Lovastatin

Giiglii bir HMG-CoA rediiktaz inhibitorii olan lovastatin 1970’lerde plazma LDL
seviyesini distiricii lakton igeren statin grubu bir ilag olarak kesfedilmistir (41).

Lovastatin o6zellikle istiridye mantar1 ve kirmizi piring maya gibi gidalarda bulunan

dogal bir ilagtir (42, 43).

Sekil 6. Lovastatin (Pubchem.org-CID 53232).
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4.2.1.4. Mevastatin
Mevastatin 1970'lerde Akira Endo tarafindan Penicillium citrinum’dan izole

edilmis ve HMG-CoA rediiktaz inhibitorii olarak tanimlanmistir (30). Lakton igeren bir

ilag olan lovastatinin PON1 tarafindan metabolize edildigi gosterilmistir (44).

CH,
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Sekil 7. Mevastatin (Pubchem.org-CID 64715).

4.2.1.5. Pitavastatin

Diger statinler gibi HMG-COA rediiktaz inhibitorii olan Pitavastatin, Nissan
Kimya Endiistrileri ve Kowa Ila¢ tarafindan Tokyo’da kesfedilmistir (45). Yapilan

caligmalar Pitavastatinin PON1 promoter aktivitesini artirdigini géstermistir (46).

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

Baslangigta CS-514 olarak bilinen ilag, Sankyo Ilag A.S. arastirmacilari tarafindan
Nocardia autotrophica adi verilen bir bakteride tespit edilmistir (47). Pravastatinin
paraoksonaz enzim aktivitesi lizerinde kayda deger anlamli bir etkisinin olmadigi

gozlenmistir (40).

HOW 0
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Sekil 9. Pravastatin (Pubchem.org-CID 54687).

4.2.1.7. Rosuvastatin

Statin grubu ila¢ sinifinda yer alan rosuvastatin, yiiksek kolesterol ve
kardiyovaskiiler hastaliklara kars1 kullanilir (48, 49). Rosuvastatinin diger statinlerden
farkli olarak yapisinda siilfon grubu bulunur (50). Rosuvastatin HMG-CoA rediiktazin
yarismall inhibitoriidiir. Ortalama yar1 6mrii 19 saat ve oral yolla alimda plazma pik
konsantrasyonu 3-5 saat kadardrr (51). Rosuvastatin ile yapilan tedavilerde PON-1

aktivitesinin anlamli diizeyde arttig1 gozlenmistir (52).
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Sekil 10. Rosuvastatin (Pubchem.org-CID 446157).

4.2.1.8. Simvastatin

Simvastatin, dislipidemi ve kardiyovaskiiler hastaligin 6nlenmesinde kullanilan

statin grubu lakton yapili bir ilagtir (53, 54). Diger statinler gibi HMG-CoA rediiktaz

inhibitoriidiir (55). In vitro kiiltir medyumunda insan HuH7 hepatoma hiicreleri

tizerinde yapilan bir ¢alismada simvastatinin PON1 aktivitesini ve PON1 mRNA

diizeyini %25-50 diistirdiigli gézlenmistir (56).

3 \\\“'
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Sekil 11. Simvastatin (Pubchem.org-CID 54454).

4.2.1.9. Paraoksonaz ve Statinler

Son yillarda, ¢esitli klinik ¢calismalarda PONT1 aktivitesi {izerine statinlerin etkisi

incelenmistir. Agirlikli olarak simvastatin ve atorvastatinin kullanildig1 ¢alismalarda
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sonuglar c¢eligkili olsa da agirlikli olarak statinlerin PON1 aktivitesi ve PON1/HDL
oranmi artirdig1 gozlenmistir (57). In vitro kiiltiir ortaminda insan HUH7 hepatoma
hiicreleri lizerinde yapilan bir ¢alismada pravastatin, simvastatin ve fluvastatinin PON1
aktivitesini ve PON1 mRNA diizeyini %25-50 disiirdiigli gozlenmistir. Yine ayni
hiicrelerde yapilan calismada fenofibrik asidin PONI1 aktivitesini %30-50 artirdig1
gbzlenmistir (56). Izole edilmis lipoproteinler iizerine yapilan bir baska in vitro
caligmada atorvastatinin iki okside metaboliti ve gemfibrozil metabolitinin HDL ile
iliskili PON1 aktivitesini artirdigi gosterilmistir (58). Gouédard ve arkadaslar1 insan
hepatoma hiicre kiiltiirinde (HuH7) pravastatin, simvastatin ve fluvastatin’in PON1
aktivitesi ve mRNA diizeylerini anlamli diizeyde azalttigin1 gostermistir. Yapilan
calismada birkag transkripsiyon baslama sitesi tespit edilerek fibrat ve statinlerin
diizenlemede katkilar1 oldugu gosterilmistir (59). Tomas ve arkadaslari’nin simvastatin
tedavisinin PONT1 aktivitesi tizerinde PON1-192 ve PON1-55 genetik polimorfizminin
etkili olup olmayacagini arastirmistir. PON1-192 ve PON1-55 polimorfizminin etkisinin
simvastatin tedavisi oncesi ve sonrasi degerlendirildiginde anlamli diizeyde farklilik

gosterdigi bildirilmistir (60).

4.2.2. Fibratlar

Lipit diizenleyici tedavide yaygin olarak kullanilan fibratlar, plazma trigliserit
diizeyini 6nemli Olgiide diisiirerek sonucta LDL kolesterol diizeyinin azalmasina ve
HDL kolesterol konsantrasyonlarmin artmasma yardim ederler (61). Klofibrat 1960°da
Japonya’da kesfedilen Ilk fibrattir. Ciprofibrat, bezafibrat, fenofibrat ve gemfibrozil gibi
diger fibratlar sonraki ¢alismalarda tretilmislerdir. Yapilan ¢alismalar klofibrat ve
ciprofibrat gibi ilaglarin uzun siire kullaniminin peroksizom proliferasyonuna sebebiyet
verdigini ve karacigerde hepatomegali ve tiimor olusumlaria yol agtigini gostermistir

(62, 63).

Fibratlar, lipoprotein metabolizmasini kontrol eden genlerin ekspresyonunda
degisiklikler yaparak etkilerini gosterirler. " Peroksizom Proliferator aktive edici
Reseptorler " (PPAR) olarak isimlendirilen niikleer hormon reseptorleri bu etki icin

aracilik roliinii istlenir (64). PPAR'ler ¢evreden aldiklar1 sinyalleri genoma tagiyan
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transkripsiyon faktorleridir. Niikleer reseptorler DNA'y1 taniyarak "response element"
olarak isimlendirilen spesifik yerlere baglanir. Fibrat etkisiyle aktive olan PPAR'ler
diger bir niikleer reseptorle (retinoik asit -X- reseptor) heterojen bir sekilde birleserek
"peroksizom proliferator response element" olarak adlandirilan spesifik RE'ye baglanir
ve hedef genin transkripsiyon hizin1 degistirir. Fibratlarin lipoproteinler iizerine etkisi

PPARa araciligiyladir (64).
4.2.2.1. Bezafibrat
Bezafibrat hiperlipidemi tedavisinde kullanilan fibrat tiirii bir ilagtir. Kandaki

LDL kolesterol ve trigliserit seviyelerini diisirmede ve HDL diizeyini artirmada

yardime1 olur (65).

CH
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O

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

4.2.2.2. Ciprofibrat

Ciprofibrat diger fibratlar gibi kardiyovaskiiler riskin azaltilmasi ve dislipidemi
tedavisinde kullanilmaktadir (66). Ciprofibrat ile yapilan tedavide plazma LDL ve Apo
B-100 seviyesinde belirgin azalma gézlenmistir. Ayrica trigliserit ve serbest kolesterol

diizeyinin normale donmesine yardimci oldugu goriilmiistiir (67).
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Sekil 13. Ciprofibrat (Pubchem.org-CID 2763).
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4.2.2.3. Klofibrat

Atromid-S ticari ismine sahip Fibrat tiri molekiil olan Klofibrat plazma
kolesterol ve trigliserit seviyelerini diistirmeye yardimcidir. Lipoprotein lipaz
aktivitesini artirarak VLDL(very low density lipoprotein)’nin LDL’ye doniisiimiini

hizlandirir ve boylece plazma VLDL seviyesinin diismesini saglar (68).

o CH3
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Sekil 14. Klofibrat (Pubchem.org-CID 2796).

4.2.2.4. Fenofibrat

Diger fibrik asit tiirevleriyle yapisal benzerlige sahip olan fenofibrat klofibrat gibi
lipid diizenleyici bir ilagtir. Hiper trigliseridemik ve hiperkolesterolemik hastalarda
plazma trigliserit ve total kolesterol miktarlarinin azaltilmasinda etkendir. Tedavi 6ncesi
diisiik degerlere sahip hastalarda yliksek dansiteli kolesterol (HDL) seviyesi genellikle
artar. Fenofibrat, hiper lipoproteinemili diyabetik hastalarda glisemik kontrolde
herhangi bir yan etki olusturmadan esit derecede etkili oldugu goriilmiistiir. Plazma

lipid diizeyi tizerindeki fenofibratin etkisi uzun siireli (2 ila 7 y1l) tedavi sirasinda devam

etmektedir (69).
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Sekil 15. Fenofibrat (Pubchem.org-CID 3339).
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4.2.2.5. Gemfibrozil

Gemfibrozil FDA (U.S. Food and Drug Administration) onayli fibrat tiirii bir
ilagtir. Yapisal olarak amfipatik karakterli karboksilik asit molekiilidiir. Serum lipid
disiiriicti olarak 1968’de Detroit sehrinde ilk kez Parke Davis Arastirma Laboratuvari
tarafindan tasarlanmistir (70). 1976 yilinda hipolipidemik ve plazma trigliserit diistiriicti

giiclii 6zellikleriyle markete basarili sekilde giris yapmustir (71).
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Sekil 16. Gemfibrozil (Pubchem.org-CID 3463).

4.2.2.6. Paraoksonaz ve Fibratlar

Fibratlarin paraoksonaz iizerine etkisini gosteren cesitli caligmalar yapilmistir.
Gemfibrozil’in PON1 aktivitesi iizerine yaptig1 etkiyi gosteren bir calismada PON1
aktivitesi %44-33 oraninda diisiik rapor edilmistir(72). izole edilmis lipoproteinler
lizerine yapilan bir baska in vitro ¢alismada atorvastatinin iki okside metaboliti ve
gemfibrozil metabolitinin HDL ile iliskili PON1 aktivitesini artirdigi gosterilmistir (58).
Simvastatin, gemfibrozil ve fenofibrat ile tedavi edilen hastalarda PON1 aktivitesi
artarken ciprofibrat, bezafibrat ve gemfibrozil ile tedavi edilen hastalarda PON1

aktivitesinde anlamli bir degisiklik olmadig1 gézlenmistir (73-77).
4.2.3. Fitosteroller

Bitki sterolleri ve stanollerini kapsayan fitosteroller, karbon yan zinciri olusumu
ve ¢ift bag varhigi ya da yokluguna gore kolesterole benzemektedirler. Stanoller, sterol

halka yapisinda ¢ift bag bulundurmadigindan doymus sterollerdir. 200’den fazla sterol

ve benzer yapisi tanimlanmistir (78). Diyetle alman fitosteroller, karaciger lipid

19



metabolizmasini etkiler, Asetil-CoA karboksilaz ve malik enzim aktiviteleri anlamli

diizeyde azaltarak diizenleyici rol oynarlar (79).
4.2.4. Diger Lipid Diisiiriicii flaclar
4.2.4.1. Ezetimib
Ezetimib, diyet ve safra kokenli kolesteroliin bagirsak duvarmdan emilimini
engelleyen kolesterol emilim inhibitoriidiir (80). Tang ve arkadaslar1 in vitro

caligmalarina gore ezetimibin PON1 paraoksonaz ve arilesteraz aktivitesini azaltici

etkiye sahip oldugunu ifade etmislerdir (81).
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Sekil 17. Ezetimib (Pubchem.org-CID 150311).

4.2.4.2. Niasin

Tang ve arkadaglarinin in vitro ¢aligmalarina gore niasinin PON1 paraoksonaz ve

arilesteraz aktivitesi tizerine etkisinin olmadigi ifade edilmistir (81).
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Sekil 18. Niasin (Pubchem.org-CID 938).
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4.2.4.3. Orlistat

Orlistat, bagirsak lipazi inhibe ederek diyet trigliseridin emilimini azaltir. Orlistat

tedavisi kilo kaybi ile iliskisine nazaran plazma LDL-kolesterol konsantrasyonunda
daha biiyiik bir azalma ile iliskilidir (82).

0
H,C
f/L\.uw"ée

CH

(1
(9] é
oF

CH,4
HN CH,

P

0

Sekil 19. Orlistat (Pubchem.org-CID 3034010).
4.2.4.4. Probukol

Probukol antilipidemik bir ilagtir. ilk olarak, koroner arter hastaliginin tedavisinde
gelistirilmistir (83).
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Sekil 20. Probukol (Pubchem.org-CID 4912)
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4.2.4.5. Sibutramin

Sibutramin, genellikle hidrokloriir mono hidrat tuzu halinde bir anoreksiyan olup
2010 yilina kadar pazarlanan, diyet ve egzersiz ile birlikte eksojen alinan obezite
tedavisinde ilave bir tedavi olarak kullanilan ilactir (84).

CH,
H,C — N\
H,yC >_/
H,C = |
NN
Cl

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

4.2.4.6. Paraoksonaz ve Diger Lipid Diisiiriicii ilaclar

Diger lipid diistiriicii ilaglar ile PONT1 aktivitesi arasindaki iliskiyi gosteren gesitli
caligmalar literatiirde yer almaktadir. Tang ve arkadaslarinin (85) yaptigi c¢alismada
niasinin paraoksonaz ve arilesteraz aktivitesine etki etmedigi fakat ezetimibin
paraoksonaz ve arilesteraz aktivitesini disirdiigii gozlenmistir. Audikovszky ve
arkadaglar1 (86) yaptiklar1 ¢alismada orlistatin paraoksonaz aktivitesini arttirdigini
gostermistir. Hong ve arkadaslar1 (87) probukolun serum PON1 ve hepatositlerde

mRNA ifadesini artirdigini géstermistir.

4.3. Sanal Goriintiilleme (Virtual Screening)

Hesaplamali kimyadaki yeni gelismeler ve yiiksek verimli goriintiilleme
kimyagerlere ¢ok sayida bilesigi sentezleme olanagi vermistir. Sanal tarama
aragtirmacilara bilgisayar teknolojisinin geligmesine paralel olarak zaman ve masraf
kaybin1 minimize ederek daha isabetli ve hizli sonuglar almayr miimkiin kilmigtir (88).

Halen gelismekte olan bir yontem olmasma ragmen, hesaplama tekniklerindeki
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ilerlemeler sanal goriintiileme iizerinde olumlu bir etkiye sahip olmustur (89). Lipid
diistiricii ilaglarm PON1 enzimi ile etkilesimini docking metodu ile hesaplamali

yontemler kullanilarak inceleyen ¢alismalara rastlanilmamustir.

