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2-FENIiLINDOL TUREVLERININ GORECELi BAGLANMA EGILIMLERININ
6D QSAR ANALIZi OLARAK CoMCET PROGRAMIYLA INCELENMESI

Kader SAHIN

Erciyes Universitesi, Fen Bilimleri Enstitiisii
Yiiksek Lisans Tezi, Temmuz 2006
Tez Danismani: Yrd. Dog¢. Dr. Ilhan Ozer ILHAN

OZET

Non steroidal ostrojen reseptér (ER) ligandlariin {i¢ boyutlu nicel yap1 aktivite
iliskisini (3D QSAR) ortaya koymak i¢in yeni gelistirilmis “Comparative Molecular
Conformer Electron Topological (CoMCET)” metodu kullamlmistir. Ostrojen
reseptor i¢in ligandlarin goreceli baglanma egilimlerinin (RBA) tanimlandigi bu
model, ligandlarin sterik ve elektrostatik 6zelliklerini diistinmek i¢in kullanilmuigtir.
Bu model kullanilarak COMCET den elde edilen sonuclar 2-fenilindol tiirevlerinin
RBA degerleri ile karsilagtirilmistir. Tiim bunlar Ostrojen analoglarina benzeyen
CoMCET’teki bilesiklerin yapisal 6zelliklerini belirlemek ve ER ligandlarinin
baglanma tiirlerini daha ileri diizeyde aciklamak icin yapilan bir ¢alismadir. Her bir
molekiiliin kararli hal konformerini bulmak i¢in yapilan molekiiler dinamik
hesaplamalar1 ve enerji minimizasyonundan sonra konformerlerin kuantum
kimyasal 6zellikleri COMCET metodunda referans molekiiliin matrisleri ile ilgili
konformerin matrisini  karsilagtirma iglemine doniistiiriilmistir. Bu metot
molekiillerin aktivitelerini tahmin etmek kadar onlarin biyolojik etkilesim
modellerinin anlasilmasinda da 6nemli bir ilerleme saglar. Estradiol bilesiklerinin
konformerlerini siiperimpoz yaparak (ayni fonksiyonel atomlar1 ¢oklukla birbiri
tizerinde ¢akistirarak) molekiillerin tiim ¢iftleri arasindaki benzerlik indisleri
matrisinden Pha N1, C8 ve C9 atomlar1 olarak belirlenmistir. Pha atomlari iist iiste
cakistirildiktan sonra AG (auxiliary groups) ve APS (anti-pharmacophore shielding)
gruplart i¢in hipotez yiriitiliir. Estradiol bilesikleri i¢in biyoaktivitenin nicel
formiiliindeki kimyasal fonksiyonlarin geometrik bir diizenlemesi olarak AG, C2 ve
C6 atomlarindan , APS ise C3, C16 ve O2 atomlarindan olusmaktadir. Bu seri igin
R2=0,89; se (standart hata) = 0,40 olarak bulunmustur.

Anahtar Kelimeler: Ila¢ tasarimi, nicel yapi-aktivite iliskisi; QSAR, elektron
topolojik metot, farmakofor, Pha.,CoMCET
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STUDY OF RELATIVE BINDING AFFINITY OF 2-PHENYLINDOLE
DERIVATIVES USING THE CoMCET PROGRAME AS 6D QSAR ANALYSE

Kader SAHIN

Erciyes University, Graduate School of Natural and Applied Sciences
M. Sc. Thesis, July 2006 .
Thesis Supervisor: Assist. Prof. [lhan Ozer ILHAN

ABSTRACT

A newly developed Comparative Molecular Conformer Electron Topological
(CoMCET) method has been used to build a three dimensional quantitative structure-
activity relationship (3D-QSAR) for nonsteroidal estrogen receptor (ER) ligands. The
model in which relative binding affinity (RBA) of the ligands for ER is defined was
used to visualize steric and electrostatic features of them. In this study, results obtained
from the COMCET using this model have also been compared to information from the
RBA of 2-phenylindole derivatives. This is in an effort to determine structural features
(steric and electrostatic) of compounds in the COMCET analysis that may correspond to
those of the estradiol analogues and to further clarify the mode of binding of
nonsteroidal ER ligands. After energy minimizations and molecular dynamics
calculations were performed to find the acceptable state conformer for each molecule,
quantum chemical properties of them were turn to account by comparison their matrices
with those of references molecule in COMCET method. This method offers a significant
advance both in the understanding of the model of biological interaction of the
estradiols as well as modeling and predicting their activity. From a matrix of the
similarity indices between all pairs by superimposing the conformers of the estradiol
compounds the pharmacophere (Pha) is defined as a group of specific atoms (N1, C8
and C9) in a given geometric arrangement that is deemed to exert the activity. After Pha
is aligned, hypothesis are generated for the auxiliary groups (AG) and anti-
pharmacophore shielding (APS) groups. AG consists of C2 andC6, and APS C3, 02
and C16 as a geometric arrangement of chemical functions in a quantitative formula of
bioactivity for estradiol compounds. It is found that R2= 0,89 and se (standart error) =
0,40 for this series.

Keywords: drug design, quantitative structure-activity relationship; QSAR, electron

topologic method, pharmacohore, Pha, COMCET
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1. BOLUM
GIRIS
Modern kimyanin en 6nemli problemlerinden biri; belirli bir hastalia iyi geldigi bilinen
bir ilacin biyoalicilar ile etkilesim mekanizmasinin nasil oldugunu aciklayamamasidir
[1]. Bu problemi ¢dzmek i¢in esas yol, biyolojik aktif molekiillerin, biyoalic1 ile
etkilesmesinin mikro mekanizmasini ortaya ¢ikarmaktir. Bu mekanizmanin
aydinlatilmas1 i¢in gerekli olan fizikokimyasal 6zelliklerin esasini olusturan
elektronik oOzellikler detayli kuantum kimyasi1 hesaplamalarina dayandigindan,
islemin pratik olarak incelenmesi fevkalade uzun ve zordur. Diger taraftan, bilinen
molekiiler bilesim ve yapilarla farkli aktiviteye sahip kimyasal bilesikler hakkinda
birikmis bir¢ok deneysel bilgiler vardir. Problemin en i1yi ve kolay ¢6ziimii i¢in, aktif
mekanizmanin bilinmesine c¢aligilir. Bunun i¢in, deneysel yaklasimdan
faydalanarak; biitiin aktif ve inaktif bilesikleri mukayese etmek ve onlar arasindaki
benzerlik ve farkliliklari agiklamak gereklidir. Bu deneysel bilgiye istinaden aktivitesi
belirlenecek molekiillerin baslica 6zellikleri tayin edilebilir Giiniimiizde bilgisayar
destekli ila¢ tasarimi ve toksikoloji farmasétik endiistrisinde oldukga iyi bilinen ve hizla
gelismekte olan bir bilim dalidir. Bu bilim dalinin genel unsurlar1 molekiiler yap1 ve
ozellikleri tanimlamak ve yap1 aktivite iligkisini ortaya ¢ikarmaktir. Bir enzim ya da
antikoru baglayan bir bilesik serisine ait biyolojik aktivite ile ilgili verilere sahip olmak
genel bir durumdur, fakat aktif bolgenin {i¢ boyutlu yapisina ait kesin bir bilgiye sahip
olmak zordur. Bu amagla gerceklestirilen “Kantitatif Yap1 Aktivite iliskisi (Quantitative
Structure Activity Relationship, QSAR)” analizi, molekiil setinin genelinde bulunan
fonksiyonel gruplarin benzerligine gore aktif bolge tarafindan taniabilen atomlarin ii¢

boyutlu bir diizenlenmesini ele alir.



Kantitatif Yapi1-Aktivite Iliskisi (Quantitave structure-activity relationships QSAR)
biyolojik aktiviteye sahip bilesiklerin yapisal olarak ozelliklerini aydinlatmak amaclh
1890 yillarinda baglayan bir girisimdir. Aktiviteden sorumlu molekiil yapisim
belirlemek i¢in, iki tip yaklasim agirlik kazanmistir. Bunlardan birinde hesaplamalar
incelemedeki molekiil yapilarina dayandirilarak molekiil ve biyoalicinin birbirleriyle
etkilesim yerleri ve dolayisiyla da biyoalicinin yap1 ve 06zellikleri belirlenirken,
digerinde biyoalicinin yapist X-isinlar1 ¢aligmalariyla stirdiiriilmektedir. 1964 yilinda
molekiil yapilariyla ilgili olarak onlarin elektronik ve fizikokimyasal o6zellikleri
incelenmis ve aktiviteleri aciklanmaya caligilmistir. 1988 den beri {i¢ boyutlu molekiil
yapisina gore, bilgisayar teknolojisinin gelismesine bagli olarak, kapsamli ve gergekei

hesaplamalar yapilmaktadir.

QSAR, kimyasal yap1 ve biyolojik aktivite arasinda iliski kurar ve tiiretilen modeller
test edilmemis kimyasallarin aktivitelerini tahmin etmek ic¢in kullanilir [2]. Ligand
reseptor etkilesimlerini tanimlamak ve en ¢ok istenilen farmakolojik 6zelliklere sahip
olan kimyasal yapilar1 tahmin etmek icin bilgisayar destekli ila¢ tasarimina
yonelinmistir. Kimya ve biyolojinin ¢esitli alanlarinda yaygin olarak kullanilan QSAR
metodu bilgisayar teknolojisinin zaman igerisinde gelismesiyle ii¢ boyutlu QSAR(3D
QSAR) halini almistir. Baslangigta QSAR metodu bilesiklerin fizikokimyasal
ozelliklerine gore aktiviteyi agiklamistir.3D QSAR metodu ise bilesiklerin aktivite
degerlerini, klasik QSAR metotlarinda yer almayan elektronik 6zellikleri hesaba katarak
aciklamistir. 3D QSAR metodu olarak kullanilan “Karsilastirmali  Molekiiler
Konformerlerin Elektron Topolojik (Comperative Molecular Conformer Electron
Topological, CoOMCET)’’ program, biyoalic1 ile karsilikli etkilesimdeki molekiillerin
elektronik yapilariyla ilgili bilgiler sunar [3]. Pratik bakimdan olduk¢a uzun ve zor olan
bdyle bir problemin ¢6zliimii; deneysel olarak belirli bir aktivite gosterdigi bilinen
bilesikleri birbiri ile karsilastirarak aktivite gostermelerine neden olan ortak yapidaki
aktif fragmenti bulmakla olur. Bdylece molekiiliin yapi-aktivite iliskisinde, molekiiler

aktiviteden sorumlu olan temel ii¢ boyutlu elektronik 6zellik belirlenmis olur [4-6].



Hem insanda hem de dogada iiretilen ve oldukca farkli kimyasal yapilara sahip
bilesiklerin 6nemli bir kismi Ostrojenik aktiviteye sahiptir [7]. Son zamanlardaki
calismalar, ligand yapisi-Ostrojen RBA’ s1 iligkisini agiklamak i¢in molekiiler
modellemeye odaklanmistir [8,9]. Bununla birlikte reseptér baglanmasi ve aktivite
arasinda kesin bir iliski kurulamamistir. ER’ ye baglanan ligandlarin farmakoforik
elementlerinin belirlenmesi Ostrojenlerin biyolojik etkilerinin anlasilmast bakimindan

son derece onemlidir.

Yapi-aktivite incelemeleri bilgisayar modelleriyle birlestirildiginde bilesik serisi
icerisindeki aktiviteden sorumlu molekiil i¢inde bulunan ortak ve genel bir parcanin
elektronik ve geometrik 6zelligi aktif fragment ve farmakofor (Pharmacophor, Pha)

olarak tanitilir.

Bu c¢alismada ¢ok siibstitiie estradiol tiirevlerinin biyomolekiiler baglanma aktiviteleri
incelenerek, aktiviteden sorumlu fragment olan Pha ¢ikartilacaktir. Aktif fragmentteki
(Pha) elektronik 6zellikler ile {anti-pharmacophore shielding (APS) ve auxiliary gruplar
(AG)} APS ve AG gruplarinin aktivite ile iligkisi regresyon analizinde yapilacak ve bu
ilisgkinin  modellenmesi sonucunda biyoalici-molekiil etkilesim mekanizmasi

aydinlatilacaktir

Burada, Ostrojenlerin yapisal ozelliklerini tanimlamak ve ayirmak igin CoMCET
programina dayanan ii¢ boyutlu bir QSAR sunuyoruz [10]. CoMCET hesaplamalarinda,
molekiildeki her bir konformerin ii¢ boyutlu elektronik &zellikleri dikkate alinarak
model kullanilir. Her bir molekiil i¢in deneysel aktivite verileri hesaplanan veriler ile
uyum gostermesi Olciisiinde basarilidir. Aktivitede rol alan temel iskelete gore yeni
molekiillerin tasarlanarak sentezlenmesi ve mevcut olan molekiillerin biyolojik

aktivitelerinin tahmini icin COMCET ile ¢ikartilan sonuglar kullanilir.

QSAR’ 1mn dogusundan sonra, ilag tasarimina yeni bir boyut kazandiran ve
bilgisayarlarin giiclerinin artmasina ve hizla gelisen bilgisayar ve yazilim teknolojilerine
paralel olarak, ortaya ¢ikan (Computer Aided Drug Design, CADD) bilgisayar yardimli
ilag tasarimi onemli bir ilerleme kaydetmistir. Literatiirde mevcut olan ve CADD’1n
kullanimini, basvurularini ve gelisimini anlatan bircok monograflar, elestiriler ve

orijinal calismalar mevcuttur [11- 15].



2. BOLUM
QSAR
2.1. ila¢ Tasarim ve Yeni fla¢ Gelistirme

Ilag tasarimi, yapi-aktivite iligkilerinden yararlanarak, farmakolojik aktivitesi
ongoriilebilen potansiyel ilag molekiillerinin tasarinmudir. Ilag tasariminin amaci ise ilag
ve biyoalic1 arasindaki baglanma etkilesimini gelistirmek ve ilacin biyoalict ig¢in
seciciligini arttirmaktir. Elde edilen ilacin yan etkilerinin dncekilere gore azalmasi,
aktivitesinin ise arttirilmasi istenmektedir. Daha giiclii ve daha segici baglanma i¢in ilag,
baglanma bolgesine gore uygun biiyiikliikte olmali ve baglanma igin gerekli fonksiyonel
gruplara sahip olmali. Bu fonksiyonel gruplar birbirlerine gore dogru pozisyonda
olmalilar ki hepsi ayn1 zamanda baglanabilsinler. Mevcut ilaglarin hemen hemen hig biri
ideal ozelliklere sahip olmadiklarindan, arastirma kurumlarinda ve ilag endiistrisinin
arastirma gelistirme laboratuarlarinda, siirekli ilag olabilecegi diisliniilen bilesiklerin
sentezi yapilmakta ve bunlar belirli farmakolojik testlere tabii tutulmaktadir. Ilacin

ozellikleri:

a. Secici olmali: Sadece istenen bolgeye etki etmeli viicudun diger kisimlarini

etkilememeli. Fakat boyle ilaclar fazla degildir cogu ilacin yan etkisi vardir.

b. Etkisi gecici olmali: Uzun ve kalict etki zehirlenmeye yol agabilir kisa olmast

etkiyi azaltabilir.

c. Etkisi doza bagli olmali: Hastaliklarin tedavisinde doz miktar1 ¢cok dnemlidir ve

doz miktarlar: farklidir.

Organizmanin ilag molekiiliiniin organizmadaki yolculugunun ve hedef molekiillerle
etkilesiminin karmagsikhigi diisiiniildiigiimde, ila¢ tasariminin ve ila¢ tasariminda

basarinin ne kadar zor oldugu kolaylikla goriilebilir. Kaldi ki bugiin pek ¢ok hastaliginin



nedenleri heniiz tam olarak anlagilmadigindan, bu hastaliklar icin ila¢ gelistirmek daha
da giictiir. Farmasotik amaglarla sentezi yapilan on bine yakin bilesikten ancak birkag
tanesi ¢esitli asamalar1 gecip, kinik incelemelere kadar gelebilmekte ve bunlardan
sadece bir tanesi ilag olarak kullanima girebilmektedir. Tiim bu asamalardan sonra bir
molekiiliin ila¢ olarak kullamma girmesi 10-12 yil siirmektedir. Ilag¢ olarak sentezi

yapilan bir¢ok bilesik asamalardan herhangi birinde elenir. Ciinkii sentezi yapilan
bilesikler:
= Beklenen aktiviteyi gostermeyebilir.

= Gosterdigi aktivitenin glicti diisiik olabilir, yani var olan ilaglara hi¢ gore hicbir

tistlinliik getirmeyebilir.

» Yeterince aktif olmasina ragmen toksik olabilir veya istenmeyen ciddi yan

etkiler gosterebilir.
= Dayanikli olmayabilir.
= Elde edilmesi ¢cok zor veya pahali olabilir.
= Farmasotik preparat haline getirilmesinde teknolojik gii¢liikler ¢ikarabilir.

Ruhsatlandiktan sonra da izlenen ilacta, toksik, teratojenik veya yan etkileri ¢ikabilir ve

bu ilacin piyasadan ¢ekilmesine yol agabilir.

2.2. llac Gelistirme Yollar

Tlag gelistirmede iki dnemli asama sz konusudur.

2.2.1. Oncii Bilesigin Bulunmasi

Oncii bilesik belli bir farmakolojik aktivite i¢in model molekiildiir. Bu bilesik arzu
edilen farmakolojik etkiler, toksisite veya farmakokinetik problemler gibi istenmeyen

ozellikleri de tasiyabilir. Oncii bilesigin bulunmasinda baslica yollar $dyle siralanabilir.

= Dogal kaynaklar
» Tesadiifen bulma
=  Klinik gozlemler

= Farmakoloji tarama testleri



[la¢ metabolizma ¢alismalari
Etkin endojen molekiillerinin yapilarin taklit etme

Akilcr (rasyonel ilag tasarimi)

Akiler ilag tasarimiyla yeni ilag molekiiliine ulagsmak iizere kullanilan 6nemli yontemler

asagidaki gruplar altinda toplanabilir:

2.2.2.

Bilgisayar Yardimli ilag Tasarimi: Bir serinin en {imit verici bilesiklerini
saptamak iizere ila¢ aktivitesinde dnemli fizikokimyasal parametreler, kantitatif
yapir—aktivite iliskileri ve kuantum kimyasal modellerle ilgilidir.

Molekiiler Modelleme: Molekiiler konformasyon analizi olarak da adlandirilir.
Bu yontemle 6ncii molekiil veya analog tasarimi i¢in bilgisayar programlari
veya X-isinlar1 kristalografisi gibi yontemlerle ilacin molekiiler sekli ve
konformasyonu aragtirilir.

Kalip Tanima ve Kiime Analizi: Her biri bircok parametre ile karakterize g¢ok
sayida bilesik i¢inde en uygun bilesige ulasmak igin gelismis istatistik ve
bilgisayar yontemlerinin kullanildig1 sayisal tekniklerdir.

Reseptor-Uyum veya Reseptdor Tamimlama Yontemleri: Cesitli modern
spektroskopik teknikler yardimiyla, reseptorle ilag arasindaki iligkilerin ve bu
iliskilerde hangi giiclerin 6nemli oldugunun incelenmesi ve reseptorle en iyi

uyumu saglayacak molekiiliin tasarlanmasinda bu bilgilerin kullanilmasidir.

Oncii Bilesigin Diizenlenmesi

Oncii bilesigin bulunmasindan sonraki asama, amaglanan aktivitenin giiciine artiracak

ve istenen etkilerin giiciinii artiracak ve istenmeyen etkilerin veya oOzelliklerin

tyilestirilmesini saglayacak molekiiler modifikasyonun yapilmasidir. Bu amagla

oncelikle molekiiliin farmakofor kisminin (farmakolojik aktiviteden sorumlu bolgesinin)

bulunmas: gerekir. Ilacin reseptorle etkilesimi gok 6zeldir ve oncii molekiiliin ancak

belli bir kismi reseptorle etkilesmeye girmektedir; buna farmakofor bolge denir.

Farmakofor kisimlarda yapilan degisiklerle, molekiiliin reseptorle daha kuvvetli baglar

yapmast ve etkinligini arttirmasi farmakofor kisminin disinda kalan bolgede yapilacak

degisikliklerle molekiiliin 6zelliklerinin iyilestirilmesi saglanabilir.



Oncii bilesigin optimizasyonunda kullamlan énemli yollar asagida verilen basliklar

altinda toplanabilir.
= Molekiiler modifikasyon
= Latent ilag (6n ilag, hedeflendirilmis ilag) tasarimi
*  Yumusak (soft) ilag tasarimi
» Kantitatif yap1 aktivite iligkisi

Oncii bilesigin bulunmasi ve optimizasyonu i¢in kullanilan ydntemleri kesin olarak
ayirmak miimkiin degildir. Ciinkii bazi1 yollar her iki amag i¢inde kullanilabilmektedir.
Ancak konunun anlasilmasinda pratik yarar saglayacagi diisiincesiyle bodyle bir
siiflandirma yapilmistir. Cok yogun calisilan bir konu olmasi nedeniyle cesitli

kaynaklarda farkli yontemlerin bulunmas1 miimkiindiir [16].

