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OZET

3 boyutlu (3B) yapilar1 geregi degisiklik gosteren stereoizomerik molekiilleri 3 Boyutlu
Kantitatif Yapi-Aktivite Iliskileri (3 Dimensional Quantitative Structure-Activity
Relationship, 3D QSAR) bakimindan incelerken siradan tanimlayicilar yerine 3B
tanimlayicilar kullanmak gerekir. Ligand-reseptor (L-R) etkilesmesinden sorumlu olan
reseptor tarafindaki farmakoforun parametreleri ve 3B yapisi, molekiiliin 3B iskeletine
gore uzayda bulunan atomlarinin Yerel Reaktif Tanimlayicisi (Local Reactive
Descriptor, LRD) kullanilarak bulunabilir. Bu amagcla, kiral atom igeren fenoterol
stereoizomerleri ve stereokimya calismalarinda yaygin olarak kullanilan steroidler igin
L-R arasindaki etkilesim incelenmistir. Reseptoriin etkilesim noktalarina karsilik gelen
molekiillerin atomlarindaki parametreler, kendi yazilimimiz olan Molekiiler Konformer
Elektron Topolojik (MCET) metod ig¢inde dogrusal olmayan en kiigiik kareler yontemi
(Non-Linear Least Square, NLLS) kullanilarak hesaplanmigtir. 3B koordinat sisteminde
hizalanarak st tiste getirilen molekiillerdeki atomlarin olusturdugu kiimelerdeki
LRD’ler iizerinde Genetik Algoritma (GA) uygulanarak 3 boyutlu farmakofor model
(3D-Pharmacophore Model, Pha) elde edilmistir. Birini disarida birakip ¢apraz
dogrulama (Leave One Out-Cross Validation, LOO-CV) ile egitim setindeki molekiiller
icin Q? ve harici test setindeki molekiiller igin R? degerleri LRD tipleri arasindan en iyi
sonucu veren Klopman Indeksi tanimlayicist ile bulunmustur. Kullanilan serilerin ilag
molekiilii aday1 olabilecegi ve deneysel calismalar yapan arastirmacilara kolaylik

saglayabilecegi gosterilmistir.

Anahtar Kelimeler: 3D QSAR, tanimlayici, enantiyomer, LRD, fenoterol, steroid,
MCET, Pha
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ABSTRACT

When examining stereoisomeric molecules that vary due to their 3-dimensional (3D)
structure in terms of 3-Dimensional Quantitative Structure-Activity Relationships (3D
QSAR), it is necessary to use 3D descriptors instead of ordinary descriptors. The
parameters and 3D structure of the receptor-side pharmacophore responsible for the
ligand-receptor (L-R) interaction can be found using the Local Reactive Descriptor
(LRD) of the atoms in space relative to the 3D skeleton of the molecule. For this
purpose, the interaction between L-R was investigated for fenoterol stereoisomers
containing chiral atoms and steroids commonly used in stereochemistry studies. The
parameters in the atoms of the molecules corresponding to the interaction points of the
receptor were calculated using the Non-linear Least Square (NLLS) in our own
software, the Molecular Conformer Electron Topological (MCET) method. A
pharmacophore model (Pha) was obtained by applying Genetic Algorithm (GA) on
LRDs in clusters of atoms in molecules aligned and superimposed in the 3D coordinate
system. With Leave One Out-Cross Validation (LOO-CV), the Q? values for the
molecules in the training set and the R? values for the molecules in the external test set
were found with the Klopman Index descriptor, which gave the best results among the
LRD types. It has been shown that the series used can be drug molecule candidates and

provide convenience to researchers who conduct experimental studies.

Keywords: 3D QSAR, descriptor, enantiomer, LRD, fenoterol, steroid, MCET, Pha
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GIRIS

Stereoselektivite tibbi kimyada olduk¢a Onem tasiyan bir kavramdir. Bazi ilaglarin
reseptor tarafindan taninmasi durumunun da dahil oldugu birgok biyokimyasal
reaksiyon stereospesifiktir. Ayni1 molekiildeki atomlarinin sayis1 ve bag yapilart ayni
oldugu halde 3 boyutlu (3 Dimensional, 3B) uzaydaki dizilisleri birbirinden farkli olan
yapilara stereoizomerler denir. Stereoizomerler bu yapilari dolayisiyla 3B
fizikokimyasal ve biyoaktif o6zellikleri bakimindan da birbirlerinden farklidir. Birgok
ilag, genellikle bir bilesigin tek bir stereocizomerinden olusur ve bunlardan biri terapétik
etkiye sahipken digeri toksik etki gosterebilir. L-R arasindaki etkilesim igin birgok
biyokimyasal reaksiyonun stereospesifikligi, ayn1 karbon atomuna bagli atom ya da
atom gruplarinin farkli konumlanmasindan meydana gelen Kkiralite kavrami ile
aciklanabilir [1]. Kiral molekiillerin 3B yapilar1 farkli oldugu igin biyolojik aktiviteleri
de farklidir ve bu nedenle rastgele tanimlayicilarla QSAR bakimindan incelemek
zordur. Ancak LRD’lerle molekiiliin yapist ve biyolojik aktivitesi arasindaki iligki

agiklanabilir.

QSAR incelemelerinde molekiillerin  biyolojik  aktivitelerinin  fizikokimyasal
ozellikleriyle olan ilisgkilerinin ortaya c¢ikarilmasinda yapisal tanimlayicilara ihtiyag
duyulur [2]. Bu tanimlayicilar, polarize edilebilirlik, elektronik ve sterik etkiler gibi bazi
yapisal Ozelliklerden ortaya c¢ikar. Bu nedenle, bagimli degisken olarak bilinen
aktivitenin, bagimsiz degiskenler olan tanimlayicilara bagli oldugunu ve onlarla
belirlendigini soyleyebiliriz. Bu yaklasim L-R etkilesimini 3B olarak agiklanmasinda
bazen yetersiz kalmaktadir. Bu tiir etkilesimler i¢in 3D QSAR metodolojisi uygulanarak
daha iyi sonuclar elde edilebilir [3-5]. Molekiiler tanimlayicilarin QSAR ¢alismalarinda
yap1 ve aktivite arasindaki iliskiyi aydinlatmada yetersiz kalmasmin en nemli sebebi
tanimlayicilarin birbiri ile olan dejenerasyonudur. Yani birbiri ile ayn1 ¢iktiy1 veren ya
da aynmi 6zelliklere sahip tanimlayicilarin bir arada bulunmasidir. Stereoizomerlerin 3B

yapilarindaki farkliliklarindan dolay: aktivitelerindeki degisimi siradan tanimlayicilar



aciklamakta yetersiz kalmaktadir. Bu nedenle reseptor ile ligand arasindaki baglanma

afinitesini 3B uzayda agiklayabilen en iyi tanimlayicilar LRD’lerdir.

Ciinkii her bir LRD ’nin 3B uzaydaki geometrik yapisi birbirinden farklidir ve
reseptoriin farkli etkilesim noktalariyla iliskilidir. LRD ’lerin genel 6zelligi, 3B uzayda
vektorel olarak kiimelenmis atomlarin elektronik o6zelliklerini bagimsiz degiskenler
olarak enantiyomerler arasinda ayirt edebilecek kapasitede olmasidir. 3D/4D
tamimlayicilarindan elde edilen reseptoriin farmakofor (Pha) modeli, aktiviteden
sorumlu olan atomlarin kartezyen koordinatlarindan olusur. Bazi hesaplanmis LRD'ler;
HOMO/LUMO orbitallerindeki atomik katsayilar veya atomlar iizerindeki elektron
yogunluklarindan tiiretilen kismi atomik yiikler, Fukui Indeksi ve diger elektronik
ozellikler tek baslarina veya geleneksel tanimlayicilarla kombinasyon halinde
kullanilmiglardir [6]. 3B uzayda reseptoriin aktif noktalarina karsilik gelen ligandin her

bir atomu, sahip oldugu LRD degeri kadar aktiviteye katkida bulunur.

Bu ¢alismada L-R arasindaki etkilesimi 3D QSAR olarak incelemek iizere literatiirden
aldigimiz 31 adet steroid [7] ve 26 adet fenoterol tiirevi bilesikleri [8] tizerinde MCET
yontemi igerisinde farkli LRD’ler arasindan en iyi olanmnm Klopman Indeksi

tanimlayicisi oldugunu gosterdik.



1. BOLUM

GENEL BILGILER ve LITERATUR CALISMASI
1.1. Ila¢ nedir?

Tiiketildigi zaman organizmanin fizyolojisinde veya psikolojisinde degisiklige neden
olan herhangi bir kimyasal maddeye ilag ad1 verilir. Farmakolojik olarak bir ilag, canli
bir organizmaya verildiginde biyolojik bir etki yaratan, tipik olarak bilinen yapiya sahip
bir kimyasal maddedir [9]. Farmasdétik bir ilag, bir hastalig1 tedavi etmek, iyilestirmek,
onlemek veya teshis etmek ya da refahi artirmak igin kullanilan kimyasal bir maddedir
[10]. ilaglar onceleri geleneksel yollarla sifali bitkilerden ekstraksiyon yoluyla elde
edilmis olsa da daha yakin zamanda organik sentez yoluyla da elde edilmeye baslandi
[11].

1.1.1. flaclarin Hiicrelere Tesirleri ve Reseptorleri

Hiicre igerisinde 6zel yapili biiyiik bir molekiiliin belirli bir kismini olusturan; ilag, zehir
ya da fizyolojik maddeleri secici olarak baglayan ve boylece kimyasal olarak baglayip
biyolojik olarak devam eden etkinin olusumuna aracilik eden yapilara reseptor adi
verilir [12]. Reseptorii tasiyan biiyiik molekiillere de reseptér molekiilii denir. Reseptor
teorisi ilk olarak Clark tarafindan ortaya atilmis ve farmakoloji alaninda yeniliklere
onciiliik etmistir [13,14]. Reseptorler, ilag molekiillerini taniyarak onlarla kendi
secimleri dogrultusunda gegici olarak etkilesime girer ve bu etkilesim sirasinda olusan
kimyasal enerjiyi biyolojik etkiye cevirirler. Ilaclar hiicrelerin yiizeyinde veya icinde
hiicre yapisina ait belirli kimyasal gruplarla birlesmek, baglanmak veya temas etmek
suretiyle etkilerini gosterirler. Ilaglarm biiyiik cogunlugu spesifik biyolojik reseptdrlerin
aktivitelerini hafifleten ve onlarin etkilesimlerini, baglanmalarimi diizenleyen kiigiik
molekiillerdir. Reseptore baglanan bu kiigik molekiilli ilag gibi yapilara ligand adi

verilir. Ilag reseptor birlesiminde bir etkilesimin olabilmesi igin sadece yapisal uyum



yeterli degildir. Karsilikli elektrik yiiklerinin de zit olmas1 gereklidir. Ayrica reseptore

baglanan ilag molekiiliiniin reseptorde uyari olusturabilecek nitelikte olmasi gerekir.

Ilaglar reseptorlere hidrojen bagi, kovalent bag, iyonik bag, iyon-dipol, Vander Waals
bagi gibi baz1 kimyasal baglarla baglanirlar. Bazen bunlardan sadece biri ile baglanirken

bazen de birkagi ile baglanma gerceklesebilir.
1.1.2. Baglanma Etkilesimleri

[lacin reseptdre baglanmasinda rol alan atom ya da fonksiyonel gruplarin tipi ve
Ozelligi, yap1 ve aktivite arasindaki iliskiden ortaya c¢ikan bilgiler i¢in oldukga
onemlidir. Hem ila¢ hem de reseptdr, baglanmak igin uygun yapiya sahipse L-R
arasindaki etkilesim kuvvetleriyle Dbirbirlerine baglanabilirler. ~ Bu baglar L-R
kompleksini olusturabilecek kadar giiglii olmali, ama sinyal iletildikten sonra ligand,
reseptorii kolayca terk edebilmelidir. Ciinkii genellikle ligand konsantrasyonu diistiigii

zaman ilacin reseptor bolgesini terk etmesi istenir.
1.1.2.1. iyonik Baglanma

Zat elektrik yiikli iki molekiil arasinda elektrostatik ¢ekim sonucu olusan bag tipidir. Zit
yiiklii molekiiller arasinda olusan iyonik baglar giicliidiir ve uzun mesafeler boyunca
hareket edebilir. Bu bagin etkilesim enerjisi yaklasik 5 kcal/mol’diir. Ilaclar genellikle
iyonizedir ve reseptorlerdeki aktif bolgeler, yikli gruplar (karboksilik asitler ve aminler
gibi) icerir. Bu nedenle ilag reseptor etkilesiminde iyonik baglar olduk¢a biiyiik dnem

tagimaktadir.
1.1.2.2. Hidrojen Bag

Dipol etkilesimlerinin 6zel bir tiirii olan hidrojen bagi, N, O veya S atomlar1 igeren
fonksiyonel gruplar mevcut oldugunda bu atomlardan birine H atomunun baglanmasi

sonucu meydana gelir. Ornegin, iki su molekiilii arasinda:

e O ve H arasindaki elektronegatiflik farkindan dolay1 O-H bag: polarize olur.

e Oksijen molekiiliindeki yalniz elektron ciftleri, kismi pozitif yiike sahip olan

hidrojen ile bag kuracaktir.



e H, verici ve alic1 arasinda etkin bir sekilde paylasilir.

e Vericiler (donor), her bir H igin bir adet H bagi olusturabilir. Alicilar (akseptor),
her elektron iyon ¢ifti igin bir adet H bagi olusturabilir. H baglar1 yonlidiir.

Hidrojen baglar1 sadece ilag-hedef etkilesimlerinde degil, ayn1 zamanda proteinlerin ve
DNA'nin yapisini bir arada tutmada da énemlidir. Iyonik bagdan daha zayif olsa da ilac-
reseptor etkilesiminde hala 6nemli rol almaktadir. Bu bagin kuvveti 1-7 kcal/mol olarak
kabul edilmektedir.

1.1.2.3. Van der Waals Bagi

Tiim atomlar arasinda Van der Waals baglar1 vardir. Bir atom veya molekiille iliskili
elektron bulutunun siirekli hareket etmesi ve boylece elektronlarin asla esit olarak
dagilmamasi nedeniyle ortaya gikarlar. Kiigiik, yerel, anlik dipoller (yiikk ayrimlari)
olusur. Diplolar kii¢iik miknatislar gibi davranir ve birbirini ¢eker.

Van der Waals kuvvetleri zayiftir. Yiizey alan1 ne kadar biiyiikse ve molekiillerdeki
elektron sayis1 ne kadar fazlaysa etkilesim o kadar biiyiik olacaktir. Bu etkilesimler
yalnizca birbirine ¢ok yakin olan molekiiller arasinda meydana gelir (0.4-0.6 nm
aralikl1). Molekiiller birbirinden ayrilirsa kuvvetler hizla diser. Kuvvet=1/d® (Burada d
molekiiller arasindaki mesafedir) [15]. Bu bagin etkilesim kuvveti 0.5-1 kcal/mol olarak
kabul edilmektedir. Bu kuvvetler tek tek atomlar i¢in onemsizdir, ancak ozellikle
molekiillerin yiizeyleri siki bir uyum saglamak ic¢in dogru sekillerde ise, ¢ok sayida

atom iceren molekiil kistmlarinda 6nemli olabilir.
1.1.2.4. Takviyeli Tyon Bag

Iki molekiiliin bir ucunda baska bir bag ile bagliyken diger ucunun da iyon bag: ile
takviye edilerek desteklenmesi durumudur. Ornegin; iki molekiil birbirine bir ugta Van
der Waals bagi ile baghiyken diger ucundan da iyon bagi ile baglandiginda olduk¢a
giiclii bir bag olusur ve molekiil daha sabit bir sekle sahip olur. Bu bagmn kuvvetinin 10

kcal/mol oldugu kabul edilir.



1.1.2.5. Kovalent Bag

Organik molekiillerde, iki atom arasindaki elektron ciftlerinin ortaklasa kullanilmasiyla
meydana gelen bag tiirtidiir. Bu bag tipi digerlerine gore olduk¢a kuvvetlidir (40-110
kcal/mol) ve geri doniisiimsiizdiir. Tlag-reseptdr arasindaki bag tipleri arasinda en az

rastlanan tiirdiir [16].
1.2. Ila¢ Tasarim

Genellikle rasyonel ilag tasarimi olarak adlandirilan ilag tasarimi, biyolojik bir hedefin
yapi-aktivite bilgisine dayali olarak yeni ilaclar bulma siirecidir [17,18]. Ilag genel
olarak, protein gibi bir makro molekiilin islevini aktive veya inhibe ederek hastaya
terapotik bir fayda saglayan organik kiigiik bir molekiildiir. En temel anlamda, ilag
tasarimi, etkilesime girdikleri biyomolekiiler hedefe sekil ve yiik bakimindan
tamamlayic1 olan ve dolayisiyla ona baglanacak olan molekiillerin tasarimini igerir. Ilag
tasarimi siklikla bilgisayar modelleme tekniklerine dayanir fakat bu durum zorunlu
degildir [18]. Bu tip modellemeye bilgisayar destekli ilag tasarimi da denmektedir.
Biyomolekiiler hedefin ii¢ boyutlu yapisinin bilgisine dayanan ilag tasarimi, yap1 temelli
ilag tasarimi olarak bilinir [18]. Giiniimiizde biitin diinyada farmakoloji ve

biyoteknoloji sirketleri bilgisayar destekli ilag tasarimi tekniklerini kullanmaktadir [19].

"lag tasarimi" ifadesini aslinda daha dogru sekilde adlandiracak olursak ligand
tasarimdir (yani hedefine sikica baglanacak bir molekiiliin tasarimi) [20]. Ilag aday
olamayacak molekiiller ile ila¢ aday: olabilecek molekiillerin birbirinden ayirt edilmesi,
ilag gelisiminde maliyeti azaltmak icin gereklidir. Baglanma afinitesinin tahmini igin
tasarim teknikleri oldukga basarili olmasina ragmen, bir ligandin giivenli ve etkili bir
ilag haline gelmesinden o6nce diizenlenmesi gereken bir¢ok baska oOzellik vardir
(biyoyararlanim, metabolik yar1 6miir, yan etkiler vb. gibi). Bu diger 6zellikleri rasyonel
tasarim teknikleriyle tahmin etmek genellikle zordur. Ozellikle ilag gelistirmenin klinik
asamalarinda yiiksek yipranma oranlari nedeniyle, ila¢ tasarim siirecinin baglarinda,
fizikokimyasal 6zellikleri gelistirme sirasinda daha az komplikasyonla sonuglanacag ve
dolayisiyla onaylanmis ve pazarlanan bir ilaca yol agma olasilig1 daha yiiksek olmasi
beklenen aday ilaglarin se¢imine daha fazla odaklanilmalidir [21]. Yeni ilag
gelistirmenin amaci, mevcut olanlardan daha gii¢lii, daha az toksik ve yan etkileri en aza

indirilmis, yararli terapotik bilesikleri belirlemektir [22].



Molekiiler yapr ile biyolojik aktivite arasindaki iliskiyi inceleyen QSAR, ilag¢ kesfinde
olduk¢a 6nemli bir rol almaktadir [23]. Ilaglarin reseptdrle etkilesimi sonucunda
reseptorler konformasyonel degisime ugrarlar ve 3B olarak diizenlenirler. Ilag molekiilii
reseptore baglandigi andan itibaren reseptérde donme hareketine sebebiyet verir ve
viicut igerisinde bir dizi olay baslatilmis olur. Bahsedilen bu L-R etkilesimi ne kadar
giicli ise ilacin etkisi o kadar artar. Bu etkilesimde ligand ve reseptoriin molekiiler

yapilar1 Ve L-R arasindaki ¢ekim kuvveti 6nemli iki parametredir.

Bir molekiiliin ila¢ olarak adlandirilmasi ve 0 vasfi tasiyabilmesi i¢in ortalama 12-15 yil
stire gerekmektedir. Yaklasik olarak otuz bin adet sentezlenmis bilesikten sadece bir
tanesi tiim asamalar1 gecerek ilag olarak kullanima girebilmektedir. Bilgisayarli ilag

tasarimui teknikleri sayesinde bu uzun siireler oldukga kisaltilmistir.
1.3. Bilgisayar Destekli ila¢ Tasarmm (Computer-Aided Drug Design, CADD)

Hesaplamali yontemler, ilag kesfinde QSAR’in ilk uygulamalarindan itibaren uzun
yillardir uygulanmaktadir [24]. Bilgisayarlar son zamanlarda birka¢ nedenden dolay1
ila¢ kesif siirecinin 6nemli bir pargast haline gelmistir. Bunlardan birincisi, ilag
gelistirmenin  hizla artan maliyetlerinden dolay1, disiik maliyetli hesaplama
yontemlerinin ¢ekiciligini artirmasidir. Bir digeri ise, bu hedefler i¢in potansiyel
ilaglarin kesfini kolaylastirmanin bir yolu olarak ilag hedeflerinin karakterizasyonuna
rehberlik edebilen ti¢ boyutlu yapisal bilgilerin artan kullanilabilirligidir. Sonug olarak,
hesaplama yontemleri tipik olarak ilag kesif ¢alismalarinin ayrilmaz bir bilesenidir. Bu
yaklasimlar, ila¢ 6zgiilligi ve segiciligi igin gerekli olan molekiiler 6zelliklerin ayrintili
bir sekilde anlasilmasini saglama potansiyeline sahip olduklari i¢in tipta 6zellikle

onemlidir.

CADD, benzer biyokimyasal ozelliklere sahip ilag ve aktif molekiilleri kesfetmek,
gelistirmek ve analiz etmek i¢in kullanilan hesaplamali yaklagimlarin bir biitiinii olarak
tanimlanir [25-28]. Bu giine kadar CADD’in farkli yonlerini vurgulayan bir dizi

inceleme yaymlanmistir [29-33].

CADD, sadece giiclii bilesiklerin tasarimima degil, ayn1 zamanda 'konseptten klinige'
gegme asamasinin ¢oguna da katkida bulunabilir. Yeni ilacin gelistirilmesinde, ilag

tasarim siirecine katkida bulunmak i¢in molekiiler 6zellikleri hesaplarken CADD



metodolojileri ve teknolojisi kullanilmaktadir [34]. CADD yontemleri, reseptoriin 3B

yapisindaki bilgileri tamamen yeni oncii bilesikler tasarlamak i¢in kullanmay1 ve ayni

zamanda hesaplamali olarak taranabilen bilesiklerin biiyiikk sanal Kitapliklarini

olusturmay1 amaglar [35]. CADD"n ilag¢ kesfinde basarili olarak kullanimina ait bazi

ornekler asagida belirtilmistir:

D N N AR N N

Antikanser ajanlar olarak timidilat sentez inhibit6rlerinin tasarimi [36],
Antiviral ajanlar olarak HIV proteaz inhibitorleri [37],

Notrofil elastaz inhibitorleri [38],

Antiglokom ajani olarak karbonik anhidraz inhibitérii [39],

Yeni tatlandiricilarin kesfi [40]

CADD ile ilag kesfinin baslica bilinen avantajlar1 asagidaki gibi siralanmigtir [41]:

>

Biiyiik bilesik topluluklari arasindan deneysel testler igin, daha kiigiik bilesik

kiimesi segilir.

Kilavuz bilesiklerin optimizasyonu ile emilim, dagilim, metabolizma, atilim ve
toksisite potansiyeli ( Absorption, Distribution, Metabolism, and excretion -
Toxicity, ADMET) gibi ilag metabolizmas1 ve farmakokinetik o6zellikleri

arttirilir.

Baslangig molekiillerine yeni fonksiyonel gruplar ekleyerek ya da mevcut
pargalar tizerinde degisiklikler yaparak yeni bilesiklerin tasarimi basariyla

sonuglanabilir [26].

CADD ile, hayvan ve insanlar {izerinde yapilan deneyler degistirilebilir, bu da
hem zamandan hem de maliyetten tasarruf saglar [42].

Ilag direnci sansin1 azaltir ve bdylece bu duruma neden olan faktérii hedef alacak

kilavuz bilesiklerin {iretimine yol agar.

CADD ayrica yiiksek molekiiler ¢esitlilik veya benzerlik i¢in uygun hale
getirilebilen yiiksek kalitede veri kiimelerinin olusturulmasina da onciiliik eder
[43].



CADD, L-R arasindaki baglanma kinetigi ve ligandin reseptore baglanma bolgesindeki
bilgilerine dayanarak potansiyel ila¢g molekiillerini belirlemek igin kullanilir. CADD
yontemi “Yapi bazl ilag tasarimi (Structure Based Drug Design, SBDD)” ve “Ligand
bazli ilag tasarimi (Ligand Based Drug Design, LBDD)” olmak iizere baslica 2 farkli
tiirde karsimiza ¢ikar [44].

LBDD yaklasiminda, bir ya da daha fazla ligandin bir reseptore baglandigi bilinir, fakat
bu reseptoriin 3B uzaydaki yapisi bilinmez. Yeni ila¢ molekiiliiniin tasariminda
reseptore baglanan ligandin bilinen fizikokimyasal 6zelliklerinden yola ¢ikilarak islem
gerceklestirilir [44]. Reseptore baglanan ligandin biytkligi, yiki, elektronegatifligi,
lipofilikligi, hidrojen bagi donérii ve akseptorii olup olmama gibi fizikokimyasal
ozelliklerine bakilarak reseptoriin aktif bolgesinde Pha olusturulur. Bu tez g¢alismasinda

bilgisayar destekli ilag tasarim yontemlerinden ligand bazli yontem kullanilmustir.

SBDD yaklasiminda ise reseptor olarak adlandirdigimiz makromolekiiliin (protein,
RNA, DNA vb.) yapist kristalografik olarak bilinir. L-R etkilesiminde reseptoriin
bilinen 3B yapisindan yola ¢ikilarak potansiyel ila¢ molekiiliinii olusturacak ligandin

tasarimi gergeklestirilir. Yani, tasarim ve yontemler reseptoriin yapist baz alinarak

l Hedef protein yapisi |

| |
Ligand bazli ilag

Yapi bazli ilag tasarimi
l l tasarimi

Molektler Docking
De novo tasarim Farmakofor modelleme
Molekiiler dinamik iganda dayali sanal gérintileme

olusturulur.

Yeni 6ncu bilesik 6nerisi veya mevcut
onci bilesigin optimize edilmesi

- 4

ilag aday!

