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) TiyAZOL, z-HiDROKsiDiARiLAMiT"VE PiRiMiDjN TUREVLERI
UZERINDE MCET METODU VE MOLEKULER DOCKING CALISMALARI
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Doktora Tezi, Temmuz 2019
Danisman: Prof. Dr. Yahya GUZEL

OZET

Tiyazol, 2-hidroksidiarilamit ve pirimidin tiirevlerinden olusan {i¢ ayri seri tizerinde
‘molekiiler docking’ve 4D-Quantative Yapr Aktivite Iliskisi (4D-QSAR) analizi
kullanilarak reseptor baglanma bdolgesindeki etkilesim noktalarimin  bulunmasi
amaglanmistir. Bunun igin, Ligand-Reseptor (L-R) arasindaki etkilesim enerjisinden
dogan aktivite degerleri Levenberg-Marquardt (LM) algoritmasi ile dogrusal olmayan
en kiiciik kareler (Non-linear Least Square-NLLS) yontemi kullanilarak belirlenmistir.
Molekiil Karsilastirmali  Elektron Topolojisi (Molecular Comparative Electron
Topogical-MCET) yonteminde farkli tipte lokal reaktif tamimlayicilarma (LRT)
arasindan yeni olarak gelistirdigimiz Klopman indeks tanimlayicist kullanilarak 4D-
QSAR analizleri yapilmistir. Molekiillerin hizalanarak {ist liste binmesinden sonra 3D
koordinat sisteminde diizenlenen atomlarin olusturdugu kiimeler arasindan Genetik
Algoritmanin (GA) uygulanmasiyla 3 boyutlu farmakofor modeli (3D-PhaM) elde
edilmistir. Reseptordeki 3D-PhaM’e ait ongoriilen parametreler vesilesiyle aktiviteler
hesaplanmis ayrica molekiiler docking yontemiyle 3D-PhaM dogrulanmistir. Egitim ve
test setindeki molekiiller, yeni gelistirmis oldugumuz algoritma ile optimum olarak
yarilmistir. Sadece bir veri disarida birakilarak capraz dogrulama (Leave One Out-Cross
Validation LOO-CV) yontemi ile en iyi tahminler, dahili egitim setindeki bilesikler igin

q2 ve harici test setindeki bilesikler igin r? degerleri bulunmustur.

Anahtar Kelimeler: Tiyazol, 2-Hidroksidiarilamit, Pirimidin, 4D-QSAR, MCET,
Molekiiler docking, 3D-PhaM
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MCET METHOD AND MOLECULAR DOCKING STUDIES ON THIAZOLE,
2-HYDROXYDIARYLAMIDE AND PYRIMIDIN DERIVATIVES
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Supervisor: Prof. Dr. Yahya GUZEL

ABSTRACT

It was aimed to find the interaction points in the receptor binding side by using
‘molecular docking’ and 4D-Quantative Structure Activity Relationship (4D-QSAR)
analysis on three separate series consisting of thiazole, 2-hydroxydiarylamide and
pyrimidine derivatives. For this purpose, the activity values arising from the interaction
energy between the Ligand-Receptor (L-R) were determined by the Levenberg-
Marquardt (LM) algorithm using the non-linear Least Square (NLLS) method. In the
Molecular Comparative Electron Topogical (MCET) method, 4D-QSAR analyzes were
performed using the newly developed Klopman index idescriptor among different types
of local reactivite descriptors (LRD). After aligning and overlapping the molecules, the
3D pharmacophore model (3D-PhaM) was obtained by applying the Genetic Algorithm
(GA) from the clusters formed by the atoms arranged in the 3D coordinate system. The
activities were calculated on the basis of the predicted parameters of 3D-PhaM in the
receptor and 3D-PhaM was confirmed by molecular docking method. Molecules in the
training and test set are optimally cleaved by our newly developed algorithm. Using the
Leave One Out-Cross Validation (LOO-CV) method, the best estimates were found to
be g for the compounds in the internal training set and r? for the compounds in the

external test set.

Keywords: Thiazole, 2-Hydroxydiarylamide, Pyrimidine, 4D-QSAR, MCET,
Molecular docking, 3D-PhaM
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Bilgisayar destekli ilag tasarimi (Computer-Assisted Drug Design-CADD), ilag
kesfindeki neredeyse tiim asamalari kapsayan uygulama yelpazesini onemli Ol¢iide
genisletmistir [1]. ilag arastirma ve gelistirme kapsamli, pahali, zaman alic1 ve risklidir.
Fikirden pazara bir ilacin 12 yil alacagi ve ortalama olarak 800 milyon dolardan daha
fazla maliyet alacagi tahmin edilmektedir [2]. Arastirma dongiisiinii kisaltmak ve
masraflar1 azaltmak icin gesitli yeni teknolojiler gelistirilmis ve ilaca uygulanmistir.
CADD bu tiir evrimsel teknolojilerden biridir [3]. 1960’larin baslarinda Kantitatif Yapi-
Aktivite Iliskisi (Quantitative Structure Activity Relationship-QSAR) analizi olarak
ortaya ¢ikan CADD kavrami, 6zellikle son on yilda, goriilmemis bir yapisal biyoloji ve
bilgisayar kabiliyeti gelisimi olarak ¢ok hizli bir sekilde evrimlesmistir. Molekiiler
modelleme ve simiilasyon dahil CADD teknolojileri, ila¢ kesfinde umut verici hale
gelmistir. Son zamanlarda, CADD, baska yontemlerle yapilmasi zor olan bir¢ok protein
ile ¢ok benzer yapilari paylagsan belirli bir hedef i¢in oldukca segici ligandlarin

tasarlanmasinda kullanilmistir [4].

30-40 wyildir rasyonel ilag dizayninda, farmakofor (Pharmacophore-Pha) ana
kavramlardan bir tanesidir. Farmakofor tanimlamasinda basarili birgok derlemeler ve
makaleler mevcuttur. Bu alandaki ¢alismalar “Yapi-Aktivite iliskisi” (Structure-Activity
Relationship, SAR) QSAR bashg! altinda yayinlanmistir. Hansch tarafindan yapilan
onci bir calismada molekiillerin biyolojik aktivitelerindeki degisikliklerin nicel olarak
molekiillerdeki olgiilmiis fiziksel 6zelliklerle iligkili oldugu gosterilmistir [5]. Birgcok
QSAR yaklasgiminda molekiil tanimlamanin bigimsel metodu bilgisayarlarca kullanildi
(topolojik indisler, molekiiler grafikler gibi). Molekiili tanimlayan bu metotlar
genellikle biyolojik aktiviteyi dogru olacak sekilde tahmin edecek kadar etkili

degildirler. Tanimlama bi¢iminin parametreleri genellikle fiziksel ve kimyasal



degiskenlere gereksinim duyarlar [6]. Son zamanlarda biyomolekiiller {i¢ boyutlu olarak

ele alinip elektronik o6zellikleriyle aktivite degerleri bulunmus ve bu c¢alismalar ii¢

boyutlu QSAR (3D-QSAR) olarak isimlendirilmistir [7].

