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OZET

BAZI PROPOLIS FENOLIKLERININ HIV-1 REVERS TRANSKRIPTAZ iLE
MOLEKULER INTERAKSIYONU:
MOLEKULER DOCKING (KENETLENME) CALISMASI

Ziibeyde COSKUN

Karadeniz Teknik Universitesi
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Biyoloji Anabilim Dali
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HIV’in neden oldugu AIDS, diinya capinda yaygin olup insan bagisiklik sistemini
baskilayarak, viicudu enfeksiyonlara karsi Ssavunmasiz birakmaktadir. Standart antiretroviral
ilaclara kars1 HIV-1 direnci goriilme siklig1 artmakta ve su anda kullanimda olanlardan daha
az toksik ve ucuz ajanlara ihtiya¢ duyuldugundan, dogal {irlinler arasindan yeni tedaviler
aranmaktadir. Aranan bu tedaviler arasinda, propolisin antiviral 6zelligi (Gekker vd., 2005)
ve Revers transkriptaz inhibitorii olma 6zelligi ona olan ilgiyi arttirmaktadir. Bu yiizden,
diinyada biiyiik bir sorun olan HIV-1’in tedavisinde propolis 1yi bir aday olarak karsimiza
cikmaktadir. Bu c¢aligmada, tasarlanan ligandlar filtrelenerek ilag olma 6zelligine sahip
olabilecek propolisin yapisinda bulunan sekiz fenolik madde ligand olarak Autodock4
programi ile bir RT kristal yapisi olan 3qip.pdb yerlestirildi. Yerlestirme sonucunda CAPE
(Caffeic acid phenetyl ester) ligandi -8,65 kcal/mol’liik skor ile RT enzimine en iyi baglanan
ligand olarak belirlendi. Diger yedi ligandin da enzim i¢in iyi yerlesme skorlari verdigi
gozlendi. Sonug olarak HIV-1 revers transkriptaz i¢in inhibitor aday1 olan yeni ligandlarin
tasarimi gerceklestirildi. Daha onceki calismalarda etki mekanizmasi ¢ogunlukla viriisiin
hiicre i¢ine girigini bloke etmeye yonelik iken (Harish vd., 1997), bizim ¢alisma hedefimizin
ise HIV-1 Revers transkriptaz enziminin inhibisyonuna yonelik olmasidir. Dolayisi ile

hedefledigimiz yon itibariyle yenilik¢i ve timit vaat edicidir.

Anahtar Kelimeler: Bilgisayar Destekli ila¢ Tasarimi, HIV-1, Propolis, Molekiiler
Docking (kenetlenme), Revers Transkriptaz
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AIDS caused by HIV is common worldwide and suppresses the human immune
system, leaving the body vulnerable to infections. The incidence of HIV-1 resistance to
standard antiretroviral drugs is increasing and new treatments are sought from natural
products, as less toxic and cheaper agents are needed than those currently in use. Among
these treatments sought, the antiviral properties of propolis (Gekker et al., 2005) and the
property of being a Reverse transcriptase inhibitor increase the interest in it. Therefore,
propolis emerges as a good candidate in the treatment of HIVV-1, which is a big problem
in the world. In this study, designed ligands were filtered and eight phenolic substances
from propolis contents, which could have the properties of being a drug, were placed as
ligands 3qip.pdb, an RT crystal structure, with Autodock4 program. CAPE (Caffeic acid
phenetyl ester) ligand was determined as the ligand that binds the RT enzyme best with a
score of -8.65 kcal/mol. The other seven ligands were also observed to give good settling
scores for the enzyme. As a result, new ligands that are inhibitor candidate for HIV-1
reverse transcriptase were designed. While the mechanism of action in previous studies
was mostly to block the entry of the virus into the cell (Harish et al., 1997), our study goal
is to inhibit the HIV-1 reverse transcriptase enzyme. Therefore, it is innovative and
promising in terms of our purpose.

Keywords: Computer Aided Drug Design, HIV-1, Propolis, Molecular Docking, Reverse
Transcriptase
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1. GENEL BiLGILER

1.1. Giris

Propolis (ar1 zamk1), bal arilarinin bitki filizleri ve tomurcuklarindan topladigi recine
benzeri maddeye verilen isimdir. Propolis yapisinda agirlikl olarak regineleri bulundurur ve
iceriginde bulunan c¢ok diisiik miktardaki polen bulasma kaynaklidir. Nektar propolis
iiretiminde yapida ¢ok az kullanilir veya hi¢ kullanilmaz.

Kimyasal olarak karakterize edilmis propolisin biyolojik ¢alismalar i¢in kullanimu,
ozelliklerini ortaya ¢ikarmak ve karsilagtirmali ¢aligmalar yapmaktan geger. Tek bilesenler
yerine aktif bilesen gruplarinin konsantrasyonlarinin 6l¢timii propolis konusunda daha dogru
bir yaklasim olacaktir. Propolis tipleri iizerinde giivenilir bir standardizasyon ve
uygulayicilar i¢in dnerileri sunmak, ayn1 zamanda spesifik bir biyolojik aktiviteyi belirli bir
propolis 6rnegi ile baglantilandirmay1 basarmak i¢in, hala yapilmakta olan birgok ¢alisma
vardir (Bankova, 2005 a,b). Bilim insanlarinin propolisle ilgili antioksidan, antimikrobiyal,
norodejeneratif tedavide kullanim, hepatoprotektiv (karaciger koruyucu), hyalurinidaz
enzim inhibitori (antiinflamatuar etkili), antiureaz aktivitesi, karbonik anhidraz inhibitorii
oldugu yoniindeki ¢aligmalar1 (Sarikaya vd., 2009; Sahin vd., 2011; Sahin vd., 2012; Yildiz
vd., 2013; Yildiz vdl., 2014; Can vd., 2015; Saral vd., 2016; Kolayli vd., 2016; Baltas vd.,
2016; Kolayli, 2017) da bu iiriiniin biyoaktif degerini destekler niteliktedir.

Propolisin antimikrobiyal 6zelligi, farkli arastirmacilar tarafindan da yaygin olarak
arastirtlmis ve etkinligi tespit edilmistir (Grange vd., 1990; Kujumgiev vd., 1999; Sforcin
vd., 2000; Orsi vd., 2005c¢, 2006b; Scazzocchio vd., 2006). Fernandes vd., 2001). Afrika bal
arilar tarafindan iiretilen propolis ile arsi1z arilar (subfamily Meliponinae) tarafindan iiretilen
propolisin antimikrobiyal etkisini arastirmis ve karsilastirmistir. Partamona sp. ve Melipona
sp. kaynakli Apis mellifera tarafindan iiretilen propolisler benzer aktiviteye sahiptir.

Propolis, ayn1 zamanda antiviral (Amoros vd., 1992; Serkedjieva vd., 1992; Vynograd
vd., 2000; Ito vd., 2001; Huleihel ve Isanu, 2002; Gekker vd., 2005), antifungal
(Dobrowolski vd., 1991; Sforcin vd., 2001) ve antiparazit aktiviteler de gosterir (Higashi
and De Castro, 1994; De Castro and Higashi, 1995; Salomao vd., 2004; Freitas vd., 2006).

Propolisin birgok viral infeksiyona karsi farmakolojik etkisi ortaya ¢ikarilmistir; drnegin



influenza (Serkedjieva vd., 1992), HIV (Ito vd., 2001), adenoviriis (Amoros vd., 1992 a) ve
herpes simplex viriis (Debiaggi vd., 1990; Amoros vd., 1994; Huleihel and Isanu, 2002).

Egzema, tlser enfeksiyonlari, bobrek enfeksiyonlari, nefes darligi, géz ve bogaz
enfeksiyonlar1 propolis tarafindan iyilestirilebilen hastaliklardandir (Hill, 1977). Biyolojik
etkinliginin fazla olmasi1 sebebiyle, propolisli iiriinlerin liretiminde oldukga artis olmustur.
Ayrica propolis igeren pastiller, dis macunlari, giines koruyuculari, ¢iklet ve cikolata gibi
tirtinler farmosotik endiistrisinde ve saglikli yiyecek sektoriinde biiyiik bir pazar payina
sahiptir (Banskota vd., 2001; Sarikaya vd., 2009).

Ito ve ark. (2001) tarafindan propolisin insan immiin yetmezlik viriisii (HIV) kaynakl
hastaliklar iizerine etki calismalar1 yapilmistir. Propolisin viral hastaliklarin tedavisinde
kullanim potansiyeli iizerine yapilan bu ¢alismalardan, viral bir hastalik olan ve kiiresel bir
sorun haline gelen AIDS (Acquired Immunodeficiency Syndrome) hastaliginin tedavisi igin
oldukea ilgi ¢ekici bir alan olarak karsimiza ¢ikmaktadir. Buradaki etki mekanizmasi
cogunlukla viriisiin hiicre i¢ine girisini bloke etmeye yonelik iken (Harish vd. ,1997) bizim
calisma hedefimiz ise, HIV’nin RNA’sim1 kalip olarak kullanarak, komlementer DNA
yapmakta sorumlu olan HIV-1 Revers transkriptaz enziminin inhibisyonuna yonelik
olmasidir. Dolayisi ile hedefledigimiz yon itibariyle yenilik¢i ve iimit vaat edicidir.

AIDS, Tirk¢e’ye “’Edinilmis Bagisiklik Yetmezligi Sendromu’”  olarak
dontstiiriilmiistiir. AIDS, ilk olarak Amerika Bilesik Devletleri’nde 1981 yilinda Haiti’den
gelen gocmenlerde gozlemlemistir. Kesfinden hemen sonra hizla yayilmistir. AIDS, firsatci
enfeksiyonlarin bagisiklik hiicrelerine saldirip, bagisiklik sistemini ¢okertmesiyle olusan bir
hastaliktir. HIV (Human Immunodeficiency Virus-insan immiin Yetmezlik Viriisii) AIDS’e
sebep olan etken viriistiir (Piot vd., 2001; Kiigtikoglu vd., 2009). Hastalarin cildinde ve diger
organlarinda olusan nodiiller, pndmoni, agir mukozal pamukcuk gibi belirtilerle olusan
Kapoksi sarkomu (KS) gibi vakalarin belirlenmesiyle agiklanmistir (Kiiciikoglu ve ark.,
2009). Etken viriis, ilk kez Sinoussi ve ark. (1983) tarafindan Fransa Pasteur Enstitiisii’nde
izole etmislerdir (Sinoussi vd., 1983; Kiiclikoglu vd., 2009). Uluslararas1 Viriis Taksonomi
Komitesi virlisii “insan immiin yetmezlik viriisii” (human immunodeficiency virus; HIV),
virlislin neden oldugu “sendrom’u da “edinilmis bagisiklik yetmezligi sendromu” (acquired
immunodeficiency syndrome; AIDS) seklinde adlandirmislardir (Coffin vd., 1986;
Kiiciikoglu vd., 2009).



Retroviriislerin lentiviriis ailesine olan HIV, tek zincir RNA igeren membran
virisleridir. Mikroplara kars1 bagisiklik sistemini ve kazanilmig direng durumunu baskilayan
kronik enfeksiyon hastaligidir. Retroviriisler, ters transkriptaz enzimi ile genetik
materyellerini, ¢ift zincirli DNA’ya doniistiirebilir. Ayn1 zamanda tek zincirli RNA igeren
membran viriisleridir (Kaya, 2008; Kiigiikoglu vd., 2009).

Insan retroviriislerinin hastalikla sonuglanan en énemli infeksiyonu, insan immiin
yetmezlik virtsleri Tip 1 (HIV-1) ve Tip 2 (HIV-2) lentiviriisler tarafindan meydana
getirilen AIDS’ dir. Avrupa ve Kuzey Amerika’da daha patojen olan tip HIV-1 yaygin olup,
HIV-2 ise Bati Afrika’da yaygin olan tiptir (Tuofu Zhu, 2005). Benzer yapilara sahip
olmalarma ragmen genetik olarak bazi farkliliklar mevcuttur (Yenen, 2010). Ulkemizde
tanimlanan ilk HIV-2 infeksiyonu ise, Bombay’de bdbrek transplantasyonu yapilmis bir
hastada belirlenmistir (Ustagelebi, 20002; Y1lmaz, 2007).

HIV-1, igne, kan-kan etkilesimi ve cinsel yollarla bulasabilir. HIV-2 ise, anne
rahminde bulunan bebege sadece cinsel yolla gegmektedir. HIV-1’den daha yavas olmasinin
sebebi HIV-1 viriisiiyle kiyaslandiginda kanda daha diisiik bir virlis yogunluguna sahip
olmasidir. HIV belirlemede kullanilan testlerin ¢ogu HIV-2’yi tespit edemez (Oster ve
Harold, 2004; Kaya, 2008).

HIV viriisii ile enfekte olmadan 6nce bagisiklik sistemi, basit enfeksiyonlarla kolayca
miicadele edebilmektedir. En basit bir enfeksiyon oliimciil hale gelmesinin sebebi HIV
viriisiinlin bagisiklik sistemini zayiflattigr i¢indir. Bu tiir basit enfeksiyonlardan dolay:
bircok AIDS hastas1 hayatlarini kaybetmistirler (Kaya, 2008; Kiigiikoglu vd., 2009).

AIDS, modern diinyanin en 6nemli hastaliklarindan biridir (Smith ve Donnela, 2006;
Alonso vd., 2006). Diinyada en fazla HIV hastalig1 tespiti Sahra alt1 Afrika bolgesinde (25.98
milyon), Orta Avrupa ise en az goriilen bolge (23.959 kisi) oldugu, boylece diinyada 36.7
milyon kisi de HIV viriisii oldugu Diinya Saglik Orgiitii’niin Temmuz 2017 verileriyle
belirlenmigtir. 1981 yilindan bu yana yaklagik 35 milyon insanin bu hastaliktan dolay1
yasamin kaybettigi bildirmistir.

Tiirkiye’de ise vakalarin en fazla 25-35 yas araliklarinda goriildiigii de tespit edilmistir.
1985-2018 tarihleri arasinda 1.651 kisinin AIDS hastaligi tasidigi ve 16.233 kisinin de HIV
(+) oldugu belirlenmistir. Hastalarin %79.2’sini erkekler, %20.8’ini kadinlar, %15.2’s1

yabancilar olugturmaktadir.



AIDS’in giinlimiizde bilinen bulasma yollari; cinsel yolla bulasma (vajina ya da anus
mukozasi lizerinden), dogum sirasinda, hamilelikte, emzirme ile, enjeksiyon yolu ile ilag
kullanan bagimlilarda bulasma, saglik ¢alisanlarinda kaza ile yaralanmayla, kan iirlinlerinin
transfiizyonu ile bulasmadir (Midilli, 2007; Oztiirk, 2007).

Insan hayat: igin biiyiik bir tehdit olusturan bu hastaligin toplumda kontroliiniin
saglanmasi, saglikli gelecek nesiller agisindan &nem olusturmaktadir. infekte olmus insanda
viriis iki ile li¢ hafta i¢inde replike olmaya baslayarak, ilk ay icerisinde yliksek seviyelere
ulagir. Viriis replikasyonunun yavaslamasi i¢in devreye kisinin bagisiklik sistemi girer ve
bdylece alt1 ay kadar kisa bir siirede kararli bir noktaya getirir. Birey, "HIV tastyicist’” adinm
alir. Bu zaman insandan insana sekiz ile on sene arasinda degiskenlik gosterebilmektedir.
Tas1iyict durumdaki kisinin hedef hiicre CD4 T-lenfositleri sayisinda azalma olmasinin
sebebi giinde yaklasik 101-109 arasinda HIV iiretmesidir. Immun sistemin énemli bir yapi
taglarindaki bu azalma bireyi infeksiyonlara kars1 savunmasiz birakir. CD4 T-lenfosit sayisi
kritik diizeyin (<350) altina inmis bir kisi, tedavi gormez ise AIDS gelisir. Viicut firsatci
infeksiyonlardan korunamaz ve kisi bir ile iki sene i¢erisinde hayatini kaybeder. Gliniimiizde
HIV tedavisinde kullanilan birgok farkli sinif antiretroviral bulunmaktadir (NRTI, NNRTI,
Pl, I1). Kombinasyon seklinde kullanilan bu ilaglarin amact HIV replikasyonunu
engelleyerek CD4 T-lenfosit sayisini kritik diizeyin {izerinde tutmaktir (Afacan ve Mentes,
2007).

Tedaviye baslayan kisi antiretroviral ilaglart doz atlamadan almak mecburiyetindedir.
Bu durum hastaya ¢ok iyi bir sekilde anlatilmadan tedaviye baslanmamalidir. Mevcut
antiretroviraller sadece infekte olmayan hiicreleri HIV infeksiyonundan koruduklar1 igin
birey bu ilaglar1 alirken doz atlarsa ilacin kandaki seviyesi diiser ve HIV bu korunmasiz
hiicreleri infekte eder. HIV, hasta viicudunda diisiik ila¢ diizeyinde ¢ogalma firsat1 buldugu
icin, yaban tipteki virlisten farkli olarak mutant virlisler ortaya c¢ikar. Kullanilan
antiretrovirallerin segici baskisi altinda yaban tipteki viriis replike olamazken, ilaca karsi
direncli olanlar viriis populasyonunda baskin hale gecerler. Bunun bir sonucu olarak,
kullanilan antiretrovirallere karsi kisa siirede direng meydana gelir (A Guide to HIV Drug
Resistance, 2009), Afacan ve Mentes, 2007, Anti-HIV ilaglari, 2010, Midilli, 2007).

HIV ilag direnci, tedavide basarisizligin en énemli sebebidir. ilag direncinin genetik
temeli, viriisiin yiiksek replikasyon ve mutasyon oranindan dogmaktadir. Ilag direnci, primer

olarak bir bireyin direncgli bir sus ile infekte olmasi ile de olusabilir. Tedavi olmayan



hastalarda saptanan ila¢ direnci, herhangi bir ilag baskist altinda bulunmayan ve segici
baskinin olmadigr durumlarda primer ila¢ direnci olarak agiklanmaktadir. Bu tiir ilag
direncinin uzun yillar kalici olabilecegi séylenmektedir (Lisa vd., 2011, M. Oette vd., 2004).
Enfekte kisilerde direng ile ilgili bir diger 6nemli nokta ise direncli suslar ile ortaya ¢ikan
stiperinfeksiyonlardir. Direng gelisimi agisindan seropozitif kisiler arasinda bulagmalarin
onlenmesi de dnemli bir konudur. Tedavi siirecindeki kisiler, tedaviye uyum gosterseler bile
tedavi basarisiz sonuglanabilir (Demeter LM vd., 2000).

Tim bunlar gz Oniine alindiginda direng testleri tedaviye baslamadan Once
yapildigindan, daha iyi tedavi diizenlemelerine olanak olusturacaktir. Boylece primer
direngte diislis meydana gelecekdir (Lisa vd., 2011; Midilli, 2007).

HIV tanis1 konmus bir vakada klinik olarak kontroliin saglanmasi ve uygun tedavi
belirlenmesi i¢in diizenli olarak yapilmasi gereken testler bulunur. Bunlar; CD4 T-lenfosit
sayimi, viral yiik testi ve direng testleridir. Direng testleri, genotipik ve fenotipik olarak ikiye
ayrilmaktadir. Giiniimiizde direng belirlemede genellikle hem zaman hem de maliyet
sebebiyle daha fazla avantaj saglayan viriisiin hedef enzimlerini kodlayan genlerin sekans
analizine dayanan genotipik testler yeglenmektedir (Beerenwinkel vd., 2001; Midilli, 2007),
AIDS’in tedavisi, kimyasal anti-HIV ajanlarini kapsayan arastirmalar iizerine odaklanarak
stirmektedir (Abad vd., 2011).

Sekil 1. Beyaz arka plan iizerinde izole renkli HIV viriisii parcacik
yapisinin vektor ¢izimi (Yildirmak, 2017).



HIV, replikasyonu igin, ii¢ enzim kodlar: HIV-1 revers transkriptaz (RT), HIV Integraz
(IN) ve HIV proteaz (PT). Viriisiin hiicreye girisini takiben, viral RT enzimi viral RNA’nin
DNA’ya doniisiimiinii katalizler. Viral DNA ¢ekirdege girer ve konak hiicrenin kromozomal
DNA’sina entegre (integrasyona) olmaya baslar (Abad vd., 2011).

Revers Transkriptaz enzimi 6nce, RNA timor viriislerindeki RNA-bagimli DNA
sentezi arastirilirken, 1970°de kesfedildi Prensip olarak, RT kalip olarak tek zincirli bir
RNA’y1 kullanarak, komplementer DNA yapan bir DNA polimerazdir. Bu amagla ¢ok
fonksiyonlu enzim, RNA bagimli DNA polimeraz (RDDP), Riboniikleaz H (RNaz H) ve
DNA-bagimli DNA polimeraz (DDDP) aktiviteleri bulundurmaktadir (Baltimore, 1970).

Anti-HIV ilaglari, HIV’in replikatif dongiistindeki aktivitilerine gore {i¢ farkli grup
altinda siniflandirilir ve HIV’in tedavisi i¢in kabul gérmiis 25’den fazla bilesen mevcuttur;
bunlarin gogu Niikleosit proteaz inhibitorii (PI’lar), RT inhibitorti (NRTI), non-niikleosit RT
inhibitorleri (NNRTI) dir (Warnke ve Barreto, 2007, Zhan vd., 2009).

Gliniimiizde bilinen iki tip HIV-1 RT inhibitori bulunmaktadir. Birincisi, polimerazin
substratina benzeyen bir niikleosit analogu olan niikleosit HIV-1 RT inhibitori (NRTI) 'dir.
Bu inhibitdrlerin katalitik bolgelere baglanmasi, HIV-1 RT islevinin kesilmesine neden olur.
Bununla birlikte, niikleosit benzeri NRTI insan mitokondriyal polimerazin1 da inhibe
edebilir; Dolayistyla NRTI ¢ok toksik yan etkilere sahiptir. Ikinci tip inhibitér, niikleozit
olmayan HIV-1 RT inhibitoridir (NNRTI). Hidrofobik 6zelliklerinden otiirii, bu
inhibitorler, katalitik konumdan uzaktaki HIV-1 RT’nin hidrofobik cebine (allosterik
bolgesine) baglanir. NNRTI, ¢ok yiiksek segicilik gosterir ve sadece HIV-1 RT'ye spesifik
olarak baglanir (Shen vd., 2003; Masuda vd., 2004; de BMP, 2010).

Giiniimiizde insanlarin HIV’a kars1 kullanmak iizere ABD Gida ve ilag idaresi (FDA)
tarafindan lisanslanmis ve onaylanmis 30 bireysel veya kombine antiretroviral ilag vardir.
Anti-HIV ilaglarinin smiflart 6ncelikle HIV yasam dongiisiindeki faaliyet alanlari/hedefleri
olarak tanimlanir (Rege A., vd, 2015). FDA onayli NRTI, NNRTI ve PI'lerin tiimii,
hepatotoksisite (hepatit, hepatik nekroz ve hepatik steatoz), hiperglisemi, hiperlipidemi
laktik asidoz, lipodistrofi, osteonekroz ve osteoporoz gibi cesitli yan etkilerle birliktedir
(Rege A. vd., 2015).

Literatiirden bilindigi {izere, birkag ilacin karisimiyla (tipik olarak 3 ya da 4) yapilan
yiiksek derecede aktif antiretroviral terapi (HAART), 6nemli dlgiide iyilesen hastalari ortaya

cikarmigtir. Uzun siireli kullanimin yol actifi olumsuz etkiler ve toksisiteler ve ilag



direncinin ortaya c¢ikmasi sebebiyle ile tedavi edici etkileri sinirlanmaktadir (Abad vd.,
2011).