Sekil 1.1. Bilgisayar destekli ilag tasarim basamaklari

Bilgisayar destekli ilag tasariminda kullanilan gesitli yontemler asagida siralanmistir:



a)

b)

d)
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Molekiiler Modelleme: Bu yontemde molekiillerin 6zellikleri ve davranislari teorik
metotlarla bilgisayar iizerinden hesaplanir ve simiile edilir. Yontemin bir diger adi
da molekiiler grafik veya konformasyon analizi olarak bilinir. Bilgisayar
hesaplamali yontemlerde molekiillerin geometrik 6zellikleri, enerji parametreleri,
elektronik o6zellikleri, spektroskopik 6zellikleri ve sterik dzellikleri gibi parametreler
matematiksel olarak ifade edilir ve molekiillerin 3B yapisi tanimlanarak ve bu
ozellikler model iginde kullanilir. Burada bahsi gegen ozelliklere 6rnek verecek
olursak; Geometrik ozellikler = Bag mesafesi, bag agisi, torsiyon acgis1 vb., Enerji
parametreleri = Olusum enerjisi, aktivasyon enerjisi vb., Elektronik o6zellikler =
Dipol moment, yiik, iyonizasyon potansiyeli, elektron affinitesi vb.,, Spektroskopik
ozellikler = Titresim frekanslari, kimyasal kayma vb., Sterik ozellikler = Hacim,
ylizey alani, diflizyon, viskozite vb. seklinde tanimlayabiliriz. Molekiiler modelleme
ile molekiillerin gecis halleri ve enerjileri, geometrileri, fizikokimyasal 6zellikleri,
IR, UV ve NMR spektrumlari, kimyasal reaktiviteleri, substrat-enzim etkilesimleri

ve sistemlerin morfolojik 6zellikleri hesaplanabilmektedir [45-50].

Kahp Tanmma (pattern recognition): Makine Ogrenmesi’nin bir alt dalidir. Kalip
tanima tekniginde, goriintii isleme girdisi olarak alinan islenmemis bilgi incelenip

gelen verinin kategorisine gore isleme tabi tutulur [51].

Kiimeleme analizi (Cluster Analysis): n boyutlu veri matrisinde yer alan ve dogal
gruplamalar1 kesin olarak bilinmeyen birimleri, degiskenleri ya da birim ve
degiskenleri birbirleri ile benzer olan alt kiimelere ayirmaya yardimci olan
yontemler toplulugudur. Degiskenler aras1 benzerlik ya da farkliliklara dayanarak
hesaplanan bazi 6lgiilerden yararlanarak, birimleri homojen gruplara bolmek amaci
ile kullanilir. Kiimeleme analizi, karmasik durumlarin bulundugu neredeyse tiim

bilim alanlarinda yararlanilan bir yontemdir [52].

Reseptor Uyum veya Reseptor Tammmlama Yontemleri: Cesitli modern
spektroskopik yontemlerle L-R arasindaki iliskilerde hangi etkilerin fazla ve
hangilerinin az oldugu incelenerek elde edilen bilgilerin, reseptorle en iyi uyumu

saglayacak molekiiliin tasarlanmasinda kullanilmasidir [53].

1.4. Yap1 Aktivite Tliskisi (Structure Activity Relationship, SAR) ve Kantitatif Yapi

Aktivite iliskisi (QSAR)
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1.4.1. SAR

Bir bilesigin kimyasal yapisi ile biyolojik ve farmakolojik aktivitesi arasindaki iliskinin
kalitatif olarak belirlenmesi SAR olarak agiklanir. Yani bir molekiil Pha’y1 tasiyip
tasimamasina bagli olarak aktif veya inaktif olarak simiflandirilir. Bilesiklerin yapi-
aktivite iliskisi agiklanirken, fonksiyonel gruplarin etkisi, stereokimyasal yapisi,
biyiikligi ve sekli, kimyasal reaktiflik, elektronik etkiler, rezonans ve indiiktif etkiler
dikkate alinir [54].

1.4.2. QSAR

QSAR, bir molekiilin yapisinin (yani geometrik, sterik ve elektronik 6zelliklerinin)
onun fiziksel, kimyasal ve biyolojik 6zelliklerinden sorumlu oldugu ilkesine dayanir.
Yani molekiillerin kimyasal yapisi ile biyolojik aktivitesi arasindaki baglantiy1 nicel
olarak inceler ve agiklar. QSAR modellemesi yaklasik 40 yil 6nce tarim kimyasi, ilag
tasarimi, toksikoloji, endiistriyel ve c¢evre kimyasi uygulamalarinda kullanilmaya

baslandi.

Aslinda toksikoloji alaninda dogmustur ve kimyasal yapr ile akut toksik etki arasindaki
iliskileri 6lgmeye yonelik girisimler, 100 yili agkin bir siiredir toksikoloji literatiiriinde
yerini almistir. 1863'te Strasbourg Universitesi Tip Fakiiltesi'nden Cros, birincil alifatik
alkoller ve suda ¢oziiniirliikkleri ile toksisite arasinda bir iliski oldugunu kaydetti ve
alkollerin suda ¢ozuniirliigi azaldikca memeliler tizerindeki toksisitesinin arttigini
gozlemledi [55,56]. 1890'larda, Marburg Universitesi'nden Hans Horst Meyer ve Ziirih
Universitesi'nden Charles Ernest Overton, organik bilesiklerin toksisitesinin
lipofilitelerine bagli oldugunu belirtmislerdir [56,57]. 1868’de, A. Crum-Brown ve T.
Fraser, yaptiklari bir ¢alismada belirli bir biyolojik sistemdeki (F) bir maddenin
fizyolojik aktivitesinin, kimyasal konsantrasyonun (C) bir fonksiyonu (f) oldugu

kanaatine varmiglardir [58].

¢ =f(0) (1.1)

Boylece, kimyasal yapidaki bir degisiklik (AC), biyolojik aktivitedeki (A¢) bir
degisiklige neden olacaktir.

A¢ = f(AC) (1.2)
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20. ylizyilin baginda, Meyer ve Overton, bir grup organik bilesigin narkotik (depresan)
etkisinin, zeytinyagi/su dagilim katsayilarina paralel oldugunu one siirdiiler [59,60].
Sonraki yillarda, Hammett'in ufuk agic1 ¢alismasi, organik reaksiyonlarda siibstitiie
gruplarin tanimlanmasinda “c-p” kavramlarini ortaya ¢ikarirken, Taft ise polar, sterik ve
rezonans etkilerini ayirmak igin bir yol tasarladi ve ilk sterik parametrenin (Es)
tanitilmasini sagladi [61-63] . Organik asitlerin ve bazlarin elektronik o6zelliklerini
denge sabitleri ve reaktiviteleriyle iliskilendiren Louis Hammett'in ¢alismasina kadar
QSAR'da ¢ok az ek gelisme meydana geldi. Hammett’in organik asit olarak benzoik
asiti kullandigi ¢alismasinda p, dogrunun egimidir ve belirli bir dengeye ait bir oranti
sabitidir. Bu denge tizerindeki siibstitiientlerin etkisini, bu stibstitiientlerin benzoik asit
dengesi tizerindeki etkisiyle iliskilendirir. Yani, siibstitiientlerin etkisi benzoik asit
dengesi tizerindekinden orantili olarak daha biiyiikse, 0 zaman p > 1; etki benzoik asit
dengesinden daha az ise, p < 1. Tamim olarak, benzoik asit i¢in p =1’dir. o,
stibstitiientlerin bir tanimlayicisidir. o'nin biiyiikliigi, siibstitiientlerin elektron ¢eken
veya veren ozelliklerinin nispi giictinii verir. Siibstitiie grup elektron ¢ekiyorsa o pozitif,

elektron veriyorsa negatiftir.

1962'de Hansch ve arkadaslar1 bitki biiyime diizenleyicilerinin yapi-aktivite iligkilerini
ve bunlarin Hammett sabitlerine ve hidrofobiklige olan bagimliliklari iizerine ¢aligmalar
yaptilar [64]. Oktanol/su sistemi kullanilarak, bir dizi bolinme katsayist olgiildii ve
boylece yeni bir hidrofobik lgek tanitildi. Bir siibstitiientin bagil hidrofobikligi olan =«

parametresi, sigma tanimina benzer bir sekilde tanimlanmistir.
7 = log Px - log Py (1.3)
Px Ve Py, bir tiirevin ve ana molekiiliin ayrilma katsayilarini temsil eder.

Hammett ve Taft'in katkilar1 birlikte, Hansch ve Fujita tarafindan hidrofobik sabitleri
Hammett'in elektronik sabitleriyle birlestirerek lineer Hansch denklemini ve onun
birgok genisletilmis bi¢imini veren QSAR paradigmasinin gelistirilmesinin temelini
olusturdu [65].

QSAR'!n bir¢ok pratik amaci vardir ve bu teknikler birgok durumda yaygin olarak
kullanilmaktadir. Bu nedenle in silico galismalar1 asagidaki amaglar dogrultusunda
yiriitiilmektedir [66]:
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« Fizikokimyasal 6zellikleri ve biyolojik aktiviteyi rasyonel yollarla tahmin etmek.

 Bir takim Kkimyasal bilesigin etki mekanizmalarim1  kavramak ve

rasyonellestirmek.

« Uriin gelistirme maliyetinde tasarruf gereksinimi (6rnegin farmasétik, pestisit,

kisisel tirtinler vb. alanlarda).

« Uzun ve pahali hayvan deneylerini azaltmak ve boylece hayvanlara verilen aci ve

rahatsizligi minimuma indirmek.

* Verimliligi artirmak ve basarili olma ihtimali disiik olan yontemlerin sebep

oldugu israfi ortadan kaldirmak igin ¢evreci kimyaya tesvik etmek.
1.4.2.1. QSAR Teorisi

QSAR teorisi, bir bilesigin yapisal ve kimyasal 6zelliklerinin, biyolojik aktivitesine olan
dogrusal toplam katsayisini ele alir. Burada biyolojik aktivitenin belirli fizikokimyasal
ozelliklere dayanarak tasinma ve baglanma ile dogrusal iliskisi oldugu kanitlanmigtir
[67]. Bu durum, “de novo” ilag dizaym1 programi LUDI (1.3) gibi bazi arastirmalar
tarafindan ispat edilmistir. Buna ek olarak, Free Wilson ve Hansch analizleri

birlestirilerek yapilan ¢aligmalarin sonucunda bu goriis desteklenmistir [68].
AGpagianma = AGy + AGpp + AGiyonix + AGipe (1.4)
Oteleme ve donme entalpilerinin toplam kaybi; AGo = + 5,4 kjmol™

Ideal notral hidrojen bagi; AGh,=-4,7 kjmol™

Ideal iyonik etkilesim; AGiyonik=-8,3 kjmol™*

Lipofilik (veya hidrofobik) baglanti; AGjip,=-0,17 jmol™ A°

Ligandin her donebilen bagina ait entropi kaybi; AGgsnme = + 1,4 kjmol'1

Esitlik (1.4)’te, serbest baglanma enerjisi (AGpaglanma), biitlin Oteleme ve donme
serbestlik derecesi kayiplarin1 aciklayan AGg sabiti, ligandin i¢ donme serbestlik

derecesi kaybini gosteren AGgsnme V€ notral ve iyonik hidrojen bagr etkilesimleri ile L-R
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arasindaki hidrofobik (veya lipofilik) etkilesimlerin yapiya bagli enerji terimleri olan
AGrhp, AGiyonik, AGiipo enerji terimi ile iliskilidir. Esitlik (1.4) enerji degerlerinin ¢ok
genis bir araligina sahiptir. 45 farkli L-R kompleksine ait AGyagianma degerleri -9 ile -75
kj/mol arasinda degisir. Bu degerler 2,5.10% M ve 4,0.10™ M arasindaki baglanma
sabitlerine karsilik gelir. Matematiksel modelden, ligand baglanma sabitlerinde yaklasik
1,4 log birimlik hataya karsilik gelen standart sapma degeri 7,9 kj/mol oldugu
bulunmustur [68].

Denge sabiti K ya da oran sabiti k (kp= birlesme sabiti, k,= L-R kompleks ayrisma
sabiti) ile standart serbest enerji AG® arasindaki termodinamik iliskiden dolayi, bu

degerlerin logaritmasi ile baglanma affiniteleri aralarinda bir baglant1 kurulabilir .
AG° = -2303*R*T xlogK = —2,303*R*T*l0g:—b (1.5)

Belirli bir biyolojik etkiye karsilik gelen molar konsantrasyonun logaritmasi (logC) ile
molekiiler o6zellikler ya da fizikokimyasal 6zellikler iligkilendirilebilir. Bu
fizikokimyasal 6zellikler Esitlik 1.5°te verildigi gibi serbest enerji ile iliskili olan denge

sabitleridir. Aktifligi fazla olan bilesiklerde log(1/C) veya —log(C) daha yiiksektir.

Ik etapta QSAR olarak ortaya ¢ikan metot zamanla gelisim gostererek yeni QSAR
metotlar1 seklinde uygulama alan1 bulmustur. Bu yontemler asagida basliklar halinde

aciklanmustir.
1.4.2.1.1. Hansch Analizi

1960'larin  baginda Corwin Hansch, heniiz sentezlenmemis bilesiklerin biyolojik
aktivitesini tahmin etmek i¢in dogrusal ¢oklu regresyon kullanimini dnermistir [64,69].
1964°te, C. Hansch, T. Fujita, tarafindan yapilan ¢aligmada siibstitiie fenoksiasetikasit
tirevlerinde biyolojik aktivite ve lipofilite degisimleri farkli fizikokimyasal
parametreler kullanilarak incelenmistir [65]. QSAR’daki ilerlemeler de Hansch’in bu
calismasinda biyolojik aktivitenin serbest enerji terimleri ile baglantili oldugunu
kanitlamasindan sonra olmustur. Baslangicta lineer serbest enerji iliskisi (Linear Free
Energy Relationship, LFER), olarak adlandirilan daha sonra termodinamik yaklagim

olarak degistirilen bu yaklasimda, her bir kimyasal yap1 hidrofobikligi, sterik 6zellikleri
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ve elektronik etkileri tanimlayan cesitli parametrelerle temsil edilir ve genellikle

asagidaki denklemde bigimlendirilir:
log 1/C = arm + bo + cEg + - + sabit (1.6)

C; biyolojik aktiviteden sorumlu olan bilesigin molar konsantrasyonu,
7, stibstitlientin hidrofobik katkis1 (log Px/Ph),

o; siibstitiientin Hammett elektronik katsayis1 (log Ky/Ky),

Es. Taft sterik parametresi,

a, b, c; regresyon katsayilardir.

Yukaridaki esitlikte Px ve Py sira ile siibstitiie olmus ve olmamus bilesiklerin oktanol ve
su fazindaki dagilma katsayisini ifade ederken Kx ve Ky ise sira ile meta ya da para
slibstitiie olmus veya siibstitiic olmamis benzoik asit tiirevlerinin 25 °C deki iyonizasyon

sabitleridir.

Korelasyon modeli tek bir parametre olabilecegi gibi ¢esitli parametrelerin
kombinasyonu kullanilarak da olusabilir. Bu parametreler, ClogP, LUMO/HOMO
enerjisi ve yiik gibi teorik olarak hesaplanan degerlerden ya da =, logP, o gibi deneysel
verilerden elde edilebilir.

Hansch, bir ilacin bir zardan ge¢me yeteneginin, lipid tipi bir ¢6ziicii ile su arasindaki
bolinme katsayisi ile modellenebilecegini 6ne siirmiistir. Hansch ve arkadaslari,
biyolojik aktivitenin hidrofobik ilaglar ile parabolik bir iligki i¢cinde oldugunu ortaya
cikararak QSAR analizinde kullanmuslardir. Ilacin n-oktanol/su sistemindeki dagilma
katsayis1 (hidrofobisite) ve biyolojik aktivite arasinda ikinci dereceden bir iligki

oldugunu asagidaki formiil ile gostermislerdir.
log 1/ = a(logP)? + b(logP) + co + - + k (1.7)
P=n-oktanol/su dagilma katsayisi,

o = Hammet elektronik parametresi,
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a, b, c = regresyon katsayilari,
k=sabit terim.

Bu esitlik, ilacin tasinma ve baglanma affinitesi kavramlarinin her ikisini de igeren
matematiksel modeldir. Ilacin enzim veya reseptdr gibi biyolojik aktif bolgelere
baglanmasi baglanma affinitesi denir ve baglanma affinitesi lipofilite, elektronik ve
diger serbest enerji ozelliklerine baghidir. Hansch ve Fujita, farkli fizikokimyasal
ozelliklerin bu kombinasyonu ve lineer olmayan lipofilite bagliligi i¢in parabolik
terimin ortaya ¢ikmasina ek olarak, X siibstitiientlerinin lipofilite parametresi olan =’yi
(mx = log Prx —l0g Pruy) tanimlamigslardir. Hansch ayrica lipofiliklik ve ilag aktivitesi
arasinda lineer bir serbest enerji iliskisi (Hammett denklemi gibi) olmasi gerektigini ve
bunun boliim katsayisi ile gosterilebilecegini one stirmiistiir. Hammett ayn1 anlama
gelen elektronik parametre o’y1 yaklasik 30 yil o6nce agiklamigtir. Hammett
caligmalarinda referans olarak siibstitiie benzoik asitlerin iyonizasyon sabitlerini

kullanarak asagidaki matematiksel bagntilar1 6nermistir [70,71].
po = logKrx — logKry (1.8)
po = logkrx — logkry (1.9)

p belirli reaksiyonlara 6zel reaksiyon sabiti ve o siibstitiientlerin elektron verici veya
cekici ozelliklerine bagl bir parametre olan elektronik Hammett sabitidir. K denge

sabiti ve k aromatik bilesiklerin reaksiyon hiz sabitidir.

Dogal olarak bu esitlik hem ilag tasariminda hem de biyolojide kullanilabilir. Bu
durumda biyolojik aktivitenin Hammett ¢ degerleri ile iligkisi ya da biyolojik Hammett

esitligi olarak tanimlanir.
logt; —logtg = af; (1.10)
Ti Ve tgr; biyolojik aktivite degerleri,

a; biyolojik aktivitenin belirli bir ¢esidi i¢in gegerli olan bir sabit
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Bi; X siibstitiientinin etil grubuna goére daha az veya daha fazla olan sabit aktivite
katkis1. Bu esitlik, 6zel olmayan bir biyolojik aktiviteyi ag¢iklamasina ragmen genel bir

model olarak kabul edilemez [71].

Hansch analizi, 6zellikle laboratuvar ¢alismalarinda biyolojik aktiviteyi farkli sekilde

aciklama yetenegine ve esnekligine sahip oldugu i¢in olduk¢a avantajhidir [72].
1.4.2.1.2. Free-Wilson Analizi

1964°te Free ve Wilson, molekiillerin genel yapisal 6zelliklerini agiklamak igin yeni bir
matematiksel model gelistirdiler [73]. Bu model, siibstitiientlerin varligi veya

yoklugunda biyolojik aktivite korelasyonunu kullanan bir regresyon teknigidir [72].

Bu model, herhangi bir konumdaki siibstitiientin, temel molekiil yapisina biyolojik
olarak katki sagladigi ve bu katkinin, molekiilde var olan diger gruplardan bagimsiz
oldugu varsayimina dayanir [74]. Free Wilson analizinde biyolojik aktivite asagidaki

formiil ile hesaplanr.

log 1/C =Yaj+u (1.11)

aj, X, stibstitiientlerinin biyolojik aktivite degerlerine grup katkilar1 ve p ise daha ¢ok
slibstitiie olmamis analog olarak adlandirilan referans bilesigin hesaplanmis biyolojik
aktivite degeridir. Free Wilson analizi, uygulamada daha kolaydir. Biyolojik aktiviteyi
aciklarken fizikokimyasal ozelliklere ihtiyag duymaz. Genel siibstitiientlerin varligi
veya yoklugunu gostermek icin 1 ya da O degerlerini kullanir. Bu nedenle de Free
Wilson analizi Hansch analizinden daha sinirlidir [75].

Free-Wilson analizinde bir QSAR modeli olusturmak igin bilesiklerin kimyasal yapisi
ve biyolojik aktiviteleri bilinmelidir. Free-Wilson analizi igin gegerli olan sartlar

asagida listelenmistir [76];

1. Bilesige bagl gruplarin regresyon katsayisi degerlerini bulmak igin bilesik kimyasal

olarak modifiye edilir.

2. Farkli bir grup baglandiginda yeni bilesen i¢in tahminler yapilir



18

3. Free-Wilson analizi molekiiliin 3B yapisin1 dikkate almaz, bagli grubu tek noktada

tayin eder bu nedenle istatistiksel sonuglar igin belirsizdir.
4. Her bir siibstitiient agiklanirken ¢ogu serbestlik derecesi ihmal edilir.

Free-Wilson analizi, biyolojik aktivite i¢in 6nemli olan fizikokimyasal o6zelliklerin
farkini gormede siklikla kullanilir. 1971°de Fujita ve Ban, Free-Wilson modelinin
eksikliklerini gidermek igin, aktivitenin logaritmasimi1 kullanarak yeni bir esitlik

gelistirmisleridir [77].
logA/Ao =Y G X; (1.12)

A, siibstitiie olmus bilesiklerin aktivite degeri; Ao, siibstitiie olmamis bilesiklerin
aktivite degeri; G;j, I siibstitiientinin aktiviteye katkisinin logaritmasi; X; ise siibstitiient
bulundugunda 1, bulunmadiginda O olan bir degerdir. Bir siibstitiient seti igin esitlik
asagidaki gibidir.

logA =) GiXi+u (1.13)
Burada p sabit bir terimdir. Gelistirilmis bu modelin baslica avantajlari sunlardir.

1. Yapisal matris bigiminin degistirilmesine ihtiya¢ duymaz.

2. Esitlik i¢in higbir sinirlama yoktur.

3. Her bir pozisyondaki grup katkilar1 referans bilesige dayanur.

Sabit terim olan p, en kiiciik kareler yontemi ile hesaplanir ve degeri, siibstitiie olmamig
bilesik i¢in teorik olarak bulunur. Bir bilesigin disarida birakilmasi ya da hesaba
katilmasi, gruba olan katki degerini 6nemli derecede etkilemez [78]. Bu avantajlar
nedeni ile Fujita-Ban metodu Free-Wilson metoduna gore daha iyidir [78].

1.4.3. 2D QSAR Analizi

2D QSAR, baglanma indisleri, 2D-farmakofor gibi yapisal modellerin 3B temsilini
hesaba katmadan aktivite ile iliskili oldugunu sdyler [79]. Yani 2D QSAR modeli, bir
bilesigin yapisal formiiliine dayanarak onunla ilgili bilgileri icerir [80]. Bu tiir modeller

sadece molekiiliin topolojisini yansitir ve buna ragmen olduk¢a popiilerdir [81,82]. Bu



19

tir yaklagimlarin kapasitesi, molekiiler yapmin topolojik modellerinin kapali bir
bicimde, bilesigin  olas1  konformasyonlar1  hakkinda  bilgi  i¢ermesinden
kaynaklanmaktadir [83]. Bu yaklasim ¢ok parametreli optimizasyon stratejisi olarak
adlandirilir ve suda ¢oziiniirliikk, bolme katsayis1 (log P), dagilim katsayis1 (log D),
Iyonizasyon sabiti (pKa) ve topolojik polar yiizey alan1 (tPSA) gibi ilag molekiillerinin

cesitli fizikokimyasal 6zellikleri, islemlerin ¢ogunda 6nemli bir rol oynar [84].

2D QSAR analizi L-R arasindaki baslangi¢ etkilesimi iizerinde durur ve kantitatif
iliskileri elde etmek i¢in lineer regresyon tekniklerini kullanir. Bu nedenle 3D QSAR

kadar agik olmadig icin istatistiksel verilerin ¢ogu siiphelidir.

2D QSAR’da kullanilan molekiiler parametreler genellikle ii¢ grupta toplanir.
— Molekiiler baglanma gibi iki boyutlu parametreler

— Molekiiler ylizey alan1 gibi ti¢ boyutlu parametreler

— LogP gibi fizikokimyasal 6zellikler

2D QSAR modeli igin parametreler, geometrik, yapisal, elektrostatik, topolojik,
kuantum kimyasal ve termodinamik parametreler olarak siniflandirilabilir. En basit
tanimlayici, atom sayisi, molekiiler agirlik, bag sayist ve H bagi sayisi ile ilgilenen
yapisal parametredir ve bu parametre geometrik veya elektronik yapiya bakmadan
molekiiler yapiyr yansitir [85]. Geometrik parametre, molekiiler yapinin {i¢ boyutlu
koordinatlarin1 gerektiren, molekiil yiizey alani, molekiiler yogunluk ve hacim gibi
ozellikleri igerir. Topolojik parametreler, molekiildeki iki atom cifti arasindaki bag
bilgilerini kapsar. Termodinamik parametreler, ilk olarak Hansch analizinde kullanilan
olusum 1s1s1, molar refraktivite, hidrofobik 6zellik ve oktanol ve sudaki serbest
solvatasyon enerjisidir [73]. Kuantum kimyasal parametreler ise molekiillerin elektronik
ozellikleri hakkinda bilgi saglayan HOMO ve LUMO gibi tanimlayicilardir.

1.4.4. Yeni QSAR Metotlar
1.4.4.1. Hologram QSAR (HQSAR)

Tripos tarafindan ortaya c¢ikarilan HQSAR fragment (parga) bazli bir QSAR

yaklasimidir ve yapi-aktivite iligkisini ortaya ¢ikarmak icin kullanilan fizikokimyasal
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parametrelere ve ii¢ boyutlu yapiya ihtiyag duymayan yeni bir tekniktir [86-88].
HQSAR, biyolojik aktivite ile ilgili molekiil kiimelerindeki tiim dallanmis, dongiisel ve
ortiisen alt yapisal pargalarin tamimlanmasini igerir. Segilen bilesik serisindeki her bir
molekiil yapisal fragmentlerine ayrilir ve her pargaya, dongiisel artiklik kontrol (Cyclic
Redundancy Check, CRC) algoritmas: kullanilarak bir tamsayi degeri atanir. Her
orijinal molekiiliin yap1 pargalari, parca boyutu parametreleri olan minimum ve
maksimum sayida atomdan olusur. Olusturulan dizeler daha sonra sabit uzunluktaki bir
say1 dizisinde depolanarak diizenlenir. Bu diziler bir molekiiler hologram olusturur ve
tanimlayict olarak kullanilir [87]. Bir veri seti i¢in hesaplanan bu molekiiler
hologramlar, bilesiklerin sayist ve molekiiler hologramin uzunlugu ile ilgili bir veri
matrisi verir. Bir biyolojik aktivite matrisi de olusturulur. Wold'un en kiigiik kareler
(Partial Least Square, PLS) teknigi kullanilarak, veri setindeki alt yapisal 6zellikler ile
biyolojik aktivite arasinda bir iligki gelistirilmistir [89]. LOO-CV, en iyi tahmine dayali
modeli veren bilesenlerin sayisin1 belirlemek igin kullanilmis ve QSAR modeli
olusturulmustur. PLS ile biyolojik aktivite ve hologram dizileri arasindaki korelasyon

esitligi elde edilmis ve bu esitlik asagida gosterilmistir [86].
L

,A1 =C> X“CiI (1.14)
1=

Bu esitlikte, A; i bilesiginin biyolojik aktivitesi; C, bir sabit; X;, | dizininde ya da i
pozisyonunda bilesigin molekiiler hologramini isgal eden deger; Cj, PLS tekniginden

tiiretilen diziler i¢in bir katsay1 ve L ise hologram uzunlugudur [87].

