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OZGUN MAKALE / ORIGINAL ARTICLE

ANTI-APOPTOTIK PROTEIN ICIN YENI INHIBITORLERIN
IN-SILIKO YONTEMLERLE ARASTIRILMASI

INVESTIGATION OF NEW INHIBITORS FOR ANTI-APOPTOTIC PROTEIN BY IN-SILICO
METHODS

Mehmet Altay UNAL*

! Ankara Universitesi, Kok Hiicre Enstitiisii, 06520, Ankara, Tiirkiye

oz

Amac: Bu arastirma makalesinin amaci, terapotik miidahale icin yeni yollar kegfetmek iizere in-
siliko yontemler kullanarak anti-apoptotik protein inhibitorlerini incelemektir. Bununla birlikte ila¢
kesif siireglerini hizlandirmada hesaplamal yaklasimlarin potansiyelini vurgulamakta ve daha fazla
deneysel dogrulama igin umut verici adaylart belirlemek i¢in uygun maliyetli ve zaman agisindan
verimli bir strateji sunmay: hedeflemektedir.

Gere¢ ve Yontem: Bu calismada, onemli anti-apoptotik proteinleri hedef alan potansiyel
inhibitorleri belirlemek icin gelismis hesaplama teknikleri kullaniimistir. Molekiiler yerlestirmeden
yararlanarak, hedef proteinlerle baglanma ilgileri ve etkilesim modellerini tespit etmek igin ¢esitli
kimyasal Fkiitiiphaneleri sistematik olarak taranmistr Calisma, potansiyel ilag adaylarinin
tasarimini optimize etmek igin bu etkilesimlerin yapisal inceliklerini aydinlatmaya odaklanmigstir.
Sonug ve Tartisma: Bulgularimiz, yiiksek baglanma afiniteleri ve uygun farmakokinetik ozelliklere
sahip umut verici éncii bilesikleri ortaya ¢ikarmakta ve bunlart daha fazla deneysel dogrulama igin
aday olarak sunmaktadir. Bu ¢alismada elde edilen hesaplamalr i¢goriiler, anti-apoptotik protein
inhibizorileri hakkindaki artan bilgi birikimine katkida bulunmakla kalmaywp, ayni zamanda anormal
apoptotik diizenleme ile karakterize edilen hastaliklarla miicadelede yeni terapotiklerin rasyonel
tasarimi igin bir temel saglamaktadir.

Anahtar Kelimeler: Anti-apoptotik protein, inhibitér, in-siliko

ABSTRACT

Objective: The aim of this research article is to study anti-apoptotic protein inhibitors using in-
silico methods to discover new avenues for therapeutic intervention. It also highlights the potential
of computational approaches in accelerating drug discovery processes and aims to provide a cost-
effective and time-efficient strategy to identify promising candidates for further experimental
validation.

Material and Method: In this study, advanced computational techniques were used to identify
potential inhibitors targeting important anti-apoptotic proteins. Taking advantage of molecular
docking, various chemical libraries were systematically screened to detect binding interests and
interaction patterns with target proteins. The study focused on elucidating the structural subtleties
of these interactions to optimize the design of potential drug candidates.

Result and Discussion: Our findings reveal promising lead compounds with high binding affinities
and favorable pharmacokinetic properties and present them as candidates for further experimental

* Sorumlu Yazar / Corresponding Author: Mehmet Altay Unal
e-posta / e-mail: mehmetaltayunal@gmail.com, Tel. / Phone: +905339228714

Gonderilme / Submitted :31.12.2023
Kabul / Accepted :28.02.2024
Yayinlanma / Published : 20.05.2024


https://orcid.org/0000-0001-8607-5043

Ankara Ecz. Fak. Derg., 48(2): 498-504, 2024 Unal 499

validation. The computational insights obtained in this study not only contribute to the growing body
of knowledge on anti-apoptotic protein inhibitors, but also provide a basis for the rational design
of novel therapeutics to combat diseases characterized by abnormal apoptotic regulation.
Keywords: Anti-apoptotic protein, inhibitor, in-silico