Hopfinger 1997 yilinda 3D-QSAR modeline dordiincii boyutu kazandirdi ve 4D-QSAR
analizi terimini ortaya ¢ikardi. 4D-QSAR analizinin doérdiincli boyutu konformerlerin
eslestirme ortalamasindan kaynaklanir. Bu metoda gore, ¢ogu 3D-QSAR metotlarindan
farkli olarak, aktif konformasyon minimum enerjili konformer degildir. Sistematik
konformasyonel arastirma yerine, konformasyonel eslestirme 6zelliklerini belirlemek
igin farkli sicakliklarda “Molekiiler Dinamik Simiilasyon” (MDS) kullanir. Minimum
enerjili konformerin 2 kcal/mol i¢inde olan tiim konformerleri ¢alisilan bilesik
serisindeki her bir bilesigin en aktif konformeri olarak tanimlanir [8]. Bu kiiresel bir
yiizeyde potansiyel enerjisi tiim diisiik enerjili kararli konformerleri i¢in genellikle

dikkate almak yararlidir [9].

Reseptor yapist belli olan hedeflere yonelik tasarlanan molekiillerin reseptordeki
kavitelere uyumu ve amino asit kalintilariyla etkilesimleri, c¢esitli acilardan
irdelenebilmektedir. Bilgisayar ortaminda 3D olarak ligand-reseptor etkilesmesi olarak
ele alinan ve bu nedenle “reseptor -ya da yapisal- tabanli ilag tasarimi1” olarak bilinen
“docking” ¢alismalar1 da bu sistem i¢inde yer almaktadir [10] Bir reseptoriin yapisinin
aydmlatilmasinda ligandin  aktif konformasyonunun se¢imi ve molekiillerin
eslestirilmesi olduk¢a 6nemlidir. Molekiiller farkli sinif bilesikler i¢inde olsalar bile, ii¢

boyutlu yapilarinin diizenlenmesiyle ortak 6zellikler gosterebilirler.

Modern kimyanin en 6nemli problemlerinden biri; belirli bir hastaliga iy1 geldigi bilinen
bir ilacin reseptorler ile etkilesim mekanizmasinin nasil oldugunu agiklayamamasidir.
Bu calismanin amaci, molekiillerin reseptorler ile etkilesimine neden olan yap1
mekanizmas1 bilinmemesine ragmen ila¢ tasariminda aktiviteden sorumlu yapinin
yaklasik olarak agiklamaya ¢alisilmasidir. MCET (Molekiiler Konformerlerin Elektron
Topolojik) metoduyla etkilesimin benzesimi 4D-QSAR ve molekiiler docking
analizlerinde gosterilmistir. ilag tasarimi, yapi-aktivite iliskilerinden yararlanarak,
farmakolojik aktivitesi ongoriilebilen potansiyel ila¢ molekiillerini dizayn etmek ve

molekiiler yapinin elektronik 6zelliklerini tanimlamak tizere ortaya ¢ikartilmistir.



1. BOLUM

GENEL BILGILER ve LITERATUR CALISMASI

1.1. Ila¢ nedir?

Ilag, terimi ve kavrami ¢ok acik degildir. Tiirkce’de farmakofor karsilig1 olarak bugiin
genis anlaml ila¢ kullanilmaktadir. fla¢ terimi olduk¢a yakin zamanlara kadar tibbi
farmakoloji iginde, genellikle insan ve hastalikla ilgili olarak kullanilmistir. Ornegin,
Diinya Saglik Orgiitii’niin 1966 yilinda yapmis oldugu bir tamimlamada, “Ilaglar,
alicinin yararina olmak iizere fizyolojik sistemler veya patolojik durumlar1 degistirmek
veya incelemek amaciyla kullanilan veya bu amagla hazirlanan madde veya iiriinlerdir”

[11] seklinde bir agiklama getirmistir.
1.1.1. ilaglarin Hiicrelere Tesirleri ve Reseptorleri

Maglar hiicrelerin yiizeyinde veya iginde hiicre yapisina ait belirli kimyasal gruplarla
birlesmek, baglanmak veya temas etmek suretiyle tesirlerini gosterirler. Ilaglarin biiyiik
cogunlugu spesifik biyolojik reseptdrlerin aktivitelerini hafifleten ve onlarin
etkilesimlerini, baglanmalarin1 diizenleyen kii¢iik molekiillerdir. Reseptorler, hayatin
korunmasi i¢in gereken cesitli fonksiyonlar1 yerine getiren diger molekiillerle etkilesen
ve baglanan proteinlerdir. Proteinler; hormon reseptorleri, hiicre-sinyal reseptorleri gibi
hiicre-yiizey reseptorleri, enzimler ve diger fonksiyonel proteinlerin ¢ok biiyiik bir
dizisinden olusurlar. Ilaclarin en énemli rolii bazi tibbi problemlere ¢are bulmak amaci
ile bu reseptorlerin fonksiyonlarin1 diizenlemektir [12]. Yani hiicrenin ilag molekiilleri
tarafindan isgal edilen kisimlarina reseptor adi verilir. Reseptorler cogunlukla hiicrelerin
yiizeyinde yer aldigindan bir¢ok ilaclar tesirlerini hiicre sathinda daha bariz bir sekilde
gosterirler. Bir ila¢ hiicrenin neresine tesir ederse etsin, hiicrede olusturacagi etki ancak
hiicre faaliyetinde kantitatif bir degisiklik olacaktir. Yani ilaglar hiicrenin faaliyetini

azaltabilir veya c¢ogaltabilir, fakat asla hiicre faaliyetinde Kkalitatif 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 yararli kisimlarindan biri,
ilacin reseptore baglanmasinda 6nemli olan atomlarin ve fonksiyonel gruplarin tipidir.
Molekiiller uygun topolojik yapilara sahip olduklar1 zaman hedef bélgelere molekiiller

aras1 baglanma kuvvetlerini kullanarak baglanirlar.
1.1.2.1. iyonik Baglanma

Zit yukli gruplar arasinda olusur. Viicudun dogal kimyasal habercilerinin ¢ogu viicut
pH’sinda iyonlasan amin grubu igerir. Bu tiir kimyasal habercileri taklit eden ya da
antagonize eden ilaglar iyonik olarak baglanmak i¢in iyonize olmus bir amin grubuna
sahip olmasi gerekir. Bu yiizden iyonik bag ilag reseptor etkilesimlerinde 6dnemli 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 bolgelerde elektron yogunlugunun kismen az ve fazla oldugu
bolgeler olusur. Kisa siirelidir. Bu bag ¢ok yakin bir mesafeden tesekkiil edecegi igin
bahis konusu iki molekiiliin (ila¢ ve reseptor) bir birine topolojik ve elektronik olarak
cok 1y1 bir sekilde uymas1 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 Iyon Bag