Yeni tanimlanmig RT inhibitorleri, yeni yapisal 6zellikler ve enzimi inhibe eden farkl
mekanizmalar ile direncin gelismesini geciktirmekte ve boylece HIV enfeksiyonunu kontrol
altina alabilmektedir. Bu gibi etkileri olan yeni kimyasal maddeler, dogal iiriinlerin
taranmasi gibi gesitli yaklagimlarla ortaya ¢ikarilir (Matthee G. vd., 1999).

Muhtemelen dogal kaynaklardan anti-HIV ilaglari icin {istlenilen en kapsamli tarama
cabast ABD Ulusal Kanser Enstitiisii (NCI) tarafindan yapilmistir. Simdilik, bu ¢abadan
gelen en umut verici bilesikler, meyve ve Calophyllum lanigerum dallar1 6zlerinden elde
edilmistir. Sekiz kumarinin izole edildigi, diger analoglara kiyasla hiicre esasli HIV-1
analizinde, A ve B kalanolidlerin en fazla aktif oldugu kesfedilmistir.

Calanolide A ve Calanolide B, niikleosit olmayan HIV-1-RT inhibitorleri olarak gérev
yaparlar. Bir ribozomal RNA kalip olarak kullanilarak HIV-1-RT'ye kars1 test edildiginde,
HIV-2-RT'nin degil sadece HIV-1-RT'nin segici olarak inhibisyonu (bir ilag olarak kalanolid
A i¢in 0,007 uM'lik ICso) bilesigin 6zel Ozelliklerini ve potansiyel yararliligini
gostermektedir. Bu, kalanolid A'min HIV direng¢ suslarina karsi aktif olmasi ile
desteklenmektedir.

Yapilan bir ¢alismada, bir liken olan Cetraria islandica’dan elde edilen Asetogenin
protolikhesterinik asitin HIV-1-RT’sini inhibe ettigi gosterilmistir (Pengsuparp vd., 1996).
Taninlerin RT inhibitorleri olduklart bilinmektedir (Kakiuchi vd, 1985). Oenothein B gibi
Ellagitaninlerin in vitro‘da kismen RT inhibisyonuna bagl bir aktiviteyi baskilayarak, HIV
replikasyonunu inhibe ettigi bulunmustur. Yine digallik asitin 0,5 pg/mL konsantrasyonda
HIV-1-RT i¢in %90 inhibisyona neden oldugu bilinmektedir. Bu kapsamda HIV ve RT
inhibisyonuna neden olan 42 farkli tanin agiklanmistir. Quercetin, Myricetin, Baicalein ve
Quercetagin gibi bir¢cok flavonoidin farkli konsantrasyonlarda HIV-1-RT’yi hemen hemen
tamamiyla inhibe ettigi bilinmektedir. (Okuda vd., 1989).

Literatiirde D. cinerea’dan elde edilen Avarone E ve Mavarol F’nin, arastirilan
bilesenler arasinda, en etkili olanlardan oldugu saptanmistir (Isaacs vd., 1993).

Literatiirden bilindigi iizere, dogal kaynaklardan elde edilen 60.000'den fazla ekstrakt,
HIV-1'e kars1 degerlendirilmistir, bunun en 6nemli sonucu, kalanolidler olarak bilinen
bilesik sinifidir. Ozellikle, Callophyllum lanigerum'un meyveleri ve dallarindan ekstrakte
edilmis, (+) - Calanolide A (NSC 650886), Calanolide B (NSC 661122; costatolid) ve



Dihydrocalanolide B (NSC 661123; Dihidrokostatolid). Her ii¢ kalanolidin laboratuvara
uyarlanmig HIV-1 varyantlarini inhibe ettigi bilinmektedir (Rege vd, 2015).

Bu kalanoidlerin birer fenolik madde olmas1 ve propolisin yapisinda da bol miktarda
ve sayida fenolik bulunmasi, yapilan proje calismalarinda alinan pozitif sonuglar, aragtirma
sonuglarina da yansimstir.

Calanolide A, HIV-1'e kars1 giiclii bir aktiviteye sahip yeni, dogal olarak bulunan,
niikleosit olmayan revers transkriptaz inhibitérii (NNRTT) olarak bulunur (Sethi vd., 1975).
Benzer sekilde, 2010 yilinda, Homalanthus nutra’dan izole edilen Prostratin‘in 1. evre insan
klinik ¢alismalari, Los Angeles, California'daki AIDS Research Alliance (Sethi vd., 1979)
tarafindan gerceklestirilmistir.

Bevirimat (PA-457), HIV Gag protein islevinin son asamasini inhibe ettigine
inanilmaktadir (Sethi vd., 1983).

Ozellikle HIV-1-RT inhibitorleri olarak AIDS'in tedavisinde miimkiin olan kullanima
iligkin ¢ok sayida bilesik incelenmistir. Yine de, daha ileri HIV-1-RT inhibit6rlerinin kesfi,
heyecani da beraberinde getirir; zira enzimi inhibe eden yeni mekanizmalara sahip yeni ve
daha giiglii bilesiklerin bulunmasi iimidini besler. Bugiine kadar denizel ve karasal makro ve
mikroorganizmalarin taranmasi, HIV-RT'yi inhibe edebilen ¢ok sayida dogal iiriiniin
tanimlanmasina sebep olmustur. Beklendigi gibi, bircogu ya spesifik olmayan bir sekilde,
ornegin; tanenler ve flavonoidler buldururlar ya da etki gostermezler ya da c¢ok
sitotoksiktirler. Dogal kdkenli en umut verici RT inhibe edici bilesikler muhtemelen NCI
tarama programinda tanimlananlardir: kalanolid A, su anda mevcut NNRTI'ler ve HIV-RT'yi
inhibe eden Mikhelamin B ile karsilastirildiginda farkli bir sekilde yeni inhibitor 6zellikleri
olan bir HIV-1-RT inhibitoriidiir (Cardellina J.H vd., 1993).

Yiiksek bitkiler, HIV-1-RT inhibitorleri i¢in muhtemelen potansiyel dogal kaynak
olarak karsimiza ¢ikan en genis kapsamli arastirilmig bitkilerdir. Bu bitkilerden elde edilen
ekstraktlardan inhibitor maddelerin saflastirma asamalarinda birgok sikinti meydana
gelmektedir, bunlarin en Onemlisi de ekstraktlardan sorun teskil eden bilesiklerin
uzaklagtirllmasidir. Bu sorunlar asildiginda, HIV-1-RT inhibitorleri i¢in daha fazla
calismanin daha etkili olacaktir (Cardellina vd., 1993).

HIV replikasyon dongiisii i¢in yeni inhibitdrler aragtirmak birgok aragtirmacinin temel
ilgi alanlanlarindan biridir ve umut verici bir sekilde hem sentetik hem de dogal lider

bilesikleri bulma yoniinde biiyiik ¢abalar gosterilmistir (Clercq ve De, 1996). HIV-1 Revers



transkriptaz (HIV-1 RT), HIV’in ¢ogalmasini inhibe etmek i¢in ana hedeflerden biridir. Bu
enzim, viral RNA’nin DNA’ya transkripsiyonu ve sonrasinda konak hiicreye
entegrasyonundan sorumludur ve yeni viral partikiillerin sentezi i¢in gerekli bilgiyi tasir.
HIV-1 RT nin inhibisyonu, ayrica son kesfedilen HIV proteaz ve integrazin inhibisyonu,
infekte olmus kisinin émriinii uzatmak i¢in uygulanan basarili ilk terapotik yaklasimdir
(Barre-Sinoussi, 1996).

Niikleosit ve non-niikleosit inhibitorler tedavilerde kullanilmaktadir (Clercq, 2001).
HIV, terapétik ajanlara kars1 direng gelistirme konusunda yiiksek bir yetenege sahiptir ve bu
nedenle yeni umut vadedici maddeler kesfedilmelidir. Yeni Oncii bilesiklerin
kesfedilmesinde sik¢a kullanilan yontemlerden biri de sentetik ve dogal maddelerin
arastirilmasidir. Bu nedenle, tarama stratejileri ve biyoassaylar gelistirilmistir. HIV-1 RT
inhibe edici aktivitede tarama i¢in ilk gelistirilmis testler nispeten karmasiktir, zaman alicidir
ve radyoaktif malzeme ile ¢alisma gerekmektedir (Tan ve Pezzuto, 1991).

Cesitli dogal iiriinler veya bunlarin tiirevleri, insan immiin yetmezIligi virisii tip 1
(HIV-1) enfeksiyonunun tedavisi igin potansiyel adaylar olarak diistiniilmiistiir (Cowan,
1999; De Clercq, 2000). Standart antiretroviral ilaglara kars1 HIV-1 direnci goriilme siklig1
artmakta ve su anda kullanimda olanlardan daha az toksik ve ucuz ajanlara ihtiyag
duyuldugundan, bu dogal iiriinler arasindan yeni tedaviler aranmaktadir.

Aranan bu tedaviler arasinda, propolisin antiviral 6zelligi (Gekker vd., 2005) ve
Revers transkriptaz inhibitorii olma 6zelligi ona olan ilgiyi arttirmaktadir. Bu yiizden,
digerinlerine kiyasla diinyada daha biiyiik bir sorun olan HIV-1’in tedavisinde propolis iy1
bir aday olmaktadir.

Antik cagdan beri tibbi amacla kullanilan propolisin, edinilmis immiin yetmezlik
sendromu (AIDS) ile iliskili firsat¢1 patojenlere karsi etkinlik de dahil olmak iizere genis
spektrumlu antimikrobiyal etkinlige sahip oldugu daha yakin zamanlarda sunulmustur
(Banskota vd., 2001; Burdock, 1998). Antiviral 6zelliklerinin incelenmesi esas olarak
Herpes Simplex viriisiine (Amoros vd., 1994; Vynograd vd, 2000) ve influenza viriisiine
(Serkedjieva vd., 1992) odaklanmistir. Bir hiicre hatti (CEM hiicreleri) kullanarak, Harish
ve ark. (1997) propolisin HIV-1 ekspresyonunu potansiyel olarak inhibe ettigini
gostermistir. Literatiirde belirtildigi iizere, AIDS tedavisi i¢in tanimlanan ve kullanilan
bir¢ok inhibitor ortaya ¢ikarilmistir ama bu inhibitorlerin ¢ogunun aktiviteleri diisiik, yine

bir ¢ogu non selektif ya da sitotoksiktir. Bu yiizden HIV viriisii belirli bir siire kullanilan
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ilaclara diren¢ gostermekte ve bu da yeni inhibitor ihtiyacini artirmaktadir. Yaptigimiz bu
tez galismasi ile de literatiirdeki 6nemli bir eksiklik giderilecek, bdylece propolisin HIV-1
inhibe edici Ozelliginde etkin gorev alan molekiill ya da molekiillerin tanimlanmasi

yapilacaktir.

1.2. Retroviriisler

RNA viriisleri olan retroviriis'ler, 80-120 nm biiyiikliigiinde ve kiiresel gériiniime
sahiptir. En i¢te, genomunu olusturan RNA ve bununla siki iliskide bulunan bir protein (p15)
ve revers transkriptaz enzim molekiilii bulunur. Bunun diginda ikozohedral simetri gosteren
bir niikleokapsid, niikleokapsidin disinda bir ara membran (pl7) ve en dista
glikoproteinlerden meydana gelmis (Gpl120+Gp4l) zarf bulunur. Ara membran,
niikleokapsid, genom ve genomla ilgili proteinlerle birlikte "¢ekirdek™ olarak adlandirilir
(Buchschacher, 2001).

Ikozahedral simetriye sahip bir kapsid viral genomu sarar. Riboniikleoproteinler
kapsid boliimiinde bulunur. Bu lipid tabaka reseptor baglayici proteinleri icine alan
polipeptit zincirlerini igerir. Bu baglanti konak¢i hiicrelerin membran reseptorlerine
baglanmasini saglayarak infeksiyon isleminin baslamasini saglar (Buchschacher, 2001).
Viriisiin yapist daha 6nce Sekil 2’de gosterilmistir.

Retrovirisler, genetik bellek olarak virionlarinda DNA degil RNA tasirlar. Viriisiin
genetik bilgisi tek zincirli RNA’da depolanir. Retroviriis bir hiicreye girdigi zaman RNA'nin
bir zincirini serbest birakir (Sverdlov, 2000). Retroviriis'ler revers ranskriptaz enzimine
sahip olan tek viriis grubudur ve kendi revers transkriptaz enzimini ile viral RNA’y1
kullanarak komplementer DNA olustururlar. Bu yeni DNA “’proviriis’” olarak adlandirilir
ve konak hiicrenin DNA'sina entegre olmus olur. Boylece DNA proviriisiinden hiicresel
RNA polimeraz araciligi ile RNA transkripsiyonu olusur. Bir retroviriis iireme hiicresine
girdigi zaman bu islem tekrarlanir. Bu sayede binlerce nesil sonra bile iireme hiicresinde bu
viriislerin DNA parc¢aciklarina rastlamak miimkiindiir (Sverdlov, 2000).

Retroviriislerin sadece boliinen hiicrelere entegre olmasmin sebebi niikleer
membrandan ge¢emedikleri icindir. Lentiviriisler boliinmeyen hiicrelere entegre
olabilmektedirler (Kars, 2004). Retroviriisler hiicre i¢indeki yabanct DNA’larin

belirlenmesinde kullamilir. Insanlarda endojen retroviriisler genomun yaklasik olarak % 1’ini
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olustururlar ve her bir insanin genomik DNA’sinda yaklasik olarak 30.000 farkli retroviriis
bulunur (Sverdlov, 2000). Retroviriisler entegre olduklart DNA ‘da uzun siireli ve kalici

enfeksiyonlara sebep olmaktadir (Buchschacher, 2001).

1.2.1. HIV’in Genetik Yapisi

Retroviriis ailesindeki HIV, bir Lentiviriis cinsidir. “’Lenti’’ sozciigi “’yavas’’
anlamina gelmektedir. Byle denmesinin amaci bu viriisiin viicuda enfekte olmasi ile 6nemli
belirtilerin olugmasi arasinda uzunca bir zamanin olmasindan kaynaklanir. Diger viriisler
genetik materyal olarak DNA tasirken, retroviriislerin genomu RNA’dir (Card vd., 2008,
Kiigiikoglu vd., 2009).

AIDS’e Sonradan Edinilmis Bagisiklik Sistemi Yetersizligi Sendromu ifadesi
verilmesinin sebebi hastaligin genetik olmadigini anlamina gelmektedir. 1983'te ise HIV
Robert Gallo ve Luc Montagnier tarafindan AIDS'e yol acan etken patojen olarak
aciklanmistir. (Barré-Sinoussi vd., 1983), (Popovic M, Sarngadharan MG, Read E, vd.,
1984).

1959 yilinda, su anki ismiyle Demokratik Kongo Cumhuriyeti olan bdlgede yasayan
bir erigkin Bantu adamindan alinan kan Orneginde, diinyadaki bilinen en eski HIV-1
enfeksiyonu saptanmistir (Zhu T. vd., 1998). Bu kan orneginin ve Afrika'nin aym
bolgesinden alinan diger kan 6rneklerinin HIV sekanslamasi, insanlarin HIV-1 M grubunun
yaygin bir atasini dogal kosullar altinda yaklasik olarak 1933 yilinda (1919-1945), tiirler
arasi bulas ile aldigini diistindiirmektedir (Worobey M. vd., 2008).

1985'te, ilk serolojik tani testi kullanilmaya baslanmigstir. 1995-1996 yillarinda ise
hastalarin kaninda viral yiik miktarin1 saptayabilen ilk testler kullanima girmistir. Ilk
antiretroviral ajan olan zidovudin (AZT) ise, 1987'de lisans almis ve klinik kullanima
girmistir. AZT, o yillarda tek tedavi secenegi oldugu i¢in, hastalarin sadece semptomlarini
azaltmis, AIDS evresine gidislerini yavaglatmistir. 1995 yilinda gelismis iilkelerde ¢ok etkin
antiretroviral tedavi (Highly Active Antiretroviral Therapy, HAART) kullaniminin
yayginlagsmasindan sonra, AIDS insidansinda ve mortalitesinde keskin azalmalar
gozlenmistir (Pallela vd., 1998).

HIV kiiremsi bir yapiya sahiptir. Cap1 100-120 nmdir (Sekil 2). RNA genomu igeren

koni seklinde bir 6zyap1 (niikleokapsidi) bulunmaktadir ve lipid zar ile ¢evrilidir. (Sierra vd.,
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2005, Kigiikoglu vd., 2009). HIV virlisiindeki RNA tek zincirli ve iki adettir. Viriis
genlerinin kopyasi, bu zincirlerdeki RNA’da mevcuttur. Revers transkriptaz (RT) enzimi
protein kilif i¢inde iki adettir. (Card vd., 2008, Kiigiikoglu vd., 2009). Kopyalama islemi
retroviriislerde revers transkriptaz enziminin yardima ile gergeklestirir. Revers Transkriptaz
enzimi ¢ift zincirli DNA haline getirmis oldugu RNA genomunu enfekte eder. Hiicrenin
kromozomuna entegrasyonunu saglamaktadir. Entegre ismeninden sonra *’proviriis’” ismini
alir (Lever, 2009, Kiiciikoglu vd., 2009).

MHC Proteinleri Ll gp41
- . Transmembran

glikoproteini
2 p
Lipid zarf

Proteaz, peptid
ve konak
proteinleri

P17
Matriks proteini

=" »

Niikleokapsid

Revers transkriptaz

Sekil 2. HIV Viriisiiniin Genel Yapist (URL-1)

Kompleks proteinler, HIV’in konak hiicresine baglanmasini saglar ve viral zarf
yiizeyinde bulunmaktadir. Cikint1 (peplomer) olarak isimlendirilen bu proteinler, disa dogru
yonelmektedir. HIV viriisiinde yaklasik 72 tane ¢ikinti bulunmaktadir ve baslik ile govdeden
olusur (Card vd., 2008, Kiiclikoglu vd., 2009). Bu basliklarin her biri ii¢ adet ylizey
glikoproteinden (Gp120) ve govdelerin her biri de ti¢ adet transmembran glikoprotein (G41)
olusmaktadir (Card vd., 2008, Roux vd., 2007, Kiigiikoglu vd., 2009). Polimeraz (pol), zarf
(env) ve ozel antijen olan gag HIV viriisiiniin yapisinda bulunan 3 adet gendir. Bu
proteinlerden baska, dort yardime1 proteine ve iki diizenleyici proteine sahiptir.

Yardimci proteinler, viral proteinler u (Vpu), r (Vpr), viral enfeksiyon faktori (Vif),
ve negatif efektor (Nef) iken, diizenleyici proteinler ise; virlis gen ekspresyonunu
diizenleyici (Rev) ve Transkripsiyonel transaktivator-(Tat)’diir (Sierra vd., 2005, Kiigiikoglu
vd., 2009). Enfeksiyonun olusmasinda, viral-RNA kontrolii ve kopyalamada bu yapilarin

onemli gorevleri mevcuttur. Gp120 konak hiicre yiizey reseptorlerine baglanmay1 saglarken,
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Gp41 zarf glikoproteine ve viriis zarfina baglanma gorevlerini yerine getirir. Gpl ve Gp41,
Gp160°1n proteaz enzimi tarafindan ikiye ayrilmasi ile meydana gelir. Gp41 ise, viral zarf
ve hiicre membraninin hiicreye fiizyonunu saglarken, Gp120 konagin CD4 hiicre yiizeylerine
ve koreseptorlere baglanmasini saglar (Lever, 2009, Freeman ve Freed, 2001, Yilmaz, 1999,
Kiiciikoglu vd., 2009). Viriis; deterjan, 1s1, kuruluk, asit, solvent gibi ¢evre kosullarina
dayaniksizdir (Yildirmak, 2017).

Genis bir cesitlilige sahip bir zarfli viriis ailesi olan, tek zincirli RNA viriisi
retroviriisler; genomik sekans bilgilerini “Reverz Transkripsiyon™ islemi araciligi ile transfer
ederler. Bu diger pek ¢ok canli hiicrede gergeklesen replikasyon - trankripsiyon - translasyon
genomik sekans bilgi akisindan farklilik gostermektedir. RNA’dan DNA’ya olan bu
konversiyon, biyolojik sistemlerdeki geriye dogru bilgi akiginin ilk 6rnegidir (Yildirmak,
2017).

Insan Retroviriisleri ii¢ gruba ayrilmustir. Oncoviriisler, Lentiviriisler ve
Spumaviriisler. Oncoviriisler ¢ok cesitli sayida kanser ile iliskilendirilmistir. Ik insan
retroviriisi HTLV-1 (Human T-lymphotropic virus type 1) 1970’lerin sonlarina dogru
kesfedilmis ve T-hiicre 16semisi, kronik ndrolojik durumlar ile iligkisi gosterilmistir. HTLV-
1 ‘in yakin akrabasi olan HTLV-2 de yine insan l&semisi ile iliskili bulunmustur. Insan
retroviriislerinin hastalikla sonuglanan en &nemli infeksiyonu Insan bagisiklik yetmezligi
virtisleri Tip-1 ve Tip-2 (HIV-1, HIV-2) Lentiviriisler tarafindan meydana getirilen
“Edinilmis Immiin Yetmezlik Sendromu” (AIDS) dur. Lentiviriislerin diger retroviriislerden
farki ise klinik belirtilerinin ortaya ¢ikmasina kadar ¢ok uzun stire latent halde kalmalar1 ve
genomik yapilariin daha karmagsik olmasidir. Spumaviriisler ise insanda bilinen herhangi
bir hastaliga neden olmamaktadir (Agagfidan A. Ve Ang O, 1999), (Midilli, 2007),
(Ustagebi, 2002), (Tuofu Zhu, MD (2005), (Yenen vd., 2010).

HIV birincil olarak immdin sistem hiicrelerini infekte eden bir RNA viriistidiir. Revers
Transkriptaz virtisiin genomik RNA’sin1 bir DNA kopyasina doniistiirerek konak hiicre
genomuna integre olmasini saglamaktadir. Buna ek olarak retroviriislerde bulunan ii¢ temel
gene (env, gag ve pol) ek olarak kompleks diizenleyici genler (tat, rev, nef ) ve yardimci
genler (vpr, vpu, vif' ) de bulunmaktadir. Bu diizenleyici ve yardimci genlerin etkisiyle HIV
diger retroviriislerden belirgin bir sekilde ayrilmakta, tiirlerin kisitlanmasi ve infektivite
parametreleri {izerinde etki gostermektedir. HIV-1 virionu igerisinde elektron

mikroskobunda tipik konik goriiniime sahip merkezin bulundugu kiiresel partikiiller
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seklindedir. Etrafi tomurcuklanma sirasinda biiyiik 6l¢iide konak hiicresinden alinmis olan
lipid zarf ile ¢evrilidir. Lipid yiizeyinde ve zarf i¢inde viriise ait glikoproteinler (Gp41l ve
Gp120) bulunur. MHC antijenleri ve aktin gibi konak hiicre proteinleri, viral zarf i¢inde viral
zarf proteinleri ile birlikte gomiilii olarak kalirlar. (A Guide to HIV Drug Resistance. (2009),
(Jacobson vd., 2009).