GIRIS

Anti-apoptotik protein BCL-2, programlanmis hiicre 6liimiiniin diizenlenmesinde ¢ok 6nemli bir
rol oynar. BCL-2'nin Bax ve Bak gibi pro-apoptotik proteinlerin aktivasyonunu kisitlayarak apoptozu
engelledigi bulunmustur [1]. Ayrica, anti-apoptotik BCL-2 ve pro-apoptotik Bax arasindaki denge
apoptoz indiiksiyonunun diizenlenmesi igin gereklidir [2]. Calismalar ayrica BCL-2'nin endoplazmik
retikulumda kalsiyum homeostazimin korunmasinda rol oynadigim ve diisiik hiicre disi Ca?'nin
antiapoptotik etkisini azalttigin1 gostermistir, bu da sitozolik Ca2+ yiikselmesinin optimal ER havuzu
dolumu ve BCL-2 tarafindan apoptoz inhibisyonu igin gerekli olabilecegini diisiindiirmektedir [3].
Ayrica, Bim/Bcl-2 dengesinin naif ve hafizali T hiicresi homeostazini1 korumak i¢in kritik oldugu tespit
edilmis ve BCL-2'nin bagisiklik hiicresi diizenlemesindeki 6nemi vurgulanmustir [4]. Dahasi, BCL-
2'nin mikroRNA'lar tarafindan diizenlenmesi cesitli patolojik durumlarla iliskilendirilmistir. Ornegin,
yukar regiile miR-1183"in BCL-2 ailesindeki apoptoz proteinlerinin dengesini bozdugu, romatizmal
kalp hastaligi baglaminda apoptoz kaskad reaksiyonlarimin artmasina ve anti-apoptoz etkilerinin
azalmasina yol actig1 gosterilmistir [5]. Ayrica, BCL-XL ve MCL-1 anti-apoptotik proteinlerinin ikili
inhibisyonunun kanser hiicrelerinin sitotoksisitesini artirdigin1  gosteren c¢alismalarla BCL-2'yi
hedeflemenin terapotik potansiyeli arastirilmistir [6]. Ayrica, BCL-2'nin diger proteinlerle etkilesimi
de arastirilmistir. Ornegin, BCL-2'nin BCL-2 benzeri bir sekilde islev goren bir dizi sadece BH3
proteinini ve aktif Bax't bagladigi ve noétralize ettigi bulunmustur [7]. Ayrica, tlseratif kolitin iltihapli
kolon mukozasinda Bax'in asagi regiilasyonu, BCL-2'nin antiapoptotik etkisine karsi koyma ile
iliskilendirilmistir [8]. Sonug olarak, BCL-2 apoptozun 6nemli bir diizenleyicisidir ve diger proteinler
ve mikroRNA'lar ile karmagsik etkilesimleri, bagisiklik hiicresi homeostazi, kanser ve kalp hastaligi dahil
olmak {iizere ¢esitli fizyolojik ve patolojik siireclerde dnemli roller oynamaktadir.

GEREC VE YONTEM

Anti-apoptotik proteinin yapisi (PDB ID: 7YB7) PDB veritabanindan indirilmistir. Molekiil
yapilarinin benzerligi PubCHEM veritabanindan arastirilmis benzerlik oram1 %93 olacak sekilde
ayarlanmigtir. (Tablo 1). Protein yapisinin indirilmesi ve temizlenmesi i¢in Biovia Discovery Studio
program [9] kullanilmistir. Docking analizi igin Autodock [10] yazilimi ile vina [11] ve vinardo [12]
kuvvet alanlari, DFT hesabinda ise Gaussian [13] programi kullanilmistir (Versiyon G09), DFT
hesaplarinin gorsellestirmesinde Gausview5 [14] programi kullanilmistir. Ligandlarin 3 boyutlu yapilari
pubchem sitesinden indirilmistir.