4.3.1. Protein Veri Bankasi

Protein veri bankasi (PDB : Protein Data Bank) biyolojik makro molekiiler kristal
yapilar igin bir arsiv olarak 1971 yilinda Brookhaven Ulusal Laboratuvari’nda
kurulmustur (90). Baslangigta arsiv, yedi yapi ile baslamis her yil bir miktar daha
eklenerek biliylimiistiir. 1980'lerde eklenen yapilarin sayisini 6nemli 6lglide artmaya
baglamigtir. Buna Kkristalografi siirecinin tiim yonleri ile gelistirilmesi, niikleer manyetik
rezonans (NMR) yontemlerle belirlenen yapilarin yani sira veri paylasim ile ilgili
degisiklikler neden olmustur. 1990'larin baslarinda dergilerin ¢cogunlugu PDB kodu
gerekliligini benimsemis ve en az bir finansman kurumu (Genel Saglik Bilimleri Ulusal
Enstitiisii) biitiin yapilar1 i¢in Uluslararasi Kristalografinin Birligi tarafindan yaymlanan
kurallar1 benimsemistir (91). Banka kristalografik ¢alismalarda elde edilen kismi baglar
ve atomik koordinatlar iceren PDB formatini igerir. Ayrica format, molekiiliin elde
edildigi tiirler, difraksiyon verileri, literatiir alintilari, ikincil yap1 ozellikleri ve

¢oziiniirlik gibi gesitli bilgiler de verir (92).
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Sekil 22. PDB.org web sitesi goriiniimii.
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4.3.2. Homoloji Modelleme

Homoloji modelleme, sablon olarak deneysel olarak belirlenen yapilar1 kullanarak
¢ boyutlu protein yapida modeller olusturmayr amaglamaktadir. Hedef protein ve
sablon yap1 arasinda aminoasit dizisi hizalamaya dayali olarak {i¢ boyutlu modeller
olusturulur. Yap: kalitesi degerlendirme araglar1 ile modelin giivenirligi test edilir.
Homoloji modelleme giivenilir yapisal bir model olusturmak igin sayisal bir yontem
olup rutin birgok biyolojik uygulamada kullanilmaktadir (93). Giiniimiizde yaygin
kullanilan homoloji modelleme araglar1 arasinda MODELLER, I-TASSER VE SWISS-
MODEL gelmektedir (94-96).

4.3.3. Molekiiler Dinamik Simiilasyonu

Kristalografik ¢aligmalarda ligand baglanmasinda protein esnekliginin 6nemli rol
oynuyor olmasi ve bunun masrafli ve yogun is giliciine gereksinim duymasi
arastirmacilar1 protein davranisini tahmin etmede bir¢cok hesaplama teknigin arayisina
itmistir (97). ik molekiiler dinamik (MD) simiilasyon gergeklestirildiginden bu yana 35
yil gegmistir (98). Bu siire zarfinda, molekiiler dinamik simiilasyonlar biyomolekiiler
calismalarda deneysel teknikler ile tamamlayici olan bir ara¢ haline gelmistir.

Biyomolekiiler dinamik simiilasyonlar ii¢ temel alanda uygulanmaktadir.

1. MD simiilasyonlar1 ¢ozelti i¢indeki biyomolekiillerin farkli zaman 6lgeginde
dogal dinamik iligkileri hakkinda bilgi edinmek i¢in kullanilir.

2. MD simiilasyonlari, yapmm molekiiler 6zelliklerinin termal ortalamalarmni
gosterir. Ergodik hipotezine gore, etrafindakilerle birlikte tek bir molekiil belli
bir zaman periyodunda simiile edilebilir ve ortalama belli bir zamandaki
molekiiler 6zellikler deneysel 6l¢iim yaklagimi ile analiz edilebilir. Bu islemle
genellikle ligand baglanma gibi serbest enerji farkliliklar1 i¢in kimyasal
islemler ve s1v1 igindeki y1gin 6zellikleri hesaplanir.

3. MD, bir molekiilin konformasyonlarint veya bir kompleksin termal
etkilesimlerini hesaplayabilir. Bu teknik ligand yerlestirme uygulamalar1 gibi

konformasyonel alan arastirmalarinda kullanilir (99). Giiniimiizde MD
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uygulamalarmda 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 yaygin olarak
kullanilmaktadir (100-103).

4.3.3.1. Algoritmalar

MD hesaplama yazilimlar1 kompleks ve kendi i¢inde farkli fonksiyonlara sahip
programciklardan olusur. Bu programciklarin her biri farkl algoritmalara sahiptir. Bu
algoritmalar arasinda periyodik sinir sartlar1 (PBC : Periodic boundary conditions),
Kisitlama algoritmalar1 ve enerji minimizasyonu yaygin olarak kullanilmaktadir.
Periyodik sinir sartlar1 kristal yapilarm teorik modelleme calismalarinda yaygin olarak
uygulanmaktadir. PBC, uygulanan hiicrenin sekli, kafes tipini belirler ve hiicrenin
icerigi kafesin esasini olusturur. Ozellikle, kuantum ab initio hesaplamalarda giiglii
hesaplama semalar1 olusturmak i¢in diizlem-dalga acilimlar1 ve periyodik sinir kosullar
kombine edilir (104). Kisitlama algoritmalari, atomlar arasindaki baglarin hareketini
smirlandirir. Bu yontem sistemin dengelenme asamasinda siklikla kullanilir ve sistemin
bozulmasmi engeller. SHAKE ve LINCH(A linear constraint solver) yaygin olarak
kullanilan algoritmalardir (105, 106). Hesaplamali kimyada enerji minimizasyonu
yontemleri, molekiillerin ve katilarin denge konfigiirasyonlarmi hesaplamak igin
kullanilir. Molekiiler sistemlerin kararli durumlar1 onlarin potansiyel enerji
yiizeylerindeki tiim ve kismi minimum’lara karsilik gelmektedir. Enerji minimizasyonu,
dengede olmayan bir molekiiler geometriden baslayarak atomlarin {izerindeki net
Kuvvetleri azaltmak amaciyla kuvvet degerleri onemsiz oluncaya kadar atomlar1 hareket

ettiren bir matematiksel yontem kullanir (107, 108).
4.3.3.2. Etkilesim Fonksiyonu
Potansiyel fonksiyonlar {i¢ kisma ayrilir.

1. Bag yapmamus: Lennard-Jones, Buckingham ve Coulomb veya modifiye

Coulomb
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2. Bag yapmis: Kovalent, bag-germe, agi-biikkme, yanlis dihedraller ve uygun
dihedraller.
3. Smirlayicilar: Konum kisitlamalari, ag¢i1 kisitlamalari, mesafe sinirlamalari,

yonlendirme kisitlamalar1 ve dihedral kisitlamalar1 (109).

4.3.3.3. Kuvvet Alam

Molekiiler modelleme baglaminda bir kuvvet alani, sistem partikiillerinin
potansiyel enerjisini tanimlamak i¢cin matematiksel islev parametrelerini kullanir.
Kuvvet alan1 fonksiyonlar1 ve parametre setleri deneysel caligmalar ve yiiksek seviyeli
kuantum mekaniksel hesaplamalardan tiiretilmistir. Tiim atom kuvvet alanlari
sistemdeki her bir atom tipi i¢in parametreler sunarken birlesik atom gii¢ alanlar1 tek bir
etkilesim merkezi olarak metil ve metilen gruplarda karbon ve hidrojen atomlarini
hesaba katar. Coarse-grained(serbest ag1 ve siirtiinme azaltilmis basit potensiyeller i¢in)
gii¢c alanlar1 siklikla uzun siireli protein simiilasyonlarinda artan hesaplama verimliligi
icin ¢ok daha fazla ham veri saglar (110). Yaygin kullanima sahip kuvvet alanlarindan
bazilari GROMOS-96, OPLS/AA, AMBER ve CHARMM Kkuvvet alanlaridir (111,
112).

4.3.3.4. Topoloji

Molekiiler dinamik programlari, atom ve atom kombinasyonlarinin potansiyel
fonksiyonlara katkilarin1 ve fonksiyonlara uygulanan parametrelerin ne oldugunu
bilmek zorundadir. Tiim bu bilgiler her bir atomun belirli bir 6zelligini listeleyen
topoloji dosyasinda mevcuttur. Birgok atom tipi ve molekiil olmasina karsin bunlardan

sadece biyolojik sistemlerde mevcut olanlar parametrelendirilmistir (113).
4.3.4. Protein-Ligand Docking
Molekiiler docking, iKi veya daha fazla molekiil bileseni arasindaki molekiiller

aras1 kompleks formlari tahmin etmeye c¢aligir. 1980°li yillarda ortaya ¢ikmis ve

giiniimiizde genis bir arastirma alani1 bularak ilag gelistirme calismalarinda faydali bir
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ara¢ olmustur (114). Bu gibi yapiya dayali tasarim ve tarama stratejileri ile HIV proteaz
inhibitorleri gibi ¢ok sayida ilag gelistirilmistir. Ancak, mevcut skorlama semalar ile
ilgili olarak o&zellikle bu yaklagimlarin uygulanmasinda, problemler vardir. Bu
problemler ligandin dogru konformasyonun tespitinde ve isabetli skorlamada ortaya
cikmaktadir. Genel olarak docking islemlerinin dogru yapisal arastirma metodu (search
method) ve dogru aktivite tahmini (scoring function) olmak tizere iki hedefi vardir.
Ancak, belirli bir biyolojik aktiviteden sorumlu molekiiler 6zelliklerin belirlenmesi veya
aktivitenin giliciinii artirici olacak sekilde modifiye bilesiklerin tahmini, genellikle
anlasilmas1 ve bilgisayarda simiile edilmesi zor konulardir. Bu sorunlarin 1s1§inda
docking, genellikle her adim1 bir veya daha fazla ilave karmasiklik derecesine sahip ¢ok
asamali bir iglem olarak tasarlanmistir (114, 115). Siireg, kiiglik molekiillerin aktif
bolgeye yerlesiminin docking algoritmasi ile uygulanmasi ile baslar. Kendi i¢inde bu
zordur, hatta nispeten basit organik molekiiller birgok konformasyonel degisiklik
icerebilir. Algoritmalar aktivite tahmini ile tamamlanmaktadir ki bu asamada bilesikler
ve potansiyel hedefleri arasindaki etkilesimlerin degerlendirilmesi yoluyla biyolojik

aktivite tahminen hesaplanir.

Yapisal modelleme, ligand esnekligi ya da bazi dlgiilerde protein esnekligini ele
alarak algoritma kullanir. Ligand esnekligi islemine yaklasim, sistematik yontemler
(inkremental yapi, konformasyonel arama, veri tabanlari), rastgele yontemler (Monte
Carlo, genetik algoritmalar, tabu arama) ve simiilasyonyontemleri (molekiiler dinamik,

enerji minimizasyonu) olmak {izere ii¢ temel kategoride ele alinabilir (114, 115).

Rastgele arastirma algoritmas: (genellikle stokastik metot olarak ifade edilir)
rastgele olarak ya ligandi ya da ligand popiilasyonunu degistirir. Yeni elde edilmis bir
ligand daha 6nce tanimlanmis olabilirlik fonksiyonunun temeli iizerine gelistirilir.
Monte Carlo ve Genetik Algoritma iki popiiler rastgele metot yaklasimidir. Autodock
programindaki popiiler formunu igeren alternatif Monte Carlo arastirma formlar1
gelistirilmigtir (114, 116, 117). Bundan farkli olarak diger bazi programlar (DOCK ve
GOLD gibi) genetik algoritmay1 uygular (114).
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Docking isleminde molekiiler dinamiklerin kullanimi en popiiler simiilasyon
yaklagimlarindan biridir. Molekiiler dinamik simiilasyonlarinda genellikle makul
simiilasyon zaman periyodunda yiiksek enerji bariyerinin asilmasi olanaksizdir ve
boylece sadece uygun ligandlar enerji yiizeyinde minimize olacak sekilde yerlesmis olur
(114, 118). Lokal minimizasyon problemindeki bir diger adresleme stratejisi, farkli
ligand pozisyonlarindan molekiiler dinamik hesaplarina girisilmesidir. Molekiiler
dinamiklerden farkli olarak enerji minimizasyon metodu nadiren tek basina arastirma

metodu olarak kullanilir (114, 119).

Ongoriilen ligand konformasyonlarmin siralanmasi ve tespiti, yapi temelli sanal
taramanin kritik bir konusudur. Baglanma enerjisi dogru olarak ongoriilse dahi eger
yanlis olanlardan dogru konformasyonlar ayiklanmazsa ve dogru ligandlar
tanimlanmazsa hesaplama sonugta basarisiz olur. Bundan dolay1 giivenilir aktivite
tahmininin tasarimi1 ve sematize edilmesi ¢ok Onemlidir. Serbest enerji simiilasyon
teknikleri, kantitatif protein ligand etkilesimin modellemesi ve baglanma afinitesinin
ongoriilmesi igin gelistirilmektedir (114). Ancak bu pahali hesaplamalar ¢ok sayida
protein ligand kompleksinin olusturulmasi igin pratik degil ve daima dogruluktan
uzaktir. Docking programlarinda uygulanan aktivite tahmini modellenmis
komplekslerin degerlendirilmesinde c¢esitli sadelestirmeler ve varsaymmlar olusturur ve
molekiiler taninmanin belirlenmesinde entropik etki gibi sayisiz fiziksel olay1 tam
olarak dikkate almaz. Esasen giliniimiizde ii¢ tip veya li¢ sinif aktivite tahmini metodu
uygulanmaktadir: KUVVET-ALANI (FORCE FIELD) temelli, deneysel ve bilgiye

dayali aktivite tahmini.

Kuvvet Alan1 Esasina Dayali Aktivite Tahmini: Aktivite tahmininde kuvvet alani,
genellikle molekiiler mekanikteki reseptor-ligand etkilesim enerjisi ve i¢ ligand
enerjisinin (6rnegin baglanmada olusturulan sterik gerginlik gibi) toplami ile 6lgiiliir.
Kuvvet alani, biiyiik 6l¢lide skorlamay1 kolaylastiran, i¢ protein enerjisi hesabini ihmal
eden, tek bir protein konformasyonunu hesaba katar. Cesitli kuvvet alani aktivite
tahminleri farkli kuvvet alaninda parametre setlerine dayanmaktadir. Ornegin G-Score,
TRIPOS kuvvet alan1 ve Autodock, AMBER kuvvet alani esasina dayali olarak aktivite
tahminleri yapar (114).
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Ligand ve reseptor arasindaki etkilesimler c¢ok siklikla van der waals ve
elektrostatik enerji kurallarinin kullanimina gore tanimlanir. Elektrostatik terimi yiik-
yiik etkilesiminin katkisini1 azaltan dielektrik fonksiyon bagimli bir mesafe ve kolombik
formiilasyonu ile agiklanmaktadir. Internal ligand enerjisinin fonksiyonel formu tipik
olarak protein-ligand etkilesim enerjisine ¢ok benzerdir ve ayrica van der waals ve

elektrostatigin katkilarmni igerir.