Viriisiin genomu iki adet, birbirlerinin kopyasi olan pozitif anlamli, tek zincirli
niikleoproteinlerle kompleks halinde bulunan RNA’dan olusur. Genom uzunlugu 9-10
kilobaz uzunlugundadir. Her iki ucunda uzun tekrar bélgeleri yer alir. LTR’ler (long terminal
repeats) transkripsiyonu diizenleyici sekanslar, RNA isleme sinyalleri, RNA paketleme
bolgeleri ve entegrasyon bolgeleri igerir (Aygiin, 2007), Batchelor vd., 2001, Bieniasz,
20006), Croteau vd., 1997, T.C. Saglik Bakanligi 1 Ekim 1985-31 Aralik 2010 verileri).

RNA, viral protein p24’iin yaklasik olarak 2000 kopyasindan olusan konik sekilli bir
kapsid ile ¢evrilidir. Zarf peplomerleri ¢ikint1 seklinde olup HIV partikiiliiniin membraninda
yer alir. Her biri 9-10 nm uzunlugunda olup virionun en biiyiik molekiiler agirligina sahip
(Gp160)’tir. Zarf glikoproteinleri olarak bilinen Gpl60 ise membrana gomiilii olarak
bulunan Gp4l ( Transmembrane=TM) ve yiizeyde serbest olarak bulunan Gpl120 (
Surface=SU) glikoprotein olarak iki kistmdan olusur. Gp41 viriisiin membran ile hiicre arasi
flizyon yapma 0Ozelligine sahiptir. Gpl20 HIV’in hiicre yiizeyindeki reseptorlere
birlesmesinde ve tutunmasinda rol alir. CD4 reseptorii T4 hiicrelerinde bulunur ve bu
kademe virlisiin konak hiicreyi infeksiyonundaki ilk kademesidir (Midilli, 2007, Yenen vd.,
2010).

Zarf proteini HIV’in en c¢ok g¢esitlilik gosteren komponentidir. Bunun yanisira
Gp120°nin kendisi yapisal olarak yiiksek ¢esitlilik gosteren (V) ve sabit (C) bolgeler olmak
tizere ikiye ayrilir. V bolgesinin bu degiskenligi zarf fonksiyonelliginin bir {iriinii olabilir.
HIV zarfinda goriilen bu ¢esitlilik ayn1 zamanda benzersiz bir kompleks antijenik degisiklik

sunmaktadir (Jennifer vd., 2009).
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1.2.2. HIV ‘in Virion Yapisi

HIV viriist, sferik yapida olup dondurma kiilah1 seklindeki 6z yapisini zarf veya lipid
membran ¢evrelemektedir. Virionda bulunan major kapsid proteini (NC), matriks proteini
(MA), gag geninin tirtinleridir. Membraninda zarf glikoproteini olarak bilinen 72 adet ¢ikinti
mevcuttur. Gp120 ve Gp4l, hiicre yiizeyindeki reseptorlerle birlesmedeki tanima roliini
iistlenmektedir. Transmembran glikoproteini olan G41 iki tabakali lipit iginde yer alirken,
Gp120 ise viriisiin yiizeyinde yer alir ve Gp41'e baglidir (Uzun O., Unal S., 2002).

Uygun hiicre ylizeyi reseptorlerini tasiyan hiicreleri baglamak ana fonksiyonudur
(Murray vd., 1998). Serbest HIV partikiilinde bulunan RNA dokuz kb uzunlugunda olup
9,749 niikleotit igerir. RNA genomunda dokuz gen bdlgesi (yapisal, regiilator, aksesuar

genleri kodlayan genler) bulunur (Sekil 3) ve 15 farkli proteini kodlar (Murray vd., 1998).
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Sekil 3. HIV’in genomik organizasyonu (URL-2)

HIV, lentiviriis cinsi ile genetik olarak iliskilidir. Lentiviriisler tipik olarak, uzun
stirekli bir latent donem, inat¢1 viral replikasyon ve merkezi sinir sistemi tutulumu ile
seyreden kronik bir tablo olustururlar. Retroviriis genomu birbirine 6zdes iki tek zincirli
RNA molekiiliinden olugsmaktadir ve gag, pol ve env gibi yapisal genleri bulunmaktadir.
Temel yapilari (6rnegin gag, pol ve env gibi yapisal genlerin varligi) tim retroviriislerle ayni
olmasia ragmen bu iki tipin genom organizasyonlar1 birbirinden farklidir. Ayrica, bu ii¢

gene sahip olmanin yani sira, yasam dongiisiinde diizenleyici rol oynayan regiilator ve



16

aksesuar genlere sahiptirler. Her iki viriis de AIDS (Edinilmis Bagisiklik Yetmezlik
Sendromu) etkenidir. Bununla birlikte HIV-2, HIV-1'e oranla daha az virulan gibi
goziikkmektedir ve enfeksiyonun AIDS tablosuna doniisiimii daha uzun bir siire almaktadir
(Pillay vd., 1994).

HIV partikiil yapisi, HIV-1 ve HIV-2'de benzerdir. Diger retroviriislere benzer sekilde
gag geni, yapisal proteinleri (p6, p7, p24) ve matriksi (p17) kodlarken, env geni hiicre yiizeyi
reseptorleri kabul edilen viral zarf glikoproteinleri Gp4l ve Gp120'yi kodlar. Pol geni ise
viral replikasyon i¢in hayati 6neme sahip ve viral RNA'nin DNA'ya ¢evirimini saglayan ters
transkriptazi, viral DNA'nin konak hiicre kromozomal DNA's1 igerisine integrasyonunu
saglayan integrazi ve biiyiikk gag ve pol protein Onciillerinin kesimlenmesini saglayan
proteazi kodlar. HIV viral partikiilleri, lipoproteince zengin bir zar ile ¢evrili olup yaklasik
100 nm c¢apa sahiptir. Elektron mikroskobunda viral partikiillerin igerisinde tipik konik
goriiniime sahip olan viral kor bulunmaktadir (Turner Bg ve Summers MF. 1999). Gp120 ve
Gp41 arasindaki baglanti non-kovalenttir. Enfekte hiicrelerden tomurcuklanma islemi
sliresince virtis, kor antijeni (p24) polimerlerinden HLA smif I ve II proteinleri gibi konak
hiicre membran1 kokenli farkli membran proteinlerini veya ICAM-1 gibi adhezyon
molekiillerini biinyesine katabilir bu da viriisiin farkli hedef hiicrelere adhezyonuna olanak
saglar. Matriks proteini (pl7) wviral lipoprotein membran igerisine baglanmistir.
Tomurcuklanan virion paketleri igerisindeki tiim bilesenler enfeksiyon icin gereklidir. Bu
virionlar, iki pozitif anlamli genomik viral RNA'nin kopyasi, ilk cDNA sentezi igin hiicresel
tRNALT indis, viral zarf (Env) proteini, Gag poliproteini ve ii¢ viral enzim proteaz (PR),
ters transkriptaz (RT) ve integraz (IN) igerir. Proviriisler yaklasik 9,8 kilobaz
uzunlugundadir. Proviriisiin her iki ucu uzun terminal tekrarlar (LTR'ler) olarak bilinen
tekrar dizileri ile kaplhidir. HIV genleri proviral DNA’nin merkezinde bulunur ve dokuz
protein kodlar (Sundquist IW, Krausslich HG. 2012).

1.2.3. HIV’in Viral Yasam Dongiisii

Viriisler cogalabilmek i¢in, i¢ine girdikleri hiicreyi enfekte etmek zorundadirlar. Yeni
viriisler tiretebilmek i¢in hiicreyi ele gegirip, onu virlis iiretim merkezi gibi kullanirlar.
Hiicreler de cogalabilmek ve hayatta kalabilmek i¢in yeni proteinler elde etmek zorundadir.

Viriis, kendi DNA’sin1 hiicrenin DNA’sinda gizler. Hiicre de yeni proteinler iiretmeye
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calisirken farkinda varmadan yeni viriisleri de iiretmis olur. HIV ise, genellilkle bagisiklik
sistemindeki hiicreleri enfekte etmektedir (URL-3).

CD4+ reseptorii adli verilmis olan proteinler pek c¢ok hiicrenin yiizeyinde
bulunmaktadir. Viriisiin hiicreye baglanmasina bu 6zel proteinler olanak tanir. Bu sebeple
HIV, yilizeyinde CD4+ reseptorleri bulunan bu hiicreleri aramaktadir. HIV farkli hiicreleri
enfekte ediyor olsa de asil hedefinde T4 lenfositleri (T yardimci hiicreleri) bulunmaktadir.
Cok sayida CD4+ reseptorii bulunduran T4 lenfositleri, beyaz kan hiicrelerinin bir tiiriinii
olusturmaktadir. Isgalcinin sistemde bulunmas: halinde bagisiklik sitemini uyarmak T4
lenfositlerinin 6ncelikli gorevidir (URL-3).

HIV, kendi DNA’sin1 baglandig1 hiicrenin DNA’s1 icine gizler. Boylece, HIV iiretim
merkezi haline gelmis olan hiicre kendisini ¢ogaltmaya baslar. HIV’in kendini esleme
durumu komplekstir. Bu durum viral faktorlere ve konak hiicreye baghdir. Bu cesitli
basamaklardan (6 basamak) meydana gelmektedir (Kii¢iikoglu vd., 2009) (Sekil 5).

[k basamak; CD4+ yiizey reseptdrlerine HIV’in baglanmasidir. Makrofajlarin, T
yardimci lenfositlerin ve zarf glikoproteini olan Gpl20°’nin yiizeyinde bulunan CD4+
reseptorii ile arasinda baglanma olusur (Ustagelebi, 1999).

Ikinci basamak; hiicre igine viriisiin girmesidir. Koreseptore beglanan Gp41 ile
Gp120°de ii¢ boyutlu degisimler olur (Doms ve R.W., 2000, Melikyan ve G.B., 2008,
Kiigiikoglu vd.,2009). Hidrofobik olarak sarmal bir u¢ olusturan birkag Gp4l molekiilii
hiicre i¢ine girilmesine olanak saglar. Hiicre zar1 ve virlis zarfi birbirlerine yaklasir. Boylece
gecis olusur (Lever, 2009, Kiigiikoglu vd., 2009).

Ucgiincii basamak ise; ters yazilim olan ters transkripsiyon (RT)’dur. Baglanma
asamasindan sonra 6nemli enzimleri igeren viral kilif ve RNA hiicre igerisine dogru yerlesir.
RNA’dan DNA olusturan RT enzimi kopyalanma islemi gerceklestirir. DNA artik proviral
DNA adini alir (Ustagelebi, 1999).

Dordiincii basamak; proviral DNA integraz ile hiicre DNA’sina saklanir. Hiicre
genomuna kovalent baglarla baglanir. Boylece hiicre protein iiretmek yerine HIV iiretmis
olur. Bu asamada enfeksiyon kalic1 olmus olur (Ustagelebi, 1999).

Besinci basamak; genomik RNA ve Viral m-RNA’ nin proviral DNA tarafindan
sentezlendigi asamadir (Ustagelebi S., 1999). HIV-1 genomik RNA ile birlesir. Bunun

sonucunda RT ve RNA’nin cevresi paket seklinde kaplayan viral kapsid, konak hiicre
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icerisinde sentezlenen zarf glikoproteinleri hiicre zarina tasiyarak yerlesir (Nakielny, 1999,
Ozbal, 2007).

Altinc1 basamak; tomurcuklanmanin basladigi asamadir (Ustagelebi, 1999). HIV’in
yapisinda protein kilif igerisinde bulunan enzim ve protein zincirlerini proteaz keser.
Boylece pargacik enfektif hale gelmis olur. HIV artik altinci basamakta gelismis bir viriis
olmustur. Proviriis aktif oldugu zaman yeni olgun viriisler olusturabilirken, konak hiicre
genomuyla birlestiginde ise yillarca sessiz kalabilir (Lever, 2009, Card vd., 2008, Kii¢iikoglu
vd., 2009).

Sekil 4. HIV Replikasyon Dongiisii (URL-4)

1.2.4. Revers (Ters) Transkriptaz Enzimi

HIV (insan Immiin Yetmezlik Viriisii) ve AIDS (Edinilmis Immiin Yetmezlik
Sendromu) hakkinda yogun olarak calisilmustir. Ilag hedefi olarak islev gorebilecek viriisiin
yasam dongiisiinde birkag islem belirlenmistir (Mohan, 1992, Kalathiya vd., 2017). Genetik
materyalin ters transkripsiyonu retroviriislerin kendini eslemedeki kritik ve benzersiz bir
adimidir. Bu enzim ters transkriptaz (RT) tarafindan katalize edilir. ilaglara kars1 hizli direng

gelistirmeleri HIV’de ki yapisal degisimler nedeniyledir. Bu sebeble HIV-1 Revers
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Transkriptaz gibi HIV virisii ile iliskili enzimlerin inhibitor ilaglarina ihtiyag duyulmaktadir
(Matthe vd., 1999, Kalathiya, 2017).

Howard Temin and David Baltimore tarafindan 1970 yilinda ters transkriptaz (RT)
kesfedildi. RT ‘nin tek zincirli bir RNA kullanarak ¢ift zincirli DNA'y1 sentezleyen DNA
polimerazi oldugu bilgisine ulasildi (Baltimor, 1970, Huber vd., 1989, Kalathiya, 2017).

RT'nin HIV-1 RNA ve RT veya DNA belirtilmeden niikleik asit ile birlikte kristalize
edildi. 2001 yilinda RNA/DNA hibrit kompleksinin ilk yapis1 tespit edilmistir (Sarafianos
vd., 2009, Tian vd., 2018). HIV-RT'nin biyokimyas1 ve molekiiler biyolojisi kapsamli bir
sekilde incelenmistir. HIV-1 (Farmerie, WG vd., 1987) 'de RT'nin biyosentezi sirasinda ilk
olarak translasyona ugramis protein iki 66 kDa alt biriminden (p66/p66) olusan bir dimerik
enzim prekiirsoriiniin iiretilmesi igin kesilir. Bu premature enzim daha sonra aktif
heterodimerik p66/p51 HIV-1-RT olusturmak tizere HIV-1 proteaz ile islenir. HIV-1-RT
alt initelerinin asir1 ekspresyonu i¢in en yaygin olarak, E.coli 'de yapilmakta (Muller, B. vd.,
1989; Chattopadhyay, D vd., 1992), ardindan kararli dimerin kromatografik olarak
saflastirilmast i¢in kullanilir (Stahlhut, M.W_; Olsen, D.B.; 1996). Nevirapin (Kohlstaedt,
LA vd., 1992) ve iki zincirli DNA (Tantillo, C. vd., 1994) ile kristallestirilen HIV-1-RT'nin
X-Ray analizi, p66 alt-biriminin aktif polimeraz ve RNaz H alt domainlerine sahip oldugu
asimetrik yapiy1 net sekilde gostermektedir. HIV viriistinlin asamalari sirasiyla; viriis-hiicre
adsorbsiyonu, viriis-hiicre flizyonu, kiliftan kurtulma, Revers transkripsiyon, integrasyon,
DNA replikasyon, transkripsiyon, translasyon, gelisme (birlesme/ayrilma) ve olgunlagsma
olarak siralanabilir.

HIV-1 viriisiiniin sebep oldugu AIDS’in kesfi 1980’lerin baslarinda retroviriis
arastirmalarini kuvvetlendirmis ve dikkatleri virtise ait enzimleri {izerine gekmistir. Boylece
anti-AIDS ilaglar1 i¢in enzimler 6nemli hedef olmuslardir. HIV RT’1 heterodimer ve
asimetriktir. iki alt birimi vardir. Bunlar; p51 ve p66°dir. Bu alt birimler viral proteaz ile
boliinerek ¢ogaltilir (di Marzo Veronese vd., 1986, Lowe vd., 1988, Sarafianos vd., 2009).

Bu alt birimler bir proteindeki serbest amino grubunun bulunmus oldugu ucu ortak
olarak paylasir. Revers Trankriptaz geni tarafindan kodlanan tiim 560 amino asit ve p51, RT
geninin ilk 440 amino asidi p66 alt biriminden meydana gelir (Shafer vd., 2001, Kalathiya,
2017).
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X-1s11 kristalografisi ile HIV-1 RT yapisi belirlenmistir. pS1 ve p66, farkli ii¢ boyutlu
yapilara sahiptir fakat ayni1 kodlama dizisini paylasir (Huang vd., 1998, Kohlstaedt vd., 1992,
Sarafianos vd., 2009, Tian vd., 2017).

p66 ve p51 alt birimleri 450 amino asiti paylagsmalarina ragmen, 6nemli derecede farkli
goreceli diizenlemelere sahiptir. Alt birim p51, enzimatik bir aktiviteye sahip degilken, p66
alt birimi, aktif bolge ve DNA baglayici oluk icerir. Ayn1 zamanda p51 alt birimi, p66 alt
birim i¢in bir kopri gorevi gormektedir. (Huang vd., 1998, Kohlstaedt vd., 1992, Kalathiya
vd., 2016). p66, geometrik olarak farkli iki alandan, RNA/DNA hibrit molekiillerini
pargalayan, RNaz H ve DNA polimerazdan meydana gelir. Parmak bolgesi, rezidiileri 1-85
ve 118-155 arasinda degisirken, palmiye bolgesi rezidiileri 86 -117 ve 156-236 arasinda
degisir. 237-318 arasinda degisen parmak bdlgesi rezidiileri ve 319-426 arasinda degisen
baglant: rezidiileri olmak iizere polimeraz domaini dort alandan olusmaktadir (Kohlstaedt
vd., 1992, Jacobo-Molina vd., 1993, Kalathiya vd., 2016). p51, dort alt etki alanina sahiptir,
bunlar p66'nin polimeraz domaini ile aynidir. Bunlar aya, parmak, bagparmak ve baglantidir.
Fakat alt domainlerin birbirine gore konumlari p51 ve p66'da farklidir (Sekil 5) (Sarafianos
vd., 2009, Kalathiya vd., 2016). Aya, p66 parmak, basparmak, RNaz H, niikleik asit baglama
yarigl ve baglantidan olusur. Baglanma yariginin zemini, p51'in bagparmak alt etki
domainlerinden ve baglantidan yapilmistir. Baglanma yarigi, niikleik asidin hem RNaz H
hem de polimeraz aktif bolgelerine temas edecek sekilde diizenlenmektedir. p66
bagparmagin heliksleri olan alfa H ve alfa I, hem sablon seritleri igeren hem de primer
etkilesimler yoluyla diizgiin sekilde niikleik asiti konumlandirmaya yardimer olur (Xiong
vd., 1990, Sarafianos vd., 2009).

DNA primer yapisi, son derece korunmus bir yapisal motiftir. Polimeraz aktif
bolgesine primer dizinin 3'-OH ucunun yerlesmesine yardimci olur. RT'nin RNAz H ve
polimeraz aktiviteleri ile DNA primer yapist mutasyonel degisikliklerden etkilenebilir
(Sarafianos, 2009, Xiong vd., 1990, Wisniewski vd., 1999, Kalathiya vd., 2016). Polimeraz
aktif bolge, p66'nin palmiye alt birimineki li¢ kataliz 6zelliginde olan karboksilattan olugur

(D110, D185 ve D186) (Larder vd., 1987, Kalathiya vd., 2016).
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Sekil 5. Revers transkriptaz enzimi (URL-5)

1.3. AIDS Tedavisinde Kullanilan flaclar

AIDS' in kesin olarak bir tedavisi bulunmamaktadir. Uretilen ilaglarm amaci HIV+
olan bireyin kilo kaybetmesini durdurmak, yasam kalitesini arttirmak veya bu belirtilerin
azalmasmi saglamaktir. Kullanilmakta olan bu ilaglarin asil hedefi AIDS’in ilerlemesini
durdurabilmektir. Yeni tedavi yontemlerinden gilinlimiizde siklikla bahsedilmektedir. Bazi
degisken durumlan izleyerek, bu yontemleri kontrol etmek miimkiindiir. Bunlardan ilki
bagisiklik sistemini gii¢lendiren CD4+ hiicrelerindeki artis, digeri ise HIV virlisiindeki
azalmay1 gdzlemlemek olacaktir (Cetinkaya, 1998, Unal, 1998, Kiiciikoglu vd., 2009).

Ilk olarak 1996 yilinda uygulanmaya baslanan Yiiksek Aktiviteli AntiRetroviral
Tedavi (HAART), bugiin HIV enfeksiyonu igin standart tedavi haline gelmistir. HAART,
CD4+ hiicrelerinin artmasina, viriis sayisinda ise azalmaya sebep olmaktadir. CD4+
hiicrelerinin bagigiklik sistemini gii¢lendirdigi bilinmektedir (Hammer vd., 2008,
Kiiciikoglu vd., 2009).

1.3.1. Revers Transkriptaz Inhibitorleri
Revers Transkripaz (RT) enzim inhibitorlerinin gérevleri; HIV’in genetik materyali

olan RNA’dan DNA iiremesini etkileyerek kopyalanmay1 engellemektir. Revers

Transkriptaz inhibitorleri (NRTI), niikleosit revers transkriptaz inhibitorleri (NtRI) ve non-
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niikleosid revers transkriptaz inhibitorleri (NNRTI) olmak tizere tig gesittir (De Clercq, 2004,
Kiiciikoglu vd, 2009).

NNRTI’ler, NRTI’lere gore daha avantajlidir. Bunun sebebi yiiksek segicilik, kuvvetli,
ozgiilliige ve diisiikk toksisiteye sahip olmalaridir (Bell vd., 1995, Rocca vd., 2018).
Zidovudin (AZT), Stavudin (d4T), Lamivudin (3TC), Emtrisitabin ((-) FTC), Didanozin
(ddl), Zalsitabin (ddC), ve Abakavir (ABC) (Sekil 7) NRTI kaynakli bu ilaglar HIV tedavisi
i¢in onaylanmustir (De Clercq, 2009, Kii¢iikoglu vd., 2009).
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Sekil 6. NRTT’lerin Kimyasal Yapilari

RT’nin katalitik bolgesi ile NTRTT’ler etkilesirler. Tenofovir (TDF), bu simif
ilaglarinin ilk 6rnegidir. Kronik hepatit B hastalig1 i¢cin 2008 yilinda kullanilmaya baslayan
ilag AIDS tedavisi igin kullanilmaktadir. TDF’nin bobrekte mitokondriyal zedelenmeye yol
actig1 bilinmektedir (De Clercq, 2009, Kii¢likoglu vd., 2009).
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Sekil 7. TDF’nin kimyasal yapisi

Ozgiilliik ve yiiksek segicilikten dolayt NNRTI gibi 6zel inhibitdrleri bulunmaktadir
(De Clercq, 2004, Kiiciikoglu vd. 2009). Bu gruptaki ilaglar iki sinifta toplanmustir.
Birincisi HEPT (1 [(2hidroksietoksi)metil]-6-(feniltiyo) timin yapisina sahip bilesikler
(Jalali-Heravi ve Parastar, 2000, Kii¢iikoglu ve ark., 2009) iken digeri kisaca TIBO olarak
ifade edilen 4,5,6,7-tetrahidro-5-metilimidazo[4,5,1-jk][1,4]benzodiazepin-2(1H)-on
tiirevleridir (Pauwels vd., 1990, Kiigiikoglu vd., 2009).

Bu bilesiklerin, ilk kez HIV-1 revers transkriptazin allosterik bolgesiyle etkilestigi
saptanmistir. Boylece bu grup ilaglar, HIV-1"in spesifik inhibitdrleri olarak taninmaktadir
(De Clercq, 2004). Calismamizda referans ligand olarak Nevirapin (NVP)’in

kullanilmasinin sebeplerinden birisi de budur.
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Sekil 8. NNRTI’lerin kimyasal yapilari.