SONUC VE TARTISMA

Tablo 2°de goriildiigii gibi, docking sonuglarina gore baglanma enerjisi en diisiik olan molekiil
(4R)-2-(2-benzamidopropan-2-il)-N-metil-4,5-dihidro-1,3-tiyazol-4-karboksamid (PubChemlID:
11141281)’dir. Tablo incelendiginde, Anti-apoptotik protein ait PDB ID: 7YB7 yapisinda bulunan
inhibitoriin (PubChem ID: 168654843) baglanma enerjisi -6.5 kcal/mol iken benzerlik taramasinda gore
bulunan (4R)-2-(2-benzamidopropan-2-il)-N-metil-4,5-dihidro-1,3-tiyazol-4-karboksamid (PubChem
ID: 11141281) adli molekiilin baglanma enerjisi -6.8 Kkcal/mol olarak bulunmustur. Docking
sonuclarinin analizinde sadece baglanma enerjisini dikkate almak yaniltici sonuglar dogurabilir. Sadece
docking skoruna gore yapilan analizler protein-ligand etkilesimi hakkinda sinirli bilgi erisimi saglar. Bu
sinirliliktan kaginmak icin ¢aligmaya konu olan protein ile 168654843 ve 11141281 ID’li molekiillere
ait ayrintil etkilesim analizleri yapilmistir. Sekil 1’e gore, 168654843 ID’1i molekiil TYR130 rezidiisii
ile hidrojen ve Pi bagi, TYR77 rezidiisii ve ALAS81 rezidiisii ile de Pi-Alkyl bagi yapmaktadir (Sekil 2A
ve 2B). SAS analiziyle bakildiginda (Sekil 2C) bag kurulan bu bolgelerin su ile etkilestigi, bag kuran
bolgelerin sui le etkilesme ihtimallerinin yiiksek oldugu goriilmektedir. Bu durum 80, 84, 85, 88, 89,
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92, 126 ve 129 no’lu rezidiilerle olan van der Waals etklesimlerinin etkisini azaltmaktadir. 11141281
ID’1i bilesik ile olan etkilesim incelendiginde LEU87 rezdiisii ile hidrojen ve alkil etkilesimleri oldugu
gorlilmektedir. MET65 rezidiisii ile kurulan pi-Sulfur etkilesimin baglanma enerjisine biiyiik katkisi
oldugu goriilmektedir. ALA99, ARG96, VALS3 rezidiileriyle Pi-Alkyl etkilesimleri bulunmaktadir.
TYRS58, GLU86 ve GLU64 rezidiilleri van der Waals etkilesimleri igerisindedir. SAS analizi
yapildiginda, baglarin yogun oldugu aromatik halka’nin proteinin SAS degeri diisiik kismiyla etkilesitgi
goriilmektedir. Bag yapilan bolge su ile daha az temas ettigi icin kurulan etkilesme nispeten daha giiclii
olmaktadir.

Tablo 1. Calismada kullanilan molekiillerin yapilari, molekiil formiilleri, molekiiler agirliklar1 ve 2D
gosterimleri

Molekiil MF* MA™ 2D Yapisi PubChem ID

N-(2-asetamidoetil)-4-(4,5-
dihidro-1,3-tiyazol-2-il)benzamid C14H17N302S | 291.37 g/mol % 168654843

S-[[4-[2-(metila- 2,_
mino)etilkarbamoil]-feniljmetil] | C1sH1N202S | 266.36 g/mol \—@—{_\_- 156074004

etanetiyoat ™"

S-[[4-(2-aminoetilkarbamoil)-
fenillmetil] etanetiyoat CazHisN202S | 252.33 g/mol 156038047
S-[[4-(2-aminoetilkarbamoil)-
fenil]metil] pentanetiyoat C15H22N2025 2944 g/mol 146404377
N-(2-asetamido-etil)-4-
etilsulfanil-metiljbenzamid | C1#H20N202S | 280.39 g/mol {\_}@—’J HI0AS5