Deneysel Esasa Dayalh Aktivite Tahmini: B6hm tarafindan onerilmis deneysel easa
dayali aktivite tahmini, baglanma enerjileri ve konformasyon gibi ¢ok parametreli
fonksiyonlarin toplanarak, yeniden tretilmesi seklindedir (120). Ampirik aktivite
tahmininin tasarimi, baglanma enerjilerinin tek tek ilintisiz terimlerin toplami olarak
yaklagik ifade edilebilecegi fikrine dayanmaktadir. Aktivitenin tahmini ¢esitli terimlerin
katsayilar1, baglanma enerjileri ve X-RAY yapisal bilgiler kullanilarak olusturulan
regresyon analizinden elde edilir. Fonksiyonel formlar, kuvvet alan1 molekiiler mekanik
kosullarmin benzeri olmasma ragmen genel olarak kuvvet alani aktivite tahmini
metodundan daha basittir. Ampirik fonksiyonlarin iyi yonii genellikle degerlendirmek
icin basit fakat kuvvet alani1 fonksiyonlarina benzer yaklasimlara dayanmasidir. Bu
yontemlerin dezavantaji regresyon analizi ve uyumda molekiiler veri setleri iizerine
bagimhiligidir. Bu skorlama genellikle ¢esitli kosullarda farkli dengeleyici faktorleri
olusturur. Sonug¢ olarak farkli sekilde olusturulmus aktivite tahmini metotlarindan

kolaylikla yeni bir skorlama sistemi olusturulamaz.

Bilgi Tabanh Aktivite Tahmini: Bu metod, baglanma enerjilerinden ziyade deneysel
yapilarin yeniden tiretimi tizerine tasarlanmistir. Birgok atom tipinin etkilesimi, molekiil
ortamina bagli olarak tanimlanmistir. Ampirik yontemlerle ortak olarak, bilgi tabanh
aktivite tahmini metodu, belirgin sekilde modellenmesi zor olan baglanma enerjilerini
yakalamaya galisir. Bu tiir fonksiyonlarin Popiiler uygulamalar1 “Potential of mean
force” (PMF) ve “DrugScore” ayrica ikili potansiyellere ¢oziicii erisilebilirligini de
hesaplar (114). “SMoG” protein-ligand etkilesimlerini degerlendirmek i¢in atom
ciftlerinin potansiyellerinden faydalanan bu sinifa ait bir diger aktivite tahmini

metodudur (121).
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Mevcut aktivite tahmini metotlarinin kusurlar1 géz Oniine alindiginda, son
zamanlarda bu alanda konsensiis skorlama semalariin olusturulmas: egilimi ortaya
cikmistir (114, 122). Konsensiis skorlama, farkli skor bilgilerini derleyip hatalar
dengelemek suretiyle tek bir skor olusturur ve dogru ligandlarin belirleme olasiligini
artirir. Konsensiis skorlamaya ornek bir uygulama olarak GOLD, DOCK, ChemScore,
PMF ve Flexx aktivite tahminlerini birlestiren X-CSCORE vardir (123). Ancak,
Konsensiis skorlamanin potansiyel degeri sinirlt olabilir, ¢iinkii farkli aktivite tahmini
metotlar1 anlamli bir korelasyona sahipse hesaplamalar1 dengelemek yerine, daha yanlis

sonuglar ortaya cikarabilir.

Autodock 4, 2 Morris ve arkadaslar1 tarafindan gelistirilen Lamarckian genetik
algoritma ve Ampirik baglanma enerjisi fonksiyonu kullanan popiiler docking
yazilimidir (124). Trott ve arkadaslar1 tarafindan gelistirilen Autodock Vina giiniimiiziin
en modern ve en popiiler docking uygulamalarindan biridir. Autodock Vina arama
metodu (Search method) olarak genetik algoritmalar, parcacik optimizasyonu,
“simulated annealing” gibi stokastik genel optimizasyon yaklasimlar1 ve ¢esitli lokal
optimizasyon yaklagimlarindan olusturulmus tekrarlamali yerel arama kapsamli
optimizasyon “Iterated Local Search global optimizer” algoritmasi kullanir (125).
Autodock Vina’da ampirik ve bilgi tabanli yaklasimin kombinasyonundan olusturulmus
aktivite tahmini metodu kullanilmaktadir. Bu yaklasimda genel olarak formiilasyon;
“AGuaglama = AGgauss T AGitme + AGhbag + AGhidrofobik + AGtorsiyon” seklindedir (125).

Afinite nicel olarak baglanma serbest enerjisi ile Olciilebilmektedir. Baglanma
serbest enerjisi Olglimiinde yukaridaki yaklasim gibi bircok yaklasim gelistirilmis ve
gelistirilmektedir. Neredeyse tiim bu yaklasimlar, hidrofobik etki, hidrojen bagi ve
konformasyonel entropik etkilesimlerden kaynaklanan katkilarin toplamini alarak AG’yi
dogrudan tahmin etmeye ¢alisirlar. Genellikle ilk iki katki istikrarli degerlere sahipken
konformasyonel entropik etkilesimlerden kaynaklanan serbest enerji degisimleri
degiskenlik gosterebilmektedir. AG yiiksek degerlerde sapma gosterebilmektedir (126).
AutoDock programi 1998 yilinda literatiire girdiginden beri “web of science” indeksine
gore 3500’1lin lizerinde yayinda kullanilmistir. Autodock Vina programi ise 2010 yilinda

literatiirde yer aldigindan beri 225°den fazla yayinda kullanilmistir ve kullanimi hizla
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artmaktadir. Autodock Vina programmin tercih edilmesinin nedenleri AutoDock 4.2
programma gore kolay kullanimi, hizli olmast ve yiiksek dogrulukta oryantasyon ve
skorlama yetenegine sahip olmasidir. Ayrica iicretsiz olarak temin edilebilmektedir.
Docking uygulamalarinda islemi gergeklestiren programin diginda ligand ve reseptoriin
isleme hazirlanmasi ve sanal gosterimi i¢in yardimei biyoinformatik araglara ihtiyag
vardir (127). Autodock 4.2 ve Autodock Vina docking yazilimlari i¢in ayni enstitii
tarafindan AutoDock Tools programi gelistirilmistir (128). Program docking islemi i¢in
kullanilacak reseptor ve ligandin isleme uygun hale getirilmesinde kullamilir. PDB
(protein data bank dosya formati) formatinda protein data banktan (pdb.org) elde edilen
reseptor verisi iginde solvent ve genellikle ligand bilgileri de yer alabilir. Docking
islemi Oncesi bu solvent ve ligandlarm ve polar olmayan hidrojen atomlarmin
uzaklastirilip reseptdriin saflagtirilmasi daha sonra gasteiger yiikii ile yiiklenip PDBQT
(Autodock ve Autodock vina i¢in 6zellestirilmis dosya formati) formatinda kaydedilip
docking islemine hazir hale getirilmesi gerekmektedir (128). AutoDock Tools aracinin
ara yiizl kullamighdir fakat daha hizli, kullanish ve daha fazla dosya tiiriinii destekleyen
PyRx (129) gibi docking araglar1 gelistirilmistir. PyRx araci AutoDock Tools aracinin
yaptiklarin1 uygulama sihirbazi seklinde basamaklandirip kolay ve hizli bir sekilde
docking islemini yapmamizi saglar. Eksik yanlar1 arasinda sanal gosterim araglarmin
yetersiz olmasi az sayida dosya tiiriine destek veriyor olusu gosterilebilir. UCSF
(University of California, San Francisco) Chimera(130) ve Accelrys Discovery Studio
Visualizer (Accelrys Inc.) sanal gosterim i¢in kullanilan en popiiler araglardan ikisidir.
Ligand ¢izimi, kii¢iik molekiillere ideal 3 boyutlu yapi1 kazandirma, polar olmayan
hidrojenleri uzaklastirma gibi ¢ok sayida aracin yaninda destekledigi bir¢ok dosya

formati ile Marvin Suite diger araglarin eksigini tamamlamaktadir (ChemAxon Inc.).
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5. GEREC VE YONTEM

5.1. Ligandlar

PONT1’in kendi substratlar1 ve lipid diisiiriicti ilaglar 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

ligandi olarak kullanilmistir.

Tablo 1. Calismada kullanilan Substratlar

Referans Kodu

Molekiil Adi Molekiil Yapisi TUPAC ismi
(pubchem)
Gamma-butirolakton & Oksolan-2-on CID 7302
o 0 (2-oksofuran)
o, 5-heptiloksolan-2-on
Gamma-undekalakton W (5-heptil-2-oksofuran) CID 7714
Paraokson e .° Dietil(4-nitrofenil)fosfat CID 9395
o _\cm
2- kumaron ©j>:o 3H-1-benzofuran-2-on CID 68382
[o}
alfa-angelika-lakton e /&O 5-metil-3H-furan-2-on CID 11559
3 o}
delta-Dekalakton /\/\/[l 6-pentiloksan-2-on CID 12810
delta-Hekzalakton /Jil 6-metiloksan-2-on CID 13204
H,C 0 o}
delta-nanolakton . C\/\/(l 6-butiloksan-2-on CID 18698
delta-Undekalakton ”'CW\/(l 6-hekziloksan-2-on CID 61204
o oL f f\{u Dietil((6-metil-2-propan-
diazokson >~ \”J\f% 2-il)pirimidin-4-il)fosfat CID 13754




Tablo 1. (devam) Calismada kullanilan Substratlar

dihidrocumarin m 3, 4-dihidrokromen-2-on CID 660

o 6]
CH,
gamma-Dekanolakton M 5-hekziloksolan-2-on CID 12813
[e]
gamma-Heptalakton R 46\/\ CH, 5-propiloksolan-2-on CID 7742
O

gamma-Hekzalakton 40\/% 5-gtiloksolan-2-on CID 12756
© 0

Gamma-nonalakton ] 4@\/\/\% 5-pentiloksolan-2-on cID 7710

(o]
CH . H 9
gamma-Oktanolakton i M *  S-butiloksolan-2-on CID 7704
0]
gamma-valerolakton 46\ 5-metiloksolan-2-on CID 7921
) o CH,
OH
2-(2, 5-
Homogentisik asit lakton OH dihidroksifenil)asetik CID 780
K asit
HO




Tablo 2. Calismada degerlendirilen statinler

Molekiil Adi

Molekiil Yapist

IUPAC Ismi

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-
illetil]-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,
81
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, 8
hekzahidronaftalen-1-il] 2, 2-
dimetilbutonoat

CID 54454
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Tablo 3. Fibrat ve diger lipid diisiiriicii ilaglar.

Molekiil Adi

Molekiil Yapist

[UPAC Ismi

Referans Kodu
(pubchem)

Bezafibrat

o
m
o CH,
H H _cl
_N
He” o~
il
o

2-[4-[2- -
klorobenzoil)amino]etil]fen
oksi]-2-metilproponoil asit

CID 39042

Ciprofibrat

2-[4-(2, 2
diklorosiklopiropil)fenoksi]
-2-metilproponoik asit

CID 2763

Klofibrat

c r -~
e —~0OH
H3C,>g7’
"
o
F

o

: Pkl
e -P{ — oH,
A

etil 2-(4-klorofenoksi)-2-
metilproponat

CID 2796

Fenofibrat

~ . CH,
O CHy
T
Q CH,

propan-2-il 2-[4-(4-
klorobenzoil)fenoksi]-2-
metilproponat

CID 3339

Gemfibrozil

H.L
\'I:-;\f—- N L _'._ ."\
W M -

R \
=

,
H

5-(2, 5-dimetilfenoksi)-2,
2-dimetilpentanoik asit

CID 3463

Ezetimib

O A

(R,
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-
ilJtridecan-2-yl]
(2S)-2-formamido-4-
metilpentanoat

CID 3034010

Probukol

2, 6-ditert-biitil-4-[2-(3,
5-ditert- biitil -4-
hidroksifenil)siilfonilpropa
n-2-ilstlfonil]fenol

CID 4912

Sibutramin

1-[1-(4-
klorofenil)siklobiitil]-N, N,
3-trimetilbiitan-1-amin

CID 5210
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Tablo 4. Fitosteroller.

Molekiil Ad1 Molekiil Yapist IUPAC ismi

Referans Kodu
(pubchem)

(3S, 8S, 9S, 10R, 13R, 14S,
17R)-17-[(2R, 5R)-5-¢til-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

Beta-sitosterol

CID 222284

(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

Brassika-sterol

CID 5281327

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

Kampesterol Ho

CID 312822

17-(5-etil-6-metilhept-3-en-2-
yI)-10, 13-dimetil-2, 3, 4, 7, 8,
9,11, 12, 14,
15, 16, 17-dodecadro-1H-
siklopenta[a] fenantiren -3-ol

Stigmasterol

CID 122544

5.2. Donanim

Tiim docking ve molekiiler dinamik simiilasyonlar1 TUBITAK 1n arastirmacilara

sundugu yeni bir hizmet olan Trgrid’de yiiriitiilmiistiir. Trgrid yiiksek basarimli

bilgisayar kiimelerinden olusan ve arastirmacilara ¢ok yiiksek bilgisayar performansi

gerektiren kuantum mekanik, molekiiler dinamik, topolojik ¢alismalar ve benzeri

yiikksek basarim gerektiren uygulamalarda biiyliik avantaj saglayan ve kullanim

sertifikas1 gerektiren bir hizmettir (131). Trgrid’de kullanilan bilgisayar kiimelerinin her

biri, 12 ¢ekirdekli “opteron 6174” islemcisinden iki adet bulunduran 24 g¢ekirdekli

nodlardan olugsmaktadir. Molekiiler dinamik simiilasyonlar1t GROMACS yazilimi ile

birden fazla kiimede paralel olarak yiiriitiilmiistiir. docking islemleri “Autodock 4” ve

“Autodock Vina” yazilimi ise 4 c¢ekirdekli intel Core i3 islemcili bilgisayarda

yiirlitiilmiistir.
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5.3. Yazilhim

Protein ve ligandlarin temin edilmesinden homoloji modelleme, molekiiler
dinamik simiilasyon, docking islemi ve veri analizine kadar bir dizi yazilim

kullanilmigtir. Bu yazilimlar:

e ChemAxon Marvin Sketch: Ligandlarin mol2 formatina gevrilmesi.

e Open Babel: Ligandlarin enerji minimizasyonu.

e Discovery Studio Visualizer 3.1: Enzim ligand etkilesiminin gdsterimi ve
analizi.

e Chimera: Enzim yapisindaki solvent ve ligandlarin ¢ikartilip saflastiriimasi.

e MODELLER: Homoloji modelleme igleminin yiiriitiilmesi.

e Gromacs: Molekiiler dinamik simiilasyonu ve enerji minimizasyonu
gerceklestirilmesi.

e Autodock Tools (ADT): Ligand ve reseptoriin docking islemine hazirlanmasi.

e Pyrx: Autogrid isleminin yiiriitiilmesi.

e Autodock 4: Ligand docking isleminin yiirtitiilmesi.

e Autodock Vina: Ligand docking isleminin yiiriitiilmesi.

e VMD: Gromacs ile elde edilen verilerin gorsellestirilmesi.

e Xmgrace: Gromacs ¢iktilarmin grafiksel analizi.