2.3. Ilaclarin Hiicrelere Tesirleri ve Reseptorleri

Ilaglar hiicrelerin yiizeyinde veya icinde hiicre yapisma ait belirli kimyasal gruplarla
birlesmek, baglanmak veya temas etmek suretiyle tesirlerini gosterirler. Hiicrenin ilag
molekiilleri tarafindan isgal edilen kisimlarina reseptor adi verilir. Reseptorler
cogunlukla hiicrelerin yiizeyinde yer aldigindan bir¢ok ilaglar tesirlerini hiicre sathinda
daha bariz bir sekilde gosterirler. Bir ila¢ hiicrenin neresine tesir ederse etsin, hiicrede
husule getirecegi etki ancak hiicre faaliyetinde kantitatif bir degisiklik olacaktir. Yani
ilaglar hiicrenin faaliyetini azaltabilir veya cogaltabilir; fakat asla hiicre faaliyetinde
kalitatif bir degisiklik husule getiremezler. Bir hiicre bir ilacin tesiri ile olagan olarak
yaptig1 isten baska bir is yapamaz. Mesela esas vazifesi kontraksiyon olan bir adale

hiicresi bir ilacin tesiriyle salg1 yapamaz.

2.3.1. Baglanma Etkilesimleri

Yap1 ve aktivite arasindaki iliskiden elde edilen bilgilerin en yararl kisimlarindan biri,
ilacin biyoaliciya baglanmasinda 6nemli olan atomlarin ve fonksiyonel gruplarin tipidir.
Ilaglar hedef bolgelere molekiiller aras1 baglanma kuvvetlerini kullanarak baglanirlar.

Bununla birlikte bazi ilaglar kovalent baglart olusturabilir.



2.3.2. Iyonik Baglanma

Zit yukli gruplar arasinda olusur. Viicudun dogal kimyasal habercilerinin ¢ogu viicut
pH’ sinda iyonlasan amin grubu igerir. Bu tiir kimyasal habercileri taklit eden ya da
antagonize eden ilaglar iyonik olarak baglanmak i¢in iyonize olmus bir amin grubuna
sahip olmasi1 gerekir. Bu yiizden iyonik bag ila¢ biyoalici etkilesimlerinde énemli bir

ozelliktir. Iyonik etkilesimler giiclii karakterdedir.

2.3.3. Hidrojen Bagi

Elektrofilik bir hidrojen atomu ile elektronegatif bir atom arasinda olusan hidrojen bagi
iyonik bagdan daha zayiftir fakat ilag- biyoalici etkilesimlerinde hala 6nemlidir.

Hidrojen baginin kuvveti 2—5 kcal/mol olarak kabul edilmektedir

2.3.4. Van der Waals Bag

Hem iyonik hem de hidrojen bagindan daha zayiftir. Aromatik halka ya da alkil zinciri
gibi hidrofobik gruplar arasinda meydana gelir. Bu gruplardaki elektronlarin diizensiz
dagilimi sonucu bu bolgelerde elektron yogunlugunun kismen az ve fazla oldugu
bolgeler olusur. Kisa siirelidir. Bu bag ¢ok yakin bir mesafeden tesekkiil edecegi igin
bahis konusu iki molekiiliin (ilag ve reseptor) bir birine ¢ok iyi bir sekilde uymasi
gerekir. Van der Waals bagmin kuvveti 0,5 kcal/mol olarak kabul edilir. Ilagla reseptdr
arasinda bu sekilde tesekkiil edecek zayif bir bagdan dogal olarak Onemli bir

farmakolojik tesir beklenemez.

2.3.5. Takviyeli Iiyon Bag

Iyon baginin herhangi bir sekilde takviyesi neticesi ile hem kuvveti artar hem de daha
sabit bir sekle sokulmus olur. Mesela iki molekiil bir ucunda iyon bag: ile baglanip
diger bir kisitmdan da Van der Waals baglar ile birlesebilir; bdylece daha sabit bir bag

meydana gelmis olur. Bu bagin kuvveti 10 kcal/mol olarak kabul edilir.

2.3.6. Kovalent Bagi

Iki atom arasindaki elektronlarin ortaklasa kullanilmasiyla olusur. Bu bag tipi, bag
tipleri arasinda en kuvvetli olanidir. Bu bagin kuvveti 40-100 kcal/mol olarak kabul

edilir. Bu baglanmaya ¢ok nadir rastlanir [16].



2.4. Ostrojenler

Ostrojenler hormon degil, bir grup hormonun 6zel adidir. Insan viicudunda 8strojenin ii¢
sekli mevcuttur. Bunlar E1,E2,E3 olarak bilinen estron, estradiol ve estrioldiir. Burada
fotoostrojen olarak isimlendirilen bir grup daha vardir. Bunlar hormon degillerdir fakat
insan viicudunda dstrojen reseptdrlerinde bulunurlar [17]. Ostrojenler (ya da
oestrojenler) baslica disi cinsiyet hormonlari olarak goérev yapan ve cok g¢esitli
fonksiyonlar1 olan bir grup steroid bilesiktir. Baslica yumurtaliklarda ve plasentada
tiretilen Ostrojenlerin bazilar1 ise kiiclik miktarlarda diger dokularda da fdiretilir
(karaciger, bobrekiistii bezi ve gogiislerde). Ostrojen reseptorii (Estrogen Receptor, ER),
steroid hormonu reseptorii ailesine ait olan [18, 19] ve baska bir proteinle bir kompleks
olusturmus olarak sitoplazmada bulunan bir hiicre i¢i reseptordiir. Farklt ER-ligandlari,
diger onemli proteinlerle etkilesme kabiliyetini etkileyen reseptorde, farkli yapisal
degisiklikler meydana getirir. ER seciciligi 0Ostrojen reseptor sekillerinin  ve
diizenleyicilerinin gesitliligini yansitir. Gelisme, farklilasma ve ¢esitli hedef dokularin
gorevini yerine getirmesini diizenleyen Ostrojenlerin ER-a ve ER-B olmak iizere iki
izoformu vardir. Iki izoformun ligand baglama ozellikleri benzer olmakla birlikte,
dagilimlarinda ve farkli dokulardaki ER agonist ve antagonistlerin secici etkilerine
katkida bulunan RBA’ lar1 arasinda farkliliklar vardir [20]. Ayrica biiyiikliik olarak da
farklilik gosterirler (ER-a 595, ER-B 485 amino asit igerir). Disi lireme sisteminde
baskin tiir ER-a iken, kemiklerde ve erkek prostat dokularinda ER-f3 baskindir [21].

Ostrojen hiicreye girdiginde reseptdr-protein kompleksine baglanarak reseptdr-protein
kompleksinin ayrilmasina neden olur. Daha sonra reseptor-ligand kompleksi ¢ekirdege
girer ve DNA zincirine baglanir. Boylece cesitli fonksiyonel ve yapisal proteinlere

doniistiiriilen mRNA’ nin kopyalanmasini aktive eder.
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Sekil 2.2. Ostrojen- Ostrojen Reseptorii Etkilesimi
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Saglik ve iireme fonksiyonunda hem pozitif hem de negatif etkilere neden olabilen
Ostrojenler, lireme kontroliinde [22] kullanilmaktadir ve menopoz doénemindeki
kadinlarda hormon destek tedavisi olarak kemik mineral yogunlugu ve kardiyovaskiiler
saglhigin korunmasi amaciyla tavsiye edilmektedir [23]. Steroid hormonlar (6zellikle
Ostrojenler) gogiis ve yumurtalik kanseri gibi bazi kanser tiirlerinin risklerinin
artmasiyla iliskilidir [24]. Dietilstilbestrol (DES)’iin artan yan etkileri insan
embriyosunun Ostrojenik bilesiklere karsi hassasiyetini kanitlamaktadir [2]. Son
zamanlarda Ostrojenik aktiviteye sahip bilesiklerin insan ve diger canlilardaki yan
etkilerine dair endise hizla artmaktadir. Bu yiizden 70.000 ya da daha fazla bilesik i¢in
Ostrojenik aktivite degerlendirilmesi gerekmektedir. Fakat xenoestrojen’ in kimyasal
yapilar1 ¢ok cesitli oldugu i¢in, Ostrojenlik kimyasal yapinin basit bir incelemesinden
anlagilmaz. Ayrica bu amagla yapilan canli arastirmalarinin ¢ogu, biiylik ¢aba

gerektiren, zaman alic1 ve pahali aragtirmalardir.
Ostrojen hormonunun insan viicudunda ii¢ formu mevcuttur.

Ostron (E1): Ostronlar menopoz sonrasi kadmlarda artan miktarlarda bulunan bir
ostrojendir. Bu hormon viicutta depolanan yaglardan iiretilir. Ostronlar dstradiollere
benzer gorevlere sahiptir, fakat Ostradiollerden daha zayif etkilere sahip oldugu

diistindiliir.

Ostradiol (E2): Ostradioller yumurtaliklar tarafindan iiretilen baslica dstrojenlerdendir.
Bunlar kroner damar hastaliklarinda ve psikolojik rahatlamalarda onemli etkilere

sahiptir.

Ostriol (E3): Ostrioller ii¢ ana 6strojen hormonunun en zayif olamidir. 1996°da H.M
Lemmon tarafindan Amerikan Tip Toplulugu dergisinde yayimlanan bir makalede,
insan viicudunda 0striollerin en yiiksek seviyede olusunun gogiis kanseri riskini azaltici
bir etki yaptig1 gosterilmistir. Lemmon, gogilis kanserine sahip olmayan bir kadinin
idrar1 ile bu hastaliga sahip bir kadinin idrarmi karsilastirdiginda, hastaliga sahip
olmayan kadinda dstriol hormonunun daha az seviyede oldugunu kanitlamistir. Ayrica
vejetaryen ve Asyali kadinlar daha yiiksek Ostriol seviyesine sahiptir ve gogiis kanserine

yakalanma riski diger kadinlara oranla daha diistiktiir [25].
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TRI-EST: Ostriol, ostradiol ve 0Ostron olarak isimlendirilen ii¢ &strojenin
kombinasyonudur. Tri-est genellikle viicutta 80:10:10 oranlarinda bulunur. Bu {iglii

kombinasyon ¢ok yaygindir ve kan dolagiminda yer alan {i¢ ana dstrojen hormonunu

igerir.

BI-EST: Ostriol ve 6stradiol olarak isimlendirilen iki &strojen hormonunun
kombinasyonudur. Ostriol ve dstradiol genellikle 80:20 oranlarinda bulunurlar. Bunun

yaninda 50:50 yada 90:10 oranlar1 da hekimler tarafindan tercih edilir [26].

Ostrojenin Etkilen
Bevin
- Gadiis
-Vitcut sicakhgmu =
korumaya _'_'_._"_J____:._I-I‘ -Ergenlik ¢agmda
yvarduneder i '“.“ -~ gelisiimi uyarw
-Hafiza kaybun e
B - -Gelecektela siit
onlemeve vardun eder e
tiretini icin sal@
Ealp ve Karaciger bezlerin uyarr
-Eolesterol
tiretimini ditzenler
. TTterus
Yurrtahl
-Ergmlesmevi -Ergmlesmevi

uyarw harelzete gecivir
-Eadmlarda \Qw/ -Gelisen fetusu
menstrual dingiiniin "ulf €

. « ¢ beslemek icin uterusu

baslamasmn uwyarw //" \ hazular

Vajma .\‘*., Kemiklex
-Erginlesmeyi uyarmw -Kemik yogunlugunu
kormmmaya yardun

-Vajinal bélgenin kayganhgmm

N eder
korumasnu saglar

Sekil 2.3. Ostrojenin Beyin, Kemik, Yumurtalik, Kalp ve Diger Dokulardaki Etkileri

2.5. Fenilindol Bilesikleri
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Formiilii: Ci4Hi N

Molekiil agirhgi:  193.25

Fiziksel durumu:  Sar1 beyaz toz halinde

Erime noktasi: 188-181 C

Kaynama noktasi: 250 C at 10 mmHg

Coziiniirliik: THF ve asetonda iyi, metanolde az ¢6ziiniir

Kararhhk: Normal sartlar altinda kararh

2.5.1. Genel ozellikleri

Indol bilesikleri hos olmayan bir kokuya ve agik sar1 toz halinde kristallere sahiptir.
Pirol halkasi (4 karbon atomu ve 1 azot atomundan olusan toplam 5 iiyeye sahip) vardir
ve bu halka benzen halkasiyla birlesir. Burada indolin olarak isimlendirilen bir tautomer
ve izoindol olarak isimlendirilen yapisal bir izomer mevcuttur. Fakat bu yapilar kararh

degildir.

Indol bilesikleri baz1 bitkilerde ve katranda bulunur. Ayrica bu bilesikler baz1 bakteri

kiiltiirleri tarafindan ¢iiriime siiresince bagirsaklarda olusturulur.

Indol bilesikleri ticari olarak piirivik asit ve fenilhidrazinden sentezlenir. indol yapisi
dogada bir motiftir. En belirgin 6rnekler; triptofan, seretonin (ndrotransmiter), auxin

(bitki gelisim hormonu) ve indigo (bitki renklendirici)’dur

Daha ilging bir nokta, biitiin bu bilesikler 3 pozisyonda fonksiyonel gruplara sahiptir.
Genellikle hayvan proteinlerinde bulunan 20 aminoasitten biri olan indol bilesikleri
triptofanin hazirlanmasinda ve parfiimeride kullanilir. Bitki gelisim endiistrisinde de
O6nemli uygulama alanimna sahiptir. Bitkilerde koklerin gelismesine yardimci olan diger

maddeleri ve indolasetikasiti (auxin) hazirlamada kullanilir.
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Indol bilesikleri ve bu bilesiklerin tiirevleri, parfiim yapiminda, poliester liflerinin

boyanmasinda ve tarim kimyasallarinda genis bir kullanim alanina sahiptir.

2.5.2. Fenilindol Tiirevleri

Tablo 2.1 2-Fenilindol Tiirevlerinin Goreceli Baglanma Egilimleri

log REA
calod
snbstituents from

X Y oh=l  eq 15 A Ty sl
G-OH, 1-Et-3-MMe 4-0H 1.52 083 069 0 -—1.31
G-0H1-Ei-3-Et 4-CH .36 083 053 0 —1.31
G-OH 1.3-Elz 4-0H 1.32 083 048 0 —1.31
G-0H, 1-CaHy, 3-FL 4-CH 1.28 1.03 02 0 —1.43
5-0H, 1-CH4 4-0H .26 1.03 D022 0 —1.43
G-OH.1-El 4-0H .20 083 038 0 -—1.31
G-0H, 1-CaHy, 3-Ma 4-CH 1.20 1.03 017 0o —1.43
G-0H, 1-CH7, 3-Me 4-0H 1.11 1.03 008 0O —1.43
G-OH, 1-CHMeg, 3- M 4-00H 1.11 151 —035 0o —1.71
G-OH. 1,3 Mez 4-0H 1L.oo 07l 0.2n o —1.24
5-0H, 1-EL3-Me 4-CH o8 083 015 0 -—1.3]
G-OH, 1-CaHy 4-0H .93 1.03 =010 0 —1.43
G-0H, 1-CaH7, 3-Ma 3-0H 087 046 041 1 —1.43
G-OHL 1- M3 - 4-CH 077 0.7l oos o —1.24
G-0H1-E 4-CH 76 083 —007 0 —1.3]
50H, 1,3 Meg 4-0H GG 071 —o0s 0o —1.24
H-0H.1-C 4 Hy, 3-Me 4-CH (.56 138 —0.71 0 —1.53
G-OH 1-CyHy 4-CH (.53 138 —0.74 0 —1.6G3
G-0OH, 1-Ki 4-0H 58 071 —013 0 —1.24
5o0H - CHMep 3 8Me 4.0HT (.54 1.51 =087 0 -1.71
G-0H, 1-CaHy, 3-Me 3-0H .54 046 o008 1 —1.43
G-OHL 1-EL3-Me 30H 48 026 022 1 —1.31
S0H 1-CsHp, 3-Me  4-0H2 0,36 139 —1.03 0 -—1.6G4
5-0H, 1-EL3-Me 30H .34 0zZa o oo 1 —1.31
G-0H, 1.3-1CzH7)z 4-0H* (.23 1.03 —080 0O —1.43
G-CHL1-El 30H 23 026 —003 1 —1.31
G-0H, 1-Ei 30H 23 026 —003 1 —1.31
G-0H. 1-Mis 4-0H —-010 07l —081 o —1.24
G-0H 13- Mez 30H —-0D22 014 —-036 1 —1.24
G-0OH, 1,3 Me 30H -0D26 014 —040 1 —1.24
G-0OH 3-El 4-0H  —0D.88 —1.41 052 0 (.00
G-OH3- M 4-0H  —1.22 —1.41 018 0 (.00
G-0HL3-Mis 4-0H  —1.22 —1.41 018 0o (.00
T-0OH, 1-EL3-Me 40H* —1.70 083 —253 0 -1.31
G-0H 4-0H  —200 —141 —050 0 (.00
G-0H 4-0H  —200 —141 —058 0 (.00

Von angerer ve arkadaglari, Tablo 2.1°de buzagi uterine Ostrojen reseptori ile 2
fenilindollerin bir serisinin goreceli bag aktivitelerini gostermistir [28]. Esitlik (2.1) bu

veri seti i¢in tliretilmistir. 1,y bir gosterge degiskenidir.( 3-OH i¢in I:1°dir).
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log RBA =-0.57((0.35)Ly - 1.71((0.30)Es-x,1 -1.41((0.37) (2.1
n=32 r’=0.83 s=0.409
F1,30 =048 (ES-X,]) F1,29 =113 (l,y)

2-fenil halkasindaki OH grubu ile reseptor arasinda hidrojen bagi etkilesimi olabilir ve
hidrojen bagi olusumu i¢in geometrik olarak p-OH (para konumundaki OH) m-OH
(meta konumunda OH) dan daha uygundur. 1-pozisyonundaki yani azot iizerindeki
stibstitlientler i¢in pozitif bir sterik etki goriilmektedir. Es, taft sterik etki parametresidir.
Hidrojen (H=0) hari¢ bu parametrelerin biitiin degerleri negatiftir. Bundan dolay1 Es

teriminin negatif iliskisi bu alandaki sterik hacim i¢in bir {istiinliik belirtmektedir [23].

2 fenil indoller icin diger bir veri seti Tablo 2.2°de [29] tarafindan gosterilmistir.
Reseptor baglama egilimi 0 ~ 4 °C arasinda buzagi uterin sitozoliinde Ol¢iilmiistiir ve
Esitlik. (2.2) bu set icin tiiretilmistir. I gosterge degiskeni, 2-fenil halkasinin para
pozisyonunda 4-OCOMe igeren bilesikler icin 1’e esittir. Bu esitlik 1-pozisyonundaki

B1 ve 3-pozisyonundaki MR olmak iizere iki negatif sterik parametre igerir.
log RBA =-2.36(£1.12)B1-x,1 -1.05(£0.24) MR-x,3 + 0.46(£0.37)1 +4.66(£1.76) (2.2)
n=23r*=0.855=0.313 Fj = 46.5(MR-X,3)

I:1,20 = 10(B-1-X,1) F1’19 = 69(')
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Tablo 2.2 2-Fenilindol Tirevlerinin Goreceli Baglanma Egilimleri (IT)

substtnents log REA

Y obed calod from eq 16 A Bl-x1 M -x,3 I
G-OCON -0 Me 1.18 0.591 .28 1.G2 0.G03 !
5O 0 1-0COMe 1.02 .91 .12 152 0,603 !
G-0H, 1 1-0H 0.81 0.25 (.46 1.52 0.GES I
G-0H, 1 4-0H 0.74 0.25 .38 1.52 .68 I
5-CHL 1 : -0 H 0.7z 0.o7 —0.25 1.52 0.103 I
G-0H,1-CsH723 4-0OH 0.G4 035 (.28 1.52 0.GEE 0
G-OCOMe, 1 -1 1-0COMe 0160 .82 —N.21 152 (.GRE !
5-0H, 1-CH 4-0H 0.54 035 018 1.52 .68 I
5-0H,1-CsH7 3 1-0H 0.34 0.35 —n.01 1.52 (.GER ]
G-0H, 1-E,2-C -0 H 0.28 —-0.10 .37 152 1.118 ]
G-0H, 1 E 4-CH 0.08 035 —0.27 1.62 [).GEE I
G-0H, 1-Et, 4CH ACHICMN) 2 1-0H —0.07 —0.41 0.34 1.52 1.419 I
G-0H, 1 I'.I.:!-LllflJll 1-0H —0.15 0.2 —0.47 1.52 0.719 I
5-0H, 1-E,A-CHO 4-CH —0.16G 0.5 —0.52 1.52 (.GER 1]
G-OCOMe, 1 -50:0:Hs, 3-C1 1-OCOMe —0.25 =030 .05 203 (.G03 !
5-OC0Me,1 ‘SE'.I‘g( 5Hs 3-C1 1-OCOMe —0.35 —0.30 —0.05 203 0.603 !
G-OC0OMe L-EL 3 CHOCOMe 4-0COMe —0.37 —0.19 —0.18 152 1.G48 !
G-0OH, 1-EL3-CH=CHMOz 1-0H —0.51 —0.i55 0.14 1.52 1.G42 I
G-OH,1-Et 3 CHICH:MNOE 2 4-0H? — 0G0 — LG5 1.06 1.52 2615 I
5-0H, 1-Er3 L‘.II-[‘.IiNEJ-_, 4-CH =070 —0.G5 —0.05 1.52 1.G42 1]
5-0H, 1-ELA-CHACHICN) 2 1-0H —0.BG —0.41 =044 1.52 1419 I
5-0H, 1-ELA-CH=C] IEL‘.N]-; 4-0H —0.06G —0.56 0.03 1.52 1.972 I
G-0H, 1-Et,A-CH=CH{CM) 4-0H —1.30 —0.5E —(1.31 1.52 1.972 I
G-0OH,A-CHO 4-0H? —1.52 1.58 -1l 1.00) (.GEE ]
5-0H,1-Et, !-LIILLII;NEJ;J: 4-0H —1.52 — .66 0.14 1.52 2615 I
5OH-ELA-CO 4-CH? —2.00 =010 —1.00 1.52 1.118 0

c'J

ala |ZII:ZIII1| s not used in der I‘rll15’.h ejual ion.