Asagida verilen Sekil 1.2°de [90] molekiiler hologramlarin ortaya ¢ikarilma prosediirii

ve bu hologramlarin kullanilarak aktiflik degerlerinin elde edilmesi gosterilmistir [87].
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Molekiil Fragmentler Molekiiler Hologram Biyolojik Aktivite
y (PK, pIC, vb.)

Cl  Algoritma 2 lsl3l715 6
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G, — Oy T e FLETET 02
. . En kii¢iik kareler yontemi analizi

Aktivitei =sbt+ E x.. C.

=t )

HQSAR model esitligi
Sekil 1.2.  HQSAR’da hologramlarin ortaya ¢ikarilmasi ve bu hologramlardan aktivite
degerinin elde edilmesi.
Diger QSAR yontemlerinde oldugu gibi, parametreleri akillica se¢mek Onemlidir.
Anahtar parametreler hologram uzunlugunu, par¢a boyutunu ve parga tipini (atoma
karst baglar, vb.) icerir. Tahmin edilebilirlik ve kritik atomik katkilar agisindan bu

yaklagimin hiz1 ve faydasi birkag¢ yeni uygulamada iyi tanimlanmistir [91,92].

1.4.4.2. ‘Inverse’QSAR

‘Inverse’QSAR Focus-2D olarak bilinen bu yaklagim yapisal olarak benzer bilesiklerin
benzer biyolojik aktiviteyi gosterecegi hipotezini savunur [93]. Yiiksek tahmin edilen
biyolojik aktiviteye sahip sanal bir bilesik kitaplik olusturmak i¢in Onceden
yapilandirilmis bir QSAR yaklasimi kullanilir. Bilesik serisinin optimizasyonu genetik
algoritmalar kullanilarak elde edilmistir. Bu yaklasim topolojik parametreler gibi ¢esitli
kimyasal yap1 parametrelerini, olasilik arastirma algoritmalarini ve kimyasal benzerlik

fonksiyonlarmi kullanir.

Kier ve Hall'un topolojik tanimlayicilari veya bir dizideki amino asit Z tanimlayicilar
(Z1=hidrofobiklik, Z,=boyut, Zs;=elektronik), izotropik yiizey alan1 (Isotropic Surface
Area, ISA) ve elektronik yiik indeksi (Electronic Charge Index, ECI) gibi cesitli

tanimlayicilar, yapilarin modellenmesi i¢in kullanilmistir [93]. GA optimizasyon
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yonteminin etkinligi istatistiklerle iyi bir sekilde belirlenmistir. Potansiyel olarak
orneklenebilecek ¢ok sayida yapisal tanimlayicinin yani sira veri tabaninda bulunmayan
¢ozelti molekiillerinin saglanamamasi da dahil olmak tizere bu yaklasimin belirli
sinirlamalart vardir. Faulon'un grubu, imza tanimlayiciyr tanitarak bu sorunlari ele
almistir [94]. Bir molekiilin imzasi, atomik imzalarinin dogrusal birlesimi olarak
tamimlanir. Yakin zamanda bu tanimlayiciyi, hiicreler arasi yapisma molekiilleri-1
(Intercellular Adhesion Molecules, ICAM) inhibitor peptitlerinin bir ‘Inverse’QSAR
calismasinda uyguladilar [95]. Ongériilen inhibitdrlerin ikisi sentezlendi, test edildi ve
en giiclii inhibe edici peptitler olarak dogrulandi. Yeni tasarlanan bilesiklerin bazilari,
daha odakli bir egitim seti olusturmak i¢in egitim Setinin orijinal {yeleriyle
birlestirilebilir, bu da daha yiiksek kaliteli kilavuz bilesiklerin {iretilmesi igin iyiye

isarettir.

1.4.4.3. ‘Binary’QSAR

Biyolojik olarak aktif yeni bilesiklerin sentezlenerek arsive eklenmesi 6nem kazandikga
aragtirmacilar kisa zamanda milyonlarca bilesigin denenmesi i¢in hizli ve yeni metotlar
bulma c¢abasina girmislerdir. Bunun sonucu olarak Cok Sayidaki Bilesigi Ayirma
Yontemi (High Throughput Screening-HTS) gelistirilmistir. Biyolojik aktiviteyi ‘aktif’
veya 'inaktif' olarak siniflandirarak biiyikk miktarda tarama verisi {dreten HTS
yonteminde, geleneksel yaklagimlarin kullanimi géz ardi edilir. Binary QSAR, bu tiir
bir yanit1 ustalikla idare edebilecek bir yaklasim sunar. 1k olarak, ikili 6l¢iim verilerini
(1=aktif, O=aktif olmayan) bilesiklerin molekiiler tanimlayicilar1 ile iligkilendiren
Labute tarafindan tanmitilmistir [96]. Ardindan, Bayes Teoremine dayali olarak aktifler
ve aktif olmayanlar igin bir olasilik dagilimi belirlenir [78,97]. Bu metot biyolojik
aktivite i¢in gereken 6nemli yapisal bilgileri ¢ikarmada ve ilag tasarimi igin arsivlerin
tasariminda yardim eder. Binary QSAR metodunun avantaj ve dezavantajlar1 Labute’un
bir c¢alismasinda agiklanmistir. Bu metot HTS i¢in bilesiklerin se¢iminde ve
arsivlenmesinde oldukg¢a kullanighdir. Binary QSAR metodunun baslica dezavantaji

parametrelerin yorumlanmasinda kolay olmamasidir [98].
1.4.5. 3D QSAR

Bir molekiiliin boyutu ve 3B yapisi, molekiiliin biyolojik aktivitesini modiile eden

onemli yapisal 6zelliklerden bazilaridir [99,100]. Ayrica, farmasétik agidan ilgi ¢ekici
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cok sayida molekiil, baz1 durumlarda beklenen hidrofobik veya hidrofilik 6zelliklerde
degisikliklere izin veren bir esneklik gosterir [101]. Daha 6nce agiklandigi gibi, ilgili
modeller 2D QSAR yontemleri kullanilarak elde edilebilir. Fakat, 2D tanimlayicilar
onemli 3B ozellikleri hesaba katamazlar [102]. Bu durum yapi-aktivite arasindaki
iliskiyi daha net agiklamak adina yeni arayislar dogurmustur. 3D QSAR yo6ntemi,
Karsilastirmali Molekiiler Alan Analizi (Comparative Molecular Field Analysis,
CoMFA), 1988'de Cramer tarafindan tanitildi ve QSAR'n ilerlemesinde onemli bir
adimi temsil etmektedir [103]. Aktif Analog Yaklasimi, Molekiiler Sekil Analizi
(Molecular Shape Analysis-MSA) ve CoMFA gibi birgok 3D QSAR modeli yaklagimi
1980’lerde ortaya ¢ikmustir.

Bir molekiilin biyolojik aktivitesi onun 3B yapisina bagimli oldugu i¢in 3D QSAR,
molekiildeki yapisal degisikliklerin biyolojik 6zellikleri nasil etkiledigini anlamamiza
yardim eder. 3D QSAR teknikleri yapi-aktivite iliskilerini bilgisayar destekli olarak
ortaya koyar. Hiz1 ve kesinliginden dolayr 3D QSAR metotlar1 ile L-R kompleks yapisi
tizerindeki hesaplamalar yapilabilir. 3D QSAR yontemleri, incelenen molekiil serisi

disindaki bilesiklerin aktifligini veya inaktifligini tahmin etmek i¢in de kullanilir [98].

3D QSAR’da bir takim genel kurallar mevcuttur ve bunlar asagida maddeler halinde

gosterilmistir.

1. Konformasyonel analiz yontemleri kullanilarak minimum enerjili konformer
segilir.
2. iki atom arasindaki mesafe, halkali sistemlerin optimizasyonu, dénor-akseptor

hidrojen bag: ya da ytiklii fonksiyonel gruplar tanimlanur.

3. Aktif Kiime Analizi (Perform Cluster Analysis) adi verilen siniflandirma
teknikleri ile Pha yapisini bulunduran baglayici konformer segilir. Aktif kiimede
her bir yapmin en diisiik enerjili konformeri reseptor ile etkilesen konformer

olarak alinir.

4. Biyolojik aktiviteye etki eden atom yiikleri, HOMO ve LUMO orbitalleri, dipol
momenti, polaritesi, molekiiler elektrostatik potansiyeli, sekil ve hacim gibi

Ozellikleri belirlenir.

5. Farmakofor adaymin 6zellikleri segilir.
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3D QSAR, kiiciik molekiillerin biyolojik aktivitesini 3B uzayda hesaplanan
ozellikleriyle iliskilendiren nicel modellerdir [104,105]. Tim 3D QSAR yontemleri,
molekiiler modellemeyi ve bir dizi bilesik i¢indeki nispi biyolojik aktivitenin
istatistiksel analizini birlestirir. Tim QSAR teknikleri, incelenen tiim bilesiklerin ayni
biyolojik hedefe kovalent olmayan bir sekilde baglandigini; yapisal olarak benzer
bilesiklerin benzer sekilde bu ortak reseptér bolgesine yonlendirilecegini ve sistemin
dinamiklerinin ihmal edilebilecegini savunur. Ancak yontemler, bilesikleri tanimlama
bicimleri ve 3B ozellikler ile biyolojik aktivite arasindaki iliskileri nasil saptadiklari
konusunda farklilik gosterir. Tim QSAR yontemlerinde oldugu gibi, 3D QSAR'lar
genellikle heniiz test edilmemis bilesiklerin giictinii tahmin etmek i¢in kullanilir. 3D
QSAR metodu, parametre tipine gore iki temel smifa ayrilir. Birincisi hacim bazli
(lattice-based, incelenecek bir bilesik bir hacim igine yerlestirilerek 6zelliklerinin

arastirilmast) ve ikincisi yiizey bazli parametrelerdir.

1.4.5.1. Karsilastirmal Molekiiler Alan Analizi (CoMFA-Comparative Molecular
Field Analysis)

Bir ligandin 3B yapisina bakilarak biyolojik aktivitesinin tahmin edilebildigi 3D QSAR
yontemine ilk uygulanan metod olan CoMFA, uzun yillar boyunca 3D QSAR terimi ile
es anlamli olarak kullanild [106]. Muhtemelen simdiye kadar hacim bazli metot olarak
kullanilan en yaygin 3D QSAR yontemidir [106,107]. 1979°da Cramer ve Milne
molekiilleri karsilastirmak i¢in uzayda molekiilleri iist iiste ¢akistirarak 3B olarak
incelemislerdir. Bunu izleyen yillarda bu yaklasim CoMFA’nin ilk uygulamali modeli
seklinde, DYLOMMS (Dynamic Lattice-Oriented Molecular Modelling System) metot
olarak gelistirilmis fakat bilim adamlari tarafindan yetersiz bulunmustur. 1988°de
Cramer bu modeli gelistirerek COMFA olarak adlandirdigi bu yeni metodu ortaya
cikarmig ve bu metot genis capta kullanim alani bularak, QSAR ve ilag tasarimi igin
kullanilan en giiglii yontemlerden biri olmustur. COMFA, molekiiliin fizikokimyasal
ozelliklerini biyolojik aktivitesini, molekiilin yapist ile iligkilendiren istatistiksel ve
grafiksel bir modeldir [108]. COMFA, "bir dizi hizalanmis bilesik veya ilag molekiilii
etrafindaki sterik ve elektrostatik alanin uygun bir 6rneginin biyolojik &zelliklerini
anlamak igin gerekli tiim bilgileri saglayabilecegini" varsaymaktadir [106]. COMFA'nin
altinda yatan fikir, biyolojik aktivite gibi 6zelliklerin, genellikle molekiilleri ¢evreleyen

kovalent olmayan etkilesim alanlarinin sekil ve kuvvetlerindeki esdeger degisikliklerle
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yakindan iligkili olmasidir. Yani sterik ve elektrostatik alanlar, bir dizi bilesigin
biyolojik 6zelliklerini anlamak igin gerekli tiim bilgileri saglar. Bu nedenle, molekiiller
kiibik bir 1zgaraya yerlestirilir ve tanimlanmus bir prob ile molekiil arasindaki etkilesim

enerjileri her bir 1zgara noktas i¢in hesaplanr.

Bir COMFA calismasinda elektrostatik ve sterik olmak tizere iki potansiyel kullanilir.
Lennard-Jones islevi sterik potansiyeli, Coulomb islevi ise elektrostatik potansiyeli
temsil eder. COMFA'nin standart uygulamasinda yalnizca baglanma serbest enerjisinin
entalpik katkilar1 saglanir. Bir¢ok baglanma etkisi, hidrofobik ve entropik katkilar
tarafindan yonetildigi igin kuvvetlerin beklenen ana katkilarini1 ve bu kosullar altinda
CoMFA'nin gergekgi sonuglar bulup bulamayacagimi 6nceden karakterize etmek

gerekir.

COoMFA uygulamasi, anlasilir molekiiler tanimlama, istatistiksel analiz ve sonuglarin
grafiksel gosteriminin toplu kombinasyonu nedeniyle ¢ekicidir. COMFA molekiillerin
biyolojik aktivitelerinin 3B yapilartyla alakali oldugunu savunur ve bunu kantitatif
olarak 3B olarak inceler. Bu amagla ilk 6nce analizi yapilacak olan molekiil seti segilir.
Burada en o6nemli sart, benzer yapiya sahip olan molekiillerin ayni tip reseptorle
(enzimler, proteinler, hormonlar vb. gibi) ayni sekilde etkilesime girerken (L-R
etkilesimi) ayn1 baglanma bolgelerini kullanmasi sartidir. Daha sonra CoOMFA modelini
olusturmak i¢in molekiillerden bir alt grup olarak egitim seti (training set) se¢ilir ve
geriye kalan molekiiller de test seti olarak secilir. Bu iki set yardimiyla COMFA metodu

ile atomik yiikler ve diisiik enerjili konformasyonlar hesaplanir [108].

CoMFA’da molekiiller birbiri tizerinde ¢akistirilir ve bu ¢akistirma igin yapisal
benzerlik esas alinir. Cakistirilan bu molekiiller ii¢ boyutlu bir yiizeye yerlestirilir.
Orijinal COMFA’da, prob olarak +1 yiiklii bir sp® karbon atomu kullanilir. Bu prob
yardimu ile veri setindeki tiim molekiillerin boyutunun 4A 6tesine uzanan ve diizenli
olarak 6rneklenen bir 3B 1zgara kutusunun, her 1zgara noktasindaki ligandlar i¢in alan
degerleri sistematik olarak hesaplanir [106]. Izgara ¢oziiniirliigl, biyolojik aktivitedeki
varyasyonlari tanimlamak i¢in gerekli olan alan bilgisini iiretecek bir aralikta olmalidir.
Ote yandan, istatistiksel analize ¢ok alakasiz bir verinin dahil edilmesi, modelin tahmin
edilebilirliginin azalmasina neden olabilir. Yaklasik olarak standarta yakin olarak

diisiiniilen 2A ¢oziiniirliik kullamlir. Genellikle, daha dogru 1A araligmin aksine 2A'lik
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bir 1zgara aralig1 kullanilarak istiin sonuglar elde edilir [109]. Molekiiller, daha 6nce
GRID [110] tarafindan hesaplananlar gibi molekiiler etkilesim alanlariyla tanimlanir,
sterik ve elektrostatik alanlardaki degisimlerle biyolojik aktivite arasindaki iliski PLS ve
LOO-CV ile hesaplanir [106,111-113]. 3D QSAR c¢alismalarinda dogrudan CoOMFA
uygulamalari ile ilgili gegmisten giiniimiize olduk¢a fazla ¢alisma yapilmis ve hala da
devam etmektedir [114-116].

CoMFA programi, kullanici tarafindan ayarlanabilen gesitli parametreler (prob atomlari,
yiikler, enerji skalasi, enerji kesintileri vb.) sagladig: i¢in kendi mucidi disindaki diger
aragtirmacilar tarafindan da kolaylikla kullanilabilmektedir. Parametre ayarlarindaki bu
esneklik, kullanicinin tim prosediirii kendi ¢alismalarina uygun hale getirebilmesini

saglar.
1.4.5.2. Aktif Analog Yaklasim

Bu yaklasim, birbirine benzeyen konformerlerin biyolojik aktivite bakimindan benzerlik
gosterecegini savunur. Yontemde ilk olarak incelenen molekiil serisindeki en yiiksk
enerjili molekii segilir ve konformerleri hesaplanir. Bu islem, molekiil serisindeki tim
molekiillere uygulanir ve islem sonunda yiiksek enerjili konformerler géz ardi edilerek
islem dis1 birakilir. Daha sonra her bir molekiil i¢in molekiiler hacim hesaplanir, aktif
konformerler belirlenir ve molekiiller iist iiste cakistirilir. Ust iiste cakisan konformerler
arasindan belirli bir tolerans araliginda reseptor ile uyumlu olan ortak tasidiklart aktif

yap1 belirlenir ve Pha tanimlanur.
1.4.5.3. Molekiiler Sekil Analizi (MSA-Molecular Shape Analysis)

MSA, molekiiler sekil benzerligi ve ortak ol¢iimlerini diger molekiiler tanimlayicilarla
birlestiren bir takim yonteme dayanan bir QSAR yaklasimidir [117,118]. MSA terimi,
Van der Waals kiireleri gibi, molekiilii olusturan atomlarin bazi 6zellikleri tarafindan
temsil edilen ti¢ boyutlu molekiiler sekillerin karsilastirilmasindan dogan molekiiler
benzerligi anlatir. Bu yaklagimin temeli, molekiil seklinin baglanma bolgesindeki
boslugun sekli ile iliskili olduguna ve dolayisi ile biyolojik aktiviteyle baglantili
olduguna dayanir. Bundan dolay1 baglanma bolgesindeki boslugun seklini temsil edecek
bir referans molekiil secilir ve referans ile digerleri arasindaki sekil benzerlikleri bu

bilesiklerin biyolojik aktivitelerini belirlemede kullanilir.
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3D QSAR’da MSA yaklasiminnda islemler yedi adimda gergeklesir:

a) Konformasyonel analiz yapilmasi,

b) Aktif konformerin tanimlanmasi,

c) Referans bilesigin se¢imi,

d) Her bir bilesigin referans molekiile gore st {iste ¢akigtirilmasi,

e) Molekiiler sekil benzerligi veya ortakligi parametrelerinin hesaplanmasi,

f) Hansch tipi parametreler gibi diger molekiiler tanimlayicilarin belirlenmesi,

g) MSA ile 3D QSAR modelinin gelistirilmesi.

1.4.5.4. Karsilastirmal Molekiiler Sekil Analizi (CoMSIA-Comparative Similarity

Indices Analysis)

Klebe ve arkadaslari, ¢ogu COMFA yonteminde kullanilan Lennard-Jones
potansiyelinin fonksiyonuyla ilgili problemler nedeniyle, COMSIA olarak adlandirilan
ve benzerlik indekslerine dayali bir COMFA yontemi gelistirmistir [4,107]. COMFA ile
benzerlikleri olsa da CoMFA’da Lennard-jones ve Coulomb potansiyeli kullanilirken
CoMSIA’da, hidrojen bagi, hidrofobisite, elektrostatik ve sterik 6zellikleri tayin etmek
icin daha ¢ok Gaussian fonksiyonunu kullanir [119]. COMSIA yaklasimindan elde
edilen 3D QSAR metodundaki basamaklar asagidaki gibi 6zetlenebilir.

1. Oncelikle, incelenen biitiin molekiiller yap: bazli olarak gakistirilir.

2. Molekiillerin tamamini kapsayacak sekilde diizgiin aralikli ve dikdortgen sekilli
bir yiizey olusturulur. Incelenecek atomlar H-bagi donérii ya da akseptorii,
hidrofobik, elektrostatik ve sterik &zelliklerini 6lgmek tizere her bir orgi

noktasina yerlestirilir.

3. En sonunda da elde edilen sonuglar test edilen bilesiklerin biyolojik aktiviteleri
ile birlestirilerek bir tablo igine yerlestirilir ve COMSIA modelini elde etmek igin

PLS uygulanir.

Molekiil hizalamasi, iki molekiiliin birbirine gére rastgele oryantasyonundan baslanarak
sterik, elektrostatik ve hidrofobik 6zelliklerin agirlikli kombinasyonuna dayali benzerlik

puani (Ag) kullanilarak gergeklestirilir ve en iyi hizalama, maksimum benzerlik puani
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ile elde edilir. Ayrica, her molekiil i¢in molekiiler etkilesim alanlari, Lennard-Jones ve
Coulomb potansiyel fonksiyonlarinin yerine benzerlik indeksleri cinsinden hesaplanir.
Benzerlik alanlari, molekiiller ve farkli prob atomlar1 arasindaki benzerligi temsil
edenlerle hesaplanir. Ayrica, COMSIA teknigi ile tipik olarak yalnizca sterik ve
elektrostatik alanlar degil, ayn1 zamanda hidrofobik alanlar ve H-bagi dondrii/akseptorii
alanlar1 da dikkate aliir. Bir bilesik ile bir prob atomu arasindaki fizikokimyasal
ozellige gore diizenli aralikli 1zgaranin (1.1 ve 2.0 A) kesisimlerindeki benzerlik
degerleri asagidaki sekilde hesaplanir [120]:
—ar%

4 (=%
Ak (D)= El(‘)probe,k(’oike (115)

i Incelenen j molekiiliiniin tiim atomlaria ait toplam indeks;
oik: Hedef molekiiliin k atomunun fizikokimyasal 6zelliginin ger¢ek degeri;

oprob k. 1A yarigaph, +1 yiikli, +1 hidrofobisitesi olan ve +1 degerinde H-bag

donor/akseptor 6zelliklerine sahip olan prob atom;
o: diizeltme faktorii;

liq: q ylizey noktasindaki prob atomu ile incelenen molekiiliin i atomu arasindaki

karsilikl1 mesafe.
Bazi durumlarda CoMSIA’nin COMFA'ya gore bir takim avantajlari olabilir [121]:

1. Lennard-Jones ve Coulomb potansiyel alanlart kullanilirken meydana
gelebilecek 1zgara tabanli prob-atom etkilesimlerinde ani degisikliklerden

kagiarak, benzerlik indekslerinde Gauss dagiliminin kullanilmas,

2. Sterik veya elektrostatik potansiyel alanlarla siirli olmayan bir benzerlik probu

se¢ilmesi,

3. CoMSIA'in bir hidrofobik prob vasitasiyla ¢oziicii entropik terimlerini

yakalamaya calisabilmesi.

1.4.5.5. Karsilastirmah Molekiiler Moment Analizi (CoMMA)
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Molekiiliin 3B geometrik temsiline dayanan CoMMA, temel eylemsizlik momentleri
(dipol momentinin biiytikligi vb.) ve temel dort kutuplu moment gibi tanimlayicilarin
gelistirilmesinde, molekiiler kiitlenin momentlerini ve ikinci dereceye kadar olan yiik
dagilimlarmi kullanan, hizalama islem yapilmayan bir 3D QSAR yaklasimidir
[122,123]. Bu tanimlayicilar, hizalama yapmadan bu islemi devam ettirmek icin, her
molekiiliin kiitle merkezine ve ayrica dipol merkezine ¢evrildikten sonra elde edilir. Bu
molekiiler moment tanimlayicilar1 ile aktivitenin korelasyonu, PLS kullanilarak

gergeklestirilir.
1.4.6. 4D QSAR

Hedef protein yapisinin bilinmedigi durumlarda uygulanan QSAR modelinin niteligi
ligandlarin dogru siiperpozisyonuna baglidir. QSAR’daki bu gibi sorunlar1 agmak adina
uzun sireli caligmalar yapilmis ve sonunda Hopfinger ve arkadaslar1 1997°de,
geleneksel 3D QSAR yontemlerinde bulunan alisilagelmis ti¢ boyutlu tanimlayicilarda
grup ortalamasini alarak konformasyonel esnekligi ve hizalama 6zgiirligiinii iceren 4D
QSAR formalizmini onermistir [124,125]. Burada yontemin “dordiincii boyutu”, bir
egitim setinin tyelerinin uzaysal ozelliklerini ornekleyen topluluktur. CoMFA’dan
farki, konformerleri eslestirerek biolojik aktivite bilgileri ile molekiiler yapilarin bir
setinden gelistirilen modelde hem konformerleri hem de align islemlerini
birlestirmesidir ve 3D QSAR’dakinin aksine aktif konformasyon minimim enerjili
konformer degildir. Bu yaklasimda, konformasyonel eslestirme 6zelliklerini belirlemek
icin molekiiler dinamik simiilasyon (MDS) kullanilir ve tanimlayicilar ise her bir
deneme hizalamasina gore, konformasyonel davranigin bir grup ortalamasina karsilik
gelen, kiibik grid hiicrelerindeki farkli atom tiplerinin doluluk frekanslaridir [126,127].
Calisilan bilesik serisindeki her bir bilesigin en aktif konformeri, minimum enerjili
konformerin 2 kcal/mol iginde olan tim konformerlerdir. Bu diisiik enerjili
konformerler serisi, en iyi sonucu veren 3D QSAR modelleri i¢inde ayr1 ayr1 hesaplanir.
CoMFA’da oldugu gibi, en iyi ¢akismay1 yapabilmek icin her bir bilesigin konformeri
daha oOnceden belirlenmis grid icine yerlestirilir ve 3B parametreleri bilgisayarda
hesaplanir. PLS teknigi ile de biyolojik aktivite iliskilendirmesi yapilir. Burada aktif
konformer, uygun 3D QSAR modelinde en iyi aktivite degerini verenler arasindan

segilir.
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QSAR modellerini  olustururken c¢oklu konformasyonlari, altyapt gruplarmi ve
hizalamalar1 hesaba katma ihtiyaci, 4D QSAR analizinin gelisimine y6n vermistir. Bu
QSAR serbestlik dereceleri normalde 3D QSAR analizinde sabit tutulur. 4D QSAR
analizi, aktif konformasyonlari ve tercih edilen hizalamay: anlamli ve nitelikli bir
sekilde tahmin edebildigi siirece, bir sonraki COMFA ve/veya COMSIA teknikleri igin
bir 6nislemci olabilir. Ayrica, 4D QSAR yonteminin L-R veri setleri i¢in nicel Pha

olusturulmasi i¢in hem yararli hem de giivenilir oldugu kanitlanmistir [128,129] .
1.4.7.5D QSAR

3D QSAR ve 4D QSAR modellerindeki temel diisiince, farkli molekiiler alan ve farkl
konformasyonlara sahip molekiillerin farkli biyolojik aktivite gosterecegi yoniindedir.
Bu varsayim iizerine olusturulan sanal modeller genellikle molekiillerin baglanma
afinitesini, farmakokinetik ve toksik ozelliklerini tahmin etmek igin kullanilir [130].
Molekiiler yap1 ve biyolojik aktivite arasindaki baglantiyr kurmak adina yapilan biitiin
bu 6zverili ¢alismalara ragmen, reseptoriin dogal esnekligi ila¢ tasariminda ¢ogunlukla
g6z ardi edilmistir. Ligandin reseptore en diisiik enerji konformasyonu ile baglandig: ve
bunu yapmak igin reseptor yapisinin ligand molekiiliinii yutmak i¢in bozulacagi ¢ok
asikar bir durumdur. Vedani tarafindan gelistirilen 5D QSAR yaklagimi, ligandin
reseptore baglandigi durumlarda reseptor yapisinda meydana gelecek esneklik gibi
yapisal degisiklikleri ele alir [131]. Burada esneklikten kasit, reseptoriin baglanma
bolgesinin yiizeyinin, kendisine baglanan ligandin boyutuna ve topolojisine bagli olarak
hafifce kiiciilebililmesi veya genisleyebilmesidir. Gergek hedef proteinin yapisinin
bilinmedigi durumlarda indiikklenmis uyumun dogrulugu ve mekanizmasinin
tanimlanmast miimkiin olmadigindan, farkli indiiklenmis uyum protokolleri
(elektrostatik ve sterik etki, hidrojen bagi veya lipofiliklige bagli biiyiiklik vb.)
alternatif olarak sunulur [85]. 5D QSAR modeli, L-R etkilesiminde QSAR metoduna

daha kesin ve daha giivenilir sonuglar vermesi bakimindan oldukga 151k tutucu olmustur.
1.4.8. 6D-QSAR

Vedani tarafindan gelistirilen ve QSAR c¢alismasina eklenen bu yeni boyut, ¢6zme ve
¢oziinme fonksiyonunu dikkate alir [132]. Coziinen ve ¢6ziicii kavramlart burada ¢ok

onemlidir ¢iinkii L-R baglanmasinda kovalent olmayan etkilesimler de incelenmektedir
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[130]. Bu giine kadar literatiire eklenen biitin QSAR teknikleri ile boyutlarina gore
yaklasimlar1 ve kullandiklar1 parametreler Tablo 1.1°de 6zetlenmistir.