1.4. Antiretroviral Tlaclarla Tedavi

1.4.1. Antiretroviral Tedavi Oncesi Yaklasimlar

HIV, tanist konan her hastanin laboratuvar degerlendirmesi, fizik muayenesi ve tam
tibbi dykiisii yapilmalidir. Bu islemin amaci Insan Immiin Yetmezlik Viriisii enfeksiyonunun
durumunu ve buna eslik eden ko-enfeksiyonun varligini tespit etmektir. Bagvuran her yeni
hasta i¢in; CD4 hiicre sayisi, HIV antikor testi, HIV RNA diizeyi, idrar analizi ve plazma
tam kan sayimi istenmesi gereken laboratuvar testlerindendir. Ayrica riskli davraniglar
bulunan, cinsel yolla bulasan hastalik riski tasiyan ve kronik enfekte olan kisilerde tedaviye
baslamadan Once direng testlerinin uygulanmasi ve Chlamydia trochomatis ve Neisseria
gonorrhoea testleri yapilmasi uygun olmaktadir (Aberg vd., 2004).

Tedavi oncesi viral yiik ve CD4 hiicre sayisi ilk izlemede ve degerlendirmede

tedavinin yaniti i¢in bakilmalidir (Kaufmann, vd., 2003).
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HIV belirtilerinin en 6nemlilerinden biri, viicudun bagisiklik sisteminde 6nemli bir
gorev olan CD4 lenfosit hiicrelerinin sayisinin azalmasi ve disfonksiyonudur. Kanda
bulunan HIV miktarin1 gésteren parametre ise, viral yiiktiir (URL-6).

HIV, enfeksiyonlarinda yaklasik her giin 1 milyar viral partiikiil dolagima katilir. CD4
lenfosit sayisi ile viral yiik arasinda ters iligki vardir. CD4 lenfositleri bagisiklik sisteminde
gorevli akyuvar hiicreleri olmasi sebebiyle icerisinde HIV bulunduruyor olmasi, bu
lenfositlerin islev gormesine engel olmaktadir. Akyuvar sayisi azaldigi i¢in normalde
kolayca iistesinden gelebilecegi enfeksiyonlar ile artik viicut bagisiklik sistemi
savasamayacak hale gelir. Boylece viicut bagisiklik sistemi zayiflayan hasta 6liir (Horowitz

vd.,1998).

1.4.2. Antiretroviral Tedavinin Hedefleri

Glinimiizde HIV enfeksiyonu, antiretroviral tedavi rejimleri ile tamamen ortadan
kaldirilamaz (Chun vd.,1998).

Antiretroviral tedavilerin hedefleri;

* HIV’e bagli mortalite ve morbiditeyi azaltmak,

« Immunolojik fonksiyonlar1 iyilestirmek ve korumak,

* Viral yiikii uzun siireli ve en yiiksek seviyede baskilamak

* Yasam kalitesini ise arttirmaktir (Palella vd., 1998, Mocroft vd.,1998, Vittinghoff
vd.,1999).

1.4.3. Yiiksek Aktiviteli Antiretroviral Tedavi (HAART)

HIV enfeksiyonunun progresyonu, CD4 sayisindaki azalma ve viriis yiikiindeki artig
ile iliskilidir (Cetinkaya, Y., Unal, S.,1998).

1996 tarihinde ilk kez uygulanmaya baslanan Yiiksek Aktiviteli AntiRetroviral Tedavi
(Highly Active Anti-Retroviral Therapy, HAART), giiniimiizde HIV i¢in standart bir tedavi
haline gelmis bulunmaktadir. HAART, CD4 hiicre sayisinin artmasina sebep olurken, viral
yiikte ise belirgin bir sekilde azalmaya neden olmaktadir (Hammer, S.M., ve ark., 2008).

HIV enfeksiyonu olan kiside antiretroviral tedavinin amaglari, enfeksiyonunun

etkilerini azaltmak, yasam kalitesini ve siiresini arttirmak, kilo kaybini yavaglatmak veya
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durdurmaktir. HIV patogenezi ve biyolojisi ile ilgili yeni bilgiler giiniimiizde kazanilmig
olup ve bu bilgiler 1s181nda yeni tedavi yaklasimlari giindeme gelmektedir. Sunulan
tedavinin etkin olup olmadigini anlamak i¢in immiin fonksiyonlardaki diizelme (CD4 sayisi,
-2 mikroglobulin vb.) ve virilis ylikiindeki azalma (viral RNA, proviral DNA vb.)’larin

izlenmesi gibi baz1 dnemli parametreler vardir (Cetinkaya, Y., Unal, S.,1998).

1.4.4. Antiretroviral Tedavide Kullanilan Rejimler

Asagidaki faktorler HAART tedavisinde uygun tedavi rejimlerini secerken dikkate
alinmaktadir:
* Toksisite profili,
+ Onerilen doz ve iiriin i¢in, ulusal ila¢ diizenleyici otoriteler tarafindan ruhsat
verilmesi,
« Ozellikle sabit doz kombinasyonlarinin etkinligi ve ilag formiilasyonu yogunlugu,
* Firsat¢1 enfeksiyonlar (Hepatit B, vb.),
* Laboratuvar izleme sartlari,
* Etkinlik ve maliyet
* Hamile olan ya da dogum potansiyeli olan kadinlarin 6zel durumlari.
Antiretroviral tedavide giiniimiizde WHO tarafindan 6nerilen iki rejim bulunmaktadir.

Bunlar, birinci ve ikinci basamaktan olugmaktadir (URL-7).

1.4.5. Birinci ve Ikinci Basamak Rejimler

Birinci basamak rejimlerinde kullanilan NNRTI’ler Efavirenz (EFV) ve Nevirapin
(NVP) iken, NRT/Pler ise; Tenofovir disoproksil fumarat (TDF), Abakavir (ABC),
Emtrisitabin (FTC), Lamivudin (3TC), Stavudin (d4T) ve Zidovudin (AZT)’dir (URL-7).

Standart Birinci Basamak Rejimi: Diinya Saglik Orgiitii geng ve yetiskin hastalar igin
standart birinci basamak rejiminin 2 NRTI + 1 NNRTI ya da 1 NtRTI + 1 NRTI+ 1 NNRTI
oldugunu 6nermeyi siirdiirmektedir. Bu 6neri, fizibilite programlari ve klinik deneyimler ile
onaylanmistir. Birinci basamak ila¢ gruplarina dayali rejimler, ikinci basamak rejimlerine

oranla genellikle daha genis formiilasyona sahip, etkili ve ucuzdur (Calmy vd., 2006).
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Ikinci Basamak Rejim ise, Diinya Saghk Orgiitii birinci basamak tedavi rejimi
basarisiz olmasi halinde tiim rejimin degistirilmesini one siiriilmektedir. Ikinci basamak
rejiminde temel prensip, destekli PI’ler ile kullanilmayan NRTI’ler ile kombine edilmesi
tizerinedir. Yeni ikinci basamak rejimi ilaglarinin asagidaki 6zellikleri tagimasi gerekir:

* Capraz direng riski azaltmali

* En az 3 aktif ilag i¢germeli, bu ilaglardan en az biri yeni sinif olmali,

* Tedavinin basar1 olasiligini artirmali,

* Hastanin viriis 6zelligine kars1 aktif olmalidir.

Bu sebeple, HAART ile tedavide ilaglarin kombine olarak kullaniliyor olmasi giinliik
kullanilan ilag miktarini azaltmis ve bununla birlikte toksik yan etkileri de azaltilmistir.
Ayrica farkl etki mekanizmasina sahip ilaglarin beraber kullaniliyor olmasi benzer etki
yaratmistir. Boylece HIV’1n viicut igerisinde cogalmasini engellemek de miimkiin olmustur.

Bu gelismeler, AIDS’den 6len insanlarin sayisini azaltmistir (Molina vd., 2005).

1.5. Propolis

Propolis, is¢i arilar vasitasiyla bitkilerin tomurcugundan, agaglarin kabuk ve
kozalaklarindan toplanip, mum ile karistirilarak kovanda pek ¢ok amag icin kullanilan,
recineli, yapiskan, keskin kokulu ve renk olarak, koyu saridan, kahverengi tonlarina kadar
degisken bir madde olarak tanimlanabilir. Propolis kelimesinin etimolojisinde “pro”
savunma anlamma gelirken “polis” de sehir anlamindadir. Bu baglamda propolis
kelimesinden ‘’sehrin/kovanin savunmasina’’ benzer bir anlam ¢ikarmak miimkiindiir
(Uygur, 2010).

Arilar re¢inemsi, zamks1 bu maddeyi arka ayaklari ile mandibulalarin1 kullanarak
almakta ve agizdan salgiladiklar1 farkli enzimi de katip, pellet sekline getirilen propolisin
biyolojik degeri arttirilmaktadir. Propolis arilarda 6n ile orta bacaklarin yardimiyla arka
bacaklarinda bulunan polen sepetine depolanmaktadir. Sekil 9’da propolisin arilarda depo
sekli gosterilmistir (Kumova vd., 2002).
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Sekil 9. Propolisin arilarda depo sekli ( Kumova, 2002)

Propolisin kullanimi antik ¢aglara, M.O. 300’lii yillara kadar uzanmaktadir ve
diinyanin ¢ogu bdlgesinde yerel ve popiiler tipta hem harici hem de dahili ilag olarak
kullanilmaktadir. Dogal bir ar iiriinii olan propolis, insanlarin ilgisini tibbi yonden uzun
zaman Once c¢ekerek eski donemlerde Misirlhilar, Yunanlilar, Romalilar gibi uygarliklar
tarafindan yaygin olarak kullanilmistir. Geleneksel hekimlikte Aristo, Hipokrat ve bagka
antik c¢ag bilimcileri vasitasiyla eski donemlerden giinlimiize kadar tiirlii hastaliklarin
tedavilerinde veya hastaliklarin etkisinin hafifletilmesinde kullanildigi bildirilmistir
(Kutluca vd., 2006).

Misirhilar, Yunanlilar ve Romalilarin propolisi bazi deri lezyonlarinin tedavisinde ve
genel iyilestirmede kullanildigi bilinmektedir. Propolis, her zaman antiinflamatuar bir ajan
olarak kabul edilmis olup yara ve iilseri iyilestirici olarak kullanilmistir. Antik Misirhilar ilk
baslarda dliilerini mumyalamak i¢in propolisi kullanmaislar, sonraki zamanlarda da yaptiklar
savaglarda yaralarin 1iyilestirilmesi ve dokularin yenilenmesi i¢in kullanmiglardir
(Ghisalberti, 1979). Inkalar da atesi diisiirmek i¢in kullanmislardir (Kutluca vd.,2006).

11. y.y.’da Ibn-i Sina askerler i¢in yaralarin tedavisine propolisi 6nerirken, 15. y.y.’da
Roma Imparatorlugu lejyonerleri ve Anglo-Boer Miicadelesi ile II. Diinya Muharebesi
siirecinde doktorlar yaralarin hizli iyilesmesi amaciyla propolisi kullanmiglardir. Ayni
zamanda ltalyanlar da propolisi farkli bir amagla, kemanlarini verniklemek igin

kullanmuslardir (Oztiirk, 2010).
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Bununla birlikte, propolisin kullanimi kisisel iiriinlerde, ilaglarda gliniimiize kadar
devam etmekte olup ve kullanim alani sonsuzdur. Su an Balkan iilkelerinde en fazla
kullanilan ilaglardan biridir (Bankova, 2005a) ve son birkag on yildir bilim insanlar
propolisin bilesenleri ve biyolojik 6zellikleri lizerine yogun arastirmalar da bulunmaktadir.

Propolisin kendine has bir kokusu vardir ve yapiskan 6zelliktedir. Deri proteinleri ve
yaglari ile giiglii etkilesime geger. Genellikle, dogada, %30 balmumu, %50 rezin ve bitkisel
balzam, %10 esansiyal yaglar, %5 polen, aromatik yaglar ve diger bilesenlerden meydana
gelir (Burdock, 1998).

Propolis bu kadar yiiksek aktiviteye sahip olmasina ragmen, en énemli detay tiiketim
seklidir. Propolis zamkli yapisi ile biyoaktif bilesenleri yapida hapseder ve kullanim
kolaylig1 sunmaz. Son yillarda propolis i¢erisinden mumlar gidererek ya da aktif bilesenleri
ekstrakte ederek, kullanim yoluna gidilmistir. Yaygin sekilde etanol, metanol, propandiol,
su, DMSO, siiper kritik ekstraksiyon, gliserol ekstraktlari kullanilmaktadir. Biyolojik
caligmalarda kullanilan en yaygin ekstraktlar; farkli konsantrasyonlardaki etanol, metanol
ve sudur (Cunha vd., 2004). Ancak giinliik kullanimda su ve etanolik ekstraktlar1 glinlimiizde
tiiketicilerce kullanilmaktadir. Caligmamizda yararlanilan projede aragtirmacilar tarafindan
gelistirilen ve patent miiracaat: yapilarak koruma alinan sulu ekstraksiyon metodunda piyasa
ekstraktlarindan cok yiiksek aktiviteler (antioksidan, antimikrobiyal, antiinflamatuar,
antiiireaz) tespit edilmistir.

Propolisin olduk¢a kompleks olan kimyasal bilesiminde 300°den fazla bilesen
tanimlanmistir ve bilesenleri daha ¢ok kaynak bitkisine ve yerel floraya baglidir. Dahasi,
propolisin bilesimi tamamen degisken oldugundan, medikal kullanim ve standartizasyon i¢in
bir sorun meydana getirmektedir (Marcucci, 1995; De Castro, 2001).

Propolisin genel olarak toplandigi bitki tiirlerinin bdlgelere ve mevsimlere gore
degismekte oldugu ve arilar i¢in; Betula spp. (Hus), Pinus spp. (Cam), Salix spp. (Sogiit),
Populus spp. (Kavak), Aesculushippocastanum (Atkestanesi), Prunus spp. (Erik), Alnus spp.
(Kizil Agag), Ulmus spp. (Kara Agac), Abies spp. (Koknar), Fraxinus excelsior (Disbudak),
Quercus spp. (Mese) gibi bitki tiirlerinin 6nemli propolis kaynagi oldugu bildirilmistir
(Kumova vd., 2002).

Avrupa fiilkelerinde genel olarak birinci derece propolis kaynagi, sogiit ile mese
olurken hus ise ikinci derece propolis kaynagidir. Avustralya’da okaliptis, italya’da kestane,

Orta Rusya’da husg, Hindistan’da ise kavak tiirleri 6nemli propolis kaynaklaridir (Kumova
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vd., 2002). Amerika’da kavak ve ¢am tiirleri, Batt Asya ve Kuzey Afrika'da kavak
tomurcuklari, Pasifik adasinda Plumeria accuminata, Plumeria acutifolia, Schinus
terebinthifolius ile Psidium guajava gibi ¢alilarin tomurcugu ve kabuklarmin 6nemli
propolis kaynagi oldugu bildirilmistir (Mateescu, 2013).

Propolisin toplandig1 bitki kaynaginin bilinmesi, kimyasal standardizasyonun
olusturulmasi acisindan énemlidir. Propolis drneklerinin TLC, HPLC gibi yontemlerle bitki
kaynaginda bulunan bitki salgilarinin kalitatif kompozisyonu ortaya ¢ikarilmakta ve
kolaylikla karakterize edilebilmektedir. Ayrica propolisin toplanabilecegi bitki
kaynaklarinin bilinmesi, ar1 yetistiricileri agisindan da oOnemlidir. Ciinkii bal arilari
bulunduklar1 bolgeden propolis toplayamadiklarinda boya ve asfalt gibi insan sagligin
olumsuz yonde etkileyecek birtakim maddeyi propolis gibi kullanarak toplamak zorunda
kalmaktadirlar (Kumova vd., 2002).

Propolisin kaynagi ile ilgili, cesitli bolgelerden toplanmis Tiirkiyede bulunan
propolislerin  bitki orjini igin kimyasal oOzellikleri ile antibakteriyel aktivitelerinin
belirlendigi bir ¢alismada; propolis bitki kaynaginin Populus alba, Populus tremuloides ile
Salix alba oldugu bildirilmistir (Silici vd., 2007). Tirkiyede bulunan propolislerin
antibakteriyel aktiviteleri, kantitatif ve kalitatif kompozisyonlarinin belirlendigi bir baska
caligmada ise, Populus nigra (kara kavak) ve P. Euphratica min énemli propolis kaynagi
oldugu bildirilmistir (Popova vd., 2005).

Arilar propolisi, kovandaki catlak ve deliklerin kapatilmasinda, i¢ ylizeylerin
kaplanmasinda, petek tamirinde, kovandaki giris deligini kolay bir sekilde savunabilecekleri
hale getirilmesinde, krali¢e arinin yumurtlamasindan 6nce petek gdziiniin temizlenmesi i¢in
kullanmaktadirlar. Ayrica kovanda oldiiriilerek kovan disina ¢ikarilamayan zararlilarin
ciirliyerek kokusma yapmalarini ve birtakim mikroorganizmalarin (viriis, bakteri, fungus)
cogalmasin1 6nlemek amaciyla mumyalama isleminde kullanmaktadirlar. Ayni1 zamanda
kovanda gorev yapan arilar, kovanin girisinde disaridan gelen bal arilarini propolis ile
firgalayarak birtakim enfeksiyonlarin kovan igine girmesini onlemekte kullanmaktadirlar
(Kumova vd., 2002). Propolis, ayrica antiseptik etkisi ve antimikrobiyal 6zelliklerinden
dolay1 koloniyi hastaliklara kars1 korur (Salatino vd., 2005).

Propolisin rengi toplandigi bolgeye, mevsime ve bitki kaynagina gore farklilik
gostererek saridan kahverengi tonuna kadar degisebilmektedir. Ornegin 1liman iklime sahip

tilkelere ait propolis drnekleri genel olarak belirgin bir kahverengi renkte iken, tropikal bir
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iklim tipine sahip yerlerde ise propolis rengi siyah olarak bildirilmektedir. Propolis,
kovandan alindiginda re¢inemsi olup, keskin tat ve karakteristik kokuya sahiptir. Propolis,
ortam soguk oldugu durumlarda balmumuna benzer bigimde kati1 kirilgan, 15-25 °C ortam
sicakliklarinda mum kivamindaki elastik yapiya sahipken, 30-40 °C ortam sicakliklarinda
yumusayarak yapiskan yapiya dontismektedir (Anonymous,2016).

Propolisin kimyasal i¢erigi oldukca karmasik olup toplandigi bélgenin bitki florasina,
iklim kosullarina, toplanma zamanina, ar1 tarafindan salgilanan maddeye, ar1 tiliriine ve ar1
irkina bagh olarak cesitlilik gdstermektedir. Propolis igeriginde flavonoidler, fenolikler ve
cesitli aromatik bilesikler gibi c¢ok sayida biyokimyasal agidan zengin bilesenleri
barindirmakta ve bu bilesenler su ile hidrokarbon ¢dziiciide zayif bir ¢oziintirliige sahipken

alkolde iyi ¢oztinmektedirler (Anonymous,2016).

Tablo 1. Propolisin genel yapisi ve kimyasal bilesenlerinin orani (Albayrak, 2008)

Bilesen Sinifi Bilesen Grubu ve Miktar

(%)

Regine %45-55 (Esterler, Flavonoidler ve Fenolik asit)

Yag asitleri ile Mum %25-35

Esansiyel yag %10 (Ugucu yaglar)

Polen %5

Mineral ve Diger organik | %5 (En yaygin Fe ve Zn, 14 iz element, )

maddeler (Sekerler, Ketonlar, Vitaminler, Laktonlar,
Steroidler, Kinonlar, Benzoik asit ve esterleri)

Cesitli propolis ornekleri ile yapilmis olan arastirmalar sonucu propolis igeriginde
300’den fazla komponent tanimlandig1 ve kompozisyonu bitki kaynagi, bolgesel flora gibi
etkenlere bagli olarak degisiklik gosterdigi bildirilmistir (Silici, 2015).

Propolisin kimyasal yapisinin aydinlatilmasi genellikle sivi ve gaz kromatografisi
kullanilarak yapilmaktadir. Propolisin icerik analizi yapilarak farkli propolis 6rneklerinin
toplandig1 bolgelerin bitki Ortiistindeki farkliliklar arastirilarak hangi bitkilerden toplanan

propolisin igerik agisindan daha zengin oldugu saptanabilmektedir (Memmedov, 2017).
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Propolisin yapisinda mevcut olan ugucu bilesen, mineral ve seker gibi komponentler
propolis icerigini zenginlestiren diger etkenlerdir. Ugucu komponentler, propolis i¢eriginde
az miktarlarda bulunmasina ragmen, biyolojik aktiviteleri ile aromalar1 propolisi karakterize
etmede 6nem teskil etmektedir (Anonymous, 2016).

Propolisin kimyasal icerigini belirlemek {iizere, Tiirkiye’nin ii¢ farklt cografik
bolgesinden toplam 12 (Anzer-Rize, Glimiishane, Bartin-Sinop, Kazan-Ankara, Mamak-
Ankara, Kemaliye-Erzincan, Mugla, Mersin, Tahtakoprii-Bursa, Orhangazi-Bursa, Yalova,
Trabzon), Brezilya’dan 4 ve Japonya’dan 1 propolis 6rneginin etil alkol ekstraktlarinda, GC-
MS teknigi kullanilarak bilesen tayini gerceklestirilmigtir. Bu baglamda {ilkemiz
propolislerinin yiiksek miktarda aromatik asit ve esterleri ile kafeik asit icerdigi ve Tiirkiye
propolislerinin Brezilya ile Japonya propolislerine gére daha yiiksek oranda flavanon
icermekte oldugu bildirilmistir (Sorkun vd., 2006).

Farkli cografik orijinli propolislerle ilgili yapilan bir bagka aragtirmada ise, Bursa,
Gumiishane (Sogiitagil), Trabzon (Caglayan) ve Erzurum (Askale) yoresinden toplanmis
propolis drnekleri iizerinde GC-MS ile bilesen analizi gerceklestirilmistir. Glimiishane ile
Trabzon 6rneklerinde benzer kimyasal kompozisyon saptanarak ana komponentlerin alifatik
asitler ve esterleri, aromatik asitler ile ketonlar oldugu belirlenmistir. Aym1 ¢alismada,
Erzurum iline ait propolisin farki ise aromatik asit esterleri ve alkollerden olustugu ve
iceriginde daha yliksek miktarda amino asit bulundugu saptanmistir. Bursa yoresine ait
propolislerde de aromatik asit ve esterleri, flavanonlar, terpenoidler, ketonlar ve flavonlarin
ana komponentler oldugu bildirilmistir (Sorkun vd., 2001).

Propolisin antiviral, antibakteriyel, antifungal, antiiilser, immiinomodiilator,
antioksidan, antiinflammatuar, antitiimoral, anestezik, antikanser, noroprotektif,
radyoprotektif ve antiproliferatif olmak itizere farkli biyolojik aktiviteleri igerdigi yapilan
caligmalarla kanitlanmistir (Atik ve Giimiis, 2017).

Fenolik asitler ve flavonoidler gibi polifenoller, biyolojik aktiviteden sorumlu temel
propolis komponentleri olarak tanimlanmaktadir (Memmedov vd.,2018).

Yapilan ¢alismalarda, propolis ve ekstraktinin gram pozitif bakterilerine kars1 genis
spektrumda etkili oldugu ancak gram negatif basillere karsi kisithh etkide oldugu
bildirmektedir (Hegazi, 2000).
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Propolis aktivitesinin Escherichia coli ve E. coli O157:H7 suslarina kars1 test edildigi
bir arastirmada, %2 ve %5’lik propolis konsantrasyonlarinin suslar {izerinde anlamli bir

antibakteriyel aktiviteye sahip oldugu saptanmistir (Sagdic vd., 2007).