(4R)-2-(2-benzamidopropan-2-il)- 5..,—
N-metil-4,5-dihidro-1,3-tiyazol-4- | CisHiNsO2S | 305.4 g/mol @“{_\_@j 11141281
karboksamit

2-[[4-(Pentanoilsiilfanil- o 4\ N 6,5+ 295.4 g/mol _\}\—@—{_H 167587006

metil)benzoillamino]etilazanium

* Molekiil Formilii ** Molekiil Agirlig:

Docking Sonug¢larinin Analizi

Tablo 2. Caligmada kullanilan molekiillerin docking skorlari

Ligand Baglanma Affinitesi kcal/mol | Baglanma Affinitesi kcal/mol
(PubChem ID) (Vina) (Vinardo)

11141281 -6.882 -5.786

168654843 -6.502 -5.043

167587006 -6.001 -4.615

119041195 -5.83 -4.812

156074004 -5.712 -4.952

156038047 -5.588 -4.766

146404377 -5.52 -4.269
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Sekil 1. 168654843 ID’li molekiiliin docking sonuglarinin 2 boyutlu (A), 3 boyutlu (B) ve SAS
gosterimi (C)
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Sekil 2. 11141281 ID’li molekiiliin docking sonuglarinin 2 boyutlu (A), 3 boyutlu (B) ve SAS
gosterimi (C)

168654843 ve 11141281 ID’li Molekiillerin Fiziksel ve Kimyasal Ozelliklerinin Analizi

Yapilan DFT hesaplar1 ile her iki yapi1 da ayrintili olarak incelenmistir. 168654843 ID’li
molekiiliin polar oldugu tespit edilmis ve dipol momenti 6.441854 Debye ve optimizasyon enerjisi -
1255.417971 Hartree olarak hesaplanmistir. Sekil 3A’da 168654843 ID’li molekiiliin optimizasyon
hesab1 sonucu elde edilmis kararli yapis1 goriilmektedir. Molekiile ait elektrostatik yiik haritas1 6nden
Sekil 2B ve arkadan Sekil 3C’de hesaplanmistir. Oksijenin bulundugu bolgede elektron dondrii olarak
davranma egiliminin yiiksek oldugu goriilmektedir. 2 boyutlu docking etkilesiminde de goriildiigii gibi
bu bolge protein ile hidrojen bagi kurmaktadir. Molekiiliin mavi kisimlarinin donér olarak davranma
potansiyelinin; ozellikle nitrojen atomlarmm bulundugu bolgede yiiksek oldugu goriilmektedir.
11141281 ID’li molekiiliin DFT hesaplari sonucunda (Sekil 4) bu molekiiliin de digeri gibi polar oldugu
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tespit edilmistir. Dipol momenti 1.058436 Debye ve optimizasyon enerjisi-1295.963944 Hartree olarak
hesaplanmistir. Optimizasyon enerjisi degerine gore 11141281 ID’li molekiiliin digerine gore daha
kararli oldugunu sOyleyebiliriz. Elektrostatik yiik haritasi degerlendirmesine gore 11141281 ID’li
molekiil de hem dondér hem de akseptor olarak davranma &zelligine sahiptir. Ancak, bu molekiiliin
negatif yiizeyi nispeten kiiciik oldugu icin akseptor olarak davranma kabiliyeti diger molekiile gore daha
azdir (Sekil 4B ve 4C).
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Sekil 3. 168654843 ID’li molekiile ait optimize yap1 (A), Elektronik yiik yogunlugu haritasinin 6nden
(B) ve arkadan (C) goriintiisii
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Sekil 4. 11141281 ID’li molekiile ait optimize yap1 (A), Elektronik yiik yogunlugu haritasinin 6nden
(B) ve arkadan (C) goriintiisii

