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MCET METODUYLA FENIL DIAZOL HIiDARZIT TUREVLERININ 4DQSAR
INCELENMESI
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Tez Damismani: Prof. Dr. ilhan Ozer ILHAN

OZET

Bu calismada Molekiiler Konformer Elektron Topolojik (MCET) metod kullanilarak
coklu siibstitiientli Fenildiazolhidrazitin 27 tiirevinden olusan seri i¢in biyolojik
aktiviteyi tahmin etme ve farmakofor (Pha), aktiviteyi artiric1 grup (AG) ve azaltici
gruptan (APS) olusan biyoyapiyr ortaya ¢ikarma amaclanmistir. MCET’in kabul
edilmesi ve basaris1 dort boyutlu yap1 aktivite iliskisini tarif etmek ve optimize edilen
aktiviteler icin yapisal diizenlemeleri tahmin etmek iizere bu seri i¢inde yontemin
kullanilmasmma baglanmistir. Bu metot hem Fenildiazolhidrazitin  biyolojik
etkilesmesinin modelinin anlagilmasi i¢in hem de onlarin aktivitelerini tahmin etme igin
onemli avantaj saglar. Bilesiklerin konformerlerinin ¢akistirilmasiyla biitiin ¢iftler
arasindaki benzerlik indisli bir matristen, Pha (N2, S1, C3 ve C4) 6zel atomlu bir grup
olarak verilmis geometrik bir diizenleme i¢inde belirlenmistir. Pha tam olarak iist {iste
cakistirildiktan sonra C11, C13, O3, C1 ve C12 den olusan AG ve APS inceleme
altindaki bilesikler i¢in biyoaktivitenin nicel bir formiil i¢cinde kimyasal fonksiyonlarin
geometrik bir diizenlemesi olarak tretilmistir. Bu seri i¢in birbirine bagimli olarak
korelasyon katsayist R = 0.849, Q* = 0.916 stantart hata (se) = 0.195 olarak

bulunmustur.

Anahtar Kelimeler: Ila¢ tasarimi, Farmakofor, QSAR, MCET, Tau Protein
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4D QSAR STUDYING WITH MCET METHOD ON PHENYLTHIAZOLE
HYDRAZIDE DERIVATIVES
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M.Sc. Thesis, August 2013
Thesis Supervisor: Prof. Dr. ilhan Ozer ILHAN

ABSTRACT

In this study, it is aimed that predicting the biological activity for a series of 27
derivates of multisubstituted Phenylthiazolylhydrazide using “Molecular Conformer
Electron Topological (MCET ) Method and revealing biostructure consist of the
pharmacophere (Pha), the auxiliary groups (AG) and anti-pharmacophere shielding
(APS) groups. The success and the acceptance of MCET are attested to in this series. To
describe four-dimensional structure—activity relationships and to predict structural
modifications for optimizing activities the procedure is used. This method offers a
significant advance both for understanding of the model of biological interaction of the
Phenylthiazolylhydrazide and for predicting their activity. From a matrix of the
similarity indices between all pairs by superimposing the conformers of the compounds,
Pha is defined as a group of specific atoms (N2, S1, C3 and C4) in a given geometric
arrangement. After Pha is aligned, AG and APS consists of C11, C13, O3 C1 and C12
are generated as a geometric arrangement of chemical functions in a quantitative
formula of bioactivity for understudy compounds. The values of standard error (se) =
0.195 and correlation coefficient Q* = 0.916 R* = 0.849 are respectively found for this

series.

Keywords: Drug Design, Pharmacophere, QSAR, MCET, Tau Protein
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GIRiS

Giliniimiizde bilgisayar destekli ilag tasarimi ve toksikoloji farmasdétik endiistrisinde
oldukca iyi bilinen ve hizla gelismekte olan bir bilim dalidir. Bu bilim dalinin amaci,
molekiiler yap1 ve 6zellikleri tanimlamak ve yap1 aktivite iligkisini ortaya ¢ikarmaktir.
Bir bilesik serisine ait biyolojik aktivite ile ilgili verileri kullanarak reseptoriin aktif
bélgesinin {i¢ boyutlu yapisini tahmin etmek amaciyla “Kantitatif Yap1 Aktivite iliskisi
(Quantitative Structure Activity Relationship, QSAR)” analizi gerceklestirilir. Bunun
icin molekiil setinin genelinde bulunan fonksiyonel gruplarin benzerligine gore aktif
bolge tarafindan taninabilen atomlarin ii¢ boyutlu bir diizenlenmesini ele alir. QSAR,
kimyasal yap1 ve biyolojik aktivite arasinda iliski kurar ve tiiretilen modeller test
edilmemis kimyasallarin aktivitelerini tahmin etmek i¢in kullanilir. Ligand-reseptor
etkilesimlerini tanimlamak ve en c¢ok istenilen farmakolojik 6zelliklere sahip olan
kimyasal yapilar1 tahmin etmek i¢in bilgisayar destekli ila¢ tasarimina yonlenilmistir.
Kimya ve biyolojinin ¢esitli alanlarinda yaygin olarak kullanmilan QSAR metodu
bilgisayar teknolojisinin zaman igerisinde gelismesiyle Onemli hale gelmistir.
Baglangicta QSAR metodu bilesiklerin fizikokimyasal Ozelliklerine gore aktiviteyi
aciklamustir. U¢ boyutlu QSAR (3D QSAR) metodu ise bilesiklerin aktivite degerlerini,
klasik QSAR metotlarinda yer almayan elektronik 6zellikleri iic boyutta hesaba katarak
aciklamistir. Bunun i¢in molekiil setinin genelinde bulunan fonksiyonel gruplarin
benzerligine gore aktif bolge tarafindan taninabilen atomlarin ii¢ boyutlu bir
diizenlenmesini ele alir. Pratik bakimdan olduk¢a uzun ve zor olan boyle bir problemin
cOziimii; deneysel olarak belirli bir aktivite gosterdigi bilinen bilesikleri birbiri ile
karsilagtirarak aktivite gostermelerine neden olan ortak yapidaki fragmenti bulmakla
olur. Boylece molekiiliin yapi-aktivite iliskisinde, molekiiler aktiviteden sorumlu olan

temel li¢c boyutlu elektronik 6zellik belirlenmis olur [1-2].

Hopfinger 1997 yilinda 3D-QSAR modeline dordiincii boyutu kazandirdi ve 4D-QSAR

analizi terimini ortaya ¢ikardi. 4D-QSAR analizinin dordiincii boyutu konformerleri



eslestirme ortalamasindan kaynaklanir. Bu metoda gore, cogu 3D-QSAR metotlarindan
farkli olarak, aktif konformasyon minimum enerjili konformer degildir. Sistematik
konformasyonel arastirma yerine, konformasyonel eslestirme 6zelliklerini belirlemek
icin multi-temperature molecular dynamics’yi (MDS) kullanir. Minimum enerjili
konformerin 2 Kcal/mol i¢cinde olan tiim konformerleri ¢alisilan bilesik serisindeki her
bir bilesigin en aktif konformeri olarak tanimlanir [3]. Bu kiiresel bir ylizeyde potansiyel
enerjisi tiim diigiik enerjili kararl konformerleri i¢in genellikle dikkate almak yararhdir.
T sicakligi, bir dagitim 1'inci konformasyon arasinda fraksiyonel niifus Pi, Boltzmann
faktorii ile ilgilidir [4]. Bu ¢alismada etkili tiim konformerleri ele alan “Molekiiler
Konformer Elektron Topolojik (Molecular Conformer Electron Topological (MCET) )”’
metot 4D QSAR olarak kullanilir.

Yapr-aktivite incelemeleri bilgisayar modelleriyle birlestirildiginde bilesik serisi
icerisindeki aktiviteden sorumlu molekiil iginde bulunan ortak ve genel bir parcanin
elektronik ve geometrik ozelligi aktif fragment ve farmakofor (Pharmacophor (Pha) )

olarak tanitilir.

Bu calismada fenildiazolhidrazit tiirevleri incelenerek, aktiviteden sorumlu fragment
olan Pha cikartilacaktir. Pha’in yanisira anti-pharmacophore shielding (APS) ve
auxiliary gruplarm (AG) aktivite ile iliskisi elektronik 6zellikleriyle regresyon
analizinde yapilacak ve bu iliskinin modellenmesi sonucunda reseptor-molekiil

etkilesim mekanizmas1 aydinlatilacaktir.

Burada, fenildiazolhidrazit tiirevlerinin yapisal 6zelliklerini tanimlamak ve ayirmak igin
MCET yontemine dayanan dort boyutlu bir QSAR sunuyoruz. MCET
hesaplamalarinda, molekiildeki etkili olan tiim konformerin elektronik O6zellikleri
dikkate almarak tek bir model kullanilir. Her bir molekiil icin deneysel aktivite verileri
hesaplanan veriler ile uyum gostermesi Olgilisiinde basarilidir. Aktivitede rol alan temel
iskelete gore yeni molekiillerin tasarlanarak sentezlenmesi ve mevcut olan molekiillerin

biyolojik aktivitelerinin tahmini icin MCET ile ¢ikartilan sonuglar kullanilir.



1. BOLUM

GENEL BiLGILER

1.1. flac¢ Nedir?

Ilag, terimi ve kavramu ¢ok agik degildir. Tiirkge’ de pharmacophore karsilig1 olarak
bugiin genis anlamli ila¢ kullanilmaktadir. Ila¢ terimi oldukc¢a yakin zamanlara kadar
tibbi farmakoloji i¢inde, genellikle insan ve hastalikla ilgili olarak kullanilmistir.
Ornegin, Diinya Saglik Orgiitii’ niin 1966 yilinda yapmus oldugu bir tanimlamada,
“Ilaglar, alicinmn yararina olmak iizere fizyolojik sistemler veya patolojik durumlari
degistirmek veya incelemek amaciyla kullanilan veya bu amagla hazirlanan madde veya

irtinlerdir” [5] seklinde bir agiklama getirmistir.

1.1.1. Qlaclarin Hiicrelere Tesirleri ve Reseptorleri

Ilaglar hiicrelerin yiizeyinde veya iginde hiicre yapisma ait belirli kimyasal gruplarla
birlesmek, baglanmak veya temas etmek suretiyle tesirlerini gosterirler. Ilaclarm biiyiik
cogunlugu spesifik biyolojik reseptorlerin aktivitelerini hafifleten ve onlarin
etkilesimlerini, baglanmalarim1 diizenleyen kiigiik molekiillerdir. Reseptorler, hayatin
korunmasi i¢in gereken ¢esitli fonksiyonlar: yerine getiren diger molekiillerle etkilesen
ve baglanan proteinlerdir. Proteinler; hormon reseptorleri, hiicre-sinyal reseptorleri gibi
hiicre-ylizey reseptorleri, enzimler ve diger fonksiyonel proteinlerin ¢ok biiyiikk bir
dizisinden olusurlar. Ilaglarin en énemli rolii baz1 tibbi problemlere care bulmak amaci
ile bu reseptorlerin fonksiyonlarini diizenlemektir [6]. Yani hiicrenin ila¢ molekiilleri
tarafindan isgal edilen kisimlarma reseptor adi verilir. Reseptorler ¢ogunlukla hiicrelerin
yilizeyinde yer aldigindan bir¢ok ilaglar tesirlerini hiicre sathinda daha bariz bir sekilde
gosterirler. Bir ilag¢ hiicrenin neresine tesir ederse etsin, hiicrede olusturacagi etki ancak
hiicre faaliyetinde kantitatif bir degisiklik olacaktir. Yani ilaglar hiicrenin faaliyetini
azaltabilir veya cogaltabilir; fakat asla hiicre faaliyetinde kalitatif bir degisiklik

meydana getiremezler. Bir hiicre bir ilacin tesiri ile olagan olarak yaptig1 isten baska bir



sey yapamaz. Mesela esas vazifesi kontraksiyon olan bir adale hiicresi bir ilacin tesiriyle

salg1 yapamaz.
1.1.2. Baglanma Etkilesimleri

Yap1 ve aktivite arasindaki iliskiden elde edilen bilgilerin en yararh kisimlarindan biri,
ilacin reseptore baglanmasinda 6nemli olan atomlarin ve fonksiyonel gruplarm tipidir.
Molekiiller uygun topolojik yapilara sahip olduklar1 zaman hedef bolgelere molekiiller

aras1 baglanma kuvvetlerini kullanarak baglanirlar.
1.1.2.1. iyonik Baglanma

Z1t yukli gruplar arasinda olusur. Viicudun dogal kimyasal habercilerinin ¢cogu viicut
pH’ sinda iyonlagan amin grubu igerir. Bu tiir kimyasal habercileri taklit eden ya da
antagonize eden ilaclar iyonik olarak baglanmak i¢in iyonize olmus bir amin grubuna
sahip olmas1 gerekir. Bu ylizden iyonik bag ila¢ reseptor etkilesimlerinde 6nemli bir

ozelliktir. Iyonik etkilesimler giiclii karakterdedir.
1.1.2.2. Hidrojen Bag

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

baginin kuvveti 2—-5 kcal/mol olarak kabul edilmektedir.
1.1.2.3. 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 bdlgelerde 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 reseptdr) bir birine topolojik ve elektronik olarak
cok 1yi bir sekilde uymasi gerekir. Van der Waals baginin kuvveti 0,5 kcal/mol olarak
kabul edilir. ilagla reseptor arasinda bu sekilde tesekkiil edecek zayif bir bagdan dogal

olarak dnemli bir farmakolojik tesir beklenemez.



1.1.2.4. Takviyeli fyon 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 kistmdan da Van der Waals baglar1 ile birlesebilir; boylece daha sabit bir bag

meydana gelmis olur. Bu bagin kuvveti 10 kcal/mol olarak kabul edilir.
1.1.2.5. Kovalent Bag:

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

edilir. Bu baglanmaya c¢ok nadir rastlanir [7].
1.2. fla¢ Tasarim

Ilag tasarimi, daha onceden tanimlanmis yapi-aktivite iliskilerinden yararlanarak,
farmakolojik aktivitesi Ongoriilebilen potansiyel ila¢ molekiillerinin tasarlanmasidir.
Yeni ila¢ gelistirmenin amaci, var olanlardan daha giiclii, daha az toksik ve yan etkileri

en aza indirilmis, yararli terapotik bilesikleri belirlemektir [8].

Ayrica ilag ve reseptor arasindaki baglanma etkilesimini gelistirmek ve ilacin reseptor
icin seciciligini arttrmaktir. Daha giiclii ve daha secici baglanma i¢in ilag, baglanma
bdlgesine gore uygun yapida ve biiyiikliikte olmali ve baglanma i¢in gerekli fonksiyonel
gruplara sahip olmalidir. Bu fonksiyonel gruplar birbirlerine gore dogru pozisyonda
olmalilar ki hepsi ayni zamanda baglanabilsinler. Mevcut ilaglarmm hemen-hemen hig
biri ideal 6zelliklere sahip olmadiklarindan, aragtirma kurumlarinda ve ilag endiistrisinin
arastirma gelistirme laboratuarlarinda, siirekli ilag olabilecegi diisiiniilen bilesiklerin
sentezi yapilmakta ve bunlar belirli farmakolojik testlere tabii tutulmaktadir. Ilaglarin

secici, etkisi gegici ve doza bagl olmalidir.

Organizmanin ve ilag molekiiliiniin organizmadaki yolculugunun ve hedef molekiillerle
etkilesiminin karmasiklig1 distiniildiiglinde, ila¢ tasariminda basarinin ne kadar zor
oldugu kolaylikla goriilebilir. Farmasotik amaglarla sentezi yapilan otuz bine yakin
bilesikten ancak birka¢ tanesi cesitli asamalar1 gegip, klinik incelemelere kadar

gelebilmekte ve bunlardan sadece bir tanesi ila¢ olarak kullanima girmesi 12-15 yil



sirmektedir. Bilgisayarl ilag tasarimi teknikleri ile bu siire ¢ok kisalmistir. Daha
onceleri tek bir ilag bile dizayn edilememesine ragmen, bu tekniklerin gelismesi
sayesinde ila¢ modeli miimkiin hale gelmistir. Giinlimiizde biitiin diinyada farmakoloji

ve biyoteknoloji sirketleri bilgisayar destekli ila¢ tasarimmi tekniklerini kullanmaktadir

[9].
1.3. Bilgisayar Destekli ila¢c Tasarin

1950’lerde baslayan bilgisayar teknolojisi, el hesap makineleri kullanilarak ¢ok zor bir
sekilde yapilan kuantum mekanik hesaplamalarini, Schordinger denkleminin bilgisayar
ile ¢6ziilmesi sonucunda ¢ok kolay hale getirmistir. Ancak o donemlerde sadece birkag
atomlu kiiciik molekiillere uygulanabilen ab initio yontemler ile hesaplamalar
yapiliyordu. Daha sonrasinda ise semiempirik molekiiler orbital teori ile ¢ok biiylik
molekiiller i¢in de hesaplamalar yapilabilmektedir. Ayn1 zamanda fizikokimyacilar
tarafindan gelistirilen deneysel modelleme metotlari ile biiyiik biyolojik sistemlerin ii¢
boyutlu konformasyonel davraniglar1 ve yapilar1 daha net olarak agiklanmistir.
Molekiiler mekanik metot olarak adlandirilan bu metot ab initio ve semiempirik
metotlardan c¢ok daha hizhidir. Ayrica 1960 ve 1970’lerde fizikokimyacilar ilag
tasariminda, bilesiklerin lipofilik veya hidrofilik karakterini hesaplayan metotlar
gelistirmiglerdir. Boylece giinlimiizde bilgisayar-destekli ilag tasarimi (Computer-
Assisted Drug Design (CADD) ) olarak adlandirilan ve ilag gelistirme c¢alismalari igin
kullanilan bir teknik ortaya c¢ikmistir [10]. CADD ila¢ olarak kullanilan biyolojik
aktiviteye sahip bilesiklerin optimizasyonu, tasarimi ve arastirilmasi asamalarini igeren
bilgisayar destekli tekniklerin tiimiinii kapsamaktadir. ilk bilgisayar destekli, molekiil
yapisma dayali ilag tasarimi metotlar1 1980’lerin basinda ortaya ¢ikmis olup ilk olarak
Hammet esitligi kullanilmis ve zaman igerisinde gelisim gostermistir. Giinlimiizde ise

gelisimi halen devam etmektedir [11].

Herhangi bir bilesigin yapis1 ve kimyasi denel yOntemlerle belirlenebilir, ancak
hesaplama yolu ile 6ngoriiniin yapilabilmesi ¢ok yararhidir ve pek ¢ok uygulama alani
bulmustur. Ornegin farmakolojide yeni ilaglarin gelistirilmesinde yaygin olarak
kullanilmaktadir. Kimyacilar bilgisayar kullanarak sentezden Once ilaclarin yapilari
hakkinda 6nbilgiye sahip olarak ilagta istenen 6zellikleri belirleyip bu 6zelliklere uygun

bilesiklerin sentezlerini gerceklestirirler. Bu da para ve zaman kaybin1 6nlemektedir.



Bilgisayar-destekli ilag tasarim yontemleri, deneysel yontemler kullanilarak bir ilacin
kesfinden ticari olarak satilmasina kadar gecen siirenin ve maliyetinin disiiriilmesi
amaciyla son yillarda hem ila¢ firmalar1 hem de iiniversitelerde yaygin bir sekilde
kullanilmaktadir. Bilgisayar-destekli ila¢ tasariminda, ligand-temelli (ligand-based etki
gosteren molekiillerin yapisindan reseptor yapismin yorumlanmasi) ve yapi-temelli
(structure-based bilinen reseptor yapisindan hareketle etki gosterebilecek molekiillerin
tasarlanmasi) olmak iizere iki temel yontem bulunmaktadir. Eger ilacin viicut icinde
etkilestigi hedef protein yapist bilinmiyorsa, QSAR yontemleri kullanilirken, “Hedef
protein” yapist biliniyorsa Molekiiler dinamik (MD), simulasyon (zamana kars1
konformasyon analizi) ve Docking (protein-ligand kilitlenmesi) yOntemleridir.
Kombinatoryal kimya metotlar1 (¢ok sayida bilesigin etkin ve hizli bir sekilde beraber
sentezlenmesini amaglayan metot) ve High Throughput Screening (HTS) yontemleri
(milyonlarca bilesigin aktivitesinin denenmesi ic¢in kullanilan ¢ok hizli bir yontem) ile
yeni kimyasal ilag olabilecek molekiiller belirlenmektedir. Dogal kaynakli bilesiklerin
etkilerinin yine HTS teknikler kullanilarak kisa zamanda milyonlarca molekiil arasindan

ayristirilabilmesi kullanilmaktadir.

Bilgisayar destekli ila¢ tasarimi; orijinal bilesiklerin tasarlanmasi, bu giine kadar
kullanilan konvansiyonel (klasik) metotlara gore ¢ok daha hizli ve ucuz olmaktadir
[12].Bilgisayar destekli ila¢ tasarimi ile ilag 6zelligi gdsteren yeni molekiillere ulasmak

iizere kullanilan 6nemli yontemler asagidaki gruplar altinda toplanabilir.

a) Molekiiler Modelleme: Molekiiler grafik veya konformasyon analizi olarak da
adlandirilan bu yontemde klasik ve kuantum fizik esitlikleri ile molekiillerin
yapilarini sayisal ve gorsel olarak gosteren bir bilim dalidir. Bilgisayarli kimya
programlarinda geometrik 6zellikler (bag mesafesi, bag acis1 ve torsiyon agisi),
enerji parametreleri (olusum enerjisi, aktivasyon enerjisi vb.), elektronik 6zellikler
(dipol moment, yiik, iyonizasyon potansiyeli, elektron affinitesi), spektroskopik
ozellikler (titresim frekanslari, kimyasal kayma) ve sterik 6zellikler (hacim, ylizey
alani, difiizyon, viskozite vb.) gibi parametreler molekiillerin {i¢ boyutlu yapisinda
tanimlanir ve model i¢inde kullanilir. Bu yontemle, etken madde veya analog
tasarim1 (etken maddeye yapisal olarak benzemesine ragmen farmakolojik etkisi

kendi ozelliklerinin sonucu olan bilesik tasarimi) yapilarak nasil bir biyolojik



b)

d)

aktivite gosterecegine karar verilir. X 1smlar1 kristalografisi gibi yontemlerle ilacin
molekiiler sekli veya konformasyonu arastirilir [13].