2.6. QSAR

Bilgisayarlar ilag tasarimi yontemlerinin dnemli bir kismini olusturmaktadir ve yapi
analizleri, yap1 karsilastirmalari, Oncii bilesik tasarimi, aktif konformasyon ve
farmakofor belirlenmesi, protein ve baglanma alani yapisi, ligand baglama, QSAR ve
3D QSAR’1 da igeren ¢ok genis bir uygulama alanina sahiptir. Bu boliimde bunlardan
QSAR ve 6D QSAR ele alinacaktir.

Bilgisayar destekli ila¢ tasariminin temel unsurlari, molekiiler yap1 ve ozellikleri
tanimlamak i¢in hesapsal kimyayi, yapi- aktivite iligkisini ortaya g¢ikarmak igin de
istatistiksel yaklasimlar1 kapsar. Ilag etkisinin ilag molekiiliiniin belirli bir biyoaliciyla
etkilesmesi sonucu olustugunu kabul edersek, ilag aktivitesini biyoaliciya baglanan ilag
molekiiliiniin baz1 6zelliklerine baglayabiliriz. Bu problemi ¢6zmek i¢in esas yol, aktif
molekiillerin biyoaliciyla etkilesme mekanizmasinin ortaya g¢ikarilmasidir. Bu durum
pratiklikten ¢ok uzaktir ve zordur. Diger taraftan, molekiiler yapisi ve bilesimi bilinen
kimyasallarin biyolojik aktiviteleri ile ilgili ¢ok fazla deneysel veri mevcuttur. Problem
icin deneysel yaklasim; aktif bilesikleri, ilgili yapilara sahip olan inaktif bilesiklerle
karsilagtirmak ve aralarindaki benzerlikleri ve farkliliklar1 ortaya c¢ikarmaktir. Bu
bilgiye dayanarak aktiviteden sorumlu molekiillerin temel 6zellikleri belirlenebilir. Bu
alandaki caligmalar, aktivite i¢in gerekli molekiiler Ozelliklerin tahminine imkan

saglayan “Structure-Activity Relationship, SAR (yapi- aktivite iligkisi)” ya da
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“Quantitative Structure-Activity Relationship, QSAR (kantitatif yapi- aktivite iliskisi)”
ad1 altinda yaymlanmistir. Cogu QSAR yaklagimlarinda, bilgisayarlarla kolaylikla ele
alinabilen bigcimsel molekiiler tanim metotlar1 kullanilmaktadir (yapisal eleman
vektorleri, molekiiler grafikler ve topolojik indisler gibi). Molekiilii tanimlayan bu
metotlar, molekiiliin biyolojik aktivitesini temsil etmek i¢in yeterli bilgiyi genellikle
vermez. Cilinkii bigimsel tanim parametreleri tiim fizikokimyasal ve kimyasal icerikten
yoksundur. Molekiillerin biyolojik aktivitelerindeki en énemli 6zellikleri temsil edecek

yeterli bir tanimin yapilmasi QSAR metotlarinin esas problemidir.

QSAR’ 1 belirlemeyi tasarlayan c¢ok sayida metot vardir. Bunlarin hepsi de
kimyasallarin molekiiler yap1 ve biyolojik aktiviteleri arasinda dogrudan bir iligki
oldugu ve bilinen aktivitedeki bilesiklerin verilen bir setinden elde edilen QSAR’ in
yeni bilesiklere de uygulanabilecegi diislincesine dayanir. Bazi metotlar incelenen
serideki tiim aktif (ya da inaktif) bilesiklerin tamami i¢in genel olan yapisal 6zellikleri

elde etmeyi ve biyolojik aktivite i¢in tahmin kurallarini formiillestirmeyi amaglar.
2.6.1. QSAR’1n Tarihi Gelisimi

QSAR’ 1n tarihi 19.yy’ a dayamir. 1863” de Strasbourg Universitesi’ nde A.F.A. Cros,
alkollerin suda ¢oziniirliigli azaldikca memelilerde zehir etkisi ortaya cikardigini
gozlemlemistir. 1890 larda, Marburg Universitesinden Han Horst Meyer ve Ziirih
Universitesinden Charles Ernest Overton, birbirinden bagimsiz olarak ¢alisarak organik
bilesiklerin zehir etkisinin lipofiliteye bagliligina dikkat c¢ektiler. Louis Hammett’ in
caligmalarina kadar QSAR’ 1n gelismesi ¢ok yavasti. Louis Hammett, organik asit ve
bazlarin elektronik oOzellikleri ile denge sabiti ve denge reaktivitesi arasinda iligki
kurmugstur. Lipofilite ile kesin olmayan biyolojik 0Ozellikler (narkotik, bakteriyel,
hemolitik ve toksik ozellikler) arasindaki iliskiler ylizyilin basindan beri bilinmesine
ragmen, 1964’ te Free Wilson metodu ve Hansch analizinin bagimsiz yayinlart QSAR

gelisiminde bir doniim noktas1 olmustur [30].
2.6.2. QSAR’ 1n Teorisi

Biitin QSAR analizleri, farkli yapisal Ozelliklerin lineer toplanabilir katkilarinin
tahminine ya da bilesiklerin biyolojik aktivitesine dayanir. Bu basit tahmin, bazi

arastirmalar tarafindan ispat edilmistir. Ornegin; de novo ilag dizaym programi LUDI
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(2.1) [31-33] isaret fonksiyonuyla yapilan bircok Free Wilson ve Hansch analizleri

birlestirilerek bu goriisii desteklemektedirler.

AG =AG, +AG, +AG, ., +AG, +AG (2.1)

baglanma lipo donme

Biitiin 6teleme ve donme entropileri kayb1; AGy = + 5,4 kj/ mol

Ideal nétral hidrojen bagi; AGyp, = - 4,7 kj/ mol

Ideal iyonik etkilesim; AGiyonik = - 8,3 kj/ mol

Lipofilik baglanti; AGiipe=- 0,17 j / mol (A)>

Ligandin her donebilen bagina ait entropi kaybi; AGgsnme =+ 1,4 kj / mol

Esitlik (2.1), serbest baglanma enerjisi AGpaglanma 116 AGo arasinda iliski kurar ve bu
iliski biitiin 6teleme ve donme serbestlik derecesi kayiplarini aciklar. AGpy, AGiyonik,
AGiip, noétral ve yiiklenmis hidrojen bagi etkilesimleri ve ligand-protein arasindaki
hidrofobik etkilesimlerin yap1 tiirevli enerji terimleridir. AGgsnme ligandin i¢ déonme
serbestlik derecesi kaybini gosterir. Esitlik (2.1) genis bir enerji araligini igine alir: 45
farkli ligand-protein kompleksine ait AGpaglanma degerleri -9 ila -75 kj / mol arasinda
degisir. Bu degerler 2,5.10° M ve 4.10"* M arasindaki baglanma sabitlerine karsilik
gelir. 7,9 kj/mol degerindeki standart sapma, ligand baglanma sabitlerinde 1,4 log birimi

hata verir.

Serbest enerji AG ve denge sabiti K (ya da oran sabiti) (ky, = birlesme sabiti), (k, =
ayrisma sabiti) arasindaki iligkiden dolayi, bazi degerlerin logaritmalar1 baglanma

egilimleri ile iliskilendirilebilir.

k
AG=-2303RTlogK=-2,303RT logk—b (2.2)

a

Belirli bir biyolojik etki olusturan molar konsantrasyonun logaritmasi, log C, molekiiler

ozelliklerle ya da fizikokimyasal 6zelliklerle iligkilendirilebilir. Ayrica bu serbest enerji
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iliskileri denge sabitleridir. Konsantrasyonun tersinin logaritmasi, log(1/C), daha aktif

benzerlikler i¢in yiiksek degerler elde etmeyi saglar.

1960’larda Hansch ve Fujita tarafindan yapilan Oncii bir ¢alismada molekiillerin
biyolojik aktivitelerindeki degisikliklerin nicel olarak molekiillerdeki Olctilmiis
fizikokimyasal Ozelliklerle iligkili oldugu gosterildi [34, 35]. Klasik Hansch esitligi
(2.3) molekiiliin sterik (taft Eg), pKa (Hammett ¢ olarak parametrelendirmistir),
hidrofobisite (log P) ile biyolojik aktivite (log 1/ c¢) arasindaki lineer ve parabolik
iliskiyi gosterir.

logl/c=a+ b=xlogP + cx(logP)* + d*oc + e=xEs + (2.3)

Hansch esitligi tliretmek i¢in kullanilan stibstitiientler her fizikokimyasal parametre igin
degerlerin iyi bir dagilimini temsil etmeli ve ayrica parametreler arasindaki farki ayirt

edebilmelidir.

Bir Hansch analizi yapmak isteyen arastirmaci her bir satirin bir bilesigi temsil ettigi
tablo hazirlar. Bu tablodaki her bir siitun ise molekiillerin degisik 6zelliklerini gosterir.
Genellikle analiz edilen bilesikler ortak bir iskeleti paylasirlar. Bu ylizden molekiillerin
biyolojik aktivitelerindeki farkliliklar iskelete eklenen siibstitiientlerin degisen
ozelliklerinin etkilerinden kaynaklanir. Log P veya pKa gibi siibstitiientlerin molekiiller
tizerindeki etkileri tablolarda mevcuttur. Regresyon analizi, molekiillerin hangi
fizikokimyasal Ozelliklerinin hangi kombinasyonlarinin  molekiillerin  biyolojik

aktivitelerini en iyi sekilde etkiledigini agiklar.

1964’ te Free ve Wilson tarafindan tiiretilen matematiksel model, belirli yapisal
Ozelliklerin var ya da yok oldugunu 1 ya da 0 degerleriyle tanimlar ve yapisal matrisleri
biyolojik aktivite degerleriyle iliskilendirir. Asagidaki esitlikte verilen a; degeri; bir
bilesigin farkli pozisyonlarindaki stibstitiientlerin, biyolojik aktiviteye olan grup
katkisini temsil eder. M ise referans bilesigin, cogu zaman serideki en basit yapiya sahip

olan bilesigin, aktivitesidir.

logl /C =>a;+u
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Lineer Serbest Enerji iliskisi: Louis Hammett (1894—1987)’deki ¢alismasma kadar
QSAR c¢ok az bir gelisim gostermistir. Hammett organik asitlerin elektronik 6zellikleri

ile denge sabitleri arasinda bir baginti kurmustur.

OH —= @—GW_-F H+
E=6.27z10%

Ayrica Hammett benzoik asitin aromatik halkasina baglanan siibstitiientlerin bir diizene
sahip oldugunu ve bu diizenin ayrigma sabitleri iizerinde nicel bir etki yaptigini

gozlemlemistir.

Ornegin

) o.H
COOH ,..—_-cm' . n
E=32.1x10°%

meta pozisyonunda baglanan bir nitro grubu denge sabitinin artmasina neden olur.
Ciinkii nitro grubu elektron c¢ekici bir gruptur. Nitro grubu para pozisyonunda

diisiiniildiiglinde;

ogn—@—wm — wn—@—moU H
E=37,0510"%

denge sabiti meta pozisyonunda oldugundan daha biiyiiktiir. Simdi para pozisyonunda

etil gurubunu diigtinelim,;

cnscnr@cum mpm— CH CHj 00 + H

E=4.47x107F

Bu durumda denge sabiti siibstitiientsiz bilesikler i¢in hesaplanan degerden daha
diisiiktiir. Ciinkii etil grubu elektron salict bir gruptur. Fenil asetik asitin ayrismasi

diisiiniildiiglinde;
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@—cnzcom e CH,C00 + H'
E=§_20x10°5

H CODH a——— OH C‘EIO + H
E=10, ':-.-10-5

- +
n;t—@—cn COOH m— nru—@-cﬁrcm + H
E=14_ lzm"E
= +
EHFGHE—@—CHE,GGG'H cnqm,—@—cﬂ,coo *H
E=4.27Tx10 >

elektron ¢ekici nitro grubunun denge sabitini artirdig1 gézlemlenmistir. Bu artig, nitro

grubu para pozisyonunda iken meta pozisyonunda olan artistan daha biiytiktiir. Elektron

salict etil grubu ise denge sabitini diisiiriir. Bu denge sabitlerine ait veriler asagida

grafige gecirilmistir:

2
B
L

log(K' K}
Sekil 2.4. Lineer Serbest Enerji iliskisi

Sekil 2.4 lineer serbest enerji iligkilerini gosteren bir grafiktir. Ko ve K" siibstitiientsiz

bilesikler i¢in denge sabitini temsil eder. Lineer olan bu iliski asagida yazilmistir:

e
log Kil. =plog K

Burada p, dogrunun egimidir.

hﬁﬁ%=P“
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p, verilen dengeye ait oransal bir sabittir. o, bir siibstitiient tanmimlayicidir. ¢’nin
biiytlikliigii siibstitiientin elektron salic1 veya elektron ¢ekici 6zelliginin giiclinii verir.

Hammett tarafindan gelistirilen bu iliskiler serbest enerji iliskisi olarak isimlendirilir.
AG=—RT In K

Bu iligkilerin daha iyi anlasilmasi i¢in p ve ¢ degerlerini diisiinmek yararli olacaktir.

@— HH3* p=2.90
@—01—! p=i R
@—cﬁgcuoﬂ p=0.42
@—ﬂﬂzﬂﬂzcﬂﬂﬂ p=0.21

Hammett Esitligin Uygulamasi

Iyonlasma dengesinin pKa tahmini:
K
—_ = “
gz, =P
v
PE,=pk,-po

PE =420-100Z o

COOH
0 ?.N I"Ii'IliE
H
&

Nitro gruplart i¢in Gmera = 0,71 ve metil guruplari igin Gpar, = -0,13 olarak verilmistir.

pKa = 2,91 olarak hesaplanmistir [36].
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2.6.3. QSAR Yontemi

QSAR modelleri, bilesiklerin kimyasal 6zellikleri ve biyolojik aktiviteleri arasindaki
karmasik iliskilere ¢6ziim bulmaya ¢alisan matematiksel modellerdir [37]. QSAR, aktif
bilesiklerin 6zelliklerini ve yapisal iliskilerini anlatir. Byle modellerin genel amaglari:
a) Test edilmemis ve bazen de heniiz mevcut olmayan bilesiklerin biyolojik
aktivitelerinin tahminine izin vermek ve b) Bilesiklerin biyolojik aktiviteleri i¢in hangi
kimyasal 6zelliklerinin belirleyici unsurlar oldugunu cikarmaktir. QSAR modelleri
kurmak icin kullanilan en yaygin teknikler regresyon analizi, yapay sinir aglar1 ve
simiflandirma yaklagimlarina dayanir. Regresyon esasli yaklagimlar arasinda coklu
lineer regresyon metodu (Multi Linear Regression, MLR) ve kismi en kiiclik kareler
(Partial Least Squares, PLS) regresyonu en iyi orneklerdir. QSAR modelleri otoriteler,
endiistriler ve ¢evreye salinan kimyasallarin risk degerlendirmesi i¢in diger kuruluslar

tarafindan gittik¢e daha fazla kullanilmaktadir [38,39].

QSAR gibi tahmine dayali yontemler kimyasallarin diizenlenmesinde yardim igin
gereklidirler. Ciinkii maliyeti 6nemli oranda diisiirebilir, hayvan testlerine engel olabilir
ve idari kararlart hizlandirabilir. Bu ise bilesiklerin uygun ozelliklerinin optimize
edilerek, daha az istenmeyen yan etkili bilesiklerin tasarimina yol gosterebilir. QSAR’
da kullanilan aktiviteler fizikokimyasal 6l¢iimleri ve biyolojik testleri i¢cine alir. QSAR
su anda pek ¢ok ila¢ tasariminda, ¢evresel risk degerlendirmelerinde ve bir¢ok bilim

dalinda uygulanmaktadir.

Kantitatif yapi1- aktivite iliskileri, bir grup bilesigin biyolojik aktivitelerini
fizikokimyasal o6zellikleriyle iliskilendiren matematiksel bir formiil tiiretmeyi kapsar.
Fizikokimyasal oOzellikler icin kantitatif degerler Ol¢iiliir veya hesaplanir, ve bunlar
matematiksel bir esitlik kullanilarak biyolojik aktivite ile iliskilendirilir. Geleneksel
QSAR’ 1n disina ¢ikmak i¢in, ayni iskelete sahip fakat farkli siibstitiientleri olan bir
analog seri sentezlenir. Analoglarin aktivitesi dl¢iiliir ve bu aktiviteleri 6nemli oldugu
diisiiniilen fizikokimyasal ozelliklerle (6rn: biiyiikliik, hidrofobisite, elektronegativite,
dipol moment, hidrojen baglama yetenegi vb. ) iligkilendiren bir formiil diizenlenir. Bu
fizikokimyasal oOzelliklerin bir kisminin aktiviteyi etkilemesi muhtemeldir ve bir
fizikokimyasal 0Ozelligin digerlerinden bagimsiz olarak degistirildigi analoglar

sentezlenebilirse, ideal olur. Fakat bu nadiren mimkiindiir. Genellikle, siibstitiienti
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degistirmek ayn1 zamanda bazi fizikokimyasal 6zelliklerin degismesiyle sonuglanir. Bu
da bir fizikokimyasal 6zelligin digerinden daha 6nemli olup olmadigini belirlemeyi
zorlastirir. Bu nedenle, verilerin anlamli olmasi i¢in uygun bilgisayar yazilim

paketlerinin kullanilmasi gerekir. Onsezi tek basina yeterli degildir.

QSAR esitliklerini tiiretmeye yardim eden birgok yazilim programlart vardir. Fakat
hangi verilerin konulacagina karar vermek tibbi kimyacilarin bilecegi istir. Kesinlikle
her bilesigin biyolojik aktivitesi dahil edilmelidir. Fakat biyolojik aktivite i¢in hangi
fizikokimyasal Ozelliklerin en 6nemli olabilecegine kimyacilar karar vermek ve
sonrasinda bu 6zelliklerin gergekten 6nemli olup olmadigini test etmek i¢in bir esitlik
tiretmek zorundadirlar. QSAR, ancak bir bilgisayara yerlestirilecek kadar ¢cok verinin
kullanildig1 ve bilgisayarin, hepsini anlamli kilmasi beklenen bir sorun degildir.
Aslinda, bir ya da iki fizikokimyasal 6zellige dayanan bir baslangic esitligi tiiretmek en
tyisidir. Baslangic esitliginin, hesaplanan aktiviteleri deneysel olarak 6l¢iilenlere yakin
vermesi umulur. Fakat matematiksel esitlife uymayan bilesikler biiylik ihtimalle
olacaktir. Boyle bilesikler bas belasi olarak goriilmemeli. Kimyaci bu molekiiller
tizerinde caligabilir ve bu molekiillerin sahip oldugu ve digerlerinin sahip olmadig bir
fizikokimyasal 6zelligi belirlemeye ¢aligabilir, sonra ise o 6zelligi iceren daha gelismis

bir formiilii arastirabilir.

Bir QSAR esitliginde ti¢ fizikokimyasal 6zelligin hemen hemen her zaman bulundugu
diisiiniiliir. Bunlar hidrofobisite (yaglh karakter), siibstitiientin elektronik 6zellikleri ve

stibstitlientin biiytkligiidiir.

a. Molekiiliin hidrofobisitesi: Bir molekiliin hidrofobisitesi, normal olarak
molekiiliin log P degeri ile dlgiiliir. P, dagilma katsayis1 olarak bilinir. Oktanol-su
karistmindaki bir bilesigin goreceli ¢oziiniirliigii dlgtilerek, P degeri deneysel olarak

belirlenebilir.

Oktanoldeki bilesigin konsantrasyonu

Sudaki bilesigin konsantrasyonu
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Daha hidrofobik bilesik, daha biiyiik kismi1 organik tabakada dagilacak olan bilesiktir ve
daha yiiksek P ya da log P degerine sahip olur. Cogu ilaclarda log P degeri artarken
aktivite de artma egilimindedir. Bu ise genellikle, artan hidrofobisitenin ilacin
biyoalictya ulagsmak icin hiicre membranlarindan daha kolay ge¢cmesine izin verdiginin

bir belirtisidir.