5.4. Yontem

Tim ligandlar pubchem ligand veri bankasindan temin edilmistir (132). PON1
enzimi (1V04, 3SRE, 3SRG) X-RAY kristal yap1 formunda ve PDB formatinda Protein
data bank’dan temin edilmis en yiiksek ¢oziiniirliige sahip ve en giincel yap1 olan 3SRE
kodlu X-RAY yap1 calismada tercih edilmistir (133). Tim ligandlar “ChemAxon
Marvin Sketch” programi ile ideal {i¢ boyutlu yapiya doniistiiriilerek “mol2” formatinda
kaydedilmistir. Protein databank’tan elde edilen paraoksonaz enziminin (3SRE) X-ray
kristal yap1 formu Chimera programi ile ligand ve solventlerinden ayristirilarak
saflastrilmistir (130). Tim ¢alisma Sekil 23°de gosterilen akis semasma gore

yiirlitiilmiistir.
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Pubchem.org Pdb.org

Ligand Reseptor
Marvin Chimera
Sketch
Modeller
Open
Babel Mol
Probity
Gromacs
Autodock Tools VMD Xmgrace
Autodock 4 Autodock Vina

Discovery Studio Visualizer

Sekil 23. Calisma akis semasi1 (Uygulanan yazilim siralamasina gore)

5.4.1. Paraoksonaz Proteinin Modellenmesi

PDB.org’dan temin edilen 3SRE kodlu PON1 proteini, en giincel ve en yiiksek
¢Oziiniirliige sahip yap1 olmasi nedeniyle homoloji modelleme i¢in sablon yap1 olarak
kullanilmigtir.  Oncelikli olarak Chimera yazilimi ile 3SRE yapismin ligandlari
uzaklastirilarak homoloji modelleme i¢in saflastirilmistir. Homoloji modelleme i¢in
“MODELLER” yazilimi kullanilmistir. insan serum paraoksonaz enziminin amino asit
dizisi sablon olarak kullanilmistir. Dizi Uniprot protein sekans veribankasindan temin
edilmistir (kod:P27169). Paraoksonaz enziminin Q/R192 ve M/LS55 polimorfik yapilari
da analiz edilecegi i¢in 55. ve 192. bolgelerdeki aminoasitler Q/R192 ve M/LS5S5

polimorfizmine uygun olarak degistirilmistir.
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1
3SRE.pdb (#0)chainA 1M AK |

Al LL MG LAL|FDR

p27169 1MAKLIALTLL MGLALFRNH

51 61 71
3SRE.pdb (#0) chain A 51 L 1L LAF | K
p27169 51 E I'L LAF I L K |

101 111 12
3SRE.pdb (#0) chain A 101[E | | LD | F I F |
p27169 101G | KFDV F F

| 151 ~ 161 17

3SRE.pdb (#0) chainA 151 K|S L L HL KT IR KLL Vv | vV
p27169 151 KSLL LKTIR KLL L | 'J;j
o | o

: - o
p27169 —

E _' Choose atleast one template: Fetch Structures/Amotatons |

F [Sructre o] o> [rie]organim I
3SRE.pdb (#0) chain A 83.7%
Advanced Optio |
i wi
Modeller home page
ally

Number of output models: [20 (max 1000)

Indude non-water HETATM residues from template: [V

Publications
Al A Saliand T. L. Blundell

Sekil 24. Chimera yazilimi ve MODELLER araci.

MODELLER programu ile her bir sablon i¢in (Normal, Q/R192 ve M/L55 ) 20
adet model ¢ikt1 almmistir ve Ca*? kofaktériinii de igermesi icin sablondan “su disindaki
HETATM (hetero atom) residiileri iger” ikonu isaretlenmistir. Her bir sablon i¢in elde
edilen 20 model, protein yap1 kalitesinin tespiti i¢in Molprobity server kullanilarak

smanmustir ve en yiiksek skora sahip model tercih edilmistir (134).
5.4.1.1. Molekiiler Dinamik Simiilasyon

Tim molekiiler dinamik hesaplamalar Trgrid iizerindeki bilgisayar kiimelerinde
her biri 24 c¢ekirdekli (AMD Opteron) 4 nodda GROMACS 4.5.5 programi ile
yiiriitiilmiistiir. Daha 6nce “MODELLER” homoloji modelleme yazilimi ile elde edilen
PDB dosya formatindaki yapilar asagidaki diyagrama goére bir dizi asamadan

gecirilmistir.
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3SRE ....pdb ™\

GROMACS topoloji
dosyasi olugturma

conf.gro topol.top

Kiip olusturma

conf.gro

Coziicli ekleme

19

conf gro topol.top
grompp.mdp T\y l l
Mdrun i¢in giris dosyast o —
olusturma i
topol tpr g~ Statecpt

|

Simiilasyonu baglatma
(MD ve ya EM)

I

traj.xtc / traj.trr ener.edr

Analiz

Sekil 25. Gromacs Akis semasi (135). Pdb2gmx: topoloji dosyasi olusturma
komutu. Editconf: Cozelti sistemini ¢cevreleyen bir kiip olusturmak i¢in
gerekli komut. Genbox: ortama ¢oziicii olarak su ve notralizasyon i¢in
gerekli iyonlar1 eklemek igin gerekli komut. Grompp: Sistemdeki
atomlarin tiim parametrelerini iceren atomik seviyede bir giris dosyasi
(.tpr) olusturmak i¢in gerekli komut dosyasi. Mdrun: Simiilasyonu
baglatmak i¢in gerekli komut dosyasi. G energy: Basing, sicaklik,
hacim gibi degerlerin analizi i¢in gerekli komut dosyasi.

5.4.1.2. GROMACS ile Cahsmaya Hazirhk

GROMACS molekiiler dinamik yazilimint ¢alistirmadan once bir takim
hazirliklarin yapilmast gerekmektedir. SSH giivenli baglantis1 ile Trgrid bilgisayar
kiimelerine baglanildiktan sonra “ssh” komutu ile satwra “ssh lufer]1”yazilarak luferl

sunucusuna girig yapilmigtir.



5.4.1.3. GROMACS Topoloji Dosyas1 Olusturma

Topoloji dosyast (topol.top olarak isimlendirilir.) bir simiilasyon i¢indeki
molekiilii tanimlamak igin gerekli tiim bilgileri icerir. Bu bilgiler, atom tipleri ve
yiiklere ilaveten baglar, agilar ve dihedralleri de kapsamaktadir. Topoloji dosyasi
olusturmak i¢in “pdb2gmx” komutu kullanilmaktadir. Komut satirina asagidaki komut
girilerek topoloji dosyasi olusturulmustur. Bu komut ile PDB dosyasi GROMACS

programinin okuyabilecegi formata doniistiiriilmiistiir.

“forcefiled” (kuvvet alani) olarak AMBER99SB-ILDN, en giincel ve dogrulugu
en yiiksek gii¢ alanlarindan biri oldugu i¢in tercih edilmistir (136). Su modeli olarak da
SPC (simple point charge), literatiirde dogrulugu en yiiksek modellerden biri oldugu
i¢in tercih edilmistir (137).

5.4.1.4. Ortama Céziicii (Su) Ekleme

Simiilasyon dogrulugunun yiiksek olabilmesi ve in vivo sartlara uygunlugu igin
ortama c¢Oziicii eklenmesi gerekmektedir. Coziicii eklenmeden Once simulasyon
ortammnin hacminin belirlenmesi gerekmektedir. Calismada protein ve ¢oziicii ortam
siirt arasinda 1 nm’lik uzaklik olacak sekilde bir kiip olusturmak i¢in “editconf”
komutu kullanilmistir. Simiilasyonun gergeklestirilecegi kiip tanimlandiktan sonra
yapidaki “clash contact” olarak tabir edilen atomlar arasi ¢akismalarin giderilmesi i¢in

vakum ortamda 6n minimizasyon islemi gergeklestirilmistir.

Tr-Grid lizerinde bilgisayar kiimelerinden faydalanabilmek icin slurm betikleri
olusturulmas: gerekmektedir. Caligma i¢in hazirlanmis slurm dosyasi ile kuyruga
asagidaki komut ile is gonderilerek 6n minimizasyon islemi baglatilmistir. “genbox”
komutu ile kiiblin ne kadar su molekiilii icerecegi otomatik olarak hesaplanmis ve

¢Oziicii olarak su eklenmistir.
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5.4.1.5. Ortama Iyon Ekleme

Ortamin nétralizasyonu igin ortama iyon eklenmesi gerekmektedir. Ortama iyon
eklenmesi ile sistemin toplam yiikii sifir olmaktadir. Bu durum da in vitro sartlarin
saglanmast ve uzun siireli MD simiilasyonlarda protein yapmin kararliligi igin
gereklidir. Ortam nétralizasyonu igin Na* ve CI' kuantum mekaniksel 6zellikleri iyi
bilindigi i¢in en sik tercih edilen elementlerdir. “genion” komutu ile tek atomlu iyonlar
ile su molekiilleri en uygun elektrostatik potansiyelde ya da rastgele bir sekilde yer
degistirilir. “Genion” komutunu kullanmadan once koordinat ve topoloji dosyalarini
isleyen “grompp” komutu ile atomik seviyede bir giris dosyasi olusturulmustur(.tpr). tpr
dosyas1 sistemdeki atomlarm tiim parametrelerini igermektedir. “Grompp” komutu ile
“.tpr” dosyasi olustururken islem igin gerekli gesitli parametreleri tanimlayan bir “.mdp”
(molekiiler dinamik parametre dosyasi) dosyasi hazirlanmasi gerekmektedir. “.mdp”
dosyas1 minimizasyon c¢esidi, Periodic Boundary kosullar1, elektrostatik ve Van der
Waals etkilesimin 6zellikleri gibi bir dizi parametreyi tanimlayan bir dosyadir. ions.tpr
dosyasi olusturulduktan sonra “genion” komutu ile sistem igerisinde su molekiilleri ile
iyonlarin degisimi asagidaki komut girilerek degistirilmistir. “-neutral” komutu ile
ortamin ndtralisazyonu i¢in optimum iyon sayist genion aract ile otomatik

hesaplanmastir.

5.4.1.6. Enerji Minimizasyon

Enerji minimizasyon islemi iyon ekleme islemi ile benzerlik gostermektedir.
Onceki islem gibi “grompp” araci ile asagidaki komut girilerek “.tpr” dosyasi
olusturulmustur. Toplam 5000 adim “steepest descent” minimizasyon algoritmasi

kullanilmstir.

Bu islem ile dort ¢ikt1 olusmustur. Bunlar;

e em.log: EM isleminin ASCII metin log dosyast
e em.edr: Binary enerji dosyasi

e em.trr: Binary tam-hassas trajectory

e em.gro: Enerjisi minimize edilmis yap1
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5.4.1.7. Denge Durumuna Getirme

Bir molekiiler dinamik simiilasyon gerceklestirilmeden dnce sistemin sanal olarak
laboratuvar kosullarina uygun hale getirilmesi gerekmektedir. Bu siire¢ iki asamada
gerceklestirilmektedir. Birincisi sicaklik ve hacmin dengelendigi NVT (number of
particles, volume, temperature)’dir. Ikincisi ise izotermik-izobarik degerlendirme olan
NPT(number of particles, pressure, temperature)’dir. Bu asamada sicaklik ve basing
dengelenmektedir.

Enerji minimizasyonu ile protein yapi lizerindeki atomlarin bir birine gore enerji
durumlar1 azaltilip temaslar yok edilmistir. Bu asamadan sonra protein ve etrafindaki
¢oziicii ve iyonlarin sistem igerisinde dengeye getirilmesi gerekmektedir. Aksi takdirde
direk MD simiilasyona gecildiginde sistem kararsizlasip protein yap1 bozulabilmektedir.
Bu asamada protein {izerindeki agir atomlar1 sabitleyen bir algoritma kullanilmaktadir.
Pozisyon sabitleme algoritmas1 bize ¢oziicii icindeki proteinin herhangi bir yapisal

degisiklige neden olmamasimi saglamaktadir.

Denge asamasi NVT (sicaklik ve hacim stabilitesi igin) ve NPT (basing ve
yogunluk stabilitesi i¢in) fazi olmak iizere iki fazda gerceklesmektedir. Oncelikle 100
ps’lik NVT fazi1 baslatilmistir. Diger asama ise iki asamal1 bir NPT fazidir. Ik asama
pozisyon sabitleme algoritmasmin kullanildig1 100 ps’lik asama, ikinci asama pozisyon

sabitleme algoritmasinin kullanilmadigi 1 ns’lik son denge agamasidir.

5.4.1.8. Tam Molekiiler Dinamik Simiilasyon

Sicaklik ve basincin istenilen seviyeye getirilip dengelendigi Iki fazli dengeleme
islemi bittikten sonra sistem, pozisyon sabitleyicilerin kaldirilip tam molekiiler dinamik
simiilasyonun baslatilacag1 ve verilerin elde edilecegi asamaya getirilmistir. Yine dnceki
asamadakiler gibi .tpr dosyas1 olusturmak igin “grompp” araci kullanilmigtir. 10 ns’lik

MD simiilasyonu igin gerekli bilgileri igeren. tpr dosyasi olusmustur.
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5.4.1.9. Simiilasyonun Analizi

Simiilasyonun basarili bir sekilde yiriitiildiigiiniin anlasilmasi i¢in bir takim
verilerin incelenmesine ihtiya¢ vardir. Bunlardan ilki yapisal kararhiliktir. Bunun igin
“g_rms” aract kullanilarak RMSD hesaplamalar1 yapilmistir. Proteindeki her bir
rezidiiniin hareketliligini gostermek i¢in g rmsf komutu kullanilmistir. Bir proteinin
donme yarigapt o proteinin kompakthgmin bir &lgiisiidiir. Eger bir protein istikrarlt bir
sekilde katlanmigsa belli bir sabitede Rg degerini gosterecek sekilde bir grafik

olusmaktadir.