Kalhp Tammma (Pattern Recognition): Makine 6grenmesinin bir alt dali olup,
gortintii islemede girdi olarak alinan islenmemis bilgiyi inceleyip gelen verinin
kategorisine gore isleme tabi tutmasidir. Kaliplar olgiimlerin veya gdzlemlerin
genel gruplarini ¢ok boyutlu uzayda tanimlanan uygun noktalarda siniflandirir [14].
Kiimeleme analizi (Cluster Analysis): n boyutlu veri matrisinde yer alan ve dogal
gruplamalar1 kesin olarak bilinmeyen birimleri, degiskenleri ya da birim ve
degiskenleri birbirleri ile benzer olan alt kiimelere ayirmaya yardimci olan
yontemler toplulugudur. Birimleri, degiskenler arasi benzerlik ya da farkliliklara
dayali olarak hesaplanan bazi dlgililerden yararlanarak homojen gruplara bolmek
amaci ile kullanilir. Kiimeleme analizi karmasik olusumlarin bulundugu hemen-
hemen tiim bilim alanlarinda yararlanilan bir yontemdir. Kalip Tanmma ve
Kiimeleme analizi yontemlerinin her ikisi de bir¢ok parametre ile karakterize
edilmis ¢ok sayida bilesik i¢inden en uygun bilesige ulasmak icin gelismis istatistik
ve bilgisayar yontemlerinin kullanildig1 sayisal tekniklerdir [15].

Reseptor Uyum veya Reseptor Tammmlama Yontemleri: Cesitli modern
spektroskopik yontemlerle reseptorle ilag arasindaki iligkilerin ve bu iliskilerde
hangi etkilerin fazla oldugu konularmin incelenmesi ile reseptdrle en iyi sekilde

uyum saglayacak molekiiliin tasarlanmasinda elde edilen bilgilerin kullanilmasidir.

1.4. Yap1 Aktivite iliskisi (SAR) ve Kantitatif Yap1 Aktivite liskisi (QSAR)

1.4.1. SAR

SAR terimi bilesiklerin kimyasal yapilar1 ile biyolojik ve farmakolojik aktiviteleri

arasindaki iligkinin kalitatif olarak belirlenmesi anlammma gelir. Yani bir molekiil

biyoaktif yapiyr (Pharmacophore, Pha) tasimasma bagli olarak aktif veya inaktif

seklinde siniflandirilir. Bilesiklerin yapi-aktivite iliskisi agiklanirken, genellikle

fonksiyonel gruplarin etkisi, stereokimyasal yapisi, biiyiikliigii ve sekli dikkate alinir.

Yapr-aktivite iligkisine diger katkilar ise kimyasal reaktiflik, elektronik etkiler, rezonans

ve indiktif etkilerdir [16].



1.4.2. QSAR

QSAR bir molekiiliin farmakolojik, toksikolojik ve biyolojik aktivitesinin kantitatif
tahminini yapar. Bu metot, benzer bilesik serisinden ortaya c¢ikan yapi ve aktivite

bilgilerini temel alir [17].

QSAR tarihinin baglangic noktas: kesin degildir. 1860 lardan 1960 lara kadar yiizyil
askin bir siire iginde gelisim gostermistir. Molekiiller arasindaki iliskiyi ve biyolojik
ozellikleri gosteren ilk calisma 1863 te Strasburg Universitesi'nde A.F.A. Cros
tarafindan sunulmustur. A.F.A. Cros, alkollerin sudaki c¢O6zinirlikleri azaldik¢a
memeliler lizerindeki toksik etkisinin arttigmi gozlemistir. 1868 de A. Crum Brown ve
T. Fraseralkaloidlerin biyolojik etkileri iizerinde g¢alismislar ve genel yapi-aktivite
iliskisini ~ formiillendirerek  fizyolojik  aktivitenin  kimyasal bilesimin  yani

konsantrasyonun bir fonksiyonu olarak degistigini bulmuslardir.
®=f(C) (1.1)

Cogu organik bilesigin yapis1 heniliz bilinmedigi i¢in bu iligkiyi kullanarak aktiviteyi
diger ornekler {izerinde aciklamakta yetersiz kaliyorlardi fakat bugiin ilaglardaki her
atom ile ilgili ayrintilar bilinmektedir (cogu durumda baglanma bdlgesinin ii¢ boyutlu
yapis1). Bu etkilesimi, farkli kimyasal molekiiller ile etkilesim potansiyeli, {ic boyutlu
yapisi, yiizey oOzellikleri ve fizikokimyasal Ozellikler gibi farkli yollar kullanarak
aciklayabiliriz. Esitlik 1.2 deki A® ile AC’, ya yapisal parametreler (Free-Wilson
analizi) ya da molekiiler 6zelliklerdeki degisim gbz Oniine alnarak (Hansch analizi)

dogrudan iliskilendirilebilir. Bu iliski asagida verilmistir.
AD =1 (AC) (1.2)

Ayn1 zamanda Crum Brown ve Fraser kendi genel yapi-aktivite formiillerini
gelistirmisler ve B.J. Richardson, alkollerin uyusturucu aktivitelerinin molekiil
agirliklar1 ile orantili oldugunu gostermistir. 1893 te, C. Richet eterler, aldehitler,
alkoller, ketonlar ve diger bilesiklerin toksik etkilerinin sudaki ¢oziiniirlikleri ile iliskili
oldugunu gdzlemlediler. 1890 larda, Marburg Universitesinden H.H. Meyer ve Ziirih
Universitesinden C.E. Overton, birbirinden bagimsiz olarak calisarak nétral organik

bilesiklerin toksik etkisinin lipofilik ve su fazi1 arasindaki partisyon katsayisma ( «
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=logP) bagl olduguna dikkat cektiler [18]. Louis Hammett’in ¢alismalarma kadar
QSAR’n gelismesi aslinda ¢ok yavasti. Ancak Louis Hammett, organik asit ve bazlarin
elektronik Ozellikleri ile denge sabiti ve reaktiflikleri arasinda iligki kurarak, benzoik
asit ile gesitli tiirevlerinin dissosiyasyonu incelemisler ve bagli olan substituentlerin
aktiviteyi nasil etkiledigini agiklayarak, QSAR’m gelisimine biiylik katkilarda
bulunmustur [19].

Uyusturucu, bakteriyel, hemolitik ve toksik ozellikler ile lipofilite arasindaki iligkiler
ylizyilin basindan beri bilinmesine ragmen, 1964’ te Free-Wilson metodu ve Hansch

analizi ile ilgili yayinlar sonucunda, daha ac¢ik bir sekilde ortaya konulmustur [20].

Aktivite ve toksisite de fizikokimyasal Ozelliklerin etkisinin arastirilmasi 19. yy’ a
dayanir. 1935’ de Hammett sabiti, 6, organik asit ve bazlarin reaktifligi ile denge
sabitleri arasindaki bagintiy1 agiklamak i¢in kullanilmistir. 1969’ da Hansch tarafindan
yapilan yar1 deneysel ¢calismada ise QSAR i¢in yeni bir donem baglamistir. QSAR da
cesitli biyolojik aktiviteyr tahmin etmek i¢in oktanol-su dagilma katsayist (logP)
hidrofobik 6zellik olarak tanimlanmistir. logP veya hidrofobik 6zelligin diger ol¢iimleri
toksikolojide ve ilac¢ arastirmalarinda halen genis capta kullanilmaktadir. Aktivite ile
fizikokimyasal 6zellikler arasindaki iliskiyi kuran Hansch tipi yaklasim ¢ok degiskenli
regresyon metodunu kullanarak enzim inhibisyonu, metabolizma, ligand reseptor
baglanmasi, toksiklik gibi problemlere ¢oziim getirmek i¢cin uygulanir. QSAR’ daki

temel ¢alismalar Hansch tarafindan yapilmistir.
1.4.2.1. QSAR Teorisi

Bir bilesigin farkli yapisal ve kimyasal ozelliklerinin, kendi biyolojik aktivitesine
dogrusal toplam katkisinin g6z oniine alinmasina dayanir. Burada biyolojik aktivitenin
belirli fizikokimyasal 6zelliklere dayanarak tasinma ve baglanma ile lineer iliski

icerisinde oldugu ispatlanmustir.

Bu durum, bazi arastirmalar, Ornegin; de novo ilag dizayni programm LUDI (1.3),
tarafindan ispat edilmistir. Buna ek olarak, Free Wilson ve Hansch analizleri

birlestirilerek yapilan c¢alismalarm sonucunda bu goriis desteklenmistir [20].

AG,, . =AG, +AG,, +AG, . +AG,  +AG

baglanma iyonik lipo donme ( 1 3)
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Oteleme ve donme entalpilerinin toplam kayb1; AGo = + 5,4 kjmol™
ideal nétral hidrojen bagi; AGp,= - 4,7 kjmol™

Ideal iyonik etkilesim; AGiyonik= - 8,3 kjmol'1

Lipofilik (veya hidrofobik) baglanti; AGyipe= - 0,17 jmol™ A°
Ligandimn her donebilen bagma ait entropi kaybr; AGgsnme = + 1,4 kjmol™

Esitlik (1.3), serbest baglanma enerjisi AGpaglanma, biitiin Oteleme ve donme serbestlik
derecesi kayiplarini agiklayan AGy sabiti, ndtral ve iyonik hidrojen bag etkilesimleri ile
ligand-protein arasindaki hidrofobik (veya lipofilik) etkilesimlerin yapiya bagl enerji
terimleri olan AGpy, AGiyonik, AGiipove ligandmn i¢ donme serbestlik derecesi kaybini
gosteren AGgsnme €nerji terimi ile iligkilidir. Esitlik (1.3) enerji degerlerinin genis bir
araligina sahiptir: 45 farkl ligand-protein kompleksine ait AGpaglanmadegerleri -9 ila -75
kjmol" arasinda degisir. Bu degerler 2,5.10° M ve 4.10"* M arasindaki baglanma
sabitlerine karsilik gelir. Matematiksel modelden, ligand baglanma sabitlerinde yaklasik
1,4 log birimlik hataya karsilik gelen standart sapma degeri 7,9 kjmol' oldugu
bulunmustur [20].

Serbest enerji AG ve denge sabiti K ya da oran sabiti k (k,= birlesme sabiti, k,= ligand-
reseptdor kompleks ayrisma sabiti) arasindaki termodinamik iliskiden dolayi, bu

degerlerin logaritmasi ile baglanma affiniteleri aralarinda bir baglant1 kurulabilir.

AG =-2303 RT log K =-2,303 RT log Ky
k, (1.4)

Belirli biyolojik etkiye karsilik gelen molar konsantrasyonun logaritmasi, logC,
molekiiler oOzellikler ya da fizikokimyasal ozellikler ile iligkilendirilebilir. Bu
fizikokimyasal 6zellikler Esitlik 1.4 de verildigi gibi serbest enerji ile iliskisi olan denge
sabitleridir. Normal olarak konsantrasyonun tersinin logaritmasmin degeri, log(1/C)
veya —log(C), aktifligi fazla olan bilesiklerde daha yiiksektir. Baslangicta QSAR olarak
ortaya ¢ikan bu metot zamanla gelisim gostererek asagida verilen yeni QSAR metotlar

seklinde uygulama alani bulmustur.
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1.4.2.1.1. Hansch Analizi

1964’te, C. Hansch, T. Fujita, tarafindan yapilan caliymada farkli fizikokimyasal
parametreler kullanilarak substitue fenoksi asetikasit tiirevlerinde biyolojik aktivite ve
lipofilite degisimleri incelenmistir. QSAR daki baslica ilerleme de Hansch’in bu
calismasinda biyolojik aktivitenin serbest enerji terimleri ile baglantili oldugunu ispat
etmesinden sonra olmustur. Bu yaklasim baglangigta lineer serbest enerji iliskisi
(LFER), olarak adlandirilmis daha sonra termodinamik yaklasim olarak degistirilmis ve

asagidaki esitlik ile agiklanmistir.
logl/C=an+bo + cE¢t ........ + sabit (1.5)

C; biyolojik aktiviteden sorumlu olan bilesigin molar konsantrasyonu, m; substituentin
hidrofobik katkisidir ve log Px / Py olarak verilir. o; substituentin Hammett elektronik
katsayisidir ve log Kx/ Ky olarak verilir. E. Taft sterik parametresi ve a, b, ¢ ise uygun
katsayilardir. Bu agiklamada Px ve Py sira ile substitue olmus ve olmamais bilesiklerin
oktanol ve su fazindaki dagilma katsayisini ifade ederken Kx ve Ky ise sira ile meta ya
da para substitue olmus veya substitue olmamis benzoik asit tiirevlerinin 25 °C deki

iyonizasyon sabitleridir.

Korelasyon modeli tek bir parametre veya g¢esitli parametrelerin kombinasyonu
kullanilarak ortaya cikarilabilir. Bu parametreler n, logP, o gibi deneysel verilerden ya
da ClogP, LUMO ve HOMO enerjisi ve yiik gibi teorik olarak hesaplanan degerlerden
elde edilebilir.

Hansch ve grubu, hidrofobik ilaclar ve biyolojik aktivite arasinda parabolik bir iliskinin
oldugunu ortaya cikararak QSAR analizinde kullanmuslardir [4]. Ilacin n-oktanol/su
sistemindeki dagilma katsayis1 (hidrofobisite) ve biyolojik aktivite arasinda ikinci

dereceden bir iligki oldugunu asagidaki formiil ile gostermislerdir.
log 1/C = a(logP)* + b(logP) +co +....... +k (1.6)

P = n-oktanol/su dagilma katsayisi,c = Hammet elektronik parametresi, a,b,c =
regresyon katsayilari, k = sabit terim. Bu esitlik ilacin tasinmasi1 ve baglanma affinitesi

kavramlarindan gelistirilmistir. [lacin enzim veya reseptor gibi biyolojik aktif bolgelere
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baglanmasi lipofilite, elektronik ve diger serbest enerji 6zelliklerine baghdir ki buna

baglanma affinitesi denir.

Bu esitlik tasinma ve baglanma kavramimnin her ikisini de igeren matematiksel modeldir.
Esitlikte farkli fizikokimyasal 6zelliklerin bu kombinasyonu ve lineer olmayan lipofilite
baghlig1 i¢cin parabolik terimin ortaya c¢ikmasina ek olarak, Hansch ve Fujita X
substituentlerinin lipofilite parametresi olan n’y1 tanimladilar, (Ilx = log Prx —log Prn)
yaklagik 30 yil once Hammett aym1 anlama gelen elektronik parametre o’ y1
aciklamistir. Hammett calismalarinda referans olarak substituebenzoik asitlerin

iyonizasyon sabitlerini kullanarak agsagidaki matematiksel bagntilar1 6nermistir [21].
po = log Krx— log Kgy (1.7)
po = logkrx— logkry (1.8)

p belirli reaksiyonlar i¢in 6zel olan reaksiyon sabiti ve ¢ substituentlerin elektron verici
veya ¢ekici 6zelliklerine bagl bir parametre olan elektronik Hammett sabitidir. K denge

sabiti ve k aromatik bilesiklerin reaksiyon hiz sabitidir.

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

olarak tanimlanir.
logt; — logtg, = af;

T; ve Tg, biyolojik aktivite degerleri, a; biyolojik aktivitenin belirli bir ¢esidi i¢in gegerli
olan bir sabit ve B;; Xjsubstituentinin etil grubuna goére daha az veya daha fazla olan
sabit aktivite katkisi. Esitlik 6zel olmayan bir biyolojik aktiviteyi a¢iklamasia ragmen

genel bir model olarak kabul edilemez.

Ozellikle laboratuvar calismalarinda biyolojik aktiviteyi farkli sekilde aciklama
yetenegine ve esnekligine sahip olmasi nedeni ile Hansch analizi oldukca avantajlidir
[22]. Bir Hansch analizi yapmak isteyen arastirmaci, her bir satirm bir bilesigi, her bir
siitunun ise molekiillerin degisik 6zelliklerini gosterdigi bir tablo hazirlar. Genellikle

analiz edilen bilesiklerin ortak 6zellikleri bir noktada kesisirler. Bu yiizden molekiillerin
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biyolojik aktivitelerindeki  farkliliklar molekiilin temel iskeletine eklenen
stibstitlientlerin degisen Ozelliklerinden kaynaklanir. Siibstitiientlerin logP veya pKa
gibi ozellikler iizerine etkileri tablolarda mevcuttur. Regresyon analizi, molekiillerin
hangi fiziksel 6zelliklerinin, biyolojik aktivitelerine en iy1 sekilde nasil etki ettigini

aciklar.

1.4.2.1.2. Free-Wilson Analizi

1964’ te Free ve Wilson genel yapisal 6zellikleri agiklamak i¢in yeni bir matematiksel
model gelistirdiler. Bu model substituentlerin bulunmasi veya bulunmamasi durumunda

biyolojik aktivite korelasyonunu kullanan bir regresyon teknigidir [22].

Bu modelin esasi, herhangi bir konumdaki substituentin, temel molekiil yapisina
biyolojik katkisinin oldugu ve her bir substituentin bu katkismnin, molekiilde var olan
diger gruplardan bagimsiz oldugu varsayimina dayanir [23]. Free Wilson analizinde

biyolojik aktivite asagidaki formiil ile hesaplanir.
logl/C =Y ai+p (1.10)

a;, biyolojik aktivite degerlerine X; substituentlerinin grup katkilar1 ve p daha ¢ok
substitue olmamis analog olarak adlandirilan referans bilesigin hesaplanmis biyolojik
aktivite degeridir. Free Wilson analizi uygulama yapmak icin daha kolaydir. Biyolojik
aktiviteyi aciklamakta fizikokimyasal 6zelliklere ihtiya¢ duymaz. Genel substituentlerin
varlig1 veya yoklugunu gostermek i¢cin 1 ya da 0 degerlerini kullanir. Baska bir deyisle,

Free Wilson analizi Hansch analizinden daha sinirhidir [18].

Free-Wilson analizi bir QSAR modeli ortaya c¢ikarmak ic¢in bilesiklerin kimyasal
yapisinin ve biyolojik aktivite degerlerinin bilinmesini gerektirir. Free-Wilson analizi

icin asagida verilen sartlar gecerlidir [24]. Bunlar;

1. Bilesige bagli substituentin regresyon katsayist degerlerini bulmak icin bilesik
kimyasal olarak modifiye edilir.

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

3. Molekiiliin ii¢ boyutlu yapisin1 géz oniine almaz, substituenti tek noktada tayin eder

bu nedenle istatistiksel sonuclar i¢in belirsizdir.
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4. Cogu serbestlik derecesi her substituenti aciklamada ihmal edilir.

Free-Wilson analizi, biyolojik aktivite i¢in Onemli olan fizikokimyasal 6zelliklerin
farkim1 gormede sik sik kullanilir. Fujita ve Ban 1971 de Free-Wilson modelinin
eksikliklerini gidermek icin, aktivitenin logaritmasini kullanarak yeni bir esitlik

gelistirdiler. Bu esitlik asagida verilmistir.
log A/ Ap =2 G:X; (1.11)

A ve Ay swra ile substitue olmus ve olmamis bilesiklerin aktivite degeri, Gj, 1
substituentinin aktivite katkismin logaritmasidir ve X; ise substituent bulundugunda 1,
bulunmadiginda 0 olan bir degerdir. Substituentlerin bir seti i¢in esitlik asagidaki sekli

alr.
logA=> GX;+pn (1.12)
Burada p sabit bir terimdir. Gelistirilmis bu modelin bagslica avantajlar1 sunlardir.

1. Yapisal matris bigiminin degistirilmesine ihtiya¢ duymaz.
2. Esitlik i¢in higbir smirlama yoktur.

3. Her bir pozisyondaki grup katkilar1 referans bilesige dayanir.

Sabit terim p en kiigiik kareler yontemi ile hesaplanir ve substitue olmamis bilesik igin
degeri teorik olarak bulunur. Bir bilesigin digsarida birakilmasi ya da hesaba katilmasi

grup katkilar1 degerini 6nemli derecede etkilemez.
Bu avantajlar nedeni ile Fujita-Ban metodu Free-Wilson metodundan daha 1yidir [28].
1.4.3. 2D-QSAR Analizi

2D-QSAR analizi kantitatif iligkileri elde etmek igin lineer regresyon tekniklerini
kullanir. 2D-QSAR tekniklerinin ¢ogunun istatistiksel verileri sliphelidir. Ligand ve
reseptor arasindaki baslangic etkilesimi {izerinde durur. 2D-QSAR analizi 3D-QSAR
kadar acik degildir. Genellikle yap1 temelli farmakofor tanimlamas1 yapar ve reaksiyon

bilgileri, yapisal 6zelliklerin tahmini ile kimyasal bilgiler lizerinde durur [24].
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2D-QSAR da kullanilan molekiiler parametreler genellikle ii¢ grupta toplanur.

e Molekiiler baglanma gibi iki boyutlu parametreler
e Molekiiler yiizey alan1 gibi {i¢ boyutlu parametreler

e LogP gibi fizikokimyasal 6zellikler

2D-QSAR i¢in parametreleri yapisal, topolojik, geometrik, elektrostatik, kuantum
kimyasal ve termodinamik parametreler olarak siniflandirabiliriz. En basit tanimlayici,
geometrik veya elektronik yapiya bakmadan molekiiler yapiyr yansitan yapisal
parametredir ki bu parametre atom sayisi, molekiiler agirlik, bag sayis1 ve H bag1 sayis1
ile ilgilenir. Topolojik parametreler, molekiildeki iki atom ¢ifti arasindaki bag bilgilerini
kapsar. Geometrik parametre, yapmin ii¢ boyutlu koordinatlarin1 gerektiren, molekiil
ylizey alani, molekiiler yogunluk ve hacim gibi 6zellikleri i¢ine alir. Kuantum kimyasal
parametreler ise molekiillerin elektronik 6zellikleri hakkinda bilgi saglayan HOMO ve
LUMO gibi tanimlayicilardir. Termodinamik parametreler, ilk olarak Hansch analizinde
kullanilan molarrefraktivite, olusum 1si1s1, hidrofobik 6zellik ve oktanol ve sudaki

serbest solvatasyon enerjisidir.

1.4.4. Yeni QSAR Metotlan

1.4.4.1. Hologram QSAR (HQSAR)

Son yillarda Tripos tarafindan ortaya ¢ikarilan Hologram QSAR fragment bazli bir
QSAR yaklasgimidir [25]. HQSAR, yapi-aktivite iliskisini ortaya ¢ikarmak igin
kullanilan fizikokimyasal parametrelere ve li¢ boyutlu yapiya ihtiyag duymayan yeni bir
tekniktir. Bu metot biyolojik aktivite ve molekiiliin iki boyutlu yapisi arasindaki
bagintiy1 temel alir [4].