1.5.1. Propolisin Fiziksel ve Kimyasal Ozellikleri

Propolis ozellikle tipta olmak iizere ge¢mis donemlerden beri cesitli amaclarda
kullanilmaktadir. Yunanlilar tarafindan ilk kez kesfedilerek antibiyotik olarak kullanilmistir
(Kumova, 2002). Yunan dilinde propolis yapistirict ve ar1 kovaninin ¢imentosu anlamina
gelir. Propolisin bir diger adi1 da “’ar1 tutkalidir’” (Shakespeare, 2012).

Propolis, bal arilar1 tarafindan cesitli bitkisel kaynaklardan toplanan gesitli renk ve
kivamlarda reginemsi bir maddedir. Propolis toplanmasi sirasinda, arilar bal mumu ve
toplanan propolis ile tiikiiriiklerinde bulunan a-glikozidaz enzimini karistirir, flavonoidler
glikozitlerini flavonoid aglikonlara hidrolize eder (Park vd, 1997). Daha sonra, toplanan
materyal enzimatik ve tiikriik salgilari ile gliglendirilir (Shakespeare, 2012).

Farkl1 180 bilesik propolisin yapisinda tanimlanmustir. Bir propolis elde edildigi bitki
kaynagina gore degismekle birlikte ortalama olarak %5 ar1 poleni %10 aromatik yag %30
bal mumu ve %50 regineli bilesik ve balsam icermektedir. Kalan %35’lik boliimde ise
vitaminler, flavonoidler ve amino asitler bulunmaktadir. Propolis %95°1lik alkolde biiyiik
oranda erime 6zelligi gosterirken genelde suda az oranda erimektedir (Moreno vd., 2000).

Propolisin, aseton, kloroform, eter ve diger bazi organik ¢oziiciilerle kismen
¢Oziindiigl bildirilmistir (Altay, 2016). Propoliste en 6nemli bilesikler farmakolojik olarak
cesitli fenolik ve aromatik gruplar ve flavonoid grubu (flavonlar, flavanollar ve
flavanonlar)’dur. Yapisinda kampferol, galangin, quersetin, pinosembrin ve pinobanksin
gibi 38 flavonoid bulunmaktadir. Fenolikler i¢inde ise; benzil alkol, sinnamik alkol,
sinnamik asit, benzoik asit, fenilik asit ve kafeik asit bulunmaktadir. Olusan bilesik etkinin
her bir bilesenin tek basina olusturdugu etkilerin toplamindan daha yiiksek olmasi propolis

igeriginde ¢ok sayida bilesen bulunmasindan kaynaklanmaktadir (Yiicel vd, 2014).
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1.5.2. Propolislerin Toplam Fenolik Madde I¢erikleri

Fenolik maddeler bitkisel kaynakli besinlerin rengine etki etmekle birlikte lezzetine
Ozellikle agizda buruk bir tat birakan sebze ve meyvelerde ¢cok az miktarlarda bulunan
onemli maddelerdendir. Ayrica, bu bilesikler aromatik halkalarinda bir ya da daha fazla
hidroksil grubu icermektedir (Shahidi ve Naczk, 1995). Bu sebeple en basit bir sekilde bu
bilesiklerin bir tane hidroksil grubu igerdigi, fenol yani benzen oldugu ve diger fenolik
maddelerin de bunlardan tiiredigi bilinmektedir (Cemeroglu vd., 1998).

Propolis, yapisinda bulunan aktif bilesiklerin miktar ve ¢esitliligine bagl olarak birgok
biyolojik aktivite kazanmaktadir. Fenolik maddeler de propolis igerisinde bulunan ve
propolise biyolojik etkinlik kazandiran en 6nemli madde gruplarindandir. Fenolik maddeler,
bitkileri mantar, bakteri, zararli bocek gibi patojenler ve UV 1simlarma karst koruyan
sekonder metabolitlerdir (Shohaib vd., 2011; Harborne ve Williams, 2000).

Fenolik maddeler olusturmus oldugu cesitli renkler sebebiyle bitkilere polinator
bocekleri ¢ekerek tozlasmanin olugmasina yardimer olur. Bu etkilerin yani sira fenolik
maddeler bitkilerde enerji transferi, fotosentez, yapi ve cinsiyetin belirlenmesi ile bitki
bliyime hormonunun aktive edilmesi ve diizenlenmesi gibi bir¢ok 6zelliklere sahiptir
(Shohaib vd., 2011).

Fenolik maddeler; bitkilerde glukozit, metoksi, hidroksi, ester, metil ester gibi
formlarda olmakla beraber bitkiler icin karakteristiktir (Iwashina, 2000). Fenolik bilesikler
bir hidroksil (OH) grubunun bir benzen (aromatik halka) halkasina baglanmasiyla meydana
gelen bilesiklerdir (Sekil 10) (Vermerris ve Nicholson, 2007; Giada Mdir, 2013).
Polifenoller ise, OH gruplarinin bir veya daha fazla benzen halkasin baglanmasina verilen
isimdir (Vermerris ve Nicholson, 2007; Giada Mdlr, 2013). OH’lar, benzen halkasina
baglanmas1 ile birgok fenolik bilesigin diger fonksiyonel yapilarin olusmasina sebep

olmaktadir (Vermerris ve Nicholson, 2007).
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OH

Sekil 10. Fenolik halka (Vermerris, 2007)

Fenolik bilesikler giinlimiizde besin degeri olmayan ve ayni zamanda da esansiyel
olmayan maddelerdir. Fakat insan saglig1 iizerine etkilerinin olduguda bilinmektedir (Acar
ve GoOkmen, 1998). Yapilan farkli calismalarda, fenolik bilesiklerin; antialerjik,
antienflamatuar, antidiyabetik, antipatojenik antimikrobiyal, antitrombotik ve antiviral
Ozellikleri ile kanser, diyabet, osteoporoz, norodejeneratif ve kardiyovaskiiler gibi
hastaliklarin koruyucu etkilerinden bahsedilmistir. Fenolik maddelerin 2000°’li yillara kadar
sekiz binden fazla oldugu ve bu sayinin her gegen giin arttig1 bilinmektedir. Bazi bitkilerdeki
fenolik bilesikler son zamanlarda antioksidan olarak kabul edilmesi sebebi ile ticari olarak
da iiretilmektedir (Kolag vd, 2017).

Fenolik madde olan lipid, polifenoller ve reaktif oksijen tiirleri (ROS) baglarini kiran
radikalleri (ROO-) ayn1 metal iyonlar ile yaptigi selat baglarina benzer etkilesimler ile
baglayarak siiptlirebilen antioksidanlar oldugu da bilinmektedir (Pellegrini vd., 2009; Stahl
vd, 2002).

Bitkisel kaynakli olan gidalar, oksidatif zararlara kars1 viicut savunmasina katkida
bulunmasinin sebebi; en giiclii antioksidan olan fenolik fitokimyasallar1 barindarmasindan
kaynaklanmaktadir. Bu fenolik maddelerin tiiketilmesiyle viicudumuza antioksidan madde
saglamasinin yani sira gidalari bozulmalara kars1 korumaktadir (Anil, 2006; Kim vd, 2004;

Cemeli vd, 2009; Fernandez vd, 2008).
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1.5.3. Propolisin Antioksidan Aktivitesi

Serbest radikaller ve antioksidanlar son zamanlarda en fazla ¢alisilan konulardan olup,
giin gectikce dnemleri daha da artmaktadir. Antioksidanlar; serbest radikallerin olusumunu
Onleyen, olusmus serbest radikallerin zararini en aza indirmeye calisan bilesikler olarak
bilinmektedir. Antioksidanlar, oksidasyonla miicadele ettikleri i¢in bu ismi almislardir.
Bunlar, viicut kimyasallarini, serbest radikaller ve diger reaktif oksijen tiirleri ile reaksiyona
girerek oksidasyon siirecini engelleyen maddeler olarak bildirilmektedir. Antioksidanlar
serbest radikal zincir reaksiyonunu durdurmak icin kendilerini istikrarsizlastirmadan
elektron vererek serbest radikalin agigini kapatir (Szalay, 2016) (Sekil 11).

Reaktif oksijen ¢esitlerinin meydana gelmesi ve bunlar tarafindan olusan oksidatif
hasar1 engelleyebilmek igin viicutta bir¢ok savunma mekanizmas: gelismektedir (Akkus,
1995). Antioksidanlarin igerisinde enzimler ve endojen maddeler bulunmustur. Bunlar canli
organizmada meydan gelen oksidatif stresi onlemektedir. Eger antioksidanlar yetersiz
kalirsa ya da oksidanlar belirli seviyenin iistiine ¢ikarsa bu dengenin bozulmastyla oksidan
olan molekiiller canli organizmalarda temel yap1 elemanlari olarak bilinen; karbonhidratlari,
proteinleri, lipidleri, yararli enzimleri ve niikleik asitleri bozarak zararl etkilere neden olur.
Olusan zararl etkilerin tamami oksidatif stres olarak adlandirilmistir. Bu sebeple viicudu
disaridan 1iyilestirici, engelleyici ve koruyucu ozelliklere sahip antioksidanlarin yeterli
miktarda alinmas1 gerekmektedir (Valko vd., 2007). Oksidanlari, antioksidanlar dort ana
yolla nétralize etmektedirler (Uguzlar, 2009). Bu 4 yol;

- Antioksidan molekiiller serbest oksijen radikallerinin ya elektronlar tutarlar ya da
onlar1 daha zay1f olan yeni bir molekiile dontstiiriirler. Antioksidanlar, mikromolekiillere ve
enzimlere bu sekilde etki etmektedir.

- Serbest radikallerden kaynaklanan hasar antioksidan molekiiller tarafindan onarilir.

- Antioksidan molekiiller serbest oksijen radikallerine hidrojen vererek onlarin
inaktivasyonunu saglar. Vitaminler ve flavanoidler bu sekilde hareket eder.

- Antioksidan molekiilleri serbest oksijen radikallerini baglayarak peroksidasyon
zincirini durdurarak zincir kirict etki gosterir. Mineraller, seruloplazmin ve hemoglobinler,
zincir kiric1 etki gostermektedirler (Eymir, 2017).

Antioksidanlar, besin maddelerini ve bu besinleri tiikketen canlilar1 reaktif oksijen ve

nitrojen tirii gibi serbest radikal molekiillerin oksidatif zararlarmma kars1 koruyan
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kimyasallardir. Bitkisel gidalar, antioksidan maddelerin en 6nemli kaynagidir. Beslenmeyle
alman  antioksidan  bilesikleri  genellikle fitokimyasal antioksidanlar  olarak
adlandirimaktadir. Gidalardaki dogal antioksidan bilesenler; serbest radikal baglayici,
indirgen ajan, singlet oksijen tutucu ve serbest radikal baglayic1i mekanizmalardan bir ya da
birkag1 antioksidan etkileri gostermektedir (Lee vd, 2004). Antioksidan bilesikler, serbest

radikallerle reaksiyona girerek tiimor gelisimini onlemektedirler (Baser, 2002).

Eksik Elektron
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Sekil 11. Antioksidan ve serbest radikal (Baser, 2002)

Propolisin bugiin biiyiik oranda kullanilmasi ile diabet, kanser ve kalp hastaliklar1 gibi
birgok hastaliga engel oldugu ve sagligin korunmasma da onemli katkisi bulundugu
bilinmektedir (Burdock, 1998; Banskota vd; 2002). Flavonoidler, propoliste bulunan énemli
bilesenlerden biridir. Propolisin yapisinda bulunan bilesenlerin; antimikrobiyal, antikanser,
antioksidan, antiinflamatuar dahil ¢ogu farmakolojik ve biyolojik aktiviteler igin
kullanilmaktadir (Tath Seven, 2012).

Flavanoidler,  propolisin  yapisinda  fazla  miktarda  bulunan  Gnemli
antioksidanlardandir. Serbest  radikallerin zararli etkilerini, antioksidanlar
engellemektedirler. Boylece C vitamini gibi bilesiklerin yikilmasin1 ve oksitlenmesini
engeller ve lipidleri korurlar (Russo vd; 2004). Antioksidanlar, savunma faktorii olarak
kanda serbest radikallere kars1 6nemli katki saglamaktadirlar. Antioksidanlardan, siiperoksit
dismutaz, katalaz, glutathion peroksidaz ve rediikte glutatyon gibi enzimler oksidasyona
kars1 ¢ikan temel maddelerdendir. Serbest radikal iiretimine kars1 enzimatik kapasite yetersiz

kaldiginda, ikinci kademe savunma etkenleri olan vitaminler devreye girmektedir (Tath
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Seven, 2008; Seven, 2009). E ve C vitamini gibi antioksidanlar serbest radikallerin oksidan
etkilerini durdurmaktadir (Halliwell ve Gutteridge,1984; Seven, 2009). Propolis yapisinda
300°den fazla degisik madde vardir. Bu sebeple giliniimiizde oksidatif stresin propolis ile
iliskisinin 6nemini daha fazla artirmaktadir (Tatli Seven, 2012).

Propolis, antibakteriyel (Ghisalberti, 1979; Menezes vd, 1997) antiviral, antioksidan
(Isla vd, 2001) gibi biyolojik ozelliklere sahiptir. Propolis, antibakteriyel, antiviral,
antifungal, antioksidan, antiinflamatuar, 06zelligi nedeniyle yara iyilestirmede, doku
yenilemede ve anestezik 6zelligi ile birlikte birgok biyolojik aktivitenin gerceklesmesinde
etkili oldugu bildirilmistir (Eroglu vd, 2004). Propolisin antioksidan 6zelligi, serbest
radikalleri tutmak ya da daha zayif yeni bir molekiile doniistiirmek sureti ile serbest radikalle
etkilesime girip, oksidan maddelerin aktivitelerini azaltmaktadir. Boylelikle serbest
radikaller etkilerini kendilerine baglamak sureti ile reaksiyonun zincirini kirmak ya da

onarim yapmak sureti ile gdstermektedirler (Ozalpan, 2001).

1.5.4. Propolisin Farkh Coziiciilerde Ekstraksiyonlari

Propolisin bilesimi esas olarak bitkiden toplandig yere, ikincil olarak da ekstraksiyon
i¢cin kullanilan yonteme baglidir (Marcucci, 1995). Bu nedenle ¢oziicli dikkatle se¢ilmis
olmalidir (Cowan, 1999). Biyoaktif bilesiklerin ekstraksiyonu i¢in kullanilan baglica

coziicliler ve elde edilen bilesenleri Tablo 2’de gosterilmektedir.



Tablo 2. Propolis ekstraksiyonu i¢in kullanilan ¢oziiciiler ve elde edilen bilesenler (Cowan, 1999) (Koyu renkle yazilan bilesikler
yaygin olarak yalnizca tek bir ¢6ziicii iginde elde edilmistir.)

Su Metanol Etanol Kloroform Dikloroman Eter Aseton
Antosiyanin Antosiyanin Taninler Terponoidler Terpenoid Alkoloid Flavonollar
Nisastalar Terponoidler Polifenoller Flavonollar Taninler Terpen
Terpenler Saponinler Poliasetler Polifenoller Kumarier
Saponinler Taninler Flavonollar Flavonollar Yag asitleri
Terponler Ksantilin Terponoidler Steroller
Polipeptidler Totarol Steroller Alkoloidler
Lektinler Quassinler Alkoloidler
Laktonlar
Flavonlar
Fenonlar
Polifenoller
Polipepler

Lektinler

6¢
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Ham propolis ahsap, balmumu, polen hatta 6lii arilar gibi yabanci maddeler igerir, bu
nedenle ekstraktlar1 hazirlamadan Once elimine etmek ve saflastirmak igin propolis
orneginin, makroskobik olarak incelenmesi gerekmektedir. Test isleminde kritik bir adim,
calismada kullanilacak propolis 6rneklerinin ekstraksiyonudur. Ekstraksiyon i¢in kullanilan
coziiciiler genellikle metanol ve etanol gibi alkollerin oldugu bilinmektedir (Sforcin ve
Bankova., 2011).

Propolisin sulu ekstrakti, sivi etanol ekstrakti ya da yar1 kati ekstrakti dahil olmak
izere ¢esitli formlar1 kullanilabilmektedir. Propolis ¢ok farkli kimyasal bilesimlere sahip
olsa da antifungal, antibakteriyel ve diger gesitli aktivitelerinin benzer olmasi sasirtici bir
gercektir. Ekstrakte propolis i¢in, hayvansal yag, balmumu, parafin, kati maddeler ve
balmumu ile 1yi karisabilir olmasi gibi olumlu 6zellikleri sebebiyle zeytinyagi propolis igin
bir secenek ¢oziicii olarak kullanilmaktadir. Yag propolisten gelen biyoaktif bilesenleri
eksrakte edebilme yetenegine sahiptir. Zeytin yagi, kozmetik ve farmasotik preparatlarin
tiretiminde hem yardimci madde hem de aktif madde olarak kullanilmaktadir
(Ramanauskiene vd., 2011).

Propolisin etanolik 6ziitliniin; antifungal, antibakteriyel, antiviral, antifungal, lokal-
anestetik,  antiprotozoal, antikarsinojenik, antiinflamatuvar, = immiinostimiilator,
antikarsinojenik ve antioksidan oOzellikler gostermis oldugu cesitli calismalarla tespit

edilmistir (Tosi vd., 1996).

1.5.5. Propolis ile Tlgili Yapilan Cahsmalar

Isla (2001), yaptig1 bir calismada Arjantin propolislerini %80 etanol ile ¢ozdiiklerinde
13 propolis numunesinin oda sicaklifinda 24 saat karigtirilarak etanolik ekstraktlarini
hazirlanmiglar ve en yiiksek toplam flavanoid madde degerini 62,0 mg/g propolis ve en
diisiik toplam flavanoid madde degerini 13,3 mg/g propolis olarak bildirmistir.

Nagai vd. (2003) yaptig1 ¢alismada Brezilya propolisinde su ekstraktinin hazirlanmasi
ve antioksidan ozellikleri bir lipit peroksidasyon model sistemi kullanarak olgmiistiir.
Antioksidan aktivitenin ¢ok gii¢lii oldugunu ve 1 ve 5 mg/mL'de 5 mm askorbik asitinkinden
daha yiiksek oldugunu bildirmistir. Propolisin su ekstraktinin siiperoksit anyon radikaline
kars1 temizleme aktivitesi yliksek oldugunu ve 50 ve 100 mg/mL'de ekstraktlar siiperoksit

iiretimini tamamen inhibe etmistir. Ekstraktlar, 50 ve 100 mg/mL'de hidroksil radikalini
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tamamen inhibe ettigini bildirmistir. Bu, propolisin sulu ekstraktinin kanser, kardiyovaskiiler
hastaliklar ve diyabet gibi ¢esitli hastaliklar1 olan hastalar i¢in bir ilag olma potansiyeline
sahip oldugunu gostermektedir.

Moreira (2008), Portekiz'den iki farkli bolgeden (Bornes ve Fundao) elde edilen
propolisin antioksidan ve toplam fenol degerlerini belirlemek i¢in yaptig1 calismada DPPH
yonteme gore antioksidan aktivitesi Bornes bolgesinde 0.006+0,003 (mg/mL) ve Fundao
bolgesinde 0.052+0,003 (mg/mL) olarak bulmus ve toplam fenolik madde igerigini Bornes
bolgesinde 329.00 + 0,01 (mg/mL) ve Fundao bdlgesinde 151,00 = 0,01(mg/mL) olarak
belirlemistir.

Kalogeropoulos vd. (2009), yaptiklar1 bir calismada %70 etanol ile ¢oziilmiis
Yunanistan propolisin DPPH y6netimi gore toplam antioksidan aktivite degerini (1110 umol
trolox/g) bildirmistir.

Trabzon’da propolislerin yiiksek performansli sivi kromatografi ile antioksidan
aktivitelerinin belirlenmesi ve fenolik bilesiklerinin belirlenmesi {izerinde yapilan bir
calismada 17 farkli fenolik standart madde kullanilmis, 5 g propolis numunesi 35 mL
metanolle muamele edimis, 6 saat boyunca 60°C’de bekledikten sonra toplam polifenolik
madde ve antioksidan aktivite tayini analizleri yapilmistir. Sonug olarak toplam polifenolik
madde igerigi 25,40 mg GAE/g propolis olarak bulunmustur. CUPRAC yo6ntemi ile
antioksidan aktivite tayinindeki troloks standardina goére antioksidan madde degeri 3,92
mmol TEA/g propolis olarak bulunmustur (Bekar, 2011).

Yavuz (2011), Tiirkiye’nin Van, Erzurum, Gilimiishane, Ordu, Rize ve Mugla
sehirlerinden toplanan propolis 6rneklerini %95°lik etil alkolde iki giin siire ile bekletmis ve
CUPRAC metoduna gore analiz ederek toplam antioksidan aktivitelerini belirlenmistir. Test
sonuglarina gore, en yiiksek toplam antioksidan aktivite Erzurum (3950 umol/g propolis) ve
Gilimiigshane (4150 upmol/g propolis) illerinden elde edilen propolis numunelerinde
gozlendigini bildirmistir.

Karakas (2012), Tiirkiye’nin degisik bolgelerinden toplanan propolislerin aygicek
yagi, findik yagi, misir yagi ve zeytinyagi ile ekstraktlarini hazirlamigtir. Daha sonra toplam
polifenol igerigi, toplam flavonoid icerigi ve demir indirgeyici gii¢ tayinlerini yaparak,
propolisin hangi yag cesidinde en iyi sekilde ¢oziindiigii belirlemistir. Calisma sonucunda

propolisin en iyi zeytinyagi i¢inde ¢oziindiigii, daha sonra sirastyla misir yagi, findik yagi ve
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aycicek yaginda ¢ozilindiigii belirlenmistir. Propolisin zeytinyagli ekstraktinda toplam
polifenol icerigi 63,52+3,46 mg GAE/ g propolis olarak bildirilmistir.

Andrade vd. (2017), yaptig1 bir ¢alismada Brezilya’nin kuzeydogu boélgesinden
kahverengi, yesil ve kirmiz1 propolisin %70 etanolik ekstraktinin toplam fenolik madde ve
antioksidan aktivitesini degerlendirilmistir. Sonug olarak en diisiik toplam fenolik madde
degeri kahverengi propoliste 55,74 mg GAE/ propolis olarak bulunurken, en yiiksek degeri
kirmiz1 propoliste 91,32 mg GAE/ propolis olarak bulmustur. En yliksek antioksidan
aktivitesi kirmizi1 propoliste 2913,55 pumol Trolox/g propolis olarak, en diisiik deger ise
kahverengi propoliste 1868,45 umol Trolox/g propolis olarak elde edilmistir.

Kiziltas (2018), yaptig1 bir calismada farkli kovanlarin (Ahsap, strafor ve plastik)
propolis tiretimine ve igerigine (toplam fenolik bilesim) etkisi incelemis, sonug olarak plastik
kovanlar igin 413,274+212,910 mg/g olarak en yiiksek degeri bildirmistir.

Mohammadzadeh vd. (2007) tarafindan yapilan bir calismada Iran'n farkh
bolgelerinden gelen etanolik propolis 6rneklerinin antioksidan aktivite degeri FRAP tahlili
ile dl¢iilmiis ve sonuglar: 100, 1000 pg/mL konsantrasyonlarinda trolox ile karsilastirmis ve
propolis etanolik ekstraktlarin FRAP degerlerini 31,5+14,6 ila 1650+72 pumoltrolox olarak
gbzlemistir.