Tablo 1.1. QSAR yaklagimlarinin boyutlarina goére siniflandirilmasi ve kullanilan
parametreler

SAR .
gknikleri Boyutlarimin 6zelligi ve Kullanilan Parametreler
1D QSAR Aktiviteyi pKa, log P, vb. gibi global molekiiler fizikokimyasal o6zelliklerle

iligskilendirir.

Aktivite, yapisal ozelliklerle (baglanti, 2D farmakofor, vb.) iliskilidir fakat bu
2D QSAR ozelliklerin acik bir 3B temsili dikkate alinmaz.
(1D QSAR+Yapisal, geometrik, elektrostatik, termodinamik parametreler)

Aktivite, ligandlarin ti¢ boyutlu yapisi ile ve molekiilleri ¢evreleyen kovalent
3D QSAR olmayan etkilesim alanlariyla iligkilidir.
(2D QSAR+Elektrostatik, sterik, hidrofobik parametreler)

Ligandlar, bir konfigiirasyon toplulugu olarak temsil edilir.
4D QSAR (3D QSAR+Konformasyonlar, protonlanma ve stereoizomerlerle ilgili
parametreler)

4D QSAR'da farkl indiiklenmis-uyum modellerini agikca temsil eder.
5D QSAR (4D QSAR+Ligand-protein baglanmasinda olusan konformasyonel degisiklikler
ile ilgili parametreler)

5D QSAR’a ek olarak ¢6ziiniirliik etkisini de inceler.

6D QSAR (5D QSAR-+Coziinme ile ilgili parametreler)

1.4.9. Molekiiler Modelleme ve QSAR

Molekiiler yaprt ve ozelliklerini arastirmak igin bilgisayarli ve grafiksel tekniklerin
kullanildigi molekiiler modelleme yaklasimlari [133] bilgisayarli analiz ve interaktif
tasarim olmak tizere iki ana gruba ayrilir. Modern molekiiler modelleme teknikleri yap1
analizi, homolog modelleme ve etkilesim olarak tige ayrilmis olsa da aslinda en iyi
modelleme teknikleri molekiiler dinamik, molekiiler mekanik ve kuantum mekanik
yontemleridir [134].

Molekiiler modelleme ¢alismalarinin ¢ogu ii¢ adimda gerceklesir ve bunlarin ilkinde
molekiil i¢i ve molekiiller arasi etkilesimleri agiklamak i¢in model segilir. Kuantum
mekanik metot (Quantum Mechanics, QM) ve molekiiler mekanik metot ( Molecular
Mechanics, MM), en genel bilinen molekiiler modelleme teknikleridir. Bu iki model,
incelenen sistemdeki molekiil ve atomlarin enerji diizeylerinin belirlenmesine ve
bunlarin pozisyonlarindaki degisimin sistemin enerjisini nasil degistirdiginin
anlasilmasina olanak saglar. Molekiiler modelleme ¢alismalarinin ikinci adiminda
konformasyonel arastirma, Monte Carlo Simiilasyonu veya molekiiler dinamik

hesaplamasi yapilir ve en son adim olarak da hesaplama sonuglar1 analiz edilir.
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Molekiiler modelleme, molekiilerin biyolojik 6zelliklerini tahmin edebilen, molekiilleri
ve onlarin sistemlerini analiz edebilen, deneysel bilgilere ve teorik kimyasal metotlara
dayanan bir bilgisayar teknigidir. Halihazirda bulunan teknikler biyolojik aktiviteden
sorumlu olan atomun ve molekiiliin elektronik o6zellikleri, hidrofobisite ve molekiiliin
geometrisi gibi ozellikleri agiklar. Biitiin bu o6zellikler ilag tasariminda yapi-aktivite
iliskisini anlamakta 6nemlidir. Molekiiler modellemede en ¢ok kullanilan programlar
SYBYL, AMBER, DOCK, MODELER ve RasMol gibi programlardir [135].

1.4.10. QSAR esitligi tiiretme: Basit ve ¢oklu lineer regresyon metodu

QSAR esitligi tiiretmek i¢in bu giline kadar birgok matematiksel metot kullanilmistir.
Bunlar arasinda en yaygin olani lineer regresyon yontemidir ve basit bir linner

regresyon esitligi asagida gosterilmistir [136].
y=mx+c (1.16)

Bu esitlikte y bagimli degisken, X ise bagimsiz degiskendir. Yani QSAR modeli igin
distintildiigiinde y biyolojik aktiviteyi, x ise logP veya siibstitiient katsayis1 gibi
molekiiler tanimlayicilar1 temsil eder. Esitlikteki ¢ ise gercek gozlemler ve esitlik ile
tiretilen degerler arasindaki farkin toplamidir. Coklu regresyon yontemi birden fazla
bagimsiz degisken oldugu zaman kullanilmaktadir [136]. Burada ama¢ m degerini

bulmaktir ve ¢ ve m degerlerini veren formiil Esitlik 1.17°de gosterilmistir.

N
> (Xi —<X>)(yi -<Y)
m = I=1

N 2
> (Xi — (X))
=1
(1.17)
Cc =<y -Mm<{X)

Bu formiil basit lineer regresyon kadar kolay olmasa da istatistiksel paket programlari

kullanilarak kolayca kurulabilir.

x)=

=18 (118)
i Y Ni:1yI '

Z|~
Iz
X
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Asagidaki esitligin sonucunun 0’a yakin olmasi kurulan modelin koti oldugunu, 1’e
yakin olmasi ise kurulan modelin giizel calistigini gdstermektedir. R* degerinin

hesaplanmasinda kullanilan esitlikler asagida gosterilmektedir [136].

N
1SS = 3 (%~ (1.19)
1=
N 2
ESS = 3 (Vpgg i ~() (1.20)
N 2
RS = igl(yi ~Yhes. i) (1.21)
TSS = ESS +RSS (1.22)
r? _ESS _TSS—RSS _, RSS (1.23)

TSS TSS = TSS
1.4.11. Capraz Dogrulama (Cross Validation-CV)

Capraz dogrulama (CV) yontemleri, R? degerinin tek basina kullanilmasindan
kaynaklanan bazi sorunlarin denenmesi ve iistesinden gelinmesi i¢in kullanilir. CV, veri
setinden bazi degerlerin ¢ikarilmasini, kalan verileri kullanarak bir QSAR modelinin
tiiretilmesini ve sonrasinda g¢ikarilan verilerin degerlerini tahmin edilmesidir [137,138].
En basit ve en genel CV prosediirii, her nesnenin birer birer alindig: bir disarida birakma
(LOO teknigi) teknigidir [136]. Bu islemi veri kiimesindeki her bir deger i¢in
tekrarlamak, R*den daha iyi bir sonu¢ verir ve Q® olarak adlandirilir [139]. Q2

degerlerini bulmak i¢in esitlik 1.24 kullanilmaktadir [136].

Q* =1

PRESS X .
; PRESS = > (Vi — Yieosi)’ (1.24)

-y

1.4.12. Farmakofor (Pha) Kavrami

Ilaglarin proteinlerle spesifik etkilesimi (L-R etkilesiminin bir 6rnegi) de burada rol alan

tim molekiillerin molekiiler 6zelliklerinin 3B diizenlemesi de, ligand ve reseptoriin
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baglanma bolgesi arasindaki yapisal bir tamamlayiciliga baglidir. Bu tamamlayici yapi,
bir bilesigin belirli bir biyolojik 6zellik gostermesi i¢in sahip olmasi gereken noktalarin
3B diizenlenmesini temsil etmelidir. Bu noktalar, H-bagi donérii/akseptorii gibi belirli
bir karakteristik ozelligi olan atomlar ya da reseptor veya aromatik halka
merkezlerindeki tamamlayic1 noktalar olabilir [140]. iste bu noktalara sahip yap:
farmakofor olarak nitelendirilir. Yani Pha, belirli bir biyolojik hedef yap1 ile en uygun
etkilesimi saglamak igin gerekli olan sterik, elektrostatik ve diger fizikokimyasal
ozellikler toplulugudur [141]. Bir Pha, ger¢ek bir molekiilii ya da fonksiyonel gruplarin
gercek bir bilesimini temsil etmez, bir dizi bilesigin hedef yapiya yonelik ortak
molekiiler etkilesimi agiklayan soyut bir kavramdir. Bir dizi aktif moekiil tarafindan
paylasilan en biiyiik ortak payda olarak kabul edilebilir. Basit bir sekilde agiklayacak
olursak Pha, L-R etkilekisiminde fizikokimyasal 6zelliklerden biyolojik sinyal iireterek

aktiviteden sorumlu olan gruptur.

Yapi-aktivite iligkilerinde ¢ok yararli oldugu kanitlanan Pha, ilag tasarimi ve
toksikolojide de oldukga faydali ve kullanighdir. Pha’yr tanimlamak demek
biyoaktivitenin varliginin ya da yoklugunun nicel hesaplamalara gerek olmadan tahmin
edilebilmesi demektir. Fakat bu durum ilk etapta faydaliymis gibi goriinse de uzun
soluklu diisiiniildiigiinde yetersizlikleri s6z konusudur. Bersuker tarafindan yapilan

caligmalarda Pha tanim1 agagidaki 6zellikler katilarak gelistirilmistir [142,143].

1. Pha’nmin sadece periyodik tablodaki herhangi bir atom grubu oldugu
diistintilmemelidir. Ayn1 atomlar igin farkli ve farkli atomlar igin ayni olabilen,
farkl1 Dbilesiklerdeki molekiil i¢i atomlara o6zgii elektronik o6zelliklerle de
tanimlanmalidir.

2. Pha’nin elektronik ve geometrik parametreleri belirli tolerans degerleri araliginda
her bilesikte degisiklik gosterir ve aktivite de bu gesitliligin bir fonksiyonu olabilir.
Bu durum Pha’nin esnekligi olarak adlandirilabilir.

3. Aktivitenin tamimlanmasinda Pha gerekli bir kavramdir fakat tek basma yeterli
degildir. Aktiviteyi arttiran (Auxiliary group; AG) ve azaltan (Anti Pharmacophore
Shielding; APS) gruplarin varligi da hesaba katilmalidir.

1.4.13. Farmakofor Tanimlama Metotlar:
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Pha tanimlama metotlarindan birisi Marshall tarafindan kullanilan aktif-benzesim
yaklasimuidir [144]. Bu yaklasim aktif ve inaktif bilesiklerin yapisal olarak tanimlanmasi
i¢in kullanmlir ve iki adimdan olusur. Ilk adimda L-R arasindaki etkilesim icin, bir grup
aktif bilesik serisinden olusan deneme setindeki farkli siibstitiientlerin etkisine bakilir.
Buradan elde edilen veriler, reseptdriin aktif tarafindaki fonksiyonel gruplarin 6zellikleri
hakkinda bilgi verir. Bu yontemin basitlestirilmis hali Consentino tarafindan
degerlendirilmistir [145]. ikinci adimda ise reseptoriin baglanma noklar1 olarak kabul
edilmis noktalar1 arasindaki ya da aymi ve farkli serilerdeki fonksiyonel gruplar
arasindaki benzerlik diistiniilerek ona gore bir yaklasimda bulunulur. Aktif-benzesim

yaklasiminin temel igleyisini su sekilde anlatabiliriz:

Her bir izinli konformer icin Pha atomlar1 arasindaki mesafe sistematik olarak
kaydedilir. Bu vesileyle, uygun sartlara sahip olmayan ve Pha yapisi ile alakasiz olan
konformerler bu basamaklarda ¢ikarilmis olur. Boltzman dagilimina goére olusum
entalpisindeki biytiklik sebebiyle bu konformerlerin sayilar1 azalacagindan dolay1 bu
az sayidaki konformerler islem dis1 birakilabilir. Biitiin aktif molekiiller tarafindan
olusturulan atomlar arasi mesafeler grubu, Pha’nin geometrik yapisin1 temsil eder.
Boylelikle GA yardimu ile aktif-benzesim yaklasimi kullanilarak kilavuz bir Pha modeli
belirlenmis olur. Fonksiyonel atomlar1 birbiri iizerinde ¢akistirilabilen konformerlerin
kullanilmasiyla belirli tolerans degerleri arasinda ortak tasidiklari aktif parga olan Pha

tanimlanabilir.

Aktif molekiiller ile onlarin en uygun konformerleri siiperimpoz yapilir ve Pha gibi
birbirinin yerini tutan énemli grup gakisir. Molekiillerin siiperimpoz edilmesiyle ortak
bir iskelet iizerinde ¢akistirma yapilmis ve bdylece ligandlar reseptorle ortak bir yonden
etkilestirilmis olur. Pha etrafindaki atomlar da ortak olarak yonlendirilerek tim
konformerler igin siniflandirilir ve siiperimpoz tamamlanmig olur. Aktif-benzesim
yaklasimi esasina gore konformerleri siniflandirmak igin etkili bilesikler (en ¢ok aktif
ve en az atomlu basit yapilar) daha esnek yapidaki bilesiklerle kiyaslanabilir ve onlarla
sliperpozisyon yapilabilir. Bu yaklasim yeterince homolog olan bilesikleri i¢erdiginden
dolay1 siiperpozisyon anlamlidir. Aslinda siiperpozisyon, aktivitede etkili olan Pha
grubu ve biyoaktif yapinin kendisidir.
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ChemX ad1 verilen bir modelleme programi igerisinde, halihazirda bulunan molekiiler
modelleme programina ek olarak Pha haritalandirma stratejisi de bulunmaktadir. Bu
yaklasim bilindik bir Pha tanimi islemini takip eder. Ik énce veri setindeki diisiik
enerjili konformerleri belirlemek i¢in konformasyonel analiz yapilir. Daha sonra H-bagi
yapabilen ve yapamayan bolgeler, pozitif yiikli atomlar ve aromatik halka merkezleri
olan Pha noktalar1 otomatik olarak gorevlendirilir. Bu siire¢ sirasinda, bu noktalarin
ciftleri (mesafe anahtar1) ile sayisal bilgiler, noktalar arasi iligkiler ve tiirler arasindaki
mesafeler depolanir (formiil anahatar1). Miimkiin olan ii¢ veya doért noktali Pha’lar i¢in
mesafe ve formiil anahtarlarinin arastirtlmasiyla, onerilmis Pha’lar tanimlanir. Daha
sonra bu Pha’larla her bilesigin en az bir konformeri karsilastirilarak onaylama islemi

tamamlanmalidir.
1.4.14. Elektron Topolojik Matrise (ETM) Dayal Elektron Topolojik Metot

Molekiillerin topolojik, geometrik ve elektronik o&zelliklerinin Elektronik Topolojik
Matris (ETM) adi verilen bir matris tizerinde tanimlandigi bir QSAR yaklagimi olan
elektronik topolojik metot, Pha tanimlama yontemlerinden bir tanesidir [146,147].
Bilesikleri biyolojik aktiviteleri ile temsil eden matrislerin karsilastirilmasi, aktiviteden
sorumlu spesifik molekiiler fragmentleri sunan alt matrisi bulmay1 amaglar. Bu matriste
diyagonal (kosegen) elemanlar atomun elektronik degerini verirken nondiyagonal
(kosegen olmayan) elemanlar geometrik olarak atomlar arasi mesafe ve bag uzunlugunu
gosterir. Yani kimyasal bag yapan iki atom arasindaki baga ait bilgiler (Wieberg indisi,
bag sirasi, bag enerjisi vb.) ya da kimyasal bag yapmamis atomlar arasindaki mesafe
bilgileridir. Bir molekiiliin belirli bir yapis1 i¢in atomlar aras1 mesafeler sabitlenirken,
atomlara ve baglara gore elektronik parametreler farkli sekillerde birlestirilebilir ve her
biri farkli bir ETM verir. Ornegin A atomlu her bir molekiil igin, ETM kare simetrik
AXxA matrisi asagidaki gibi tanimlanir [141]:

a) Diyagonal elemanlar; atomik yiikler, orbital enerjileri veya polarizasyon gibi
elektronik atomik parametrelerdir.

b) Kimyasal bag kurmus atomlara karsilik gelen nondiyagonal elemanlar; bag
enerjisi, bag sirasi veya polarize edilebilirlik gibi baglarin elektronik

parametreleridir.
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c) Kimyasal bag kurmamis atomlara karsilik gelen nondiyagonal elemanlar;

geometrik olarak karsilikli denk gelen atomlar aras1 mesafelerdir (Rj).

bu matrisler birlikte ele alindiginda A X A X M 6geleriyle 3B bir matris elde edilir.
Burada M, tiim elektronik parametre kombinasyonlarinin sayisini ifade eder. Tim aktif
bilesiklerin ETM’leri inaktif bilesiklerin matrisleriyle karsilagtirarak, tim aktif
bilesiklerde bulunan ve inaktif bilesiklerde bulunmayan matris elementlerini igeren bir
alt matris tiiretilir. Bu matriste yer alan bilgiler, yeni aktif bilesiklerin tasariminin yani
sira gesitli bilesiklerin aktivitelerine gore taranmasina izin verir ve Pha’y1 temsil ettigi
one siiriiliir. Deneysel ve biyolojik aktivitesi bilinen ve konformasyon analizi yapilarak

elektronik yapis1 hesaplanan bilesik serisinin ETM’si asagidaki sekilde gosterilebilir.
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Sekil 1.3. U¢ Boyutlu Elektron Topolojik Matris.

Her bir molekiilin ii¢ boyutlu Elektron Topolojik Matrisi (3B-ETM) Sekil 1.3’te
goriildiigii gibi hazirlanir. Olusturulan bu ETM’nin her biri diyagonal elemanlara
(@™a™*) gore simetrik oldugu igin, sekilde sadece matrisin {ist yaris1 gosterilmistir.
Molekiildeki atom sayis1 n adettir ve bagimsiz elemanlarin toplam sayisina (n(n+l)/2)
esittir. 3B-ETM’inde m terimi ETM’inin sayisin1 ifade eder ve elektronik
parametrelerin se¢imine baglidir. Molekiiliin elektronik o6zellikleri (atomik yiikler,
valans aktiviteleri, polarize edilebilirlik ve HOMO-LUMO enerjileri vb. gibi atomik
parametreler) diyagonal elemanlar a® (i=l, 2, 3..n, ve k=I, 2, 3...m) (h=m) olarak

secilir. Nondiyagonal elemanlar (n#m) ikiye ayrilir;
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a) 1 ve j, aralarinda kimyasal bag olan iki komsu atomu temsil ediyor ise a”,
polarize edilebilirlik, bag mertebesi ve bag enerjisi gibi i-j baginin elektronik

parametrelerinden birisi olabilir.

b) i ve j, aralarinda kimyasal bag olmayan atomlar1 temsil ediyor ise, 0 zaman
a’/R;” atomlar arasi uzaklig1 gosterir. Boylece her matris hem elektronik (a)

hem de geometrik parametreleri (Rj;) igermis olur.

Herhangi bir molekiiliin belirli bir konformasyonu igin geometrik parametrelerin sabit
olmasma kars1 elektronik parametreler, atomik ve bag parametrelerinin farkli
kombinasyonlar olarak alinabilir. Oregin atomik yiikler (atomik parametreler) ile bag
uzunluklar1 (bag parametresi) veya atomik polarize edilebilirlik ile bag enerjisi gibi
degisik kombinasyonlar elektronik parametre olarak alinabilir. Bu kombinasyonlar
sonucunda her biri igin bir ETM olusturulmus olur. m adet elektronik parametre
kombinasyonu ve n adet molekiil varliginda her bir molekiil igin m adet ETM ve her bir
kombinasyon i¢gn de n adet ETM elde edilir., ETM olusturulduktan sonra aktif
molekillerin ETM elemanlar1 ile inaktif molekiillerin ETM elemanlann tek tek
karsilastirillir ve verilen dogruluk derecesinde aktif molekiillerde olup da inaktif

molekiillerde olmayan matris elemanlari grubu bulunur.

Biitiin bu ¢aligmalarin asil hedefi, incelenen molekiil serisinde aktivitede rol aldig
diistiniilen ve spesifik bir geometriye sahip olan atomlar grubu olarak nitelendirilen
Pha’y1 agiklamaktir. Pha’nin varligin1 bulmak ve yerini tayin etmek demek, biyolojik
aktivitenin var ya da yok oldugunu agiklayabilmek demektir. Bu sekilde Pha yardimiyla
higbir nicel biiyiiklik bildirmeden aktivitenin nitel (var/yok) tahmini igin bilgi
toplanmig olunur. Tabiki bu aktivite 6l¢timii igin tek basina yeterli degildir, bazen Pha
varliginda aktivite diigiikk olabilir ve molekiil inaktif olarak degerlendirilebilir. Fakat
Pha, aktivite tahmininin nicel bir dl¢iisii ile tanimlanirsa iste 0 zaman Pha kavraminin

degeri artmis olur.

1.4.15. Levenberg-Marquardt (LM) Algoritmasi; Dogrusal Olmayan En Kiigiik
Kareler (NLLS) Analizi

Levenberg-Marquardt (LM) algoritmasi, dogrusal olmayan en kiigiik kareler (NLLS)

analizi i¢in yaygin kullanilan giiglii ve saglam bir yontemdir. Model parametrelerinin
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daha objektif olarak belirlenmesine olanak saglar. En kiigiik kareler problemleri, veri
noktalar1 ile fonksiyon arasindaki hatalarin Kkarelerinin toplamini en aza indirerek,
parametrelenmis bir fonksiyonun olgiilen veri noktalarina bir dizi olarak yerlestirilmesi
baglaminda ortaya c¢ikmaktadir [148]. Levenberg-Marquardt algoritmast NLLS
problemlerini ¢6zmek i¢in, MCET programi igerisinde kullanilmak tizere Klopman

Indeksinin her bir etkilesim noktasindaki parametre igin gelistirilmistir.

L-R etkilesimi her bir kiime i¢inde yer alan atomlarn farkli elektronik degerleri
(bluyiik/kigiik ve pozitif/negatif) 6l¢eginde gerceklesir. Bu etkilesim enerjisi
konformerden konformere, non-lineer olarak artabilir veya azalabilir. Ayrica, L-R
arasindaki etkilesim enerjisi, dogrusal olmayan bir denklem ile aktiviteyi verir. Bu

yiizden gelistirilen model, NLLS ile yapilan bir optimizasyon ile gerceklesir.

Reseptore ait etkilesim bolgesinin her bir noktasindaki parametreyi tahmin etmek igin,
ligand tarafindaki karsilik gelen LRD’nin elektronik degeri kullanilir. Klopman
indeksinde bir noktaya iki tip (elektrostatik ve kovalent etkilesimlere ait) elektronik
deger karsilik geldiginden reseptor tarafinda da iki parametre sabitinin 6ngoriilmesi
gerekir. Bu parametreleri belirlemek icin 6zel olarak Levenberg-Marquardt yonteminin
algoritmasin1 MCET i¢inde diizenledik [149,150]. Klopman indeksinde ayn1 anda
belirlenen her iki parametre es zamanli bir etkilesime ugrayarak belirlenir yani bir
noktadaki reseptoriin iki etkilesim parametresi birbirinden bagimsiz veya ayri degildir.
Bu nedenle, bir tipin (6rnegin; atomik yiik) parametresi ayarlandiktan sonra, diger tip
(sinir orbitaldeki atomik katsay1) parametre buna bagl olarak ayni anda hesaplanir. Her
iki parametre degeri, NLLS sonuglarina gére her model igin minimum bir sapmada elde
edilene kadar bir dongiide yeniden hesaplanir. Her iki parametre tiiriinii de tahmin
etmek uzun zaman ve hesaplama maliyeti gerektirir. Ancak, genellikle daha dogru

sonuglari elde etmek igin bu ayrint1 ve masraf 6nemsizdir.

Bu c¢alismada NLLS yontemiyle, ligandin bir dizi aktivite gézlemi ve kiimelenmis
pozisyonlarindaki LRD degerleri kullanarak reseptoriin bilinmeyen parametreleri

dogrusal olmayan bir etkilesimle tahmin edilmistir.

1.4.16. MCET Metodu
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Sayin hocamiz Prof. Dr. Yahya GUZEL tarafindan yazilan MCET programi [151-155] ,
3D/4D QSAR incelemelerinde kullanilan CoMFA ve CoMSIA teknikleri gibi
ligandlardaki atomlarin hizalanmas1 ve eslestirilmesi ilkesi {izerinde ¢alisir.
Metodumuzun en 6nemli 6zelligi, birden fazla konformer arasinda aktif konformasyon
secerek QSAR calismalarindaki dordiincii boyutu kullanmasidir. Bir ila¢ molekiilii,
atomlar arasindaki kimyasal bagi koparmadan 3B uzayda atomlarmin farkli
yonlenmesiyle ¢esitli konformasyonlara sahip olabilir ve olusan konformerler arasinda
dinamik bir denge oldugu i¢in, bu dontisiim stirekli devam eder. Tim konformerler
arasindan aktif konformerin reseptor ile etkilesimi sonucunda 4D QSAR yaklasimi
gerceklesmis olur. Bir ilag tasariminin ne kadar etkili oldugunu anlayabilmemiz igin
ilacin reseptor ile olusturdugu kompleks yapinin aktif konformasyonunu bilmemiz bize
yarar saglayacaktir. Bir molekiiliin Pha’si, reseptordeki etkilesim bolgesinin aktif
konformasyonuyla baglantili olan bir grup atomun konfigiirasyonu olarak tanimlanir ve
bu konformasyonun her zaman en diisiik enerjili olamayacag bilinir. Calisilan molekiil
serisindeki konformerler arasindan, sablon ile en iyi sekilde gakisan en uygun yapi,
reseptorle etkilesime girmek iizere segilir ve bu islem programimiz tarafindan otomatik

olarak gerceklestirilir.