HQSAR da, secilen bilesik serisindeki her bir molekiil yapisal fragmentlerine ayrilir,
daha sonra bu fragmentler Cyclic Redundancy Check (CRC) algoritmasi kullanilarak
ozel bir say1r olarak tayin edilir. Bu sayilar sabit uzunluktaki bir say1 dizisinde
depolanarak diizenlenir. Burada elde edilen diziler molekiiler hologram olarak bilinir ve
molekiiler hologram dizileri, tanimlayicilar olarak kullanilr. Bu tanimlayicilar
molekiillerin kimyasal ve topolojik bilgilerini tahmin etmek i¢in kullanilir. QSAR

modeli PLS (Partial Least Square) regresyon teknigi kullanilarak gelistirilmis ve Leave-
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One-Out-Cross-Validation (LOOCV) teknigi kullanilarak gegerli kilmmistir. Aktivite

ile hologram dizileri arasindaki korelasyon, PLS ile elde edilen asagidaki esitlik

kullanilarak gegerli olmustur.

(1.13)

Bu esitlikte, A; 1 bilesiginin aktivitesi, C, bir sabit, Xj, / dizininde ya da 1 pozisyonunda

bilesigin molekiiler hologramini isgal eden deger, Ci;, PLS tekniginden tiiretilen diziler

icin bir katsay1 ve L ise hologram uzunlugudur.

Asagida verilen ilk sekilde molekiiler hologramlarin ortaya ¢ikarilma prosediirii ve

ikinci sekilde ise bu hologramlarin kullanilarak aktiflik degerlerinin elde edilmesi

gosterilmistir [26].
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Sekil 1.1. HQSAR’ da hologramlarin ortaya c¢ikarilmasi ve bu hologramlardan
aktivite degerinin elde edilmesi.

HQSAR ve Free-Wilson metodu gibi diger fragmentbazli QSAR teknikleri arasindaki

temel fark, st tiste cakisan fragmentleri iceren biitin miimkiin fragmentleri

kapsamasidir. Metot ¢ok hizlidir ve ClogP gibi fizikokimyasal 6zelliklerin tahmininde

kullanilabilir.

1.4.4.2. Inverse QSAR

Inverse QSAR Focus-2D olarak bilinen bu yaklasim yapisal olarak benzer bilesiklerin
benzer biyolojik aktiviteyi gosterecegi hipotezi iizerinde durur [27]. Bu yaklasim
topolojik parametreler gibi c¢esitli kimyasal yapi parametrelerini, olasilik arastirma

algoritmalarini ve kimyasal benzerlik fonksiyonlarmi kullanir.

Bilesik arsivindeki yliksek aktiviteli bilesikleri segmek i¢in daha onceden 6zellikleri
belirlenmis QSAR metotlar1 kullanilir. Bu metot, 28 bradykinin-potentiating BK
pentapeptit bilesiginin bir serisinden GA-PLS “genetic algorithma partial least squares”
metodu kullanilarak gelistirilen QSAR esitligi ile gecerli kilinmis ve esitlikten en aktif
iki peptitin aktivitesi tahmin edilmistir. Topolojik tanimlayicilar Malconn-X programi
ile hesaplanmistir. Bir¢ok tanimlayicilar olan elektronik 6zellikler ve hidrofobisite sira
ile elektronik yiik indeksi (Electronic Charge Index (ECI) ) ve izotropik ylizey alani
(Isotropic Surface Area (ISA) ) kullanilarak anlatilmistir.
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1.4.4.3. Binary QSAR

Biyolojik aktiviteye sahip yeni bilesiklerin sentezlenerek arsive dahil edilmesinde
kombinatoryal kimyanin ortaya ¢ikmasmdan sonra arastirmacilar kisa zamanda
milyonlarca bilesigin denenmesi i¢in hizli ve yeni metotlar arastirmislardir. Bunun
sonucu olarak “High Throughput Screening” (HTS) metodu gelistirilmistir. Genellikle

bu metot aktif ya da inaktif seklinde bilgiler iirettigi icin sonuclarda hatalara rastlanilir.

Binary QSAR ise, calisilan molekiil serisinde aktif ve inaktif bilesikler i¢in olasilik
hesaplamasi yapan ve biyolojik aktivitenin binary ifadesi (aktif=1 ve inaktif=0) ile
bilesiklerin yapisal 6zelliklerini iliskilendiren HTS analizini kullanan bir yaklasimdir
[28]. Bu metot biyolojik aktivite i¢in gereken dnemli yapisal bilgileri ¢ikarmada ve ilag
tasarimi i¢in arsivlerin tasariminda yardim eder. Metodun daha ayrintili sekli Labute’nin

[29] ve Gao’nun [29] makalelerinde yer almaktadir.

Bu QSAR modelinin performanst modelden tahmin edilen ii¢ asamanin belirlenmesi ile
Olciilebilir. my aktif bilesiklerin sayisi, m;inaktif bilesiklerin sayisi ve ¢y ve ¢ ise sira ile
model tarafindan dogru olarak tahmin edilen aktif ve inaktif bilesiklerin sayisidir.
100(co/my) aktif bilesiklerin yiizdesini ve 100(ci/m;) ise inaktif bilesiklerin ylizdesini ve
100(cotc)/(mp+m;) tiim bilesikler i¢cin ayrintili ylizdeyi verir.

Binary QSAR metodunun avantaj ve dezavantajlar1 Labute tarafindan makalesinde
sunulmustur. Bu metot HTS i¢in bilesiklerin se¢ciminde ve kombinatoryal arsivlerinin
tasariminda kullanighdir. Binary QSAR metodunun baglica dezavantaji parametrelerin

yorumlanmasinda kolay olmamasidir [30].

1.4.5. 3D-QSAR

C. Hansch grubu ve diger arastirmacilarin iizerinde durdugu QSAR yaklagimlari,
biyolojik aktivite veya molekiildeki fiziksel ve yapisal degisimler ile yapisal
parametreler arasindaki kantitatif iliskileri gosterir. Bu metotlar, birgok ticari ilag ve
pestisitlerin gelistirilmesinde ve ilag reseptor etkilesimlerinin aydinlatilmasinda yardim
eder. Bununla birlikte, bu metotlar baz1 sinirlamalara sahiptir. En 6nemli sinirlama, yeni
substituentler i¢in sayisal parametrelerin bulunmamasidir. Aktif Analog Yaklagima,

Molekiiler Sekil Analizi, Karsilastirmali Molekiiler Alan Analizi (Comparative
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Molecular Field Analysis (CoMFA) ) gibi bircok 3D-QSAR modeli yaklagimi 1980
lerde ortaya ¢ikmistir. Birgok yeni metot 1990 larda gelistirilmis ve bu alan son on yil

boyunca ila¢ tasarimi i¢in oldukca fazla gelisim gostermistir [31].

Bilgisayar calismalarindan 6nce bile kimyacilar incelenen bir molekiil serisi i¢inde yap1
aktivite iliskilerinin nasil oldugunu tahmin edebilirlerdi. Genellikle molekiiliin
yapisindaki kiiclik degisiklikler aktivite degisimini fazla etkilemez. Benzer fiziksel ve

kimyasal 6zelliklere sahip olan bilesikler benzer biyolojik aktiviteye sahiptir.

Bir bilesige biyolojik aktivite kazandiran molekiiliin ii¢ boyutlu yapisi oldugu i¢in 3D-
QSAR, molekiildeki yapisal degisikliklerin biyolojik 6zelliklerin degisimlerini nasil
etkiledigini anlamamiza yardim eder. 3D-QSAR teknikleri yapi-aktivite iliskilerini
bilgisayar destekli olarak ortaya koyar. Hizi ve kesinliginden dolayr 3D-QSAR
metotlar1 ile ligand-reseptor kompleks yapist lizerindeki hesaplamalar yapilabilir. 3D
QSAR teknikleri, incelenen molekiil serisi disindaki bilesiklerin aktifligini veya

inaktifliginin tahmini i¢in de kullanilir [31].
3D-QSAR da genel kurallar asagida maddeler halinde gosterilmistir.

1. Konformasyonel analiz tekniklerini kullanarak minimum enerjili konformer
secilir.

2. Iki atom arasindaki mesafe, halkali sistemlerin optimizasyonu, dénor-akseptor
hidrojen bag1 ya da yiiklii fonksiyonel gruplar tanimlanir.

3. Aktif Kiime (Perform Cluster Analysis)denilen smiflandirma metotlar1 ile
Pharcophore (Pha) yapisimi bulunduran baglayict konformer segilir. “Aktif
Kiime” Pha yapis1 aktif bilesiklerin biiylik sayisina ve inaktif bilesiklerin kiiciik
sayisima sahiptir. Aktif kiimede her bir yapmin en diisiikk enerjili konformeri
reseptor ile etkilesen konformer olarak alinir.

4. Biyolojik aktiviteye etki eden dipol momenti, polaritesi, nokta yiikleri,
molekiiler elektrostatik potansiyeli HOMO ve LUMO orbitalleri, sekil ve
hacim gibi 6zellikleri belirlenir.

5. Onemli farmakofor 6zellikleri secilir [32].

Biyolojik aktivite ile kimyasal bir serinin ii¢ boyutlu 6zellikleri arasindaki bagintiy1

kullanan 3D-QSAR, son yillarda QSAR metotlarinin en dikkat ¢cekeni olmustur. Cilinkii
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aktivite hesabi icin kimyasal yapiy1 anlatan parametreler kullanilir. 3D-QSAR metodu,
parametre tipine gore iki temel sinifa ayrilir. Birincisi hacim bazli (lattice-based,
incelenecek bir bilesik bir hacim icine yerlestirilerek Ozelliklerinin arastirilmasi) ve
ikincisi ylizey bazli parametrelerdir. Hacim bazli metot olarak, 3D-QSAR metodunda en

¢ok kullanilan CoMFA’dur.
1.4.5.1. Karsilastirmah Molekiiler Alan Analizi (CoMFA)

1979 da Cramer ve Milne molekiilleri karsilastirmak i¢in uzayda molekiilleri iist {iste
cakistirarak lic boyutlu olarak incelemislerdir. Bunu izleyen yillarda bu yaklasim
CoMFA’nm ilk uygulamali modeli seklinde, DYLOMMS (dynamic lattice-oriented
molecular modelling system) metot olarak gelistirilmis olmasina ragmen bilim adamlar1
tarafindan yetersiz olarak gosterilmistir. Bunun ardindan Cramer ¢esitli ¢alismalarla bu
modelini gelistirerek 1988 de CoMFA olarak adlandirdigi bu yeni metodu ortaya
cikarmistir ve bu metot genis ¢apta kullanim alani1 bularak, QSAR ve ilag tasarimi i¢in
kullanilan en giiclii yontemlerden biri olmustur. CoMFA molekiiliin 6zelliklerini
(biyolojik aktivite dahil) molekiiliin yapis: ile iliskilendiren istatistiksel (PLS, PCA) ve
grafiksel bir modeldir [33]. Aktivitenin dogrudan sistemin yapisal ozellikleri ile ilgili
oldugunu kabul eden COMFA metotlar1 3D yapi-aktivite iligkilerini kantitatif anlamda
acgiklar. Bu amacla ilk olarak analizde kullanilacak olan molekiil seti se¢ilir. En 6nemli
on kosul, benzer yapiya sahip olan molekiiller ayni tip reseptorle (iyon kanallari, enzim,
proteinler, hormonlar vb. gibi) ayn1 sekilde etkilesmesi (ligand-reseptor etkilesimi) ile
ayni baglanma bdlgelerini kullanmas1 sartidir. Ikinci adim olarak, CoMFA modeli
olusturmak i¢cin molekiillerden bir alt grup egitim seti (training set) secilir. Geriye kalan
molekiiller test seti olarak diisiiniiliir. Atomik yiikler ve diisiik enerjili konformasyonlar

hesaplanir [33].

CoMFA’ da kimyasal yapinin diizenlenmesi 6nemli oldugundan bu modelde molekiiller
birbiri lizerinde cakistirilir ve bu ¢akistirma i¢in yapisal benzerlik esas alinir. Cakismis
molekiiller iic boyutlu bir yiizeye yerlestirilir. Sonra sterik ve elektrostatik alanlarda
molekiillerin her yiizey noktasinda biitiin molekiiller i¢in bilgisayarla hesaplama yapilir.
En kiiclik kareler metodu (PLS) kullanilarak sterik ve elektrostatik alanlardaki
degisimler, biyolojik aktivitede ki degisimler ile iliskilendirilir. PLS analizi genellikle

parametrelerin (yapisal, konformasyonel, geometrik, elektronik ve termodinamik gibi
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fizikokimyasal 6zellikler) sayis1 kimyasal modellerin sayisindan daha biiyiikk oldugu
zaman kullanilir. En kiigiik kareler analizi, basit dogrusal, ¢goklu regresyon modellerinin
coziimlenmesinde kullanildig1 gibi, ¢ok denklemli ekonometrik modellerin ¢éziimiinde
de kullanilan tekniklerden biridir [19]. PLS ¢6ziimiinii tiretmek i¢in iki kritere basvurur.
Ik énce yeni bir eleman ¢ekmek icin dlgiitii, kolektif yapisal parametreler siitunlarmimn
hepsi ile deneysel bilgiler arasindaki genellestirmenin derecesini artirmaktir. Ikinci
adimda, bir PLS tekrarlanabilirliginin degerlendirilme sathasinda heniiz meydana
getirilmis prensip unsurlarinin kabulii i¢in 6lgiit, bagl degiskenleri tahmin etmek igin
tahmin yetenegindeki bir ilerlemedir. PLS’ de bir QSAR’ 1n tahmin yetenegine deger
bigmek i¢in kullanilan teknik “Cross-Validation” (CV) dir. CV tahmin performansina
deger bicmek icin en iyi yol, tahmin etmektir fikrine dayanir. PLS kullaniminda bir gizli
tehlike vardir; PLS nin deneme set igindeki her iliskiyi acgiklayacagina garanti yoktur.
CoMFA prosesinin bir sonucu olarak her bir tip CoMFA alani i¢cin gdsterilmis iki tiir
cevre seviyesi olacak; en ¢ok pozitif ve en cok negatif. Bu haritalar analizdeki
bilesiklerin elektrostatik ve sterik Ozelliklerini ag¢iklamakta kullanilir. Daha yiiksek
ozellik degerlerine sahip olabilecek yeni bilesikleri dnermeye yardimci olan bu

haritalar, biitiin molekiiller i¢cin ortak olan Pha’1 géstermezler [34].

CoMFA da, Orgii noktalarmin belirlenmesinin  giicliigli, sonuglarn biyoaktif
konformasyonun se¢imine ve molekiillerin ¢akistirilmasi kurallarina bagiml olmasi gibi
baz1 temel problemlere ragmen, giinimiizde metodun 3D-QSAR modelleri i¢in oldukca

kullaniglt bir ara¢ olduguna karar verilmistir [35].
1.4.5.2. Aktif Analog Yaklasimi

1979°da Marshall tarafindan gelistirilen bu metodun temeli, benzer konformerler benzer
aktiviteyi gosterir varsayimina dayanir. Bu metotta ilk olarak biyolojik olarak yiiksek
aktiviteye sahip bir bilesigin konformerleri hesaplanir. Molekiil serisindeki biitiin
bilesiklere bu islem uygulandiktan sonra yiiksek enerjili konformerler elimine edilir.
Daha sonra aktif konformer belirlenir, molekiiler hacim her bir molekiil i¢in hesaplanir
ve molekiiller iist iiste ¢akistirilir. Ust {iste ¢akismis konformerlerin belirli tolerans

araliginda ortak olarak tasidiklar1 aktif fragment Pha tanimlanir [36].
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1.4.5.3. Molekiiler Sekil Analizi (MSA)

Hopfinger ve grubu 1980’ de QSAR analizinde molekiillerin sekillerini ortaya ¢ikardilar
ve bu metodu molekiiler sekil analizi olarak adlandirdilar. Bu metodun asil amaci
QSAR’ da konformasyonel analizi gerceklestirmektir. 3D-QSAR’ da bu metodu

kullanarak yapilandirma asagida verilen maddeler ile gergeklestirilir.

a) Ilk olarak konformasyonel analiz yapilir.

b) Calisilan molekiil serisindeki biyolojik olarak aktif konformer tanimlanir.

¢) Referans bilesik seg¢ilir.

d) Referans molekiile gore her bir bilesigin iist iiste cakistirilmas: gerceklestirilir.
e) Molekiiler sekil parametreleri belirlenir.

f) Diger Hansch tipi parametreler belirlenir.

g) MSA 3D-QSAR yapilandirilir.

Cakigmis hacim V,, ve cakismamis hacim V., gibi molekiiler parametreler molekiiler
seklin kantitatif 6lgtimleri olarak hesaplanir. Bu 3D parametreleri Hansch analizinde
kullanilan fizikokimyasal 6zellikler ile birlikte denenmis 3D-QSAR modellerini ortaya
¢ikarmak i¢in kullanilir [4].

1.4.5.4. Karsilastirmah Molekiiler Sekil Analizi (CoMSIA)

Karsilastirmali Molekiiler Sekil Analizi olarak adlandirilan ve Gerhard Klebe tarafindan
gelistirilen CoMSIA, CoMFA ile benzerlik gosterir. Fakat CoMFA’ da Lennard-jones
ve Coulomb potansiyeli kullanilrtken CoMSIA, hidrojen bagi, hidrofobisite,
elektrostatik ve sterik Ozellikleri tayin etmek icin daha ¢ok Gaussian fonksiyonunu
kullanir [37]. Klasik CoMFA metoduna benzer olarak CoMSIA yaklasimmdan elde

edilen 3D-QSAR metodu asagida verilen {i¢ basamakta 6zetlenebilir.

1.1k olarak, incelenen biitin molekiiller yap: bazli ya da alan bazli olarak
cakistirilir.

2.Molekiillerin toplamini kapsayacak sekilde diizgiin aralikli ve dikdortgen sekilli
bir ylizey olusturulmustur. Baz1 6zelliklere sahip incelenen atom elektrostatik,
sterik, hidrofobik, H-bagi verici veya alict 6zelligini 6lgmek icin her orgii

noktasina yerlestirilmistir.
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3.Sonug olarak, alan 6rneklemesinden elde edilen sonuglar test edilen bilesiklerin
biyolojik aktiviteleri ile birlestirilerek bir tablo icine yerlestirilir ve PLS son

CoMSIA modelini elde etmek i¢in uygulanir.

Genel olarak LOOCV teknigi CoMSIA modeli i¢in kantitatif 6lglim araci olarak
kullanilabilir. CoMSIA da benzerlik farkli fizikokimyasal 6zelliklerin (sterik engel,
kismi atomik yiik, bolgesel hidrofobik 6zellik ve H-bag1 donor ya da akseptor 6zelligi)
terimleri ile agiklanir. Mesafeye bagli Gaussian tipi fonksiyon fizikokimyasal
ozelliklerin farkls tiirlerini hesaplamak igin kullanilir. Indeks, Agx, ilgilenilen bilesikler

ve prob atom arasinda asagidaki esitlik kullanilarak hesaplanir.

n 2
q S\ ~ Qg
AF.K (]) - Z (Dprobe,kmike
i=1 (1.14)

1: incelenen j molekiiliiniin biitiin atomlarmin toplam indeksi; oi: k atomunun
fizikokimyasal 6zelliginin gergek degeri; ®pob x: +1 yikli, 1A yarigapl, +1
hidrofobisiteye sahip, H-bagi donor ve akseptor ozellikleri +1 olan prob atom; a:
diizeltme faktori; rig. incelenen molekiiliin 1 atomunun ve yiizey noktasi q’daki prob

atom arasindaki karsilikli mesafe [38].

CoMFA ve CoMSIA metotlarma ek olarak, molekiiler diizenlenmenin (molekiillerin tist
iste cakistirilmadigl) kullanilmadigit COMMA, WHIM ve EVA gibi yeni 3D-QSAR
teknikleri gelistirilmistir [26].

1.4.5.5. Karsilastirmah Molekiiler Moment Analizi (CoMMA)

Karsilastirmali Molekiiler Moment Analizi olarak adlandirilan CoMMA, ilag-reseptor
etkilesiminde molekiiliin sekli kadar onun kiitle ve yiik dagilimlarmin da Gnemli
oldugunu dikkate alan bir metottur ve CoMMA’ da molekiillerin iist iiste ¢akistirilmasi

islemi yapilmaz [39].
1.4.6. 4D-QSAR

Hopfinger 1997 yilinda 3D-QSAR modeline dordiincii boyutu kazandirdi ve 4D-QSAR

analizi terimini ortaya ¢ikardi. Bu metodun CoMFA’dan baglica farki, konformasyonlari
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eslestirme islemi yaparak, biyolojik aktivite bilgileri ile molekiiler yapilarin bir setinden
gelistirilen modelde hem molekiiler konformerleri hem de molekiillerin iist {iste
cakismasi incelemelerini birlestirmesidir. 4D-QSAR analizinin dordiincii boyutu
eslestirme ortalamasindan kaynaklanir. Bu metoda gore, cogu 3D-QSAR metotlarindan
farkli olarak, aktif konformasyon minimum enerjili konformer degildir. Sistematik
konformasyonel arastirma yerine, konformasyonel eslestirme 6zelliklerini belirlemek
icin MDS’yi kullanir. Minimum enerjili konformerin 2kcal/mol i¢inde olan tiim
konformerleri ¢alisilan bilesik serisindeki her bir bilesigin en aktif konformeri olarak
tanimlanir. Diisiik enerjili konformerlerin bu serisi en iyi sonucu veren 3D-QSAR
modellerinde ayr1 ayr1 hesaplanir. Molekiiler ¢akisma problemi benzer ornekleme ve
hesaplama teknigi ile ¢ozilmiistiir. Her bilesigin konformerleri, CoOMFA metodunda
oldugu gibi, en iy1 cakigsmay1 bulmak icin daha dnceden belirlenmis dikddrtgen sekilli
bir ylizeye yerlestirilir ve 3D parametreleri bilgisayarda hesaplanir, daha sonra PLS
teknikleri kullanilarak biyolojik aktivite ile korelasyonu yapilir. 3D-QSAR modelleri
PLS teknigi ile ortaya ¢ikarilmistir. Bu metot en iyi ¢akismayi sonuglandirana kadar
tekrar edilir. Aktif konformer, aktivite degerini en 1iyi veren, uygun 3D-QSAR
modelinden se¢ilir. Bu metot 3D-QSAR modellerini gelistirmek i¢in kullanilmistir [32].