Iyon bagmnin herhangi bir sekilde takviyesi neticesi ile hem kuvveti artar hem de daha
sabit bir sekle sokulmus olur. Mesela iki molekiil bir ucunda iyon bagi ile baglanip
diger bir kisimdan da Van der Waals baglar 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 elektronlarn ortaklasa kullanilmasiyla olusur. Bu bag tipi, bag
tipleri arasinda en kuvvetli olanidir. Bu bagin kuvveti 40-100 kcal/mol olarak kabul

edilir. Bu baglanmaya ¢ok nadir rastlanir [13].
1.2. ila¢ Tasarim

Ilag tasarimi, daha &nceden tanimlanmis yapi-aktivite iliskilerinden yararlanarak,
farmakolojik aktivitesi Ongoriilebilen potansiyel ilag molekiillerinin tasarlanmasidir
[14]. ilag aday: olamayacak molekiillerden ilag aday1 olabilecek molekiillerin ayirt
edilmesi ilag gelisiminde maliyeti azaltmak i¢in gereklidir. Cesitli siliko yaklasimlarda,
yeni potansiyel ilaglarin gelistirilmesi i¢in kimyasal veri tabanlarinin istenen biyolojik
hedeflere kars1 taranmasi potansiyeli gosterilmistir [15]. Yeni ilag gelistirmenin amaci,
var olanlardan daha giiclii, daha az toksik ve yan etkileri en aza indirilmis, yararl

terapotik bilesikleri belirlemektir [14].

Ligand tabanli sanal tarama, mevcut kimyasal veri tabanlarindan hizla milyonlarca
molekiilii tarama kabiliyetinden dolay1 popiiler hale gelmistir [16]. QSAR modellemesi,
molekiiler yapiy1 biyolojik ve farmasotik aktivitelerle iligkilendiren ilag kesfinde 6nemli
bir yaklasimdir [17]. Bu tiir yontemleri, hedef molekiile benzer molekiilleri tanimlamak
amaciyla molekiiler Ozelliklerin hesaplanmasina ve karsilagtirilmasimna dayanir. 2
boyutlu yaklasimlar 6nemli Ol¢lide daha diisiik hesaplama siireleri gerektirir ve bu
nedenle, ila¢ gelistirmenin sonraki agamalarinda daha fazla tarama icin kullanilabilecek
bilesik sayisini azaltmak i¢in c¢ogunlukla on filtreler olarak kullanilir [18]. Bu
yaklasimlar diinya ¢apinda akademi, endiistri ve aragtirma kurumlarinda yaygin olarak

kullanilmaktadir [19].



Farmasotik amaglarla sentezi yapilan otuz bine yakin bilesikten ancak birkag¢ tanesi
cesitli asamalar1 gegip, klinik incelemelere kadar gelebilmekte ve bunlardan sadece bir
tanesi ila¢ olarak kullanima girmesi 12—15 yil stirmektedir. Bilgisayarli ilag tasarimi

teknikleri ile bu siire ¢ok kisalmistir.
1.3. Bilgisayar Destekli ila¢ Tasarinu (CADD)

CADD, ilag direnci mekanizmasini aydinlatmak, yeni ila¢ hedefleri aramak ve hem
bilinen hem de yeni hedefler i¢in yeni ilaglar tasarlamak icin laboratuvar teknikleriyle
birlestirilebilir. Ozellikle CADD yéntemleri, ila¢ tasarim siirecini kolaylastirmak icin
kullanilan bir atomik seviyede Yap1 Aktivite Iliskisi (Structure Activity Relationship-

SAR) iireterek zaman ve maliyeti en aza indirebilir [20-21].

CADD 1ilag olarak kullanilan biyolojik aktiviteye sahip bilesiklerin optimizasyonu,
tasarimi ve arastirilmasi asamalarini igeren bilgisayar destekli tekniklerin tiimiinii
kapsamaktadir. Ilk bilgisayar destekli, molekiil yapisina dayali ila¢ tasarimi metotlari
1980’lerin basinda ortaya ¢ikmig olup ilk olarak Hammet esitligi kullanilmis ve zaman

icerisinde gelisim gostermistir. Gliniimiizde ise gelisimi halen devam etmektedir [22].

Hesaplamal1 yaklagimlar, ilag tasarim siirecini hizlandirmak i¢in deneyleri yorumlamak
ve yonlendirmek i¢in faydali araclardir. Yapi bazl ilag¢ tasarimi (SBDD) ve ligand bazl
ilag tasarim1 (LBDD), var olan iki bilgisayar destekli ila¢ tasarimi yaklasimi tiirtidiir.
SBDD yontemleri, kendi biyolojik fonksiyonlar1 i¢in énemli olan kilit bolgeleri ve
etkilesimleri tanimlamak igin tipik olarak proteinler veya RNA’dan olan, makro-
molekiiler hedef 3-Boyutlu yapisal bilgiyi analiz eder [23]. Bu bilgiler daha sonra hedefi
iceren temel etkilesimlerle rekabet edebilecek ilaglari tasarlamak ve bdylece
mikroorganizmalarin hayatta kalmasi i¢in gerekli olan biyolojik yollar1 kesmek i¢in
kullanilabilir. LBDD yontemleri, fizikokimyasal ozellikleri ve ilacin aktiviteleri
arasinda bir yapi-aktivite iligkisi olarak adlandirilan, bilinen ilaglarin optimizasyonu i¢in
kullanilabilecek bilgiler veya yeni tasarimlarin yonlendirilmesi i¢in bir iliski kurmak

amaciyla bilinen etkinligi arttirllmis hedef ligandlara odaklanir [23].

Herhangi bir bilesigin yapist ve kimyasi denel yontemlerle belirlenebilir, ancak
hesaplama yolu ile 6ng6riinlin yapilabilmesi ¢ok yararlidir ve pek ¢ok uygulama alani

bulmustur. Ornegin farmakolojide yeni ilaglarm gelistirilmesinde yaygin olarak



kullanilmaktadir. Kimyacilar bilgisayar kullanarak sentezden once ilaglarin yapilari
hakkinda onbilgiye sahip olarak ilagta istenen 6zellikleri belirleyip bu 6zelliklere uygun
bilesiklerin sentezlerini gergeklestirirler. Bu da para ve zaman kaybini onlemektedir.

flag kesfinde CADD basamaklar1 Sekil 1.1°de gdsterilmistir].