5.4.2. Docking Islemi

Docking islemi iki farkli hesaplama algoritmasina sahip Autodock4 ve Autodock
Vina iizerinde yiirtitiilmiistiir. Homoloji modelleme ile 3SRE tavsan PON1 enziminden
elde edilen insan PON1 modeli, in vivo sartlara uygun yap1 ve davranisi kazanabilmesi
icin GROMACS yazilimi ile MD simiilasyon uygulanmistir, 3SRE modelindeki 72-81
araligindaki esnek kayip rezidiiler bu islem ile eklenmistir. Y71 ve R292 rezidiileri her
iki docking isleminde de esnek olarak isleme tabi tutulmustur. Autodock 4.2 yazilimi
icin Ben-David ve arkadaslarinin kullandigi docking prosediirii uygulanmistir (138).
AutoDock 4.2°de docking islemi icin PON1 Enziminin aktif merkezi hedef alinarak
ortalama 39 A° (Angstron) kiip, grid hacmi i¢in uygulama yapilmistir. AutoDock
Vina’da ise docking islemi i¢cin Autodock 4’deki grid hacmine karsilik gelecek sekilde
PON1 Enziminin aktif merkezi hedef alinarak ortalama 17 A° (Angstron), grid hacmi
icin uygulama yapilmistir. Exhaustiveness 4 olarak ayarlanmistir. Vina ve Autodock 4.2
tiim ligandlar1 esnek Y71 ve R292 rezidiileri disindaki tiim reseptorleri ise sabit olarak
kabul edip islem yapmustir. Elektrostatik alan 1 A®luk grid alanina gére hesaplanmis ve
Vina ile ilgili diger tiim ayarlar varsayilan olarak birakilmigtr. MD simiilasyonda 9
ns’den sonra her 500 ps’deki protein goriintiileri docking islemine tabi tutulmustur. Her
polimorfik yap1 i¢in kendi substratlar1 ile uygunluk i¢in 11 olmak tizere toplam 33 yap1
docking islemine tabi tutulmustur. Draganov ve arkadaslarmim (139) Deneysel verileri
ile en yiliksek korelasyona sahip dorder yapi toplamda on iki yap: lipid diisiiriicii

ilaclarin afinitesinin hesaplanmasi i¢in seg¢ilmistir. Vina Ca'? kofaktdrii ve proteinin
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elektrostatik  yiikiinii hesaplamayip kotii korelasyon ve yanlis konformasyon
olusturdugundan ilaglarin afinite hesaplamasinda yalniz Autodock 4 tercih edilmistir.
Docking islemi, Autodock 4 i¢in Autodock Tools programi kullanilarak 5 basamakta

gerceklesmektedir. Bu basamaklar:

e Hedef proteinin hazirlanmasi

e Ligandin hazirlanmasi

e Grid Map’in hazirlanmasi

e Docking parametrelerinin ayarlanmasi

e Autodock ve Autogrid’in yiiriitiilmesi

Autodock Vina i¢in ilk iki basamak ortaktir. Kalan islem ise konfiglirasyon
dosyas1 (grid alan bilgileri, Exhaustiveness ) hazirlanarak yiriitiilmiistiir. Autodock
tools programindaki tiim basamaklarin yiiriitiilmesi i¢in gerekli kodlara sahip olan pyrx

programi kolaylig1 nedeniyle tercih edilmistir.

5.4.2.1. Hedef Proteinin Hazirlanmasi

MD Simiilasyon ile in vivo sartlarin taklit edilmesi sonucu dogal yap1 ve davranisi
kazandirilmis olan normal ve polimorfik protein yapilar Docking islemi icin bir dizi
islemden gecirilmelidir. Autodock Tools programi yardimiyla yapinin etrafindaki sular
uzaklastirilmis, polar olmayan hidrojen atomlar1 kaldirilmis ve protein Kolman ve
Gasteiger yiikii ile yiliklenmistir. Katalitik merkezdeki Ca atomlar1 +1 yik ile

yiiklenmistir. 71. ve 292. rezidiiler esnek olarak segilmistir.
5.4.2.2. Ligandin Hazirlanmasi

Tiim ligandlar isleme alinmadan Once hidrojenleri Marvin Sketch yazilim ile
eklenmistir. Tiim ligandlar mmff94 (Merck Molecular Force Field) kuvvet alani (Force

Field) ve “steepest descent” optimizasyon algoritmasi ile her bir ligand igin toplam

100000 admm(step) minimizasyon islemi yapilmistir. Ligandlar ADT programi
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kullanilarak gasteiger ile yiiklenmis, “dedect root” komutu kok tespit edilmis, amid

baglar1 digindaki tiim baglar serbest olarak ayarlanmistir.

5.4.2.3. Grid Map’in Hazirlanmasi

Grid hedefin katalitik bolgesi merkez alinarak proteindeki katalitik aktiviteden
sorumlu tiim atomlar1 kapsayacak sekilde ve ligandin bu merkezdeki doniis agilarini
kisitlamayacak hacimde hesaplanmistir. ADT programinda sirasiyla asagidaki islemler

yapilarak .gpf dosyas1 olusturulmustur.

Grid->Macromolecule->Choose...

Grid->SetMap Types->ChooseLigand...

Grid Box...(39 A° (Angstron) kiip, grid hacmi i¢in uygulama yapilmustir.)
File->CloseSaving Current

Grid->Output->SaveGPF...(“Grid.dpf” formatinda kaydedilmistir.)

5.4.2.4. Docking Parametrelerinin Ayarlanmasi

Sistemin nasil yiirtitillecegi ile ilgili ADT yazilimi ile asagidaki prosediir takip

edilmistir.

Docking->Macromolecule->Setfilename... (hedef protein segilmistir.)
Docking->Ligand->Choose...(ligan se¢ilmistir.)

Docking->Search ~ Parameters->GeneticAlgorithm...  (Docking  isleminin
yuriitiilmesi i¢in Genetik algoritma tercih edilmistir. Tiim ayarlar varsayilan
olarak birakilmistir.)

Docking->Docking Parameters... (Tiim ayarlar varsayilan olarak birakilmistir.)

Docking->Output->LamarckianGA... (“Dock.dpf” formatinda kaydedilmistir.)
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5.4.2.5. Autodock ve Autogrid’in Yiiriitiilmesi

Masaiistii bilgisayarda asagidaki komut ile docking islemi ytirtitiilmiistiir.

Autogrid4 —p Grid.gpf —IGrid.glg &
Autodock4 —p Dock.dpf —IDock.dlg &

5.4.26. Autodock Vina Konfigirasyon Dosyas1 (Grid Alan Bilgileri,

Exhaustiveness) Hazirlanmasi
AutoDock Vina’da docking islemi icin PON1 Enziminin aktif merkezi hedef

almarak ortalama 19 A° (Angstron), grid hacmi i¢in uygulama yapilmstir.

Exhaustiveness 4 olarak ayarlanmustir.
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6. BULGULAR
6.1. Homoloji Modelleme

MODELLER homoloji modelleme yazilimi ile 3SRE protein yapis1 kalip olarak
alinarak her bir polimorfik yap1 i¢in (Normal, (M/L) 55, (Q/R) 192) 20 insan PON1
model elde edilmis ve “Mol Probity Score”a gore en iyi yapi tercih edilmistir. Skorlar

tablo 6’da gosterilmistir.

Tablo 5. Proteinlerin yapi kalitesi istatistikleri.

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

Kotii dondis agilart: 1.67% 1.28% 0.96%
Ramachandran uyumsuzlugu: 0.00% 0.00% 0.00%
Ramachandran uyumu: 96.12% 96.32% 96.60%
CB sapmalar1 >0.25A: 0 1 0
MolProbity skoru: 2.60 2.59 2.40
Kotii bag yapmis rezidiiler: 0.00% 0.00% 0.00%
Yanlis agili rezidiiler: 0.00% 0.00% 0.28%

Tablo 5’te MolProbity skoru, atom g¢akigsmalari, doniis agilar1 ve ramachandran
degerlendirmelerinin - X-RAY yapmin ¢Oziniirliiliigii ile normalize edilmis
kombinasyonu ile elde edilmis tek bir degerdir. Skorun diisiikligii ile yapinin kalitesi
ters orantilidir. 1 degeri en kaliteli yapiy1, 100 degeri en kot kalitedeki yapiy1 temsil
etmektedir. Ramachandran uyumunda %98 ve iizeri ideal olarak kabul edilir. %92 {izeri

kabul edilebilir degerlerdir. Kotii doniis agilar1 i¢in %1 in alt1 ideal olarak kabul edilir.
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Sekil 26. Homoloji modelleme ile tiretilmis PON1 normal(mavi), (M/L) 55(yesil),
(Q/R) 192(sar1) yapilar ile 3SRE pdb kodlu rePON1-G2E6(pembe)
hizalandirilmig goriintii. L1: diigiim bolgesi.

Sekil 26°’da PDB.org sitesinden elde edilen yaklasik %84 amino asit uyumuna
sahip 3SRE kodlu tavsan-insan hibrit rePON1-G2E6 yap1 ve homoloji modelleme ile
elde edilen %100 insan PON1 , (M/L) 55 ve (Q/R) 192 polimorfik yapilar1 Chimera
yazimil ile hizalandirildi. L1 diiglim bolgesi asir1 esnek oldugundan hizalamada en
biliyiik sapma bu bolgede gerceklesti. Diger bolgelerde ise miikemmele yakin uyum

goriildi.
6.2. Molekiiler Dinamik Simulasyon

Gromacs molekiiler dinamik yazilimi ile protein yapi, su ve iyonlardan olusan bir
sistem olusturulmustur. Bu sistemin goriinimii Sekil 27°de gosterilmistir. Sekilde A
kisminda sar1 renkli kisim beta katlamali yapilari; mor kisimlar ise alfa sarmal yapilar1
gostermektedir. Seklin B kisminda kirmizi beyaz noktalar su molekiillerini, agik mavi
bityiik noktalar CI™" iyonunu, koyu mavi biiyiik noktalar Na** iyonunu, ortadaki sar1 yap1

ise protein yapiy1 gostermektedir.
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B

Sekil 27. A. Protein yap1 ve B. SPC su modeli eklenmis, Na*™ ve CI™ ile nétralize
edilmis sistemin goriintiisii.

Tablo 6’da her bir polimorfik yapmim bulundugu sistem i¢cin molekiil igerikleri
gosterilmistir. Sistemler ortalama 18-19 bin su molekiilii i¢erirken buna uyumlu olarak
ta ortalama 70 Na** iyonu, 56 CI** icermektedir. Proteinlerin ortalama molekiil kiitleleri

39, 75 iken Kkalsiyum atomu proteinin kofaktorii olarak her bir sistemde 2 tanedir.

Tablo 6. MD sistemin molekiiler igerigi.

. 3SRE-Normal 3SRE-M/L 55 (Molekiil 3SRE-Q/R 192 (Molekiil
Molekiil .
(Molekiil sayisi) say1st) saylis1)
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 tiim sistem GROMACS molekiiler dinamik
yazilimi ile minimize edilmistir. Minimizasyon egrisi sekil 28’de gosterilmistir. Sekilde
proteinlerin toplam enerjileri ilk 100 ps’de hizla azalalirken sonraki zamanlarda daha

yavas azalip yatay bir seyir izlemislerdir.
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Sekil 28. Mimizasyon egrisi.
6.2.2. Dengeleme Asamasi

Enerji minimizasyon isleminden sonra sistemin in vitro laboratuvar kosullarmna
getirilmesi i¢in dengeleme asamas1 gerceklestirilmistir. Bu asamada sicaklik basing ve
yogunlugun normal kosullara getirilmis olmas1 gerekmektedir. Normal, (M/L) 55, (Q/R)
192 yapilar i¢in sicaklik basing ve yogunluk ve ortalamalar1 gosteren grafikler ve tablo
asagidadir. Sekil 29-31°de sirayla sicaklik, basing ve yogunluk grafikleri gosterilmistir.
Sicaklik her ii¢ sistem i¢in de ortalama 300 K° diizeylerindeyken basing ortalama 1.023
bar, yogunluk ise ortalama 1013 Kg/m3 seviyelerinde seyretmistir. Tiim bu degerler her
ii¢ sistemin de laboratuvar kosullarma uygun kosullara sahip oldugunu gostermektedir.
sicaklik ve basing her ii¢ sistemde de hemen hemen ayni1 seviyelerdeyken. PON1 normal
yapinin bulundugu sistem 1014 Kg/m3 ile en yogunken (M/L) 55 polimorfik yapmin
bulundugu sistem 1012, 68 Kg/ m3ile en az yogundur.
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Sekil 29. Denge fazinda sicaklik degisimi.
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Sekil 31. Denge fazinda yogunluk degisimi.
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Tablo 7. Sekil 29-31’¢ gore 10 ns’lik simiilasyondaki ortalama sicaklik, basing ve

yogunluk degerleri.
Ortalama degerler
NORMAL M/L 55 Q/R 192
Sicaklik (K°) 299.987 299.983 299.984
Basing (bar) 1.02192 1.0232 1.02427
Yogunluk (kg/m?) 1014.04 1012.68 1013.06

6.2.3. Tam Molekiiler Dinamik Simiilasyonda RMSD, RMSF Ve Rg

Molekiiler dinamik simiilasyonlarindan sonra en sik RMSD (Root mean square
deviation) ve RMSF (Root mean square fluctuation) degerleri analiz edilmektedir.
RMSD sistemin stabilitesi ve protein yapinin saglikli oldugunun bir 6l¢iisiidiir. RMSD
degeri ortalama sabit bir degere ulasmis ve ¢ok fazla kayma gdstermiyorsa bu sistemin
stabil hale geldigini gosterir. RMSD degeri genellikle proteinin alfa karbon
yapilarindaki konuma gore kayma hesap edilerek bulunur. Bu ¢aligmada da bu yontem

kullanilmistir. 10 ns’lik RMSD grafigi Sekil 32°de gdsterilmistir.

0,25
0.2
g 0,15
o ~ NORMAL
2 01
E ’ -~ (M/L)55
0,05 (Q/R) 192
0
0 2 4 6 8 10

Zaman (ns)

Sekil 32. RMSD degisim grafigi.

Bir proteinin en karakterisitik 6zelligi belli bir esneklige sahip olmasidir.
Molekiiler dinamik simiilasyonlar1 ile bu esneklik gozlemlenirken rezidii basmna
esnekligi grafiksel olarak gostermek icin RMSF egrisi kullanilmaktadir. RMSF egrisi
protein iizerindeki her bir rezidiinlin MD simiilasyon boyunca yap: igerisindeki

hareketliligini ifade etmektedir. Sekil 33’de her bir residiiye ait RMSF degeri
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gosterilmigtir. L1, L2 ve L3 ile ifade edilen bolgeler protein yapilar iizerindeki diiglim
bolgelerini temsil ederken H1 ve H2 helikal yapilar1 temsil etmektedir. En esnek bolge
protein yapilarin N-terminal ucundaki H1 iken L1 bolgesi ikinci en esnek bdlgeyi temsil

etmektedir. L1 bolgesi ayn1 zamanda aktif merkeze yakindir.
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Sekil 33. RMSF degisim grafigi.