Vedani son yillarda QUASAR olarak adlandirilan paket programda 4D-QSAR
yaklagimmi ortaya cikarmistir. Vedani ve grubuna gore bu program, cok yonlii
konformasyonlarin etkilerinin birlestirilmesi ile 4D-QSAR kavramlarini kullanir. Bu
metod Ozellikle, ligandin reseptdre baglanma serbest enerjisi tahmin edilirken, reseptor

yapist bilinmedigi zamanlarda kullanishdir [40].
1.4.7. Molekiiler Modelleme ve QSAR

Molekiiler modelleme, bilgisayarli kimya ve grafiksel tasarim teknikleri kullanilarak
molekiiler yap1 ve 6zellikleri arastrmak i¢in kullanilan bir tekniktir [41].Molekiiler
modelleme yaklasimlari, bilgisayarli analiz ve interaktif tasarim olmak iizere iki ana
gruba ayrilir. Modern molekiiler modelleme yaklasimlarindan en 6nemli iigli, yap1
analizi, homolog modelleme ve etkilesimdir. Aslinda en 1yi modelleme teknikleri,
molekiiler dinamik, molekiiler mekanik ve kuantum mekanik olmak iizere ii¢ temel
sinifa ayrilir [42]. Cogu molekiiler modelleme ¢alismalari ii¢ basamak igerir. Ilk adimda

molekiiler i¢i ve molekiiller arasi etkilesimleri agiklamak icin bir model segilir.
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Molekiiler modellemede kullanilan en genel iki model QM ve MM hesaplamalar1 ile
elde edilir. Bu modeller, hesaplanan sistemde molekiillerin ve atomlarmn enerji
diizenlemesine imkan tanir ve bu modeller atom ve molekiillerin pozisyonundaki
degisimlerin sistemin enerjisini nasil degistirdigini belirlemeyi saglar. Molekiiler
modelleme ¢alismalarmin ikinci basamaginda konformasyonel arastirma, Monte Carlo
Simiilasyonu veya molekiiler dinamik hesaplamasi yapilir. Son olarak hesaplama
sonuclar1 analiz edilir. Sadece 6zellikler hesaplanmaz ayni zamanda modelin uygun bir
bicimde gerceklestirilmesini yapar. Kisaca molekiiler modellemeye baslamak i¢in {i¢

ana metot kullanilir.

1.1k olarak, 6zellikle bag acist ve bag uzunluklari gibi geometrik 6zellikler
yapilandirilir.

2.Molekiil optimize edilerek uygun geometriye sahip olan fragmentler ortaya
cikarilir.

3. X-smlar1 kristalografisi, nétron difraksiyonu veya NMR gibi fiziksel deney

sonuclarindan elde edilen bilgiler kullanilarak yapilandirma islemi yapilir.

Basit olarak molekiiler modelleme ya molekiiler ve biyolojik 6zellikleri tahmin eden ya
da molekiilleri ve molekiiler sistemleri analiz edebilen, deneysel bilgilere ve teorik
kimyasal metotlara dayanan bir bilgisayar teknigi olarak diisiiniilebilir. Gegerli mevcut
teknikler biyolojik aktiviteden sorumlu olan hidrofobisite, atomun ve molekiiliin
elektronik 6zellikleri, molekiiliin geometrisi gibi 6zellikleri agiklar. Biitlin bu 6zellikler
ila¢ tasariminda yapi-aktivite iliskisini anlamakta 6nemlidir. SYBYL, AMBER, DOCK,
MODELER ve RasMol molekiiler modellemede en ¢ok kullanilan programlardir [43].

1.4.8. QSAR esitligi tiiretme: Basit ve coklu lineer regresyon metodu

Giliniimiize kadar bircok matematik metodu QSAR esitligi tiiretmek i¢in kullanilmastir.
Bunlardan en yaygmi lineer regresyon yontemidir. Basit bir lineer regresyon

yonteminde asagidaki esitlik kullanilmaktadir [44].
y=mxtc (1.15)

Esitliginde y bagimli, x ise bagimsiz degiskendir. QSAR veya QSPR modelinde y

biyolojik aktiviteyi, x ise logP veya substitiient katsayisi gibi molekiiler tanimlayici
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temsil etmektedir. Burada ama¢ m degerini bulmaktir. ¢ ise gercek gézlemler ve esitlik
tarafindan tahmin edilen degerler arasindaki farkin toplamma esittir. ¢ ve m degerlerini
veren formiil esitlik 1.16’da sunulmustur. Birden fazla bagimsiz degisken kullanildig:

zaman ¢oklu regresyon yontemi kullanilmaktadir.

S (x = )= )
ZN (xl. - (x >)2

i=1

c=(y)y-m{x) (1.16)

m =

Formiilii basit lineer regresyon kadar kolay olmasa da istatiksel paket programlari

kullanilarak kolayca kurulabilir.

1 & 1 &
<x> :Nl;xi <y> :ﬁgyz (1.17)

1.4.9. R%: Korelasyon katsayisinin karesi

Basit ve ¢oklu lineer regresyon kalitesini 6lgmede kullanilan bir yoldur. Asagidaki
esitligin hesaplanmasi sonucu 0 ile 1 arasinda degisen degerler alabilir. 0’a yakin olmasi
kurulan modelin kotii, 1’e yakin olmasi ise kurulan modelin giizel c¢alistigini
gostermektedir. R®  degerinin  hesaplanmasinda  kullamlan esitlikler asagida

gosterilmektedir [44].

TSS = ZN: (v, - ()Y (1.18)

ESS =Y (¥yusi=(»)) (1.19)

i=1

N

RSS = (¥, = Vporsi) (1.20)

i=1
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r'SsS = ESS + RSS

(1.21)
R _ ESS _TSS - RSS _ _RSS (1.22)
TSS TSS TSS

1.4.10. Cross Validation

Cross Validation (CV) R® nin yalniz kullanildigi durumlarda bazi problemlerin
istesinden gelmek i¢in kullanilan bir metottur. Bazi1 verileri hesap dis1 birakarak geriye
kalan verilerde QSAR modeli kurma temeline dayanir ve en basit cross validation ise
Leave One Out (LOO) yaklasimidir (sadece bir veri disarida birakilir). Bu prosesi her
deger icin tekrarlatma islemi ile R* den daha dogru sonug vermektedir ve Q* (q°) ismini

almaktadir [45]. Q* degerlerini bulmak icin esitlik 1.23 kullamlmaktadir [44].

N
PRESS . PRESS =3 (9= ypuri) (1.23)

X -0

0 =1

1.4.11. Reseptor ile Ilac Molekiiliin Etkilesim Mekanizmasi

Biyolojik aktivite, incelenen molekiil ve reseptoriin etkilesimi ile dogrudan iligkilidir.
Bu etkilesimin mekanizmas1 olduk¢a karmasik oldugu gibi biyokimyanin en zor
problemlerinden birisidir. Reseptorler hakkindaki bilgiler genellikle sinirhidir ve ilag
molekiilleri ile etkilesimleri, metabolizma gibi harici etkilerden dolayr oldukg¢a
karmagiktir. Bu problem, ilag-reseptor etkilesiminin her bir kademesinde degisik
biyolojik yontemlere ve fizikokimyasal metotlara basvurmakla ¢oziilebilir fakat genel
olarak bu yol ¢ok uzun ve ¢6ziilmesi zordur. Diger taraftan bilinen molekiiler yap1 ve
maddelerin biyolojik aktiviteleri lizerine olduk¢a fazla miktarda deneysel bilgiler
mevcuttur. Ilag-reseptdr etkilesiminin biyomekanizmasin1 dikkate almadan, bu
probleme aktif ve inaktif bilesikleri deneysel metotlarla tespit ederek aralarindaki
benzerlikleri ve farkliliklar1 agiklayan ¢esitli c¢alismalar bulunmaktadir. Bu
calismalardaki bilgilere dayanarak, aktiviteden sorumlu Pha yap1 i¢in bilesiklerin temel
ozelliklerine karar verilebilir ve biyolojik aktivite icin bazi tahmini kurallar

formiillendirilebilir. Kullanilan QSAR metotlarinda problemin en zor kismi, reseptor ile
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ilag molekiiliiniin etkilesim mekanizmasmi net olarak ortaya koyamamasidir. Bu
nedenle, ilag-reseptdr etkilesim mekanizmasi bilinmeyen bir kapali kutu gibi
diistiniilebilir. Sadece bu kapali kutudaki girdiler ve ¢iktilar analiz edilebilir ve ayrintili
olarak karsilastirilabilir. Bu islemde, c¢iktilar, biyolojik aktivite olarak tanimlanan
deneysel olarak belirlenmis kantitatif reseptor-ilagc molekiilii etkilesimidir. Bu kapali
kutu i¢in girdinin kesinligi daha da azdwr. Hakikaten molekiiliin hangi tiir 6zelliklerinin

biyolojik aktivite formiiliinde kullanilacag: belirli degildir.

Molekiiliin hangi tiir 6zelliklerinin biyolojik aktivite formiiliinde kullanilacag: belirli
olmadigindan incelenecek girdilerin kesinligi azdir. Birgok QSAR yaklasiminda,
molekiiler modelleme metodu bilgisayar hesaplamalarinda kullanildi (topolojik indisler,
molekiiler grafikler kartezyen koordinatlar atomik yiikler bag mertebesi bag uzunluklari
gibi). Molekiilii tanimlayan bu metotlar genellikle biyolojik aktiviteyi dogru sekilde
tahmin edecek kadar etkili degildirler. Tanimlama bi¢iminin parametreleri genellikle
fiziksel ve kimyasal degiskenlere ve ozelliklere gereksinim duyarlar. Ornegin daha
etkili bir ¢oziim i¢in molekiiliin etkin konformerleri 4D-QSAR olarak bir arada
kullanilmistir. Bu ylizden parametreleri kimyacilar gegmis deneyimlerine dayanarak
dogrudan kullanamazlar ve direkt olarak yeni bilesiklere uygulayamazlar. Bilgisayar
hesaplamalariyla QSAR’ da ¢oziim tiretmek bu yiizden anlamli ve temel gereksinimdir.
QSAR metotlarmin ana problemi dogru ve yeterli parametreleri bularak genel ve hassas

biyolojik aktivite tahmininde bulunmasindaki zorlugudur.
1.4.12. Farmakofor Kavram

Ilag etkisinden sorumlu oldugu diisiiniilen molekiillerin tek 6zelliklerinin bir seti, Pha,
deneme setinde sadece aktif molekiillerde olan ve verilen bir geometrik diizenlemedeki
atom veya atomik gruplarin bir seti olarak tanimlanir. Bagka bir tanimi ise, verilen bir
bilesik serisinde ilgilenilen biyoaktiviteyi temsil eden verilen, bir geometrik
diizenlemedeki bir grup 6zel atom olarak tanimlanir. Farmakofor kavrami yapi aktivite
iligkilerinde oldugu gibi ila¢ tasarimi ve toksikolojide de ¢ok yararli oldugunu
kanitlamistir. Pha’ y1 tamimlamak biyoaktivitenin var ya da yok oldugunun tahmin
edilebilecegi anlamma gelir. Bu sekilde herhangi bir kantitatif aktivite belirtisi
olmaksizin aktivitenin kalitatif tahmini i¢in Pha bir belirleyicidir. Aktivitenin bdylesine

kuramsal bir 6l¢limii pratik kullanim i¢in yetersizdir. Bu probleme ilk yaklasim olarak
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faydali olabilir. Bununla birlikte, bu alandaki son ¢aligmalar bu farmakofor tanimmnin
oldukca kaba ve makul bir aktivite tahmini i¢in yetersiz oldugunu gostermektedir.

[.B.Bersuker EC Metodunda Pha tanimi i¢in {ic 6nemli 6zellik belirtilmistir [46].

1. Pha sadece bir grup atom olarak tanimlanmamali. Molekiildeki uygun atomlarin
elektronik 6zellikleriyle de tanimlanmali. Elektronik o6zellikler ise farkli bilesiklerde;
ayni atomlar i¢in farkl, farkli atomlar i¢in ise ayni1 olabilir.

2. Pha’ nin hem elektronik 6zellikleri hem de geometrik parametreleri, belirli smirlar
icerisinde, bir bilesikten diger bir bilesige degisiklik gosterir ve aktivite bu
varyasyonlarin bir fonksiyonu olabilir.

3. Pha aktivitenin tanimlanmasinda gereklidir fakat tek basina yeterli degildir.

Pha' nin olmasma ragmen aktivite Pha disindaki gruplar tarafindan aktiviteyi azaltan
(anti pharcophore shielding; APS) ve artiran (auxiliary group; AG) fonksiyonel gruplar
g6z oniline almmalidir. Bu gruplar, Pha’ nin reseptor ile uygun etkilesimini engelleyen

APS veya saglayan AG gruplaridir.
1.4.13. Farmakofor Tanimlama Metotlar

Aktif ve iaktif bilesikleri yapisal olarak tanimlamak i¢in kullanilan Pha tanimlama
metotlarindan birisi, aktif-benzesim yaklagimidir. Baglangigta Marshall tarafindan
sunuldu [47]. Aktif- benzesim yaklasimi iki adimdan olusur. Ilk adimda bir grup aktif
bilesikten olusan deneme setindeki farkli fonksiyonel gruplarin ilag-reseptor
taninmasimda Onemli etkisine bakilir. Bunun ic¢in bulunan bilgi, bir grup ilacin
baglanmadan sorumlu olan reseptdrdeki fonksiyonel gruplarin dogasi hakkinda biraz
bilgi verebilir. Pha tespiti i¢in konformer analizinin kullaniminin basitlestirilmis hali
Consentino tarafindan ele almmustir [48]. Ikinci adimda ya farkli ve ayni serideki
fonksiyonel gruplarin arasinda ya da reseptor icinde varligi kabul edilen noktalarla
tanimlanmis baglanma noktalar1 arasindaki benzerlik diisiiniilerek bir hipotez ileri

stiriiliir. Temel olarak, aktif-benzesim yaklasimi igleyisi asagidaki gibidir;

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 ¢ikartilir. Olusum entalpisindeki

biiytikliikten dolay1r Boltzmann dagilimima gore bu konformerlerin sayilar1 azalacaktir.
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Bu ylizden az niifuzdaki konformerler elimine edilebilir. Biitiin aktif molekiiller
tarafindan basarilabilen atomlar aras1 mesafeler grubu var olmast muhtemel olan Pha
geometrisini temsil eder. Birincide oncii bir Pha modeli aktif-benzesim yaklasimi

kullanilarak belirlenir, bir saflastirma genellikle GA ile yapilir.

Fonksiyonel atomlar1 ¢oklukla birbiri lizerinde ¢akistirilan konformerler kullanilarak
onlarin belirli tolerans aralig1 ile ortak olarak tasidiklar1 aktif fragment Pha
tanimlanabilir. Bu isleyis analiz i¢in diisiiniilen biitiin ligandlara bir gecis sinir1
tanimlayabilen genel bir durus ve pozisyon meydana getirebilir. Bu yaklasim biyolojik
sorumlulugun farkini géstermek miimkiindiir. Ayn1 yolla mesela enzim inhibitdrleri igin

aktif veya inaktif veya proteinler i¢in agonist veya antagonist aktivite aciklanabilir.

Aktif molekiiller bulunmasi miimkiin olan konformerlerinden birisi ile siiperimpoz
yapilir, boylelikle birbirinin yerini tutan 6nemli grup (6rnegin Pha) cakisir. Molekiilleri
siiperimpoz etmekle ayni1 ortak iskelet iizerinde ¢akistirma yapilir boylece ligandlar
reseptorle ortak ve ayni taraftan etkilestirilmis olur. Pha etrafindaki atomlar da ortak
olarak yonlendirilerek tiim konformerler i¢in smiflandirilir ve siiperimpoz tamamlanmais
olur. Aktif-benzesim yaklasimi esas almmarak konformerler siniflandirilmis ve etkili
bilesikler bilindiginde ve birisi bu bilesikleri daha esnek molekiillerin siiperimpozu i¢in
sablon olarak ele alabildiginde kullanilabilir. Diisliniilebilen uzay1 arastirmak ve sonra
geriye ve/veya uzaklik kriterine dayanan saptanmis konformerleri analiz etmek igin

kullaniglt olarak tanitilir.

Bu yaklasim yeterince homolog olan bilesikleri icerir, bu yiizden siiperpozisyon
tanimsiz veya anlamsiz degildir. Siiperpozisyon aktivitede etkili olan Pha grubu ve
onunla beraber fonksiyonel 6zellige sahip AG ve APS’den olusan biyoaktif yapinin
kendisidir. Burada enerji faktorleri géz Oniine alinarak konformerlerin tagidiklar1 Pha,
AG ve APS ile ilgili heniiz hicbir hesaplama yapilmadigindan, siiperpozisyondaki
kararlar heniiz niteldir (aktif/inaktif), nicel degildir. Aktivitenin nicel degerleri
ongoriilen Pha’a bagl olarak GA ile belirlenmis AG ve APS gruplarmna ait reseptor
iizerindeki katsayilarin hesaplanmasiyla belirlenir. Biyoyapiyr haritalandirmak ig¢in
bircok yeni yaklasimlar potansiyel reseptor etkilesim bolgelerinin davranisini ve
hesaplama fikrini tekniklerinin ana 6zelliklerinden birisi olarak igerirler. Bunlara 6rnek

olarak, DISCO (Distance Comparison) isimli bir program Martin ve ortak calisanlari
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tarafindan gelistirildi [49]. Program yapisal olarak farkli olan bilesikler igin
siiperpozisyon kurallarin1 sdyleme yetenegine sahiptir. Bir bilesigin bircok diistik
enerjili konformerlerini ve noktalarmi1 bulmakta faydali olabilir. Prosesin ilk adimi
ilgilenilen biyolojik hedef i¢in 1yi etki gosterecek temsili bilesiklerin bir grubunu
se¢mektir. Daha sonra her bir bilesik i¢in bir grup diisiik enerjili temsili konformerler
bulmakta bir konformasyonel analiz isletilir. Her bir bilesik igin biitiin potansiyel
farmakoforik unsurlar hesaplanir. Bu unsurlar kullanici tarafindan kontrol edilebilen bir
altyap1 arastirma dili olarak algilanir. Tipik olarak arastirmaci her bilesigin hidrojen
bag1 yapabilen bolgeleri, hidrojen bagi yapamayan bolgeleri, hidrofobik bolgeleri ve
diger kilit atomlar1 potansiyel farmakoforik bolgeler gibi kullanir. DISCO’ nun 6nemli
bir 06zelligi hidrojen bag1 yapabilen ve hidrojen bagi yapamayan bdlgelerin
hesaplanmasidir. Bu noktalar bilesikteki 1ilgilenilen 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 secilir.

Hazir bir ticari molekiiler modelleme programinda biitiinlestirilmis bir ilave farmakofor
haritalandirma stratejisi ChemX programmin igerisinde kullanima hazirdir. Yaklasim
asina bir farmakofor tanimi prosesini takip eder. Ik 6nce, veri set icin diisiik enerjili
konformerleri belirlemek icin bir konformasyonal analiz yapilir. Swradaki adim ise
hidrojen bag1 yapabilen bolgeler, hidrojen bagi yapamayan bolgeler, pozitif yliklenmis
atomlar ve aromatik halka merkezleri olan potansiyel Pha noktalarmin otomatik
gorevlendirilmesidir. Bu proses sirasinda, bu noktalarin ¢iftleri (mesafe anahtari) ile
sayisal bilgiler, tipler ve noktalar arasi iligkiler arasindaki mesafeler depolanir (formiil
anahtar). Onerilmis Pha’ lar miimkiin olan {i¢ veya dért noktali Pha’ lar i¢cin mesafe ve
formiil anahtarlarinin arastirilmasiyla tanimlanir. Daha sonra her bilesigin en az bir
konformerinin bu Pha’ larla karsilastirilmasiyla onaylanmalidir. ChemX’ in Pha
haritalandirma fonksiyonu ge¢miste sekiz serotonin reseptor antagonistlerinin bir grubu

icin bir Pha haritasinin ¢ikarilmasinda kullanildi [50].
1.4.14. Elektron Topolojik Matrise Dayah Elektron Topolojik Metot

Bu tezin baslangi¢ noktasi olarak sunulan, Pha tanimlama metotlarindan bir tanesi de

Elektron Topolojik (ET) metot yaklasimdir [51,52]. Bu yaklasimda, bir molekiiliin
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geometrik ve elektronik 6zellikleri Elektron Topolojik Matris (ETM) denilen bir matris
icinde tanimlanir. Her bir molekiil i¢cin, bir ETM tarafindan temsil edilir. ETM’in
diyagonal elemanlar1 atomun bir elektronik degeri ve nondiyagonal elemanlar1 ise
geometrik olarak atomlar arasi mesafe veya uzunluk degeridir. Kimyasal olarak bag
yapmis olan iki atom icin baga ait (bag sirasi, Wieberg indisi, bag enerjisi vb.) bilgileri

veya bag yapmamislar i¢in mesafe bilgileridir.

Bir seride aktif bilesikler i¢in matrisler daha sonra, inaktif bilesiklerde bulunmayan
ortak Ozellikleri bulmak icin karsilastirilirlar. Bu ortak 6zellikler aktivitenin elektron
topolojik alt matrisinden ¢ikan Pha ile temsil edilir. Pha’nin sonuglarmin incelenen

aktiviteyi temsil ettigi one siirtiliir.

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

sekildedir.
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Sekil 1.2. Ug Boyutlu Elektron-Topolojik Matris.

Sekil 1.2' de goriildiigii gibi her bir molekiiliin Elektron-Topolojik Uygunluk Matrisi
(ETM) ya da ti¢ boyutlu ETM (3D-ETM) matrisi hazirlanir. ETM matrisinin her biri
kosegen elemanlarma (a”a”*) gore simetrik oldugundan sekilde sadece matrisin {ist
yaris1 gosterilmistir. Molekiildeki atom sayis1 n ise bagimsiz elemanlarin toplam sayisi

n(n+1)/2" dir. 3D-ETM matrisinde ETM matrisinin sayis1 (m) elektronik parametrelerin
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secimine baglidir. Molekiiliin elektronik 6zelliklerini tanimlayan atomik ytikler valens
aktiviteleri polarize edilebilirlik ve HOMO-LUMO enerjileri gibi atomik parametreler
kosegen elemanlar1 a® ( 1=l 2 3..n, ve k=1 2 3...m) olarak se¢ilir. K&segen dis1
elemanlar (a™iki gesittir, a. Eger 1 ve j birbirine kimyasal bag ile bagh iki komsu atomu
gosteriyor ise a”, polarize edilebilirlik, bag mertebesi (Wiberg indeks) ve bag enerjisi
(toplam kovalentiyonik) gibi i-j baginin elektronik parametrelerinden birisi olabilir. b. 1
ve j birbirine kimyasal bag ile baglh olmayan atomlar1 gosterir ise, o zaman a;/"R;i"
atomlar aras1 uzakligi gosterir. BOylece her matris hem elektronik (a;) hem de

geometrik parametreyi (Rjj) igerir.