Ligand-Bazli lla¢
Tasanmi

Yapi-Bazl llag
Tasanmi

Farmakofor grubun
bulunmasi

QSAR yontemleri

Molekuler docking
De Novo tasarimi

Benzer bilesiklerin
aranmasi

Sekil 1.1. Ilag kesfinde Bilgisayar Destekli Ila¢ Tasarimi1 (CADD) basamaklar.

Bilgisayar destekli ila¢ tasarimi; orijinal bilesiklerin tasarlanmasi, bu giine kadar
kullanilan klasik metotlara gore ¢ok daha hizli ve ucuz olmaktadir [24]. Bilgisayar
destekli ila¢ tasarimi ile ilag 6zelligi gosteren yeni molekiillere ulagsmak iizere kullanilan

onemli yontemler agsagidaki gruplar altinda toplanabilir.

a) Molekiiler Modelleme: Molekiiler grafik veya konformasyon analizi olarak da
adlandirilan bu yontemde klasik ve kuantum fizik esitlikleri ile molekiillerin
yapilarmi sayisal ve gorsel olarak gosteren bir bilim dalidir. Bilgisayarli kimya
programlarinda geometrik 6zellikler (bag mesafesi, bag acisi, 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 ozellikler (hacim, ylizey alani,
difiizyon, viskozite vb.) gibi parametreler molekiillerin {ic boyutlu yapisinda
tanimlanir ve model i¢inde kullanilir. Bu yontemle, etken madde veya analog
tasarimi (etken maddeye yapisal olarak benzemesine ragmen farmakolojik etkisi
kendi ozelliklerinin sonucu olan bilesik tasarimi) yapilarak nasil bir biyolojik
aktivite gosterecegine karar verilir. X-1sinlar kristalografisi gibi yontemlerle ilacin

molekiiler sekli veya konformasyonu arastirilir [25].



b) 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 Olciilerden yararlanarak homojen gruplara bélmek
amaci ile kullanilir. Kiimeleme analizi karmagsik olusumlarin bulundugu hemen-
hemen tiim bilim alanlarinda yararlanilan bir yontemdir. Kalip Tanimma ve
Kiimeleme analizi yontemlerinin her ikisi de bir¢cok parametre ile karakterize
edilmis ¢ok sayida bilesik i¢inden en uygun bilesige ulagsmak i¢in gelismis istatistik

ve bilgisayar yontemlerinin kullanildig1 sayisal tekniklerdir [26].

C) Reseptor Uyum veya Reseptor Tamimlama Yontemleri: Cesitli modern
spektroskopik yontemlerle reseptdrle ilag arasindaki iliskilerin ve bu iliskilerde hangi
etkilerin fazla oldugu konularinin incelenmesi ile reseptorle en iyi sekilde uyum

saglayacak molekiiliin tasarlanmasinda elde edilen bilgilerin kullanilmasidir [27].

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

1.4.1. SAR

SAR terimi bilesiklerin kimyasal yapilar1 ile biyolojik ve farmakolojik aktiviteleri
arasindaki iliskinin kalitatif olarak belirlenmesi anlamina gelir. Yani bir molekiil
biyoaktif yapiyr (Pha) tagimasina baglh olarak aktif veya inaktif seklinde simiflandirilir.
Bilesiklerin yapi-aktivite iligkisi aciklanirken, genellikle fonksiyonel gruplarin etkisi,
stereokimyasal yapisi, biiylikligli ve sekli dikkate alinir. Yapi-aktivite iliskisine diger

katkilar ise kimyasal reaktiflik, elektronik etkiler, rezonans ve indiiktif etkilerdir [28].

1.4.2. QSAR

Fischer’in kilit ve anahtar iliskisi [29] ve Hansch, Fujita, Free ve Wilson’nin [30-31]
onemli katkilarindan 40 yil sonra QSAR yaygin olarak kullanilan hale gelmesinden
sonra, esas olarak ilag kesif siirecine onemli bir katkida bulunmustur. Orijinal olarak
benzer fizikokimyasal 6zelliklere sahip bilesiklerin benzer biyolojik etkileri tetikledigi

fikrine dayanarak, QSAR genellikle potansiyel ila¢ adaylarimin yapisal ve elektronik



ozellikleri ile ortak bir makro molekiiler (protein, enzim) hedefe baglanma afiniteleri

arasinda bir korelasyon olusturmak i¢in kullanilmistir [32].

[lk QSAR c¢alismalar1 tipik olarak bir molekiiliin biyolojik etkisini agiklamak igin
¢oziinlirliik veya pKa degeri gibi bir fizikokimyasal 6zellige dayanirken, (1D-QSAR,
Hansch, Fujita, Free ve Wilson, tekli atomlarin ve fonksiyonel gruplarin fizikokimyasal
Ozelliklerini ve biyolojik aktiviteye katkilarini (2D-QSAR) dikkate alarak bir bilesigin
baglanabilirligini i¢eriyordu [32]. Giiniimiizde, Hansch-Fujita benzeri QSAR modelleri
aynt zamanda bir ikame edicinin uzunlugu veya genisligi olarak 3D yapisal

tanimlayicilar igerebilir [32].

X-1sm1 kirmmim ¢aligmalarindan artan sayida ii¢ boyutlu protein yapilarinin elde
edilmesiyle, SBDD yapisini bir makromolekiiler baglanma cebinin topolojisine
uyarlayarak yiiksek afiniteli kii¢iik molekiillii bir molekiiliin belirlenmesi molekiiler-
mekanik (MM) ve molekiiler dinamik simiilasyonlariyla (MDS) birlestirilmis
etkilesimli molekiiler kenetleme kullanarak 1980’lerde umut verici bir arag¢ olarak
ortaya c¢cikmistir. QSAR bir molekiiliin farmakolojik, toksikolojik ve biyolojik
aktivitesinin kantitatif tahminini yapar. Bu metot, benzer bilesik serisinden ortaya ¢ikan

yapt1 ve aktivite bilgilerini temel alir [56].

Bir QSAR modelinin temeli, (i) herhangi bir aykir1 deger de dahil olmak iizere analog
kiimesinin temel kimyasi; (ii) ilag adaymin biyolojik faaliyetlerinin en muhtemel
belirleyicileri olan kimyasal 6zellikleri belirlemek i¢in kimyasal yap1 degisiklikleri ile
biyolojik u¢ noktadaki ilgili degisiklikler arasindaki iliskileri kantitatif olarak
iligkilendirmek ve Ozetlemek; (iii) biyolojik faaliyetlerini iyilestirmek i¢in mevcut
misterileri optimize etmek; ve (iv) denenmemis bilesiklerin biyolojik aktivitelerini

tahmin etmeye dayanir [19].