B-faktorii bir protein yapi i¢indeki atomlarin yer degistirmesini ifade eder. Eger
protein yap1 i¢inde esnek bolgeler varsa bu bolgede atomlarin yer degistirme araligi
daha fazla olacaktir. Chimera gibi gesitli programlar ile B-faktoriine gore protein yapilar
renklendirilebilmektedir. Mavi renkli alanlar protein yapmin sabit oldugunu kirmizi
bolgeler ise esnek oldugunu gostermektedir. B-faktorii degeri 60°’a kadar ortalama bir
Angstron’luk yer degistirmeyi ifade ederken daha yiiksek degerler esnekligin daha fazla
oldugunu géstermektedir.  Sekil 34

Sekil 34°de PON1 ve polimorfik yapilarmin esnekligi B-faktdr cinsinden
gosterilmektedir. Sekilde L1 diigim bolgesi 70-80 rezidii araligin1 gostemektedir.
PON1-normal yapida kirmizi renkle en esnek bolgeyken Q/R 192 ve M/L 55 polimorfik
yapilarinda H1 helikal bolgeler en esnek bolgeler olarak kirmizi renk almislardir. Her ii¢

yapidada H2 helikal bolge diger esnek bolge olarak goze carpmaktadir.
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PON1-Q/R 192 B-Faktorii (A?) PON1-M/L 55 B-Faktérii (A2)
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Sekil 34. PON1 yapilarm RMSF 6zelliklerinin B-faktorii diyagrami ile gosterimi.

Donme yarigap1 (Rg), MD c¢alismalarinda yapinin kararli konformasyona ulasip
ulagmadigin1 gostermektedir. Protein eger iyi katlanmigsa Rg degeri belli bir sabit
degerde kalmaktadir. Sapmanin fazla olmasi proteinin konformasyon degistirdigini ya
da bozulmaya basladigin1 gostermektedir. Caliymada her bir polimorfik yap1 icin Rg
degerleri Sekil 35°de gosterilmistir.
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Sekil 35. Donme yarigapinin zamana gore degisimi.

6.2.4. Molekiiler Docking

10 ns’lik molekiiler dinamik simiilasyonundan sonra 9. ns’den itibaren 0, 1 ns’lik
zamanlardaki her bir proteinin polimorfik yapilar1 olmak {izere toplam 33 yap1 iizerinde
Autodock 4.2 ile docking islemi gerceklestirilmistir. Once PON1’in kendi subsbstratlar1
ile docking islemi gercgeklestirilmistir. Sekil 36-38’de tiim substratlarin sirayla PONI1-
normal, M/L 55 Q/R 192 polimorfik yapilar1 ile hangi konformasyonda etkilesime
girdikleri gosterilmistir. PON1-normal ve M/L 55 polimorfik yapilarda her bir substrat
icin Y71 rezidiisii agik konformasyon olusturdugu goriilirken Q/R 192 polimorfik
yapida kapali konformasyon gosterdi. Sekil 38’e bakildiginda Y71’in kapali formunun
substratlarin afinitesine olumlu etki yaptigi gorildi. F292 rezidiisii ise molekiiler
docking isleminde esnek birakildig: i¢in grafikler {izerinde gosterildi. Aktif merkezin

disinda kalarak substratlarla etkilesimde olmadig1 goriildii.
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Y71 acik

Sekil 37. 18 substratin PON1 M/L55 polimorfik yapi tizerindeki konformasyonlari

57



Tablo 8. Tiim substratlarin afinite degerleri (Ortalama = S.E.) (n=11).

Ligand PONI-Normal PON1-L/M 55 PONI-O/R 192
P 4231011 5042007 4762007

4,26 (-4.72:-3,3) -4, 74 (-5, 1: -4, 39) 5,02 (-5, 42: -4, 69)
AlfaAngelicatakon 3332015 377005 3.7320.1

3,41 (-4 34:2,17)  -3,62(-4,38:-3,27)  -3,79 (-4, 12: -3,52)
el Delalakion 304013 4.76%0.07 454201

3,04 (-4 61:-2,91) -4,51(-499:-3,73) -4 74(-5,29: -4, 4)
Delta-Heokaalakion 344101 431+ 0.04 3822016

3,51 (-3, 38:-2,58) -3,9 (-4,79: -2, 62) 4.3 (-4, 54: -4.14)
Deltamamolakton 3.880.12 4795007 4252014

3,05 (-4 47:2,77) -4,39(-4,71:-3,34)  -4.91 (-5.07: -4.35)
Selta Undekalakion 375 0.16 449 0.09 242+0.14

3,95 (-4, 34:2,36) -4,57(-4,92:-3,19)  -4.44 (-5.07: -4.06)
Diyazokson 369+ 0.2 42320.12 3.66-0.16

3,81 (-4, 76: -1,47) -3,50 (-4, 99:-2,99)  -4.01(-5.11: -3.84)
A 4.09%0.17 525013 4.79+0.09

23,94 (-4, 61:-2,91) -4, 93 (-5, 12: -4, 2) 5.31 (-5.73: -3.93)

. 32:012 358+ 0.07 3544 0.08

Gamma-Butirolakton  _3"51 "3°90. .0 33) -3, 45 ( -4, 2: -3, 23) -3.51 (-3.91: -3.18)
comaDekanolaktn 388+ 0.14 4432 0.08 407012

24,10 (-4, 40: -2,62) -4, 24 (-4, 49: -3,25)  -4.45(-4.81: -3.76)
Gamma-Heptalakion 34101 4332005 413401

3,46 (-4, 86: -2,48) -4,00 (-4, 79:-3,57)  -4.38 ( -4.56: -4.02)
o heloatakon  3.371+013 4132005 3.7120.09

3,50 (-3,98:-2,37) -3, 74 (-4, 23:-3,2) 4,11 (-4.43: -3.91)
o Nomalakton 377+ 011 4372 0.08 2.23+0.07

3,84 (-4 21:-2,87) -4, 22 (-4, 6: -3, 74) -4.43 (-4.99: -3.93)
o ORokon 363+0.11 4322 0.08 2.08+0.06

3,70 (-4,12: -2, 77) -4,18 (-4, 28:-3.69)  -4.31 (-4.75: -3.86)
oo gkl 3682017 4392 0.08 2074014

3,82 (-4 25:-2,02) -4, 25 (-4, 67:-3,26)  -4.25(-4.86: -4)
Commvalorotakon 3372012 41005 3.7340.05

3,32 (-4 14:-2,40) -3,74(-4,04:-3,41)  -4.01(-4.3: -3.78)
Homogentisik asit lakton -3.02+0.28 -2.74+£0.13 -2.52+0.17

3,34 (-4,52:-0,78) -2,48(-3,54:-1,73)  -2.62 (-3.62: -2.09)
Paraokson -2.79+0.27 -3.66+0.13 -2.74+£0.2

3,00 (-3 93:-0,51) -2,86(-3 91:-1,95  -3.54(-4.48: -3.05)
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H-Bag
I Verici

Sekil 38. 18 substratin PON1 Q/R 192 polimorfik yap1 lizerindeki konformasyonlari

Sekil 39°da tiim substratlarin afinite degerleri polimorfik yapilara gore
afinitelerine gore siralanarak gosterildi Sekil 40-45°te PON1 ve polimorfik yapilari ile
en yiiksek afinite gosteren substratlarin protein yapilar iizerindeki konformasyonlar1 ve
hangi aminoasit ile etkilesime girdikleri gosterildi. Sekil 46°da lipid disiiriicti ilaglar
afinitelerine gore her bir polimorfik yapi i¢in siralanarak gosterildi. Sekil 47-52’de
PONL1 ve polimorfik yapilart ile en yiiksek afinite gosteren lipid disiiriicii ilaglarin
protein yapilar lizerindeki konformasyonlar1 ve hangi aminoasit ile etkilesime girdikleri

gosterildi.
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Afinite (AG)
-5 -4 -3 -2 -1 0

2-Kumarin
Dihidrokumarin
Delta-Dekalakton
Gamma-Dekanolakton
Delta-nanolakton
Gamma-nonalakton
Delta-Undekalakton
Substratlar Diyazokson
Gamma-undekalakton
Gamma-Oktanolakton
Delta-Hekzalakton
Gamma-Heptalakton
Gamma-valerolakton
Gamma-Hekzalakton
Alfa-angelika-lakton
Gamma-Butirolakton
Homogentisik asit lakton
Paraokson

u u u
Q/R 192 L/M 55 Normal

Sekil 39. Substratlarin Normal, L/M 55 ve Q/R 192 PON1 polimorfik yapilara
afiniteleri
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Alici -

Sekil 40. Normal PON1’in aktif merkezindeki kirmizi yapida gosterilen 2-kumarinin

konformasyonu.
LEU
240
ASN
224
»
ILE !
291 ASP — GLU
269 M 53
’ ‘ASN
Rezidii etkilegimi 168

Elektrostatik
Van der Waals |

Kovalent Bag .
Su
Metal .

Sekil 41. Normal PON1’in aktif merkezindeki 2-kumarinin aminoasit etkilesimi.
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H-Bag
Verici

Alici —

N

Sekil 42. M/L 55 PONI’in aktif merkezindeki kirmizi yapida gosterilen
dihidrokumarinin konformasyonu.

ILE
291

HIS
115

Rezidi etkilesimi

Elektrostatik

Van der Waals CA LEU
357 240
Kovalent Bag .

Su
Metal .

Sekil 43. M/L 55 PON1’in aktif merkezindeki dihidrokumarinin aminoasit etkilesimi.

ASP
269

62



H-Bag

Verici -

Alici

Sekil

Sekil 45. Q/R 192 PON1’in aktif merkezindeki dihidrokumarinin aminoasit etkilesimi.

44. Q/R192 PONI’in aktif merkezindeki kirmizi yapida gosterilen

dihidrokumarinin konformasyonu.

ILE

VAL 291
346 LEU
240

ASN

GLU %
53 |

Rezidi etkilesimi /
¥
Elektrostatik HIS
Van der Waals 115
KovalentBag | CA
357
S ASP
Metal . 269
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Afinite (AG)

'

= ' = =

= w = w =] (%]
L L 1 | |

- 0¢
T4
- 0€

- G€

Sibutramin
Mevastatin
Klofibrat
Simvastatin
Lovastatin
Brassikasterol
Gemfibrozil
Ciprofibrat
Ezetimib
Bezafibrat
E' Fenofibrat
-
E Niasin
Fluvastatin
Kampesterol
Stigmasterol
Pitavastatin
Pravastatin
Beta-sterol
Rosuvastatin
Orlistat
Probukol

Atorvastatin

o 1 1
Q/R 192 M/L 55 Normal

Sekil 46. Lipid diistiriicii ilaglarin PON1 ve polimorfik yapilarina afinite degerleri.
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4

Sekil 47. Q/R 192 PON1’in aktif merkezindeki kirmiz1 yapida gdsterilen sibutraminin
konformasyonu.

PRO
PRO 79
72
MET
196
O O
267
PHE
77
Rezidi etkilegimi
PHE LEU
Elektrostatik 23 28
Van der Waals
Kovalent Bag | Iial()' His LEU
b

Su
Metal .

Sekil 48. Q/R 192 PON1’in aktif merkezindeki sibutraminin aminoasit etkilesimi
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/PHE292

H-Bag
Verici

Alici

Sekil 49. Normal PON1’in aktif merkezindeki kirmiz1 yapida gosterilen brassikasterol
konformasyonu.

<V HIS
Rezidu etkilesimi @ /

Elektrostatik

Van der Waals

Kovalent Bag
Su .
Metal

Sekil 50. Normal PON1’in aktif merkezindeki brassikasterolun aminoasit etkilesimi.
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H-Bag
Verici

wa B

Sekil 51. M/L 55 PON1’in aktif merkezindeki kirmizi yapida gosterilen stigmasterol
konformasyonu.

&
@
2
- @
a®
®e

Rezidu etkilegimi

i TYR
Elektrostatik I @

Van der Waals

Kovalent Bag
-l
Metal

Sekil 52. M/L 55 PON1’in aktif merkezindeki stigmasterol’iin aminoasit etkilesimi.
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7. TARTISMA VE SONUC

Bu c¢alismada, deneysel caligmalar Oncesi arastirmalara yon veren, zaman ve
paradan tasarruf kazandirmasi yonii ile son yillarda yaygin olarak kullanilan in siliko
(bilgisayar destekli calismalar) metotlar uygulanarak lipid diisiiriicii ilaglarin PON1
enzimine olan afiniteleri degerlendirildi. PON1 enzimin substratlarin ve lipid diisiiriicti

ilaglarin afiniteleri karsilastirildi.

Son yillarda yaygin kullanim alani bulan in siliko ¢alismalar; 1) kimyasal
gerektirmedigi i¢in arastirmacilarin kimyasallarin olusturabilecegi zararl etkilere maruz
kalmamasi, 2) yikli bir biitge gerektirmemesi, 3) deneysel c¢aligmalar ile uzun siire
zaman kaybmin azaltilmasi, 4) canlilar tizerinde uygulama yapilmamasi, 5) deneysel
caligmalara hazirlik niteliginde on c¢alisma olmasi gibi avantajlara sahiptir. Tim bu
avantajlara karsin in siliko yontemlerin giivenilirligi hala tartisma konusudur. Ornegin
in siliko yontemlerden biri olan molekiiler docking metodu ile Anti-HIV ilag
gelistirilmesi gibi bir ¢ok Onemli basar1 hikayesine karsin ozellikle 14’den fazla
torsiyonu (doniis agis1) olan ve bazi ligand tiirlerinde basari orani diisebilmektedir .
Gliniimiizde molekiiler docking metodlar1 ve molekiiler dinamik simiilasyonlar1 beraber

yiiriitiilerek ¢ok daha dogru sonuglari alinabilecegi diisiiniilmektedir.

Afinite belirlemede kullanilan molekiiler docking metoduna ge¢meden Once
PON1 enziminin polimorfik yapilar1 da goz oniine alinarak {i¢ boyutlu molekiiler yapis1
olusturuldu. Insan PONI1 enziminin X-RAY kristalografik yapis1 ortaya
cikarilmadigindan ayn1 enzimatik aktiviteye sahip amino asit diizeyinde %83, 66
benzerlige sahip insan-tavsan hibrit X-RAY kristal yapi’dan (PDB kod: 3SRE)
homoloji modelleme yapilarak %100 insan PON1, M/L 55 ve Q/R 192 polimorfik
yapilar elde edildi. Bu yapilara, 10 ns’lik molekiiler dinamik simiilasyonu uygulanarak
laboratuvar kosullarindaki dogal konformasyon ve davranislari kazandirildi. Serum
PON1 enzimi ve (M/L) 55, (Q/R) 192 polimorfik yapilarm molekiiler dinamik
simiilasyon ile karakteristik oOzellikleri incelendi. Laboratuvar kosullarindaki
davraniglara sahip yapilarin 9. ns’den sonraki 100 ps’lik zamanlardaki protein yapilarin

konformasyonlar1 {izerinde Once kendi substratlar1 ile molekiiler docking islemi
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gerceklestirildi. Dogal substratlarin amino asit etkilesimleri ve kalsiyumun roli
hakkinda veriler elde edilmesinin yaninda afinite degerleri ile bagka aragtirmacilara ait
deneysel veriler karsilastirildi. Her bir polimorfik yapi i¢in daha onceki deneysel
caligmalar (6, 44) gbz Oniine alinarak substrat afiniteleri ile en iyi korelasyona sahip 4
protein yap1 sec¢ildi. Katalitik yapisi, kendi substratlar1 (sekil 39) ve lipid disiiriici
ilaglar (sekil 46) ile hangi amino asit diizeyinde etkilesimde oldugu detayli olarak

irdelenerek afinite degerleri rapor edildi.