Bir molekiiliin belli bir konformasyonu i¢in geometrik parametrelerin sabit olmasina
karsin elektronik parametreler atomik ve bag parametrelerinin degisik kombinasyonlar1
olarak alinabilir. Ornegin bag uzunluklari (bag parametresi) ile atomik yiikler
(atomikparametreler) veya atomik polarize edilebilirlik-bag enerjisi gibi degisik
kombinasyonlar elektronik parametre olarak alinabilir. Bu kombinasyonlarin her biri bir
ETM matrisini olusturur. Elektronik parametre i¢in olusturulan kombinasyonlarin sayis1
m ve incelenen serinin molekiil sayis1 n ise her bir molekiil i¢in m tane ETM matrisi ve
her bir kombinasyon i¢in de n tane ETM matrisi elde edilir. ETM matrisi
olusturulduktan sonra aktif bilesiklerin ETM matris elemanlar1 aktif olmayanlarm ETM
matris elemanlar1 ile tek-tek karsilastirilarak verilen bir dogruluk derecesinde aktif
bilesiklerde olan ancak inaktif bilesiklerde bulunmayan matris elemanlar1 grubu
bulunur. Bu yolla elde edilen Pha’in matris elemanlar1 grubuna elektron-topolojik
aktiflik alt matrisi (ETSA) ad1 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 ayrilmasmi saglar. Bu
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 icin ETSA matrisi bulunur. Bulunan ETSA matrislerinin matris elemanlarinin
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karsilagtirilmasi ile aktivite ETSA parametrelerinin bir fonksiyonu olarak ifade edilir.
Bir¢ok problem bu metodun en basit versiyonu ile ¢oziilmiistiir. Bu basit versiyon bir
biitlin halinde bu yaklasimin ana 6zelliklerinin faydasini su uygulamalarla aciklamistir;
misk kokusunun c¢ikis1 [53,54], sarimsak aktivitesi [55,56], et kokusu [57,58],
thymidinefosforilasininhibe aktivitesi [59,60], bitki biliyiime diizenleyicisi aktivitesi
[61], dibenzo [a,d] sikloalkeniminlerin bir serisinin yapi-antagonist aktivitesi [62],
glikolik asit oksidaz’n inhibe aktivitesi [63], sandal agac1 kokusu [64], kehribar kokusu

[65] 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 aciklamaktir. Pha’ nin yerini tayin etmek biyoaktivitenin
varligin1 veya yoklugunu tanimlayabilme yetenegi demektir. Bu sekilde Pha bir arag
olarak higbir nicel biiyiikliik bildirmeden aktivitenin nitel (evet/hayir) tahmini i¢in bilgi
saglar. Aktivitenin boyle bir saf nitel dl¢timii pratikte kullanim i¢in etkin olmayabilir.
Mesela, eger Pha mevcutsa fakat aktivite kii¢iik ise bilesik deneysel olarak inaktif
olarak smiflandirilir. Pha kavraminin degeri, eger aktivite tahmininin nicel bir 6lgiisii ile

tanimlanirsa veya en azindan biiyiikliik sirasina dizilirse anlaml bir sekilde artar.

1.5. Alzheimer Hastahg Nedir?

Glinliik yasam islevlerinin siirdiiriilmesini engelleyen ilerleyici bir beyin hastaligi olan,
bellek kaybi, giinliik yasamin gereksinimlerini yerine getirmede zorlanma; algilamada,
toplumsal davraniglarin diizenlenmesinde ve duygusal tepkilerin kontroliinde bozulma
gibi sik karsilasilan belirtilerle tanimlanan demans 6zellikle yasli popiilasyonda goriilen,
geri donilistimsiiz ve ilerleyici bir durumdur. Kesin bir tedavisi olmayan demansin bir
cok c¢esidi arasinda, Alzheimer hastaligi (4lzheimer’s Disease, AD), % 50-60 siklikla en
sik goriilen tipidir [66-67]. Goriilme siklig1 da, yasla dogru orantili olarak artmaktadir.
Ik defa 1907 yilinda ALOIS ALZHEIMER adinda bir Alman doktor tarafindan
tanimlanan Alzheimer hastali§i; hafiza, konusma, yon bulma, insanlar1 tanima, problem
cozme gibi ¢esitli zihinsel islevlerin zamanla zayifladigi, giinliik igleri yerine getirme
yeteneklerinin azaldigi ve davranis bozukluklarmin goriilebildigi ilerleyici bir beyin
hastaligidir [68—69]. Kronik bir hastalik olmas1 nedeniyle uzun bir tedavi siiresi olan ve

mali yiikii artran Alzheimer hastaligi, kalp hastaliklar1 ve kanserden sonra tedavi
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maliyeti en yiiksek hastaliklardan birisidir. Ozellikle gelismis iilkelerde, yasam
standartlarmin ylikselmesi ve saglik hizmetlerinin gelismesine bagli olarak yaslh
niifusun artmasindan dolayi, Alzheimer hastaligi ¢agimizin 6nemli hastaliklar1 arasina
girmigtir. Bugiin diinyada 20 milyona yakin insanin Alzheimer hastaligina yakalandig:
tahmin edilmektedir. Norodejeneratif bir hastalik olan Alzheimer hastaligmin goriilme
siklig1, yas ile orantili olarak artmaktadir. 65-70 yaslar arast % 1.5 iken, 85 yas
sonrasinda % 6’ya kadar artmaktadir [70-71]. Devlet Iistatistik Enstitiisii’niin (DIE)
rakamlarina gore; Tiirkiye’de yaklasik 250.000 Alzheimer vakasi bulunmaktadir.

1.5.1. Alzheimer Hastahi@inin Nedenleri

Alzheimer hastaliginin nedenlerinden birisinin beyinde ndrofibriler dejenerasyon
sonucu meydana gelen ve 1889 yilinda BELJAHOW tarafindan saptanip “senil plak”
olarak adlandirilan olusumlar oldugu diistiniilmektedir [72]. Amiloid, dejenere néron ve
reaktif glia hiicrelerinden tesekkiil eden heterojen yapilar olan senil plaklar, erken
yastaki Down sendromlu hastalarda veya normal yaslanmada da goriilebilmektedir.

Ancak Alzheimer hastaliginda sayilar1 asir1 derecede artmaktadir.

Ayrica bulunan apolipoprotein E (E4 alleli) de, hastaligin olusum mekanizmalarindan
biri olarak gosterilmektedir [73,74]. Baslica karaciger tarafindan sentezlenen bir plazma
proteini olan apolipoprotein E, diger proteinlerden farkl olarak merkezi sinir sisteminde
astrositler, Schwann hiicreleri ve oligodendrositler tarafindan da sentezlenir ve beyinde
lipaz aktivitesini bozarak yaslanmaya maruz beyin bdlgelerinde kolesterol ve lipit
seviyesini degistirebilir [75]. Alzheimer hastaliginda neokorteks incelendiginde;
presnaptik terminal dansitesinde % 45 azalma ve frontal, temporal bolgelerde kortekste
apolipoprotein E’ye bagli olarak 6nemli 6lglide sinaptik kayip oldugu tespit edilmistir
[76].

Tau protein, aksonlarin mikrotiibiil yapisinda bulunur ve Santral Sinir Sistemi (SSS)'
nin dejeneratif hastaliklarinda Beyin Omurilik Stvist (BOS)' na salinir. Bu nedenle BOS
Tau diizeyinin, bazi1 hastaliklarin tanis1 ve aksonal hasarin siddetinin belirlenmesinde bir

belirteg olarak kullanilabilecegi diisiiniilmektedir.

Alzheimer Hastalig1 ' nda olusan temel patolojilerden biri, ana bileseni Tau proteini olan

Norofibriller Yumak (Norofibriller Tangle) diye bilinen intrandronal birikimlerdir.
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Ancak hiicre i¢i birikimlerde bulunan Tau, mikrotiibiile bagl bulunandan farkli olarak
hiperfosforile sekildedir. Bu birikimlerin, hiicrenin temel iskeletini bozarak ©nce
aksonal iletinin bozulmasi1 na, sonra da hiicrenin 6liimiine neden oldugu diisiinliir.
Noron 6liimii esik degeri astiginda kognisyon ve 6zellikle bellek sorunlari klinik olarak
saptanir hale gelmektedir. Alzheimer Hastaltg1 ' nda BOS' ta total Tau ve fosforile Tau
diizeyleri belirgin olarak yiiksektir, ancak fosforile Tau' daki artig daha spesiflktir. BOS
total Tau diizeyinin, Alzheimer Hastaligmin gelisimini izlemek ve diger tip
demanslardan aymrt etmek i¢cin de kullanilabilecegi anlasilmistir. Demansa doniisme

potansiyeli olan 1limli kognitif etkilenmesi olanlarda da tau artis1 saptanmistir [77].

1.5.2. Alzheimer Hastah@inin Tedavisi

Noronlar icerisinde ndrofibriler yumaklarin birikimi, biiytik bir ihtimalle AH’deki hiicre
Oliimiinden sorumludur. Norofibriler yumaklar Tau proteininden yapilmislardir ve eger
yiiksek oranda fosforilasyona ugramalar1 halinde normal kosullarda baglanmalar1
gereken mikrotiibiillere baglanamazlar. Serbest kalan Tau kendi kendine agregasyona
ugrar ve cift sarmallar "paired helical filaments" (PHF) olusturur. Tau proteinin
fosforilizasyonu kinaz ve fosfataz enzimlerinin arasindaki dengeye baghdir. Kinazlarin
inhibisyonu veya fosfatazlarin etkisinin arttirilmast PHF olusumunu azaltwr. Buna

yonelik gelistirilmis bir ila¢ yoktur.



2. BOLUM

GEREC VE YONTEM

2.1. QSAR Yontemi Olarak MCET Metodu

Spartan’08 programinda molekiil iskeletlerinin ¢izilir ve iskelet dinamizmine gore en
diisiik enerji hallerin minimize edilir. MMFF metoduyla tek baglar etrafindaki donme
ve onlar arasidaki a¢1 yliziinden ortaya ¢ikan uygun konformer yapilari belirlenir. Cok
yiiksek enerjili konformerlerin bertaraf edilmesi ve etkili olan konformerlerin ele
almmasi i¢in 6nce Semi-empirik AM1 metoduyla kuantum kimya hesaplamalar1 yapilir.
Daha sonra konformerlerin kuantum kimya hesaplamalarmin Hartree-Fock 3-21G
metoduyla hesaplanmasi tekrarlanir. Diisiik enerjili olan konformerler secilir (6rnegin
goreceli entalpi degeri 1 kcal’den biiyilik olanlar silinerek molekiil niifusunun % 85° 1
inceleme altinda tutulur). Molekiiliin geri kalan konformerlerine “align” yapilarak
birbirinin ayn1 yapisinda olanlar1 yine silinerek konformer se¢imleri tamamlanir. Sonra
her bir konformore ait *.txt uzantili dosyalar kaydedilir ve ETM programiyla ETM
matrislerine dontistiiriilir. ETM matrislerini kullanarak referans molekiil konformeri ile
tim konformerlerin ¢akisan atom gruplarini igeren bircok kombinasyonla Farmakofor
(Pha) yap iiretilir, Pha’1 tastyan konformerlerin Pha atomlar1 align yapilir. Karinca
Yiirliylisii Algoritmasi ile Pha yapis1 tiim konformerlerde karsilastirilarak ele alinir. GA
kullanilmasiyla Pha etrafindaki (AG ve APS) gruplarin pozisyonlar1 belirlenir. Bu
pozisyonlar ile smiflandirilmig biitiin atomlar ¢alistirilir ve onlardan bagimsiz degisken
olanlar maksimum diizeyde secilir. Newton-Raphson yOntemine gore reseptoriin
etkilesim bolgelerinin k-ayarlanabilir katsayilar1 ongoriiliir. En kiiglik Kareler Yontemi
ile en uygun k-lar belirlenir. Birini disarida birakarak ¢apraz dogrulama (Leave One Out
Cross-Validation; LOOCV) ile egitim setinde model olusturulur. Béylece LOO c¢ok
sayida denklem olusturarak her bir molekiiliin aktivitesi digerleri lizerinden hesaplanir

ve egitim setinde model kurulur. Bu modelin saglikli oldugu test setinde dogrulanir.
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MCET programu ile elde edilen sonuglar istatistik hesaplamalarda degerlendirilerek 4D-

QSAR incelemeleri tamamlanir.

MCET programinda molekiillerin konformasyonlar1 dikkate alinarak her bir konformere
ait elektronik 6zellikler yine ETM matrisinde verilmistir. Matrislerin karsilastiriimasiyla
aktiviteden sorumlu Pha’y1 bulunduran etkin konformeler ve Pha’a bagimli olarak
aktivitede rol alan AG ve APS gruplari belirlenir. Bu gruplar, Pha’a gore torsiyon agilar,
acilar ve uzakliklar ile yonlendirilmis pozisyonlarda smiflandirilir. Ligandlar ayni bir
reseptor ile bu gruplar lizerinden etkileserek aktiviteyi ortaya c¢ikartir. Bu gruplara
karsilikl1 gelen noktalarda reseptor tarafindaki noktalarin etkin katsayr k-degerleri
istatistik sonuglara dayandirilarak bulunur. Boylece bu karakteristik 6zellikler, Pha’in
yaninda aktivitenin degerine etki eder ve onun nicel olarak incelenmesine imkan saglar.
MCET programi ile elde edilen sonuclar istatistik hespalamalarda degerlendirilerek
coklu konformerlerin kullanildigi demek olan 4D-QSAR incelemeleri tamamlanir.
Reseptoriin molekiillerle olan etkilesim mekanizmasi bu programim sundugu 4D-QSAR

sonuclarindan saglanir ve onun yapis1 hakkinda 6n bilgiler elde edilir.

QSAR teknikeri olan Giizel, Y. tarafindan gelistirilen MCET metodunun Bersuker ve
arkadaslar1 tarafindan gelistirilen EC metottan en 6nemli farkliliklari; 1) hesaplamalarin
tamam serideki bir kisitm molekiillere gore degil tiimiine birden uygulanmasi 2) Pha
yapis1 ongoriildiikten sonra onun atomlar1 “align” yapilarak geri kalan tiim atomlarin
koordinat degerlerinin diizenlenmesi 3) hesaplamalarda ligandin reseptor ile etkilestigi
noktalarin atomik Ozellik olarak (6rnegin; yik, HOMO/LUMO’daki katsayilar,
Interaksiyon Indeks gibi) ele almmasi diger degiskenlerin (bag uzunlugu, agi, enerji
gibi) parametre olarak alinmasi 4) hesaplamalarin otomatik ve es zamanli olarak

yapilmas1 sdylenebilir.

Bu yaklasimda da molekiil konformerlerinin ii¢c boyutlu elektronik topolojik
ozellikleriyle ETM dosyast hazirlanmigtir. ETM matrisleri atom sirasit dikkate
almmadan hazrlandiginda tek baslarina stero yapiyr gostermezler. Bunun i¢in ii¢
parametre (mesafe, a¢1 ve torsiyon acisi) kullanilarak ETM matristen belirlenen Pha
atomlarinin stero yapist ayrica kontrol edilmistir. Konformerlerin ETM dosyalarini
karsilagtirarak Pha’nin bulunmasinda “karmca yiriiylisii” algoritmas1 kullanilmig

molekiildeki atomlarin koordinat degerleri Pha atomlarmin “align” yapilmasi sonucu
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yeniden diizenlenmistir. Bu diizenleme Pha etrafindaki tiim atomlarm uygun
pozisyonlarda siniflandirilmasi i¢in yine mesafe, a¢1 ve torsiyon agisi belirlenmis
toleranslar ile kullanilmistir. Pozisyonlar olarak ayirt edilmis bir yigin gruplar i¢inde
reseptorle etkilesmede rol alan ve etkin olan parametreleri belirlemek iizere “Genetik
Algoritma” (GA) yapilmistir. Ligandin AG veya APS fonksiyonel gruplarinin
reseptordeki karsiligi olan k katsayilar1 Newton-Raphson yaklagimina ve en kiiciik
kareler yontemine gore hesaplanmistir. Molekiillerin etkin konformeri Boltzmann

dagilimina gore modelde hesaba katilmis ve 4D-QSAR analizi gergeklestirilmistir.
2.1.1. Elektron Topolojik Metot

Yap1 temelli farmakofor tanimlama metotlarindan birisi de A.S. Dimoglo ve calisma
arkadaslar1 tarafindan gelistirilen elektron topolojik metottur [78]. ET metotta molekiiler
mekanik yontemle bilesiklerin Z matrisini ¢ikartilmaktadir. Eski bir yontem olan CNDO
yontemiyle elektronik ve geometrik hesaplamalar yapmaktadir. Bu metotta molekiiliin
kuantum kimyasal hesaplamalardan elde edilen geometrik ve elektronik Ozellikleri
elektron topolojik uygunluk matrisi (ETMC) denilen bir matris ile temsil edilir [62] ve
her molekiiliin konformasyonel analiz ile secilen tek bir konformeri icin ETMC
olusturulur. ETMC, diyagonal elemanlarmi atomik yiik, polarlanabilirlik, HOMO-
LUMO enerjisi gibi elektronik parametrelerin olusturdugu bir matristir. Kosegen
olmayan elemanlar, kimyasal olarak bagl atomlar icin bag ile ilgili 6zellikleri (bag
derecesi, Wiberg indeksi, bag enerjisi gibi) 6zellikleri ifade eder. ET metot, baslangi¢
olarak bilesikleri aktif ya da inaktif olarak smiflandirir. ET metotta aktivite kantitatif
olarak biliniyorsa incelenen seri belli bir aktivite degerinden itibaren ikiye boliiniir. Bu
degerin istlindekiler aktif altindakiler inaktif olarak kabul edilir. Daha sonra aktiflerde
bulunan ama inaktiflerde ayni1 kombinasyonda bulunmayan ortak 6zellikleri bulmak i¢in
aktif bilesiklerin matrisleri karsilastirilir. Belirlenen ortak matris elemanlarma elektron-
topolojik alt matris (ETSA) denir ve aktiviteden sorumludur. Bu metottaki temel amag,
belirli bir biyolojik aktiviteden sorumlu farmakofor grubu ortaya c¢ikarmaktir.
Farmakoforun tespit edilmesi, biyoaktivitenin var ya da yok oldugunun belirlenmesi
demektir. Bu sekilde farmakofor, herhangi bir nicel belirleme olmaksizin aktivitenin
nitel olarak tahmin edilmesine (var, yok) imkan saglar. Fakat aktivitenin bu sekilde nitel
olarak tahmin edilmesi pratik agidan yetersiz olabilir. Ornegin farmakofor igermesine

ragmen aktivitesi kiigiik olan bir bilesik deneysel olarak inaktif seklinde
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smiflandirilacaktir. Oysa inaktif olarak nitelendirilen bilesikler aktif olarak
siniflandirilan  bilesiklere gore diisiik de olsa aktivite gostermektedirler ve
aktivitelerindeki bu diisiis molekiile bagli olan siibstitiientlerin farkli olmasindan
kaynaklanmaktadir. Aktivitenin nicel olarak tahmin edilmesi durumunda farmakofor

kavraminin deneysel agidan degeri artacaktir.

2.1.2. Elektron Konformasyonel Analizi

Temelini ET metodun olusturdugu elektron-konformasyonel (EC) metot Bersuker ve
arkadaslar1 tarafindan farmakofor tanimlama ve biyoaktivite tahmini i¢in gelistirilmis
bir metottur [63]. Bilesiklerin elektronik ve geometrik Ozellikleri iceren matrislerle
temsil edilmesi ve tiim aktif bilesiklerde ortak olan farmakofora ait alt matrisin
belirlenmesi her iki metotta da ortaktir. EC metotta bilesikler elektron konformasyonel
uygunluk matrisiyle (ECMC), aktiviteden sorumlu grubu temsil eden atomlar ise
elektron konformasyonel alt matris (ECSA) ile temsil edilir. EC metottaki farklilik ilgili
bilesiklerin dikkate deger tiim konformerlerinin katkilarinin ve farmakofor disindaki
atomik gruplarin aktiviteye etkisini kapsamaktadir. Farmakofor tanimlanmasinda ET
metotta her bilesigin tek bir konformeri dikkate alinirken, EC metotta oda sicakliginda
en fazla bulunan tiim konformerlerin katkis1 dikkate alinir. Bununla birlikte EC metot
farmakofor tanimlamasinda tiim konformerleri dikkate almasina ragmen biyoaktivite
tahmininde sadece en diisiik enerjili konformeri kullanmaktadir. EC metodun ikinci
istlinliigii ise farmakofor disindaki gruplarin (AG ve APS) aktivite iizerindeki etkisinin
nicel aktivite formiiliinde yer almasidir. Bdylece bu iki geligsme ile biyoaktivite tahmini

nitel olarak kalmayip nicel hale doniismiistii [79].

2.1.3. Konformasyon Analizi

Molekiillerin konformasyon analizi Spartan paket programindaki Molekiiler Mekanik
(MMFF) metodu ile yapilir. Molekiiler Mekanik, bir molekiiliin konformasyon
enerjisini ve yapisini ¢ikarmak i¢in kullanilan hesap metodudur. Bu metotta molekiiliin
toplam potansiyel enerjisini minimum yapan molekiil yapisi bulunur. Molekiildeki
atomlar arasinda miimkiin olan tiim karsilikli etkilesimler dikkate alinarak hesaplamalar
yapilir. Kullanilan program oldukga hizlidir ve enzimler gibi biiyiik yapili sistemler i¢in

dahi, tepkime 1s1s1 ve konformasyon kararlhiliklar1 gibi nicelikler kolaylikla
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hesaplanabilir. Ayrica elektronik yapiya baglh olan 6zellikler ya da elektronik yapi
hakkinda bilgi edinilebilir.

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

valens agis1 gerilme enerjileri) toplami seklindedir.