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 ¢Oziiniirlikleri azaldikca memeliler {iizerindeki toksik etkisinin arttigini
gozlemistir. 1868 de A. Crum Brown ve T. Fraser alkaloidlerin biyolojik etkileri

tizerinde calismislar ve genel yapi-aktivite iligkisini formiillendirerek fizyolojik
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aktivitenin kimyasal bilesimin yani konsantrasyonun bir fonksiyonu olarak degistigini

bulmuslardir.

¢ = f(C) (1.1)

Cogu organik bilesigin yapist heniiz bilinmedigi i¢in bu iliskiyi kullanarak aktiviteyi
diger ornekler lizerinde agiklamakta yetersiz kaliyorlardi fakat bugiin ilaglardaki her
atom ile ilgili ayrintilar bilinmektedir (¢ogu durumda baglanma bdlgesinin {i¢ boyutlu
yapisi). Bu etkilesimi, farkli kimyasal molekiiller ile etkilesim potansiyeli, {i¢ boyutlu
yapisi, yizey oOzellikleri ve fizikokimyasal ozellikler gibi farkli yollar kullanarak
aciklayabiliriz. Esitlik 1.1 deki A¢ ile AC ya yapisal parametreler (Free-Wilson analizi)
ya da molekiiler 6zelliklerdeki degisim g6z Oniine alinarak (Hansch analizi) dogrudan

iligkilendirilebilir. Bu iligki asagida verilmistir.

Ag = f(AC) (1.2)

Ayn1 zamanda Crum Brown ve Fraser kendi genel yapi-aktivite formiillerini
gelistirmisler ve B.J. Richardson, alkollerin uyusturucu aktivitelerinin molekiil
agirhiklart ile orantili oldugunu gostermistir. 1893°te, C. Richet eterler, aldehitler,
alkoller, ketonlar ve diger bilesiklerin toksik etkilerinin sudaki ¢oztiniirliikleri ile iligkili
oldugunu gozlemlediler. 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 fazi arasindaki partisyon katsayisina (m

=logP) bagli olduguna dikkat ¢ektiler [34].

Louis Hammett’in ¢aligmalarina kadar QSAR’1n gelismesi aslinda ¢ok yavasti. Ancak
Louis Hammett, organik asit ve bazlarin elektronik Ozellikleri ile denge sabiti ve
reaktiflikleri arasinda iliski kurarak, benzoik asit ile ¢esitli tlirevlerinin dissosiyasyonu
incelemisler ve bagli olan siibstitiientlerin aktiviteyi nasil etkiledigini agiklayarak,

QSAR’1n gelisimine biiyiik katkilarda bulunmustur [35].

Aktivite ve toksisite de fizikokimyasal Gzelliklerin etkisinin arastirtlmasi 19. yy’a
dayanir. 1935°de Hammett sabiti, o, organik asit ve bazlarin reaktifligi ile denge
sabitleri arasindaki bagintiyr agiklamak i¢in kullanilmistir. 1969°da Hansch tarafindan
yapilan yar1 deneysel calismada ise QSAR i¢in yeni bir donem baglamistir. QSAR da
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cesitli biyolojik aktiviteyi tahmin etmek i¢in oktanol-su dagilma katsayist (logP)
hidrofobik 6zellik olarak tanimlanmistir. logP veya hidrofobik 6zelligin diger 6l¢timleri
toksikolojide ve ila¢ arastirmalarinda halen genis ¢apta kullanilmaktadir. Aktivite ile
fizikokimyasal 6zellikler arasindaki iligskiyi kuran Hansch tipi yaklasim ¢ok degiskenli
regresyon metodunu kullanarak enzim inhibisyonu, metabolizma, ligand reseptor
baglanmasi, toksiklik gibi problemlere ¢6ziim getirmek i¢in uygulanir. QSAR’daki

temel galismalar Hansch tarafindan yapilmistir [36].
1.4.2.1. QSAR Teorisi

Bir bilesigin farkli yapisal ve kimyasal ozelliklerinin, kendi biyolojik aktivitesine
dogrusal toplam katkisinin géz oniine alinmasina dayanir. Burada biyolojik aktivitenin
belirli fizikokimyasal Ozelliklere dayanarak tasinma ve baglanma ile lineer iligki

icerisinde oldugu ispatlanmistir [36].

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

birlestirilerek yapilan ¢aligmalarin sonucunda bu goriis desteklenmistir [37].
AGpagianma = AGy + AGpp + AGiyonix + AGipe (1.3)
Oteleme ve donme entalpilerinin toplam kaybi; AGo = + 5,4 kjmol™

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

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

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

Ligandim her dénebilen bagina ait entropi kayb1; AGgsnme = + 1,4 kjmol™

Esitlik (1.3), serbest baglanma enerjisi AGpaglanma, biitlin 6teleme ve dénme serbestlik
derecesi kayiplarini agiklayan AGq sabiti, notral ve iyonik hidrojen bag: etkilesimleri ile
ligand-protein arasindaki hidrofobik (veya lipofilik) etkilesimlerin yapiya bagli enerji
terimleri olan AGnb, AGiyonik, AGiipo ve ligandin i¢ donme serbestlik derecesi kaybini

gosteren AGgsnme enerji terimi ile iligkilidir. Esitlik (1.3) enerji degerlerinin genis bir
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araligina sahiptir: 45 farkli ligand-protein kompleksine ait AGyagianma degerleri -9 ila -75
kjmol™ arasinda degisir. Bu degerler 2,5 102 M ve 4,0 10™* M arasindaki baglanma
sabitlerine karsilik gelir. Matematiksel modelden, ligand baglanma sabitlerinde yaklagik
1,4 log birimlik hataya karsilik gelen standart sapma degeri 7,9 kjmol'1 oldugu
bulunmustur [37].