Biyolojik etkilesimler i¢in enerji hesaplamalari uzun ve zor bir yoldur ve bunun ¢oziime
ulastirilmasi adina secilmis molekiiler konformerin enerjisi ile L-R etkilesim enerjisinin
katkis1 birlikte ele alinir. Bir molekiiliin konformerlerine enerji vererek ya da enerjisi
disiiriilerek, secilmis konformere donistiirilebilir. Fakat bu doniisim sirasinda
verilmesi gereken enerji, konformerin reseptdre baglanma enerjisinden biiyiik
olmamalidir. Yani konformerin reseptére baglanma enerjisi, secilmis konformere
doniistiiriilme  enerjisinden yiiksek olmalidir. Boylece bir konformer, reseptorle

etkilesime girebilmek i¢in molekiildeki diger konformerleri temsil edebilir.

MCET metodunu diger yontemlerden ayiran en 6nemli ozelliklerden bir digeri ise,
reseptorle etkilesime girmek igin en uygun yapidaki tek bir tane konformerin olmasidir.
Yontemin diger onemli ozelligi, Fukui indeksi, atomik yik, HOMO/LUMO
katsayilarma ek olarak, Klopman Indeksi [153,156] gibi tarafimizdan tanitilan
LRD’lerin de kullanilabilmesidir. Biitiin bunlar, reseptor ile etkilesime giren

molekiillerin elektronik yapilar1 hakkinda bize bilgi verir.
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Deneysel olarak spesifik bir aktiviye sahip oldugu bilinen bilesiklerin aktivitesinin
kaynagi olan ortak yapidaki ligand ¢ekirdek yapisi ve bunun iizerine etki eden yan
gruplar, aktif konformasyon iginde ayn1 anda bulunur. Boylece, molekiiler aktiviteden
sorumlu ve aktif konformasyonla baglantili olan bu ti¢ grubun olusturdugu aktif yapi,
ETM’de saglanan ti¢ boyutlu elektronik 6zelliklerle belirlenir.

QSAR uygulamasi sirasinda MCET yonteminde asagidaki adimlar sirasiyla uygulanir
[157]:

a) Sablon yapinin atomlar1 arasindan en az bir tanesi fonsiyon olmak tizere toplam
dort veya daha fazla atom Pha’nin g¢ekirdek yapisini olusturur. Cekirdek yapi,
incelenen molekiillerin en az bir konformerinde bulunmak iizere baslangic

olarak alinir.

b) Tim konformerlerin arasindan sablon yapiyla en uyumlu olan ve maksimum

atom sayisinda ¢akigan, molekiiliinii temsil etmek tizere segilir [155].

c) Segilen konformerlerin atom yiginlari arasindan kiimelenmeler yapilir ve yeterli

sayida atom bulunduran kiimeler dikkate alinir.
d) Ele alinan kiimeler GA ile sorgulanir ve modele sadece bir kismi dahil edilir.

e) Aktiviteler LOO-CV yontemi ile PLS yontemi kullanilarak hesaplanir.
1.4.17. Yeni Lokal Reaktivite Tanmimlayicr: Klopman indeksi

Onceleri kimyasal reaksiyonlardaki sert-yumusak asit-baz (Hard-Soft Acid-Base,
HSAB) etkilesimlerini daha detayli olarak agiklamak [158,159] igin ileri siiriilen
Klopman Indeksi, L-R arasindaki etkilesimi agiklamak iizere QSAR ¢alismalarinda ilk
kez yeni bir LRD olarak tarafimizca kullanilmig ve literatiire tanitilmistir
[149,150,153,155-157,160]. Klopman Indeksi’nin en énemli 6zelligi sert yumusak asit

baz yaklagimini es zamanli olarak ele almasidir [158,161].

Iki ayr1 (A ve B) molekiil arasindaki ca Ve Cg agirlik katsayisi kullanilarak ya Ve yg
orbitallerin lineer kombinasyonlarindan yeni bir molekiiler orbital (MO) wag olusur.
Basit bir Lewis asit-baz (A+B — AB) reaksiyonu igin, Klopman ve Jensen pertiirbasyon
molekiiler orbital teorisi ve dalga fonksiyonunda, wag'nin nasil hesaplanacagi Esitlik

1.25'te gosterilmistir.
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lIUAB = CA"IUA + CB"IUB (125)

Pertiirbasyon teorisi, L-R arasindaki etkilesim noktalarinda kazanilan (AE<0) veya

kaybedilen (AE>0) enerjinin bir ifadesini elde etmek i¢in kullanilmistir.

Klopman-Salem denklemine gore, iki ayri bilesigin karsilik gelen atomlar: elektrostatik
etkilesim ve kovalent baglarla, ayr1 ayr1 veya her ikisi ile etkilesime girdiginde enerji
kazanc1 veya kaybi hesaplanabilir [158,161]. Denklemin detayli formu asagida

verilmistir;

n n occ. unocc . occ. unocc .

AE = — z (4o + 45)BapSap + Z (g;f:) +z Z —Z Z Z(ZZGA'EB?ETMM)Z

alhbeB aiABeB i R
(1.26)

AveB : Etkilesime giren molekiiller

n : 1ki molekiil arasindaki etkilesim noktalariin sayisi

Jo : am atomik orbitalindeki eletron popiilasyonu, m =1, 2, 3...n

BveS : Rezonans ve Cakisma integralleri

Qs : am atomundaki toplam yiik

€ - Lokal dielektrik sabiti

Rab . dm Ve by atomlar arasindaki mesafe

Cra : r molekiiler orbitalindeki a, atomik orbitalinin katsayisi

E, : r molekdiler orbitalinin enerjisi

Burada, iki molekiil (A ve B) arasindaki n adet etkilesim noktalarin1 dikkate almak i¢in;
n, A ve B terimleri Esitlik 1.26'ya tarafimizdan eklenmistir.

Elektrofiller, niikleofillerle yumusaklik veya sertlikteki benzerliklere gore kovalent veya
elektrostatik baglanmay1 tercih eder ve daha hizli reaksiyona girerler [162]. Esitlik
1.26'daki ilk terim, kapali kabuk itmeden dolay: basitlik i¢in ihmal edilecektir. Esitlik
1.27°deki basitlestirilmis Klopman indeksi iyonik bag, bag yapmayan ve hidrojen bag
kuvvetlerinden olusan Coulombic ve sinir orbital etkilesimlerinin ayn1 anda kullanildig:
bir tanimlayicidir. Sadece elektrostatik ve kovalent etkilesimi hesaba katarak ikinci ve

ticiincti terimlerden olusan bu denklem asagida verilmistir;
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n

n 2
AE =~ Z (M) _ ZZ (Cnuc ,iCelect,i,Bi)
eR; ~ Enomo tuc) ~ ELumo (etec)

(1.27)

A ve B molekiillerinin (QSAR i¢in Ligand ve Reseptor) etkilesiminde; Esitlik 1.27'nin
ilk teriminde, A (niikleofil) ve B (elektrofil) molekiilleri olarak ele alinirsa n adet
noktada etkilesim gergeklesmektedir. Birinci terimde; etkilesim noktasina karsilik gelen
i noktasinda atomlarin arasindaki mesafe (R) ve dielektrik sabitiyle (€), i noktasinin her
iki tarafinda yer alan kismi yiiklerin (Qnyc Ve Qelect) ectkilesiminden kaynaklanan
elektrostatik enerjiye yol acarken ikinci terimde; A molekiiliinde HOMO (niikleofil) ve
B'deki LUMO (elektrofil) tizerindeki i’nci atomlarin katsayilar1 (cj) ve bu atomlar
arasindaki rezonans integraller (B) nedeniyle kovalent bir enerjiye yol agar. Elektron
verici (niikleofil veya baz) A molekiildeki i’nci atom ve elektron alici (elektrofil veya
asit) B molekiildeki i’nci atom arasinda bir etkilesim meydana gelebilir. ikinci
terimdeki etkilesim enerjisi, ilgili molekiillerin elektrofil (asidik) veya niikleofil (bazik)
karekterine bagli olarak sinir orbital enerji seviye farklari, bu orbitaldeki i’nci atomlarin
katsayilar1 ve rezonans integralleri dlgegindedir. Iki molekiiliin etkilesimi sirasindaki
enerji degisimi Esitlik 1.27'de iki terimin toplanu olarak verilir. iki molekiilden birbirine
enerji olarak yakin olanin HOMO’su ile digerinin LUMO’su arasindaki etkilesim
enerjisi, diger dolu-bos orbitaller arasindaki etkilesim enerjisini ihmal edecek kadar
biiyiiktiir. Yukaridaki denklem, bir niikleofilin HOMO'sunu ve bir elektrofilin
LUMO'sunu kullanmak tizere basitlestirilmistir. Bu sadelestirilmis son denklemde, iki
ayr1 tipdeki (hem elektrostatik hem de kovalent) etkilesimin ayri ayr1 oldugunu ima
etmiyoruz, aksine, her iki tip etkilesimin de ayni anda olabilecegini sdylityoruz. Esitlik
1.27 ile kimyasal reaksiyonlarin mekanizmasi, kimyasal reaktivitenin hem elektrostatik
hem de sinir orbital katkilariyla agik ve kolay hale gelmistir [158,161]. Benzer sekilde,
Pearson’in HSAB teorisi de yiikk ve katsayr etkilesimlerine dayanmaktadir [163].
Klopman'in molekiiler komplekslere yaklasimindaki son orneklerde; komplekslerin
baglanma enerjileri [164] ve Lewis asit/baz kimyasal reaksiyonunda H-akisi ile yiik
transfer enerjilerinin hesaplanmasi, uygun bir ortiisme olup olmamasina bagl olarak
vurgulanmistir [165,166].
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L-R etkilesimi sirasinda, ligand ve reseptor arasindaki mesafe, dielektrik sabiti ve
reseptor alanindaki pozisyon noktalarinin degerleri her iki terimde de siirekli olarak

verilir ve Kappa (x) ve Ksi (Xi, &) sabitler olarak 6zetlenebilir.

K (Q igeren) ve & (c’yi igeren) sabitleri ayarlanabilir sabitlerdir ve varsayim iizerine,
reseptor alanindaki etkilesen atomlarin her biri i¢in tam olarak bilinmemektedir. Bu

ayarlanabilir sabitler asagidaki esitlikler 1.28 ve 1.29 ile ifade edilmektedir.

& =(CelecP)? (1.29)

Ligand aktivitesi, L-R arasindaki reaksiyon esnasinda AE enerjisi tarafindan kurulan
denge miktarindan meydana gelir. Dolayisiyla, aktivite (A) ve AE enerjisi dogru
orantilidir. Esitlik 1.30 ligandin LRD’sinden kaynaklanan etkilesim enerjisi yanit
degiskenleri olarak alinirken, her bir ligandin biyolojik aktivitesi bagimli bir degisken

olarak kullanilmistir.
A, = Ay * e AEn/RT (1.30)

Esitlik 1.30°daki Ao sabiti bilinmedigi icin, seri igindeki molekiillerin aktiviteleri
referans molekiile gore hesaplanir. Referans molekiilii i¢in, n = | alinarak asagidaki
esitlik 1.31 tiiretilir.

e—AEn/RT

An = Alw (131)

Esitlik 1.31, Esitlik 1.32’ye gore yeniden diizenlenir ve n numarali molekiiliin aktivitesi

(An), referansin (A,) aktivitesine gore hesaplanir.
A, = Aje~(AEn—AE)/RT (1.32)

Burada A,, n-inci molekiiliin aktivitesi iken A, I-ninci referans molekiiliiniin
aktivitesidir. Modelin ¢iktis1, ligandin LRD’lerinden ve reseptor alanindaki ayarlanabilir

sabitlerden dogan dogrusal olmayan bir iglevdir.
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Gozlemlenen aktivite degerlerine gore hesaplanan ayarlanabilir sabitlerin anlamli bir
korelasyonu saglanarak iyi bir istatistiksel sonug veren bir model bulunabilir. Deneysel
ve Ongoriilen aktivite degerlerinin istatistiksel sonuglar1 ¢ok kiigiik bir farkla, NLLS
yontemi ile hesaplanmistir. Tahmin edilen aktivite degerleri, reseptdr alanindaki tiim

pozisyonlarin ayarlanabilir sabitleri ayn1 anda hesaplandiktan sonra tespit edilebilir.
1.4.18. Reseptor ile ila¢c Molekiiliiniin Etkilesim Mekanizmasi

Bir molekiiliin biyolojik aktivitesi, molekiiliin reseptorle olan etkilesimi ile dogrudan
iligkilidir. Bu etkilesim mekanizmasi ¢ok karmasiktir ve bu nedenle biyokimya dalinin
zorlu problemleri arasindadir. Reseptorler hakkinda sinirli bilgiler oldugu igin ilag
molekiilii ile reseptor etkilesimleri dis etkilerin (metabolizma, viicut i¢i sivi transferi
vb.) de varligindan dolay1 agiklamasi zordur. Etkilesimin her bir adiminda biyolojik ya
da fizikokimyasal yontemlere ihtiya¢ duyulacagi i¢in oldukga uzun bir yoldur ve ¢ok
zaman alabilir [151,152]. Bunun yani sira molekiiler yapisi bilinen bilesiklerin biyolojik
aktivitelerini bulma iizerine fazlasiyla deneysel veriler mevcuttur. ilag ve reseptdr
etkilesiminde, mekanizma igin nicel 6lgtimlere gerek duymadan sadece biyolojik olarak
aktif ya da inaktiflik durumuna gore benzerlik ya da farkliliklarin agiklanabildigi farkli
calismalar mevcuttur. Bu verilere dayanarak, aktiviteden sorumlu olan Pha igin
bilesiklerin temel 6zellkleri hakkinda bilgi edinilerek  biyolojik  aktivite
formiillendirilebilir [67,167].

Halihazirda kullanilan QSAR tekniklerinin, ilag ile reseptor arasindaki etkilesim
mekanizmasini net olarak ortaya koyamamasi bir sorundur ve bu nedenle bu mekanizma
kapali bir kutu gibi iginde sirlar saklamaktadir. Sadece bu kapali kutudaki girdiler ve
ciktilar analiz edilebilir ve ayrintili olarak karsilastirilabilir. Bahsedilen ¢iktilar,
biyolojik aktivite olarak nitelendirilen, deneysel olarak bulunmus, ilag ve reseptoriin
kantitatif etkilesimidir. Girdilerin ise kesinligi daha azdir ve ger¢ekten de molekiiliin
hangi 6zelliklerinin biyolojik aktivitede rol alacag: belli degildir [67,167].

Bugiine kadar molekiiler modelleme metodu bircok QSAR yaklasiminda bilgisayar
hesaplamalarinda kullanildi  (topolojik indisler, molekiiler grafikler kartezyen
koordinatlar atomik yiikler bag mertebesi bag uzunluklar1 gibi). Molekiilii tanimlayan
bu metotlar genellikle biyolojik aktiviteyi dogru sekilde tahmin edecek kadar etkili
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degildirler. Molekiilleri tanimlama bi¢iminin parametreleri genellikle fiziksel ve
kimyasal 6zelliklere ve onlarin parametrelerine ihtiyag duyarlar. Bu nedenle cesitli
parametreler gecmis deneyimlere dayanarak direkt olarak kullanilamaz ve yeni
bilesiklere uygulanamaz. Bu yiizden bilgisayar hesaplamalariyla QSAR’da ¢6ziim
tiretmek ¢ok anlamli ve en temel gereksinimdir. QSAR tekniklerinin de temel sorunu,
dogru ve yeterli parametreleri bularak genel ve hassas biyolojik aktivite tahmininde
karsilasilan zorluklardir [67,167].

1.4.19. Stereokimya ve QSAR

QSAR  modelinde  biyolojik  aktivitenin ~ veya  fizikokimyasal  &zelligin
hesaplanmasindaki belirsizligin bir nedeni, tanimlayicilarin birbiriyle dejenerasyonudur.
Yani bir modelde ayni islevi gerceklestiren ve ayni ¢iktiya yol agan farkli tanimlayicilar
oldugu gibi niteliksiz ve yetersiz tanimlayicilarin da olabilmesidir [149,157]. Binlerce
tanimlayicinin tretilebilecegi dikkate alindiginda, hangi 6zelligin bir tanimlayiciy1
kullanigh hale getirdigini sormak c¢ok onemlidir. Bir tamimlayict iyi bir model
olusturmak i¢in, baz1 fizikokimyasal/biyolojik ozelliklerle yapisal Ozellikleri
iliskilendirmeli, diger tanimlayicilarla minimum korelasyona sahip olmali ve faydali bir
tanimlayicit olarak genis bir molekiil sinifina uygulanabilmelidir [168]. Bunun igin
molekiil iskeletindeki yapisal farkliliklar kiigiik olsa bile bu farkliligi yansitabilmelidir.
Bu nedenle, model gelistirilmesinde en uygun tanimlayicilarin se¢imi en zor ve en
onemli gorevlerden biri olarak kabul edilir [169,170]. Molekiiliin temel karakteristigini
verebilen nitelige ve diisiik dejenerasyona sahip olan az sayidaki tanimlayicilarin
kullanilmasi kolaylik saglar [171]. Tanimlayict niteligi géz 6niine alindiginda, daha iyi
ve gelismis Ozelliklere sahip tanimlayicilar daha agiklayict oldugundan, bunlarin yer
aldigit modeller anlamlidir [172]. Molekiillerin geometrik yapilarinin, igerdikleri
atomlarin farkli koordinat degerlerinin ve atomlarin farkli elektronik ozelliklerinin
hesaba katildigi LRD’ler, birbirine dejenerasyonu olmayan vektor uzayi olarak ele
alindiklarindan dolayr minimum korelasyona sahiptir ve biyolojik aktivitenin

ongoriilmesinde kullanilabilir.

Molekiiler tanimlayicilar, molekiiliin kimyasal bilgisini sembolik ve sayisal olarak
temsil eden ve iki ana kategoriye giren mantiksal ve matematiksel sonuglardir. Birincil
tanmimlayicilar; OD, 1D, 2D, 3D ve 4D olarak siniflandirilirken [3,4,155,173-176] ikincil
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tanimlayicilar; Log P, molar kirilma, dipol momenti ve polarizasyon, molekiiler agirlik
gibi  genel fizikokimyasal ozellikler olarak  simiflandirilir  [141,177,178].
Tanimlayicilarin 0D'den 4D'ye etkinlik derecesi arttik¢a, dejenerasyon azalir ve sifira
kadar yaklasabilir. Ikincil tanimlayicilarin ¢ogu, 6zellikle enantiyomer iceren yakin
yapisal izomerler ve ¢ok benzer molekiiller i¢in yiiksek dejenerasyon nedeniyle diisiik
kalite ve 6neme sahiptir. Bir molekiiliin Kimyasal yapis1 ve/veya molekiiler 6zelliklerini
biyolojik aktiviteleriyle iliskilendiren QSAR’a stereospesifikligi dahil etmek bazi
durumlarda gerekli olabilir [1]. QSAR incelemelerinde 6zellikle deneysel olgiimlerle
elde edilen tanimlayicilar gibi OD, 1D, 2D veya 2.5D olan teorik tanimlayicilar ile
stereoizomerlerin aktivitelerini belirlemek mimkiin degildir. Bu yiizden yiiksek
dereceden teorik tanimlayicilar (konformer/konformerler igin, sirayla, 3D/4D) ile QSAR
modelinin belirlenmesi daha giivenli olur. 3D/4D-QSAR incelemelerinde neredeyse hig

dejenerasyon gostermeyen LRD’ler tercih edilebilir.

Farkl1 enerji seviyesindeki molekiiler orbitallerin dikkate alinmasiyla atomlarin karsilik
gelen katsayilar1 veya elektronik degerleri farkli LRD’leri dogurur. En anlamli LRD, L-
R arasindaki gercek etkilesimi yansitabilir. Buna ragmen farkli LRD’lerin ortak molekiil
orbital katsayilarma sahip oldugundan birbirine benzerlik gostermesi muhtemeldir.
Ornegin atomik yiikler, dolu orbitallerin katsayilarindan hesaplanir. Buna ragmen bir
LRD, digerinden etkilesim mekanizmasini gosterebili. HOMO/LUMO sinir orbital
katsayilar1 (atomlar iizerindeki elektron yogunluklarindan tiiretilen kismi atomik
yiikler), Fukui Indeksi ve diger elektronik ozellikler tek baslarina veya geleneksel
tanimlayicilarla kombinasyon halinde kullanilmiglardir [6,179-181]. Sir orbital
teorisine gore, niikleofilik/elektrofilik ve hidrojen bag etkilesimleri, HOMO/LUMO
orbitallerindeki enerji haritalarina gore agiklanabilir. Nikleofilik atak, HOMO-
niikleofilden LUMO-elektrofile elektron akisiyla gergeklesirken, elektrofilik atak ise
hidrojen vericisi olan LUMO orbitalinden hidrojen alicis1 olan HOMO orbitaline
hidrojen aktarimiyla gergeklesir [182-184]. Elektron donorleri ve akseptorleri arasindaki
farkl1 siibstitiienler nedeniyle meydana gelen Exomo Ve ELumo enerji farkliliklarindan
dolay1 hidrojene bagl kiigiik gruplarin etkisine bakildiginda, elektrostatik atom
yiiklerinden kaynakli Coulombic etkilesim goriiliirken sinir orbital katsayilarindan
kaynakli kovalent etkilesimin ortaya ¢iktigr goriilmiistiir [183,185]. LRD’ler her iki

etkilesimi ayr1 ayr1 inceleyebilir veya Klopman indeksindeki gibi birlikte sahip



48

olabilirler [158,161]. MCET i¢inde kullanilan Klopman indeksi, yiiklerin (Natural,
Mulliken ve Elektrostatik) ve sinir orbitallerin (HOMO/LUMO) Kkarsilikli ¢apraz
ciftlestirilerek tiiretilmesi ve Fukui indeksinin farkliliklari LRD’in sayisini ayrica
artirmigtir.  Buna gore; ligand tarafindaki Klopman indeksi olarak kullanilan
nLKlopman’da; natural charge ve LUMO katsayilarindan veya eHKlopman’da
elektrostatik charge ve HOMO katsayilarindan tiiretilmistir. Benzer sekilde, Fukui
indeksi; LUMO orbitaline 1 elektron yerlestiginde veya HOMO orbitalinden bir
elektronun uzaklastiginda, elektron yogunluk farklarina bagli olarak molekiiliin her bir
atomdaki niikleofilik (f), elektrofilik (f) veya bunlarin ortalamasindan dogan radikalik
(f°) atak etkisini gosterir.

Stereokimya goz oniinde bulunduruldugunda atomlar, kartezyen degerlerine gore 3B
uzayda rol aldiklarindan, verilen bir Kkiral molekiiliin tim stereoizomerlerinde
birbirinden farkli davranisa sahiptirler. Molekiil iginde sahip oldugu geometrik yapiya
gore islevselliginden dolayr birbirinin yerinde kullanilamaz ve bu nedenle dejenere
olmadig: diistiniilmelidir. 3B uzayda kiimelenmis atomlar, enantiyomerler arasinda ayirt
edebilecek kapasitededir. Her bir kiimedeki atomlarin ayni reseptor noktasi ile
etkilesime girebilmesi i¢in kiimelerin indeks sirasina gore vektorel olarak
konumlandirilmas: gerekir. Bu indeksler arasindan bir kismi etkilesim noktalarina
karsilik gelebilirken diger kismi fonksiyonel degildir. Fonksiyonel kiimeler ile elde
edilen reseptoriin etkilesim geometrisi, kiimedeki atomlarin kartezyen koordinatlaridir
ve Pharmacophore Model (PhaM) yapisini olusturur. Pha, L-R ekilesiminde reseptoriin
aktif tarafinda biyolojik aktiviteden sorumlu olan yapidir ve bu noktalara karsilik gelen
atomlarin elektronik 6zelliklerinden tiiretilen tanimlayici tipine baghdir. Pha sayesinde
herhangi bir ligandin aktivitesi belirlenebilir ve 3B olarak konumlanmasi hakkinda bilgi
sahibi olunabilir. Bunun i¢in, incelenmek istenen herhangi bir molekiiliin, belirlenen
Pha yapisinin temelini olusturan ¢ekirdek yapiya sahip olup olmadigina bakilir. Molekiil
ile sablon yap1 iist liste ¢akistirildiktan sonra molekiiliin kalan atomlarindan Pha’nin 3B
kartezyen koordinat degerleriyle benzerlik gosterenler belirlenir. Pha’yr olusturan her
bir atomun fizikokimyasal, elektronik vb. 6zellikleri farkli tanimlayicilar igerisinde

kullanilarak L-R arasindaki etkilesim enerjisi ve aktivitesi hesaplanir.

Pha, toplam I-tane vektor indeksinden olusur ve her bir noktasinda i.nci indekste ele

alinan bir molekiil atom bulunduruyorsa o atomun LRD’si kadar bagimsiz degisken
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olarak aktiviteye katki yapar. Pha’ya karsilik gelen ligandlarin LRD’leri ve reseptoriin

hesaplanmis parametre degerleri birlikte toplam aktivitede rol alir.

En anlamli LRD tamimlayicisi kullanilarak 3D QSAR incelemeleri ile etkilesimden
sorumlu en dogru Pha belirlenebilir. Bunun belirlemenin kesin bir yolu olmamasina
ragmen, en az sayida etkilesim noktasi, en ¢ok fonksiyonel atomun oldugu Pha yap1 ve
en iyi istatistik sonug, baslica degerlerdir. 3D QSAR incelemeleri igin gelistirmis
oldugumuz MCET yaziliminda birbirinden farkli LRD’ler kullanilmaktadir [151].
Bunlarin arasinda yeni bir LRD olarak literatiire kazandirdigimiz “Klopman Indeksi” en
etkin olanmidir [153] ve bu c¢alismada da 31 adet steroid bilesikleri [13] ve 26 adet
fenoterol stereoiomerleri [14] iizerinde diger LRD’ler ile kiyaslanmak igin

uygulanmustir.
1.5. Secilen Molekiil Serileri
1.5.1. Steroid Molekiil Serisi

Steroidler, birbiriyle kaynasmis dort halkadan olusan karbon iskeletli lipidlerdir [186].
Steroidler asetil koenzim A (KoA) biyosentez yolundan olusurlar [186]. Bitkiler,
hayvanlar ve mantarlarda yiizlerce ¢esit steroid tanimlanmistir. Steroidlerin canlilardaki
en onemli islevi, genellikle hormon olarak faaliyette bulunmalaridir [187]. Steroid
hormonlar fizyolojik etkilerini steroid hormon reseptor proteinlerine baglanarak
gosterirler [187]. Bu reseptorlere baglaninca gen transkripsiyonuna ve hiicre
fonksiyonunda degisimlere neden olurlar [187]. Insan fizyolojisi ve tipta en dnemli
steroidler kolesterol, steroid hormonlar, onlarin onciileri ve onlarin metabolitleridir.