Sorucu (2015) tarafindan yapilmis bir galismada Marmara bolgesindeki propolislerde,
biyolojik etkisi olan fenolik madde ve miktarlari mevsim farkina bagli olarak belirlenmistir.
%70’1ik etil alkol/su ile ekstraksiyonu yaparak galik asit standartin1 gore elde edilen sonuglar
sirasi ile bahar, yaz, son bahar mevsimde 0,0560 mg GAE/g, 0,174 mg GAE/g, 0,11789 mg
GAE/g olarak bulunmustur.

Escriche ve Juan-Borras (2018), yaptiklar1 bir ¢alismada %70 etanol ile ¢6ziilmiis
propolisin toplam fenolik madde icerigini 286 mg GAE/g propolis olarak bulurken, en
onemli fenolik maddelerin kaempferol, p-kumarik asit, m-kumarik asit, kafeik asit, ferulik
asit, rutin, quarsetin, apigenin ve pinosembrin oldugunu bildirmislerdir.

Saroglu (2018), yaptig1 calismada en yiiksek toplam fenolik madde igerigini
11564+178 mg GAE/ 100 g propolis olarak bulurken, en diisiik toplam fenolik madde
icerigini 7206+120,8 mg GAE/ 100 gram propolis olarak buldugunu bildirmistir. Ayn
arastirict maksimum antioksidan aktivite DPPH analiziyle 470 umol/g Trolox olarak
bildirirken CUPRAC analiziyle 890 umol/g Trolox olarak bildirmistir.
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Khalily (2019), yaptig1 bir calismada %70 etanol ile ¢oziilmiis propolisin antioksidan
aktivite degerini 569,68 umol trolox/g propolis olarak bulurken toplam fenolik madde
icerigini 593,31 mg GAE/g propolis olarak bildirmistir.

Jansen-Alves vd. (2019), yaptig1 bir ¢alismada propolis potansiyel bir dogal koruyucu
olarak kullanilmak {izere antioksidan ve antimikrobiyal aktivitesini gostermistir. %80 etanol
ile ¢ozlilmiis propolisin FRAP metodu (815,75umoltrolox/g) ve DPPH metodu (51,12 pmol
trolox/g) ile yiiksek antioksidan kapasite bildirmistir.

1.6. Ila¢ Tasarim

20. yy’in baslarma kadar yeni ilaglarin kesfi ya da iyilestirilme ¢aligmalari, insan
lizerindeki etkiler géz oniine alinarak deneme yanilma ile yiiriitiilmekteydi. ilaclarin kesfi
bilesiklerin sentetik veya tamamen dogal Ozelliklerine gore yapilmaktaydi. Bu hedefi
gerceklestirmek i¢in cok fazla sayida bilesik sentezlenmekteydi. Tiim bu ¢alismalar insana
korkung bir ekonomik yiik getirmekle birlikte ¢evre agisindan riskler tagimaktaydi. Son
yillarda genom bilimi, kombinatoryal kimya ve Yiiksek Ciktili Tarama (High Throughput
Screening) kullanilmas: ile bir¢ok bilesikler ila¢ tasariminda kullanilmaktadir. Bu sebeple
yeni ilaglarin tasarimi son derece hizli bir sekilde olmaktadir (Reddy ve Parrill, 1999).

Farmasotik endiistride arastirma-gelistirme agisindan 1990°li yillardan itibaren
farmasotik endiistride biiylik degisimler olusturmustur. Yeni ilag adaylarinin tasariminda
bilgisayarlarin kullaniliyor olmasi devrim sayilacak nitelikte olan bir gelismedir (Smith vd.,
2006).

Biyoteknoloji sirketleri, akademik arastirmacilar, diizenleyici kurumlar ve ilag
endiistrileri; yeni ilaglarin gelistirilmesi ve tasarimi olduk¢a kompleks bir durum olmasi
sebebiyle birlikte calismaktadir. Boylece, glinlimiiziinde en ¢ok ilgi ¢ceken konulardan birisi

haline gelmistir (Alonso vd., 2006).
1.6.1. Bilgisayar Destekli ila¢c Tasarim
Bilgisayar Destekli ilag Tasarimi (Computer Aided Drug Design) Yap1 Temelli ve

Ligand Temelli ilag¢ Tasarimi olarak iki temel baslik altinda toplanabilir. Ila¢ hedeflerinin 3

boyutlu yapisinin bilinip bilinmemesine gore hangisinin kullanilacagina karar verilir. Yap1
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Temelli yaklasimda; de novo ligand tasarimi ve molekiiler docking benzeri yontemler
kullanilarak ila¢ hedefinin aktif bolgesine fonksiyonel ve bi¢imsel 6zellikleri agisindan
uygun olan kiiclik molekiiller ile ¢alisilmaktadir. Ligand Temelli yaklasimda ise; bilinen
etkin bilesikler yapilar1 bakimindan fizikokimyasal ve sekilsel veritabanlarindan
yararlanilarak; farmakofor gelistirme, ComFA ve QSAR benzeri metotlar kullanilmaktadir
(Griffith vd., 2005).

Ligand Temelli metotlara, ilag hedef molekiiliiniin yapisal bilgisi bulunamadiginda
yeni ilag Onciillerini gelistirmek icin hesaplamali ¢alisgan kimyacilar bu metotlara
bagvurmaktadirlar. Yiiksek kan basinci, depresyon ve agri gibi rahatsizliklar: ligand temelli
ilag tasarimi metotlar ile tedavi eden birgok ilacin gergeklestirilmesinde kullanilmistir

(Cobb, 2007).

1.6.2. Ligand Yerlestirme

Reseptor-ligand  kompleksinin  yapt  6ngoriisiic molekiiler docking olarak
adlandirilabilir. Reseptor cogu zaman protein oligomeri ya da protein iken, ligand ise baska
protein veya kiigiik bir molekiildiir. Molekiiler docking (kenetlenme), yaygin olarak ligand
yerlestirme caligmalarinda tercih edilmektedir. Cogu ligand yerlestirme metotlar1 ise MM
temellidir (Addock ve McCammon, 2006).

1980’lerde Kuntz ve arkadaglar1 tarafindan ilk kez yerlestirme algoritmasinin
bulunmasindan bu yana c¢ok sayida degisik yerlestirme ara¢ ve yaklagimlar gelismistir
(Kuntz vd., 1982). Bununla beraber, birtakim ¢alismalar ¢ogu aracin docking performansini
dikkate alarak hedefe giiglii sekilde baglanmis oldugunu gostermektedir. Bu sebeple elde
olan bu durumda en iyi olan programi se¢gmek oldukg¢a zordur. Deneme ¢aligsmalarindaki
kriterlerin farkli olmasindan ve farkli hedeflerin, farkli sartlar altinda, farkli araglar ig¢in
kullanilmasindan dolay1 zor olmaktadir (Wolf vd., 2007).

Molekiiler docking programi ile sanal taramanin ilag kesfinde olan 6nemi giin gectikce
artmaktadir. Sanal tarama c¢ogunlukla {i¢ basamak olarak ger¢eklesmektedir. Birinci
basamak, tarama kiitiiphanelerindeki bilesigin kompleksi ve bir hedef proteinin icin en
uygun olan yapiy1 molekiiler docking programi tahmin etmektir. ikinci basamak,
kompleksler baglanma enerjisi kuvvetlerine gore skorlandirilmaktadirlar. Son basamak ise,

yerlestirilme skorlarina gore siiflandirma yapilarak sanal tarama sonuglarindan en iyi
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derecede olanlar secilmektedirler. Bu sebeple molekiiler docking programu ile ilag gelistirme
basamaklarinin en 6nemlilerinden biridir (Onodera vd., 2007).

Sonug olarak; molekiiler docking programinin, ger¢ek performansini bir ka¢ hedef
protein iizerindeki deneme sonuglarina gore tahmin etmekte yetersiz kalmaktadir (Onodera
vd., 2007). Hedef protein yapisina bagl olarak yerlestirme programlarinin performanslari
degiskenlik gostermektedir (Yang vd., 2000, Kontoyianni vd., 2004). Degisik ligand
yerlestirme programlarinin karsilastirilmas1 fazlaca cahisilmistir (Wang vd., 2001,

Kellenberger vd., 2004, J. Park vd., 2009, Hevener vd., 2009).



2. YAPILAN CALISMALAR

2.1. Kullanilan Programlar

2.1.1. AutoDock 4.0 ve AutoDockTools

AutoDock, 1998 yilinda Morris ve ekibi tarafindan gelistirilmistir (Morris vd., 1998).
Autodock, yar1 empirik bir kuvvet alani1 (force field) kullanarak kiiciik molekiillerin
makromolekiillere baglanmada serbest enerjisini 6ngoérmeyi amaclar. Lamarckian genetik
algoritmas1 (LGA), autodock’in en ¢ok kullanilmakta olan konformasyonel arastirma
logaritmasidir. Icerisinde geleneksel genetik ve benzetimli hibridizasyon algoritmalar da
bulunmaktadir. Program, proteinin bazi 6zel kisimlarini ve de ligandin tiimiiniin tamamen
esnek yapida olmasina izin vermektedir (Morris ve ark., 2009). Kolombik ile van der Waals
etkilesimleri hesaplamak ve ii¢ boyutlu yapiyr tanimlandirmak i¢in AutoGrid tarafindan
AMBER kuvvet alan temelli bir dizi 6rgii seti kullanmaktadir (Huang vd., 1998).

DOCK demirleme-ve-biiyiime (anchor-and-grow) olarak isimlendirilen bir 6rnekleme
algoritmas1 kullanmaktadir. Bunu, ligand1 esnek olacak sekilde biyomolekiiler hedefin aktif
bolgesine insa ederek yapmaktadir. Bu, algoritma igerisinde ligandin en biiyiik rijit pargasi
(anchor) olarak tanimlanir ve aktif bolgeye yonlendirilir. Geometrik cesitliligi en st
seviyeye ¢ikaracak sekilde rijit yap1 lizerinde tam bir molekiil olusuncaya kadar ligandin
esnek kisimlarit biliylimenin her tabakasinda kiimelenme yaparak sistematik bir sekilde
biiyiitiiliir. Kismi reseptor esnekliginin yanm sira, AMBER molekiiler mekanik ile GB/SA
skorlama, DOCK, DOCK 3.5 skorlama, Poisson-Boltzmann ile ¢6ziicii-ulasabilir yiizey
alaniyla (PB/SA) skorlama, Hawkins-Cramer-Truhlar (HCT) genellestirilmis Born ile
¢oziicii-ulasabilir ylizey alaniyla (GB/SA) skorlama gibi 6zelliklere de sahiptir (Lang vd.,
2009).

AutoDockTools, AutoDock i¢in gelistirilmis grafiksel kullanic1 arayiiziidiir.
AutoDockTools ile tiim AutoDock hesaplamalari, grid kutusu, grid dosyalar1 ve docking
parametre dosyalar1 ve tiim ligand ve protein molekiillerin hazirlanmasi gorsel olarak

gerceklestirilebildiginden kullanicr i¢in biiyiik kolaylik saglar.
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Sekil 12. AutoDockTools grafiksel kullanici ara yiizii

AutoDock program, kuvvet alani temelli ve lineer regresyon analizine dayali bir
skorlama fonksiyonu olan Amber kuvvet alanini kullanir. Docking programlar1 i¢in ligand
molekiiliin esnekligi de Onemli bir parametredir. AutoDock esnekligi i¢in once ligand
tizerinde bir kok atom seg¢ilir ve bu atom docking boyunca sabit tutulur. Bu kok atom
molekiiliindeki en bliyiik dallanmanin boyutu minimuma indirgenecek sekilde segilir.
Ligand esnekligi ise bu kdk atoma bagli atomlarmm dondiiriilebilirliiyle saglanir.
AutoDockTools aracindan faydalanarak kullanici tanimli ligand esnekligi miimkiin olsa da
genel olarak AutoDock docking hesaplamalarinda ligand molekiil icerisindeki amid ve

aromatik baglar hari¢ tiim baglar dondiiriilebilir kabul edilir (B6hm, 1994).

2.1.2. BIOVIA Discovery Studio

BIOVIA Discovery Studio, molekiiler analiz ve modelleme i¢in kapsamli bir yazilim
paketidir. Temel veri analizini gergeklestirmek igin kullanilan araglarla birlikte verileri
goriintiilleme ve diizenleme islevi sunmaktadir. Discovery Studio Visualizer, bagkalari
tarafindan olusturulan verileri agmak i¢in kullanilabilecek iicretsiz bir goriintiileyicidir.
Discovery Studio, molekiiler yapilari, dizileri, X-151n1 yansima verilerini, komut dosyalarini

ve diger verileri goriintiileme ve diizenleme gibi etkilesimli bir ortam sunmak {izere
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tasarlanmistir. Ayrica, verilerin grafiklerini ve diger grafiksel gosterimlerini goriintiilemek
icin zengin bir izleyici kiimesi saglar (Systémes, 2017).

BIOVIA Discovery Studio, yasam bilimlerinde tahmin, modelleme ve simiilasyon
bilimleri i¢in BIOVIA'nin orijinal siiriimiidiir. BIOVIA Discovery Studio, olduk¢a verimli
bir CHARMm molekiiler mekanik simiilasyon programi igerir. 30 yildan fazla dikkatli bir
akademik arastirma olan CHARMmMm, proteinler, peptidler, kiiciik molekiilli ligandlar,
niikleik asitler, lipidler ve karbonhidratlar {izerinde birincil odak noktasiyla gelistirilmistir.
Kuantum mekanigine dayali ¢alismalar i¢in, bu yazilim DMol3 programini igerir. DMol3,
basarili ticari uygulamalarin uzun bir ge¢gmisine sahip bir DFT uygulamasidir. Kuantum
mekanik denklemleri ¢ozmek i¢in benzersiz yaklagimini kullanan DMol3, hesaplama igin
mevcut en hizli yontemlerden biridir ve 6zellikle 500'den fazla atom igeren daha biiyiik
sistemler i¢in belirgin olan bir avantajdir. Discovery Studio Programu ile acik bir ¢oziicii
veya ¢Oziicli bazli dinamik molekiiler ve alan kuvvetine dayali simiilasyon modelleri

gelistirilebilmektedir (Systémes, 2017).

2.2. HIV-1 Revers Transkriptaz Enziminin 3-boyutlu Protein Yapisinin
Belirlenmesi

HIV-1 Revers transkriptaz enziminin amino asit sekans bilgisi dogrultusunda PDB
bankasinda mevcut 120 adet yap1 bulunmustur (Tablo 3). Bu yapilarinin arasinda
¢ozinlrligi en distik olan 3QIP kodlu protein yapisi se¢ilmistir. Bu 3-boyutlu kristal

yapinin i¢ersinde mevcut olan ligand molekiilii de referans bilesik olarak belirlenmistir.
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Tablo 3. 120 Proteinin Coziiniirliik Degerleri ve Uzunluklar

Protein (PDB ID) | Coziiniirliik degeri | Depolandigi| Uzunluk

Kodu (Angstrom) Tarih (Amino asit)

A:560

1COT; 2,7 2000 B-440

A:560

1C0oU; 2,52 2000 B-440

A:556

1DLO; 2,7 1996 B-427

A:560

1DTQ; 2,8 2000 B-440

A:560

1DTT,; 3 2000 B-440

A:543

1FK9; 2,5 2000 B-440

A:560

1IHMV; 3,2 1995 B-440

A:558

1HNI; 2,8 1995 B:427

A:558

1HNV;, 3 1995 B:427

1HVU; 4,75 1999 Aot

’ ’ B:423

A:553

1HYS; 3,0 2001 B-425




Tablo 3’ iin devami

50

Protein (PDB ID) | Coziiniirliik degeri | Depolandigi| Uzunluk
Kodu (Angstrom) Tarih (Amino asit)
A:560
1IKW; 3 2001 B:427
A:560
1LQ; 3 2001 B:440
A:560
1KLM; 2,65 1998 B:440
A:558
IN5Y; 3,1 2003 5430
A:558
IN6Q; 3 2003 5430
A:558
1R0A,; 2,8 2004 5429
A:560
1REV; 2,6 1996 B:440
A:560
1RTI; 2,55 1997 B-440
A:560
1RT2; 2,55 1997 B:440
A:560
1RTY4; 2,9 1999 B:440
A:560
1RTS5; 2,9 1999 8:440
A:560
1RTS; 2,8 1999 B:440
A:560
1RT7; 3 1999 B-440
A:554
1RTD; 3,2 1998 B:440
1RTH; 2,2 1996 g;iig
A:560
1RTI, 3 1996 B:440
1RTJ; 2,35 1996 g;iig
A:560
1S6P; 2,9 2004 5430
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Protein (PDB ID) | Coziiniirliik degeri | Depolandigi| Uzunluk
Kodu (Angstrom) Tarih (Amino asit)
A:560
1S6Q; 3 2004 5430
A:560
1S9E; 2,6 2004 B-430
A:560
1S9G; 2,8 2004 5430
A:560
1SUQ; 3 2004 5430
A:558
1T03; 3,1 2004 5437
A:558
1T05; 3 2004 B-437
A:560
1TKT, 2,6 2004 B:440
A:560
1TKX; 2,85 2004 B-440
A:560
1TKZ; 2,81 2004 B:440
A:560
1TLYD,; 2,9 2004 B:440
A:560
1TL3; 2,8 2004 5440
A:560
1TVE; 2,8 2004 B:440
A:558
1TVR,; 3 1997 B-427
A:560
1VRT; 2,2 1996 B:440
A:560
1VRU; 2,4 1996 B:440
2B5J; 2,9 2005 /;45128
2B6A; 2,65 2005 gigg
A:560
2BAN; 2,95 2005 5430
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Protein (PDB ID) | Coziiniirliik degeri | Depolandigi| Uzunluk
Kodu (Angstrom) Tarih (Amino asit)

A:560

2BE2; 2,43 2005 B-430
A:558

2HMI; 2,8 1998 B.430
) A:534
2HND; 2,5 2006 B:422
A:552

215J; 3,15 2006 B-429
2JLE; 29 2009 A,B:566
20PP: 2,55 2007 A542
’ ' B:427
A:563

2RF2; 2,4 2008 B-443
A:560

2RKI; 2,3 2008 B-440
A:557

2VG5; 2,8 2007 B-428
2V/G6: 3,01 2007 ASST
' ’ B:428
A:557

2VGT; 2,82 2007 B-428
A:560

2WON; 2,8 2010 B-440
2YKM: 2.9 2011 A: 562
’ ' B: 428

A: 562

2YKN:; 2,12 2011 B 428
A: 563

2YNG; 2,12 2013 B 447
A: 563

2YNH; 29 2013 B 447
A: 563

2YNI: 2,49 2013 B 447
A:557

27D1; 1,8 2008 B.428
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Protein (PDB ID) | Coziiniirliik degeri | Depolandigi| Uzunluk
Kodu (Angstrom) Tarih (Amino asit)
A: 563
3C6T,; 2,7 2008 B-443
A: 563
3C6U; 2,7 2008 B-443
3DI6; 2,65 2008 A: 561
’ ’ B: 440
A:560
3DLE; 2,5 2008 B-440
A:560
3DLG; 2,2 2008 B-440
A:563
3DRP; 2,6 2008 B-443
A:561
3DYA; 2,3 2008 B-440
3E0L; 2,95 2008 a0
’ ’ B:440
A:561
3FFI; 2,6 2009 B-441
A:556
3HVT; 2,9 1994 B.428
A:563
3I0R; 2,98 2009 B-443
A:563
310S; 2,7 2009 B-443
A:555
3IG1; 2,8 2010 B-428
A:558
3IRX; 2,8 2010 B-478
31S9; 2,55 2010 gigg
3ISN; 2,5 2010 gigg
A,C:560
3ITH; 2,8 2010 B.D:427
A:560
3KJV; 3,1 2010 B-452
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Protein (PDB ID) | Coziiniirliik degeri | Depolandigi| Uzunluk
Kodu (Angstrom) Tarih (Amino asit)
A:560
3KK1; 2,7 2010 B-452
A:560
3KK2; 29 2010 B-457
A:560
3KK3; 2,9 2010 B-452
A E I,
3KLF; 3,15 2010 .
B,F,J,
N:444
3LAK; 2,3 2010 A,B:560
3LAL; 2,51 2010 A,B:560
3LAM; 2,76 2010 A,B:560
3LAN; 2,55 2010 A,B:560
A:563
3LPO; 2,79 2010 B-443
A:563
3LP1; 2,23 2010 B-443
A:563
3LP2; 2,8 2010 B-443
3M8P: 2,67 2010 A1
’ ’ B:440
A:561
3M8Q; 2,7 2010 5.440
A:560
3MEC; 2,3 2010 B-440
A:560
3MEE; 2,4 2010 B-440
A:561
3NBP; 2,95 2010 B-440
A:560
3QIP; 2,0926 2011 B-440
3T19; 2,6 2011 A,B:563
A,C:556
3V4l; 2,7983 2012 B.D:428




Tablo 3’ iin devami

55

Protein (PDB ID) | Coziiniirlik degeri | Depolandigi| Uzunluk
Kodu (Angstrom) Tarih (Amino asit)
A,C:556
3V6D; 2,7048 2012 B,D:428
A.C:556
3V81; 2,8503 2012 B,D:428
A:560
4B30:; 33 2013 B:441
A:560
4B3P; 4,839 2013 B:454
A:560
4B3Q; 5 2013 B:454
A:560
AITF; 2,5 2013 B:440
A557
41D5:; 1,95 2013 B:429
w )3 o A:564
, , B:442
A557
aLSL; 2,69 2013 B:428
A:563
ANCG; 2,58 2014 B:443
A.C:556
4PQU; 2,508 2014 B,D:428
A.C:556
4PUO; 2,901 2014 B,D:428
A,C:556
4PWD; 3 2014 B,D:428
A.C:556
4QOB:; 33 2014 B,D:428
A,C:556
ARSP; 2,894 2015 B,D:428
5CYM; 2,1 2015 Q:i%
SHLF; 2,95 2016 Q’g:.iii
A:556
1BQM 31 1999 B:430
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2.3. Materyal ve Yontem

Molekiiler docking, ilag kesfi i¢cin giderek daha onemli bir ara¢ haline gelmistir.
Bununla birlikte yeni ilaglarin kesfedilmesinde Autodock4 programi siklikla
kulanilmaktadir. Yapi temelli ila¢g tasariminda yapilan molekiiler docking caligmalar
cogunlukla CADD basamaklarindan biridir. Bu ¢alismada docking islemleri i¢in dncellikle
onceki ¢alismalar referans olarak alind1 ve propolis igerisindeki fenolik bilesikler arasinda
uygun se¢cim yapilmistir. Ardindan molekiiler docking yontemi ile belirlenen bu fenolik
bilesiklerle HIV-1 Ters transkriptaz enzimi arasindaki baglanma affinitesi analiz edilerek
enzimin aktif bolgesi belirlenmistir.

Molekiiler docking islemi igin ilk asamada HIV-1 Ters transkriptaz enziminin NCBI
veritabanindaki insana ait olan 3-boyutlu yapisi alindi. Daha sonraki agsamada ise, bu enzime
ait olan 3-boyutlu yap1 ile 8 adet fenolik bilesigin AutoDock 4.2 programi ile docking
islemleri gergeklestirildi. Bu islem sonucunda enzim-ligand arasindaki baglanma serbest
enerji ve inhibisyon sabiti degerleri hesaplandi. Ayrica bu enzim-ligand kompleks yapisinin

etkilesim baglanma bolgesindeki 6nemli amino asitler belirlendi.