Standart serbest enerji AG® ve denge sabiti K ya da oran sabiti k (ky= birlesme sabiti,
ka= ligand-reseptor kompleks ayrigma sabiti) arasindaki termodinamik iligkiden dolayi,

bu degerlerin logaritmasi ile baglanma affiniteleri aralarinda bir baglant1 kurulabilir .
AG° = —-2303*R*T xlogK = —2,303*R*T*log:—b (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’te verildigi gibi serbest enerji ile iligkisi olan denge
sabitleridir. Normal olarak konsantrasyonun tersinin logaritmasinin 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 metotlar1 seklinde uygulama alan1 bulmustur.
1.4.2.1.1. Hansch Analizi

1964’te, C. Hansch, T. Fujita, tarafindan yapilan c¢aligmada farkli fizikokimyasal
parametreler kullanilarak siibstitiie fenoksiasetikasit tiirevlerinde biyolojik aktivite ve
lipofilite degisimleri incelenmistir [30]. QSAR daki baslica ilerleme de Hansch’in bu
caligmasinda biyolojik aktivitenin serbest enerji terimleri ile baglantili oldugunu ispat
etmesinden sonra olmustur. Bu yaklasim baslangicta lineer serbest enerji iligkisi
(LFER), olarak adlandirilmis daha sonra termodinamik yaklasim olarak degistirilmis ve

asagidaki esitlik ile agiklanmustir.
log 1/C = arm + bo + cEg + - + sabit (1.5)

C; biyolojik aktiviteden sorumlu olan bilesigin molar konsantrasyonu, m; siibstitiientin

hidrofobik katkisidir ve log Px/Py olarak verilir. o; siibstitiientin Hammett elektronik
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katsayisidir ve log Kx/Ky olarak verilir. Es. Taft sterik parametresi ve a, b, ¢ ise uygun
katsayilardir. Bu aciklamada Px ve Py sira ile siibstitiie olmus ve olmamis bilesiklerin
oktanol ve su fazindaki dagilma katsayisini ifade ederken Kx ve Ky ise sira ile meta ya
da para siibstitiie olmus veya siibstitiie olmamis benzoik asit tiirevlerinin 25 °C deki

Iyonizasyon sabitleridir.

Korelasyon modeli tek bir parametre veya cesitli parametrelerin kombinasyonu
kullanilarak ortaya ¢ikarilabilir. Bu parametreler m, logP, ¢ gibi deneysel verilerden ya
da ClogP, LUMO ve HOMO enerjisi ve yiik gibi teorik olarak hesaplanan degerlerden

elde edilebilir.

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

dereceden bir iliski 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, ¢ =
regresyon katsayilari, k=sabit terim. Bu esitlik ilacin tasinmasi ve baglanma affinitesi
kavramlarindan gelistirilmistir. {lacin enzim veya reseptor gibi biyolojik aktif bolgelere
baglanmasi lipofilite, elektronik ve diger serbest enerji 6zelliklerine baghdir ki buna

baglanma affinitesi denir.

Bu esitlik tasinma ve baglanma kavraminin her ikisini de iceren matematiksel modeldir.
Esitlikte farkli fizikokimyasal 6zelliklerin bu kombinasyonu ve lineer olmayan lipofilite
baglilig1 i¢in parabolik terimin ortaya c¢ikmasma ek olarak, Hansch ve Fujita X
stibstitiientlerinin lipofilite parametresi olan 7’yi tanimladilar, (ITx = log Prx —10g Pry)
yaklasik 30 y1l 6nce Hammett ayn1 anlama gelen elektronik parametre ¢’y1 agiklamistir.
Hammett calismalarinda referans olarak siibstitiie benzoik asitlerin iyonizasyon

sabitlerini kullanarak asagidaki matematiksel bagintilar1 6nermistir [5,38].
po = logKrx — logKgry (1.7)

po = logkry — logkgpy (1.8)
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p belirli reaksiyonlar i¢in 6zel olan reaksiyon sabiti ve ¢ siibstitiientlerin 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 iliskisi ya da biyolojik Hammett esitligi

olarak tanimlanir.
logt; —log g, = ap; (1.9)

Ti ve Tgt; biyolojik aktivite degerleri, a; biyolojik aktivitenin belirli bir ¢esidi igin gegerli
olan bir sabit ve B;; X siibstitlientinin etil grubuna gére daha az veya daha fazla olan
sabit aktivite katkisi. Esitlik 6zel olmayan bir biyolojik aktiviteyi agiklamasina ragmen

genel bir model olarak kabul edilemez [38].

Ozellikle laboratuvar c¢alismalarinda biyolojik aktiviteyi farkli sekilde aciklama
yetenegine ve esnekligine sahip olmasi nedeni ile Hansch analizi olduk¢a avantajlidir
[39]. Bir Hansch analizi yapmak isteyen arastirmaci, her bir satirin bir bilesigi, her bir
stitunun ise molekiillerin degisik 6zelliklerini gdsterdigi bir tablo hazirlar. Genellikle
analiz edilen bilesiklerin ortak 6zellikleri bir noktada kesisirler. Bu yiizden molekiillerin
biyolojik  aktivitelerindeki farkliliklar molekiilin  temel iskeletine eklenen
stibstitlientlerin degisen Ozelliklerinden kaynaklanir. Siibstitiientlerin logP veya pKa
gibi Ozellikler tizerine etkileri tablolarda mevcuttur. Regresyon analizi, molekiillerin
hangi fiziksel o6zelliklerinin, biyolojik aktivitelerine en iyi sekilde nasil etki ettigini

agiklar.
1.4.2.1.2. Free-Wilson Analizi

1964°te Free ve Wilson genel yapisal 6zellikleri acgiklamak i¢in yeni bir matematiksel
model gelistirdiler. Bu model siibstitiientlerin bulunmasi veya bulunmamasi durumunda

biyolojik aktivite korelasyonunu kullanan bir regresyon teknigidir [39].

Bu modelin esasi, herhangi bir konumdaki siibstitiientin, temel molekiil yapisina

biyolojik katkisinin oldugu ve her bir siibstitiientin bu katkisinin, molekiilde var olan
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diger gruplardan bagimsiz oldugu varsayimima dayanir [40]. Free Wilson analizinde

biyolojik aktivite asagidaki formiil ile hesaplanir [34, 38, 39].

log 1/C =Yaj+u (1.10)

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

Free Wilson analizi Hansch analizinden daha sinirlidir [34].

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

i¢in asagida verilen sartlar gecerlidir [41].
Bunlar;

1. Bilesige bagli siibstitlientin regresyon katsayisi degerlerini bulmak i¢in bilesik
kimyasal olarak modifiye edilir.

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

3. Molekiiliin ii¢ boyutlu yapisini g6z oniine almaz, siibstitiienti tek noktada tayin eder
bu nedenle istatistiksel sonuglar i¢in belirsizdir.

4. Cogu serbestlik derecesi her siibstitiienti agiklamada ihmal edilir [41].

Free-Wilson analizi, biyolojik aktivite i¢in 6nemli olan fizikokimyasal O6zelliklerin
farkin1 gormede sik sik kullanilir. Fujita ve Ban 1971 de Free-Wilson modelinin
eksikliklerini gidermek igin, aktivitenin logaritmasini kullanilarak gelistirilen yeni bir

esitlik asagida verilmistir [42].
A/ _v,y
log /Ao Y Gi Xi (1.11)

A ve Ag sira ile siibstitie olmus ve olmamis bilesiklerin aktivite degeri, G;j, i

slibstitiientinin aktivite katkisinin logaritmasidir ve X; ise siibstitiient bulundugunda 1,
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bulunmadiginda 0 olan bir degerdir. Siibstitiientlerin bir seti i¢in esitlik asagidaki sekli

alir.
logA =) GiXi+u (1.12)
Burada p sabit bir terimdir. Gelistirilmis bu modelin baglica avantajlart sunlardir.