Yapilan tiim bu ¢alismanin basamaklar1 asagida ayrimntili bir sekilde tartigilmistir.

7.1. Homoloji Modelleme

Bu ¢alismada homoloji modellemeden faydalanilarak ayni enzimatik aktiviteye
sahip rekombinant PON1 varyant1 (insan serum paraoksonaz ile %83, 66 benzer) olan
rePON1-G2E6’dan %100 insan serum PON1 protein yapisi ve (M/L) 55, (Q/R) 192
polimorfik yapilar1 elde edildi (138). Sekil 26’da homoloji modelleme araci olan
MODELLER ile iiretilen normal ve polimorfik yapilar ve deneysel olarak elde edilen
rePON1-G2E6 varyant1 Chimera yazilimi ile “matchmaker” araci kullanilarak
hizalandirildi. Hizalandirma sonucu PON1 normal yap1 ile 0, 133 RMSD, PON1 (M/L)
55 ile 0, 155 RMSD ve PON1 (Q/R) 192 ile 0, 141 RMSD degerleri 6l¢iildii. Cok diisiik
RMSD degerleri, iiretilen yapmin deneysel G2E6 varyant1 ile ¢ok yiiksek yapisal
benzerlige sahip oldugunu gostermektedir. 0’a yakin deger olmasi anlamlilig1 oldukga
artirmaktadir (140). En fazla sapma, PON1 enziminin katalitik bolgeye yakin L1 diigiim
bolgesinde meydana geldi. Proteinin bu bdlgesinde diigiim ¢ok esnek bir yapida oldugu
icin deneysel olarak elde edilmis rePON1-G2E6 varyantinda gosterilemeyerek kayip
residii olarak kalmistir (141). MODELLER aract %100 insan serum paraoksonaz
proteini ve polimorfik yapilarmi tretmekle kalmayip bu kayip residiileri de
tamamlayarak biiylik avantaj saglamaktadir. Ayrica tablo 5’te de gosterildigi gibi
%95’1n listiinde “Ramachandran uyumu” degerleri iiretilen yapilarin yapisal kalitesinin

de iist diizeyde oldugunu gostermektedir.
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MODELLER en sik kullanilan, en giivenilir ve tam otomatize c¢alisan
karsilagtirmali homoloji modelleme programlarindan biridir. Diger homoloji modelleme
yazilimlarima gore hizli olmasi onu tiim genomun modellenmesi caligmalar1 igin
kullanigh hale getirmistir. Bu avantajlarma ragmen ¢esitli cakigsma ya da kotii yan grup

dizilimleri gosterebilmesi dezavantaj olusturmaktadir (142).

Genetik, hiicre ve molekiiler biyoloji calismalarinda protein yapilar1 ortaya
cikarmak i¢in deneysel yontemler uygulanmaktadir. Ancak, bu proteinlerin atomik
yapilart ile ilgili bilgi eksikligi nedeniyle molekiiler fonksiyon ve mekanizmalari tam
olarak aydinlatilamamaktadir. Biyomolekiilleri atomik c¢o6ziiniirlikte elde etmeyi
saglayan giincel metodlar (X-i1s1mn1 kristalografisi ve NMR spektroskopisi) fizyolojik
kosullarda yiiksek konsantrasyonda saf proteinlerin hazirlanmasma gereksinim
duymaktadir. NMR spektroskopisi en fazla 15 kDa biiyiikliikteki proteinler igin
uygulanabilmektedir. Ancak biyolojik dneme sahip birgok protein daha biiyiik yapiya
sahiptir. Homoloji modelleme ile farkli polimorfik ve mutasyona sahip proteinlerin

yapilar1 ortaya ¢ikarilabilmektedir (143).

7.2. Molekiiler Dinamik Simiilasyon

PON1 enzimi ve polimorfik yapilarinin homoloji modellemeleri olusturulduktan
sonra molekiiler dinamik simiilasyonlar1 yapildi. Paraoksonaz enzimin normal, M/L 55
ve Q/R 192 polimorfik yapilar1 iizerinde her biri i¢in 10 ns’lik molekiiler dinamik
simiilasyonlar ger¢eklestirildi. Bu simiilasyonlar ile proteine sistem i¢inde kendine 6zgii
dinamik karakteri kazandirilarak konformasyonel degisiklikleri incelendi ve belli zaman
araliklarindaki protein konformasyonlar: {izerinde kendi substratlar1 ve lipid diisiiriicii

ilaglar ile molekiiler docking islemleri gergeklestirildi.

Bu calismada molekiiler dinamik simiilasyonda sicaklik, basing ve yogunluk
degerlerinin ayarlanmasi i¢in Parinello-Rahman metodu kullanildi. Sicaklik, basing ve
yogunluk degerleri tablo 7°da gosterilmisti. Tablo 7°da sicakligin ortalama 300 K° (25
C% ve basmcm 1 bar seviyelerinde olmasi simiilasyonun laboratuvar kosullarina

uygundur. Molekiiler dinamik simiilasyonun giivenilirlik 6lgiitlerinden birisi sistemin
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yogunluk degeridir. Igerisinde su, iyonlar ve proteinin yer aldig1 bir sistemin yogunlugu
laboratuvar sartlarma uygun olarak 1000 kg/m® degerine yakin olmasi gerekmektedir
(144). Yaptigimiz ¢alismada da her ii¢ protein yapmin yer aldigi sistemin yogunlugu
tablo 7’de gosterildigi gibi labarutavar kosullarina ¢ok yakindi. Sistemler arasindaki
%1’in altindaki yogunluk farklarmimn ise sistemler icerisindeki farkli sayida ve tiirdeki
atom sayilar1 ile iliskili olabilecegi ongériildii (tablo 6). Bunun yaninda sistemler

arasidaki kiiciik sicaklik ve basing farkliliklarmim da yogunluk tizerine etkilidir (144).

Sekil 33’de 10 ns’lik periyod boyunca polimorfik yapilardaki her bir amino asidin
konumsal degisimleri gosterilmistir. Sekilde 70-80 araligindaki amino asitler oldukca
esnek olmalarmin yaninda enzimin aktif bolgesine ¢ok yakin konumlanmislardir. Bu
durum enzim substrat etkilesimlerinde bu bdlgenin konumunun etkinliginin var olup
olmadig1 sorusunu akla getirmektedir. Nitekim Xin Hu ve arkadaslarmin (21)
paraokosonaz enzimi iizerinde yaptig1 detayl aragtirmada bu bolgenin substrat segici bir
karaktere sahip olabilecegini ve 0Ozellikle 71. tirozin rezidiisiiniin enzim substat

komplekslerinde kapak vasifesi gorebilecegini dnermistir.

Sekil 34°de insan PONI1’e ait farkli polimorfik yapilarda her bir rezidiiniin
konumsal degisimi B-faktorii degerine gore gosterilmistir. B-faktorii degerinin yiiksek
olmasi proteininin o bolgesinin daha esnek bir yapiya sahip oldugunu ifade etmektedir.
PON1-Normal yapida L1 bdlgesindeki 72-80 araligindaki rezidiilerde hareketlilik en
fazla gozlenmisken polimorfik yapilarda nispeten daha az hareketlilik gozlenmistir.
Genel olarak simiilasyon boyunca Sekil 33 ile uyumlu olarak en fazla hareketlilik L1 ve

H1 bolgelerinde gergeklesmistir.

Molekiil i¢i ve molekiiller arasi etkilesimleri tanimlamak i¢in uygun bir enerji
fonksiyonu secimi, basarili bir molekiiler dinamik simiilasyon i¢in kritik dneme sahiptir.
Enerji fonksiyonlar1 genellikle ¢cok fazla parametrik terimden meydana gelmektedir. Bu
parametreler, esas olarak kiiciik molekiiller ya da fragmentlerin deneysel ve kuantum
mekanik calisilmalar1 ile elde edilir. Parametre ayarlari ile iliskili islev gruplar1 kuvvet
alan1 (force field) terimi ile ifade edilmistir (145). Molekiiler dinamik simiilasyonlar

icin hayati 6neme sahip kuvvet alani parametreleri giiniimiizde kuantum mekanik
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hesaplamalarin yardimiyla daha yiiksek dogrulukta calismakta ve gelistirilmeye devam
etmektedir. AMBER (Enerji sadelestirme Destekli Model Olusturma) California
Universitesinden, San Francisco’da Peter Kollman grubu tarafindan gelistirilmis
biyomolekiillerin molekiiler dinamik simiilasyonlar1 i¢in olusturulmus kuvvet
alanlarinin bir ailesidir. AMBER ailesine ait ¢esitli kuvvet alanlarinin deneysel verilerle
korelasyonu Hornak ve arkadaslari1 tarafindan gosterilmistir (146). Yapilan ¢alismada
deneysel NMR parametreleri ile ff99SB kuvvet alani ile olusturulan parametreler
arasinda lizozimde 0, 83, ubikitinde ise 0, 95 ile yiiksek korelasyon gosterilmistir (146).

Paraoksonazin polimorfik yapilarmin molekiiler dinamik simiilasyonunda
AMBER ailesine ait ff99SB-ILDN kuvvet alani, yiiksek hassasiyete sahip oldugu i¢in
tercih edildi. Giiniimiizde AMBER ailesine ait ff99SB-ILDN ve yaygin bir molekiiler
dinamik simiilasyon ve analiz paketi olan CHARMM (Chemistry at HARvard
Macromolecular Mechanics) programina ait CHARMM22 kuvvet alani en giivenilir
kuvvet alanlaridir (147).

7.3. Molekiiler Docking

PONVI’in farkli polimorfik yapilarmin ilaglarve kendi dogal substratlar1 ile olan
afinitesinin tayininde en yaygmn kullanima sahip Autodock programi kullanildi.
PON1’in ¢esitli substratlar1 ile etkilesimleri docking metodu ile derinlemesine
incelenmisken lipid diisiiriicii ilaglar ile olan afinitesi ya da etkilesimine dair herhangi
bir docking c¢alismasi literatiirde yer almamaktadir. Xin Hu ve arkadaslar1 (21)
molekiiler docking, MD simiilasyon yontemleri ve serbest enerji hesaplama
metotlarindan faydalanarak PON1 enzimi ve ester, lakton ve fosfotrioester gibi ¢esitli
substratlar1 ile olan etkilesimlerini incelemislerdir. Yaptiklar1 ¢alismada tirozin 71
rezidiisliniin substratlarin baglanmasinda 6nemli role sahip olabilecegini gostermistir
ayrica substratin tanimlanmasini kolaylastiran bir kapi islevine sahip olabilecegini ileri
stirmiiglerdir. Bizim ¢alismada da 71. Rezidii olan tirozin sekil 37-38’de da gosterildigi
gibi kap1 gérevine sahip oldugu ancak substratlarla etkilesimde direkt (sekil 37-38)
katalitik etkisinin olmadig1 gozlendi. Ben-David ve arkadaslar1 (138) yaptiklari
calismada, pH 4, 5°da elde edilmis yapida (PDB:1V04) 71. rezidii katalitik bolgeye
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yakinken; pH 6, 5’da elde edilen yapida (PDB:3SRE, 3SRG) 71. rezidiiniin aktif
bolgenin disinda kaldigini gostermislerdir. Yani farkli pH’da 71. rezidiiniin a¢ik ya da
kapali konformasyon gosterdigi gosterilmistir. Yaptigimiz calismada 3SRE kaynakli
(n6tr pH’da c¢alisan) yapilar kullandigimiz i¢in 71. rezidiiniin cogunlukla agik
konformasyon gostermis olabilir. Sekil 36’da goriildiigii gibi ¢alistigimiz 19 substratin
PON1 normal yap1 iizerindeki tiim konformasyonlarinda Y71 agik konformasyon
gostermistir. Sekil 37°de PON1 M/L 55 Y71 rezidiisii tamamen agik konformasyon
gostermisken Sekil 38°de PON1 L/M 192 rezidiisii tamamen kapali konformasyon
gostermistir. 55. Rezidl proteinin aktif bolgesine fazla yakin olmamasma karsin 192.
rezidii aktif merkeze daha yakindir. Bu nedenle 192. rezidiiniin, aktif merkez ve L1
diiglimiiniin konformasyonel yapisin1 etkileyebilecegi ve Y71 rezidiisiiniin kapali
konformasyon sergilemesinde role sahip olabilecegi diistiniildii. Yeung ve
arkadaglarinin (148) PON1’in yap1 ve aktivitesini inceledigi ¢alismalarinda kalsiyumun
katalitik aktivite hayati dneme sahip bir kofaktoér oldugunu gostermislerdir. Nitekim
PONT1’in farkli polimorfik yapilar1 {iizerinde substratlarinin molekiiler docking
yontemiyle elde edilmis konformasyonlarinda sekil 36, 37 ve 38’de kalsiyumun lakton
yapidaki oksijeni kendine dogru ¢ekerek enzim-substrat kompleksi olusumunda 6nemli
etkiye sahip oldugu goriilmektedir. Q/R 192 polimorfik yapi1 daha daralmis bir aktif
merkeze sahip olmasmin yaninda substratlarinin oksijenleri katalitik kalsiyuma diger
polimorfik yapilara gore daha yakin yer aldi. Bunun sonucu olarak substratlarmin
baglanma afinitelerinin daha yiiksek olabilecegi diisiiniildii. Substratlarm ortalama
afinite degerlerine baktigimizda Q/R 192 PONI’e baglanma afiniteleri diger yapilara
gore daha yiiksek goriildiigi sekil 39°da gosterilmisti.