2.1.4. ETM Matris Olusumu

Her bir konformer i¢cin ETM matrisleri olusturulur. ETM, diyagonal elemanlarina gore
simetrik olan kare matristir. Bundan dolayr simetrisinin iist tarafinin kullanilmasiyla
olusan ticgen matris alinilir. ETM’de bagimsiz elemanlarin tam sayis1 s*(s+1)/2° dir.
Burada s molekiildeki atomlarin sayisidir. Diyagonal elemanlar1 i¢in, molekiilde
atomlarin elektronik o6zelliklerini tanimlayan bir atomik parametre olan aj, atomik
yiiklerden olusur. Bu yiikler Mulliken elektronegativitesi ile hesaplanir. Matrisin non-
diyagonal elemanlar1 ise aj; olup iki ¢esittir; ilk tiiriinde eger 1 ve j kimyasal olarak baglh
atomlar iseler, ajj 1-j baginin elektronik parametrelerinden birisi olabilir, 6rnegin bag
derecesi, wiberg sabiti, bag enerjisi veya polarlanabilirligi gibi. Ikinci tiiriinde ise eger i
ve j bag yapmamis iki atom iseler, a; = Rj; olur ve atomlar aras1 mesafe bir parametre
olarak kullanilir. Bu yolla her bir ETM, hem a; ve aj;; elektronik karakterini hem de R;
geometrik karakterini icerir. Bu parametrelerle ETM’ nin incelenen molekiiliin
konformerinin biitiin 6zelliklerini temsil ettigi kabul edilir. ETM molekiiliin hem
elektronik hem de geometrik yap1 oOzelliklerini igerir. Daha oOnceleri kullanilan bu
yaklagimim basit versiyonunda [80], her bir molekiilde sadece tek bir konformer i¢in
kullanilirdi ve bu konformerde en diisiik enerjili olan temel hal (ground-state)
konformeriydi. a;; ve a;; elektronik parametreleri olarak da sadece atom yiikleri ve bag
dereceleri kullanilirdi. Prensip olarak verilen bir konformerin R;; ayni atomlar arasi
mesafeyl koruyarak elektronik parametrelerin a; sabit kalarak aj ile yukarida
bahsedildigi gibi degisik kombinasyonlarm en iyi elektronik tanimlayiciyr bulmak i¢in
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 6nemli olabilir.
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2.2. Molekiiler Konformer Elektron Topolojik (MCET) Metottaki Adimlar

Molekiillerin reseptorler ile etkilesmesinde aktiflik mekanizmalarmin agiklanmasi ve
aktif fragmentinin ¢ikartilmasi i¢in MCET metodunun akis diyagrami Sekil 2.1. deki
gibidir. MCET metodu EC metodunun modifiye edilmisidir fakat uygulama prosediirii

ve programui farklidir. En 6nemli farkliliklar asagidaki gibidir.

2.2.1. MCET’te Farmakofor Tanimlama

Farmakofor tanimi i¢in; biitiin ETM’ leri ilgili molekiillerin aktiviteleri ve matrisin
diyagonal ve non-diyagonal elemanlarmi verilen belirli tolerans araliklarinda,
karsilastirarak biitiin aktif molekiiller i¢in ortak olan, inaktif molekiillerde ise
bulunmayan elektron topolojik 6zellikleri tespit etmektedir. Matrislerin karsilastirilmasi
sirasinda bilesik serisindeki yap1 olarak en basit molekiil referans olarak secilir. Burada
once nitel olarak molekiillerin aktif-inaktif olarak smiflandirilmasi gerekir. Bunun i¢in
de simir bir deger belirlenir. Bu degerden kii¢iik olanlar inaktif, biiyiik olanlar ise aktif
smifindadir. Bu smir1, aktif olmayanlar veya aktif denilemeyecek kadar kiiciik
aktiviteye sahip olanlardan biliyiikk bir deger ile tanimlanir. Karsilastirma islemi
yapilarak daha ¢ok aktif bilesiklerin bulundurdugu ortak 6zellik Pha olarak bulunur ve
bu 6zelligi temsil eden matris elemanlar1 sayis1 daha az olan, elektron topolojik alt
matrisi (ETSM) olusturulur. Eger farkli elektronik yapi parametreleri denenmek
istenirse (valens aktiviteleri, polarlanabilirligi. HOMO veya LUMO), ETM yapis1 ve
ETSM’ yi gostermek i¢in kullanilan metot, her bir setin parametresi i¢in tekrarlanir,
daha sonra farkli elektronik yapi parametreleri ile elde edilen ETSM karsilastirmas: ile
inaktif bilesiklerden aktif bilesikleri ayirmada hangisinin en 1iyi olacagr tahmin
edilebilir. Bu matris agiklamasinin enantiyomerleri aywrmaya izin verip vermedigi
onemli bir sorudur. Bu sorunun cevabi sadece diizenli hazirlanmig ETM ler i¢in evettir.
Align olarak isaretlenmis atomlara gore diger atomlar saat yoniindeki siralamasiyla
ETM matrisinde yerlestirilirse enantiyomerler ETM tarafindan agiklanirlar; iki
enantiyomerin matris elemanlarmm mutlak degerleri ayn1 olmalarina ragmen, iki
matristeki karsiliklt  pozisyonlar1 farklidir. Ayrica kolon ve dizilerde yer
degistirmelerine izin verilmez ¢linkli atomlarin matristeki siralamasi bozulur. Bu eger
ETSM (Pha) enantiyomerlerden birinde var ise, diger enantiyomerde olmasini

gerektirmez. Molekiiler sistemde atomlar1 numaralandirma yolu (saat yonii veya tersi)
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onemlidir. Ciinkii bu islem ETM’de matris elemanlarmin diizenini belirler. Bir tanesinin
se¢ilmesiyle biitiin konformerler ve enantiyomerler korunur. ETSM tarafindan saglanan
Pha tanimi, yeni bilesiklerin aktivitelerini nitel olarak gostermede direkt olarak

kullanilabilir [81].

Farmakofor yapis1 (Pha) seri igerisindeki her bir molekiilin en diisiik enerjili
konformerinde degil ama konformerlerdenen az birinde olmalidir. Eger referans
molekiiliin birden fazla konformerinde Pha varsa her bir konformerin yapis1 farmakofor
iretiminde sirasiyla kullanilir. Metodumuzda miisterek yapi olarak Pha kullanilir. Pha
atomlar1 align yapilarak tiim yapmin siiperimpoz edilmesi kolaylaswr. Farkli yapili
molekiillerde dogrudan siiperimpoz etmek zor oldugundan Pha belirlendikten sonra tiim
konformerin siiperimpoz edilmesi anlamlidir. Referans olarak ele alinan en basit ve en
az konformerli molekiilden kalip konformasyon se¢ilir. Burdaki atomlarin
kombinasyonlariyla K-sayida Pha yapilar1 olusturulur. Pha’mn k-nc1 sayist 1 den K’a
kadardir. Pha’in atomlarindan olusan her yapiya gore bir seri diyagonal ve non-
diyagonal tolerans degerleri kullanilir. Buna gore tiim konformerlerde eslestirme
yapilabilir. Pha tastyan konformerler belirlenir. Molekiillerin konformerlerinden en az
birisi Pha yapiya sahip ise o molekiil aktiftir. Serisi igcerisinde molekiiller aktif ve inaktif
olarak boliinmiisse en iyi1 Pha’lar a,ve P,degerlerine gore siralanir. Boylece dnemsiz
Pha’lar bosa ¢ikartilarak 6nemlileri elde tutulur. Aktiviteden sorumlu olabilecek her bir
aday Pha sadece nitel olarak molekiillerin aktifliklerinden haber verir. Gergekte
aktiviteden sorumlu tek bir Pha yapist vardir ki; bu yap1 anahtar niteligindedir. Bir
ligand bu yapiy1 tasiyorsa aktiftir yoksa inaktiftir. Gergek yapiy1 ortaya ¢ikartmak i¢in
onun beraberliginde hareket eden diger molekiil tanimlayicilar1 bagimsiz degisken

olarak aktivitenin fonksiyonu i¢inde kullanilmalidir.

2.2.2. MCET’te APS ve AG

APS ve diger AG’ ye karar vermek icin aktif bilesiklerin siiperpozisyon yapilmis
yapilarini incelememiz gerekir. Pha, aktivite i¢in gerekli bir grup atomu igerir. Pha’ da
bulunan atomlara ilave olarak, mevcut olan molekiiler yapidaki atom veya atom
gruplariin varligi aktiviteyi azaltici veya artirict yonde etki yapabilir. Bazi grup
atomlar hidrofobisiteyi artirici1 Ozellik gosterebilirler veya biyoalici ile H-bagi

yapabilirler. Bu atomlarin bu 6zellikleri aktiviteyi artiric1 6zellik olup, bu grup atomlara
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AG atomlar denir. Bazi grup atomlar ise biyoalict ile etkilesim esnasinda sterik engel
veya perdeleme yapabilecekleri i¢in aktiviteyi azalticit yonde etki ederler ve bu yiizden

bu tiir grup atomlara ise APS atomlar denir.

MCET’in diger istinligii de AG ve APS gruplarin1 [81-82] egitim setindeki tim
konformerler i¢in tanimlayarak hesaba katmasidir. Bu gruplarin aktiviteye katkilar1 Pha
ile birlikte hesap i¢ine alinir. Aslinda Pha’y1 bulunduran bir konformerdeki her bir
atomun aktiviteye sayisal bir deger yansitmasi s6z konusudur ancak, bu atomlarin
incelenen seri iginde en ¢ok molekiil i¢ginde bulunan ve en etkili olanlar1 g6z Oniine

alinabilmektedir.

Bir molekiiliin biyolojik aktivite tahmini i¢in gerekli olan; Pha’nin yani sira, aktiviteyi
artiran AG veya aktiviteyl azaltan APS guruplar1 model i¢inde her bir konformer i¢in
kullanan MCET metodunun temelleri verilecektir. Onceki benzer ¢alismalara gore
yapilan yenilik 6ngdriilen Pha’in ilk {ic atomu koordinat merkezlerinde yerlestirilerek
diger atomlarin koordinat degerleri yeniden belirlemektir. Pha tasiyan tiim konformerler
align yapilarak onun etrafindaki gruplarin pozisyonlar olarak genetik algoritma ile

isaretlenir.

MCET metodunda da, EC metodunda oldugu gibi, Pha fikri asagidaki ti¢ 6nemli 6zellik

ile tanimlanir [81].

1. Pha sadece bir grup atom olarak tanimlanmamali, molekiildeki uygun atomlarin
elektronik 6zellikleriyle de tanimlanmalidir. Elektronik 6zellikler ise farkl bilesiklerde;
ayni atomlar i¢in farkl, farkli atomlar i¢in ise ayni olabilir.

2. Pha’ nin hem elektronik 6zellikleri hem de geometrik parametreleri, belirli smirlar
icerisinde, bir bilesikten diger bir bilesige degisiklik gosterir ve aktivite bu
varyasyonlarin bir fonksiyonu olabilir.

3. Pha aktivite i¢in gerekli fakat yeterli bir sart degildir. Ciinkii Pha varliginda bile
molekiiliin aktivitesi, reseptor ile etkilesimini engelleyen APS grup tarafindan (tamamen
veya kismen) azaltilabilir veya hidrofobisite, lipofilite gibi baska 6zelliklerle AG grup
tarafindan artirilabilir. Molekiil serisi egitim ve test setleri olarak ikiye ayrilir. Egitim
seti igerisinde her bir 6nemli Pha’daki atomlar align yapildiktan sonra geri kalan

atomlar yonlendirilir. Her alignden sonra Pha’in {ic atomunun Kartezyen koordinat
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degerleri, swrasiyla, x1, yl ve z1=0; x2 ve y2=0 ve x3=0 olduktan sonra digerlerinin
degerleri de bu sayilara gore yeniden diizenlenir. En ¢ok aktif ve inaktif molekiillerden
5’er adet toplam 10 adet molekiillerin yonlenmis atomlarindan pozisyonlar olusturulur.

Bu pozisyonlarin mesafe, a¢1 ve dihedral acilar1 Kartezyen koordinatlardan belirlenir.

Pozisyona sahip konformerler, mesafe, ac1 ve dihedral agidan olusan tolerans degerle
isaretlenir. Ayni1 molekiiliin bir konformerinin sahip oldugu pozisyona diger konformeri
sahip olmayabilir. Boylece Pha tasiyan konformerler, bu pozisyonlarda atom
bulundurmalar: itibariyle siniflandirilabilir. Bu pozisyonlardan hangilerinin reseptor
tarafindan etkilendigini bulmak i¢cin GA yapilir. Bu uygulamayla pozisyonlardaki
gruplar en az sayidan baslayarak birer-birer artirarak maksimum sayiya ulastirilir ve
bagimsiz degiskenlerin en uygun alt grubu ortaya c¢ikar. Bagimsiz deg§isken sayisi
toplam molekiiliin 1/3 veya 1/5 1 kadar olmalidir ve toplam molekiil sayisina esit veya
fazla olmamalidir. Baz1 bagimsiz degiskenlerin katma degerleri ¢ok kiiciiktiir. Bunlar
hesaba katildiginda korelasyon katsayisindaki artis ¢ok olmaz. Bu tip bagimsiz
degiskenler sadece giiriiltii yaptiklarindan iptal edilmeli veya dikkate alinmamalidir.
Parametrelerin  kombinasyonla olusturulmus pek c¢ok alt setleri icinde 1yi olani

bulunmalidir.

Genetik algoritma yalnizca regresyon analizi icerisindeki bagimsiz degiskenlerin
optimum sayisin1 se¢gmez ayni zamanda dogrusal olmayan eksponansiyel fonksiyon
iceren esitlik 2.5 den aktivite degerini hesaplar. Boylece MCET kullanilarak olusturulan

modelin sonuglar1 yap1 aktivite arasindaki iliskiyi hizli bir sekilde tanimlayabilir.

GA ile belirlenen alt grup i¢cinde AG’in yanmisira APS’ler de olabilir. AG ve APS
bagimsiz degiskenlerini tahmin etmek i¢in tiim pozisyonlarda simiflandirilmis
konformerler hesaba katilir. Ligandlara ait AG ve APS’ler sadece bagimsiz degiskenler
olarak belirlenmez ayn1 zamanda onlarin reseptor tarafindaki etkilestigi noktalara ait ;
ayarlanabilir sabitleri de Newton-Raphson yontemiyle hesaplanir. Hesaplamanin es
zamanli olabilmesi i¢in tiim sabitlerin degerleri degisim prensi ile sabit kalana kadar
sirdiiriilir. PLS’deki degerlerine goére en iyi bagimsiz degisken alt grubu olarak
isaretlenir. MCET i¢indeki algoritmada yer alan aktivite esitliginde kullanilan x; nin
ilgili parametre degerleri, konformerlerin any degiskenleriyle c¢arpilarak etkilesim

enerjisi hesaplanir. Newton-Raphson yaklasimina gore parametrelerin ayarlanabilir
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degerleri es zamanli olarak tahmin edilir. Bu degerlerinin ve dolayisiyla aktivitenin
hesaplanmas1 sirasinda konformerlerin katki miktarlar1 esitlik icinde Boltzmann

dagilimi kadar etkiye sahip oldugu unutulmamalidir.

Her bir konformerin bulunma yiizdesini, enerjisini ve sicakligi bir fonksiyon olarak
ekleyerek biyoaktivitenin nicel tahmini i¢in bir formiil ¢ikartilir. MCET, Pha’1 APS ve
AG gruplarin parametreleriyle birlikte ele alir. Boylece Pha fikrini biyoaktivite tahmini

icin nitel bir ara¢ olmaktan ¢ikarip nicel bir araca doniistiirtr.

Degisim prensibi olarak belirtilen isleyis asagidaki gibidir. Buna gdre parametrelerin
ayarlanabilir degerlerinin aktivitedeki rolleri regresyon analizi ile belirlenir. Esitlik 2.1
de verilen S fonksiyonu igerisindeki k;” degerinin kontrolii, deneysel ve hesaplanan
aktivite arasindaki fark en kiiciik kareler yontemi minimize edilerek yapilir. Bir kjyi
c¢ozmek icin birgok j = 1, 2,..J. i¢in k; degerlerine ihtiyacimiz vardir. Boyle bir

hesaplama icin gerekli yaklagimlar asagida siralanmastir.

a. J=1 i¢in deneme k; ile basla.
b. Kalan biitiin k;” ler i¢in bir k; hesapla.
c. Bir ki tahmin etmek i¢in kurulan esitlikte Newton-Raphson

uygulamasini yap.

d. Bir xj i¢in yeni degerle tanimla.
e. Tanimlanan bisinin ardindan gelen diger k; i¢in hesaplamay1 tekrarla.
f. Biitiin molekiillerin aktivitelerinden elde edilen xjler degismeyene kadar

yinelemeye devam et.

Bu yaklagima gore biitiin kj’ler 4D-QSAR modelini olusturmak i¢in hesaplanir. MCET
farmakofor etrafindaki bagimsiz degiskenleri tanimlamak icin rastgele secilmis bir

parametre degil sadece atomik 6zellikleri kullanmaktadir.

Bu calismanin amaci ii¢ boyutlu uzaydaki biyoyapmin etkilesim noktalarini
arastirmaktir. Reseptoriin etkilesim noktalarindaki atomlarin ytikleri bagimsiz degisken
olarak kullanilir. Uzaklik, ac1 ve torsiyon agis1 gibi degiskenler sadece farmakofor ile

ilgili atomlarin pozisyonlar1 i¢in kullanilir.
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2.2.3. Modelin Belirlenmesi ve Uygulanmasi

Molekiiliin egitim setindeki biitliin bilesikler icin ayni deneysel metot uygulanarak
aktivitelerin bulunmasi 6nemli bir asamadir. Ilgilenilen aktivite i¢in sadece bir tek

Pha’nin sorumlu oldugu disiiniiliir. MCET metodunda uygulan programin aslt sudur;

a) Aktif molekiillerin aktiviteleri, her bir etkin konformerinin Pha’y1 tasimasina
gore deger alir.

b) Bu konformerlerin kesir etkileri ve tasidiklari1 atom pozisyonlar1 aktiviteyi
nicel olarak degistirir.

c) Molekiiliin aktivitesini hesaplamak iizere tiim bu konformer 6zellikleri es

zamanl olarak kurulan model i¢inde yer alir.

Biyolojik aktivitesi bilinen ve inceleme altina alinan bir seri, egitim ve test setleri olarak
iki gruba ayrilir. QSAR modeli kurmak i¢in egitim setindeki aktiviteden birini hesap
dis1 birakarak geriye kalan verilerle LOOCV vyapilir. Disarida birakilan molekiil igin

aktivite, digerlerinden gikartilan model ile Q* degerleri hesaplanur.

Programda c¢ikartilan modele dayanarak fonksiyonel 6zellikler deneme serisi (test set)

bilesikleri icin deneysel aktiviteler teorik hesaplanan ile R élceginde dogrulanir.
2.2.4. Aktivitenin Genel Formiilii

AG ve APS gruplarmin etkisini hesaba katmak i¢in aktiviteyi artiran ya da azaltan S

fonksiyonunu kullaniriz:
A~e® 2.1)

S fonksiyonu AG ve APS’yi temsil eden bir grup parametreye baghdir. Genel olarak
sOyle kabul edebiliriz:
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Burada ani(j)

n’ inci bilesigin 1’ inci konformerinin j” inci tiir APS veya AG 6zelligini
temsil eder. ay? her bir problem i¢in spesifik bir parametredir. N secilen AG
parametrelerinin sayisi,k; toplu analiz sonucundan elde edilen ayarlanabilen bir sabittir.
Bu sabitin mutlak degerinin biiyiikliigii referans oldugu atomun aktivite {izerinde ne
kadar etkili oldugunu gosterir ve bu tip atomlar1 {ic boyutlu yap1 i¢inde tanimak Pha’
dan sonra ikinci derecede Oneme sahiptir. Bu fonksiyon ile birlikte sicakliginin ve

enerjisinin bir fonksiyonu Boltzmann dagilimini hesaba katarak asagidaki genel formiilii

elde ederiz:

Y _E kT (2.3)
I

Ao asagida aciklanacagi lizere sabittir ve m, n. molekiiliin konformerinin sayisidir. A’
nin exponansiyel olarak S’ ye bagli oldugunu kabul ediyoruz. Ciinkii ilag-biyoalict
arasindaki etkilesim herhangi bir molekiil i¢i etkilesime benzerdir. Bu formiilde sadece
Pha’y1 bulunduran konformerler aktiviteye katkida bulunur ve aktif konformerleri olan
molekiillerin sayisma bagl olarak bu katkilar gergeklesir. Bu sayilar konformerin
enerjisiyle (Eyi), ani olarak diiser. Bu yiizden ¢ogu zaman yiiksek enerjili konformerlerin

katkilarini thmal edebiliriz.

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

aktivitesi bilinen bir referans molekiil (1) segeriz ve A icin esitlik 2.4’l yazariz.

- S,  —E,; kT
e e
m
Z — E,, kT
e

=1 (2.4)

An ve Al i¢in yazilan bu iki formiil birlestirilirse Aplar birbirini gotiirecegi igin

bilinmesine gerek kalmadan asagidaki formiil elde edilir.
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m, mrf’ha
Z o~ EulkT Z e Siig EnilkT
i=1 i=1

1 m, mPha (25)
- E . kT )
X
i=1

A = A

1
Z o~ Stip=EulkT

i=1

Molekiil setindeki bilesiklerin bilinen deneysel aktiviteleri kullanilarak yukaridaki
formiil isletilir ve hesaplanan aktivite degeri, A,™", deneysel aktivite degeri, A,"", ve M

exp |2

molekiil sayis1 olmak iizere, Y™ |A, 1A, fonksiyonu iizerinden en kiigiik kareler

yontemi kullanilarak degisken «; katsayilar1 elde edilir.

Bu yolla elde edilen x; ile aktiviteleri bilinmeyen ayni tiir bagka bilesikler i¢in aktivite
tahmini yapilabilir. Bu c¢alismada Tau Protein inhibitérii fenildiazolhidrazid
(Phenylthiazolylhydrazide-PTH) tiirevi olan 27 bilesik icin tau protein inhibisyon
tahmini bu yolla yapildi.[83].



3. BOLUM
BULGULAR
3.1. Cahsilan Bilesik Serisindeki Bulgular
Bu ¢aligmada:
1) Spartan’08 software paket programinda:
la. Molekiiler konformerlerin belirlenmesi i¢in, molekiiler mekanik hesaplamalar,
Ib. Her bir konformere ait kuantum kimyasal hesaplamalar yapilmistir.
2) Y. GUZEL tarafindan gelistirilen;

2a. Her bir konformer i¢in Spartan paket programinda elde edilen kuantum kimyasal

sonuclar1 Elektron Topolojik Matris’e (ETM) dontistiiren program kullanilmastir.

2b. Aktiviteleri hesaplamak i¢in MCET programi kullanilmistir. Bu programin

isleyisi sirasinda:

2bl.. Referans molekiil konformeri ile ETM matrislerinin karsilagtirilmasi
sonucu ortak yapilardaki atomlarin kombinasyonundan Pha atom

gruplarmi 6ngdren,

2b2.. Pha’1 tasiyan konformerlerin Pha atomlarini align yaptiktan sonra her
bir konformerdeki tiim siibstitiientleri yeni kartezyen koordinatlarina

tastyan,

2b3.. Genetik Algoritma (GA) kullanilarak Pha etrafindaki AG ve APS

gruplar1 tahmin eden,
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2b4.. Basit Leave One Out Cross Validation (LOOCYV) igerisinde istatistik
sonuglara dayanarak egitim ve test setleri i¢in aktiviteyi belirleyen

Onemli adimlar vardir.