Steroidlerin genel iskelet yapisini gosteren molekiil yapist Sekil 1.4’te verilmistir.

Sekil 1.4. Steroid iskelet yapisi
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Steroidler, halkalara bagli fonksiyonel gruplarin ¢esitliligi nedeniyle 3B yap1 olarak
birbirinden oldukga farklidir. Stereoizomerler, ayni1 molekiildeki atomlarinin sayisi ve
bag yapilari ayn1 oldugu halde baglanis sekilleri ve uzaydaki dizilisleri sebebiyle 3B
fizikokimyasal ve biyoaktif 6zellikleri bakimindan birbirinden farklidir. Pek ¢ok ilag,
genellikle bir bilesigin tek bir stereoizomerinden olusur ve bunlardan biri viicut
tizerinde terapotik etkilere sahipken, digeri toksik olabilir. Baz1 ilaglarin reseptorleri
tarafindan tanmnmas: dahil olmak {izere bircok biyokimyasal reaksiyonun
stereospesifikligi, ayni karbon atomuna bagli atom veya atom gruplarinin farkli

rotasyonu olan kiraliteyle agiklanabilir [1].
1.5.2. Fenoterol Stereoizomerleri Serisi

B2-AR agonisti (baglanma afinitesi yiiksek, aktiviteyi arttiric: etkisi yiiksek) [188] olan
fenoterol astim tedavisinde [189] ve konjestif kalp yetmezliginin tedavisinde de
kullanilir [190]. Fenoteroliin 3B yapisina bakildiginda iki kiral merkezi vardir ve bu
nedenle (R,R), (R,S), (S,R) ve (S,S) olmak tizere dort adet stereocizomeri mevcuttur.
Klinik olarak kullanilan ilag¢ (rac-fenoterol) (R,R) ve (S,S) izomerlerinin rasemik bir
karisimudir [191]. B2-ARnin enantioselektifligini teyit icin yapilan ¢alismalarda (R,R)
ve (S,S) enantiyomerlerinin (R,S), (S,R) enantiyomerlerine gore daha aktif oldugu
goriilmistiir [192,193]. Bu nedenle klinik ilaglarda (R,R) ve (S,S) enantiyomerlerinin

rasemik karisimi kullanilir.
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Sekil 1.5. Fenoteroliin yaygin dort stereoizomeri

Stereoizomerleri 3D QSAR incelerken siradan tanimlayicilarla Pha yapisini
aydimnlatmak olduk¢a zor oldugu icin bu yapilar1 3B olarak daha ayrintili agiklamak
tizere ozellikle bu iki seriyi sectik. MCET programimiz i¢inde kullandigimiz Klopman
Indeksi tanimlayicist hem elektrostatik yiik hem de simnir orbital katsayilarini es zamanl
kullanabildiginden 3B yapilar1 aydinlatmak i¢in oldukca yeterli ve gilivenilir bir

tanimlayic1 oldugunu bu tez calismasinda her iki seri tizerinde ispatladik.



2. BOLUM

YONTEM VE MATERYAL

Literatiirden aldigimiz her iki molekiil serisinde molekiiler modelleme igin,
molekiillerin 3B geometrik yapilar1 Spartan’8 paket programinda cizilerek, Molecular
Mechanics Force Field (MMFF) ile farkli konformerler olusturuldu. Steroid serisindeki
her bir konformer i¢in kuantum kimyasal hesaplamalar Hartree-Fock 6-31G*
yontemiyle, fenoterol stereoizomerleri serisindeki her bir konformer ig¢in kuantum
kimyasal hesaplamalar DFT-B3LYP 6-31G* yontemi ile yapildi. En yiiksek enerjili
konformerler, sayr olarak bulunma olasiligi en disiik oldugu igin (Boltzmann
Dagilimi’na gore) konformerler arasindan ¢ikartildi. Kalan konformerlerin geometrik ve
kuantum bilgilerini saklamak tizere ETM programi ile kaydedilerek ETM.txt ve
cartCoord.txt dosyalart olusturuldu [146,147]. Daha sonra 3D QSAR c¢alismasi igin
MCET metodu igerisinde hesaplamalar yapildi ve L-R etkilesimi i¢in uygun Pha yapisi

ve uygun model tahminlerinde bulunuldu.
2.1. Kuantum Kimyasal Hesaplamalarin Yapilmasi

Spartan’8 paket programi ile yapilan molekiiler modelleme hesaplamalari ve
optimizasyonunun ara yiizleri Sekil 2.1’de Molekiiler Mekanik, Sekil 2.2’de Hartree
Fock (HF) ve Sekil 2.3’de de Yogunluk Fonksiyonel Teorisi (DFT-Density Functional
Theory) ile gosterilmistir.
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S Calculations ? x
Conformer Distribution -  at  Ground +  state

Calculate:
with | Molecular Mechanics - | | MMFF -

Maximum: D Conformers Examined: D Conformers Kept:

Subject To: Caonstraints Frozen Atoms Symmetry Total Charge:

compute: | [] IR NMR UVivis Muttiplicity: |Singlet -

Print: D Orbitals & Energies Thermodynamics Vibrational Modes D Atomic Charges
Options: | | 1 converge
Global Calculations oK Cancel Submit

Sekil 2.1.  "Molekiiler Mekanik" hesaplamalarin yapildigi Spartan’8 programinin ara

yuzil.
S Calculations ? X
Equilibrium Geometry - | at | Ground - | state
Calculate:
with |Hartree-Fock - | |6-31G* - | in |Water - D Pseudopotential
Start From: Current - | geometry

Subject To: Constraints Frozen Atoms Symmetry Total Charge:

G mprite R D NMR D UVivis Multiplicity: |Singlet [+

Print: Orbitals & Energies Thermodynamics [ vibrational Modes Atomic Charges
Cptions: |ELCHARGE PRIMTLEV=2 ETAELE=E BONDORDER. OSAR | D Converge
Global Calculations oK Cancel Submit

Sekil 2.2. HF-6.31 G* hesabinin Spartan’08 programindaki ara yiizii

Stereoid serisininin konformerlerinin kuantum kimyasal hesaplamalar1 HF ile fenoterol
stereoizomerlerinin konformerlerinin kuantum kimyasal hesaplamalar: da DFT yontemi

ile yapilmstir.
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S Calculations ? *
Equilibrium Geometry w at  Ground w | state
Calculate:
with | Density Functional - | | B3LYP - | |B-31G* ~  in |Water - D Pseudopotential
Start From: Current w  geometry
Subject To: Constraints Frozen Atoms Symmetry Total Charge:
Compute: IR 1 nmr [ uvis Multiplicity: |Singlet =
Print: Orbitals & Energies Thermodynamics [ vibrational Modes Atomic Charges
Options: |ELCHARGE PRINTLEV=2 ETABLE=E BOMDORDER QSAR | [] Converge
Global Calculations oK Cancel Submit

Sekil 2.3. Spartan’8 programinda DFT-B3LYP 6-31G* hesabinin ara yiizii.

Molekiiler modelleme yontemlerinde, molekiiler sistemlerin tanimlanmasi igin atomik
karakterler ortak bir 6zellik olarak kullanilir. Bir molekiilin konformerleri arasinda
birbirine benzeyenler ortak bir yapida hizalanir ve yiiksek enerjili olanlar iptal edilir
[155]. Boltzmann dagilimma gore, her bir molekiildeki en diisiik enerjili molekiil,
digerlerine gore bulunma olasiligi daha ¢ok olacagindan dolayr molekiiliini temsil

etmek tizere segilir.
2.2. Elektron Topolojik Matris (ETM) Programi

Her bir konformerin ETM’i, konformerin atomik tanimlayicilarin sayisal degerleri ile
3B uzayda temsil edildigi matematiksel bir gostergedir. Konformerlerin Spartan’8
programinda HF ve DFT yontemiyle kuantum kimyasal hesaplamalari yapildiktan
sonra, atomlarin elektronik, geometrik ve topolojik degerlerini igeren bilgiler bir matris
olarak verilir [194,195]. ETM ile benzer molekiiller yapisal olarak tanimlanarak atomik
pozisyonlar kiimelenip, molekiiller hizli bir sekilde yapisal olarak karsilastirilabilir.
Hesaplama sirasinda kartezyen koordinat degerleri, veri kaynag: olarak ETM degerleri
ile Dbirlikte kullanilir. Her bir molekiilin konformerinin kuantum kimyasal
hesaplamalardan molekiiler modelleme ile elde edilen sonuglari .txt dosyasi olarak Sekil
2.4°te  gosterilmistir.  Bu verilerin  kullanilarak ETM’nin olusturuldugu ETM
programinin (ETMP) ara yiizii de Sekil 2.5’te verilmistir. Bu veriler sadece serilerden
birisi icin drnek gosterilmek amacl eklenmistir. Islemlerin hepsi her iki molekiil seti

i¢in de tekrarlanmustir.



55

= di01_01 Metin Belgesi
=| dif1_02 Metin Belgesi
=| diD1_03 Metin Belgesi
=| di01_04 Metin Belgesi
=| diD1_05 Metin Belgesi
= dif2_01 Metin Belgesi
=| dib2_02 Metin Belgesi
=| di02_03 Metin Belgesi
=| dif2_04 Metin Belgesi
=| di02_05 Metin Belgesi
= dif3_01 Metin Belgesi
=| di03_02 Metin Belgesi
=| dif3_03 Metin Belgesi
=| di03_04 Metin Belgesi
=| di03_03 Metin Belgesi
=| diD3_06 Metin Belgesi
=| di03_07 Metin Belgesi
=| di03_08 Metin Belgesi
=| di03_09 Metin Belgesi
=| did3_10 5.07.2021 11:27 Metin Belgesi 2,343 KB

Sekil 2.4. Kuantum kimyasal hesaplamalar sonucu hazirlanan *.txt dosyalari.

sl ETM_16 - ] Pas

Molekiil aktivite dosyasini olustur | Molekil aktivite kantrol ve ekleme ] Yazylym Hakcky

CAMCET di ETM_16 olustur Nm‘;fem?lfyas'

toplam 307 molekilden

diD‘I:DB.txt molekdld elupturuldu
di01_04 bt molekdld olupturuldu
di01_05.txt molekdld olubturuldu

di0Z_02 txt molekdll olupturuldu
di02_03 t«t molekdld olupturaldu
di02_04 t«t molekdld olupturaldu
di0Z_05txt molekdld olupturldu
di03_01 .t molekdld olupturldu
di03_02 txt molekdld olubturuldu
di03_03txt molekdld olupturaldu
di03_04 t«t molekdld olupturaldu
di03_05.td molekdld olupturuldu
di03_06.txt molekdld olupturldu

Sekil 2.5. Kullanilan Elektron Topolojik Matris Programinin ara yiiz.

Bu matrisin satirlar1 ve siitunlari ayni indeks atomlariyla siralanir. Farkli atomlar
arasindaki topolojik mesafe (Angstrdom, A) veya bag uzunlugu nondiyagonal

elemanken, ayn1 atomlar arasindaki tanimlayict elektronik degerler diyagonal
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elemanlardir. Elektrostatik yiikk degerinin yerine farkli diyagonal degerler
kullanildiginda, nondiyagonal degerler sabit kalirken iki boyutlu yeni bir ETM
olusturulur. Olusturulan her ETM’nin art arda gelmesi ile ii¢ boyutlu bir matris

meydana gelir.
2.3. MCET Metodu

Boliim 1°de, Prof. Dr. Yahya GUZEL tarafindan yazilan programmmiz MCET’in, QSAR
incelemeleri i¢in ne kadar faydali ve agiklayici bir teknik oldugunu agikladik. L-R
arasindaki etkilesimi agiklamada kullandigimiz MCET metodu igerisindeki adimlar

asagida siralanmigtir:

a) Kuantum kimya hesaplamalari, ETM’ye ¢evrilerek 3B tanimlayicilar olusturulur.

b) Molekiil serisi i¢inde en basit, en az konformerli ve en aktif molekiil belirlenerek

onun en disiik enerjili konformeri sablon olarak segilir.

c) Sablondaki atomlarin kombinasyonundan en az bir tanesi fonksiyonel atom olmak
tizere dort, bes veya alt1 tanesinin olusturdugu bir ¢ekirdek yapi diger geri kalan
atomlarin maksimum sayida cakismasina (superimpose) hizmet etmek igin
hizalanarak (‘align’) senaryolanir. Boylelikle molekiiller reseptorle uyumlu hale
getirilir.

d) Toplam molekiil sayisinin 1/5’inden fazla sayida atomlarin 3B koordinat

degerlerine gore ¢akistig1 kiimeler etkilesim noktalari i¢in dikkate alinir.
e) Bu kiimeler arasindan etkili olanlar GA ile belirlenir.

f) Yeni bir tammlayict olarak kullanilan Klopman Indeksi, diger LRD’ler ile

kiyaslanarak performansindan emin olunur.

g) NLLS uygulamasi, Levenberg-Marquart yonteminde isletilerek reseptore ait

parametreler hesaplanir.

h) Egitim ve harici test setleri, optimal yarilarak birinde ileri siiriilen model

digerinde dogrulanir.

i) LOO-CV yéntemi ile Pha yapisi egitim ve test setlerine ait olarak istatistiksel Q°

ve R? degerleri ile tahmin edilip dogrulanir.
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Program igerisinde segilen LRD’nin tiitine baghi olarak L-R arasindaki etkilesim

noktalarindan kaynaklanan enerji degisir. MCET programmda LRD tipi olarak

Mullike

n/Natural/Elektrostatik atom yiikleri, HOMO/LUMO Kkatsayilar1, Fukui indeksi

ve Klopman indeksi kullanilmaktadir.

Sekil 2.

6’da MCET programinin ara yiizli gosterilmistir.

o5 QSAR_GaussianProcess

Enter Values_A l Look at Resuts | | kisim
tanimlayicilarin belirlenerek
WorkSheet [CwWCET  [ds Ok I isaretlendigi kisim
ds 01 LKipmn ol

N ¢ I 2l Sesonechime inReptr
b Homo =

i Lumo I~

i nHKpn
b mHKipmn CnformrOfLeastEnergy

DiaPha 0.05 0.15 ;’,i

1 ‘;-“ TO’G’EHN
VW £ — Mo 0o r
NiaPha W W V‘R k0.10 mLKpmn
T o v eLKipmn v

caligilacak klasoriin isminin girildigi

[ referans molekiilin | MaxPha to 30
/ girilecegi kisim be studiod {—-
gacm _ bt Tolerance Value of
Slsoce 050 150 0.10 distance for positions
en kiigiik NumberOf Pha for Excel
aktiviteli | yzdePzsyn 020 v
Frie Number_Pha B
enkek inact: |45 inaktiflik egik _for
- deger G_PROCESS -
esikDeger: |45 -] = B
caligilacak Pha
Pha_%_Kbl %0 sayisi
rastgeleAdet 1
START
degisenAdet 1

Sekil 2.6. 3D QSAR hesaplamalari i¢in kullanilan MCET programinin ara yiizii.

MCET

a)

b)

programinin faydalar1 asagidaki gibi listelenmistir [150]:

Uc boyutlu L-R etkilesim mekanizmasini agiklayabilen Pha, tek bir LRD tipi

kullanilarak daha kolay anlasilabilir.

Reseptor tarafindaki hesaplanan parametrelerin  pozitif/negatif ya da
biiyiik/kii¢iik degerlerine bakilarak ligand tizerindeki atomun aktiviteyi nasil
etkiledigi hakkinda yorum yapilabilir. Reseptoriin hesaplanan parametresi
etkilesimin her noktasinda sabittir fakat ligandlarin LRD’leri farkli degerlerle

farkl etkilesimlere sahip olabilir.

Reseptor tarafindaki aktif noktalarla uyumlu ligandin 3B yapisina karsilik gelen
LRD'lerin elektrostatik ve kovalent etkilesimleri ayr1 ayr1 veya ayni anda birlikte

kullanilabilir.
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d) Hem ligandin LRD'leri hem de reseptoriin parametreleri Excel dosyasinda ayri
ayr1 verildiginden, aktivite sonuglar1 yeniden hesaplanabilir ve analitik olarak

yorumlanabilir.

e) Etkilesime dahil olan ligandin segilen konformerinin ¢ekirdek yapisi, atomik
pozisyonlart ve atomik degerleri, sablona gore diizenlenmis ETM olarak ikinci
bir Excel dosyasinda verilir ve her molekiiliin segilen konformer degerleri

kullanilarak yapilan aktivite tahmini geometrik olarak gosterilebilir.

2.3.1. En Kiiciik Kareler (PLS) Yontemi

Bir analizde, nispeten ¢ok sayida birbiriyle iliskili tanimlayici kullanildiginda biyolojik
aktiviteyi agiklamak icin PLS kullanilabilir [111,112]. Ozellik sayis1, bilesik sayisina
esit veya daha fazla oldugunda, matris tekil oldugu icin g¢oklu regresyon analizi
kullanmak miimkiin degildir. Bununla birlikte, gergekten bagimsiz 6zelliklerin
sayisinin, bir analizde goz oniinde bulundurulabilecek 6zelliklerin sayisindan daha az
oldugu disiiniilebilir. Birkag ozellik, tim bilesikler iizerinde benzer bir varyasyon
gosterdiginde, bu ozellikler tek bir grubun {iyeleri olarak goriilebilir. Bu nedenle,
icerdigi gergek Ozellik bilgisi miktari, bireysel 6zelliklerin toplam sayisiyla degil, bu tiir

gruplarin sayisiyla ilgilidir [140].

PLS, biyoaktivite ile iligkili degiskenler grubunu kesfeder ve gizli degiskenler olarak
adlandirilan, her biri tek bir tanimlayic1 grubuyla yiiksek diizeyde iliskili ve kalan
gruplarla zayif bir iligki i¢cinde olan bir dizi miitkemmel ortogonal degisken {iretir. Daha
fazla gizli degisken eklemek, biyolojik aktivitenin daha fazlasini agiklar. PLS, bu
orijinal degiskenlerde kodlanmis varyansi ¢ikararak ve ayni anda biyolojik aktivite ile
en ¢ok iliskili olan 6zelliklere daha fazla agirlik vererek her bir orijinal 6zelligin her bir
gizli degiskene katkisini hesaplar. Bir PLS analizi, yiizlerce veya binlerce girdi 6zelligi

ile baslasa bile genellikle ondan daha az gizli degiskenle sonuglanir.
2.3.2. Klopman Indeksi

Klopman-Salem esitligi ilk basta kimyasal reaksiyonlardaki Hard-Soft Asit-Baz
(HSAB) etkilesimleri daha detayli agiklamak i¢in verilmistir [158,159]. L-R arasindaki

etkilesimleri aciklamak tizere ilk kez yeni bir LRD olarak tarafimizdan literatiire
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tanitilmis ve kullanilmistir [153,156]. Basitlestirilmis bu tanimlayici ile sert ve yumusak

etkilesim eszamanl olarak birlikte ele alinmaktadir.

2
AE = QnucQelec _ 2(cnucCelecB) (21)

R Egomomuc) ~ELumo elec)

Esitlik 1°de goriildiigii gibi basitlestirilmis “Klopman Indeksi” esitliginde hem atomik
yiik hem de HOMO/LUMO katsayilar1 birlikte kullanildigindan dolayi, sadece atomik

yiik veya sinir orbital katsayilarindan olusan diger tanimlayicilardan daha etkilidir.

Esitlik 1°de gosterildigi gibi, ligand ve reseptdrden birinin HOMO’su ile digerinin
LUMO’su arasindaki etkilesim enerjisi 6ne ¢ikmaktadir. Her ikisinin orbitalleri
arasindaki enerji farki biiyiik oldugunda; ilk terime bagli olarak yiik kontrollii sert asit-
baz etkilesimi gozlenirken, enerji farki kiigiik oldugunda ise ikinci terime bagh olarak
siir orbitalinde katsay:r kontrollii yumusak asit-baz etkilesimi vardir. Esitlik 1°deki bu
iki etkilesim ayr1 ayr1 degil birlikte ele alinarak tek bir LRD tanimlayict olarak
genellestirilmistir. Buna gére basitlestirilmis Klopman indeksi, elektrostatik, kovalent
ve hidrojen bagini tasidigindan dolay1 diger LRD'lerden daha gercekei, dogru ve genel
olma sansi biiyliktir. Bu yeni LRD’in dstiinliigii diger LRD’ler ile kiyaslayarak
gosterilmeye calisilmigtir. MCET yazilimi ig¢inde kullanilan; align, superimposed,
kiimelesme, GA, LOO-CV, dogrusal olmayan etkilesimle parametrelerin belirlenmesi,
istatistik hesaplamalar gibi tiim yaklagimlar ayni oldugu halde farkli LRD’in
kiyaslanmasi, dogrudan LRD’den dogan iistiinliigii yansitmaktadir [157].

2.4. Atomlarin 3B Uzayda Kiimelenmesi

En aktif, en basit ve en az konformer sayisina sahip molekiillerin en disiik enerjili
konformeri sablon olarak segilir [147]. Sablondaki atomlarin kombinasyonu ile farkli
cekirdek yapilar iretilir ve en iyi sonuca sahip farmakoforun bulunmasi igin program
dongiisii icinde bu yapilar degistirilerek ele alinir. incelenen molekiillerin konformerleri
icinde en az birinin bu ¢ekirdek yapiya sahip olmasi, aktif olmasi i¢in temel sarttir.
Molekiillerden birisi aktif oldugu halde konformerinin hi¢ birinde bu g¢ekirdek yap1
bulunmuyorsa ele alinan bu ¢ekirdek yapi yetersizdir ve farmakofor igin baslangig
yapisint olusturamaz. Bu oOzellikteki ¢ekirdek yapilar geri plana atilir veya hig
degerlendirilmez. Cekirdek yapiya gore hizalanan molekiillerin geri kalan atomlari

cakistirilarak reseptore gore uzayda diizenlenir. Maksimum sayida ¢akisan atoma sahip
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konformer kendi molekiiliiniin aktivitesinden sorumlu olarak se¢ilir. Atomlar kartezyen
koordinat degerlerindeki benzerlikleriyle vektrorel olarak kiimelenebilir. Yanlis
hizalanma ve dolayisiyla yanlis iist iiste ¢akistirma sonucu hatali se¢ilmis konformere
gore yapilacak kiimeleme islemleri, farmakoforun baslangi¢ adimindayken yetersizlige
sebep olur. Bu yiizden g¢ekirdek yapimin iyi se¢ilmesi dnemlidir ve yeni bir ¢ekirdek

yapi ele alinarak islemlerin tekrarlanmasiyla hata kaynagi bertaraf edilebilir.

Cekirdek yapinin i¢inde en az bir fonksiyonel atom olmak iizere sablondaki atomlarin
farkli kombinasyonlarindan ¢ok sayida ¢ekirdek yapi olusturulabilir. Bunlarin arasinda
tim molekiillerde ortak yapida olanlar g¢ekirdek yapi i¢in aday olabilir. Ele alinan
cekirdek yapisina gore molekiiller uzayda oyle bir tarz ile diizenlenmis olmali Ki;
kiimelerdeki atom sayis1 maksimum olabilsin ve bu kiimelerden bazilarinin koordinat
degerleri reseptoriin aktif yapisiyla uyumlu olsun. Bunlara gore aday c¢ekirdek
yapilarindan en iyisi kiimelerdeki LRD degerlerinden elde edilen istatistiksel sonugla
belirlenebilir. Sablonun atomlariyla en ¢ok sayida ¢akismis atomu olan ve dolayisiyla
en iyi st tiste ¢akigsmis olan bir konformer, reseptorle etkilesimde sorumlu olabilir. Her
bir molekiil i¢in bir konformerin 3B koordinatta yonlenmis atomlarinin pozisyonlari,

reseptorle uyumlu olarak kiimelenmek i¢in kullanilir.

Kiimelenmenin olgunlugu, molekiil iskeletlerinin baslangi¢ olarak iyi hizalanmasina ve
bir konformerin atomlarinin sablonla iist iiste ¢akisma performansina baglidir. Cok iyi
kiimelenme i¢in farkli tolerans degerleri denenmelidir. Sablonun bir atomu etrafinda
kiimelenme sirasinda konformerin bir atomu, koordinat degerine gore ele alinan
toleransla kiime igine girebilir veya girmeyebilir. Ayrica verilen bir limit degere gore

yetersiz sayida atom igeren kiime adaylar1 kiimelenmenin diginda kalabilir.
2.5. GA Uygulamasi

Kiimeler arasindan kombinasyonla optimum alt kiime, GA ile belirlenir. Bu alt kiimenin
3B pozisyonlari Pha yapisini olusturur. Reseptor tarafindaki parametre baslangic olarak
en 1yi istatistik sonuca sahip cekirdek yapisi alindiktan sonra yeni bir kiimenin
pozisyonu bu yapiya ilave edilmeye ¢alisilir. Mevcut alt kiimeye yeni bir eleman ilave
etmek igin ilaveden sonraki istatistik degerin oncekinden daha iyi olmas1 gerekir. Alt
kiimenin elaman sayisi, tiim elemanlarin ilave denemeleri yapildiktan sonra en iyi

istatistik iyilesmeye gore yapilir. Bazen bu denemeler sonunda ciddi bir artis
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gozlenmezse alt kiime sayisinin artirilamayacagi anlasilir. Bir kiime igindeki tiim
atomlar, rakipleri olarak tiim kiimelerdekinden daha etkin bir sekilde molekiillerinin
aktivitesine katki saglarsa Pha yapisina ilave edilir. Gergek bir model, mevcut
kombinasyondaki kiimelerin sayisini artirmak tizere geri kalan kiimeler arasindaki en
anlamli olan1 secen ve diger fazlaliklar1 hari¢ tutan GA adimlar ile olusturulabilir.
Analiz edilen tiim veri kiimelerindeki atom 6zelliklerini model i¢inde isleyen bir GA
kullanilarak, ileri yonde 6zellik ekleme adim se¢im algoritmasi uygulanmaktadir. Ele
aliman LRD o6zelliklerine gore olusan alt kiimeden daha dogru, yiiksek bir sinifa sahip
yeni bir alt kiimenin bulunmasina calisilir. EK olarak, kademeli bir ileri se¢im ile ele
aliman kiime i¢in algoritma tarafindan dondiiriilen sonuglar, geri kalan tiim kiimeleri
isleyen sonuglarla karsilagtirilmaktadir [196]. Bu nedenle, ileri beslemeli se¢im
yontemiyle dondiiriilen 6zellik seti tizerine insa edilen kombinasyonun dogrulugu ne
kadar yiiksek ise Pha yap1 0 kadar gergege yakin olur. Tiim kiimeler sirayla mevcut alt
sete ilave yapilmasina ragmen her bir kiimenin katkisi az oldugunda veya hig
olmadiginda kiime ilavesi durdurulur ve kiimelerin kombinasyonu tamamlanir. GA’nin
calistirilmas1 sirasinda ardisik yinelemelerle etkin kiime rafine edilebilir. Hangi
kiimenin ilave edildigi, modeli olusturan kombinasyon kiimelerdeki LRD degerlerinden
yapilan regresyon analizi ile anlasilmaktadir. En iyi istatistiksel sonuglara gore Pha'in,
her kombinasyon i¢in olusturulan dogrusal olmayan modeller arasindan kuruldugu
tahmin edilmektedir [197].