Paraoksonaz substratlar1 deneysel olarak en genis anlamda Draganov ve
arkadaglar1 (139) tarafindan 2005°te PON1, PON2 vePON3 enzimleri ile yaptiklari
calismada ele alimmustir. Orgonafosfat, arilester ve lakton yapidaki molekiillerin
afiniteleri enzim {initesi cinsinden gostermislerdir. Draganov ve arkadaglarinin (139)
calismasidaki spesifik aktivite degerleri ile bizim calismada buldugumuz afinite
degerleri arasindaki korelasyon bakildi. 180 U/mg’den daha diisiik spesifik aktiviteye
sahip olan substratlarin spesifik aktivite degerleri ile bu calismada bulunan afinite

degerleri arasinda daha anlamli korelasyon goézlendi. Buna gore 14 tane substratta
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PON1 normal ile -0, 92, M/L 55 polimorfik yap1 ile -0, 71 ve Q/R 192 ile -0, 86
sperarman korelasyon degerleri belirlendi. Genel olarak lakton yapidaki substratlar ile
yiiksek korelasyon ortaya ¢ikti. Bir organofosfat bilesigi olan paraokson, deneysel
calisgmada 1, 94 U/mg degeri ile en diisiik afinite degerine sahip olmasi ile bizim
yaptigimiz molekiiler docking ¢alismasindaki ortalama -2, 79 Kcal/mol afinite degeri ile
en disiik degere sahip olmast bakimindan uygunluk gdstermektedir. Polimorfik
yapilarda da paraokson afinite degerleri en diisik ilk iic degerler arasinda yer
almaktadir. 2-kumarin ve dihidrokumarin deneysel ¢calismada en yiiksek afiniteye sahip
sirayla 4. ve 5. molekiillerdir. PON1 normal yapida 2-kumarin -4, 23 Kcal/mol ile en
yikksek, M/L 55 ve Q/R 192 polimorfik yapilarda dihidrokumarin swrayla -4, 79
Kcal/mol ve -5, 20 Kcal/mol ile en yiiksek afinite degerine sahip molekiil olarak
bulundu. Yapilan molekiiler docking c¢alismasinda paraokson, draganov ve
arkadaglarmm (139) deneysel c¢alismasi ile uyumlu goriiniirken 2-kumarin ve
dihidrokumarinin bu yoniiyle uygunluk gostermedi. Arilester yapi olan fenilasetat
deneysel olarak yiiksek afinite degerine sahipken bizim yaptigimiz ¢alismada docking
sonucuna gore ortalamanin altinda afinite degerine sahip oldugu goriildii. Ayrica 175
U/mg degerine kadar anlaml diizeyde korelasyon degerleri ortaya ¢ikarken bu degerin
iizerindeki karsilastirmalarda korelasyon gozlenmedi. Bu durum docking metodlarinin
giivenilirligi agisindan giiniimiizde genel bir sorun olarak ortaya ¢ikmaktadir. Yapilan
calismalar docking metodlar1 ile deneysel calismalar arasindaki korelasyonun 0, 5
diizeylerinde oldugunu gostermektedir (149). Buna karsin son yillarda bilgisayar
giicliniin artis1 ve bununla beraber molekiiler docking islemleri MD hesaplamalar ile
beraber yiiriitiilmeye baslamistir. MD simiilasyonla beraber yapilan molekiiler docking
islemlerinde  deneysel verilerle c¢ok daha yiiksek korelasyon degerlerine
ulagilmistir(150). Bizde yaptigimiz ¢alismada MD simiilasyon ve Molekiiler docking
metodunu birlikte kullanarak14 substratta -0, 92’lere varan korelasyon degerlerine
ulastik. Korelasyonun tiim substratlarda o6zellikle fenil asetta olmamasi ve ozellikle
lakton yapilarda yiiksek olmasi metodun her substrat ¢esidi icin ayn1 giivenilirlige sahip

olmadigin1 bize gosterdi.
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7.4. Lipid Diisiiriicii Tlaclar ve Paraoksonaz

Lipid diisiirticti ilaglarm PONI’in kendisi ve polimorfik yapilarina olan afinitesi
sekil 46’da gosterilmisti. Ilaglarin paraoksonaz yapilar1 arasindaki karsilastirilmasi
yapildiginda genel olarak Q/R 192 polimorfizminde ilaglarin afinitelerinin diger
paraoksonaz yapilardan daha diisiik oldugu gozlendi. Aktif bolgenin kapagi konumunda
bulunan Y71 rezidiisii, paraoksonazin diger yapilarinda a¢ik konumdayken Q/R 192
polimorfik yapida kapali konumdadir. Bu durum da ilaclarin afinitesinin daha diisiik
¢ikmasina sebep olmus olabilir. Diger ilaglarin aksine atorvastatin, probukol, orlistat,
rosuvastatin ve betasterol, Q/R 192 polimorfik yapida pozitif AG gostermistir.
Paraoksonazin diger yapilarinda da atorvastatin, probukol, orlistat, rosuvastatin ve
pravastatinin PON1’e afinitelerinin diisilk oldugu tespit edildi. Dolayisiyla bu ilaglar
paraoksonaz aktivitesi iizerine pek etkili olmayabilir. Bu da yliksek afiniteli ilaglarin
paraoksonaz aktivitesini azaltabilecegini, herhangi bir afiniteye sahip olmayan veya
diisiik afiniteli ilaglarm ise paraoksonaz aktivitesini ¢cok etkileyemeyebilecegi sonucunu

¢ikarmaktadir.

Bu calismada atorvastatin paraoksonaz aktivitesine etki edemeyecegi gozlenirken
atorvastatinin paraoksonazi diisiirdiigii ya da etkilemedigine ait bir ¢alismaya
rastlanilmamistir. Hatta birgok calismada PON-1 aktivitenini arttirdigi belirtilmistir.
Kural ve ark. (37) dislipidemik hastalarla yaptig1 ¢alismada atorvastatinin serum
paraoksonaz aktivitesini ve HDL diizeyini anlamli derecede arttigini1 bulmuslardir.
Abdin ve ark. (38) Misirli tip 2 diyabetli hastalarda atorvastatin tedavisinin paraoksonaz
aktivitesini artirdigin1  goézlemlemisler ve paraoksonazin diyabetin ve diyabetik
néfropatinin tedavisinde yeni bir segenek olabilecegini ileri slirmiislerdir. Yine Harangi
ve ark. (151) atorvastatin tedavisinin PONI1 aktivitesini artirdigmi gozlemislerdir.
Oranje ve ark. (152) tip iki diyabetik hastalar tizerinde yaptiklari g¢alismada
atorvastatinin LDL oksidaysonunu diislirdliglinii gostermislerdir. Bu calismalar
atorvastatinin aterosklerotik hastaliklar1 Onlemede ©nemli etkiye sahip oldugunu
gostermektedir. Ancak Bergheanu ve ark. (153) kardiyovaskiiler hastaligi olan
erkeklerde rosuvastain ve atorvastatinin PON1 aktivitesi lizerine etkisini aragtirmislar ve

her iki ilacin da PON1 aktivitesini artirdigini, fakat rosuvastatinin atorvastatinden farkl
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olarak doz bagimli PON1 aktivitesini artirdigin1 gostermislerdir. Bizim ¢aligmada ise
rosuvastatinin PON1’a kars1 afinitesini zayif oldugu yani etki etmeyebilecegi gozlendi.
Rosuvastatinin PON1 aktivitesini diislirdiigline dair bir ¢alismaya rastlanilmamistir. Bu
calisma da kullanilan diger bir ilag olan orlistat PON1 normal yapida ¢ok az afinite
gosterirken polimorfik yapilarda afinite gostermedi. Audikovszky ve ark. (86) yaptiklar1

calismada orlistatin paraoksonaz aktivitesini arttirdigini géstermistir.

Statinlerden simvastatin, lovastatin ve mevastatinin en yiiksek afinite degerlerine
sahip ilaclar olarak bulundu. Bu ilaclarin lakton yapilaria sahip olmasi bu sonucun
olusmasinin muhtemel nedenidir. Bu benzerlik sayesinde yarigmali inhibisyonla
paraoksonaz aktivitelerinin azalmasi beklenen sonugtur. Calismamizla uyumlu olarak
Billecke ve ark. (44) yaptiklar1 ¢alismada bu {i¢ statin grubu ilacin PON1’e afinite
gosterdigini ve PON1 ile metabolize edildigini gostermislerdir. Ayrica Gouédard ve ark
(59) pravastatin, fluvastatin ve simvastatin gibi statinlerin PON1 aktivitesini azalttigimi
ifade etmislerdir. Diger taraftan Tomas ve ark. (154) simvastatinin paraoksonaz
aktivitesini arttirdi§ini ve bu nedenle aktioksidan oOzellie sahip olabilecegini

belirtmislerdir.

Tim ilag gruplar1 igerisinde en yiikksek afinite, PONI1-normal yapida
brassikasterolde, M/L 55 polimorfik yapida stigmasterol, Q/R 192 polimorfik yapida ise
sibutraminde bulundu. Dolayisiyla bu ilaglar PONI1 aktivitesini diistirmede etili
olabilirler. Fitosteroller fibrat tiirii ilaglardan farkli olarak PON1 ve M/L 55 polimorfik
yapida yiiksek afininte gosterdi. Q/R 192 polimorfik yapida ise Y71 rezidiisii ve aktif
merkezin dar yapisi ile beraber fitosterollerin nispeten biiylik molekiiller olmasi diisiik
aktivite gdstermelerine sebep olmus olabilir. Kimyasal yap1 olarak kolesterole benzeyen
fitosterolerin paraoksonaz enzimi aktivitesine etkileri yoniinde herhangi bir ¢alismaya
rastlanilmamistir. Ancak kolesterol ile PONT1 iligkisini gosteren celiskili ¢aligmalar ve
paraoksonazin yer aldigit HDL ile ilgili ¢calismalar mevcuttur. Calismamizla uyumlu
olarak Yi ve ark. (155) yaptiklar1 caligmada yiiksek kolesterol diyeti uygulanan
farelerde serum PONI1 aktivitesinin azaldigmi gostermisler. Diger taraftan Kim ve
arkadaglart (156) yaptiklar1 c¢aligmada kolesterolin PON1 aktivitesini artirdigini

bulmuslardir. Sutherland ve ark. (157) plazma fitosterol seviyesi ve plazma HDL
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kolesterol seviyesinin pozitif korelasyona sahip oldugunu, Zak ve ark. (158) da
fitosterol tiikketiminin HDL’deki kolesterol seviyesini artirdigini gostermistir. Ayrica
fitosterollerden zengin besinlerle PONI1 aktivitesi iizerine etkisi ile ilgili ¢aligmalar
mevcuttur. Fitosterollerden zengin argan yagi ve serum PON1 aktivitesi lizerine yapilan

calismada PON1 aktivitesinin arttig1 Cherki ve ark. (159)d tarafindan gosterilmistir.

Klofibrat, gemfibrozil, ciprofibrat ve bezafibrat diisiikk afinite degerleri gosterdi.
Fenofibrat ise normal ve M/L 55 yapida ortalamanin iizerinde, Q/R 192 polimorfik
yapida ise ortalamanin altinda afinite gosterdi. Yesilbursa ve ark. (160) fenofibratin
PONI1 aktivitesini artirdigini gézlemislerdir. Bu sonu¢ ortalamanin iizerinde afinite
degerlerine sahip normal ve M/L 55 yapida bizim ¢alismamiz ile ¢elismektedir. Macan
ve ark. (161) gemfibrozilin PONI1 aktivitesini anlamli diizeyde diisiirdiigiini
bulmuslardir. Paragh ve ark. (162) ciprofibratin, Durrington ve ark. (163) ise
bezafibratin PON1 aktivitesini artirdigini belirtmislerdir. Dullaart ve ark. (164) Tip 2
diyabetli hastalara bezafibrat ve simvastatin beraber verildiginde HDL seviyesinin
arttigin1 fakat PON1 aktivitesinin artmadigimi ifade etmislerdir. Yukarida bahsedildigi
gibi fibrat tiirli ilaglarin genelde PONI aktivitesini arttirmasi, bizim ¢alismada bulunan

diisiik afinite degerleri ile uyumluluk géstermektedir.

Probukol Q/R 192 polimorfik yapida afinite gdstermezken normal ve M/L 55
polimorfik yapida ortalamanin altinda degerlere sahipti. Yi ve ark. (155) yaptiklari
calismada yiiksek kolesterol diyeti uygulanan farelerde probukol tedavisi ile PONI
aktivitesinin arttigini gostermislerdir. Benzer sekilde Noto ve ark. (165) da probukol
tedavisi ile PON1 aktivitesi/HDL-C diizeyinin anlamli diizeyde arttigini géstermislerdir.
Ayrica literatiirde probukolun PONI1 aktivitesini diislirdiigiine dair bir ¢aligmaya
rastlanmamistir. Tiim bu sonuglar da probukolun PON1’e diisiik afinite gdstermesi ile

PON1 aktivitesi lizerine olumsuz etki etmeyecegi goriisiimiizii desteklemektedir.

Ezetimib PONI’e afinitesi yliksek olan ilaglar grupta yeraldi. Niasinin ise
afinitesi diisiik bulundu. Tang ve ark. (85) yaptig1 ¢alismada niasinin paraoksonaz ve
arilesteraz aktivitesine etki etmedigini fakat ezetimibin paraoksonaz ve arilesteraz

aktivitesini diigtirdiiglinii ifade etmislerdir. Ezetimibin simvastatin ile beraber
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uygulandig1 bir ¢alismada HDL diizeyinin arttirdig1 fakat PON1 aktivitesinin anlamli
diizeyde artmadigi rapor edilmistir (164). Bu sonuglar yiiksek afinite degerine sahip
ezetimibin PONI1 aktivitesi {lizerine olumsuz etki edebilecegi goriistimiizii

desteklemektedir.

Sibutramin Q/R 192 polimorfik yapida en yiiksek afiniteye sahip bilesik olarak
Olctildi. Sibutraminin direk PONI aktivitesi lizerine etkisini gOsteren bir caligmaya
rastlanmamistir. Bununla beraber, James ve ark. (166) sibutraminin plazma HDL
seviyesini anlamli diizeyde artirdigini gézlemislerdir. Sibutraminin direk PON1 iizerine
etkisini gosteren ¢alismaya rastlanamadigindan deneysel ¢alismalar ile bir kiyaslama

yapilamadi.

Bu ¢alismada bulunan bu in siliko sonuglarin deneysel ¢calismalarla desteklenmesi
gerekmektedir. /n siliko molekiiler docking yontemi her ne kadar zaman ve paradan
tasarruf saglamigsa da giivenilirligi hala tartisma konusudur. Bu c¢alismada kullanilan
kullanilan Autodock 4 yazilimi ile PON1’in kendi substratlar: ile afinitesi ve diger
deneysel caligmalar arasindaki korelasyon degerlendiridiginde, Autodock yazilimin
lakton yapilarda iyi calismasina karsin fenilasetat gibi bilesiklerde ve cok yiiksek
afiniteli bilesiklerde hata oranm yiikseldigi gézlendi. Autodock, en yaygin kullanima
sahip programlardan biri olmasina karsin CDOCKER gibi daha giivenilir yazilimlar
gelecekte tercih edilebilir. Glinlimiizde molekiiler dinamik ¢aligsmalariyla beraber

yiiriitiilerek daha giivenilir sonuglara ulasilabilmektedir.

Lipid disiiriicti ilaglarin  PON1 enzimine afinitelerinin in siliko olarak
degerlendirildigi bu calismada en yiiksek afiniteye sahip olan ilaglar PONI1 normal
yapida brassikasterol, Q/R 192 polimorfik yapida sibutramin ve M/L 55 polimorfik
yapida stigmasterol iken; en diisiik afiniteye sahip olan ilaglar PON1 normal yapida
orlistat, Q/R 192 polimorfik yapida atorvastatin ve M/L 55 polimorfik yapida orlistat
olarak olciildii. Yiksek afiniteye sahip ilagclar HDL yapisinda yer alan ve 6nemli bir
antioksidan olan paraoksonaz enziminin aktivitesini diisiirebilir. Bu nedenle bu ilaglarin

kullanilmasinda HDL metabolizmasim etkileyebilecegi géz 6niine alinmalidir.
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