2.3.1. Reseptor ve Ligandlarin Yerlestirme Islemi i¢cin Hazirlanmasi

[k asamada HIV-1 Ters transkriptaz enziminin NCBI veritabanindaki insana ait olan
3-boyutlu kristal yapisi alindi. Bunun i¢in HIV-1 Ters transkriptaz enzimine ait 3-boyutlu
protein yapilarmin ¢oziiniirliik degeri agisindan en iyi olan ayn1 zamanda mutasyon bolgesi
olmayan 3QIP kodlu protein yapisi ile ¢alisilmaya bagslandi. Ardindan, su molekiilleri
Discovery Studio 2017 S2 (Systemes, 2017) programi kullanilarak ¢ikartilip, PBD2PQR
(Dolinsky vd., 2004) programi ile fizyolojik pH kosularinda protonlanma yapilarak docking
(kenetlenme) islemi i¢in hazirlandi.

Propolisten elde edilen; Kafeik asit fenetil ester (Caffeic acid phenetyl ester (CAPE)),
Klorojenik asit (Chlorogenic acid), p-Kummerik asit (p-Coumeric acid), (-)-Epikatesin ((-)-
Epicatechin), Ferulik asit (Ferulic acid), p- Hidroksibenzoik asit (p-Hydroxybenzoic acid),
Protokatekuik asit (Protocatechuic acid), Qersetin (Quercetin) olmak {izere toplam 8 adet

fenolik bilesiklerin 3-boyutlu yapisina PubChem’den (Kim vd., 2019) erisilerek yapilar .sdf
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formatinda kaydedildi. Ardindan bu bilesiklere, Discovery Studio 2017 S2 (Systémes, 2017)

ile su molekiileri eklenerek, pdf formatinda kaydedildi.

2.3.2. Molekiiler Docking Yontemi

Docking prosediirii, hedeflenmis bir baglanma bdlgesinde, ligand yapisinin
konformasyonunun ve ydonlenmesinin tahminini igerir. Docking islemi, bir ligand yapisi i¢in
hedef olarak secilen proteine baglanma modunun belirlenmesi olarak da tanimlanabilir.
Docking islemi i¢in 3 boyutlu yapisi bilinen ligand ve proteinlere ihtiyag duyulur. Docking
programi kisaca 3 boyutlu yapilardan yola ¢ikarak, ligandi proteinin hedeflenen bdlgesine
yerlestirir ve bu yerlesim esnasinda meydana gelen enerji terimlerini siralar (Avaz, 2011).
Bu calisma i¢in AutoDock 4.2 programi kullanilmaistir.

Atom temelli bir docking metodu olan AutoDock, algoritma olarak genetik bir
algoritma kullanir. Genetik algoritmalar genel olarak molekiiliin yeni olusturulan bir
konformasyonu hakkindaki enerji ve geometri bilgilerini olusturulacak bir sonraki
konformasyona aktararak, en uygun konformasyonlarin elde eder. AutDock ile docking
hesaplamalari, hedef yap1 i¢cin atoma Ozel affinite haritalarini olusturmaya yarayan bir
AutoGrid hesaplamasi gerektirir. AutoGrid ile hedef molekiil oncelikle karelere boliinmiis 3
boyutlu bir sisteme (grid) yerlestirilir ve sonrasinda hedef molekiildeki tiim atom tipleri i¢in
afinite haritalar1 olusturulur. AutoDock programi bundan sonra hedef proteini bu harita
bilgileriyle taniyacaktir. AutoDock programi ligandin baglanma enerjisini hesaplamada yar1
deneysel bir serbest enerji kuvvet alan1 kullanir. Bu kuvvet alan1 Ki degerleri bilinen ¢ok
sayida protein-inhibitdr kompleksi ile parametrize edilmistir (Avaz, 2011).

Bu bilgiler dogrultusunda bu c¢alismada, Lamanckian Genetik algoritma ile 100
calisma adiminda gergeklestirilmistir. Bu islem sonucunda her bir olast konformasyon
durum i¢in baglanma ilgisi (afinitesi) ve baglanma serbest enerjisi (AG) hesaplanarak olusan
sonuglar degerlendirilmistir.

Bizim ¢aligmamizda ise ilk olarak referans (NVP) klasorii olusturuldu. Klasor igerisine
proteinin yapist (3qip-pgr.pdb), referans (NVP) ve diger 8 fenolik madde i¢in ayr1 ayri
ligandlarin yapist; autodock4.exe ve autogrid4.exe ¢aligma komut dosyalar1 eklendi.

Calisacagimiz 8 adet fenolik bilesik olmasi sebebiyle referans klasorle beraber 9 klasor



58

olusturuldu. Her bir fenolik madde i¢in 8 kez autodock tools programi kullanilarak docking
baslatildi.

Autodock programi agildiktan sonra ligand seg¢ildi.

raphics Edit  Select Display Color Compute Hydrogen Bonds Gad3D Help

AEY LS Gy E S

A0T42 Ligand  Flexble Residues  Gnd  Doclan Run  Analyze
T

(3
Dasheo: I
Tosion Tree  *
s .
Sal Aomatic Carbons #|  Choose
R4 oupn »|  Open as Rigid
T Quick Setup
% Al Molecules M
| Current Selection b 3 3 b b ATAY

Meod.: [None Time: 0391 Selected [ RN

Sekil 13. AutoDockTools grafiksel kullanict ara yiizii ile docking baglangici

Ligand output ile PDBQT olarak ayn1 dosyaya kaydedilir. Daha sonra tiim molekiiller
silindi.

,
i T4 AutoDockTools
| Fle 30 Gaphcs Edt Select

Display Color Compute Hydrogen Bonds Grd3D Help

HEY FCRN [ E[™ 6=

|.. 717 Ligand Flexible Residues  Grid Dm:lur Run  Analyze

DashBo:  'nput v
Torsion Tree (3
_be‘ Aromatic Carbans * | ¥||CMD w|
o
| Save as PDBQT..
¥ All Molecules %
Curent Selection LY} Randomiz Save as PDBQT
LA Oec

Mod [sht L  Time 1648  Setected: [N BT

Sekil 14. AutoDockTools grafiksel kullanici ara yiizii ile ligand ylikleme asamasi
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3qip-protein agilir. 3qip-proteinde ayn1 klasore kaydedildi.

ol =

File 3D Graphics Edit Select Display Color Compute Hydrogen Bonds Gnd3D Help

AEY £ CR Ral—— :E-',‘aﬁac‘

\0T4 2 Ligand Flexible Residues  Grid  Docking  Run Analyze
.—

DashBoard | AniMol | Tools Open GPF

e Set Map Types + KL

R FZz2 SLBC  GidBox Choose

VNN Other Options
on %% Output »
(m] Yole) Edit GPF

Mad D I 2381 alaciad

Sekil 15. AutoDockTools grafiksel kullanici ara yiizii ile protein ylikleme agamasi

Grid box’tan boyutlar x=38 y=35 z=40 olarak dimensionlar ayarlandi.

AutoDockTools 3
File 3D Graphics Edt Select Display Color Compute HydrogenBonds Grd3D Help

o |= Ve G & S I S = . = c
MAEY £¢ 82 E ledlried o

2 Ligand Flexible Residues Gnd  Docking

"

Run

DashBoard | AniMol | Tools Open GPF
Macromolecule *
Set Map Types * }
%% %%  OtherOptions.. > |Grid Pts per map: 57564
%%  Outpu * lints in x-dimension:

(=] Yele] Edt GPF
e I1T7387TT]

of points in y-di '

il ||35ml]|

of points in z-di ion:

[0y u
Spacing (angstrom): ML 037511

b

Center Grid Box: <offset>

x center. [0.0
y center. (0.0 l\‘|‘|\|‘\HVU
zcenter [0.0

Sekil 16. AutoDockTools grafiksel kullanici ara yiizii ile dimensionlarin segilmesi
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Dosya outputla dock.gpf formatinda kaydedilir. Edit- Delete sekmesinden tiim
molekiiller silindi. Docking sekmesinden proteini ve daha sonra ligand1 agilir, RUNS 100

olarak ayarlanir. Outputla Lamarckian GA (4.2) ile dock.dpf olarak dosya olusturuldu.

File 3D Graphics Edn Select Display Color

AEY £ Ee=e ik

DashBoard | AniMol | Tools Open DPF

r Macromolecule
Sel wjjcMe

Ligand >
=) gqu[ STLBCRMSL |
6t o) S Ak I Uiy —— e
Current Selection %% %% % Other Options || Sesadeted Amnsaling Population Size: [150
Output »  Local Search Parameters

e svurenoey S @0315

Ma.

um Number of g

Maximum Numbe:

Rate of Crossover: |08

GA Crossover mode: twc

Mean of Cau tribution for 0

Number of generations for picking

1
worst indmdual 0

Accept

Sekil 17. Lamackian GA (4.2) ile dock.dpf dosyasinin olusturulmasi

2.3.3. Git Bash Programi ile Komut Dosyas1 Olusturma:

Git bash programinda asagida yazildigi lizere ilgili komutlar verilerek dosya
olusturuldu.

cd Desktop/

Is

cd klasor adi/

Is

Jautogrid4.exe -p dock.gpf -1 dock.glg

Jautodock4.exe -p dock.dpf -1 dock.dlg
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MINGW64:/c/Users/zubeyde.coskun/desktop/ligand1 — O >

$ cd desktop/

$ 1s
desktop.ini 'Git Bash.Ink'=*

~/desktop

$ cd T1igandl/

~/desktop/1igandl
3 1s
3qip_pqr.pdbgt autodock4.exe* dock.d1g dock.glg
3qip-par.pdb autogrid4.exe® dock .dpf dock.gpf

~/desktop/1igandl
./autogrid4.exe -p dock.gpf -1 dock.glg

~/desktop/11igandl
$ ./autodock4.exe -p dock.dpf -1 dock.dlg

Sekil 18. Git Bash Programi ile komut dosyasi olugturma

Hazirlanan klasor i¢indeki “’dock.dlg’” dosyasi, word pad ile acildi.
Control F “’rmsd table’’ yazilarak ilgili degerler tablo olarak olusturuldu.

funct n, ¢ 101 .04 't Temperature, T
W A 2734 .61 kcal/smol at Temperature, T
energy., u .13 kcal/mol at Temperature,

5 9.15 kcal/mol/K at Temperature,

Sekil 19. Ligandlarin baglanma enerjisi kcal/mol ve Ki(uM) cinsinden
olusturulmasi

Klasorden 3qip protein metin dosyasi ile agilarak 3qip protein —ligl.pdb olarak yeni bir
dosya olusturuldu.

~Ligand I | Pharmacophores | Small Molecules | X-ray 9 -~

% Display Style

-~ Non-bond Interactior

3qip-par

Sekil 20. DSV ile proteinin tigiinciil yapisinin gosterimi
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2.3.4. Docking Sonug¢larinin Gorsellestirilmesi

Calismada kullanilan 8 ligand, RT enziminin aktif bolgelerine basarili bir sekilde
yerlestirildi. BIOVIA Discovery Studio ile elde edilen veriler sonucunda revers transkriptaz

enzimin aktif merkezine ligandlarin baglanma modlar1 ve her bir ligand i¢in 2 boyutlu

etkilesim goriintiileri olusturularak ve 3D yapilarina doniistiiriildii.

NVP (Referans) 1-Caffeic acid phenetyl ester (CAPE)
A% B
A:235 p
A5, e o k2 ity
, R A237
& k5 A5t
A: AY3s ' A5y
AH52 35 A
. ALES ALRBO. A 8s
L TYR .
iT 5 A:XBZ : 2
pro AR ; A0 Aﬁ? o 6.0 pue
/ - :
A ; A, LB,
%' 1 G
G
A:180 A:HO
Interactions T"tTr:::::lsWaals I Pi-pi Stacked
E ot b =P E m o =Pt
Pi-Pi Stacked 1 Pi-Alkyl
2- Chlorogenic acid 3- p-Coumeric acid
g
A8z
[
TR p A2
A:318 5
A AL £3%  A¥Fs
' Wt/
o, Ho : A:100 A:235
404 ] 5 VAL Vi
o J A: ‘é'l L
o 4 A8 A A5
T —Q |
A, A;X% Yar AltBo o HJ o
A1) AY3pB0. Avf}g AYB1 AN 33 AL :
GLY : :
A:190
5% )
o b ind — it ey [1 Carbon Hydrogen Bond
ij Carbon Hydrogen Bond 1 piAlkyl I conventional Hydrogen Bond [ | Pi-Alkyl

Sekil 21. Fenolik madde ligandlarinin 2 boyutlu etkilesim goriintiileri
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4-(-)-Epicatechin

L

d
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AB3s
At

A% 1 AI:'IBE;
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I piSigma
[ pi-Alkyl

5- Ferulic acid

L

qufh/@[83 A\:/fg\&e A&

a3l
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A
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ABs

6- p-Hydroxybenzoic acid
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A2
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Interactions

[ van der Waals

I Conventional Hydrogen Bond
[ carbon Hydrogen Bond

I Unfavorable Acceptor-Acceptor

8- Quercetin

A%

A8
it g5y,

A%

[ Pi-Lone Pair
I pi-pi T-shaped
] pi-Alkyl

Nevirapine

(11-Cyclopropyl-5,11-dihydro-4-methyl-6H-dipyrido[3,2-b:2",3"-e]
[1,4]diazepin-6-one)

HO EMD

HO

Caffeic acid phenetyl ester (CAPE)

(2-Phenylethyl (2E)-3-(3,4-dihydroxyphenyl)acrylate)

Sekil 22. NVP ve 8 Fenolik maddelerin kimyasal yapilari
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Sekil 22’ in devami
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((—)-cis-3,3",4,5,7-Pentahydroxyflavane)

H O OH
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Protocatechuic acid
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(Protocatechuic acid ethylester)

HO

HO
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(trans-4-Hydroxycinnamic acid)

-
4CO N0

Ferulic acid

(trans-4-Hydroxy-3-methoxycinnamic acid)

Quercetin

(2-(3,4-Dihydroxyphenyl)-3,5,7-
trihydroxy-4H-1-benzopyran-4-

one,3,3',4',5,6 Pentahydroxyflavone)
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H-Bonds
Donor

Acceptor.

Caffeic acid phenetyl ester (CAPE)

TRP229

H-Bonds

Donor

Acteptorl

Caffeic acid phenetyl ester (CAPE)

H-Bonds
Donor

Accemel

Chlorogenic acid

TRP229

H-Bonds
Donor

Acceptor.

Chlorogenic acid

Sekil 23. RT enzimine yerlestirmede ligandlarin 3 boyutlu ligand-reseptor etkilesimleri
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H-Bonds

Donor
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Sekil 23’ iin devami

H-Bonds
H-Bonds Doror
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Ferulic acid Ferulic acid
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Donor Donor
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Sekil 23’ iin devami

H-Bonds
Donor

Accepior.
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H-Bonds
Donor

Acceptml

Protocatechuic acid

H-Bonds

Donor
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H-Bonds
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3. BULGULAR VE TARTISMA

Yapilan ¢alismalar sonucu, her bir ligand i¢in ayn1 docking basamaklar1 uygulanarak

Tablo 4’teki degerler elde edildi.

Tablo 4. 3QIP yapisina yerlestirilen molekiillerin kcal/mol cinsinden skorlari

Numarasi ADI Baglanma Ki(uM)
Enerjisi(kcal/mol)
Referans NVP -8,81 kcal/mol 34,773 uM
1 Caffeic acid -8,65 kcal/mol 45,852 uM
phenetyl ester
(CAPE)
2 Chlorogenic acid -7,14 kcal/mol 5,79 uM
3 p-Coumeric acid -5,99 kcal/mol 40,33 uM
4 (-)-Epicatechin -6,15 kcal/mol 31,21 uM
5 Ferulic acid -6,00 kcal/mol 39,66 uM
6 p-Hydroxybenzoic | -4,99 kcal/mol 219,76 uM
acid
7 Protocatechuic acid | -4,82 kcal/mol 292,02 uM
8 Quercetin -7,15 kcal/mol 5,78 uM

Giliniimiizde AIDS ve buna sebep olan HIV viriisii ile ilgili bir¢cok ¢alisma yapilmistir.
Yapilan inhibitér ¢alismalarinin sonucunda AIDS hastaliginin tedavisi tam olarak
bulunamamigstir. Sadece ilerlemesini durdurabilecek ya da etkilerini en aza indirmeye
yonelik neticelere ulagmislardir. Bilgisayarli kimya giiniimiizde birgok bilimsel alana hitap
etmektedir. Molekiiler docking programlari da HIV iizerinde kullanilan bir bagka yontemdir.
Asagida ¢alismamiza konu olan molekiiler docking ve belli bir siireden bu yana stire gelen
calismalar ile ilgili ¢esitli bilgiler verilmis bulunmaktadir.

Delelis ve ark. (2008)’de yaptig1 ¢alismada komplementer DNA zincirinin ¢ok 6zel
Tetramerik HIV-1 integrazdan bahsetmislerdir. Yapmis olduklar1 bu ¢alismada integraz
tarafindan komplementer dizinin bagarili bir sekilde pargalandigindan bahsetmislerdir.
Simetrik dizinin retroviral DNA dairelerinin  2-LTR birlesimine denk geldigini
bildirmiglerdir. Cikan bu sonuglarda integraz tetramerizasyonun DNA komplementer ig

ayrimi sirasinda 2-LTR bagi igerdigini ve diizenlenmis entegrasyon bolgesinde palindromik
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zincirin  smirlandirilmis  ayriminin  retroviral integrazlarin genel fiziksel aktivitesi
olabildigini DNA tarafindan gii¢lii bir sekilde desteklendigini ifade etmislerdir.

Marinello vd. (2008) yaptig1 ¢alismalarda Elvirtegravir ve Raltegravir’in HIV-1’in
ilaglara direngli mutantlar ve integraz katalitik tepkimesi ile karsilagtirilmasi iizerinde
calismiglardir. Calisma sonrasinda kataliz 6zelliginde olan ilaglar ile IN (integraz)
mutantlariin  direnci arasinda ters iligki oldugunu farketmislerdir. Raltegravir’in
Elvirtegravir’den daha giigsiiz oldugunu agiklamislardir. Fakat buna ragmen HIV’ in viicuda
dagilmasini engelleyemediklerini belirtmislerdir.

Cocohoba ve ark. (2008) de yaptigi calismalarda raltegravirden bahsetmistir.
Raltegravirler, integrazin ilk inhibitorleridir. Calisma sonucunda raltegravir’in HIV
replikasyonundaki temel zincir-transfer aktivitelerinin engelleyip durdurudugunu
acgiklamislardir.

Healy vd., (2009) galismalarinda L-kikorik asit (L-CA) iizerinde durmuslardir.
Bidentate katesol tiirevi olan L-kikorik asit (L-CA), ayn1 zamanda potansiyel bir HIV-1 IN
inhibitort olarak tamimlanmistir. Bu potansiyeli Autodock4.0 serbest enerji fonksiyonunu
kullanarak agiklamiglardir. Sonuglarin da deneysel verilerle uyumlu oldugunu
bildirmiglerdir. En iyi yerlesme skoru veren ve alfa, beta-doymamis esterin s-Cis
konformasyonunun daha kararli konformer oldugunu ¢alisma sonucunda belirtmiglerdir.

Craigie (2011) integraz enziminin fonksiyonlar1 ve mekanizmasi {izerine ¢alisma
yapmustir. Bunun sonucunda integrazin DNA kesim ve birlestirme asamalar1 ile yapay
kosullardaki aktiviteleri hakkinda bilgi vermistir.

Anda vd. (2013) integraz inhibitérleri olan Elvitegravir ve Raltegravir dolutegravirin
direncine deginmislerdir. Bu viral ¢alismayla, Elvitegravir ve Raltegravir dolutegravirin
inhibitorlerinde 6nemli kat artiglar1 oldugunu aciklamislardir. Yapisal modelleri belirleyerek
antiviriis gili¢ lizerindeki etkileri tartismiglardir (Felix De Anda vd. 2013).

Dow ve Bartlett (2014)’te yaptig1 calismalarla Dolutegraviri ele almiglardir. HIV’in
tedavisinde Dolutegravir, ikinci nesil zincir- transfer integraz inhibitorii olarak gorev
yapmaktadir. Dolutegravirin FDA onayli tek ikinci kusak entegre zincir transfer inhibitorii
(INSTI) oldugunu agiklamiglardir. INSTI kullanmayan fakat tedavi gormiis hastalar ile
yapilan klinik deneyler sonucunda doltegravirin giinde 50 mg ‘1, giinde iki defa 400 mg alana

gore ustiinlik kanitladigr gozlemlenmistir (Dorthy vd., 2014).
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Costi vd., (2014) ise, HIV-1 inhibitorii olarak bazik kinolinonil diketo asit tiirevlerinin
revers transkriptaz ve integrazin RnAz H fonksiyonuna gore aktiviteleri iizerinde
durmuslardir. HIV-1 inhibitorleri olarak antiviral temel kinolinonil diketonun bir dizi asit
tiirevlerini sekillendirmislerdir. Inhibitérlerin de HIV-1 Rnaz H'yi diisiik mikromolar ile
inhibe ettigini rapor etmislerdir.

Shah ve ark. (2014)’da Raltegravir ve Elvitegravir lizerine ¢aligma yapmislardir. Bu
ilaglarin tedavi amacli olarak, hastaligin baslangic asamasinda secildigini bildirmislerdir.
Ilag direnglerinin diisiik oldugunu, yeni nesil ilag olan Dolutegravirin direncinin daha yiiksek
oldugunu belirtmislerdir. Dolutegravir’in Uluslararas1 Gida ve ila¢ Yoénetimi tarafindan
Agustos 2013 yilinda onaylandigini ¢caligmalarinda ayrica ifade etmislerdir.

Smith vd. (2014) yilinda revers transkriptaz ve integraz inhibitorlerinin hizh
goriintliilenmesi tizerinde ¢alismislardir. Burada, bazi anti-HIV ilaglar1 onaylanmis olmasina
ragmen, toksisite ve ilag direnci ile ilgili problemler mevcuttur. Burada, bir bilesigin WT
(yaban tip) ve mutant viral suslara karsi hiicresel sitotoksisitesini ve etkinligini hizli bir
sekilde belirlemek icin kullanilabilecek etkili bir tahlili tarif etmektedirler. istenen hedef
hiicre hattin1, 96 oyuklu bir plaka igine ekip ve 24 saat inkiibasyondan sonra, test edilecek
bilesiklerin seri olarak seyreltilerini ilave etmislerdir. Anti-HIV analizleri i¢in, hiicrelere
lusiferaz eksprese eden WT veya ilaca direngli HIV-1 vektoriiniin 6nceden belirlenmis bir
miktarin1 eklemislerdir. Sitotoksisite, bir ATP bagimli liiminesans deneyi kullanilarak
oOl¢iillip bilesiklerin enfeksiyon lizerindeki etkisi, varsayilan inhibitorlerin varliginda veya
yoklugunda lusiferaz miktarinin belirlenmesiyle ol¢iildiigiinii belirtmislerdir. Bu tarama
testinin tamamlanmasinin dort giin siirdiigiinii ve birden fazla bilesigin paralel olarak
taranabilecegini belirtmislerdir. Bilesikler li¢ kopya halinde taranip veriler hedef bilesiklerin
yoklugunda enfeksiyon/ATP seviyelerine normallestirilir. Bu teknigin potansiyel anti HIV
bilesiklerinin etkinliginin ve toksisitesinin hizli ve dogru bir sekilde dl¢iilmesini sagladigini
gostermislerdir.