Aktivite hiicre membranlarini gecen ila¢ molekiillerine bagl oldugu i¢in, log P in vivo

aktivitesi de dahil olmak iizere ¢ogu QSAR esitliklerinde mevcuttur.

b. Elektronik ozellikler: Farkli siibstitiientlerin elektronik 6zellikleri de biyolojik
aktiviteyi etkilemede onemli role sahiptirler. Aromatik bilesiklerin elektronik 6zellikleri
Hammett siibstitlient sabitleri(c) ile tanimlanir. Pozitif ¢ degerine sahip siibstitiientler
elektron ¢ekici, negatif o degerine sahip siibstitiientler ise vericidirler.

c. Sterik faktor: Farkli siibstitlientlerin biiylikliikleri bilesiklerin aktivitesi i¢in
onemli olabilir. Hacimli gruplar ilaglarin baglanma bolgesine uygun bir sekilde
yaklagsmasini engelleyerek aktiviteyi diisiirebilir. Diger taraftan hacimli bir siibstitiient,
baglanma i¢in gerekli aktif konformasyonu se¢mesi ic¢in bir bilesigi giiclendirerek
aktiviteyi arttirabilir. Siibstitlientlerin sterik o6zelliklerini 6l¢gmek hidrofobik ya da
elektronik ozelliklerinin 6l¢iimii gibi ac¢ik degildir. Bununla birlikte genel olarak
kullanilan {i¢ yontem vardir. a) Taft sterik faktor(Es), deneysel olarak 6l¢iiliir. b) Molar
refraktivite (MR) ise, siibstitiientin molekiiler agirligindan, refraksiyon indeksinden ve
yogunlugundan hesaplanan bir biiyiikliiktiir. ¢) Sterimol denilen yazilim programlari
kullanmak bir diger secenektir. Verloop sterik parametreleri olarak bilinen sterik

faktorleri hesaplar [40].

Molekiiler tanimlayicilar genellikle QSAR analizinin bir parcasi olarak modern
kuantum kimya hesaplamalarindan elde edilirler. Mesela, 6zel bir atomda HOMO veya
LUMO orbitallerindeki kismi atomik katsayilar biyolojik aktivite ile iligkili olabilirler.
Bu metotlar ii¢ boyutlu bir yapt gerektirmemelerine ragmen, molekiiler tanimlayicilar
uzaydaki 6zelliklerin tanimlayicilart degildirler. Bu yetersizliklerin {istesinden gelmek
icin 3D QSAR metotlar1 gelistirildi [4, 5, 6, 41, 32]. 3D QSAR geleneksel QSAR
metotlarindan farklidir ve bir¢ok avantajlar1 vardir. 3D QSAR metodunda her
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molekiiliin fizikokimyasal 6zellikleri bilgisayarla hesaplanir ve hi¢bir deneysel sabit yer
almaz. Ikinci olarak, hesaplanan dzellikler tiim molekiil icindir, 6zel siibstitiientler igin
degil. Bu 6zellikler “alanlar” olarak bilinir ve ¢ogu 3D QSAR caligmalar1 bir sterik
alanin ve bir elektrostatik alanin hesaplanmasini kapsar. Bunlardan ilki molekiiliin
seklini tanimlar, ikincisi ise molekiiliin elektronik karakterini belirler. ilging olan,
hidrofobik 6zelliklerin 3D QSAR’ da daha az 6nemli olmasidir. Yukarida bahsedilen
alanlar hesaplandigi icin QSAR’ dakinden daha cesitli molekiillerle c¢alismak
miimkiindiir. Mesela geleneksel QSAR deneysel sabitleri bulunmadigi i¢in alisilmamis
siibstitiiente sahip molekiillerle bas edemez. Ikinci olarak, QSAR ayni temel iskelete
sahip molekiillerle smirliyken, 3D QSAR’ da bu durum sz konusu degildir. Ugiincii
olarak ise, QSAR’ 1n aksine 3D QSAR yeni molekiillerin sentezi i¢in kullanilabilir [40].
Bu 3D QSAR metotlart molekiillerin ilgili biyolojik giiciinii molekiillerin ii¢ boyutlu
uzaydaki elektrostatik, sterik, hidrojen bagi ve hidrofobik 6zellikleri ile birlestirirler. 3D
QSAR metotlar1 Onceden Olgiilmiis veya hesaplanmis siibstitiient degiskenlerinin
tablosuna bagl degildir, fakat bunun yerine analizdeki biitiin molekiillerin 6zelliklerini
dikkate alirlar. Sonug¢ olarak yeni molekiiller analize daha kolay dahil edilirler. Bunun
yani sira, hem Hansch esitli§i hem de 3D QSAR metotlar1 aymi 6zellikleri
tanimlayabilirler ve tanimlayici modelleri verebilirler. Bu yaklagimlara bir yenilik ise,
Giizel, Y. tarafindan gelistirilen ve bu c¢alismada kullanilan COMCET programidir. Bu
metot ile molekiillerin ii¢ boyutlu elektron topolojik o6zellikleri (yiik, atomlar arasi
mesafe, bag mertebesi, bag uzunlugu vs.) dikkate alinarak, aktiviteden sorumlu Pha ve
onun etrafinda bulunan ve aktivite degerlerini artiran, AG veya azaltan, APS gruplar

belirlenmektedir.
2.6.4. QSAR’ da Cok Boyutluluk

Cok boyutlu QSAR teknikleri (n>3) protein- ligand etkilesiminin tanimlanmasinda son
derece giicliidiir. Fakat ligandlarin st liste cakistirilmasinda oldukg¢a hassastir. Yani
ligand molekiillerinin biyoaktif konformasyonundan ya da ydnlendirilmesinden bagka
temellere dayanan simiilasyonlar, ila¢ tasarimi calismalarinda tahmin amacl olarak

faydali degildir.

ID QSAR: Molekiiler baglanma pKa, log P, vb. fizikokimyasal parametrelerle

iligkilendirilir.
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2D QSAR: Baglanma egilimi yapisal parametrelerle(yapisal topolojik, geometrik,

elektrostatik, termodinamik ) belirlenir.

3D QSAR: Molekiiler baglanma uzaydaki ti¢ boyutlu elektrostatik, sterik, hidrojen bagi

ve hidrofobik 6zellikleriyle belirlenir.

4D QSAR: Ligand veri setini iceren molekiillerin ¢oklu gosterimine (konformasyonlar,

protonlanma hali, stereoizomer) izin verir.

5D QSAR: 4D QSAR’ dan farkli olarak Pha’ nin sekiz farkli es zamanli, yonlenmis

pozisyonlarin degerlendirilmesine izin verir.

6D QSAR: En uygun ¢oziinme modeli tarafsiz bir sekilde tanimlanir. Coziinmemenin
derecesi, yiizeyden ¢Oziiciiniin uzaklastirilmasi ve farkli protonlanma hallerinin katkisi
gibi anlik gelismelere firsat verir. Bu tanimlamadaki o6zellik yerine CoMCET

programinda agonist/antagonist etkisi 6D olarak kullanilmistir.

2.6.5. Baz1 QSAR Teknikleri

2.6.5.1. HQSAR ( Hologram QSAR )

HQSAR, fragment esasli yapi-aktivite iligkileri iiretmek i¢in  molekiiler
hologramlari(¢ok boyutlu goriintii) ve PLS’ yi kullanir. 3D QSAR metotlarindan farkli
olarak, HQSAR c¢ok genis veri setlerinin otomatiklestirilmis analizlerine izin verir.
Boylece molekiillerin  diizenlenmelerini  gerektirmez. Kabul edilen ¢aligmalar
gostermektedir ki, HQSAR ¢ok daha karmasik olan diger 3D QSAR teknikleriyle

karsilagtirilacak diizeyde tahmin yetenegine sahiptir.

QSAR analiz teknikleri yeni bilesiklerin kesfedilme arastirmalari i¢in hizlandirildi.
HQSAR bu giiclii teknigin uygulanabilirligini genisletti. Hizli ve kullanimi kolay
olmakla birlikte gelecekteki sentez ¢alismalarina yol gosterecek kesin aktivite tahmini

saglamaktadir. Avantajlari ise sunlardir:

» Kimyasal yapiy1 biyolojik aktivite ya da ozelliklerle iliskilendirecek kantitatif

modelleri otomatik olarak olusturur.
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» fstege bagh kullanici girdilerine olan ihtiyaci en aza indirir-ii¢ boyutlu yaps,
konformasyonel ya da atomlari iist iiste cakistirma kararlar1 yoktur.

* Geleneksel boyutlardaki setlerle birlikte binlerce yapiyr igeren genis veri
setlerine uygulanabilir.

= Bir veri setinin SAR profilini hizl bir sekilde tanimlar.

= [lgilenilen dzellige pozitif ya da negatif katkida bulunan molekiiler fragmentteki
renk kodlayan atomlar vasitasiyla, kolaylikla yorumlanabilen modeller iiretir.

* Yapi koleksiyonlarina tahmin iiretmek i¢in veritabanlarini aragtirir [42].
2.6.5.2. ALMOND

ALMOND yapi-aktivite iligkisini hizli bir sekilde olusturmak ve test etmek icin,
molekiiler tanimlayicilarin yeni bir liretim seklini ve istatistiksel bir alan sunar.
Geleneksel QSAR metotlarinda fonksiyonel gruplarin belirlenmesi ve molekiillerin tist
iiste cakistirllmasi c¢ok zaman alan islemlerdir. Molekiilleri stliperimpoz (ayni
fonksiyonel atomlari1 ¢oklukla birbiri lizerinde ¢akistirma) etmeye ihtiya¢ duymaksizin
3D QSAR modelleri olusturmaktadir. ALMOND hizlidir ve daha objektif olarak daha
karmasik metotlarin tahmin giiciine sahip olur. ALMOND ve tanimlayicilar
farmakoforik bolgelerin i¢ geometriksel iligkisini temsil ettigi icin, farmakodinamik
ozelliklerin tahmini i¢in yararhdir(yani spesifik reseptor-ligand etkilesimi). Avantajlar

sunlardir:

* Digerlerinin aksine ilk diizenleme gerekmedigi icin ALMOND’ un 3D QSAR
analizi kisa zamanda yapilabilir.
= Klasik oto korelasyon metotlarindan farkli olarak ALMOND tanimlayicilari,

orijinal bilgilerin yeniden kurulmasina izin verir [43].

2.6.5.3. COMSIA (Comperative Molecular Indices Analysis, Karsilastirmah

Molekiiler Benzerlik indisleri Analizi)

CoMSIA, CoMFA metodunun son zamanlarda gelistirilmis bir uzantisidir [44, 45].
Molekiiler benzerlik, benzerlik indisleri yolu ile karsilastirilir. Standart CoMFA
teknigine gore avantajlari, hem bolge degisiklikleri hem de iist iiste cakistirilmis
atomlardaki kiiglik degisiklikler hususunda daha gii¢lii olmasidir. Bu ise benzerlik

indisleri uygulamasinin bir sonucudur. Benzerlik indisleri, Lennard-Jones ve Coulomb
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potansiyeli yerine Gaussian tipi bir mesafe baglilig1 kullanarak hesaplanir. Ciinkii onlar
kesim degerlerinin daha fazla/az istege bagli uygulamasini yaparlar. Dahasi CoMSIA
teknigi ile sadece sterik ve elektrostatik alanlar degil ayn1 zamanda hidrofobik, hidrojen
bagi verici ve hidrojen bagi alici alanlar1 da dikkate alinir. Benzerlik indisleri, iist liste
cakisma Oncesi molekiiller i¢in, diizenli bir sekilde yerlestirilmis grid olan 6rgiin kafes

noktasinda hesaplanir [46].

2.6.54. CoMFA ( Comparative Molecular Field Analysis )

3D QSAR tiiretmede kullanilan en popiiler metottur. 1988’ de ilk olarak Cremer
tarafindan tanitilan CoMFA metodu Tripos Software Ltd. tarafindan gelistirilmistir.
Calismada kullanilan her molekiil bilgisayarda molekiiler modelleme yazilimlari
kullanilarak olusturulur. Eger molekiil ¢esitli konformasyonlarda bulunabiliyorsa, aktif
konformasyonlar tanimlanmali. Aksi takdirde diger molekiiller anlamsiz olur. Her

molekiil i¢in Pha daha sonra belirlenir.

Ikinci asamada her molekiil bir drgii kafesine yerlestirilir. Burada, her molekiiliin kafes
icinde ayni goreceli pozisyon ve ydnlenmede oldugundan emin olmak 6nemlidir.
Molekiil kafes i¢ine bir kez yerlestirildi mi, molekiil etrafindaki sterik ve elektrostatik
alanlar Olciilebilir. Bu etkilesim alanlar1 ilk Onceleri sterik ve elektrostatik alanlardi,
fakat daha sonra hidrofobik alanlar ve hidrojen bagi alici ve hidrojen bagi verici
alanlarla genisletildi. Bunun i¢in 6zel olarak belirlenmis bir prob atom, kafes noktasinin
her birine sirasiyla yerlestirilir ve molekiille prob atom arasindaki elektrostatik ve sterik
etkilesimler hesaplanir. Prob atomu molekiile ne kadar yakinsa, sterik etkilesim enerjisi
de o kadar yiiksek olur. Ayni sterik etkilesim enerjisine sahip kafes noktalari, sterik
alanlar1 belirlemek igin ¢izgilerle birlestirilir. Uygun bir g¢evre ¢izgisi secerek,

molekiiliin sekli belirlenebilir.

Elektrostatik alan da benzer sekilde hesaplanabilir. Prob atomu pozitif yiikli oldugu
icin, pozitif elektrostatik etkilesimler molekiiliin negatif karakterde olan bdlgelerini
belirtir. Negatif etkilesimler ise molekiiliin pozitif karakterdeki bolgelerini belirtir.
Molekiiliin pozitif ve negatif bolgelerini belirtmek i¢in ayni enerjili kafes noktalari
cevre ¢izgileriyle birlestirilir. Aktivitede sterik ve elektrostatik etki olup olmadigini
belirlemek i¢in, molekiillerin biyolojik aktiviteleri hesaplanan sterik ve elektrostatik

alanlarla karsilastirilir. Boylece molekiiller kendi alan Ozellikleri ile temsil edilmis
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olurlar. Tiim molekiillerin alanlar1 i¢indeki genel bolgeleri ortaya c¢ikarmak i¢in c¢ok
degiskenli istatistikler uygulanir. COMFA yonteminde kismi en kiigiik kareler (partial
least squares, PLS) regresyon metodu kullanilir. Olduk¢a karmagik lineer esitlik
formundaki bir QSAR hesaplanir. Her regresyon esitligi gibi QSAR da en kiigiik kareler
uygunlugunun kalanlarindan hesaplanan r* korelasyon katsayisi ile tanimlanir. Bu
katsay1, modelin giris verisine ne kadar uydugunun ya da onu ne oranda yansittiginin bir
Olclimiidiir. Regresyon kalitesinin tahmini i¢in diger parametreler standart tahmin hatasi
SE ve F degeridir. Her kafes noktas1 bir QSAR katsayisina sahip oldugu i¢cin, COMFA
QSAR esitligi lic boyutlu cevre haritasi seklinde grafiksel olarak 6zetlenir. Tahmin
edilen yapilar model tiiretilmesinde kullanilanlara benzemek sartiyla yeni bilesiklerin
ozellik degerlerinin tahmininde de CoMFA QSAR esitligi kullanilabilir. CoMFA’ da
molekiil setinin Onceden uygun bir sekilde “iist liste ¢akisma” yapilmasi gerekir.
Molekiillerin iist iiste ¢akisma yapilmasi, onlar1 belirli kurallara gore iist iiste koymak

demektir. Bu ise molekiiler alanlarin karsilastirilabilmesini kesinlestirir [40].

2.6.5.5. QSAR Yontemi Olarak COMCET Programi

ER’ deki incelenen bilesiklerin deneysel aktiviteleri kaynaklardan toplanarak molekiil
serisi belirlenir. Molekiillerin konformasyonlar1 dikkate alinarak “Spartan ES V2.0.1”
programinda kuantum kimya hesaplamalar1 yapilir. Bu sonuglar COMCET programinda
ele alinarak her bir konformere ait elektronik 6zellikler, molekiiliin {i¢ boyutta sayisal
bir gosterimi olan ETMC matrisinde gosterilir. Matrislerin karsilastirmasiyla aktiviteden
sorumlu Pha belirlenir. Bu Pha’ y1 bulunduran konformerler icin APS ve AG gruplarina
ait torsiyon agilari, Pha’ dan uzakliklar1 ve bu gruplarin etkin katsay1 degerleri bulunur.
Bu karakteristik 6zellikler, Pha’ nin yaninda aktivitenin degerine etki eder ve onun nicel
olarak incelenmesine imkan saglar. COMCET programi ile elde edilen sonuglar istatistik
hesaplamalarda degerlendirilerek 3D QSAR incelemeleri tamamlanir. Biyoalicinin
molekiillerle olan etkilesim mekanizmast bu programin sundugu 3D QSAR

sonuclarindan saglanir ve onun yapisi hakkinda 6n bilgiler elde edilir.

2.7. Farmakofor Kavram

Ilag etkisinden sorumlu oldugu diisiiniilen molekiillerin tek &zelliklerinin bir seti,
farmakofor (Pha), deneme setinde sadece aktif molekiillerde olan ve verilen bir

geometrik diizenlemedeki atom veya atomik gruplarin bir seti olarak tanimlanir. Bagka
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bir tanimui ise, verilen bir bilesik serisinde ilgilenilen biyoaktiviteyi temsil eden verilen,
bir geometrik diizenlemedeki bir grup 6zel atom olarak tanimlanir. Farmakofor kavrami
yapt aktivite iligkilerinde oldugu gibi ila¢ tasarimi ve toksikolojide de cok yararh
oldugunu kanitlamistir. Pha’ y1 tanimlamak biyoaktivitenin var ya da yok oldugunun
tahmin edilebilecegi anlamina gelir. Bu sekilde herhangi bir kantitatif aktivite belirtisi
olmaksizin aktivitenin kalitatif tahmini i¢in Pha bir belirleyicidir. Aktivitenin bdylesine
kuramsal bir dl¢limii pratik kullanim i¢in yetersizdir. Bu probleme ilk yaklasim olarak
faydali olabilir. Bununla birlikte, bu alandaki son ¢alismalar bu farmakofor taniminin
oldukca kaba ve makul bir aktivite tahmini i¢in yetersiz oldugunu gostermektedir. EC
Metoduna dayanarak gelistirilmis Pha tanimi i¢in ii¢c 6nemli 6zellik belirtilmistir[47]:

1. Pha sadece bir grup atom olarak tanimlanmamali. Molekiildeki uygun atomlarin
elektronik ozellikleriyle de tanimlanmali. Elektronik ozellikler ise farkli bilesiklerde;
ayni1 atomlar i¢in farkli, farkli atomlar i¢in ise ayni1 olabilir.

2. Pha’ nin hem elektronik o6zellikleri hem de geometrik parametreleri, belirli sinirlar
icerisinde, bir bilesikten diger bir bilesige degisiklik gdosterir ve aktivite bu
varyasyonlarin bir fonksiyonu olabilir.

3. Pha aktivite i¢in gerekli fakat yeterli bir sart degildir. Ciinkii Pha varliginda bile
molekiiliin aktivitesi OOP(Out-of-Pha) gruplar tarafindan sifira kadar azaltilabilir.

2.7.1. Farmakofor Tanimlama Metotlar:

Aktif ve inaktif bilesikleri yapisal olarak tanimlamak i¢in kullanilan Pha tanimlama
metotlarindan birisi, aktif-benzesim yaklagimidir. Baslangigta Marshall tarafindan
sunuldu [48]. Aktif- benzesim yaklasimi iki adimdan olusur. Ilk adimda bir grup aktif
bilesikten olusan deneme setindeki farkli fonksiyonel gruplarin ilag-biyoalici
taninmasinda Onemli etkisine bakilir. Bunun i¢in bulunan bilgi, bir grup ilacin
baglanmadan sorumlu olan biyoalicidaki fonksiyonel gruplarin dogasi hakkinda biraz
bilgi verebilir. Ikinci adimda ya farkli ve ayn1 serideki fonksiyonel gruplarin arasinda ya
da biyoalic1 i¢inde varligir kabul edilen noktalarla tanimlanmis baglanma noktalari

arasindaki benzerlik diistiniilerek bir hipotez ileri siiriiliir.

Temel olarak, aktif-benzesim yaklasim isleyisi asagidaki gibidir:
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Aktif molekiiller bulunmasi miimkiin olan konformerlerinden birisi ile siiperimpoz
yapilir, boylelikle birbirinin yerini tutan 6nemli gruplar (6rnegin Pha) cakisirlar. Pha
atomlar1 arasindaki mesafe izinli konformerlerin her birisi i¢in sistematik olarak
kaydedilir. Bu yolla, istenilen sartlar1 tasimayan ve bir Pha modelinin yapisi i¢in alakali
olmayan konformerler, isleyisin ilk adimlarinda c¢ikartilir. Gibbs enerjilerindeki
biiytikliikten dolay1 Boltzmann dagilimina gére bu konformerlerin sayilar1 azalacaktir.
Az niifuzdaki konformerler de elimine edilebilir. Biitiin aktif molekiiller tarafindan
basarilabilen atomlar aras1 mesafeler grubu var olmasi muhtemel olan Pha geometrisini
temsil eder. Bu yaklasim yeterince homolog olan bilesikleri igerir, bu yiizden
sliperpozisyon tanimsiz veya anlamsiz degildir. Ayrica enerji faktorleri goz Oniine
alinarak konformerlerin tasidiklar1 Pha, AG ve APS ile ilgili heniiz higbir hesaplama
yapilmadigindan, siiperpozisyondaki kararlar heniiz niteldir (aktif/inaktif), nicel

degildir.