2.6. Egitim ve Test Setlerinin Optimum Gruplandirilmasi

Biyolojik aktivitesi bilinen ve inceleme altina alinan bir seri, egitim ve test setleri olarak
iki gruba ayrilir. QSAR modeli kurmak i¢gin egitim setindeki aktiviteden birini hesap
dis1 birakarak geriye kalan verilerle LOO-CV yapilir. Digarida birakilan molekiil i¢in
aktivite, digerlerinden ¢ikartilan model ile tahmin edilerek Q? degerleri hesaplanur.
Programdan c¢ikartilan modele dayanarak fonksiyonel 6zellikler ile test seti bilesikleri

icin deneysel aktiviteler, teorik olarak hesaplananlar ile R 6lceginde dogrulanir.

Egitim ve test setlerindeki molekiiller degistikce, bagimli ve bagimsiz degiskenlere ait
verilerdeki vektor dizileri degisir. Siniflandirma yapilirken egitim ve test setleri arasinda
molekiillerin gereksiz yer degistirmesi Onlenebilir ve iki set arasinda iyi bir

smiflandirma olusturularak modeldeki belirsizlik azaltilabilir. Iyi bir smiflandirma,
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setlerdeki birbirinin aynis1 ya da birbirine ¢ok yakin molekiillerin gereksiz olarak ayni
yerde yigilmasini 6nlemekle saglanir. Egitim ve test setlerinin aktiviteleri ve iskelet
yapilar1 arasindaki benzerlik ve dagilimlarin yakin gruplamasi i¢in uygulanir. Cok
dikkatli olunsa bile, molekiilleri rastgele olarak uygun sekilde her iki sette gruplamak

miimkiin olmayabilir.

GA'nin basarisi, molekiillerin etkili egitim ve test setlerinin gruplandirilmasina baghdir.
Test molekiiliindeki aktiviteyi ger¢ek¢i bir modelle hesaplayabilmek igin, egitim
setindeki molekiillerin atomik pozisyonlari test setindeki molekiillerinkine yakin olmasi
onemlidir. Her ligand i¢in, tanimlayicinin biyiik/kiiciik ve pozitif/negatif yiik degerine
sahip olmasina bagli olarak aktiviteyi arttirdigi veya azalttigi bilinmektedir. Aym
kiimeler tizerinde yaklasik olarak ayni tanimlayiciya sahip olan ligandlar, birbirleriyle

yakin aktivite gosterir.
2.7. Pha Belirlenmesi

Pha, aktif bir molekiiliin incelenen reseptorle etkilesim bolgelerinin matematiksel bir
denklem ile gosterimidir. Reseptoriin  etkilesen noktalarina karsilik  gelen
konformerlerdeki atomlarin LRD elektronik ozellikleri ile Pha belirlenir. Bu atomlar,
sahip olduklart LRD degerleri kadar fizikokimyasal ve biyolojik aktivitelerden
sorumludur. Molekiil aktiviteleri ile bagimli degiskenler ve kiimelerde yer alan
atomlarin LRD degerleriyle bagimsiz degiskenlerden biiyiikk bir veri havuzu, Pha’i
belirlemek igin olusturulur. Geometrik olarak molekiiliin reseptériin bir etkilesim
noktasina karsilik gelen atomunun LRD degerleri, bu veri havuzunda ayni kolon
indeksinde yerlesir. Aktif bir molekiiliin konformerlerinden en az birinin yapisi, Pha'in
tamamin1 veya bir kismini igerebilir ve bu Olgiide aktivete gosterebilir. Reseptoriin
farmakofor yapisinin tamaminda veya bir kisminda bulundurdugu atomlarin LRD

degerleri kadar aktivitede etkili olur.

Geometrik olarak stereo izomerlere sahip molekiiller farkli 3B kartezyen koordinat
degerlerindeki atomlar ile reaktiflik gosterir. Ozellikle stereo izomeri olan bilesiklerde
yapi-aktivite iliskilerini tahmin etmek, ancak ii¢ boyutta birbirinden farkli hareket eden
LRD’ler ile miimkiindiir. Bu yiizden fizikokimyasal 6zelliklerinden tiiretilmis diger
tanmimlayicilardan ¢ok daha etkin uygulama bulmustur. Daha da 6tesi bir molekiiliin

reseptore en uyumlu konformerindeki atomlarin LRD degerleri kullanilmasiyla daha
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gercekei bir yaklasim ortaya konabilir. Ligandin, reseptoriin farmakofor yapisina
tamamina Sahip olmasi gerekmez c¢iinkii her ligand ayni reseptor yapisina gore farkli
etkilesim noktalar1 nedeniyle farkli aktiviteye sahiptir. Aktif molekiillerin bazilari,
reseptoriin farmakoforunun tamamiyla etkilesirken, digerleri sadece bunun bir kismiyla
etkilesebilir. Bu etkilesimlerde stereo yapilar oldukga farkli davrandigindan dolayi nigin

tanimlayici olarak LRD’in se¢ildigini anlasilir.

Ligand farmakofor yapisinin hangisinde atom bulunduruyorsa o atomun LRD’si ve
bunun karsilig1 parametre degeri kadar aktiviteyi artirir veya azaltir. Farmakofor yapiya
karsilik gelen LRD’ler ve parametreler, alt kiimenin her bir elemanina gére model
iginde beraber kullanilir. Bagimli degisken olan molekiil aktivitesi, LRD ve parametre
degeri degistikge degisebilir. Pha yapi reseptoriin 3B olarak geometrisi oldugu halde
Pha ise bu geometride yer alan parametre degerleri olarak hem geometrik hem de

elektronik bir karakterdir ve Pha olarak isimlendirilir.

Pha se¢iminde gozlemsel ve ongoriilen aktiviteler arasindaki minimum belirsizlik iyi
secilmis LRD ile saglanir. Uretilen Pha’da reseptoriin ilgili parametreleri, ligandlarin
karsilik gelen pozisyonlarindaki LRD degerlerine gore hesaplanir. Reseptoriin Pha'ine
ait parametre bilgileri, ligandin deneysel aktivite verilerine ve LRD degerlerine
dayanarak NLLS ile en iyi istatistik sonuglardan alinir. Pha, reseptoriin etkilesim
haritasidir ve incelenen molekiil setinin geometrisine gore etkilesim hakkinda bilgi
verebilir. Etkilesim noktalar1 olarak belirlenen bu yap1 reseptoriin ger¢ek Pha’in tamami
olmasa da ¢ogunlugunu i¢inde barindirabileceginden dolay1 6nemlidir. Pha’in ger¢egini
belirlemek igin, incelenen molekiillerdeki iskelet c¢esitliligini artirmak gerekebilir.
Cesitli iskelet yapilara sahip olan ¢ok sayida aktif molekiil igeren serilerle olusturulan

model daha dogru olabilir.

Bu tez ¢alismasinda, rastgele bir tanimlayic1 yerine 3B etkilesimlerde ideal performans
gosterebilen LRD'ler arasindan en etkili olaniyla (Klopman Indeksi) Pha belirledik. Her
bir LRD i¢in Pha birbiriyle ayn1 olmayabilir. Bu yiizden LRD tipi farklilastikga Pha'in
tamami1 veya bir kismi farkli olabilir. Farkli LRD'ler kullanilarak olusturulan modeller
arasinda en iyi istatistiksel sonuca sahip olan1 segilir. Bazen, en iyi istatistiksel sonuca
sahipi modeli segmek yerine, ¢ok sayida islevsel atom ve minimum sayida parametre

igeren bir modeli segmek faydali olabilir. Modeldeki atomlarin islevsel (C = O, O, N,
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vb.) atomlar1 (6zellikle H-bag dondrii/akseptorii) olmasi 6nemlidir ayrica az sayidaki

parametre iceren modelin daha kolay yorumlanacagi bilinmelidir.

Aktivitenin hesaplanmasi i¢in Pha’e karsilik gelen pozisyonlarda ligandin atomik
tanimlayici degerleri ve reseptdriin hesaplanan parametre sabitleri modelde kullanilan
argiimanlardir. L-R arasindaki etkilesim enerjisi, bu pozisyonlardaki ligand ve reseptor
argiimanlar1 vasitasiyla gergeklesen etkilesimlerin toplamidir ve aktivite {izerinde

dogrusal olmayan bir etkiye sahiptir.

Egitim setindeki bilesiklerin aktiviteleri, LOO-CV tekniginin kullanilmasiyla dogrulanir
ve hari¢ tutulan test setinin aktiviteleri, ortaya ¢ikan model tarafindan tahmin edilir. En
Iyi model, kiimeler arasindan GA ile segilenlerin LRD degerlerini kullanilarak reseptor
parametrelerinin tahmin edilmesine ve hesaplanan aktivitelere gére sonuglanan Q? ve R

degerlerine dayanur.



3. BOLUM
BULGULAR

3.1. Steroid Molekiil Serisi

Steroidler, halkalara bagli fonksiyonel gruplarin gesitliligi nedeniyle 3B yap1 olarak
birbirinden oldukg¢a farklidir. Stereoizomerler, ayni1 molekiildeki atomlarinin sayis1 ve
bag yapilari ayn1 oldugu halde baglanis sekilleri ve uzaydaki dizilisleri sebebiyle 3B
fizikokimyasal ve biyoaktif 6zellikleri bakimindan birbirinden farklidir. Pek ¢ok ilag,
genellikle bir bilesigin tek bir stereoizomerinden olusur ve bunlardan biri viicut
tizerinde terapétik etkilere sahipken, digeri toksik olabilir. Bazi ilaglarin reseptorleri
tarafindan tanmmmas1 dahil olmak t{izere bircok biyokimyasal reaksiyonun
stereospesifikligi, ayn1 karbon atomuna bagli atom veya atom gruplarinin farkli
rotasyonu olan kiraliteyle agiklanabilir [1]. Kiraliteye sahip molekiillerin farkli 3B
yapilari, farkli biyolojik aktiviteleri dogurur ve bu yiizden rastgele tanimlayicilarla
QSAR olarak incelemek zordur. Tablo 3.1’de bu tez ¢alismasinda kullanilan steroid

bilesiklerinin molekiil sekilleri ve ICsp olarak hesaplanmig aktiviteleri gosterilmistir.
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Tablo 3.1. Steroid bilesiklerinin molekiil isimleri, molekiil yapilari, deneysel ve
hesaplanan aktivite degerleri (ICso(NM)) (Test seti bilesikleri * ile

gosterilmistir).
Molekiil Deneysel | Hesaplanan
Molekiil Ad1 Molekiiler Yapi o L
Numarasi Aktivite Aktivite
H3C
(0]
16-17- ;o
N1 . . ~nOH 6.247 6.248
dihidroksiprogesteron
[¢]
N2 19-norprogesteron 6.817 6.897
N3 19-nortestosteron 6.144 6.169
N4 2-metil-9-florokortizol 5.797 5.946
N5 2-metilkortizol 7.688 7.035
4-pregnene-3-11-20-
N*6 ) 6.779 6.429
trion
N7 Aldosteron 6.279 6.661
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Tablo 3.1. Steroid bilesiklerinin molekiil isimleri, molekiil yapilari, deneysel ve
hesaplanan aktivite degerleri (ICso(NM)) (Test seti bilesikleri * ile

gosterilmistir). (devami)

Molekiil Deneysel | Hesaplanan
Molekiil Adx Molekiiler Yapi o L
Numarasi Aktivite Aktivite
N8* Androstandiol 5.000 5.110
N9* Androstendion 5.763 6.107
N10 Androsteron 5.613 5.568
N11 Kortikosteron 7.881 7.881
N12* Kortizol 7.881 7.953
N13 Dehidroepiandrosteron 5.000 4.774
N14 Deoksikortikosteron 7.653 7.849
N15 Deoksikortizol 7.881 7.655
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Tablo 3.1. Steroid bilesiklerinin molekiil isimleri, molekiil yapilari, deneysel ve
hesaplanan aktivite degerleri (ICso(NM)) (Test seti bilesikleri * ile
gosterilmistir). (devami)

Molekiil Deneysel | Hesaplanan
Molekiil Adx Molekiiler Yapi o L
Numarasi Aktivite Aktivite
N16 Dihidrotestosteron 5.919 6.228
N17 Epikortikosteron 7.200 7.179
N18 Estradiol 5.000 4.898
N19 Estriol 5.000 5.149
N20 Estron 5.000 4.977
N21 Etiyokolanolon 5.225 5.149
N22* Hidroksipregnenolon 5.000 4.972
N23 Hidroksiprogesteron 7.740 7.654
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Tablo 3.1. Steroid bilesiklerinin molekiil isimleri, molekiil yapilari, deneysel ve
hesaplanan aktivite degerleri (ICso(NM)) (Test seti bilesikleri * ile
gosterilmistir). (devami)

Molekiil Deneysel | Hesaplanan
Molekiil Adx Molekiiler Yapi o L

Numarasi Aktivite Aktivite
N24 Prednizolon 7.512 7.199
N25 Testosteron 6.724 6.829
N26* 17-metilprogesteron 7.120 7.115
N27 Androstendiol 5.000 5.232

CH,

W\

(o]
N28 Kortizolasetat 7.553 7.251
N29 Kortizon 6.892 7.202
N30 Pregnenolon 5.225 5.358
N31 Progesteron 7.380 7.381
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Birinci seri olarak incelenen steroid bilesikleri serisinde en basit yapiya sahip olan n01
nolu bilesigin en diisiik Boltzman dagilimina sahip olan 01’inci konformerinin her bir
atomunun Kartezyen koordinatlar1 Tablo 3.2°de gosterilmistir. 31 adet bilesigin her bir
konformerinin Kartezyen koordinatlar1 .txt dosyasi halinde saklanmaktadir. Bu
Kartezyen koordinatlari, 3D QSAR’in MCET metoduna gore yapilan hesaplamalarda

baz alinarak Pha grubunun g¢ikarilmiginda rol almiglardir.

Tablo 3.2. Steroid bilesiklerinden n01 nolu bilesigin 01’nci konformerinin (n01_01)
kartezyen koordinati.

Atom X Y Z
01 0 0 0
C3 4.2066 0 0
C6 1.9976 1.2211 0
o4 9.3471 3.02 4.289
02 11.36 0.5113 2.7828
C4 1.2126 -0.014 -0.064
C5 3.3321 1.2564 -0.011
03 8.321 0.6766 4.4548
C7 5.3432 0.1911 1.0641
C8 6.1089 1.5314 0.9328
C9 5.13 2.705 0.9966

C10 4.0458 2.5837 -0.072
C1 3.3531 -1.224 0.4037
Ci11 4.7663 -0.203 -1.426
C12 6.3044 -1.013 1.1418
C13 7.3897 -0.866 2.2227
Cl4 8.163 0.4469 2.0565
C15 7.1442 1.6079 2.057

C16 9.0136 0.3939 0.7703
C17 9.05 0.8851 3.2674
C18 9.2381 2.4063 3.0223
C19 8.0118 2.8657 2.1978
C20 10.385 0.1398 3.3838
C21 10.447 -1.069 4.2816
C2 1.9867 -1.284 -0.275
H14 8.5097 1.3968 5.0478
H24 9.5606 3.9408 4.1868
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Aktivite hesaplamalar1 yapilirken egitim setindeki molekiillerin aktiviteleri LOO-CV
yontemi ile dnce dogrulanir ve sonra test setinin aktiviteleri ile model tahmin edilir.
Farkli atom kiimeleri arasindan GA ile se¢ilen grubun LRD degerleri kullanilarak
hesaplanan Q? ve R? degerleri ile en iyi model bulunur. Reseptdr tarafindaki
parametreler, egitim setindeki molekiillerin LRD degerleri kullanilarak dogrulugu
kanmitlanmis degerlerdir ve islem boyunca sabittirler, fakat reseptoriin aktif noktalarina
karsilik gelen her bir ligand i¢in farkli LRD degerleri vardir. Reseptoriin herhangi bir
noktasinda etkilesime giren birbirinden bagimsiz iki farkli ligand arasinda meydana
gelecek olan kuvvet, ligandlarin sahip oldugu LRD degerlerine baglidir. S6z konusu
etkilesim Coulombic olarak atomlarin yiikleri arasinda ele alinirsa hem ligand hem de
reseptoriin atomik ytikii ayni ise elektrostatik olarak itme kuvveti olusurken, farkli ise
(biri negatif digeri pozitif yiiklii) gekme kuvveti olusur. Diger bir ifade ile elektrostatik
etkilesim noktasindaki reseptore ait negatif degerdeki k parametresi icin, ligandin
karsilik gelen LRD degeri negatifse sterik etki olusur, pozitifse elektrostatik etki olusur.
Ayni durumu smir orbital etkilesimi igin diistinecek olursak, bu kez molekiil
orbitallerdeki atomlarin katsayilarinin negatif veya pozitifligi s6z konusudur. Ayni
fazda katsayilar birbiriyle bag olustururken farkli fazdakiler karsi baglayici etkiye
sahiptir. Herhangi bir noktada reseptore ait negatif bir & katsayis1 varsa, bu noktada
ligandin orbital katsayis1 negatif oldugunda kovalent baglanma diger taraftan pozitif
oldugunda ise karsi bag olusumu meydana gelir. L-R etkilesiminde her bir etkilesim
noktasindaki itme veya ¢ekme kuvveti; reseptor tarafindaki k ve & parametre degerleri
ile ligand tarafindaki kismi yiikii ve sinir orbital katsayilarindan olusan LRD degerleri
ile belirlenir. Diger LRD’lerde sadece yiik veya katsayr kullanilirken Klopman
Indeksi’nde hem elektrostatik hem de kovalent etkilesimlerin her ikisi es zamanl olarak
kullanilir. Klopman Indeksi tanimlayicis1 ile yapilan g¢alismada en iyi model ile
istatistiksel sonug 6nerilmistir. Buna gore Tablo 3.3’te Klopman Indeks tanimlayicisinin
kullanildig: steroid bilesiklerindeki atomlarin pozisyonlari, Kartezyen koordinatlari ve

«/E parametre degerleri gosterilmektedir.



Tablo 3.3. Steroid bilesik serisindeki

atomlarin  uygun Yyerlerinden
pozisyonlar (n01, n08 ve n18), Kartezyen koordinatlar, k ve & degerleri.
(Pha atomlarin1 igerenler koyu renk ile gosterilmistir)

72

tanimlanan

Molekiil Atom X Y z Pozisyon K 3

Numarasi Numarasi Adi Degeri Degeri
n01 o1 0 0 0 a -1.287 -7.989
n01 C3 4.207 0 0 b -0.384 -2.832
n01 C15 7.144 2.611 0 o 0.124 7.634
n08 C2 1.920 -1.360 0.324 d 0.102 18.995
n08 C5 3.235 -0.068 -2.001 e -0.112 -3.119
n08 C8 5.642 1.123 -0.688 f -1.311 -21.319
n08 C12 5.654 -0.756 1.054 g 0.087 -5.650
n08 C14 7.171 1.253 1.380 h -0.036 3.597
n08 C16 8.411 0.625 0.715 i -0.010 5.488
n08 C1 3.157 -1.956 -0.350 j -0.344 -5.777
nl8 C9 5.602 2.372 0.850 k 0.138 7.236
n08 C6 1.969 0.506 -1.337 I 0.164 0.335

Tablo 3.3’te gosterilen a, b, ¢ vb. harfler, ligandlarin etkilesim noktalarindaki

atomlarinin pozisyonlarini isaret eder ve birbirinden farkli kiimelerin model igindeki
indeks degerleridir. Model i¢inde bu indekslere karsilik gelen itme veya ¢ekme kuvveti
aktiviteyi arttirict veya azaltict yonde etki gosterir. Reseptoriin etkilesim noktasinda
herhangi bir atom bulundurmayan ligandin aktivitesinde degisme olamaz. Bu
indekslerde atom bulunduran ligandlarin itme veya ¢ekme kuvvetlerinin biiyiikligi
LRD degerlerine baglidir ve bu LRD degerleri dikkate alinarak reseptor tarafindaki
karsilik gelen aktif noktalarin parametreleri Levenberg-Marquardt algoritmasiyla

dogrusal olmayarak belirlenmektedir.

Tablo 3.3te MCET metodu sonucunda Pha igindeki atomlarin pozisyonlari hangi
molekiillerden tiiretildikleri gosterilmistir. Sablon (n01) ve diger bazi molekiiller (08
ve n18) atom yiginlariyla kiimlerin olugsmasina kaynak olmustur. Pha i¢indeki atomlarin
kiimeleri vektorel indeks olarak a, b, ¢ ve f harfleri sirasiyla model iginde yer almustir.
Pha igindeki ¢ekirdek yapiya ait atomlar tiim molekiiller i¢in ortak bir yapidir ve benzer
LRD degerleriyle ortak etkiye sahiptir. Cekirdek yapinin haricinde kalan diger atomlar
bazi molekiiller igin aktiviteyi artirict bazilari i¢in azaltici etkiye sahiptir. Bunun sebebi,
¢ekirdek yapidaki tiim atomlarin LRD degerlerinin tolerans degerleri Olg¢eginde
birbirinin aynis1 olmasidir. Geri kalan atomlarin LRD degerleri ise negatiften pozitiflige

veya kiigiikten biiylige degisebilir hatta etkilesimin bir noktasinda herhangi bir molekiil
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(n15, n21 vb.) higbir atom bulundurmayabilir. Model i¢indeki her bir indeksin degisik
LRD degerleri, reseptoriin karsilik gelen parametresinin degerine bagli olarak aktiviteyi
artirir/azaltir/degistirmez. Tablo 3.4’te R? ve Q degerlerinin farkli LRD tipleri ile elde

edilen sonuglar1 gosterilmektedir.

Tablo 3.4. Steroid bilesikleri icin ligand tarafinda farkli LRD tipleri ile bulunan Q* ve

R? degerleri.
Tammlayica Tipleri Q° R?
N_Charge 0.482 0.910
nLKlopman 0.955 0.964
N_Fukui (f+) 0.945 0.823
P_Fukui (f-) 0.898 0.975
mHKIlopman 0.955 0.962
eHKlopman 0.945 0.910
E_Charge 0.869 0.796
M_Charge 0.865 0.897

N_Charge: Natural Yiik

M_Charge: Mulliken Yiik

E_Charge: Elektrostatik Yiik

N_Fukui (f"): Niikleofillere kars: Fukui Indeksi

P_Fukui (f): Elektrofillere kars: Fukui indeksi

nLKlopman; n: Natural Yiik, L: LUMO, Klopman: Klopman indeksi
mHKIlopman; m: Mulliken Yiikii, H: HOMO, Klopman: Klopman indeksi
eHKlopman; e: Elektrostatik Yiik, H: HOMO, Klopman: Klopman indeksi

f*, £ ve f°; sabit dis potansiyele kars: niikleofilik, elektrofilik ve radikalik atak olarak

Fukui indeksleridir.

Tablo 3.4’te farkli LRD tipleri ile elde edilen Q% ve R? degerleri benzer ve biiyiik
degerlerde hatta 0.900’{in iizerinde sonuglar olmasina ragmen en gergekg¢i ve giivenli
olan1 belirlemek miimkiindiir. Bunun i¢in oncelikle dikkate alinmasi gereken ozellik
modeldeki indeks sayisidir. Pha atomlarinin sayisi da en az 4 atom olmasi gerekir.
Buradaki Q? ve R? sonuglar1 iyi gibi goriinse bile aranan tiim 6zellikleri saglamadig

icin kayit dis1 birakilir ve igleme alinmaz. Sonuclarin spesifikligi ve giivenilirliginin
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saglam olabilmesi i¢in aktiviteye etki eden atomlarinin sayisi, tanimlayici atom sayisi
ve Q? ve R? degerlerinin hepsinin birlikte istenen kriterleri saglamasi gereklidir. Bu
saydigimiz tim kosullar1 saglayan tek tanimlayiciin Klopman Indeksi oldugunu
goriiyoruz. Klopman denklemi hem elektrostatik etki hem de sinir orbital etkilesimlerini
de igerdiginden, her iki etkilesim de burada ele alinmaktadir. Bu ¢alismada, siir orbital
etkilesimleri i¢in, ligandin HOMO'su niikleofil olarak, reseptorin LUMO'su da
elektrofil olarak kullanilmistir. Klopman indeksi kullanilarak konformerlerin 3B
kartezyen koordinatlarina gbére konumlandirilan atomlar ile en ideal Pha

olusturulmustur.

a, b, ¢ vb. pozisyonlar1 olarak isaretlenen etkilesim noktalarini gosteren 3B farmakofor
yapisi Sekil 3.1'de verilmistir. Belirtilen bu noktalarda reseptor ile etkilesime giren bazi

ligand atomlarinin, uygun goriilen tolerans araligi iginde olabilecegi goriilebilir.

Sekil 3.1. Steroid bilesik setinde molekiillerin st liste ¢cakistirilmasi ve Pha gruplari
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Klopman Indeksi tanimlayicisinin giiclii performansa sahip oldugu, daha kesin ve

giivenilir oldugu, ileri siiriilen Pha ‘ya bakilarak anlasilmaktadir. Bir QSAR modelinin

dogrulugu, genellikle harici test setleri kullanilarak egitim setinde ¢apraz dogrulama ile

kontrol edilerek anlasilir. Hem egitim hem de test setlerindeki molekiiller yap1 ve

aktivite bakimindan birbirlerine benzerlik gosterdiginden, test setindeki molekiillerin

aktiviteleri egitim setindeki molekiillerin aktiviteleri kullanilarak hesaplanmistir. Tablo

3.5’te hem egitim hem de test setleri igin deneysel ve teorik aktvite degerleri

gosterilmistir.

Tablo 3.5. Steroid bilesik serisinin deneysel ve hesaplanan aktiviteleri

Molekiil | Deneysel | Hesaplanan Molekiil Deneysel Hesaplanan
Numaras1 | Aktivite Aktivite Numarasi Aktivite Aktivite
n0l 6.247 6.248 nl7 7.200 7.179
n02 6.817 6.897 ni8 5.000 4.898
n03 6.144 6.169 n19 5.000 5.149
no4 5.797 5.946 n20 5.000 4.977
n05 7.688 7.035 n21 5.225 5.149
no6* 6.779 6.429 n22* 5.000 4972
no7 6.279 6.661 n23 7.740 7.654
nog8* 5.000 5.110 n24 7.512 7.199
no9* 5.763 6.107 n25 6.724 6.829
n10 5.613 5.568 n26* 7.120 7.115
nll 7.881 7.881 n27 5.000 5.232
ni2* 7.881 7.953 n28 7.553 7.251
ni3 5.000 4.774 n29 6.892 7.202
nl4 7.653 7.849 n30 5.225 5.358
ni5 7.881 7.655 n31 7.380 7.381
nl6 5.919 6.228 Test Set molekiilleri * ile gosterilmistir.