Seki vd. (2015) yilinda yaptig1 ¢calismalarda Raltegravir ve elvitegravirin etkilerinin
gen mutasyonlarma kars1 direnci ve laboratuar ortaminda dolutegravirin direncinden
bahsetmislerdir. Burada yeni onaylanan Dolutegravirinin, Raltegravir ve Elvitegravirden
daha avantajli oldugundan bahsetmislerdir. HIV’in Raltegravir ve Elvitegravire kars1 yiiksek

direng gosterdigi, Dolutegravir’in ise daha sinirli direng gosterdigini vurgulamiglardir.
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Sonu¢ olarak dolutegravirin laboratuar ortaminda direncinin azaltilabildiginden
bahsetmiglerdir.

Ercan (2016), yeni tasarlanan ve daha onceden ¢alisilmis bazi anti-HIV integraz
ligandlarinin Autodock vina programi ile HIV-1 integraz enziminin katalitik 6z bolgesine
yerlestirilmesi ve analizleri ile ilgili ¢aligmalar yapmistir. Bu ¢alismada HIV-1 integraz
enziminin katalitik 6z bdlgesinin bir modelini hazirlayarak molekiiler dinamik
simiilasyonuyla davraniglarini incelemistir. Bu modeli hedef alarak, yeni gelistirilen 6
ligandin yani sira, bilinen ancak HIV-1 integraz inhibitér adayi olarak ilk defa kullanilan 4
ligand ve daha once teorik ve/veya uygulamali olarak calisilan 32 ligand1 yerlestirmistir.
Bunun sonucunda proteinlerin ligandlarla olan etkilesimlerini incelemistir. Yeni gelistirilen
ligandlardan LGA, LGD ve LGE’nin ortalamanin {izerinde bir yerlestirme skoruna sahip
oldugunu belirtmistir.

Shuang-Xi Gu vd. (2016) yilinda yaptigi ¢alismalarda HIV’in tasarlanmis ikili
inhibitorlerinden bahsetmislerdir. Son zamanlarda ¢ok hedefli ilaglarla ilgili tasarlanmig
inhibitorlerin daha oncelikli oldugunu belirtmislerdir. Bunlarin yap1 aktivite iligkilerini
aragtirmislardir. Revers Transkriptaz RNA’dan DNA iiretmekte, integraz ise HIVin viicutta
yayilmasini saglamaktadir.

Sanna ve arkadaslarinin (2018) yilinda yaptig1 calismalarda arastiricilar, HIV-1 revers
transkriptaz ve integraz inhibitorlerinin, endemik bir sardalya tiirii olan limonium
morisianum arrigoni kaynakli ilaglarindan bahsetmislerdir. Sonu¢ olarak bu bitkinin
potansiyelini ileri arastirmalara layik degerli bir HIV-1 ila¢ kaynagi olarak 6nermislerdir.

Carera ve ark. (2018) yilinda HIV revers transkriptaz ve integraz igin potansiyel ¢ift
inhibitorlerin molekiiler modellemesi ile ilgili ¢calismalar yapmislardir. Yapilan ¢aligmalar
sonucunda 31 sentetik bilesige erisip bunlar1 RT ve IN ikili inhibit6rii olarak énermislerdir.
Onerilen bu bilesiklerin RT’ yi inhibe ettigini ve IN”in de katalitik aktivitesini dengesiz hale
getirdigini 6ne stirmiiglerdir.

Enzim ile ligand arasindaki baglanma intermolekiiler kuvvetler ile gerceklesir. Bu
etkilesimler giicliiden zayifa dogru kovalent, iyonik veya elektrostatik, hidrojen bagi, Van
der Waals ve hidrofobik etkilesimler olarak siralanabilir. Katalitik olarak amino asitlerin
karboksil grubuyla hidrojen bagi yapan hidroksil grubu bir¢ok aspartik proteaz inhibitoriinde

bulunan ortak bir noktadir. Dipeptid taklit¢isi (mimetik) olarak hidroksietilen izosterlerinin
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(ayn1 sayida atom ve degerlik elektronu igeren yapilarin) yapiya eklenmesi yliksek secicilikte
ve etkin HIV proteaz inhibitorlerinin gelistirilmesini saglamigtir (Carera vd., 2018).

2001 yilinda Akao vd. tarafinda gergeklestirlen bir ¢alismada, sentezlenmis bir dizi
HIV proteaz inhibitdriiniin ii¢ boyutlu yapilar1 (Sybyl molekiiler modelleme programi ile
cizilip optimize edilerek) elde edildikten sonra AutoDock programi ile HIV proteaz yapisina
doking yapilmis ve elde edilen baglanma afinitesi degerlerinin deneysel olarak elde edilen
Ki degerlerinden tiiretilen baglanma enerjisi degerleri ile korelasyonu incelenmistir. Diisiik
baglanma enerjisi gdsteren yapinin kimyasal 6zelliklerinin protein yapisinin aktif bolgesinin
kimyasal yapisi ile uyumu incelenmistir. Ligandin baglanma modunda aktif bdlge amino
asitleri ile yaptig1 hidrojen baglar1 ve hidrofobik etkilesimler tespit edilmistir.

Genellikle, molekiiler yerlestirme, HIV-1 direnci ¢alismalarinda iki ana amag icin
kullanilir. ilk olarak, bu prosediirii kullanarak, yazarlar deneysel olarak test edilmis
inhibitorlerin bir protein ile etkilesimini agiklamaya calisirlar. Su anda, bu tiir ¢aligmalar
deneysel bulgularla birlikte yaygmn olarak kullanilmaktadir ve ligand-protein
etkilesimlerinin anlagilmasinda 6nemli goriinmektedir. Ikincisi, yeni ters transkriptaz
inhibitorlerini bulmak icin sanal taramada molekiiler yerlestirme kullanilir. Ikincisi
genellikle  diger hesaplamali  ve/veya deneysel yoOntemlerle kombinasyonu
gerektirir. Burada, molekiiler yerlestirmenin her iki uygulamasini da tartisiyoruz.

Bizim calismamizda ise, ligandlarin olusturulmasi ve yerlestirilmesine baslamadan
once HIV-1 Revers transkriptaz enziminin amino asit sekans bilgisi dogrultusunda PDB
veritabaninda mevcut 120 adet yapi bulunmustur. Bunun i¢in HIV-1 Revers transkriptaz
enzimine ait 3-boyutlu protein yapilarinin ¢oziiniirlik degeri agisindan en iyi olan ayni
zamanda mutasyon bolgesi olmayan 3QIP kodlu protein yapisi ile caligilmaya karar
verilmistir.

Yapilan docking analizlerine gore, referans bilesigin (Nevirapin) baglanma bolgesi
literatiirde HIV-1 Revers transkriptaz enzimi i¢in tanimlanan baglanma bolgesi ile uyumlu
bulunmustur (Lansdon vd., 2011). RT enzimine yerlestirilen ligandlar -4,82 kcal/mol ile -
8,81 kcal/mol arasinda skorlar elde etmistir.

Sonug¢ olarak, AIDS tedavisinde ilaglarda siklikla kullanilan Nevirapin degeri
calismamizda -8,81 kcal/mol bulunurken ona en yakin skoru elde eden CAPE bilesigi -8,65
kcal/mol ile referans molekiile en yakin baglanma affinitesi gdsteren fenolik bilesik

olmustur.
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Calismamizda ise, RT enzimine yerlesmede en iyi skoru elde eden CAPE ligand: aktif
bolgeye baglanarak LYS101 ile iki, LYS103 ile bir hidrojen bagi yapmaktadir. LYS101 1.91
A uzunlugunda, LYS103 ise 1.66 A uzunlugundadir. Hidrojen bagi, makromolekiiler
yapilarda her yerde bulunur ve hidrojen baglarinin sayisi ve tipinin ligand ile komplekslerin
stabilitesi i¢in belirleyici faktorler oldugu bilinmektedir. Hidrojen baginin atomik mesafeleri
2 A’ dan daha diisiiktiir. Diger etkilesimler ise, VAL106, PRO95, LEU100 rezidiisii ile 7-
alkil (hidrofobik) etkilesimleri, TYR181 n- 7 ( elektrostatik) etkilesimi yaparken, TRP229
rezidiisii ile - 7 (elektrostatik) etkilesimi ve n- ¢ (hidrofobik) etkilesimi yapmaktadir. Pi-
katyon, Pi-anyon, Pi-sigma, Pi-Pi istifleme, Pi- akil ve Pi-Pi-T seklinde olan etkilesimler
>3.0 A' Iik bag uzunlugu ile karakterize edilir (Milanovi¢ ve digerleri, 2021; Panigrahi ve
Desiraju, 2007).

CAPE ligandin1 sirasiyla -7,15 kcal/mol ile Quercetin,  -7,14 kcal/mol ile de
Chlorogenic acid bilesigi referans molekiile en yakin baglanma affinitesi gosteren diger 2
fenolik bilesik olmustur.

Quercetin, LYS101 ve LYS103 ile konvensiyonel hidrojen bagi, LEU100, LEU234 ve
VALI106 ile m-alkil (hidrofobik) etkilesim, TYR181 ile n-lone pair (hidrofobik) etkilesim,
TYR318 ile n- © T- shaped (hidrofobik) etkilesim, PRO95 ile VVan Der Waals bag1 yapmustir.

Chlorogenic acid VAL179 ile bir, LYS101 ile iki hidrojen bagi, LEU234 ile r-alkil
(hidrofobik) etkilesimi yapmaktadir. TYR181 ve TRP229 ile n- n (elektrostatik) etkilesimi
yapmaktadir.

Bizim g¢alismamiza benzer HIV-1 Revers transkriptaz enzimi ile yapilan docking
calismasinda (Ercan vd.,2020); ligand LYS101 ile konvensiyonel hidojen bagi TYRI181,
TRP229 ve LEU234 ile n-alkil (hidrofobik) etkilesimi yaptig1 goriiniirken;

Bir diger yiiksek lisans tez ¢caligmasinda (Senyigit, 2019) ise, RT enzimine yerlesmede
en 1yi skoru elde eden B099 ligandi1 Lys 101 ile ii¢ hidrojen bagi, Val106, Leu234, Pro225,
Vall79, Lys101 rezidiileri ile Alkil-Alkil etkilesimleri yapmustir. Leu100, Lys101, Lys103,
Pro236 rezidiileri ile karbon-hidrojen bagi, Leul00 rezidiisii n- ¢ etkilesimi, Tyr181, Tyr188,
Phe227, Trp229, Vall79, Vall06, Pro225, Pro236 rezidiileri ile m-alkil etkilesimleri
yapmistir. Ayrica Lys103 ve Pro236 rezidiileri ile halojen etkilesimi yaptig1 goriilmektedir.

Bir diger benzer ¢alismada (Vladimir P. vd., 2018) ise, bir dizi diarilpiridin tiirevi
(DAPY'ler) sentezleyerek ve yaban tip RT ve bes RT mutant varyantina kars test etmislerdir
(Yang J. vd., 2015). Yirmi bir bilesik, RT'nin yaban tip varyantina kars1 orta derecede inhibe
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edici aktivite gosterdigini ve ti¢ bilesik, hem yaban tip hem de K103N RT varyantlarina karsi
aktif oldugunu bulmuslardir. RT'nin yaban tip ve K103N mutant varyantlarindaki en aktif
bilesigin molekiiler kenetlenmesi, olas1 baglanma modunu netlestirmek i¢in kullanarak elde
edilen sonuglara gore, incelenen bilesik, hidrofobik alt cebin i¢inde Tyr181, Tyr188, Phe227,
Trp229, Leu234, Pro236, Tyr318rezidiilerinin yakininda yer almakta ve bunlarla etkilesime
girdigini belirtmislerdir. Bu sonuglar, NNRTI'lerin allosterik baglanmasi i¢in hidrofobik
temaslarin 6nemi hakkindaki hipotezleri kismen desteklemektedir. Ayrica, yerlestirme
sonuclari, calisilan bilesigin NNRTI baglama cebinin girisinde Glul38 ve Lysl01 ile
etkilesime girdigini ve bdylece mutant K103N varyantlarinda aktivite kaybin1 dnledigini
varsaymay1 miimkiin kilmistir.

Bizim ¢alismamizda ise RT enzimine yerlesmede en iyi skoru elde eden CAPE ligand1
ve diger fenolik bilesik olan Chlorogenic acid, LYS101 ile iki hidojen bagi, Quercetin ise
LYS101 ile konvensiyonel hidrojen bagi yapmistir. Ayrica, LEU234 rezidiist ile m-alkil
(hidrofobik) etkilesimleri, TYR181 m- m ( elektrostatik) etkilesimi yaparken, TRP229
rezidiisii ile - m (elektrostatik) etkilesimi ve mn- o (hidrofobik) etkilesimi yapmaktadir.
Ayrica VAL106, PRO95, LEU100 rezidiisii ile m-alkil (hidrofobik) etkilesimleri yapmasi
diger calismalarla benzerlikler gosterdigine kanittir.

Vadivelan ve arkadaslarinin ¢aligmasinda, 10.000 yap1 kimyasal bilesikten olusan bir
kiitiiphaneyi taramak icin yerlestirme dahil olmak iizere ¢esitli hesaplama yontemleri
kullanild1 (Vadivelan S. vd., 2010). Molekiiler yerlestirme, 6nceki agsamalarda filtrelenen 77
bilesik i¢in baglanma afinitesini arastirmak i¢in taramanin en son asamasinda
kullanildi. Daha ileri testler i¢in en gii¢lii bilesikleri se¢gmek i¢in uygun konformasyonlar
analiz edildi. Bu ¢alisma, HIV RT'nin direngli varyantlarini kullanan deneysel testler
hakkinda herhangi bir veri icermemektedir. Bununla birlikte, bu ¢alisma, sanal bir tarama
prosediirii ile birlestirilmis bir dizi hesaplama yontemini igerdiginden, daha fazla analiz i¢in
ilgingtir. Ayrica, bilinen HIV RT inhibitorleri kullanilarak geriye doniik dogrulama ve yeni
sentezlenmis bilesikler kullanilarak ileriye doniik dogrulama gerceklestirilmistir.

Ozellikle Tintori ve ark. (Tintori C. vd., 2016) molekiiler yerlestirme Gold yazilimi
(Verdonk ML. vd., 2003). RT p51-p66 dimerizasyonunun potansiyel inhibitérleri olan
tetrahidropirimido[2,1-f]purindion analoglarinin bir kimyasal kitapliginin sanal taramasini
gerceklestirmek i¢in kullanildi. Potansiyel baglanma bdlgesi, p66'nin triptofan acisindan

zengin bir bolgesine karsilik geldi ve bu, dimerizasyon sirasinda p51-p66 etkilesiminde yer
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aldigim diisiindiirdii. Bilesiklerin yapilari, yerlestirme puanlarina gore diizenlendi ve ayrica
manuel olarak incelendi. p51-p66 etkilesiminde yer alan en 6nemli kalintilarin W402 ve
W410 oldugu varsayilmistir. Bu kalintilarla potansiyel olarak etkilesime giren bilesiklerin
yapilari, daha ileri in vitro testler i¢in segildi. In vitro ¢alismalar, yerlestirme prosediiriiniin
sonuglarint dogruladi.

Bu nedenle, molekiiler yerlestirme algoritmalarinin, RT'nin mutant varyantlarina karsi
aktif olan bilesiklerin otomatik se¢imine yoOnelik uygulamalar1 oldukg¢a talep
gormektedir. Daha 6nce bahsedildigi gibi, bir dizi ligandin, her proteinin bir dizi mutasyon
igerdigi bir dizi proteine Kenetlenmesi gerekiyorsa, ligand ve protein komplekslerinin sayisi
oldukga yiiksektir. Bu nedenle, RT inhibitorlerinin sanal taramasi igin molekiiler
yerlestirmenin sistematik uygulamasi, 6nemli miktarda bilgi islem kaynagi gerektirir ve bu
nedenle biiylik veri yaklagimlari ve bunlarin kimyasal bilisim alanindaki uygulamalar ile
ilgilidir.

Ozet olarak, HIV-1 RT ve HIV-1 IN ilaglarin1 sablon olarak kullanmanin temelini
olusturabilir. Yerlestirme ile elde edilen baglayici serbest enerjiler olmasina ragmen
yontemler énemlidir, sonuglar daha da gelistirilebilir Molekiiler Dinamik Simiilasyonlari,
MM/PBSA hesaplamalari ile test edilebilir. Ligandlar enzim baglama bdlgelerine basariyla
yerlestirildi. Yerlestirme sonuglar1 enzim igin cesaret vericiydi. RT'deki amino asit
ikameleriyle iligkili HIV-1 direncinin ortaya ¢ikmasi, HIV-1 RT'nin belirli bir yapist ile ilag
direnci arasindaki iligkileri aciklayan yeni yaklasimlarin gelistirilmesini gerektirir. Bu
veriler, yeni HIV-1 RT inhibitorlerinin daha da gelistirilmesi ve/veya HIV-1'in antiretroviral
ilaglara kars1 direncinin tahmini i¢in uygulanabilir (Geronikaki A. vd., 2016).

Sonug olarak, RT enzimi i¢in ligandlarin aktif bolgelere uygun sekilde yerlestigi,
yerlestirme skoru -8,65 kcal/mol olup diger ligandlarin enzim ile etkilesimleri Tablo 4’te ve
Sekil 23°te gosterilmistir. Ligandin referans molekiile yakin olmas1 ve enzimin tanimlanan
baglanma bolgesine uygun bulundugu goriinmektedir. Ligandlarin reseptore baglandig:

amino asitler ise asagidaki Tablo 5’te gosterilmistir.
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Tablo 5. Ligandlarin reseptdre baglandigi amino asitler

Numarasi ADI Reseptore Baglandigi Amino asitler
1 Caffeic acid LYS101 PRO95
phenetyl ester LYS103 LEU100
(CAPE) VAL106 TYR181
TRP229
2 Chlorogenic acid VAL179 LEU234
LYS101 TYR181
TRP229
3 p-Coumeric acid LEU100 LYS101
HI1S235 VAL106
4 (-)-Epicatechin LEU100 VAL106
LEU234 VAL179
HIS235 LYS101
5 Ferulic acid LEU100 VAL106
LYS101
6 p-Hydroxybenzoic | VAL106 TYR318
acid LEU100 HIS235
LYS101 LYS103
7 Protocatechuic acid | VAL106 LYS101
TYR318 LYS103
HIS235 LEU100
8 Quercetin TYR181 LYS103
LEU100 PRO236
LEU234 TYR318
LYS101 VAL106




4. SONUCLAR VE ONERILER

Diinya genelinde birgok salgin hastalik bulunmaktadir. Bunlardan en 6nemlilerinden
biri de siiphesiz AIDS hastaligidir. HIV-1 viriisii bu hastaliga sebep olmasi sebebiyle yasam
dongiisiinlin belli basamaklar1 hedef alinarak bir¢ok ilag tasarlanip giinlimiizde kullanimi
devam etmektedir.

Bilim insanlar1 tarafindan propolisin insan immiin yetmezlik viriisii (HIV) kaynakli
hastaliklar iizerine etki ¢alismalar1 yapilmistir. Yapisinda flavonoidler, fenolikler ve ¢esitli
aromatik bilesikler gibi ¢ok sayida biyokimyasal agidan zengin bilesenleri barindiran
propolis  ekstraktlarinin  antimikrobiyal, antikanserojenik, antiviral, antioksidan,
antikaryojenik, antiinflamatuar, yara iyilestirici ve anestezik etkiler gibi saglik acgisindan
olumlu etkilere sahiptir. Propolisin viral hastaliklarin tedavisinde kullanim potansiyeli
lizerine yapilan ¢aligmalardan, viral bir hastalik olan ve kiiresel bir sorun haline gelen AIDS
hastaliginin tedavisi i¢in oldukea ilgi ¢ekici bir alan olarak karsimiza ¢ikmasi ¢calismamizda
etkili olmustur.

AIDS hastaliginin gerek tedavisinde gerek hastalara etkileri acisindan birgok gligliigii
bulunmaktadir. Bunlardan en dnemlilerini ilaglarin yan etkileri ve viriisiin ilaglara karsi
gostermis oldugu direng olusturmaktadir. Bu sebeple bilim insanlari bu iki olumsuz 6zelligi
dikkate alarak ila¢ tasarlama ¢alismalarini siirdiirmektedir.

HIV-1 ters transkriptaz, iki alt birimden olusan bir heterodimerdir: p66 (560 amino
asit, aa) ve p51 (440 aa). p51 alt biriminin, viral proteaz tarafindan boliinme yoluyla p66
alt biriminden olusturuldugu 6ne siiriilmiistiir (Wang J. vd., 1994). RT yapisal olgunlagma
ve dimerizasyon siireci incelenmistir (Boso G. vd., 2015). RT alt birimlerinin
dimerizasyonunun enzimin aktivitesi i¢in bir 6n kosul oldugu gosterilmistir (Wapling J.
vd., 2005, Morris MC. vd., 1999). Bu nedenle, RT yapisal olgunlagmasi, terapotik
miidahale i¢in ¢ekici bir hedef olarak kabul edilir ( Boso G. vd., 2015, Wapling J. vd.,
2005).

Molekiiler kenetlenmenin bir amag i¢in kullanildigt HIV-1 RT inhibit6rleri hakkinda
birgok caligma vardir. Cogu caligma, potansiyel inhibitoriin yaban tip RT ile molekiiler

kenetlenmesine yoneliktir.
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Bu tez ¢alismasi ile tasarlanan ligandlar filtrelenerek ilag olma &zelligine sahip
olabilecek propolisin yapisinda bulunan 8 fenolik madde ligand olarak Autodock4 programi
ile bir RT kristal yapis1 olan 3qip.pdb yerlestirildi.

1. Yerlestirme sonucunda CAPE ligand1 -8,65 kcal/mol’liik skor ile RT enzimine en iyi
baglanan ligand olarak belirlendi. Diger 7 ligandin da enzim i¢in iyi yerlesme skorlari
verdigi gozlendi. Sonug olarak HIV-1 revers transkriptaz igin inhibitér adayi olan
yeni ligandlarin tasarimi gergeklestirildi.

2. Bucalismada ilk defa molekiiler docking yontemi ile bazi propolislerde tanimlanmis
fenolik bilesiklerin HIV-1 Revers transkriptazi ile etkilesimleri ve inhibitor
olabilirlikleri belirlenmistir.

3. Ligand kiitiiphanesinin olusturulmasi i¢in, temel diisiincemiz molekiiler docking
calismalar1 sonuglarina gore iyi inhibitor etki gosteren fenoliklerin in vitro etkilerini
test edilmesine yonelik ¢alismalarin planlanmasini saglayabilmektir.

4. Daha oOnceleri yapilmig olan ¢alismalarda etki mekanizmasi ¢ogunlukla viriisiin
hiicre i¢ine girisini bloke etmeye yonelik iken bizim g¢alisma hedefimizde ise,
HIV’nin tek zincirli RNA’sm1 kalip olarak kullanarak komplementer DNA
yapmaktan sorumlu olan HIV-1 Revers transkriptaz enziminin inhibisyonuna
yonelik olmasidir. Dolayist ile hedefledigimiz yon itibariyle yenilik¢i ve timit vaat
edicidir.

Bu tez kapsaminda yapilan ¢alismalara ragmen etkilerin tam olarak belirlenebilmesi
i¢in ek ¢aligmalara ihtiyag¢ vardir.

Aydinlatilabilecek husus olarak propolis icerisindeki fenolik bilesiklerin
elektrokimyasal, fizikokimyasal ve ADMET (absorpsiyon, dagilim metabolizma, disar1
atilim ve toksisite) 6zelliklerinin detayli sekilde incelenip ilag aday1 olup olamayacaklari

yolunda daha net sonuglara varilabilir.
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