Birincide Oncii bir Pha modeli aktif-benzesim yaklagimi kullanilarak saptanir, bir
saflastirma genellikle yapilir. Fonksiyonel atomlar1 ¢oklukla birbiri {izerinde ¢akistirilan
konformerler kullanilarak onlarin belirli tolerans araligi ile ortak olarak tasidiklar1 aktif
fragment Pha tanimlanabilir. Bu isleyis analiz i¢in diisiiniilen biitiin ligandlara bir ge¢is
siirt tanimlayabilen genel bir durus ve pozisyon meydana getirebilir. Bu yaklagim
kullanilarak degisik ligandlarin topolojilerinin karsilastirilmas: ve bunun Pha, AG ve
APS olarak hesaplanmasiyla, biyolojik sorumlulugun farkini géstermek miimkiindiir.
Ayn1 yolla, mesela enzim inhibitorleri i¢in aktivite veya inaktivite veya proteinler i¢in

agonist veya antagonist aktivite agiklanabilir.

Aktif-benzesim yaklasimi esas olarak konformer olarak simiflandirilmis ve etkili
bilesikler bilindiginde ve birisi bu bilesikleri daha esnek molekiillerin siiperpozisyonu
icin sablon olarak ele alabildiginde kullanilabilir. Diisiiniilebilen konformasyonal
esneklikteki sistemler i¢in, ¢esitli metotlarla konformasyonal uzayi arastirmak ve sonra
geriye ve/veya uzaklik kriterine dayanan saptanmis konformerleri analiz etmek igin
kullanigh olarak tanitilir. Pha tespiti i¢in konformer analizinin kullaniminin

basitlestirilmig hali Consentino tarafindan ele alinmistir [49].

3D QSAR teknikleri, ¢alisilan molekiil serisinin disindaki bilesiklerin potansiyelini

tahmin i¢in ve de calisilan bilesiklerin potansiyelini uygun hale getiren nicel biyolojik
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modelleri arastirmak ve c¢alistirmak i¢in kullanilir. Gergekte birgok 3D QSAR
metotlarinin bagvurular1 6nerilmis bir Pha modelini gerektirir [4, 5, 6, 32, 50]. QSAR
metotlar1 direkt olarak Pha ¢ikarmak i¢in nadiren kullanilmasina ragmen, 6n modellerin
kalitesinin ~gelistirilmesi icin degerli metotlardir. Birlestirildiklerinden beri bu
yaklagimlara Cramer [51] tarafindan daha ¢ok dikkat harcanmistir. Cramer’in
karsilagtirmali molekiiler alan diizenlemesi (CoMFA), 3D QSAR metotlar i¢in genis
olarak kullanilmaktadir. 90’ dan fazla CoMFA caligsmalar1 basilmigtir ve bunlardan en

az 25 tanesi data setin disindaki bilesikler i¢in dogru aktivite tahminini igerirler.

Bir QSAR calismasi, eger yapisal parametreler gercekten biyolojik aktivitedeki
farkliliklarla iligkili degilse basarili olamaz. Yapisal parametrizasyonun bu sorununa
yeni bir yaklasim, molekiiler seklin biyolojik aktivite ile iliskili olduguna ve ligand-
biyoalict etkilesiminin kovalent baglanmada nadiren degisiklikler icerdigi inaniglarinin
birlestirilmesine dayanir. Bu felsefe CoOMFA’ y1 temel olarak geleneksel QSAR’ dan
ayirir. CoMFA, st iiste ¢akistirilmig bir grup bilesigin etrafindaki sterik ve elektrostatik
alanin uygun bir drneklenmesinin molekiillerin biyolojik 6zelliklerini anlamak ig¢in
gerekli biitiin bilgileri saglayabildigini kabul eder [51]. CoMFA, anlasilabilir molekiiler

tanimlari, istatistik analizleri ve sonuglarin grafiksel sunumlarindan dolay1 ¢ekicidir.

CoMFA, ¢6ziimiinii iiretmek i¢in iki kritere bagvuran ve tekrarlanabilen bir islem olan
kismi en kiiciik kareler analizini (Partial Least Squares- PLS) kullanir. ilk énce yeni bir
eleman ¢ekmek i¢in kriter, kolektif yapisal parametreler siitunlarinin hepsi ile deneysel
bilgiler arasindaki genellestirmenin derecesini artirmaktir. Ikinci adimda, bir PLS
tekrarlanabilirliginin degerlendirilme safhasinda heniiz meydana getirilmis prensip
unsurlarinin - kabulii i¢in kriter, bagli degiskenleri tahmin etmek igin tahmin
yetenegindeki bir ilerlemedir. PLS’ de bir QSAR’ 1 tahmin yetenegine deger bigcmek
icin kullanilan teknik “cross-validation” dir. Cross-validation tahmin performansina
deger bigmek i¢in en iyi yol, tahmin etmektir fikrine dayanir. PLS kullaniminda bir gizli
tehlike vardir; PLS’ nin deneme set i¢indeki her iligkiyi agiklayacagina garanti yoktur.
CoMFA prosesinin bir sonucu olarak her bir tip CoMFA alani i¢in gosterilmis iki tiir
cevre seviyesi olacak; en ¢ok pozitif ve en ¢cok negatif. Daha yiiksek 6zellik degerlerine
sahip olabilecek yeni bilesikleri onermeye yardimci olan bu cevre haritalar1 biitiin

molekiiller i¢in ortak olan Pha’ y1 gdstermezler.
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Pha haritalandirmak i¢in birgok yeni yaklagimlar potansiyel biyoalic1 etkilesim
bolgelerinin davranisini ve hesaplama fikrini tekniklerinin ana ozelliklerinden birisi
olarak igerirler. Bunlara o6rnek olarak, DISCO (Distance Comparison) isimli bir
program Martin ve ortak ¢alisanlari tarafindan gelistirildi [52]. Program yapisal olarak
farkli olan bilesikler i¢in siiperpozisyon kurallarini sdyleme yetene§ine sahiptir. Bir
bilesigin bir¢ok diisiik enerjili konformerlerini ve noktalarini bulmakta faydali olabilir.
Prosesin ilk adimu ilgilenilen biyolojik hedef icin iyi etki gosterecek temsili bilesiklerin
bir grubunu se¢mektir. Daha sonra her bir bilesik igin bir grup diisiik enerjili temsili
konformerler bulmakta bir konformasyonel analiz isletilir. Daha sonra her bir bilesik
icin biitiin potansiyel farmakoferik unsurlar hesaplanir. Bu unsurlar kullanici tarafindan
kontrol edilebilen bir altyap: arastirma dili olarak algilanir. Tipik olarak arastirmaci her
bilesigin hidrojen bagi yapabilen bdlgeleri, hidrojen bagi yapamayan bdlgeleri,
hidrofobik bolgeleri ve diger kilit atomlar1 potansiyel farmakoferik bdlgeler gibi
kullanir. DISCO’ nun 6nemli bir 6zelligi hidrojen bagi yapabilen ve hidrojen bagi
yapamayan bolgelerin hesaplanmasidir. Bu noktalar bilesikteki ilgilenilen atomlardan
otomatik olarak hesaplanir ve biyolojik hedef ile etkilesimin kabul edilen (varsayilan)
bolgelerini gosterirler. Sonunda, bir referans bilesigi (genellikle en az konformerli

birisi) kullanici tarafindan segilir.

Hazir bir ticari molekiiler modelleme programinda biitiinlestirilmis bir ilave farmakofer
haritalandirma stratejisi ChemX programinin igerisinde kullanima hazirdir. Yaklagim
asina bir farmakofer tanimi prosesini takip eder. Ilk dnce, veri set icin diisiik enerjili
konformerleri belirlemek i¢in bir konformasyonal analiz yapilir. Siradaki adim ise
hidrojen bag1 yapabilen bolgeler, hidrojen bag1 yapamayan bolgeler, pozitif yiiklenmis
atomlar ve aromatik halka merkezleri olan potansiyel Pha noktalarimin otomatik
gorevlendirilmesidir. Bu proses sirasinda, bu noktalarin ¢iftleri (mesafe anahtari) ile
sayisal bilgiler, tipler ve noktalar arasi iligkiler arasindaki mesafeler depolanir (formiil
anahtar1). Onerilmis Pha’ lar miimkiin olan ii¢c veya dort noktali Pha’ lar i¢in mesafe ve
formiil anahtarlarinin arastirilmasiyla tanimlanir. Daha sonra her bilesigin en az bir
konformerinin bu Pha’ larla karsilagtirilmasiyla onaylanmalidir. ChemX’ in Pha
haritalandirma fonksiyonu ge¢cmiste sekiz serotonin reseptor antagonistlerinin bir grubu

i¢in bir Pha haritasinin ¢ikarilmasinda kullanildi [53].
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Bu tezin baslangi¢c noktasi olarak sunulan, Pha tanimlama metotlarindan bir tanesi de
elektron topolojik yaklagimdir [54, 55]. Bu yaklasimda, bir molekiiliin geometrik ve
elektronik o6zellikleri bir matris i¢inde tanimlanir. Her bir molekiil i¢in, bir elektron
topolojik matris, konformasyonal analizinden segilen sadece bir konformere dayanarak
yapilir. Elektron topolojik matris diyagonal elemanlar1 ile bir elektronik yapisal
parametre iceren gerekli bir atomlar aras1 mesafe matrisidir. Kimyasal olarak bagli olan
iki atom i¢in non-diyagonal elemanlar1 baga ait (bag sirasi, Wieberg indisi, bag enerjisi
vb.) bilgileri depolamak i¢in kullanilir. Bir seride aktif bilesikler i¢in matrisler daha
sonra, inaktif bilesiklerde bulunmayan ortak 6zellikleri bulmak icin karsilastirilirlar. Bu
ortak Ozellikler aktivitenin elektron topolojik alt matrisinden ¢ikan Pha ile temsil edilir.
Pha’ nin sonuglarinin incelenen aktiviteyi temsil ettigi one siiriiliir. Birgok problem bu
metodun en basit versiyonu ile ¢oziilmiistiir. Bu basit versiyon bir biitiin halinde bu
yaklagimin ana 6zelliklerinin faydasini su uygulamalarla agiklamistir; misk kokusunun
cikist [56, 57], sarimsak aktivitesi [58, 59], et kokusu [3], thymidine fosforilasin inhibe
aktivitesi [3, 59], bitki biiylime diizenleyicisi aktivitesi [60], dibenzo [a,d]
sikloalkeniminlerin bir serisinin yapi-antagonist aktivitesi [61], glikolik asit oksidaz’in

inhibe aktivitesi [62], sandal agaci kokusu [63], kehribar kokusu [64] ve benzerleri.

Bu caligmalarin ¢ogunlugunda ana hedef, bilesiklerin incelenen bir serisinde aktivitede
rol aldiklar1 zannedilen, diizenlenmis geometride verilen spesifik atomlarin bir grubu
olarak tanimlanan Pha’ y1 agiklamaktir. Pha’ nin yerini tayin etmek biyoaktivitenin
varligini veya yoklugunu tanimlayabilme yetenegi demektir. Bu sekilde Pha bir arag
olarak hicbir nicel biiyiikliik bildirmeden aktivitenin nitel (evet/hayir) tahmini i¢in bilgi

saglar.

Aktivitenin boyle bir saf nitel 6l¢limii pratikte kullanim i¢in etkin olmayabilir. Mesela,
eger Pha mevcutsa fakat aktivite kiigiik ise bilesik deneysel olarak inaktif olarak
siiflandirilir. Pha kavraminin degeri, eger aktivite tahmininin nicel bir 6lgiisii ile
tanimlanirsa veya en azindan biiylikliik sirasina dizilirse anlamli bir sekilde artar. Diger

arastirmalarin arasindan anlatilanlar bu incelemede basarilmustir.

Bu calismada 27’ si aktif, 9° u aktif olmayan toplam 36 bilesigin ER aktiviteleri bir
QSAR teknigi olan COMCET programu ile incelenmistir.



3.BOLUM

MATERYAL VE METOT

3.1. Materyal

Bu caligsmada:

1) Spartan Pro 1X yazilim paket programinda kuantum kimyasal hesaplamalar

yapilmistir. Bu programda;

la. Molekiiler Mekanik hesaplamalar,

1b. Kuantum kimyasal hesaplamalar,

2) Yahya Giizel tarafindan gelistirilen CoMCET igerisinde;

2a. Her bir konformerin topolojisini {i¢ boyutlu olarak temsil eden konformerlerin
topolojik matrisleri (Electron Topologic Matrix of Conformers, ETMC) ¢ikartan
program,

2b. ETMC matrislerinin st iiste cakismaya gore yeniden diizenleyen program,

2c. Benzesen atom gruplarindan muhtemel Pha’leri ve buna gore AG ve APS

gruplar belirleyen program, kullanilmigtir.

Tim programlar i¢in Pentium(R)-4 CPU 1.70 GHz, 256 MB RAM bilgisayar kullanildi.

3.2. Metot

Spartan Pro.1x programinda molekiil iskeletlerinin ¢izimi ve iskelet dinamizmine gore

en diisiik enerji halleri minimize edilerek molekiil yapilarinin ¢ikartilmasi.
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MMFF metoduyla uygun konformerlerin belirlenmesi.

“Ust iiste ¢akisma” yapilarak molekiildeki ayni konformerlerin silinmesiyle
temsil edici konformerlerin tutulmasi.

Konformerlerin kuantum kimya hesaplamarinin Semi-empirik AM1 metoduyla
hesaplanmasi.

Diisiik enerjili olanlarin se¢ilmesi (6rnegin goreceli entalpi degeri 1cal’den
biiylik olanlar silinir).

Uygun atomlar tekrar “iist iiste cakigsma” yapilarak benzer veya az farkli
konformerlerin islem dis1 birakilmasi.

Biyolojik aktivite gosteren molekiillerin biyoalicilar ile etkilesmesinde aktiflik
mekanizmalariin agiklanmasi ve aktif fragmentin ¢ikartilmasi i¢in yukarida
belirtilen bes kademedeki Spartan paket programi kullanilmasindan sonra seri
bilesiklerin incelenmesi i¢in COMCET programinin uygulanmasindaki algoritma
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Sekil 3.1. CoMCET Uygulamasindaki Algoritma

Uygun elektron konformasyonal matrisin (ETMC) olusturulmasi ve

diizenlenmesi.

ETMC’lerin referans konformere bagli olarak karsilagtirilmasi.
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e Pha’lerin belirlenmesi.

e Pha’lere bagli olarak, her bir Pha i¢in bir veya birden fazla AG’nin ve APS’nin
bulunmasi.

e Regresyon analiz degerlerine gore en uygun tek bir Pha ve onun AG ve
APS’lerini sonuglandirilmasi

e Aktivitenin Elektron Konformasyonal alt matrisi (“Electron Conformer Sub-
Matrix”’; ECSM) ile Pha, AG ve APS’nin ¢ikartilmasi.

¢ Denenmemis yeni bir molekiil i¢in Pha, AG ve APS’lerden aktivitenin

hesaplanmasi.

3.2.1. Konformasyon Analiz islemi

Molekiillerin konformasyon analizi Spartan paket programinda MMFF metodu ile
yapilir. Molekiiler Mekanik, bir molekiiliin konformasyon enerjisini ve yapisini
cikarmak i¢in kullanilan hesap metodudur. Bu metotta molekiiliin toplam potansiyel
enerjisini minimum yapan molekiil yapist bulunur. Molekiildeki atomlar
arasinda miimkiin olan tiim karsilikli etkilesimler dikkate alinarak hesaplamalar yapilir.
Kullanilan program olduk¢a hizlidir ve enzimler gibi biiyiik yapili sistemler i¢in dahi
tepkime 1s1s1 ve konformasyon kararliliklar1 gibi nicelikler kolaylikla hesaplanabilir.
Ayrica elektronik yapiya bagl olan ozellikler ya da elektronik yapi1 hakkinda bilgi

edinilebilir.

Molekiiliin konformasyon enerjisi, mekanik model esas alinarak miimkiin olan
etkilesme enerjilerinin ( Van der Waals, donme, elektrostatik, hidrojen bagi, valens

bagi, valens acis1 gerilme enerjileri) toplami seklindedir.

a) Van der Waals etkilesim enerjisi;

Lennard-Jones (3.1) yada Buckingham (3.2) olarak bilinen potansiyelle belirlenir.
U, =-Ar° + B/r'? (3.1

Uy =-A/t® +Be™™ (3.2)

Burada A,B,C ampirik parametrelerdir, r; Van-der Waals yaricapidir.. Her iki ifadede

birinci terim ¢ekmeyi, ikinci terim ise itmeyi karakterize etmektedir.
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b) Donme enerjisi;

Uy
Ud=T(1-_|'nn:os;aj (2.3)

denklemi ile hesaplanmistir. Burada U, potansiyel engelin yiiksekligini karakterize eden
ampirik parametre, @ iki yiizlii donme agisi, n ise atom elektronlarinin kendi etrafinda
donmesi ile olusan valens halleri ile ilgili bir parametre, + isaretleri Ise baslangic

konformasyonunun secilmesi ile ilgilidir.

c) Elektrostatik enerji;

q._q]—

1

Uel = K —i L (34)
|

denklemi ile hesaplanmistir. Burada q; ve qj karsilikli etkilesen atomlarin yiikleri, r/y
onlar arasindaki uzaklik, E ise molekiiliin yer aldig1 ortamin ( dielektrik ) katsayisi, K ise
angstrom ile 6lciildiigiinde enerjinin kcal/mol ile ifade edilmesi i¢in gereken doniisiim

parametresidir. (K=232)

d) Hidrojen baginin enerjisi;

Morse potansiyeli olarak bilinen,

Uny= D [l-exp (-cAr)] * - D (3,5)

denklemi ile hesaplanmistir. Burada D hidrojen baginin ayrigma enerjisi (dissosiasyon

enerjisi ),
Ar=r1-T19 (3.6)

olup r, hidrojen bagmin denge halindeki uzunlugu, r herhangi bir andaki uzunlugu

(uzanimi) , ¢ ise ampirik bir parametredir.
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Bir¢ok organik ve biyolojik molekiiller makro molekiiller bilesiklerde molekiil ici
hidrojen baglan mevcuttur. Bu baglarin enerjileri de molekiiliin toplam enerjisini

(konformasyon enerjisini) etkilemektedir.

e) Valens agis1 enerjisi;

2

o 2

C (o= 0] (3.7)

1

T =

14

1

I

denklemi Ile hesaplanmistir. Burada C; uygun esneklik katsayisi. N, valens acilarinin

sayis1, Ci ve a,° ler ampirik parametrelerdir.

f) Valens bagi enerjisi;
Ua = SK, @) (3.9)

denklemi ile hesaplanmistir. Burada r° ve r kimyasal bag uzunluklarinin ideal ve gercek
degerleri, Kj esneklik katsayisi, Kj ve r¢ deneye dayali parametrelerdir, molekiilde
titresim hareketinin olmamasi halinde valens acgilarinin ve valens bag uzunluklarinin

sabit kaldig1 sdylenir. Bu enerjilerin topiami, molekiiliin konformasyon enerjisini verir.
U =Uw +Uqg + Ug + Upp + Ugit (Uya + Uyp) (3.9)

Spartan paket programi Pentium-IV / 1600 bilgisayarda calistirildi. 31 bilesik icin
geometrik optimizasyon islemi ile konformasyon enerjileri hesaplanarak her bir

bilesigin kon formasyonal yapilar1 belirlendi.

3.2.2. Kuantum Kimyas1 Hesaplamalan

Molekiiler mekanik hesaplamalarin ardindan biitiin molekiiller i¢in ¢alisilacak
konformerler tespit edildikten sonra bu konformerler Semi-empirik programinda Austin
Model-1 (AMIl) metodu ile tekrar hesaba alindi. Ardindan goreceli olarak, toplam
enerjileri <l olan konformerlerin sonucglari txt dosyalan halinde farkli olarak

kaydedildi. Bu ¢alismada *.txt dosyalarindaki bilgiler icerisinden atomlarin yiikleri ve
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kartezyen koordinatlari, molekiile ait enerjiler ET-matrisine doniistiiriildii. Bu matris

degerleri, molekiillerin karsilagtirma ile aktif fragmentinin bulunmasi i¢in kullanildi.