Modelleme sirasinda, egitim setindeki bilesikler, harici test setinde dogrulanir. Egitim

setindeki ligandlarin aktiviteleri ile dogrulanan Pha, harici test setindeki ligandlarin

tahminini yapmak i¢in kullanilmigtir. Her iki set i¢in gézlenen ve tahmin edilen aktivite

degerleri Sekil 3.4’teki grafik ile gosterilmistir.
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8 @Egitim Seti @ a
@

7,5 ETest Seti

6,5

Hesaplanan Aktivite

45

4,5 5 55 6 6,5 7 75 8 8,5

Deneysel Aktivite

Sekil 3.3. Steroid bilesiklerinin egitim ve test setlerinin deneysel ve hesaplanan
aktivite grafigi.

Sekil 3.3’te egitim Ve test setleri icin deneysel ve teorik aktivitelerine ait olarak istatistik
sonuglar sirayla Q° ve R? degerleri (sirasiyla grafikte mavi ve bordo renkle
gosterilmistir) verilmistir. Molekiildeki egitim setine (25 bilesik) ait istatiksel
hesaplamalarda belirlilik katsayis: Q°=0.955 olarak bulunmustur. Kurulan regresyon
modelindeki katsayilarin ana kiitle degerlerine ne kadar yakin oldugu (yani
glivenilirligi), katsayilarin standart hatalarina bakilarak Olgiilmektedir. Yontemin
dogrulugunu tespit etmek i¢in harici test setine (6 bilesik) ait R? degeri hesaplandiginda
deger R?=0.964 olarak bulunmustur. Literatiirlere baktigimizda Q? 0.5’ten biiyiik
oldugunda yontemin dogrulugu kabul edilmektedir. Pha'da, « / & parametre degerleri ile
bu noktalara karsilik gelen ligandlarin LRD degerleri kullanilarak aktiviteler yeniden
hesaplanabilir. Kendi yazilimimmiz olan MCET yonteminde, reseptor tarafindaki
parametre degerleri tahmin edildikten sonra elde edilen veriler bir Excel dosyasinda
depolanabilir. Bu veriler herhangi bir molekiiliin aktivitesini analitik olarak hesaplamak
ve goriintiilemek icin daha sonra kullanilmak iizere saklanir. Bu 6zelliginden dolayi

MCET yontemi oldukga biiyiik 6nem tagimaktadir.
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3.2. Fenoterol Stereoizomerleri Serisi

Pha yapisim aydinlatmak adina kullandigimiz ikinci seri  olan fenoterol
stereoizomerlerinin molekiil yapisi ve deneysel ve hesaplanan aktivite degerleri (1Csp)

Tablo 3.6’da verilmistir.

Tablo 3.6. Fenoterol stereoizomerlerinin molekiil isimleri, molekiil yapilari, deneysel
ve hesaplanan aktivite degerleri 1Cso (NM) (Test seti bilesikleri * ile

gosterilmistir).
Molekiil MoldlBTy Deneysel | Hesaplanan
Nulnaras: & L Aktivite | Aktivite
OH
HO NH
N1 6.460 6.461
CH,
OH
OH
C:)H
HO ; NH
N2 \QN m 4.560 4.643
CHs
OH
OH
OH
HO NH
N3 A@\ 5.430 5.512
CH,
OH
OH
9H
HO ; NH
N4 \QN 4.990 4.965
CHj3
OH
OH
OH
HO NH
N5* &, 6.320 6.262
?
OH CHs
QH
HO : NH
N6 \QN j"b\@\ 4.800 4.849
?
OH CHs




Tablo 3.6.

Fenoterol stereoizomerlerinin molekiil isimleri, molekiil yapilari,
deneysel ve hesaplanan aktivite degerleri ICso (NM) (Test seti bilesikleri
* ile gosterilmistir). (devami)
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Molekiil . Deneysel | Hesaplanan
Molekiil Yapisi . L
Numarasi Aktivite Aktivite
OH
HO NH
N7 5.710 5.566
CH,
i
OH CH,
OH
HO : NH
N8 \Q/v &H, 5.280 5.295
7
OH CHsy
OH
HO NH
N9* 5.530 5.528
CH,
OH
OH
HO : NH
N10 \QA/ Y\@ 4.540 4.540
CH,
OH
OH
HO NH
N1l _V\@ 5.100 5.193
CHg
OH
OH
HO " _NH
N12 \QN 4.640 4.682
OH
OH
HO NH
N13 5.730 6.108
CH,
NH,»
Tablo 3.6. Fenoterol stereoizomerlerinin molekiil isimleri, molekiil yapilari,

deneysel ve hesaplanan aktivite degerleri ICso (NM) (Test seti bilesikleri
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* ile gosterilmistir). (devami)

Molekiil . Deneysel | Hesaplanan
Molekiil Yapisi . L
Numarasi Aktivite Aktivite
OH
HO : NH
N14* \QN 4.540 4.506
CHj
NH,
OH
OH
HO NH
N15 5.220 5.155
CH,
NH,
OH
OH
HO : NH
N16* \QN 4,510 4477
CHj
NH,
OH
OH
N17 6.620 6.627
N18 5.600 5.529
N19 6.470 6.473
N20 O 5.750 5.726
L @
Tablo 3.6. Fenoterol stereoizomerlerinin molekiil isimleri, molekiil yapilari,

deneysel ve hesaplanan aktivite degerleri ICso (NM) (Test seti bilesikleri




* ile gosterilmistir). (devami)

Molekiil . Deneysel | Hesaplanan
Molekiil Yapisi . L
Numarasi Aktivite Aktivite
OH
HO NH
N21 \Q)V ](:\ACHS 5.030 5.003
3
OH
OH
HO : NH\;/\/\CHg
N22 : 4.250 4.229
CHs
OH
OH
HO NH\_/\/\CH3
N23 : 4.500 4.565
CH,
OH
OH
HO - NH
N24 \Q/\/ ]CH/\ACHs 4.000 4.014
3
OH
OH
HO NH
N25* A@ 4.980 4.978
OH
OH
HO ' NH
N26 \Q/v V\© 4690 | 4693
OH

26 adet fenoterol stereoizomerlerinin Spartan’8 programinda ¢izimi ve molekiillerin
kuantum kimyasal DFT-B3LYP 6-31G* hesaplamalar1 yapilmistir. Kuantum kimya
hesaplamalar1 yapilan tim molekiillerin kuantum kimyasal ¢iktilar1 olan *.txt dosyalar1
hazirlanmistir.  Olusturulan *.txt dosyalart yeniden diizenlenmis olan ETM’ye
cevrilmistir ve atomlar referans molekiilinde ilk siraya yerlestirilmistir. Her bir
konformeri temsil eden bir ETM vardir. Referans olarak n01_01 nolu bilesigin ETM’si

ise Sekil 3.4’da diyagonal, nondiyagonal ve yiik olarak matris halinde gosterilmistir. Bu
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sekilde n0O1 nolu bilesik baz alinarak sekilde tizerinde isaretlenerek ve herbir atomun

numaralandirilmasi yapilarak gosterilmistir.

Tablo 3.7°de referans bilesik olarak en basit gosterimde olan n01 01 nolu bilesigin
konformeri kullanilarak ETMP sonucu olusan Kartezyen koordinatlart (X, Yy, z) olarak

sirayla gosterilmistir. Her bir atomun kartezyen koordinati Tablo 3.7°de verilmistir.

Tablo 3.7. Fenoterol streoizomerlerinden n01 nolu bilesigin 01°’nci konformerinin
(n01_01) kartezyen koordinati.

Atom X Y Z
01 0 0 0
02 4.7403 0 0
03 3.5072 4.9387 0
04 -2.983 9.2915 -3.087
N1 2.5319 6.0771 -2.28
C5 3.582 2.1287 -0.255
C6 3.5708 0.7409 -0.091
C1 1.1624 2.1294 -0.247
H3 5.4954 0.6123 -0.073
H1 -0.756 0.6106 -0.076
C7 2.36 4.3184 -0.579
Ccs8 2.3318 4.6359 -2.089
C4 2.3701 0.0355 -0.01
C9 2.8393 6.4731 -3.671

C10 2.532 7.9755 -3.865
Cc2 1.1691 0.7398 -0.09
H4 3.619 5.7378 -0.56

Cl1 1.0812 8.3525 -3.645

C12 0.6576 8.9861 -2.471

C13 0.1054 8.0554 -4.611

Cl4 -0.683 9.3095 -2.257

Ci15 -1.633 8.9993 -3.231

Cl16 -1.234 8.3704 -4.415
C3 2.3725 2.8233 -0.333

H14 -3.115 9.7297 -2.226

H11 1.6638 6.5455 -2.014

C17 4.3022 6.1864 -4.017
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02 03 Co 04 N1 C1 Q2 C5 Hi H3 C7 C8 C4 ¢ C10 01 H 1 12 C3 Cc4 Cc15  Cle (3 H4 Hu1 C17
0572 6003 138 10061 6888 4175 3691 2375 SS83 0974 4888 557 243 780 9127 48M 67T 906 9213 9155 9453 9541 9306 3658 10277 6948 8497 02
0616 4804 841 2733 2825 4199 3664 4772 6722 1427 2415 5031 4038 502 5095 0982 5562 5545 6529 6474 7313 7338 2424 8479 3173 4284 03
0502 9925 5925 279 2404 1399 4331 1932 3801 453 1394 6961 8268 3648 5585 8385 8578 8642 9.002 9235 9062 2416 1014 6128 742 Co
0587 6434 10004 1116 8714 12491 11004 771 7128 11087 644 ST 1247 7926 4209 3705 366 2446 1389 2381 8817 0975 S5M T9B 04
0.695 4562 586 4644 6605 7715 2452 1467 6453 1479 2474 6859 2069  3.026 3467 3904 456 5177 49 379 6724 1021 2483 N
0547 1395 2421 2452 4606 2.529 3346 2429 5577 6955 2437 3625 7513 17T 8125 8583 9113 8.9 1399 10305 5126  5.589 C1
0516 2786 1929 3838 3807 4545 1397 6797 826 1387 502 BT 9057 9254 976 10233 9977 2414 13W 642 6762 (2
053 4599 3186 2515 3323 2428 ST 7004 4172 4374 7076 7207 7416 7655 7965 7852 1395 8905 4775 6374 C5
043 5607 4887 5502 3179 7379 8809 0975 549 9606 9975 10243 10894 11445 11139 3841 12715 1331 6947 HI
683 6315 2453 8678 996 472 7502 9959 10152 1004 10416 10488 10304 4345 11233 788 9184 H3
0283 1542 4317 3799 492 4966 1898 5224 5315 5937 6078 6694 6.631 1515 7863 2738 4371 C7
0022 504 2476 3787 5623 2284 4215 4674 4791 5559 5999 5656 2524 745 2024 3165 C8
0579 7418 884 237 586 9153 9424 949% 9994 103 10061 283 11316 684 T60l  C4
0705 1546 7683 3296 2573 3538 3294 4738 5155 4554 4969 6937 2033 193 9
079 914 4149 LSS 2546 2539 3835 4336 3827 6249 6136 2494 2522 CI0
081 5878 9818 10176 1036 11001 1147 11171 3701 1268 7508 7402 O1
0374 4789 4811 5854 586 675 6747 318 8018 2575 3555 H4
0359 1401 1404 2441 2821 244 6568 4639 2503 3899 (il
18 23%9 139 2414 27 6738 383 2678 485 CI2
0.205 2782 2413 1391 TIT 4344 3386 4.63 C13
N1-C9 arasindaki bag uzunlugu=1.479 A 0365 139 2417 7412 2468 3633 6l4 CH
A 0378 1399 7895 1933 4288 6614 (15
O2'nin yiikiF=-0.572 0319 319 418 59 CI6
04 le 03 arasmdaki mesafe= 8.41 A 0281 9001 4183 538 (3
0437 576 8412 HU
0324 331  Hu
0736  C17

Sekil 3.4. Fenoterol stereoizomer serisinden n01 numarali molekiiliin Elektron Topolojik Matrisi
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Fenoterol stereoizomerleri seti icin MCET metodu igerisinde 3D QSAR c¢alismasiyla
Pha aydinlatmak tizere farkli LRD’ler kullanarak hesaplamalar yapilmistir. Kullanilan
LRD’ler arasindan en iyi Q ve en iyi R? degerini veren Klopman indeksi tanimlayicist
olmustur. Tablo 3.8°de fenoterol stereoizomerleri i¢in kullamlan LRD’ler ve en iyi Q?

ve R? sonuglar1 verilmistir.

Tablo 3.8. Fenoterol stereoizomerleri igin farkli tammlayicilara gére bulunan Q? ve R?

degerleri
Tanimlayicilar Q° R’

N_Charge 0.751 0.882
nLKlopman 0.984 0.986
N_Fukui 0.890 0.850
P_Fukui 0.887 0.843
mHKIlopman 0.984 0.999
eHKlopman 0.994 0.984
E_Charge 0.823 0.815
M_Charge 0.757 0.796
eLKlopman 0.981 0.998

Bir onceki molekiil serisi i¢in de sdyledigimiz gibi bazi LRD’lerde sonuglar iyi gibi
goriinse de Pha’yi olusturacak tiim 6zellikleri tasimadigi i¢in kabul edilemezler. Burada
fenoterol stereoizomerleri igin en iyi istatistiksel sonuglar elde edildikten sonra, MCET
metodu sonucu olusturulan *.txt dosyalari i¢erisinden Pha atomlarinin hangileri oldugu,
pozisyonlari ve k ve & degerleri tablo 3.9’da gosterilmistir.

Tablo 3.9. Fenoterol stereoizomerleri serisindeki atomlarin uygun yerlerinden

tanimlanan pozisyonlar (n01 ve n24), Kartezyen koordinatlar, x ve &
degerleri. (Pha atomlarini igerenler koyu renk ile gosterilmistir)

Molekiil Atom X Y Z Pozisyon K 13

Numaras: | Numarasi Adi Degeri | Degeri
n01 02 0 0 0 a 5.366 -8.661
n01 03 6.003 0 0 b -1.064 | -4.781
n0l1 C6 1.239 0.621 0 c 11.186 0.728
n24 C3 3.630 0.377 | -0.262 d -1.644 | 27.994
n24 C1 3.792 1.746 | -0.017 e -1.965 8.063
n24 C2 2.671 2.536 0.238 f 5.450 43.398
n24 C5 2.355 | -0.188 | -0.250 g 2.574 | -63.367
n24 H1 3.705 4.151 0.457 h 0.454 26.256
n24 C7 4825 | -0.483 | -0.620 i 0.678 8.425
n24 C8 5.047 | -0.509 | -2.152 J 0.084 2.688
n24 C4 1.388 1.983 0.245 K 6.237 19.930
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Tablo 3.9'da MCET metodu sonucunda Pha, AG ve APS gruplarini igeren gruplari
hangi molekiillerin atomlar1 oldugu gosterilmistir. N0l ve n24 numarali molekiilleri
tabloda goriildiigii gibi bu gruplarda atom bulunduran molekiillerdir. Pha atomlarini
temsil eden a, b, c, d ve g atomlar1 koyu renkle gosterilmistir. Diger atomlar ise AG ve

APS gruplarini temsil eder.

En iyi tamimlayiciya gore hesaplanan aktiviteler ve deneysel aktivite degerleri Tablo

3.10°da goruldigi gibi belirlenir.

Tablo 3.10. Fenoterol stereoizomer setinin deneysel ve hesaplanan aktiviteleri

Molekiil | Deneysel | Hesaplanan Molekiil | Deneysel | Hesaplanan
Numarasit | Aktivite Aktivite Numaras1 | Aktivite Aktivite
nol 6.460 6.461 nl4* 4.540 4.506
n02 4.560 4.643 ni5 5.220 5.155
n03 5.430 5.512 nil6* 4.510 4.477
no4 4.990 4.965 nil7 6.620 6.627
no5* 6.320 6.262 ni8 5.600 5.529
n06 4.800 4.849 n19 6.470 6.473
no7 5.710 5.566 n20 5.750 5.726
n08 5.280 5.295 n21 5.030 5.003
n09* 5.530 5.528 n22 4.250 4.229
n10 4.540 4.540 n23 4.500 4.565
nil 5.100 5.193 n24 4.000 4.014
ni2 4.640 4.682 n25* 4.980 4.978
ni3 5.730 6.108 n26 4.690 4.693

Test setindeki molekiiller * ile gosterilmistir.

Klopman indeksi tanimlayicisi ile hesaplanan en iyi Q° ve R? bulunmus ve
konformerlerin 3B Kartezyen koordinatlarina gére konumlandirilan atomlar yardimiyla
Pha modeli olusturulmustur. Cekirdek yapmin tanimlayici ve mesafe tolerans
degerleriyle hizali dort atomlu yapisi, reseptor ile L-R kompleksini olusturur. Her aday
molekiiliin ilk ii¢ atomu (a, b ve c olarak adlandirilir), baslangi¢ noktalar1 olarak (0,0,0),
(x, 0,0) ve (x, vy, 0) olarak hizalanir. Konformerde kalan atomlarin pozisyonlari, x, y ve
Z’nin Kartezyen koordinat degerlerinde yeniden diizenlenir. Bu nedenle, uzayda yakin
koordinat degerlerine sahip tiim ligandlarin atomlari, reseptér pozisyonu ile benzer

pozisyonlarda etkilesime girebilir. Tanimlanan konum tolerans degeri i¢inde {list iiste
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atomlara sahip molekiiller, ilgili pozisyon i¢in kiimelenir. Cekirdek yapinin atomlarinm
hizalamak i¢in iki ayr1 tolerans degeri kullanilirken, kalan yonlendirilmis atomlarin
kiimesinde sadece pozisyon tolerans degeri kullanilir. Konumdaki benzerlik ve ¢ekirdek
yapinin atomlarinin kimligi, reseptorle etkilesimin temelidir. Kiimenin herhangi bir
konumundaki atom, aktiviteyi tanimlayict degeri ile etkiler. Pozitif/negatif ve

bliytik/kiiclik olmasina bagl olarak aktivitede rol alir.

Her pozisyondaki molekiillerin sayisi toplam molekiillerin 1/8’inden biiyiikse, bu
pozisyonlardaki atomlar modelde bagimsiz degiskenler olarak incelenir. Kiimelenmis
pozisyonlar arasinda dogrudan ve dolayli kombinasyonlar yapilir. Tlk olarak, ¢ekirdek
yapinn ilk ii¢ atomu i¢in R? (tiim ligandlar igin regresyon katsayis1) degerleri hesaplanir
ve en iyileri listelenir. Daha sonra kiimelenmis konumlardan hangisinin dordiincii
argiiman olarak segilmesi gerektigi tartismalidir. Bunun i¢in, her pozisyon bir aday
olarak kullanilir ve R”deki en biiyiik artisa yol agan dérdiincii pozisyon olarak
belirlenir. Ayni sekilde, en iyi R? degerlerine sahip besinci, altinci ve sonraki etkilesim
noktalar1 modele dahil edilmistir. Bu g¢alismada, Pha’nin 3B yapis1 ve etkilesim

noktalar1 Sekil 3.5°te a, b, ¢, vb. harflerle gosterilmistir.

Sekil 3.5. Fenoterol sterecizomerleri serisinde molekiillerin st Uste
cakistirilmasi ve Pha gruplari
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LOO-V yontemiyle egitim setindeki molekiillerin aktivitelerinin harici test setindeki
molekiiller ile dogrulanarak hesaplanan aktivite degerlerine ait grafik olusturulmus ve
sonuglarin dogrulugu gosterilmistir. Hem egitim hem de test setleri i¢in model
kullanilarak deneysel ve hesaplanan aktiviteler arasindaki grafik degerleri Sekil 3.6°da

gosterilmistir.

7,5

7 Hegitim seti

Otest seti

o
(63}

o
3, o

ol

Hesaplanan Aktivite

>
)]

3,5
3,5 4 4,5 5 5,5 6 6,5 7 7,5

Deneysel Aktivite

Sekil 3.6. Fenoterol stereoizomerlerinin egitim ve test setlerinin deneysel ve
hesaplanan aktivite grafigi.

Sekil 3.6’da egitim ve test setleri i¢in deneysel ve teorik aktivitelerine ait olarak
istatistik sonuglar sirayla Q% ve R? degerleri (sirasiyla grafikte bordo ve mavi renkle
gosterilmistir) verilmistir. Molekiildeki egitim setine (21 bilesik) ait istatiksel
hesaplamalarda belirlilik katsayis1 Q®=0.981 olarak bulunmustur. Kurulan regresyon
modelindeki katsayilarin ana kiitle degerlerine ne kadar yakin oldugu (yani
giivenilirligi), katsayilarin standart hatalarina bakilarak olgiilmektedir. Yontemin
dogrulugunu tespit etmek icin harici test setine (5 bilesik) ait R? degeri hesaplandiginda
deger R?=0.998 olarak bulunmustur.



4. BOLUM

TARTISMA-SONUC ve ONERILER

Bu tez calismasinda 31 adet steroid bilesik serisi ve 26 adet fenoterol stereoizomerleri
serisi MCET metoduyla 3D QSAR olarak incelendi. L-R arasindaki etkilesime dayali en
iyi sonuglar, farkli LRD’ler arasindan yeni bir LRD olarak tamittigimiz Klopman
Indeksi tanimlayicist ile elde edildi. Her iki seri i¢in de elde edilen tiim sonuglar ayri

ayn degerlendirilerek onerilerde bulunuldu.
4.1. Steroid Molekiil Serisi

Ik seri olarak calisilan 31 adet steroid molekiil seti icin 3D QSAR c¢alismalar1 MCET
metodu igerisinde yapilmistir. L-R arasindaki olusacak kompleks yapinin baglanma
bolgesi ve yapisal oOzellikleri hakkinda ongoriide bulunulmustur. L-R arasindaki
etkilesimde aktiviteden sorumlu Pha yapilar, 3D QSAR modelinde atomlarin elektronik
degerlerine ait farkli tanimlayicilara gore ileri siiriilmiistiir. Bu tanimlayicilar arasindan
en uygun olani, NLLS sonucuna gore belirlenmistir. Biitiin LRD’ler arasindan Klopman
indeksi tarafindan iiretilen Pha ile en iyi sonug elde edilmistir (Q%=0.955 ve R?=0.964).
Yeni bir bilesigin molekiiler yapis1 farkli olsa bile Pha yapisina karsilik gelen atomlarin
tanimlayici degerleri kullanilarak, aktvitesi hesaplanabilir. Steroid bilesik serisi i¢in Pha

grubunu olusturan molekiiller ise n01, n08 ve n18’dir.
4.2. Fenoterol Stereoizomerleri Serisi

B-AR olan 26 adet fenoterol stereoizomerleri bu tez calismasinda 3D QSAR
incelemelerinde ikinci bir seri olarak kullamlmistir. Tlk seride oldugu gibi bu seride de
yapi-aktivite iligskisini 3D QSAR olarak agiklamak icin kendi yazilimimiz olan MCET
yontemi kullanilmistir ve Pha ortaya ¢ikarilmistir. Pha igerisinde biyo-yapinin birer
pargasi1 olan Pha, AG ve APS gruplari1 fenoterol streoizomerleri serisinde n01 ve n24
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numaralt molekiillerde mevcut oldugu goriilmistiir. Elde edilen sonuglarin literatiirdeki
diger programlarda elde edilenlerden daha tatminkar oldugu goriilmiis ve hem
programimizin  giivenilirligi hem de kullandigimiz LRD Klopman Indeksi
tanimlayicisinin faydali ve yeterli bir tanimlayict oldugu bir kez daha kanitlanmistir
(Q*=0.981 ve R?=0.998). Tablo 4.1°de her ki molekiil serisi icin kullanilan

tanimlayicilar ve elde edilen en iyi Q® ve R? degerleri gosterilmistir.

Tablo 4.1. Caligilan iki seri i¢in bulunan en iyi sonuglar

Seri- Tiirev ad1 En iyi tammlayici Q° R’
1.Seri-Steroid bilesik seti nLKlopman 0,955 | 0,964
2.Seri-Fenoterol stereoizomerleri | eLKlopman 0,981 | 0,998

Enantiyoselektif molekiillerin 3B yapi-aktivite iliskileri ancak atomlarin bolgesel
etkilesimleriyle agiklanabileceginden dolay1 farkli LRD tipleri kullanilmistir. MCET
icinde kullanilan LRD’nin ya atomik yiikk ya da katsayr olmak iizere etkilesim
elementleri tek tip olmanin yani1 sira Klopman indeksinde her iki etkilesim
elemanlarmin kombinasyonlariyla LRD tipleri ¢ogaltilmistir. Etkilesim sirasinda bir
atomun LRD’leri bir veya iki etkilesim elemaniyla temsil edildiginden Pha yapisini
anlamak ve yorumlamak oldukga kolaydir. Nonpolar” (NP), “polar-positive yiik” (P"),
“polar-negatif yiik” (P7), “hidrojen bagi akseptori” (HA), “hidrojen bagi donori” (HD)
gibi etkilesim elementlerinin her bir atom iizerinde haritasimi takip etmek zor oldugu
halde Klopman indeksinde oldugu gibi en fazla iki (atomik yiik ve katsay1) etkilesim
elementiyle pratik yaklasim saglanabilir. Her iki seride en fazla iki etkilesim
elementinden tiiretilen farkli LRD tipleri arasinda sirasiyla nLKlopman ve eLKLopman
Indeksi tanimlayicisi ile en iyi ve en dogru sonuglar gézlemlendi. Bu da daha sonraki
QSAR c¢alismalarinda yaygm olarak Klopman indeksinin bir tanimlayici olma

yetenegini Ve 6zelligini gostermektedir.

Calisilan her iki seride egitim ve test setleri i¢in elde edilen sonuglarin farkli uluslararasi
yazilimlar ile hesaplanandan daha iyi olmasi hem MCET yonteminin hem de LRD
olarak kullanilan Klopman Indeks tamimlayicisinin giivenli oldugunu gdstermistir.
Bilesiklerin 1Csp degerlerini tahmin etmek i¢in elde edilen Pha’in olduk¢a gergekei

oldugu Klopman indeksine bagli olarak bir 3B fizikokimyasal etkilesiminden dogan
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enerji degerlerine dayandirilmistir. Boylece elektrostatik ve kovalent etkilesimler
kullanilarak elde edilen model, yapi-aktivite iliskisi i¢in oldukg¢a agik ve yeterli bilgi
sunmaktadir. Buna bagli olarak, aktiviteyi etkileyen ve belirtilen yapisal 6zelliklere

sahip bir dizi yeni molekiil serisi tasarlanabilir.
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