1. Yapisal matris bi¢giminin degistirilmesine ihtiya¢ duymaz.
2. Esitlik i¢in higbir sinirlama yoktur.
3. Her bir pozisyondaki grup katkilar1 referans bilesige dayanur.

Sabit terim p en kii¢iik kareler yontemi ile hesaplanir ve siibstitiie olmamis bilesik i¢in
degeri teorik olarak bulunur. Bir bilesigin disarida birakilmasi ya da hesaba katilmasi
grup katkilar1 degerini 6nemli derecede etkilemez [43]. Bu avantajlar nedeni ile Fujita-

Ban metodu Free-Wilson metodundan daha iyidir [43].
1.4.3. 2D-QSAR Analizi

2D-QSAR analizi kantitatif iligkileri elde etmek icin lineer regresyon tekniklerini
kullanir.  2D-QSAR tekniklerinin ¢ogunun istatistiksel wverileri siiphelidir. L-R
arasindaki baslangi¢ etkilesimi tizerinde durur. 2D-QSAR analizi 3D-QSAR kadar agik
degildir. Genellikle yap1 temelli farmakofor tanimlamasi yapar ve reaksiyon bilgileri,

yapisal 6zelliklerin tahmini ile kimyasal bilgiler tizerinde durur [41].
2D-QSAR da kullanilan molekiiler parametreler genellikle ii¢ grupta toplanir.
—Molekiiler baglanma gibi iki boyutlu parametreler

—Molekiiler yiizey alan1 gibi ii¢ boyutlu parametreler

—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 bagi sayisi
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ile ilgilenir [32]. Topolojik parametreler, molekiildeki iki atom ¢ifti arasindaki bag
bilgilerini kapsar. Geometrik parametre, yapinin {i¢ boyutlu koordinatlarin1 gerektiren,
molekiil yiizey 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 1sis1, hidrofobik ozellik ve

oktanol ve sudaki serbest solvatasyon enerjisidir [32].
1.4.4. Yeni QSAR Metotlar
1.4.4.1. Hologram QSAR (HQSAR)

Son yillarda Tripos tarafindan ortaya cikarilan Hologram QSAR fragment bazli bir
QSAR vyaklagimidir [44,45]. HQSAR, yapi-aktivite iligkisini ortaya ¢ikarmak icin
kullanilan fizikokimyasal parametrelere ve {i¢ boyutlu yapiya ihtiyag duymayan yeni bir
tekniktir. Bu metot biyolojik aktivite ve molekiiliin iki boyutlu yapisi arasindaki

bagintiyr temel alir [46].

HQSAR da, secilen bilesik serisindeki her bir molekiil yapisal fragmentlerine ayrilir,
daha sonra bu fragmentler Cyclic Redundancy Check (CRC) algoritmas: kullanilarak
0zel bir sayr 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 kullanilir [45]. Bu tanimlayicilar
molekiillerin kimyasal ve topolojik bilgilerini tahmin etmek i¢in kullanilir. QSAR
modeli en kiigiik kareler (Partial Least Square, PLS) regresyon teknigi kullanilarak
gelistirilmis ve bir veri disarida birakilarak ¢apraz dogrulama (Leave-One-Out-Cross-
Validation, LOO-CV) teknigi kullanilarak gegerli kilinmistir. Aktivite ile hologram
dizileri arasindaki korelasyon, PLS ile elde edilen asagidaki esitlik kullanilarak gecerli

olmustur [44].

L
A=C2 XSy (113)
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Bu esitlikte, A; i bilesiginin aktivitesi, C, bir sabit, Xj;, | dizininde ya da i pozisyonunda
bilesigin molekiiler hologramini isgal eden deger, Cj, PLS tekniginden tiiretilen diziler

i¢in bir katsay1 ve L ise hologram uzunlugudur [45].

Asagida verilen Sekil 1.2°de [47] molekiiler hologramlarin ortaya ¢ikarilma prosediirii
ve bu hologramlarin kullanilarak aktiflik degerlerinin elde edilmesi gosterilmistir [45].

Molekiil Fragmentler Molekiiler Hologram Biyolojik Aktivite
(pK,, pIC,, vb.)

(&)

A R o Cl - Algaritma T T T T T T ]
() O ey o T [E[e[[7 o] 03

A 5 _ & Algoritma 2| 8/s|7|s]7 0.2
! Y, o+ = 1 '

En kiiciik kareler yontemi analizi

Aktivitei =sbt+ % X;i C.

S

HQSAR model esitligi

Sekil 1.2.  HQSAR’da hologramlarin ortaya ¢ikarilmasi ve bu hologramlardan aktivite
degerinin elde edilmesi.

HQSAR ve Free-Wilson metodu gibi diger fragment bazli QSAR teknikleri arasindaki

temel fark, st ilste cakisan fragmentleri igeren biitlin miimkiin fragmentleri

kapsamasidir. Metot ¢cok 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 [48]. Bu yaklasgim
topolojik parametreler gibi cesitli kimyasal yapi1 parametrelerini, olasilik aragtirma

algoritmalarini ve kimyasal benzerlik fonksiyonlarini kullanir.
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Bilesik arsivindeki yiiksek aktiviteli bilesikleri se¢mek i¢in daha onceden ozellikleri
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. Birgok tanimlayicilar olan elektronik 6zellikler ve
hidrofobisite sira ile elektronik yiik indeksi (Electronic Charge Index (ECI)) ve
izotropik yiizey alani (Isotropic Surface Area (ISA) ) kullanilarak anlatilmigtir [48].

1.4.4.3. ‘Binary’QSAR

Biyolojik aktiviteye sahip yeni bilesiklerin sentezlenerek arsive dahil edilmesinde
kombinatoryal kimyanin ortaya ¢ikmasindan sonra arastirmacilar kisa zamanda
milyonlarca bilesigin denenmesi i¢in hizli ve yeni metotlar aragtirmiglardir. Bunun
sonucu olarak Cok Sayidaki Bilesigi Ayirma Yontemi (High Throughput Screening-
HTS) gelistirilmistir. Genellikle bu metot aktif ya da inaktif seklinde bilgiler iirettigi

icin sonuglarda 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
[43,49]. Bu metot biyolojik aktivite i¢in gereken 6nemli yapisal bilgileri ¢ikarmada ve
ilag tasarimi i¢in arsivlerin tasariminda yardim eder. Metodun daha ayrintili sekli

Labute’nin [49] ve Gao’nun [43,50] makalelerinde yer almaktadir.