Bir molekiiliin detayli yapisi kuantum mekaniksel metotla incelenir. Dolayisiyla
molekiil i¢in, Schrédinger denkleminin ¢ozlilmesi gerekir. Fakat Schrodinger denklemi,
yalmz hidrojen atomu ve ona benzer iyonlar igin hassas ¢dziilebilir. Ikiden fazla
elektrona sahip atomlarin veya kuantum mekaniksel sistemlerin ¢0ziimii igin
Schrodinger denkleminin hassas ¢oziimii miimkiin degildir. Bunun i¢in simulasyon

metotlar kullanilmaktadir, 6rnegin; N elektronlu atom i¢in Hamilton operatorii;

2

H N N oW g
H-o- vy 27y L 4?2y —+R (3.10)
2 =1 : i=l ri = =1 1

seklinde verilmektedir. Burada Z ¢ekirdek yiikii, e elektron yiikii, m atom kiitlesi, Viise
koordinatlara bagli olup ikinci mertebeden diferansiyel operatorlerinin toplamini
gostermektedir. Atomun tam hareketi dikkate alinmamistir. Denklem (3.10) daki birinci
terim elektronlarin kinetik, ikinci ve {i¢lincii terimler ise elektronlarin atom ¢ekirdegi ve
birbirleri arasindaki karsilikli etki enerjisinin operatorleridir. R ise relativistik etkileri
dikkate alan terimdir. Deney verileri gostermistir ki; dis alan etkimediginde hafif
atomlar icin relativistik etkiler dikkate alinmayabilir. Bu sebepten izole olmus atomlar

icin relativistik olmayan Schrodinger denklemi genel halde, HY = EW

(B Jdo2 231 agel

- - + - S R N = JRT
R A A L B e R D
ZE? ( 1'1.. 1'2 mEsmmEmn I’H ] G]. - 02 yamsmnam n GN ) (311)

seklinde yazilabilir. Burada r; x,y,z koordinatlarii, N molekiildeki elektronlarin

sayisini, oy ise ¢ekirdeklerin sayisini gostermektedir. Atomun hal fonksiyonu W (r; 12,

61, 02 ...... on ) elektronlarin 3N sayida uzay ve N sayida spin koordinatlar ile ilgilidir.

Atomun yapist tim karsilikli etkilere baglidir. Her bir elektronun durumu ise,
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cekirdegin yanmi sira N-1 elektronun durumuna da baghdir. (3.11) denkleminin
¢Oziilmesi, atomun E enerjisinin ve ¥ hal fonksiyonunun bulunmasina, bunlarin
bilinmesi ise atomu karakterize eden tiim parametrelerin bilinmesine imkan

vermektedir.

Spartan paket programinda AM1 metodu kullanilarak her bir bilesigiN, HOMO-LUMO
enerjisi ve katsayilari, atomlar arasi1 yogunluklar1 ve atom yiikleri, elektronik yiikler ve
bilesigin toplam enerjisi gibi elektronik yap1 parametreleri asagida gosterilen

bagintilardan hesap edilmistir.

a) Atomlar arasi elektron yogunluklar1 ve atom yiikleri

_S o *a (3.12)

denklemi ile hesaplanmistir. Burada, Ppq yogunluk matrisi, ij* ve Cqj orbital

katsayilaridir.

b) Elektronik yiikler atom orbitalleri {izerindeki elektron yogunluklari,

M
Pys= 2 Py (3.13)

denklemi ile hesaplanmistir. Burada Pas atomun elektron yogunluk matrisi, Ppq

yogunluk matris elemanini gostermektedir.

c) Elektronik enerjiler,

W, N, H

A AR 2
E, =23P, Uy +X X (2P, P -P )T
m=1

D) ) " (3.14)

denklemi ile hesaplanmigtir. Burada, E, elektronik enerjiyi, NA ve Ng A ve B
atomlarinda dikkate alinan orbitallerin sayisini, Pkk, Pmm; k ve m orbitallerinin
yogunluk matrislerini, UkkA iyonlasma potansiyeli , ['yo ise bir atom i¢inde degisik

orbitallerde yer alan iki elektronun karsilikli etkilesime integralini gosterir.
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d) Baglanma enerjisi ,

* +

-1(4Pkm P2 Prm Tap) +—5 = —2BuuVg + 4By Pep Ty (319
ALF

NJ".
T

k=1

=
==}

EAB

AN

denklemi ile hesaplanmustir. Burada, EAB baglanma enerjisi, ZA" ve Zg etkin cekirdek
yiikiinli, VBA B atomunun k orbitalinde bulunan elektron ile A atomu ¢ekirdegi
arasindaki ¢ekim integrali, P ve Pgg A ve B atomlarinin yiik yogunluk matrislerini ,
I'ag A atomunun k orbitalinde bulunan elektronla B atomunun m orbitalinde bulunan

elektronun karsilikl etkilesme integrali (I'xm = ['ag ) * dir.

e) Molekiiliin toplam enerjisi ,

m m k k
+33p, H S S ( 29klVlpar-<kafVlpm > ) ) =SB+ 2 Ey (316)
k=1 p=lg=1 4=l 4B

denklemi ile hesaplanmistir. Bu denklemlede, Z, ve Zg o ve B atomlar1 aras1 uzakligi,
Pxm 1se k ve m orbitallerinin yogunluk matrisini ifade etmektedir. | Vv | 1se (ZA*ZB*) /
Rag ifadesine esittir. Kkm; k ve m orbitallerinin ¢cakisma integraline esit bir deger olup
(Hkm = Skm Pxm ) ¢ dir. Bim ise Pa® + Pp° rezonans integralleri olan parametrelerin

toplamina esittir. B5° ve Pg° parametreleri A ve B atomlarinin tiiriine baghdir.

g) Molekiiliin reaksiyon merkezleri,

-
i [
L2

(3.17)

denklemi ile bulunmustur. Burada, RM reaksiyon merkezlerini, Ci atomik orbitallerin

HOMO-LUMO’larinin katsayilarini ifade etmektedir.
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3.3. Karsilastirmalh Molekiiler Konformer Elektron Topolojik Metot
(CoMCET)

3.3.1. CoMCET Programinin Geregi

Bir molekiiliin biyolojik aktivite tahmini i¢in gerekli olan; Pha, Auxilary Group (AG)
(aktivitenin artmasinda yardimci olan) ve aktivitenin azalmasinda rol alan perdeleyici
APS gruplart tanimlamada kullanilan CoMCET programinin temelleri verilecektir.
Onceki benzer calismalara gdre yapilan yenilik APS ve diger AG gruplarm etkilerini ve
konformasyonal problemi icerir. Konformasyonal problem oda sicakliginda yogun
olarak bulunan biitiin konformerlerin dagilimlarini hesaba katarak ¢oziildii. ikinci
onemli gelisme biyoaktivitenin nicel formiiline APS ve AG gruplarinin dogru bir
sekilde parametrize edilmesiyle basarildi. Bu iki temel gelismeyle biyoaktivitenin

tahmini saf nitel olmaktan ¢ikarilip nicel hale doniistiirtildii.

CoMCET programina dayanan, Pha fikri asagidaki {i¢ 6nemli tanimlamalar yapilarak

gelistirilebilir [3-66].

1) Pha grubu sadece periyodik tablodan ayni atomlar olarak tanimlanmamali.
Pha’deki bir atom; farkli atomlar ile ayni olabilirken, ayn1 atomlar i¢in de farklh
olabilen elektronik karakterlerden tanimlanabilir.

2) Hem elektronik karakterler hem de geometrik parametreler belirli sinirlar
(toleranslar) igerisinde bir aktif bilesikten bir baskasina degisebilir ve aktivitenin
biiytlikliigii bu degisim miktarlarina bagl olabilir.

3) Pha aktivite icin gerekli fakat yeterli kosul degildir. Pha’in varliginda
molekiiliin aktivitesi reseptdr ile etkilesimini engelleyen APS grup tarafindan
(tamamen veya kismen) azaltilabilir veya hidrofobisite, lipofilite gibi bagka

ozelliklerle AG grup tarafindan artirilabilir.

Inceleme altindaki bilesik serisi deneme ve 8-12 molekiillii test set olarak rasgele 2
pargaya boliiniir. APS ve AG’nin etkisi aktivitedeki rollerini yaklasik olarak hesaba
katarak parametirize edilebilir. Pha’e benzer sekilde bu parametirize etme islemi
CoMCET tarafindan bulunan ayni elektronik ve geometrik parametrelerle AG ve APS
gruplarin tanimlanmasina dayanir. Daha sonra aktivitelere oranla incelenen set i¢in bu
parametreleri isleterek ve en kiiclik kareler yontemini kullanarak, aktivitede rol alan

parametrelerin her birisinin etkinligini temsil eden degiskenleri bulunur. Her bir
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konformerin bulunma yiizdesini, enerjisini ve sicakligi bir fonksiyon olarak ekleyerek
biyoaktivitenin nicel tahmini i¢in bir formiil ¢ikartilir. COMCET, Pha’in APS ve AG
gruplarin parametreleriyle tamamlanmasiyla, Pha fikrini biyoaktivite tahmini i¢in nitel

bir ara¢ olmaktan ¢ikarip nicel bir araca yiikseltir.

3.3.2. Konformerlerin Belirlenmesi

CoMCET programinin ash sudur; biyolojik aktivitesi bilinen ve inceleme altina alinan
bir seri molekiiliin (training set) oldugu diisiiniiliirse, bu setteki biitiin bilesikler i¢in ayni
deneysel metot uygulanarak aktivitelerin bulunmasi 6nemli bir asamadir. Ilgilenilen
aktivite icin sadece bir tek Pha’in sorumlu oldugu distniiliir. Aktif molekiillerin
aktiviteleri, her bir etkin konformerinin Pha’i tasimasina gore deger alir. Bu
konformerlerin etkileri, tasidiklari atom pozisyonlarina gore aktiviteyi azaltir veya
artirtr. Tim bu konformer 6zellikleri dikkate alinarak COMCET programinda yer alir.
Programda c¢ikartilan fonksiyonal 6zellikler deneme serisi (test set) bilesikler igin
uygulanarak onlarin deneysel aktiviteleri teorik hesaplanan ile dogrulanir. Bir katki

saglama yapildigini ve aktivitesi tahmin edilmis yeni bilesikler icinde ayni sey istenilir.

Calisma sirasinda oncelikle incelenen setin bilesiklerinin konformerlerinin enerjileri
yaklagik olarak hesaplanir ve oda sicakliginda yogun olarak bulunmasi beklenenler
ayrilir. Daha sonra modern kuantum kimyasal metotlarla molekiillerin her birisinin
bulunma ihtimali ¢ok olan konformerlerin hepsinin elektronik yapisi hesaplanir. Eger
ayn1 veya yakin enerjilerde birden fazla konformer varsa diisiik enerjili konformer bu

kiigiik aralikta bulunan konformerleri temsil edeceginden digerleri silinir.

3.3.3. ETMC Matrisleri Olusturulmasi

Her bir konformer igin ETMC matrisleri olusturulur. ETMC, diyagonal elemanlarina
gore simetrik olan kare matristir. Bundan dolay1r simetrisinin st tarafinin

kullanilmastyla olusan iicgen matris alinilir.

CoMCET’de bagimsiz elemanlarin tam sayisi s*(s+1)/2 dir. Burada s molekiildeki
atomlarin sayisidir. Diyagonal elemanlar1 i¢in, molekiilde atomlarin elektronik
Ozelliklerini tanimlayan bir atomik parametre olan a;;, atomik yiiklerden olusur. Bu
yiikler Mulliken elektronegativitesi ile hesaplanir. Matrisin non-diyagonal elemanlari

ise ajj olup iki cesittir; ilk tilirlinde eger i ve j kimyasal olarak bagl atomlar iseler, ajj i-j
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baginin elektronik parametrelerinden birisi olabilir, 6rnegin bag derecesi, wiberg sabiti,
bag enerjisi veya polarlanabilirligi gibi. Ikinci tiiriinde ise eger i ve j bag yapmamus iki
atom iseler, a;j = Rjj olur ve atomlar aras1 mesafe bir parametre olarak kullanilir. Bu
yolla her bir ETMC, hem aj; ve aj elektronik karakterini hem de Rjj geometrik
karakterini igerir. Bu parametrelerle ETMC’nin incelenen molekiiliin konformerinin
biitiin 6zelliklerini temsil ettigi kabul edilir. ETMC molekiiliin hem elektronik hem de
geometrik yapi Ozelliklerini igerir. Daha Onceleri kullanilan bu yaklasimin basit
versiyonunda [67,68], her bir molekiilde sadece tek bir konformer i¢in kullanilirdi ve bu
konformerde en diisiik enerjili olan temel hal (ground-state) konformeriydi. a; ve aj;
elektronik parametreleri olarak da sadece atom yiikleri ve bag dereceleri kullanilirdi.
Prensip olarak verilen bir konformerin Rj; aynm1 atomlar arasi mesafeyi koruyarak
elektronik parametrelerin a;; sabit kalarak a;; ile yukarida bahsedildigi gibi degisik
kombinasyonlarin en iyi elektronik tanimlayiciy1 bulmak icin yapilabilir. Ne atomik yiik
ne de onun tiirevi olan elektrostatik alan molekiil i¢i etkilesimleri modellemede genis
olarak kullanilmaz. Bu ikisi etkilesimlerde orbitallerin etkisini hesaba katmaz ancak
orbitallerin etkisi ¢ok dnemli olabilir, drnegin hidrojen bagi ic¢in. Biitiin bu anlatilanlar
atomik etkilesim dizini ( Il ) dir. Atomik etkilesim dizini ( 1l ), Fukui-Klopman tipinin
[69,70] rolatif Ol¢limiinlin bir tiirevi olarak yiik ve orbital kontrollii hedef atomla
etkilesimi aciklar. Atomik etkilesim dizininin basitlestirilmis ve normalize edilmis

formiilii (3.18)’de gosterildigi gibidir;
I (4)=g"xp (-2 (V2E,) ) (3.18)

burada g" molekiilin HOMO’sundaki en dis orbitalin yogunlugunu, Ex bu orbitalin
valens haldeki iyonlagma potansiyelini belirtir. Bu valens haldeki iyonlagma potansiyeli
elektronik konfiglirasyonun ve atomik yiikiin bir fonksiyonu olarak kolayca
hesaplanabilir. Gercekte esitlik (3.18)’deki exponansiyel davranis en distaki

elektronlarin yogunlugunu yansitir.

Hesaplanmis elektronik ve geometrik parametreler ile her bir molekiiliin temel-hal
(ground-state) konformeri s tane atomu ile ETMC’sinde temsil edilir. Burada s sayisi

molekiilden molekiile degisir.
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3.3.4. CoMCET’de Farmakofer Tanimlama

Tasarimdaki bir sonraki basamak; biitin ETMC’leri ilgili molekiillerin aktiviteleri ve
matrisin diyagonal ve non-diyagonal elemanlarini verilen belirli tolerans araliklarinda,
karsilagtirarak biitiin aktif molekiiller i¢in ortak olan, inaktif molekiillerde ise
bulunmayan elektron topolojik 6zellikleri tespit etmektedir. Burada Once nitel olarak
molekiillerin aktif-inaktif olarak siniflandirilmasi gerekir. Bunun i¢inde sinir bir deger
belirlenir. Bu degerden kiiciik olanlar inaktif, biiyiik olanlar ise aktif sinifindadir. Bu
sinir1 tanimlarken aktif olmayanlar veya aktif denilemeyecek kadar kiiciik aktiviteye
sahip olanlardan biiyiik bir deger almir. Karsilastirma islemi yapilarak daha ¢ok aktif
bilesiklerin bulundurdugu ortak 6zellik Pha olarak bulunur ve bu 6zelligi temsil eden
elektron konformasyonal alt matrisi (ECSM) olusturulur. Eger farkli elektronik yapi
parametreleri denenmek istenirse (valens aktiviteleri, polarlanabilirligi. HOMO veya
LUMO), ETMC yapist ve ECSA’y1 gostermek icin kullanilan metot her bir setin
parametresi i¢in tekrarlanir, daha sonra farkli elektronik yapi parametreleri ile elde
edilen ECSM Kkarsilastirmas1 ile, inaktif bilesiklerden aktif bilesikleri ayirmada
hangisinin en iyi olacagi tahmin edilebilir. Bu matris agiklamasinin enantiyomerleri
ayirmaya izin verip vermedigi Onemli bir sorudur. Bu sorunun agiklamasi evettir,
enantiyomerler c¢esitli ETMC tarafindan aciklanirlar; iki enantiyomerin matris
elementlerinin mutlak degerleri ayni olmalarina ragmen, iki matrisdeki karsilikli
pozisyonlar1 farklidir. Ayrica kolon ve dizilerde yer degistirmelerine izin verilmez. Bu
eger ECSM (Pha) enantiyomerlerden birinde var ise, diger enantiyomerde olmasin
gerektirmez; eger varsa, farkli APS ve AG ile farkli aktivitelerin ortaya ¢ikmasinda
eslik eder. Molekiiler sistemde atomlar1 numaralandirma yolu (saat yonii veya tersi)
onemlidir. Cilinkii bu islem ETMC de matris elementlerinin diizenini belirler. Bir
tanesinin se¢ilmesiyle biitiin konformerler ve enantiyomerler korunur. ECSM tarafindan
saglanan Pha tanimi, yeni bilesiklerin aktivitelerini nitel olarak gdstermede direkt olarak

kullanilabilir [71].

CoMCET’nin diger istlinliigii de AG ve APS gruplar1 [3-66] tanimlayarak hesaba
katmasidir. Bu gruplarin aktiviteye katkilar1 Pha ile birlikte hesap igine alinmistir.
Aslinda Pha’i bulunduran bir konformerdeki her bir atomun aktiviteye sayisal bir deger
yansitmasi s6z konusudur ancak bu atomlarin incelen seri i¢inde en ¢ok molekiil i¢cinde

bulunan ve en etkili olanlar1 goz oniine alinabilmektedir.
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3.3.5. APSve AG

APS ve diger AG’ye karar vermek icin aktif bilesiklerin iist iiste ¢akisma yapilmis
yapilarin1 incelememiz gerekir. Pha aktivite i¢in gerekli bir grup atomu igerir. Bu
Pha’de bulunan atomlara ilave olarak mevcut olan molekiiler yapidaki atom veya atom
gruplarinin varligr aktiviteyi azaltict veya artirici yonde etki yapabilir. Bazi grup
atomlar hidrofobisiteyi artirict Ozellik gosterebilirler veya biyo-alict ile H-bagi
yapabilirler. Bu atomlarin bu 6zellikleri aktiviteyi artirict 6zellik olup bu grup atomlara
AG atomlar denir. Baz1 grup atomlar ise biyo-alici ile etkilesim esnasinda sterik engel
veya perdeleme yapabilecekleri i¢in aktiviteyi azaltict yonde etki ederler ve bu yiizden

bu tiir grup atomlara ise APS atomlar denir.

Bu gruplarin tanimlanmasi 3D QSAR da 6nemlidir. Ciinkii molekiiller 3 boyutlu olarak
incelendigi icin bulunan gruplarin ii¢ boyutlu uzaydaki dizilisinin de incelenmesi
gerekmektedir. Eger bu gruplar tespit edilmezse inceleme 3D-QSAR olmaktan ¢ikip 2-
D QSAR ve hatta sadece QSAR olur. Yani aktivitenin nicel miktar1 verilir ancak

aktivitenin kaynagi molekiiler iskelet i¢inde tam olarak a¢iklanamaz.

3.3.6. Aktivitenin Genel Formiilii

AG ve APS gruplarinin etkisini hesaba katmak i¢in aktiviteyi artiran yada azaltan S

fonksiyonunu kullaniriz:
A~ed (3.19)

S fonksiyonu AG ve APS’yi temsil eden bir grup parametreye baglidir. Genel olarak
sOyle kabul edebiliriz:

S i by jaE_f

e (3.20)
Burada a,’ n’inci bilesigin i’inci konformerinin j’inci tiir APS veya AG o6zelligini
temsil eder. a,yY her bir problem icin spesifik bir parametredir. «; toplu analiz
sonucundan elde edilen ayarlanabilen bir sabittir. Bu sabitin mutlak degerinin
biiylikliigii referans oldugu atomun aktivite iizerinde ne kadar etkili oldugunu gdosterir

ve bu tip atomlari {i¢ boyutlu yapi i¢cinde tanimak Pha’dan sonra ikinci derecede dneme
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sahiptir. Bu fonksiyon ile birlikte sicakliginin ve enerjisinin bir fonksiyonu Boltzman

dagilimini hesaba katarak asagidaki genel formiilii elde ederiz:

mi™
By -E4 £ KT
E et gt

i=1

"

-Eg FKT
2. e
1=1

A=A

(3.21)

Ay asagida agiklanacagi lizere sabittir ve m, n. molekiiliin konformerinin sayisidir.
A’nin exponansiyel olarak s’ye bagli oldugunu kabul ediyoruz. Ciinkii ilag-biyo alici
arasindaki etkilesim herhangi bir molekiil i¢i etkilesime benzerdir. Bu formiilde sadece
Pha’i bulunduran konformerler aktiviteye katkida bulunur ve aktif konformerleri olan
molekiillerin sayisina bagli olarak bu katkilar gergeklesir. Bu sayilar konformerin
enerjisiyle (Ey;), ani olarak diiser. Bu yiizden ¢ogu zaman yiiksek enerjili konformerlerin

katkilarini1 thmal edebiliriz.