Molekiiler diizeyde yapilan HOMO-LUMO etkilesimlerinin incelenmesinde ise 168654843 ID’li
molekiilde yiikiin, molekiiliin orta yerinde lokalize oldugu goriilmektedir (Sekil 5A ve 5B). Bu durum
etkilesimin etkinligini azaltmaktadir. Bu molekiilin HOMO orbitallerinde aktif olan fragmentler
Kikiirt, Azot ve Karbon elementleridir (Sekil 5C). 11141281 ID’li molekiilde, molekiil i¢in yiik transferi
oldugu goriilmektedir (Sekil 6A ve 6B). Basta bir deyisle molekiil i¢i yiik hareketliligi bu molekiilde
daha fazladir. Burada valans bandindan iletkenlik bandina daha hizli elektron aktariimakta ve molekiil
polarizasyonunu korumaktadir. Bu durum etkilesme aninda, etkilesmenin etkinligini arttirmaktadir ki
bu da docking etkilesme enerjilerinin verildigi Tablo1 kapsaminda gdsterilmistir. Bu molekiilin HOMO
orbitallerinde aktif fragmentler Kiikiirt, Azot, Karbon ve diger molekiilden farkli olarak Oksijen’dir
(Sekil 6C). Bu da molekiiliin Oksijen atomlarinin da akseptor olarak davranmasina neden olmaktadir.
Bu davranis afinite degerini, diger molekiile gore arttirmakta ve Tablo 1°deki degerin nedenini
aciklamaktadir.
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Sekil 5. 168654843 ID’li molekiile ait HOMO (A), LUMO (B) ve HOMO Fragment (C) ve LUMO
(D) Fragment gosterimi
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Sekil 6. 11141281 ID’li molekiile ait HOMO (A), LUMO (B) ve HOMO Fragment (C) ve LUMO
Fragment gosterimi

Sonug olarak, anti-apoptotik protein inhibitorlerine yonelik in-siliko arastirmamiz, diizensiz
apoptotik siireglerle kendini gosteren hastaliklarda terapdtik miidahale i¢in potansiyel yollara iligkin
degerli bilgiler saglamistir. Bu ¢alismada kullanilan hesaplama yontemleri ile 6nemli anti-apoptotik
proteinlere karst umut verici inhibitor Ozelliklere sahip yeni bilesiklerin tanimlanmasi ve
karakterizasyonu gosterilmistir. Molekiiler etkilesimlerin, molekiiler yerlestirme ve dinamik
simiilasyonlar1 yoluyla sistematik analizi, inhibitdrler ve hedef proteinler arasindaki etkilesimi yoneten
karmagik baglanma modellerin ve yapisal farklarin ayirt edilmesi saglanmistir. Bu yaklagim, gelismis
farmakokinetik profillere sahip giiclii ve secici inhibitorlerin rasyonel tasarimi igin kritik onem
tagimaktadir. Yiksek baglanma afinitesine sahip oncii bilesiklerin tanimlanmasi, deneysel dogrulama
i¢in Onciil bilgiler sunarak, hesaplama tahminlerinin somut farmasétik ¢oziimlere doniistiiriilmesinin
Oniinii agmaktadir. Hesaplama yontemlerinin ¢iktilar1 deneysel ¢alismalar ile tamamlandiginda, daha
verimli ve kolaylastirilmig bir ilag kesif siirecine olanak saglamaktadir. Hesaplamali biyologlar, tibbi
kimyagerler ve deneysel biyologlar arasindaki isbirligi, in-siliko bulgularin klinik olarak ilgili
terapotiklere basarili bir sekilde doniistiiriilmesinin anahtaridir. Ayrica, biyolojik sistemlerin dinamik
yapisi, ongoriisel dogruluklarini artirmak i¢in hesaplama modellerinin ve yontemlerinin siirekli olarak
iyilestirilmesini gerektirmektedir. Bu arastirma, sadece anti-apoptotik protein inhibisyonunun
anlagilmasina katkida bulunmakla kalmayip, ayni zamanda ila¢ kesfini hizlandirmada in-siliko
metodolojilerinin daha genis potansiyele sahip oldugunun da altin1 ¢izmektedir.
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