2c. Excelde Model Analizi (EMA) ile tiim sonuclar1 istatistik degerleriyle

dogrulugunu gosteren program kullanilmastir.

Deneysel aktivitesi bilinen fenildiazolhidrazit tiirevlerinin 27 adet bilesigi literatiirden
almmistir [83]. Tablo 3.1 ‘de calisilan bilesik serilerinin temel iskeleti ve bu iskelete
bagli olan substituentler deneysel aktiviteleri ve relatif enerjisi 2.0 kcal/mol’ den daha
biiylikk olan konformerlerin ihmal edildikten sonra kalan konformer sayilari

gosterilmistir.

Tablo 3.1. Calisilan bilesik serisi, deneysel aktivitesi ve konformer sayilari.

J[i H

R; g R

H g "f

R

Deneysel Konformer
Numara Rl R2 R3 Aktivite Sayisi

"

g

o x
! ) H 13 3

ca lr—-\\
3 s aund 1.9 6
§e | AT
Y
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Tablo 3.1’in devami
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Tablo 3.1’in devami

19 @ A 33.6
F ’
20 Lﬂ xS No, 35.5
PN
- Og O,
21 . v PO 472
ﬁ"'\-\.\ EI ~ b
22 g DY, 47.2
X X< 0
e AT e
23 ,-:*“*J/ ) ,Eblﬂ, 59.2
0 e B
24 A . T 60.9
L Gl r.-'-.\
25 xf,\vT[ X,AL:} 146.5
d - B
26 X ‘“j:j D” 146.5
e x e
27 as a 183.8
s l K’U

Seride referans bilesigi olarak secilen NO1 bilesigi i¢in top ¢ubuk modeli Sekil 3.1.’de

verilmigtir. Boltzmann dagilimma gore herhangi bir bilesik ic¢in, enerji olarak

bulunabilmesi miimkiin konformerler arasinda diisiik enerjili konformerlerin sayis1 daha

cok olacaktir. Bu konformerler digerlerine gore aktivitede daha etkili olacagindan,

bilesiklerin daha yiiksek enerjiye sahip olanlar silinmistir. Kalan konformerler Sekil

3.2°de gosterildigi gibi list iiste ¢akistirilmistir.
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Sekil 3.1. Referans bilesigi NO1 i¢in top ¢ubuk modeli.

Sekil 3.2. Referans Bilesiginin (NO1) Konformerlerinin Ust Uste Cakistirilmas.



Tablo 3.2. Referans bilesigin (NO1) En Diisiik Enerjili Konformerine Ait

Kartezyen Koordinatlar.

Kartezyen koordinatlari (A)
Atom X Y Z

Cl1 1.5941838 0.8285141 0.8285141
01 1.0672288 1.9266522 0.7358902
N1 0.8285141 -0.2492251 1.3382429
H1 1.3531662 -1.0297474 1.7643826
N2 -0.4487466 -0.0883729 1.6770774
H5 -0.6751855 0.5583289 2.408153

C2 -1.3926621 -0.3609816 0.7416275
N3 -2.6384535 -0.0753196 0.8798978
S1 -0.99077 -1.1804588 -0.7415268
C3 -2.6685661 -1.1226916 -1.1722188
C4 - 3.3885515 -0.511367 -0.217546
C5 3.018815 0.5781038 0.5407316
C6 5.7188317 0.2621994 -0.0678471
C7 3.5331487 -0.68373 0.2815553
C8 3.8541304 1.6812637 0.4678542
C9 5.1920483 1.5263953 0.175931

C10 4.8717831 -0.8390274 -0.0191951
Cl11 7.1620364 0.0918049 -0.3886714
C12 9.8599352 -0.2261644 -0.9898709
C13 7.9255761 -0.8585286 0.2781494
Cl4 7.7654405 0.8810251 -1.3602555
C15 9.1058919 0.7213154 -1.6591207
C16 9.2666681 -1.0150049 -0.0204928
C17 -4.8365536 -0.264133 -0.2189172
C18 -7.5469778 0.2298592 -0.1631588
C19 -5.6554302 -0.7039157 -1.2573078
C20 -5.4044127 0.4265151 0.8469516
C21 -6.7583269 0.6752859 0.8767604
C22 -7.0083359 -0.4585533 -1.2318029
N4 -8.9646284 0.4866619 -0.1351483
02 -9.4297996 1.1119978 0.8427206
03 -9.6567901 0.0700941 -1.0911344

3.2. Elektron-Topolojik Matris

58

Bu calismada *.txt dosyalarindaki bilgiler icerisinden kartezyen koordinatlar1 dosyasi,

atomlarin yiikleri, bag uzunlugu ve atomlar arasi mesafelerden 137 adet konformeri

iceren Elektron Topolojik Matris (ETM) olusturulmustur. Serideki toplam 27 bilesikten

hepsi aktiftir. Topolojik matrisine 6rnek olarak serideki referans bilesigin (NO1) en

diisiik enerjili konformerinin matrisleri Sekil 3.3.” de, en yiiksek aktiviteye sahip (N12)
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bilesiginin en diisiik enerjili konformerinin matrisi Sekil 3.4.” de, verilmistir. Matrisi
cok biiylittiigii ve tekrarlanan benzer 6zelliklere sahip oldugu i¢in, fazla 6nemli olmayan
karbon atomlarina bagli hidrojen atomlar1 gosterilmemistir. ETM, diyagonal
elemanlarina gore simetrik olan kare matristir. Bundan dolay1 simetrisinin iist tarafinin
kullanilmasiyla olusan licgen matris alinmistr. ETM’de bagimsiz elemanlarin tam
sayist s*(s+1)/2 dir. Burada s molekiildeki atomlarin sayisidir. Molekiilde atomlarin
elektronik ozelliklerini tanimlayan bir atomik parametre olan ve atomik yiiklerden
olusan a;j ETM matrisinin kosegen (diyagonal) elemanlaridir. Atomik ytlikler Mulliken
elektronegativitesi ile hesaplanir. Matrisin non-diyagonal elemanlar1 ise a; olup iki
cesittir; birincisinde eger 1 ve j kimyasal olarak bagli olan iki komsu atom ise, ajj 1]
baginm, bag uzunlugu gdsteren bir elektronik parametredir. Ikincisinde ise eger i ve ]
bag yapmamis iki atom ise, a; = Rjj olur ve atomlar arasi uzaklik parametre olarak
kullanilir. Bu yolla her bir konformerin matrisi, reseptorle etkilesimi goz Oniine
alindiginda, incelenen molekiiliin konformasyonel Ozelliklerini tam olarak ifade
edebilen, hem a;; ve a; elektronik karakterini hem de Rj geometrik karakterini

icermektedir.

Aktif fragmentlerin ¢ikartilmasi, prensip olarak seri icerisindeki bilesiklerden en aktif
fakat daha 6nemlisi en basit olaninin 6l¢ii bilesigi olarak almmasi ve bunun ETM” si ile
tim bilesiklerin olusturulmus ETM’ lerinin kiyaslanmasi diisiincesine dayanir. Bu
calismada seri icerisindeki NO1 bilesigi, referans bilesigi olarak almmis ve Pha

belirlemede bu matristen yararlanilmistir.

Matrislere bakildiginda bag uzunlugu, iki atom arasi uzaklik ve atom yiiklerinin her
birinin aktiviteye katkis1 farkli olmaktadwr. Bu matris degerleri, molekiillerin
karsilagtrma ile aktif fragmentin bulunmasi i¢in kullanilir. Matris karsilastirilmast;
referansin diagonal alt matrisinin karsilig1 incelenen konformerdeki diagonallerde
isaretlenir. Diagonallere karsilik gelen nondiagonallar ile alt matris (ETSA)
konformerden belirlenir. Bu alt matris karinca yiiriiylisii algoritmasi geregi atom cinsleri
degil ama atom tiplerinin uyum gostermesi dikkate almir. Bu durum ikinci bir kontrol

olarak genetik algoritmayla kontrol edilir.
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C17 (Ci8
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Sekil 3.3. Referans Bilesigi NO1’in En Diisiik Enerjili Konformerinin ETM Matrisi.

c1 01 N1 H1 N2

122 137 2.08 2383

-0.67 226 3.14 2.691
-0.59 1 1.392

0.46 2.034

H5
2.78
2.78
2.06
2.66
1
0.46

0.804

c2

3.22
3.36
2.36
3.01
1.36
2.03
0.35

Yiikii

N2 Atorunun
Mulliken

N3
4.33
4.21
3.56
4.2
2.33
2.57
1.29

51

3.64
4.01
2.96
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174
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T

5
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2.519 5.16C3
1.468 4.22 C4
7.936 10.6 C5
10.56 13.3 Co
8355 11.1C7
8.932 11.5C8
10.19 12.8C9
9.727 12.5C10
12 147 C11
17.4 C12
15.5 C13
15.4 C14
16.7 C15
16.9 Clp

12.78

12.7
14.05
14.12

Sekil 3.4. En Yiiksek Aktiviteli N12 Bilesiginin En Diisiik Ener;jili Konformerinin
ETM Matrisi.

Hesaplamalar ile elde edilen sonuglarin mevcut yeni yontemlerle degerlendirilmesi ve

hesaplamalar sonucu elde edilen kuantum kimyasal 6zelliklerin ve bilgisayarda elde

edilen ¢ikt1 dosyalarmin ETM’ de hazirlanmasi i¢in kuantum kimyasal hesaplamalar ile

bilesiklerin konformasyonel analizlerini gerceklestirerek matris olusturan programina

ihtiya¢ duyulmustur ve bu program C# dilinde yazilmistir. Bu program, Spartan 08

programu ile elde edilen oldukga karigik ¢ikti dosyalarinin (*.txt uzantili) diizenli birer
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matris dosyast haline doniistiirir ve bu program kullanilarak 27 bilesigin 137
konformerinin hepsi i¢in matrisler olusturulmustur. Her bir konformerin *.txt uzantili
dosyasinin biiyiikligi 0.50 — 16.00 MB olup yaklasik 2500-3000 sayfa oldugu
diistiniiliirse tezde belirtilmesi olanaksizdir. Sekil 3.5. da ETM matrisi olusturmada

kullanilan programin ara ytizii goriilmektedir.

ETM_12

Oggen matri olugtur l Molekiil aktivite dosyasim UIU§lur] tdolekiil aktivite kontiol ve ekleme | “Yaziim Hakki

Cahsilacak klasiriin isminin
girilecegi kasim

1

toplam 137 molekilden . i

sall_071.txt malekiili daha Snce iglenmiz EIMCalustuima il ‘Akume dosyast olug L
3al1_02.t«t malekiili daha Snce iglenmiz
sal1_03.txt malekiili daha dnce islenmiz
2al2_01.txt malekiili daha Snce iglenmiz
sal2_02.txt malekiili daha Snce islenmiz
3a02_03.txt malekiili daha Snce iglenmiz
sall2_04.txt malekiili daha dnee islenmiz
sal2_05.txt malekiili daha Gnce iglenmiz
3al2_0E.txt malekiili daha Snce islenmiz
3al3_01.t«t malekiili daha Snce iglenmiz
3al3_02.txt malekiili daha dnce islenmiz
3al3_03.txt malekiili daha Snce iglenmiz
3al3_04.txt molekiili daha Gnce iglenmiz
3a03_05.txt malekiili daha Snce iglenmiz
3all3_06 txt malekiili daha dnee islenmiz
sald_01.txt malekiili daha Snce iglenmiz
sald_02.txt molekiili daha Gnce iglenmiz
3al4_03.txt malekiili daha once iglenmig
zald 04.txt molekiili daha Shee islenmiz b

ENNE N REE NN EENG N NEENEEN R NaR D EENOEEAREEE %91

ISLEM DURLMU

Sekil 3.5. ETM matrisi olusturmada kullanilan programin ara yiizii.
3.3. MCET Metodunun Uygulanmasi

Bilesik serisindeki bilesiklerin yapi-aktivite iligkilerinin belirlenmesi i¢in; *.txt uzantili
dosyalarindan olusturulan ETM matrislert MCET programu ile okunarak aktiviteden
sorumlu gurup Pha belirlenmistir. Serideki her bir bilesigin sahip oldugu her bir
konformerinin olusum entalpileri g6z Oniinde tutularak, konformerin kendi molekiilii
icinde sayisal orant1 kesirleri belirlenmistir. Bir konformerin etkisi, bu kesir orantisiyla
birlikte, biyoaliciin etkilesecegi esas bolge olan Pha’ y1 tasimasina baghdir. Sekil
3.6’te ETM matrislerini okuyarak Pha belirlemede kullanilan programim ara yiizii

goriilmektedir.
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4D_QSAR_Pha_Phlxb

Enter Values_A l Laak at Hesults] Enter Yalues_B ] Cahsilacak klasdrim isminin

cnileceg kisim
WorkSheet [D:ACoMCETS [sa Ok

Referance Molecule_A [sa |1

| charge j 3 to zee the molecule
e =t St superimposed
“~_|Referans molekiilim

f to see matrix of
Start Value EndValue Increase Value g_gil‘ilecegi me | R W
DiaPha: o 020 [a Tolerance Values to malk sium atom
; Compare Molecules say1s1
MiaPha: W ’W ’W P LY
with Pha MaxNumber of yg_L
Atoms around Pha
MaxPhato 20
Radial Distance:  |1:00 1.50 050 be studied ’_
Tolerance Value to - i
Tarsion Angle: 10,00 20,00 10,00 Define Aftoms E(‘.'ahsllarﬂk Pha
Both Agonist and |
Angle 20.00 30.00 10.00 Around Pha I Antagonist's values are [say1st
given
IF P T TP T 1 PR T Agonist or Antagonist's
enkck_inact: 011 o kllg‘ll.k aktiviteli hﬂesl'k | r values are given

esikDgr: 011 — [inaktiflik icin esik degeri |

START

Sekil 3.6. ETM Matrislerini okuyarak Pha belirlemede kullanilan programin ara yiiz.

Pha etrafinda yer alan ve aktivite lizerinde etkili olan atomlarm bulunmasi i¢in s6z
konusu atom ve Pha iizerindeki ilk ii¢ atom, belirli tolerans sinirlar1 igerisinde, torsiyon
acisma ve koordinat merkezinden goreceli uzakligma gore smiflandirilmistir. Bu
smiflandirma Sekil 3.6.’da goriilmektedir. Konformerdeki tiim atomlarin pozisyonlarmni

belirlemek amaciyla, Pha’ y1 olusturan atomlar referans aliirlar.
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Sekil.3.7. Pha’ y1 olusturan atomlarin referans olarak alinmas1 ve Pha etrafindaki
atomlarin pozisyonlarmin belirlenmesi.
Pha’ nin 1. siradaki atomu koordinat sisteminin merkezine yerlestirilerek, yani x = 0; y

=0 ve z = 0 alarak tiim atomlarin mesafesi de buna gore belirlenir.

Pha’ nin 2. siradaki atomu i¢in x =0, z =0, y # 0, 3. siradaki atomu i¢in ise x #0, y # 0,
z = 0 almir. Boylece molekiiliin ele alman atomu ile Pha’ nin 3., 2. ve 1. atomlari,
stirasiyla, torsiyon agismin noktalari olarak almir. Konformerdeki tiim atomlar yukarida

anlatildig1 sekilde, belirli tolerans degerlerine gore pozisyonlariyla smiflandirilmis ve
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etkin atomlar bulunmustur. Bu atomlar; n’ inci molekiiliin 1° inci konformerinin j* inci
pozisyonlar1 olarak isaretlenmistir. Konformerlerin aktivite degerleri, Pha ile birlikte her
bir pozisyonda bulundurduklar1 atomlarin katkilariyla belirlenmistir. Burada, atom yiik
degeri ayi ile etkinlik katsayist i’ nin carpim degerlerinin toplamlari, her bir n’ inci
molekiiliin teorik aktiviteleri hesaplanmasinda kullanilmistir. Tablo 3.3. ve Tablo 3.4.”

de bilesiklerin hesaplanan teorik aktiviteleri bu hesaplamalara gore verilmistir.



Tablo 3.3. Training Setteki Bilesiklerin Deneysel ve Modelden Cikan Hesaplanan Aktiviteler

Konformerlerin olusum entalpileri, sahip olduklar1 APS ve AG gruplarin pozisyonlarimn a, b, c, d... olarak gosterimi.

Mol | Den. Hes.
mo | Akt | Akt 0 @) @) @ B) ©) ™)
NO1 | 0.110 | 0.21 -4392847.27abcde -4392837.76abc -4392837.73abc
NO2 | 0.200 | 0.108 | -4176716.45abcd -4176712.09abcd -4176706.52abc -4176706.52abc -4176703.05abc -4176703.05abc
NO3 | 0.280 | 0.102 | -4410015.64abce -4410015.64abce -4410015.64abce -4410015.64abce -4410007.13abce -4410007.13abce
NO4 | 0.300 | 0.490 | -3852416.68abce -3852416.65abce -3852416.64abce -3852413.62abce -3852413.62abce
NO5 | 0.490 | 0.521 | -3835255.78abcd -3835252.06abcd -3835252.03abced -3835246.95abc -3835246.95abc -3835243.71abc -3835243.71abc
NO06 | 0.590 | 0.495 | -4283262.50abcd -4283262.38abc -4283253.57abc -4283253.56abc -4283253.02abc -4283253.01abc
NO7 | 0.690 | 0.49 -4068840.61abce -4068832.69abce -4068832.68abce
NO8 | 0.760 | 0.702 | -4215351.19abcde -4215351.17abcde -4215350.54abcde -4215350.53abcde -4215342.06abce -4215341.82abce -4215341.54abce
NO09 | 0.800 | 0.517 | -3788110.78abcd -3788102.39abc -3788102.39abc
N12 | 1.030 | 0.758 | -3937238.94abcd -3937238.94abc -3937234.39abc
N15 | 1.260 | 1.482 | -10024582.80abc -10024582.80abcd -10024575.59abc -10024575.59abc -10024575.59abc
N17 | 1.400 | 1.771 | -4100379.45abd -4100375.96abd -4100371.66ab -4100371.66ab -4100368.00ab -4100368.00ab
N18 | 1.450 | 1.454 | -4295838.64abd -4295835.92abed -4295835.18abd -4295834.41ab -4295832.38abcd -4295831.00ab -4295830.95ab
N19 | 1.530 | 1.637 | -3520538.70ab -3520530.85ab -3520530.84ab -3519868.25ab
N20 | 1.550 | 1.303 | -4992885.80ab -4992885.09ab -4992884.84ab -4992883.81ab -4992877.76abc -4991926.92abc
N22 | 1.670 | 1.5 -4854948.39abcd -4854939.72abc -4854939.69abc -4854924.06abcd
N23 | 1.770 | 1.464 | -4657234.51abd -4657231.96abcd -4657230.57abd -4657226.43ab -4657224.00abc -4657223.29ab -4657223.29ab
N24 | 1.780 | 1.491 | -9977445.22abcd -9977437.19abc -9977437.19abc
N25 | 2.170 | 2.245 | -5299768.61abd -5299767.81abd -5299761.02ab -5299761.01ab -5299759.39ab -5299759.39ab
N26 | 2.170 | 2.012 | -10126573.35abcd -10126573.35abcd -10126570.69abc -10126570.70abc

Tablo 3.4. Test Setteki Bilesiklerin Deneysel ve Modelden Cikan Hesaplanan Aktiviteleri

Mol. | Den. Hes. Konformerlerin olusum entalpileri, sahip olduklar1 APS ve AG gruplarin pozisyonlarimin a, b, ¢, d... olarak goésterimi.

No Akt. Akt. (0)) 2) “@ &) (6)

NI10 | 0.840 | 0.413 | -4051671.73abcd | -4051671.70abcd | -4051662.81abc | -4051662.8labc | -4051662.80abc

NI13 | 1.130 | 0.422 | -4192068.26abcd | -4192068.11abcd | -4192058.85abc | -4192058.70abc

NI14 | 1.230 | 1.537 | -3304122.58ab -3304119.11ab -3304114.72ab -3304111.84ab -3304111.84ab | -3304076.91ab
N16 | 1.370 | 1.327 | -3991685.26abc -3991680.69abc

N21 | 1.670 | 1.328 | -4208100.34abc -4207298.91abc

N27 | 2.260 | 3.678 | -4719925.71abc -4719917.64abc -4719917.64abc | -4719917.64abc

S9
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Tablo 3.3. ve Tablo 3.4.° training set ve test setteki bilesiklerin deneysel aktiviteleri ve
hesaplanan aktiviteleri ile birlikte her bir konformerin olusum entalpileri (kcal/ mol) ve
bu konformerlerde aktiviteye etki eden atomlarin pozisyonlarini gosteren atom isareti

(aj) verilmistir. Bu konformerler tizerindeki ‘$” isareti Pha’y1 tasimayan konformerleri

gosterirken, bu atomlar yarigap tolerans (Ar), torsiyon acisi tolerans degerlerinde

(Arorstic), yarigap mesafesi (r), torsiyon agisina (t) gore ve j-grup pozisyon olarak a,b,c

vs. simgeleriyle smiflandirilmistir. Tablolarda konformer sayis1 maksimum 7 adet
almmuastir. Tablodaki bosluklar, 6rnegin N16 molekiilii i¢in konformer sayisinin iki adet
oldugunu molekiiliin 3.4.5.... konformerlere sahip olmadigini gostermek i¢in bos

brrakilmstir.

Tablo 3.5 de ise konformerlerin ¢ogu icin, Pha disinda aktiviteyi degistiren (AG ya da

APS) atomlarin smiflandirilmasinda kullanilan tolerans torsiyon acilari (ATorsTlr ) ve

tolerans mesafe boyutu pozisyonlarmm belirlenmesinde kullanilan (Ar), konformerin

ismi, konformerin aktivitede etkili olan atomlarinin ismi, pozisyonu ve bu pozisyonun

ozellikleri olarak atomun torsiyon agisi, bag agis1 ve mesafe degerleri verilmistir.

Tablo 3.5. Pha Diginda Aktiviteye Etki Eden AG ve APS Gruplarin Baz1 Ozellikleri.