Bu formiilde A, sabittir ve bilinmez. Bunun i¢in molekiil setinden (training set)

aktivitesi bilinen bir referans molekiil (1) segeriz ve A;’yi

m™

35 -Eg F kT
E el gt
i=1

A=A

1 0

™
EyfKT
2.
=1

(3.22)

An ve Al i¢in yazilan bu iki formiil birlestirilirse AO bilinmesine gerek kalmadan devre

dis1 birakilir.

i Ey fKT ﬂmm FYXT
Z e' i Z e'srﬂ. e'Erﬂ.
_ i=l 1=1
An - A‘l

My, mi

B, /KT 8y By /AT
ety e (3.23)
i=1 i=l
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molekiil setindeki bilesiklerin bilinen deneysel aktiviteleri kullanilarak yukaridaki

formiil isletilir ve | Ap-A," P

fonksiyonu tizerinden kiigiik kareler yontemi kullanilarak
ayarlanabilir k; sabitlerini elde ederiz. Bu yolla elde edilen «; ile aktiviteleri bilinmeyen

ayni tlir bagka bilesikler i¢in aktivite tahmini yapilabilir.

3.5. Elektron Topolojik Metot (ETM)

Konformasyon analizi yapilan elektronik yapisi hesaplanan ve deneysel biyolojik
aktivitesi bilinen bilesik serisinin Elektron-Topolojik ydntemle incelenmesi su

sekildedir.

Sekil 3.2°de goriildiigli gibi her bir molekiiliin Elektron-Topolojik uygunluk Matrisi
(ETMC) ya da ii¢ boyutlu ETMC (TDETMC) matrisi hazirlanir. ETMC matrisinin her
biri kosegen elemanlarina (aij(k)=aji(k)) gore simetrik oldugundan sekilde sadece matrisin
ist yaris1 gosterilmistir. Molekiildeki atom sayisi n ise bagimsiz elemanlarin toplam
sayist n(n+1)/2 ° dir. TDETMC matrisinde ETMC matrisinin sayist (m) elektronik
parametrelerin se¢cimine baglidir. Molekiiliin elektronik 6zelliklerini tanimlayan atomik
ylukler valens aktiviteleri polarize edebilirlik ve HOMO-LUMO enerjileri gibi atomik
parametreler kdsegen elemanlari a;® (1=1 2 3..n, ve k=1, 2, 3 ...m) olarak segilir

Kosegen dis1 elemanlar (aij(k)) iki cesittir,

a) Eger i ve j birbirine kimyasal bag ile bagh iki komsu atomu gosteriyor ise aij(k) ,
polarize edilebilirlik, bag mertebesi (Wiberg Indeks) ve bag enerjisi (toplam kovalent

iyonik) gibi i-j baginin elektronik parametrelerinden birisi olabilir.

b) i ve j birbirine kimyasal bag ile bagli olmayan atomlar1 gosterir ise o zaman aij(k):

Rji(k) atomlar aras1 uzakhigi gosterir. Boylece her matris hem elektronik (a;) hem de
geometrik parametreyi (Rj) icerir.
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a LY see |9

Sekil 3.2. U¢ Boyutlu Elektron-Topolojik Matris (Three Dimensional-ETMC).

Bir molekiiliin belli bir konformasyonu i¢in geometrik parametrelerin sabit olmasina
karsin  elektronik parametreler atomik ve bag parametrelerinin  degisik
kombinasyonlar1 olarak almabilir. Ornegin bag uzunluklar1 (bag parametresi) ile
atomik yiikler (atomik parametreler) veya atomik polarize edilebilirlik-bag
enerjisi gibi degisik kombinasyonlar elektronik parametre olarak alinabilir. Bu
kombinasyonlarin her biri bir ETMC matrisini olusturur. Elektronik parametre igin
olusturulan kombinasyonlarin sayis1t m ve incelenen serinin molekiil sayisi n ise her
bir molekiil i¢in m tane ETMC matrisi ve her bir kombinasyon i¢in de n tane ETMC
matrisi elde edilir. ETMC matrisi olusturulduktan sonra aktif bilesiklerin ETMC
matris elemanlar1 aktif olmayanlarin ETMC matris elemanlart ile tek-tek
karsilastirilarak verilen bir dogruluk derecesinde aktif bilesiklerde olan ancak inaktif
bilesiklerde bulunmayan matris elemanlar1 grubu bulunur. Bu yolla elde edilen matris
elemanlar1 grubuna elektron-topolojik aktiflik alt matrisi (ETSA) adi verilir. ETSA

matrisi molekiiliin aktiflikten sorumlu olan elektron-topolojik fragmentini temsil eder.

Sayet m>1 ise ETSA matrisini belirleme islemi m defa tekrarlanmalidir. Bu yolla elde
edilen ETSA matrisleri ayn1 ya da farkli olabilir. Bunlardan bazilar1 daha fazla bilgi

verebilir ve aktif bilesiklerin inaktif bilesiklerden daha iyi ayrilmasini saglar. Bu
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nedenle incelenen bilesik serisinin analizinde en fazla bilgi ihtiva eden ETSA

matrislerinin elektronik ve geometrik parametreleri kullanilir.

Aktivite kantitatif olarak biliniyorsa incelenen seri belli bir aktivite degerinden itibaren
ikiye boliiniir. Bu degerin istiindekiler aktif altindakiler inaktif olarak kabul edilir. Her
grup i¢in ETSA matrisi bulunur. Bulunan ETSA matrislerinin matris elemanlarinin

karsilagtirilmasi ile aktivite ETSA parametrelerinin bir fonksiyonu olarak ifade edilir.

Ozet olarak bir bilesik serisinin elektron topolojik metotla incelenmesinde izlenen hesap

basamaklar1 sirasiyla sunlardir.

1. Konformasyon analizi,

2. Elektronik yapinin belirlenmesi,

3. Elektronik parametrelerin (atomik yiikler, bag mertebesi, polarlanabilirlik
HOMO-LUMO enerjileri gibi) hesaplanmasi

4. ETMC matrisinin olusturulmasi

5. Olusturulan ETMC matrislerinden ETSA matrislerinin bulunmasi,

6. Bilesiklerin taranmasi ve verilen biyolojik aktiflikte yeni bilesiklerin dizayni.



4.BOLUM
BULGULAR
4.1. Bilesiklerin Elektronik ve Geometrik Parametreleri

Incelenen bilesik serisinde yer alan ve en basit yapilardan biri oldugu i¢in model olarak
secilen (Sekil 4.1) N36 bilesigine ait; kartezyen koordinatlar, elektronik yiikler ve bag
mertebeleri, sirasiyla, Tablo 4.1, Tablo 4.2 ve Tablo 4.3’ de verilmistir.

Tablo 4.1 Model Bilesige (N36) Ait Kartezyen Koordinatlar

Kartezyen Koordinatlar
Atomlar X Y Z
HI 0.9718383 3.4809510 -1.7890473
Cl 0.0647347 2.8729541 -1.9015805
C2 -2.3113275 1.3043111 -2.2234987
C3 -0.0820993 1.6784941 -1.1943198
C4 -0.9697822 3.2627474 -2.7485067
C5 -2.1481611 2.4922515 -2.9115007
Cé6 -1.2819580 0.8888600 -1.3622715
H6 -3.2219513 0.7029779 -2.3486927
C7 0.7459264 0.9720820 -0.2506495
C8 0.0584859 -0.1909369 0.1209074
N1 -1.1630764 -0.2564120 -0.5715854
C9 0.4910056 -1.2122225 1.0590166
C10 1.3655468 -3.1412511 2.8793183
Cl1 1.3197242 -0.8497243 2.1312786
Cl12 0.1092051 -2.5547301 0.9080969
CI13 0.5382105 -3.5214181 1.8090393
Cl4 1.7595587 -1.8053386 3.0412293
H7 1.6218371 0.2022799 2.2530396
HS8 -0.5239120 -2.8598199 0.0609392
HI10 0.2461458 -4.5750621 1.6974169
HI1 2.4085522 -1.5158183 3.8796190
HI12 -1.8765199 -0.9134236 -0.4030569
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Tablo 4.1’in Devami

H15 -2.9261854 2.8601504 -3.5957796
H17 1.7275732 1.2798690 0.0948034
0Ol -0.9222391 4.4264270 -3.4890705
H3 -0.0787375 4.8616305 -3.3014844
02 1.7552762 -4.1414976 3.7384329
H4 2.3223292 -3.7483308 4.4179066
Tablo 4.2 Atom Yiikleri
Atom Yiik Atom Yiik
HI 0.136769 CI12 | -0.08965
Cl -0.174658 CI13 | -0.15596
C2 -0.113210 Cl4 |-0.21246
C3 -0.046367 H7 0.143128
C4 0.054199 H8 0.135043
C5 -0.132896 H10 |0.153370
C6 -0.026059 H1l | 0.137366
H6 0.135469 H12 | 0.248309
C7 -0.195679 H15 | 0.149304
C8 0.022643 H17 ]0.156164
NI -0.206257 Ol -0.256938
C9 -0.064089 H3 0.214786
C10 ] 0.085499 02 -0.248396
Cll |-0.06972 H4 0.220308
Tablo 4.3 Model Bilesigin Bag Uzunluklari
Bag Uzunluklar
01-C4 | 1380 C4-C5 | 1417 | C5-C2 |1382| C2-C6 | 1.405
C6-C3 | 1.446| C3-C1 139 | C1-C4 |1.393| O1-H3 | 0.968
C6-N1 | 1.397 | N1-C8 |1.406| C8-C7 |1.401| C7-C3 |1.441
C8-C9 | 1.453 | N1-H12 | 0984 | C9-C12 | 1.404 | C12-C13 | 1.389
C13-C10 | 1.405 | C10-C14 | 1.402 | C14-C11 | 1.391 | C11-C9 | 1.403
C10-02 | 1.375| O2-H4 | 0.968




1.090 1.072 1.052 1.021
c2 C3 C4 G5
-0.174 2.865 1.395 1.392 2.462
-0.113 2483 2.431 1.382
-0.046 2.390 2.807
0.054 .417
-0.132

homoT
C1l

1.079
C6
2.457

1.404
1.446
2.766
2.391
-0.026

1.044
C7
2.608
3.653
1.440
3.798
4.215
2314
-0.195

kr36_01 num Of AtmInMolkl = 20 actOfMolkl = -2.00 Heat Of Formation = -8.25
charge -0.174-0.113 -0.046 0.054 -0.132-0.026 -0.195 0.022 -0.206 -0.064 0.085 -0.069 -0.089 -0.155 -0.212 0.248 -0.256 0.214 -0.248 0.220

g charge -0.018 0.010-0.024 0.028 0.008 -0.013 -0.019 0.011 -0.116 -0.033 0.044 0.035 0.022 0.001 -0.036 1.809 -0.157 1.564 -0.152 1.605
y_charge -0.095 -0.080 -0.066 -0.047 -0.084 -0.064 -0.096 -0.053 -0.102 -0.074 -0.042 -0.071 -0.077 -0.092 -0.107 0.198 -0.106 0.160 -0.107 0.163
yg_charge 0.001 0.007 -0.034 -0.024 0.012 -0.033 0.010 -0.027 -0.057 -0.038 -0.022 0.015 0.009 0.011 -0.004 1.443 -0.065 1.172 -0.065 1.193
1 1.096 1.031 1.075 1.054 1.009 1.059 1.064 1.082 1.097 0.770 1.077 0.808 1.072 0.802

C8
3.671
3.653
2.290
4.606
4.611
2.272
1.401
0.022

N1
3.615
2.546
2.302
4.142
3.741
1.396
2.292
1.405

-0.206

C9
5.063
4.996
3.709
6.054
6.037
3.663
2.559
1.452
2.511

-0.064

C10
7.792
7.702
6.474
8.839
8.809
6.422
5.205
4.245
5.159
2.792
0.085

Cl
5.630
6.065
4.406
6.779
6.973
4.690
3.053
2.462
3.717
1.402
2410

-0.069

Sekil 4.1. Model ve Referans Bilesigine Ait ETMC Matrisi ve U¢ Boyutlu Yapisi

C12
6.111
5.527
4.730
6.955
6.719
4.352
3.766
2.491
3.015
1.403
2.410
2.422

-0.089

C13

7.408
6.904
6.036
8.310
8.103
5.728
4.947
3.764
4.384
2.428
1.405
2.802
1.389

-0.155

Cl4
7.013
7.345
5.785
8.164
8.317
5.991
4.424
3.745
4.898
2.426
1.402
1.390
2.799
2.440
-0.212

H12
4.511
2.901
3.250
4.874
4.238
2.126
3.233
2.130
0.984
2.798
5.123
4.079
2.890
4.186
5.087
0.248

o1
2.430
3.644
3.677
1.380
2.361
4.143
5.020
5.942
5.522
7.380
10.15
8.028
8314
9.662
9.416
6.240

-0.256

H3
2.436
4.336
3.817
1.912
3.169
4.581
5.011
6.104
5.901
7.498
10.21
8.005
8.529
9.837
9.383
6.707
0.967
0.214

02
9.158
9.040
7.847
10.21
10.17
7.781
6.563
5.618
6.495
4.166
1.374
3.688
3.638
2.363
2.437
6.384
11.52
11.57

-0.248

H4
9.427
9.545
8.168
10.55
10.61
8.240
6.823
6.020
7.016
4.589
1.910
3.825
4.317
3.168
2.446
6.993
11.82
11.81
0.968
0.220
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4.2. Elektron-Topolojik Matris

Serideki toplam 36 bilesikten 27’ si aktif, 9° u da aktif olmayan olarak iki gruba
ayrilmistir. Elektron topolojik metot ile biitlin bilesiklerin ETMC’ leri olusturulmustur.

Elektron Topolojik matrisine 6rnek olarak model bilesiginin ETMC’ sinin uzaydaki
gosterimi matris degerleri ile Sekil 4.1° de verilmistir. Bu matriste; atomlar iizerindeki
ozellikler, yiik degerleri (Q;) olarak; atomlar aras1 6zellikler ise a) bag mertebeleri (W)
ve b) molekiil i¢inde kimyasal bag yapmamis atomlar arasindaki mesafeler (R;) olarak
optimize edilmistir. Matrisi ¢ok biiylittigi ve tekrarlanan benzer oOzelliklere sahip
oldugu icin fazla Onemli olmayan karbon atomlarma bagli hidrojen atomlar1

gosterilmemistir.

Aktif fragmentlerin ¢ikartilmasi, prensip olarak seri igerisindeki bilesiklerden en aktif
fakat daha 6nemlisi en basit olaninin 6l¢ii bilesigi olarak alinmasi ve bunun ETMC” si
ile tiim bilesiklerin olusturulmus ETMC’ lerinin kiyaslanmasi diisiincesine dayanir. Bu

caligsmada seri igerisindeki N36 bilesigi kontrol bilesigi olarak alinmustir.

4.3. CoMCET Programimmin Uygulanmasi

Molekiil serisindeki molekiiliin yapi-aktivite iligkilerinin belirlenmesi i¢in; sahip oldugu
her bir konformerinin olusum entalpileri gbz Oniinde tutularak, konformerin kendi
molekiilii i¢inde sayisal orant1 kesirleri belirlenmistir. Bir konformerin etkisi, bu kesir
orantisiyla birlikte, biyoalicinin etkilesecegi esas bolge olan Pha’ y1 tasimasina baghdir.
Pha etrafinda yer alan ve aktivite ilizerinde etkili olan atomlarin bulunmasi igin; s6z
konusu atom ve Pha iizerindeki ilk {i¢ atom, belirli tolerans sinirlar1 igerisinde, torsiyon
acisina ve koordinat merkezinden goreceli uzakligina gore siniflandirilmistir.
Konformerdeki tiim atomlarin pozisyonlarmi belirlemek amaciyla, Pha’ y1 olusturan

atomlar referans alinirlar.
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}.'
/l
(x=0,y#0,2z%0) 7 o Molelildeki herhangi bir atom
3

|

|

e x

| (0,0,0)

P
(0.0,z=0)

x= 0. y=0ve z= 0:Pha' min 1. atomu
=0 ve yv= 0 Pha' min 2. atomu

X=1: Pha' min 3. atomu

Sekil 4. 2. Pha’ y1 Olusturan Atomlarin Referans Olarak Alinmasi ve Torsiyon

Acisinin Belirlenmesi

Pha’ nin 1. siradaki atomu koordinat sisteminin merkezine yerlestirilerek, yani x = 0; y

=0 ve z = 0 alinarak tim atomlarin mesafesi de buna gore belirlenir.

Pha’ nin 2. siradaki atomu i¢in x = 0 ve y = 0; 3. siradaki atomu i¢in ise x = 0 alinir.
Boylece molekiiliin ele alinan atomu ile Pha’ nin 3., 2. ve 1. atomlari, sirasiyla, torsiyon

agisinin noktalar1 olarak alinir.

Konformerdeki tiim atomlar yukarida anlatildigi sekilde, belirli tolerans degerlerine
gore pozisyonlartyla siniflandirilmis ve etkin atomlar bulunmustur. Bu atomlar; n’ inci
molekiilin 1’ inci konformerinin j° inci pozisyonlart olarak isaretlenmistir.
Konformerlerin aktivite degerleri, Pha ile birlikte her bir pozisyonda bulundurduklari
atomlarin katkilariyla belirlenmistir. Burada atom yiik degeri an ile etkinlik katsayisi K’
nin c¢arpim degerlerinin toplamlari, her bir n’ inci molekiiliin teorik aktiviteleri

hesaplanmasinda kullanilmistir. Tablo 4.6 da bilesiklerin teorik aktiviteleri bu

hesaplamalara gore verilmistir.
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Tablo 4.4> de Pha’ y1 olusturan atomlarin simgeleri ve matris degerleri ile bu matrisin
diyagonal (ADiaTlr) ve nondiyagonal (ANdiaTlr) tolerans degerleri verilmistir. Tablo 4.5’
de ise konformerlerin c¢ogu icin, Pha disinda aktiviteyi degistiren atomlarin

smiflandirilmasimda kullanilan tolerans torsiyon agilart (Aot ) ve tolerans mesafe

boyutu (Ar), pozisyonlarmin belirlenmesinde kullanilan konformerin ismi, konformerin

aktivitede etkili olan atomlarinin ismi ve pozisyonu, ve bu pozisyonun 6zellikleri olarak
atomun torsiyon agist ve mesafe degerleri verilmistir. Torsiyon agilart ve mesafe

degerleri, Sekil 4.2° de gosterildigi gibi belirlenmektedir.

Tablo 4.4 Pha’ y1 Olusturan Atomlar ve
Matris Degerleri

Pha

N1 C8 c9
-0.116 | 1.406 | 2.512
0.011 | 1.453
-0.033

Axgiati = 0.35 Apiarie =0.05

ATorsTlr =40 AI' =1

Tablo 4.5 Pha Diginda Aktiviteye Etki Eden Gruplarin (OOP) Bazi1 Ozellikleri

Atom Torsiyon Mesafe Etkin Pozisyon
Molk. No Acqi
No Acist A) Degeri

kr01 01 Cé6 0.69 r=1.40 107.54 kp1=-4.62 a
kr01 01 C2 1.48 r=2.54 132.45 kp2=-0.72 b
kr01 01 C3 -1.65 r=2.3l1 71.29 kp3=2.52 c
kr01 01 02 -0.92 r=6.51 46.05 kp4=1.08 d
kr03 01 Cl6 -58.31 r=2.5I 119.22 kp5=7.50 e
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Tablo 4.6° da molekiillerin deneysel aktiviteleri ve hesaplanan aktiviteleri ile birlikte her
bir konformerin olusum entalpileri (kcal/ mol), ve bu konformerlerde aktiviteye etki

eden atomlarin pozisyonlarini gdsteren atom isareti (a') verilmistir. Bu konformerler

iizerindeki °$’ isareti; Pha’yr tasimayan konformerleri gosterirken, bu atomlar Ar

yarigap ve Arorri torsiyon agisi tolerans degerlerinde ve r, yaricap mesafesi t, torsiyon

agisina gore, j-grup pozisyon olarak, a,b,c vs. simgeleriyle, siniflandirilmistir.

Bu grupta bir atom tasiyan konformerin olusum entalpisinin yaminda a' isareti
bulunmaktadir. k' degerinin a, ile garpim sonucu ‘+’ (pozitif) ¢iktiginda belirtilen

atomun Pha ile birlikte aktiviteyi artirdigini ‘-’ (negatif) de ise azaltti§in1 gosterir.