Molekiil| Atom | Torsiyon Bag Aqisi Mesafe Etkin Pozisyo
No No Acisi (A) Degeri n
NO03 01 | C23 1.40 155.06 r=7.55 Ky =--2.337 a
N27 01 | Cl4 25.93 171.57 r=2.82 Kp = -0.863 b
NO03 01 | C24 7.50 161.33 r=8.77 Ke=-2.407 C
N27 01 | Cl 50.78 26.18 r=4.32 Kq= 0.117 d
NOI 01 | N4 -0.54 14.31 r=7.67 Ke=6.177 e

Pha’ nin varlig1 aktivite i¢in gereklidir fakat yeterli sart degildir. Bu nedenle Pha ‘y1
temsil eden matrisin belirlenmesinden sonra molekiillerde aktiviteye etki eden gruplar,
serideki bilesiklerin temel iskeletine bagli olan substituentlerin etkisine gore

arastirilmasi icin asagidaki esitlik 3.19 ve esitlik 3.22° deki aktivite formiilii kullanilda.

N
S = Kay (3.19)
=1
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=1 i=1 (3.22)

Esitlik 3.19° da n-molekiil ve i-konformerinin j-pozisyonlarinin katki degeriyle (Kj ) bu
konformerin ilgili pozisyondaki atomun yiikiiniin (anij) carpim toplamlar1 siibstitiient
katkisidir (Sy;). Esitlik 3.22” de “ / ” alt indisi referans bilesigi belirtmek i¢in, “ n ™ alt
indisi ise ele alinan bilesigi belirtmek i¢in kullanilmistir. m™ ve m, ™ sirasiyla,
referans ve ele alinan bilesikteki Pha bulunduran konformerlerin sayismi ifade
etmektedir. Pha’in bulundurdugu aktivite A; (NO1) g6z Oniine almarak, n’ inci

molekiiliin aktivitesi (A;) hesaplanmstir.
3.4. Fenildiazolhidrazit Tiirevlerinde Hesaplanan Aktivite Sonuclar:

Calisilan bilesik serisinden segilen referans bilesigine (NO1) gore tiim konformerlerin
ETM’si karsilastirilarak farmakofor (Pha) grup belirlenmistir. Pha grubunu temsil eden
Elektron Topolojik Aktiflik Alt Matrisi (ETSA) diyagonal tolerans (Apiarir ) ve
nondiyagonal (AngiaTir ) tolerans degerleri ile Sekil 3.8. de gosterilmistir. Pha’in

atomlar1 (N2, S1, C3 ve C4 ) temel iskelet lizerinde (sar1 renkli olarak) isaretlenmistir.

Cla

N2 S1 C3 C4
-0.529 2.708 3.757 3.522 N2
0.428 1.733 2.543 |81
-0.484 1.342 | C3
0.146 | C4

Sekil 3.8. Calisilan Bilesik Serisi i¢in Aktif Fragmenti (Pha) Gdsteren Matris.



68

Esitlik 3.18° gore (A~e® ) S fonksiyonu AG ve APS’yi temsil eden bir grup

N
parametreye baghdir. Genel olarak esitlik 3.19” daki (S, = ijag‘g) gibi kabul edilir.
j=1

Burada a,;¥ n’ inci bilesigin 1’ inci konformerinin j’ inci tiir APS veya AG 06zelligini
temsil eder. a,” her bir problem i¢in spesifik bir parametredir. Bu fonksiyon ile birlikte
sicakliginin ve enerjisinin bir fonksiyonu Boltzman dagilimini hesaba katarak genel
formiili esitlik 3.20° yi elde edilmisti. Esitlige (3.20) gore S, degeri pozitif oldugu
durumlarda iistel olarak esitligin sayisal degerinde azalis olacagindan aktiviteyi azaltir,
negatif oldugu durumlarda ise iistel olarak esitligin sayisal degerinde artis oldugundan
aktiviteyi artirir. Sy ise esitlik 3.19° daki gibi k ve ay? degerlerinin ¢arpimi olduguna
gore bu carpim pozitif ¢iktiginda aktiviteyi azaltan (APS) 6zellik negatif c¢iktiginda
aktiviteyi artiran (AG) 6zellikten bahsedebiliriz.

Sekil 3.9.” de swrasiyla NO1, N8, N13, N17 ve N27 bu bilesiklerin {ist {istte
cakistirilmasi, bilesiklerde Pha disinda aktiviteye etki ettigi belirlenen atomlar1 (APS
veya AG mavi renk ile) ve tasidiklar1 pozisyonlar a, b, c,.. harfleriyle ve Pha atomlar1

(turuncu renkle) gosterilmistir.

Sekil 3.9. NO1, N8, N13, N17 ve N27 Bilesiklerindeki Pha, AG ve APS Guruplar.

Calisilan bilesik serisinde daha 6nceden bahsedildigi gibi esitlik 3.22 kullanilarak teorik
aktivite hesaplar1 yapildi. Molekiillerin aktivitelerindeki artma/azalma asagidaki

parametrelere gore ele alinmistir.
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[.  Konformerlerin Pha’1 tasiyip tasimamasi (6zellikle diisiik olusum enerjideki
konformerler) dnemlidir.
II.  Bir molekiiliin konformerlerinin hangi pozisyonlarda AG ve APS’ye sahip

oldugu ve bu pozisyonlardaki konformerin atom yiik tipi ve miktar1 6nemlidir.

Tablo 3.3 ve Tablo 3.4’ de konformerlere ait AG ve APS pozisyonlar1 a, b, ¢ ... olarak
isaretlenmistir. Esitlik 3.22° den goriilecegi iizere n-nolu molekiiliin aktivitesini
hesaplamak Pha tasiyan konformerlerin sayisi ile etkilenir. Eger tiim konformerler
Pha’y1 bulunduruyorsa Boltzmann dagilimma gore molekiiliin niifus dagilimi1 1 olarak
deger kazanir. Pha’y1 tasimayan konformerin enerjisi diisiik seviyede olursa niifus
dagilimi 1°den 0’a dogru hizli azalir. Yiiksek enerjili konformer i¢in popiilasyondaki
azalma kiiciiliir. Pha tasimayan konformerlerin Oniinde “$” isareti bulunur. Biitiin

konformerler Pha grubu tasidigi i¢in $ isareti bulunmamaktadir.

Tim molekiillerde AG ve APS gruplarmin parametre katsayilar1 ve onlara karsilik gelen
bagimsiz degisken degerleri (6rnegin yiik miktarlari) esitlik 3.22 igerisinde kullanilarak
aktiviteler —hesaplanmistir. Referans molekiilin  tiim konformerleri Pha’y1
bulundurmakla birlikte farkli pozisyonlarda AG ve APS’yi tasir. 3.22 denkleminden
beklendigi iizere referans molekiiliin deneysel ve teorik aktiviteleri ayni ¢ikmalidir.
Molekiillerdeki konformerlerin tasidigi pozisyonlar ile referansin tasidigi pozisyonlar
arasindaki farka bakarak hangi pozisyonun AG veya APS olacagi belirlenebilir. Bu
calismada 20 egitim setine ait molekiil icerisinden 5 fonksiyonel grup a, b, ¢, d ve e’nin
degerleri reseptor tarafina ait olarak nicel hesaplama sirasinda belirlenmistir. Bu
gruplarin fonksiyonel degerlerini ayrica nitel olarak analiz yapmak bir molekiil 6rnegi
ile miimkiin degildir. Ciinkii nicel hesaplama 20 molekiil (20 denklem) igerisinde 5
etkilesim bolgesi (5 bilinmeyen) olarak gerceklestirilmistir. Bu yiizden 5 bilinmeyeni
aciklamak i¢in en az 5 denklem yani 5 molekiil lizerinde yorum yapmak gerekir.
Referans molekiil ile birlikte segilecek herhangi bir molekiiliin aktivitesini
referansinkine bagimli olarak hesaplayabilmek i¢in her iki molekiiliin tek bir fonksiyon
grubu ihtiva etmis olmasi gereklidir. Bu durumda tek bilinmeyenli tek denklem gibi s6z
konusu grubun aktiviteyi artirdig1 veya azalttig1 hakkinda nitel yorum yapilabilir ve bu
grubun etkisi kolayca tartisilabilirdi. Ancak referans molekiiliin birden fazla fonksiyonel
grup ihtiva ettigi Tablo 3.3 deki sonuglardan goriilmektedir. Buna ragmen referans

molekiiliin aktivitesini sabit alarak iki ayr1 molekiiliin aktiviteler1 birbiriyle
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kiyaslanabilir. Bunun i¢in bu iki molekiiliin her ikisi veya ikisinden birisi aynit bir
fonksiyonu bulundurmasi yeterlidir. Her ikisi bir fonksiyonu bulundurursa bu
fonksiyona ait sayisal degerleri (bu ¢calismada atomik yiik degerleri) biiyiik veya kiiclik
ve pozitif veya negatif olmalar1 yiiziinden aktivite artabilir veya azalabilir. Artma ve
azalmaya gore bu fonksiyonlarin AG veya APS olmalarindan bahsedilebilir. Tablo 3.3
den goriilecegi lizere incelenen serideki molekiillerin hi¢ birinde tek bir pozisyon
bulunmamaktadir. Bu durumda yapilabilecek tek sey en az fonksiyon bulunduran
molekiilleri ele almaktir. Az fonksiyon az denklemi incelemeyi yani az sayida molekiilii
birbiriyle kiyaslamay1 gerektirir. Boylece nitel agiklama kolay olur. Buna goére N20
molekiiliindeki yiiksek enerjili konformerleri az niifustan dolay:r ithmal edilirse az
fonksiyonel gruplu N19 ve N20 molekiillerin ilk 4 konformeri sadece a ve b grubunu
ihtiva eder. a ve b gruplarma ait yiiklerinin tipine (+ veya -) ve biiytikliiklerine bakarak
onlarm aktivitedeki rollerini agiklayabiliriz. Boylece a ve b gibi 2 bilinmeyenli N19 ve

N20 gibi iki denklemde agiklayabiliriz.

5 konformeri olan N15 molekiiliiniin 2. konformerindeki d pozisyonu ihmal edilirse
N19 ve N20 molekiillerinde a ve b pozisyonun yani sira ¢ pozisyonu 5 konformerin
tamaminda mevcuttur. Burada aktivitenin azaldig1 goriilmektedir. Ayn1 zamanda
N16 molekiiliinde N14 molekiiliindeki a ve b gruplarindan farkl olarak c grubuda
bulunmaktadir. Yine burada da aktivitenin azaldig1 goriliiyor. Buna gore
soylenebilir ki c grubu APS olarak hareket etmektedir. d pozisyonuna gelince N25
molekiiliinde a ve b pozisyonuna ek olarak 1 ve 2 nolu konformerlerde d pozisyonu
bulunmaktadir. Bu molekiiliin aktivitesinin 6nemli Glgiide artmasi gosteriyor ki d
pozisyonu bu molekiil i¢cin AG dir. e pozisyonunun bazi konformerlerinde bulundugu
NO1, NO3, N04, NO7 ve NO8 nolu molekiillerde aktivitenin dnemli 6l¢iide azalmasindan
anlasilir ki e pozisyonu APS olarak davranmaktadir. Tablo 3, 3 deki pozisyonlar olan a,
b, ¢, d ve e pozisyonlarmin molekiil aktivitesi tizerindeki katkilar1 yiiklerin biiytikliikleri
ve cinsleri konformer enerjilerinin miktar1 6lgceginde birbirleriyle yarisirlar. MCET
metoduyla hazirlanan model {i¢ boyutlu yapiy1 biyo-yapiyr bulmak i¢in kullanilmistir.
Inhibitér substitiientlerinin pozisyonlar: aktivite i¢in énemli oldugu kanitlanmis olup

topolojik yapilart MCET metoduyla gosterilmistir.

Tablo 3.6’ de training set ve test setin, deneysel aktivitesi ve hesaplanan aktiviteleri ile

standart sapmalar1 ve belirlilik katsayis1 (R?) verilmistir. Calisilan bilesik serisinde seri
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training set ve test set olarak ikiye boliinmiistiir. Training set egitim setidir ve bu set i¢in

bulunan parametreler test sette denenir.

Tablo 3.6. Training ve Test Setin Deneysel Aktiviteleri ve
Hesaplanan Aktiviteleri.

Training Set
Molekiil No Deneysel Aktivite Hesaplanan
Aktivite
NO1 0.11 0.21
N02 0.2 0.108
NO3 0.28 0.102
N04 0.3 0.49
NO5 0.49 0.521
NO6 0.59 0.495
NO7 0.69 0.49
NO8 0.76 0.702
N09 0.8 0.517
N12 1.03 0.758
N15 1.26 1.482
N17 1.4 1.771
N18 1.45 1.454
N19 1.53 1.637
N20 1.55 1.303
N22 1.67 1.5
N23 1.77 1.464
N24 1.78 1.491
N25 2.17 2.245
N26 2.17 2.012
o 0.916
Standart Hata 0.195
Test Set

Molekiil No Deneysel Aktivite stligiz?:n
N10 0.84 0.413
N11 0.89 0.52
N13 1.13 0.422
N14 1.23 1.537
N16 1.37 1.327
N21 1.67 1.328
N27 2.26 2.678

R’ 0.849
Standart Hata 0.234
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Kurulan regresyon modelinde, gozlemlenen degerlerin modelle uyumluluk igerisinde
olup olmadigmi belirlilik katsayis1 (R?) ile degerlendirebiliriz. Bulunan belirlilik
katsayisi, bagimsiz degisken degerlerindeki degisimlerin ne kadarmin (%) kurulan
regresyon modeli ile a¢iklandigini gosterir. Deger O ile 1 arasinda degismektedir. 1' e
yaklastikca modelin uygunlugu artmaktadir. Sekil 3.10 ° de training set ve test set i¢in

deneysel ve hesaplanan teorik aktiviteler arasindaki R ve Q grafigi verilmistir.

Q*-R3grafigi
2,5
. (m}
2 -
R?2=0.849
>
Q2 =0.9161
Py >
s 10
)
=
<
©
(7
> 14
(]
c
[}]
[a]
0,5 -
0 ; ‘ ‘ :
0 0,5 1 1,5 2 25
Teorik Aktivite

Sekil 3.10. Egitim Setindeki 20 Adet Bilesigin Deneysel ve Hesaplanan
Aktiviteler Arasindaki Q* (dolu noktalar )ve Test Setindeki 7 adet
Bilesigin R” (bos noktalar) Grafigi.
Molekiil serisine ait istatistik hesaplamalarla belirlilik katsayisi R® 0.849 olarak
bulunmugstur. Kurulan regresyon modelindeki katsayilarin ana kiitle degerlerine ne
kadar yakin oldugu yani giivenirliligi, katsayilarin standart hatalarina bakilarak
Olgiilmektedir. Standart hata, ana kiitleden 6rnek olarak alman gbzlem degerleri icin
kullanilan terimdir. Standart hata training set i¢in 0.195 ve test set i¢in ise 0.234 olarak
bulunmustur. Yéntemin dogrulugunu tespit etmek i¢in Q degeri hesaplandiginda deger
0.916 olarak bulunmustur. Literatiirlere baktigimizda Q* 0.5’ ten biiyiik oldugunda

yontemin dogrulugu kabul edilmektedir.
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Bu calismada Pha iizerindeki sayisal etkinlik degerleri Newton-Rapson ydntemi
kullanarak ¢oklu non-lineer denklem iizerinden ligandin etkilestigi reseptor tarafina ait
sabitler (k) olan; ka=-2.337, kb=-0.863, Kc=-2.407, K= 0.117 K.~ 6.177 degerleriyle

bulunmustur.



4.BOLUM

TARTISMA, SONUC VE ONERILER

Bu c¢alismada 27 tane fenildiazolhidrazit bilesiginin tiirevlerinin aktivitesi 4D-QSAR
olarak incelendi. Caligilan bilesik serisinin teorik aktivite hesaplar1 Esitlik 2.5 igerisinde
belirlenen model kullanilarak yapildi. Bu modelde tiim molekiillerde Pha’nin yani sira
AG ve APS gruplarinin parametre katsayilar1 ve onlara karsilik gelen bagimsiz degisken
degerleri (6rnegin ylik miktarlar1) hesap i¢inde kullanildi. Referans molekiil dahil tiim
molekiiliin konformerlerinin Pha tasiyanlar1 etkin konformerler olarak segildi. Etkin
konformerler i¢inde pozisyon bulunduranlarin atomik yiiklerine ait nicel degerler
aktivite hesab1 sirasinda kullanildi. Boylece model icinde molekiile ait topolojik
ozellikler bir QSAR nicel analiz i¢in kullanildi. Rastgele secilmis tanimlayicilarla ile
yapilan model ve bu model ile yapilan hesaplamalar istatiksel bir zorlama oldugundan
onun yerine topolojik olarak olusturulan bir model ligand-reseptor arasindaki
etkilesmeyi aciklamak i¢cin daha gercekgidir. Yaptigimiz calismadaki gibi ligand-
reseptor arasindaki etkilesim her ikisi arasindaki “docking” anlamina gelen 3D
yapisindaki topolojik degiskenler kullanilarak gerceklestirildi. Bunun igin her bir
konformerin yapisindaki pozisyonlar ayri ayri isleme konuldu. Molekiiler modelleme
alaninda “docking” bir molekiiliin reseptore daha kararli bir yap1 olusturacak sekilde
baglandig1 zaman tercih edilen yonlenmesidir. Bu yontem ligand-reseptor arasindaki
baglanma affinitesini veya birbirine tutunma kuvvetini tahmin etmek i¢in kullanilan
onemli bir metotdur. Bu amaca hizmet i¢in temel geometrik yapi1 olarak Pha grubu ve
onun etrafinda yonlenmis AG ve APS gruplar1 hesaba katildi. Bu yiizden Ligand-
Reseptor arasindaki etkilesim mekanizmasi daha gercgekeidir ve etkilesim sirasindaki
olaylara 151k tutar. Reseptore ait biyoaktif yapi bilinmese bile pK; baglanma
affinitelerine bagh olarak ligand bazli bu ¢aligma ile yap1 aydimnlatilabilir. Bu yapmin
temelini olusturan Pha’in geometrisi ve onun etrafinda yonlenmis gruplarin pozisyonlar1

yapilan analizlerde belirlendi. Bu pozisyonlardaki noktalar, ligand ve reseptor arasinda
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Pha’in yani sira diger etkilesim noktalaridir. Pozisyonlardaki tanimlayici 6zellikleri s6z
konusu pozisyona sahip olan konformerlerin atomik yiik degerleridir. Her bir j-
pozisyonunda ligandlarin etkilesim noktalar1 i¢in r konformerin atomik yiik miktar1 iken
reseptoriin etkilesim noktalar1 i¢in ortak degerlere sahiptir. Konformerlere ait degerler
Esitlik 2.2 de an ile verilmis ve Tablo 3.4 de konformerlerin olusum entalpi
degerlerinin yaninda a, b, ¢ vs harfler ile isaret edilmistir. Reseptdre ait degerler ise tiim
molekiillerle i¢in kj-parametreleri ile ortak degerler olarak belirlenmistir. Bu parametre
degerleri ayarlanabilir sabitler olmasina ragmen ayni zamanda reseptoriin yiikiinii,
ligand-reseptor arasindaki mesafeyi, ortamim dielektrik sabitini vs ihtiva eder. Bu
parametre sabitlerinin hesaplanmasi, QSAR analizi yapilmasi i¢in 6nemli bir basamaktir
ve model i¢cinde konformerlerin tanimlayicilar1 (atomik ytikleri) ile birlikte kullanild.
Reseptor-ligand arasindaki baglanma affinitesinin analizi i¢in; Pha, AG ve APS
gruplarindaki atomik yiiklerin tiplerinin negatif-pozitif olmasi etkili oldugu gibi bu
yiiklerin degerlerinin biiyiik-kiiciik olmasi da hesaba katilmalidir. Ornegin ayni
pozisyondaki reseptor tarafinin atomik yiikii pozitif ise ligand tarafininki negatif
olmasiyla ligand-reseptoriin bu pozisyonda ¢ekme kuvveti etkili olur ve affinitenin
artmasina katki saglar. Bu katkinin daha biiylik olmas1 pozisyona ait ligand yiikiiniin
daha fazla negatif ve reseptor yiikliniin daha fazla pozitif olmasiyladir. Esitlik 2.2°in
negatif isareti yiiziinden reseptor tarafindaki k;-parametresi ile ligand tarafindaki an}
bagimsiz degisken degerleri farkh tipte iseler (Ornegin birisi negatif degerde iken digeri
pozitif veya tersi) baglanma affinitesine katki saglarlar. Bu ylizden ligandin an}
degerinin kj-parametresi ile farkli tipte olanlar1 AG seklinde ve ayni tipte olanlar1t APS
seklinde degerlendirilir. Pha’mn atomik yiiklerinin tipleri ve miktarlar1 ayri-ayri
degerlendirilmeyip geometrik yapisiyla bir biitiin yani sabit olarak ele alinir. Baglanma
affinitesinde bir baska etki konformerlerin enerji degerlerinden kaynaklanir. Diisiik
enerjili konformerlerin Boltzmann dagilim kanununa gore daha fazla niifuzlu
olduklarindan onlarin sahip olduklar1i AG ve APS ler de digerlerinden daha fazla
etkilidir. Yukarida sdylenen detayli agiklamalar MCET metodunda 4D-QSAR analizine
ait Esitlik 2.5 ile olusturulan model i¢inde kullanilmistir. Bu modele ait pozisyonlar
belirlenmis ve onlardaki xj-parametreler hesaplanmistir. Excel’de hazirlanmis Visual
Basic programimda bu parametre degerleri yeniden kullanilarak aktiviteler tekrar

hesaplanmis ve modelin isleyisi uygulanarak denetlenmistir.
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Bu calismadaki molekiil serisine gore sonug¢ olarak sOylenebilir ki; Pha grubunu
bulunduracak temel iskelete sahip yeni, farkli ve kilavuz bir molekiil belirlemek

miumkiindiir.

Pha’y1 tastyan temel iskeletin yan1 Fenildiazolhidrazit tiirevlerinin aktivitesini artirici
pozisyonlar a-, b- ve d- bulunmasi ve azaltic1 pozisyonda da c-, ve e- pozisyonlarinin

bulunmamasi dikkat edilecek temel 6zelliklerdir.

MCET metodu ile 4D-QSAR analizi i¢in kurulan modelde ligand-reseptor arasindaki
etkilesim noktalar1 biyo-yapiy1 geometrik olarak ortaya ¢ikartacak sekilde belirtilmistir.
Biyo-yap1 igerisinde aktivitenin temel sarti olan Pha ve diger etkili tanimlayicilar
bulunmaktadir. Ligand bazli bir ¢aligma ile reseptdriin biyo yapisi hakkinda dnemli bir
yorum getirilmistir. Reseptoriin bu yapisina bagl olarak daha aktif ve basit yapili yeni

molekiiller ileri surtilebilir.
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