Tablo 4.6 Aktiviteye Etki Ettigi Belirlenen Parametreler ve Bu Parametreleri Tasiyan

Konformerler
Konformerlerin Olusum Entalpileri * ve Sahip Olduklar:
Pozisyonlar
Vol | e T (7,113, (8,214, (9,315, (10?16, a 1,517, (12,618,
19) 20) 21) 22) 23) 24)
kr36 -2.000 -2.000 -8.25
a,b,c,d
kr01 1.520 1.23 -15.73 -15.65 -15.53
a,b,c,d ab,c,de | ab,c,d
kr02 1.360 0.882 -20.97 -20.97 -20.86 -20.86 -20.86 -20.71
a,b,c,d ab,c,de | ab,c,de | ab,c,d ab,c,de | ab,c,d
kro03 1.320 0.986 -21.49 -21.49 $-21.47 | -21.47 -21.44 -21.42
ab,c,de | ab,c,d ab,c,d ab,c,de | ab,c,d,e
-21.39 -21.39 -21.38 $-21.36 | $-21.26
ab,c,d ab,c,de | ab,c,de
kr04 1.280 1.929 -28.40 -28.31 -28.30 -28.29 -27.67 -27.67
a,b,c,d ab,c,de | ab,c,de | ab,cde | ab,cde |ab,ecd
-27.65 -27.65 -27.65 -27.65 -27.64 -27.60
ab,c,de | ab,c,d ab,c,de | ab,c,d ab,c,de | ab,c,d,e
-27.60 -27.59 -27.53
a,b,c,d a,b,c,d ab,c,d

* Konformerlerin olusum entalpileri kcal/mol olarak verilmistir..
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Tablo 4.6 ’ nin devami

kr05 1.260 0.866 -15.01 -15.01 -14.96 -14.25 -14.25 -14.24
ab,c,de | ab,c,d ab,c,de | ab,cde | ab,c,d ab,c,d,e
-14.22 -14.17 -14.11
ab,c,d ab,c,d ab,c,d,e

kr06 1.200 1.047 -8.58 -8.58 -8.57 -8.57 $-8.50
ab,c,d ab,c,de | ab,c,d ab,c,d,e

kr07 1.200 0.652 -22.13 -22.01 -21.86 -21.64 -21.53 -21.41
a,b,c,d ab,c,de | ab,c,de | ab,c,d ab,c,de | ab,c,d,e
-21.40 -21.34 -21.34 -21.32
ab,c,d ab,c,de | ab,c,d ab,c,d,e

kr08 1.110 1.868 -22.66 -22.57 -21.95 -21.95 -21.90 -21.89
a,b,c,d ab,c,de | ab,cde | ab,c,d ab,c,d ab,c,d,e
-21.89 -21.84 -21.67
a,b,c,d ab,c,de | ab,c,de

kr09 1.110 1.068 -18.65 -18.57 -18.52
ab,c,de | ab,cde | ab,c,de

kr10 1.000 1.165 -9.83 -9.81 -9.81 -9.79 -9.76 -9.49
a,b,c,d a,b,c,d a,b,c,d a,b,c,d a,b,c,d a,b,c,d

krll 0.980 0.291 -15.19 -15.04 -15.18 -15.11 -14.93 -14.92
a,b,c,d ab,c,de | ab,c,d ab,c,de | ab,c,d ab,c,d,e
-14.89 -14.80
a,b,c,d ab,c,d,e

kr12 0.930 0.780 -15.49 $-15.48 -15.47 -14.75 -14.75 -14.75
a,b,c,d ab,c,de | ab,cde | ab,c,d ab,c,d,e
-14.75 -14.64
ab,c,d a,b,c,d

kr13 0.870 1.584 -21.79 -21.78 -21.78 -21.77 -21.63 -21.57
ab,c,d ab,c,de | ab,c,e a,b,c ab,c,de | ab,c,de
-21.06 -21.05 -21.03 -21.01 -21.00 -21.00
ab,c,de | ab,c,e a,b,c,d a,b,c ab,c,de | ab,c,d
-20.98 -20.97
a,b,c,e ab,c

kr14 0.770 0.683 -15.55 -15.51 $-1543 | -15.32 -15.28 -15.17
a,b,c,d a,b,c,d ab,c,d a,b,c,d ab,c,d
-15.10

a,b,c,d
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Tablo 4.6 ’ nin devami

kr15 0.760 0.339 -8.07 -8.05 -7.78
a,b,c,d ab,c,de | ab,c,de

kr16 0.660 0.103 -9.27 -8.96
ab,c,d ab,c,d

krl7 0.660 0.208 -28.92 -28.92 -28.24 -28.24 -28.23 -28.23
ab,c,de | ab,c,d ab,c,de | ab,c,d a,b,c,d ab,c,d
-28.23 -28.23 -28.20 -28.17 -28.17 -28.15
ab,c,de | ab,cde | ab,c,de | ab,cd ab,c,de | ab,c,d,e
-28.12
ab,c,d

krl8 0.630 1.876 -22.29 -22.28 -22.14 -21.61 -21.60 -21.60
ab,c,de | ab,c,d ab,c,de | ab,c,de |ab,c,de | ab,cd
-21.59 -21.59 $-21.57 -21.57 -21.57 -21.53
a,b,c,d ab,c,d,e ab,c,d ab,c,de | ab,c,d
-21.50 -21.42
ab,c,de | ab,c,de

kr19 0.580 0.774 -2.72 -2.67 -2.63
a,b,c,d a,b,c,d a,b,c,d

kr20 0.540 -0.023 -18.06 -17.88 -17.75
ab,c,de | ab,c,de | ab,c,de

kr21 0.540 -0.247 -22.34 -22.34 -22.33 -22.23 -22.15 -22.12
ab,c a,b,c,d ab,c,de | ab,c,de | ab,c,de | ab,c,de
-21.76 -21.63 -21.63 -21.62 -21.62 -21.57
ab,c,de | ab,c,d ab,c,de | ab,c ab,c,e ab,c,d
-21.56 -21.56 -21.56
ab,c,de | ab,c ab,c,e

kr22 0.480 -0.275 -15.42 -15.41 -15.40 -15.28 -15.26 -15.26
ab,c,d ab,c ab,c,de | ab,cde | ab,c,de | ab,c,de
-15.18
a,b,c,d,e

kr23 0.360 0.237 -35.77 -35.35 -35.08 -35.08 -35.08 -35.08
ab,c,de | ab,c,de | ab,c,d ab,c,de | ab,cde | ab,c,d
-35.08 -35.07 -35.01 -34.98 -34.96
a,b,c,d ab,c,de | ab,c,de | ab,c,d ab,c,d,e
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Tablo 4.6 ’ nin devami

kr24 0.340 0.672 -14.85 -14.84 -14.84 -14.76 -14.76 -14.75
a,b,c,d ab,c,de | ab,c ab,c,de | ab,c,d ab,c,d,e
-14.73 -14.69 -14.61
ab,c,de | ab,cde | ab,c,d

kr25 0.230 0.227 -34.02 -33.67 -33.60 -33.60 -33.58 -33.46
ab,c,de | ab,cde | ab,c,de |abecde |abecd ab,c,d,e
-33.46 -33.17 -33.17 -33.11 -33.11
a,b,c,d ab,c,de | ab,c,d a,b,c,d a,b,c,d,e

kr26 0.230 -0.356 -8.25 -8.21 -8.21 -8.21
ab,c,d a,b,c,e ab,c,de | ab,c,d

kr27 0.230 0.732 -1.73 -7.73 -7.69 -7.67 -7.65 -7.65
ab,c,de | ab,c,d ab,c,de | ab,c,d ab,c,d ab,c,d,e
-7.59 -7.18 -6.89
ab,c,de | ab,c,d ab,c,d,e

kr28 -0.100 -0.101 -2.21
ab,c,d

kr29 -0.220 -0.517 -8.90 -8.87 -8.39 -8.34
a,b,c,d a,b,c,d a,b,c,d a,b,c,d

kr30 -0.260 0.159 -9.49 -9.46
a,b,c,d a,b,c,d

kr31 -0.890 -0.988 -28.48 -28.17 -27.51
a,b,c,d a,b,c,d ab,c,d

kr32 -1.220 -0.949 -15.93
a,b,c,d

kr33 -1.220 -1.994 -15.33
ab,c,d

kr34 -1.700 -1.117 -14.97 -14.95 -14.81 -13.36 -13.34 -13.33
ab,c,de | ab,c,d ab,c,de | ab,c,d a,b,c,d ab,c,d,e
-13.09 -13.01 -12.85
ab,c,de | ab,c,de | ab,c,de

kr35 -2.000 -1.747 -8.80 $-8.75

ab,c,d
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Sy = ZKjaniJ (4.1)
i-1
Mg mf“‘
2 e Ea /KT Ee.sm o B /4T
_ i=1 i=1
An - A‘l -

T

Tha
m;
Zﬁ-Em!kT Z e-SH ﬁ-E]ifkT
i=1 i=1 (4_2)

(4.1) denkleminde n-molekiil ve i-konformerinin j-pozisyonlarimin katki degeriyle (i)
bu konformerin ilgili pozisyondaki atomun ytikiiniin (anij) carpim toplamlari siibstitiient
katkisidir (Sy;).

(4.2) denkleminde “ | ” alt indisi referans bilesigi belirtmek igin, “ n ” alt indisi ise ele

a ha

alman bilesigi belirtmek icin kullanilmstir. m™ ve m,’ sirastyla, referans ve ele
alman bilesikteki Pha bulunduran konformerlerin sayisim1 ifade etmektedir. Pha’in
bulundurdugu aktivite A, gbz Oniine alinarak, n’ inci molekiiliin aktivitesi (A,)
hesaplanmastir.

(4.1) ve (4.2) denklemlerine gore; N36 bilesigi i¢in aktivite hesab1 agagida verilmistir:

R = 1.987*107 kcal/ mol*K ,

T =298 K olarak alinmistir.



54

) 2. Terim
1.Terim A o, «—
Ze-Elifk’I‘ Z 5[]1 [Pha] e-Sni e-Enir’k’I
A=A, = L
o “Eni /KT S. [Phale St o /KT
v g} g} s [Pha]
3. Terim -
4. Terim
Pha
N1 C8 C9 Dia= 0.05 NonDia= 0.35
MIKkIOran=
-0.116 1.406 2.512 1.000 ConfOran= 0.967
0.011 1.453
D Aci=
-0.033 D Tors=40 20 D Cap=1
kr_01 icin Eo1 pozisyonlar Syi(kapa*yiik) e S e HOVRT
1. konformer -15,73 a,b,c,d -0,4 1,49 3,4448E+11
2. konformer -15,65 a,b,c,d,e -0,34 1.4 3,0094E+11
3. konformer -15,53 a,b,c,d -0,4 1,49 2,0046E+13
Referans  bilesik icin
N _36 g charge kapa E
Co6 -0,01 -4,62 -8,25 Sn 36,1 -0,17
C2 0,01 -0,72 e¢E36,1/RT 1,01
C3 -0,02 2,52 iis(-Sn) 1,19
02 -0,15 1,08

N
Sy =2 .x;AY
j=1

N 01 kapa
kl1(a) -4,52
k2(b) -0,72
k3(c) 2,52
k4(d) 1,08
k5(e) 7,50
R sbt
1,987
1.terim
2.terim
3.terim
4.terim
A=

yuk
0,02
-0,01
-0,06

-0,15
0,01

298,00

1,01

1301688008394,99
891155729887,54

1,20

Atomlar
Co6
C2
C3

02
Clé6

(1.Terim*2.Terim)/(3.Terim*4.Terim)



5.BOLUM
TARTISMA VE SONUC

Tablo 5.1’ deki seride verilen bilesiklerinin deneysel aktiviteleri; ayni metotlarin
uygulandigi caligmalar1 bulunduran literatiirden alinmistir [23]. Sekil 5.1 de serideki
bilesiklerin hidrojensiz olarak temel iskeleti gosterilmistir. Referans molekiilii olarak

N36 tiim molekiillerde kiyaslama i¢in kullanilmistir.

& -

Sekil 5.1. Calisilmis Olan Bilesik Serisine Ait Temel Iskelet



66

Tablo 5.1 Calisilmis Olan Bilesik Serisi

log RBA
calcd
substituents from

X b § obsd eql3 A Iy Es-x.l
6-0OH,1-Et-3-Me 4-0H 1.52 0.83 068 0 —1.31
3-0H.1-Et-3-Et 4-0H 1.36 0.83 0,53 0 -—1.31
6-0H,1,3-Etz 4-0OH 1.32 0.83 049 0O —1.31
G-0OH.1-CsH7. 3-Et 4-0H 1.28 1.03 025 0 —1.43
5-0OH.1-CsHr 4-0OH 1.26 1.03 022 0 —1.43
6-0OH.1-Et 4-0OH 1.20 0.83 038 0 —1.31
5-0H.1-C3H7.3-Me 4-0OH 1.20 1.03 017 O —1.43
G6-0OH.1-CsH-.3-Me 4-0OH 1.11 1.03 oos O —1.43
6-OH.1-CHMe2,3-Me 4-0OH 1.11 1.51 —0.39 0O -—1.71
G6-0H.1.3-Me: 4-0H 1.00 0.71 0,28 0 —1.24
4-0H.1-Et.3-Me 4-0H .98 0.83 .15 0 —-1.31
G6-0H.1-CsHy 4-0OH 0.93 1.03 =010 O —1.43
a-0OH.1-CsH7.3-Me 3-0H .87 0.46 041 1 -—1.43
6-0H.,1-Me,3-Et 4-0H 0.7 0.71 oog O —1.24
3-0H.1-Et 4-0OH .76 0.83 —007 O -—1.31
a-0H,1,3-Mez 4-0OH 0.GG 0.71 —005 0O —1.24
a-0OH.1-CyHg.3-Me 4-0OH .66 1.38 —0.71 O —1.63
G-0H.1-CyHa 4-0H .63 1.38 —0.74 O —1.63
6-0H,1-Me 4-0H .58 0,71 —0.13 0 —1.24
3-0H.1-CHM ez 3-Me 4-0OHa  0.54 1.1 —-087 0O —171
6-0OH.1-C3H7.3-Me 3-0OH 0.54 .46 oos 1 —1.43
6-0H,1-Et,3-IMe 3-0OH 0.48 0.26 022 1 -—1.31
A-0OH.1-CsHyp 3-MWe  4-0H=  0.36 1.39 =103 0 —1.64
4-0H.1-Et,3-Me 3-0H .34 0.26 oog 1 —1.31
5-0H.1,3-(CaH7)z 4-0H=2 023 1.03 =080 0 —1.43
6-0OH.1-Et 3-0H .23 .26 —003 1 —-1.31
H5-0H.1-Et 3-0H 023 0.26 —003 1 -—-1.31
4-0H,1-Me 4-0H —0.10 0,71 —081 O —1.24
4-0H.1,.3-Mesz 30H -—-0.22 0.14 —-036 1 -—1.24
G-0OH.1.3-Me: 3-0H —0.26 0.14 —040 1 —1.24
6-0H,3-Et 40H —-0.89 —1.41 052 0 (.00
6-0H,3-Me 4-0H —-1.22 —1.41 .18 0 .00
4-0H,3-Me 4-0H -1.22 -—-1.41 018 0 0,00
T-0OH.1-Et.3-IMe 4-0H=2 —1.70 083 —253 0 —1.31
6-0OH 4-0H —-2.00 —1.41 —-059 0O 000
5-0H 4 0H -—-2.00 -—-1.41 -—-059 0O 0,00
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CoMCET ile ilgili denklemler “4.3. CoMCET Programmnin Uygulanmasi” nda
aciklandigr gibi kullanilir. Tiim molekiillere ait teorik aktivite degerleri Tablo 4.6 da
verilmigstir. Ayrica COMCET programui ile elde edilen Pha’ ya ait bilgiler ve aktivitede
etkili olan OOP gruplarina (Out-Of-Pha, Pha digindaki atomlar/ gruplar) ait bilgiler,
sirastyla, Tablo 4.4 ve Tablo 4.5’ de bulunmaktadir. Tablo 4.4° e gére N36 referans
bilesigindeki N1, C8 ve C9 atomlarindan olusan yap1, aktiviteden sorumlu grup (Pha)
olarak verilmistir. Pha, Sekil 5.2’ de pembe daire igine alinarak belirtilmistir. Pha
etrafinda bulunan ve aktiviteye, ayrica arttirici veya azaltict yonde katkida bulunan
atomlar ise sar1 daireler i¢inde gosterilmistir. Bu atomlar yiik degerleri ile etkinlik
katsayilarinin (K) c¢arpim sonucuna bagli olarak aktivite artirmis veya azaltmistir.
Etkinlik katsayis1 ile ilgili pozisyonlardaki yiik degerleri carpiminin (+) olmasi
aktiviteyi artirirken, (-) olmasi aktiviteyi azaltmaktadir. Buna gore; hem etkinlik
katsayilar1 hem de yiik degerleri (-) olan C6 ve C2 atomlar1 aktiviteyi arttirict, yani AG
atomlar1 olarak belirlenmis ve a ve b pozisyonlar ile gosterilmistir. C3, C8 ve O2
atomlar1 ise (-) ylk degerlerine ve (+) etkinlik degerlerine sahiptirler. Dolayisiyla

aktiviteyi azaltict APS atomlari olarak belirlenmis ve c,d ve e ile gosterilmistir.



Stiper
Pozisyon
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Sekil 5.2. Pha, AG ve APS’ nin N1, N4 ve N36 Bilesiklerinde

Toplu Gosterimi
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Sekil 5.2° de molekiillerin ¢akistirilmig olarak bulundugu durumda; tiip, cubuk modeli

ve top-¢ubuk modeli sirasiyla N1, N4ve N36 bilesiklerine aittir.

Tablo 5.2 Seriye Ait Deneysel ve Teorik Aktiviteler

R’ 0,898614363
Bilesikler Deneysel | Teorik
kr36 -2 -2
krO1 1,52 1,23
kr02 1,36 0,882
kr03 1,32 0,986
kr04 1,28 1,929
kr05 1,26 0,866
kr06 1,2 1,047
krQ7 1,2 0,652
kr08 1,11 1,868
kr09 1,11 1,068
kr10 1 1,165
krll 0,98 0,291
krl2 0,93 0,78
krl3 0,87 1,584
kr14 0,77 0,683
krl5 0,76 0,339
krl6 0,66 0,103
krl7 0,66 0,208
kr18 0,63 0,876
kr19 0,58 0,774
kr20 0,54 -0,023
kr21 0,54 -0,247
kr22 0,48 -0,275
kr23 0,36 0,237
kr24 0,34 0,672
kr25 0,23 0,227
kr26 0,23 -0,356
kr27 0,23 0,732
kr28 -0,1 -0,101
kr29 -0,22 -0,517
kr30 -0,26 0,159
kr31 -0,89 -0,988
kr32 -1,22 -0,949
kr33 -1,22 -1,494
kr34 -1,7 -1,117
kr35 -2 -1,747
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Sekil 5.3. Deneysel ve Teorik Aktiviteler Arasindaki Regresyon

Kurulan regresyon modelinde, gozlemlenen degerlerin modelle uyumluluk igerisinde
olup olmadigim belirlilik katsayis1 (R?) ile degerlendirebiliriz. Bulunan belirlilik
katsayisi, bagimsiz degisken degerlerindeki degisimlerin ne kadarinin (%) kurulan
regresyon modeli ile a¢iklandigin1 gosterir. Deger O ile 1 arasinda degismektedir. 1' e
yaklastik¢ca modelin uygunlugu artmaktadir. Molekiil serisine ait istatistik hesaplamarla
belirlilik katsayist R*=0.89 ve kurulan regresyon modelindeki katsayilarin anakiitle
degerlerine ne kadar yakin oldugu yani giivenirliligi, katsayilarin standart hatalarina
bakilarak Olclilmektedir. Standart hata, anakiitleden Ornek olarak alman goézlem
degerleri icin kullanilan terimdir. Standart hata se=0.42 olarak bulunmustur. Bu
sonuclar; dogrusal olmayan denkleme gore ¢ikartilan bir modelleme ve simiilasyondan
elde edilmistir. ileri siiriilen modellemenin tiim biyo-aktif molekiillere gore

uygulanabilir olmas1 énemlidir. Biyo-aktif molekiillerin aktiviteleri, molekiil yapisinda
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bulunan ortak ve genel bir par¢ca olan Pha (Tablo 4.4, N1 C8 C9)’ in yani sira, Pha
haricindeki diger atomlarin her birinin aktiviteye katkisi olacaktir. Fakat bunlar,
etkilerinin az olmasindan dolay1 ele alinmamistir. Bu ihmaller standart sapmaya neden
olmaktadir. Ayrica CoMCET programinda biyolojik aktivitenin yalnizca agonist
degerleri ele alinmis, antagonist degerleri ise ele alinmamistir. Pha bulunmasi ve etkin
gruplarin pozisyonlarinin belirlenmesi sirasinda kullanilan tolerans degerleri yine

regresyon hesaplamalarinda standart hataya neden olmaktadir.

Bazen bir fonksiyonel oOzellik molekiil serisi igerisinde yalnizca bir molekiilde
bulunabilir. Hesaplamalarda sadece birka¢ molekiilde bulunan fonksiyonel o6zellikler
dikkate alinsaydi, sonuglarin degerlendirilmesi ¢ok karmasik olacakti. Hesaplamalarda
seri igerisindeki ¢ogu molekiilde bulunan fonksiyonel o6zellikler kullanilmis ve fi¢
fonksiyonel 6zellik (Tablo 4.5, a,b ve ¢ fonksiyonel bagimsiz degiskenler) ile yapilan

bir ¢oziimleme de oldukga tatminkardir.

Burada ilgili molekiile ait konformerlerde, j= a, b, ¢, d, e molekiilde bulunan

pozisyonlar1 gostermektedir. Pozisyonlarin Pha iizerindeki sayisal etkinlik degerleri Ka=

-4,62, Kv=-6,72, K= 2,52, Kg= 1,08 ve K= 7,50 olarak bulunmustur. Molekiillere ait
konformerlerde bazi pozisyonlar geometrik degisimden dolay1 kaybolur. Ornegin, N1
molekiiliiniin 1. konformerinde a,b,c,d - pozisyonlar1 varken, 2. konformerinde a, b, c,

d, e pozisyonlar1 vardir.
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