Bu QSAR modelinin performansi modelden tahmin edilen ii¢ asamanin belirlenmesi ile
Olciilebilir. mg aktif bilesiklerin sayis1, miinaktif bilesiklerin sayisi ve co Ve C; ise sira ile
model tarafindan dogru olarak tahmin edilen aktif ve inaktif bilesiklerin sayisidir.
100(co/mp) aktif bilesiklerin yiizdesini ve 100(c1/m;) ise inaktif bilesiklerin yiizdesini ve
100(co*c1)/(mp+m;) tiim bilesikler i¢in ayrintili yiizdeyi verir [43, 49, 50].

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

yorumlanmasinda kolay olmamasidir [51].
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1.4.5. 3D-QSAR

1988’de QSAR’da yeni bir seyi temsil ettigi ilk defa olarak, bu tiir yapi-aktivite
iliskileri, ligand molekiillerinin boyutlu yapisina dayaniyordu. 3D-QSAR’da ligandlarin
bir dizi bilesigi ¢evreleyen (3B alanda iist iiste bindirilmis) bir yiizeye veya 1zgaraya
eslenen kimyasal prob ile etkilesimi esas alinmaktadir. Bu yiizey veya 1zgara, gergek
biyolojik reseptoriin baglanma bolgesini temsil eder. QSAR modelinin niteligi kritik bir
sekilde, hedef protein icin yapisal bilgilerin yoklugunda tanimlanmasi neredeyse
imkansiz olan ligandlarin dogru siiper pozisyonuna bagli bir prensibe dayanir [52-55].
C. Hansch grubu [5, 30]ve diger arastirmacilarin {izerinde durdugu [34, 38, 39] 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 bazi smirlamalara sahiptir. En onemli
sinirlama, yeni siibstitlientler i¢in sayisal parametrelerin bulunmamasidir. Aktif Analog
Yaklasimi, Molekiiler Sekil Analizi (Molecular Shape Analysis-MSA), Karsilagtirmali
Molekiiler Alan Analizi (Comparative Molecular Field Analysis-CoMFA) gibi birgok
3D-QSAR modeli yaklasimi 1980 lerde ortaya ¢ikmistir. Bir¢ok yeni metot 1990 larda
gelistirilmis ve bu alan son on yil boyunca ila¢ tasarimi icin oldukca fazla gelisim

gostermistir [51].

Bilgisayar caligmalarindan once bile kimyacilar incelenen bir molekiil serisi iginde yapi
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 [51].

Bir bilesige biyolojik aktivite kazandiran molekiiliin ii¢ boyutlu yapist oldugu i¢in 3D-
QSAR, molekiildeki yapisal degisikliklerin biyolojik o6zelliklerin degisimlerini nasil
etkiledigini anlamamiza yardim eder. 3D-QSAR teknikleri yapi-aktivite iligkilerini
bilgisayar destekli olarak ortaya koyar. Hiz1 ve kesinliginden dolay1r 3D-QSARmetotlar
ile ligand-reseptdr kompleks yapisi iizerindeki hesaplamalar yapilabilir. 3D QSAR
teknikleri, incelenen molekiil serisi disindaki bilesiklerin aktifligini veya inaktifliginin

tahmini i¢in de kullanilir [51].
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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 Analizi (Perform Cluster Analysis) denilen siniflandirma metotlari
ile Pha yapisin1 bulunduran baglayici konformer secilir. “Aktif Kiime” Pha
yapisi aktif bilesiklerin biiyiik sayisina ve inaktif bilesiklerin kiiciik sayisina
sahiptir. Aktif kiimede her bir yapinin en diislik 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 dzellikleri segilir [41].

Biyolojik aktivite ile kimyasal bir serinin {i¢ boyutlu 6zellikleri arasindaki bagintiy1
kullanan 3D-QSAR, son yillarda QSAR metotlarnin en dikkat ¢ekeni olmustur. Ciinkii
aktivite hesabi i¢in kimyasal yapiy1 anlatan parametreler kullanilir. 3D-QSAR metodu,
parametre tipine goére iki temel sinifa ayrilir. Birincisi hacim bazli (lattice-based,
incelenecek bir bilesik bir hacim icine yerlestirilerek Ozelliklerinin arastirilmasi) ve

ikincisi ylizey bazli parametrelerdir.

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

Hacim bazli metot olarak, 3D-QSAR metodunda en ¢ok kullanilan CoMFA’dir.
1979°da Cramer ve Milne molekiilleri karsilastirmak i¢in uzayda molekiilleri {ist iiste
cakistirarak ii¢ boyutlu olarak incelemislerdir. Bunu izleyen yillarda bu yaklasim
CoMFA’nin ilk uygulamali modeli seklinde, DYLOMMS (Dynamic Lattice-Oriented
Molecular Modelling System) metot olarak gelistirilmis olmasina ragmen bilim
adamlar1 tarafindan yetersiz olarak gdsterilmistir. Bunun ardindan Cramer cesitli

caligmalarla bu modelini gelistirerek 1988’de CoMFA olarak adlandirdigi bu yeni
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metodu ortaya ¢ikarmistir ve bu metot genis capta kullanim alani bularak, QSAR ve ilag
tasarimi i¢in kullanilan en giiglii yontemlerden biri olmustur. CoMFA molekiiliin
fizikokimyasal oOzelliklerin biyolojik aktiviteyi molekiilin yapisi ile iliskilendiren
istatistiksel (PLS, PCA) ve grafiksel bir modeldir [56].

Aktivitenin dogrudan sistemin yapisal 6zellikleri ile ilgili oldugunu kabul eden CoMFA
metotlar1 3D yapi-aktivite iliskilerini kantitatif anlamda agiklar. Bu amagla ilk olarak
analizde kullanilacak olan molekiil seti se¢ilir. En 6nemli 6n kosul, benzer yapiya sahip
olan molekiiller ayni tip reseptorle (iyon kanallari, enzim, proteinler, hormonlar vb.
gibi) ayn sekilde etkilesmesi (ligand-reseptor etkilesimi) ile ayn1 baglanma bolgelerini
kullanmas1 sartidir. ikinci adim olarak, CoMFA modelini olusturmak icin
molekiillerden bir alt grup egitim seti (training set) ve geriye kalan molekiiller test seti
olarak segilir. Bu iki sete bagli olarak CoMFA metoduyla atomik yiikler ve diisiik

enerjili konformasyonlar hesaplanir [56].

CoMFA’da kimyasal yapinin diizenlenmesi 6nemli oldugundan bu modelde molekiiller
birbiri iizerinde ¢akistirilir ve bu ¢akistirma igin yapisal benzerlik esas alinir. Cakismis
molekiiller ti¢ boyutlu bir yiizeye yerlestirilir. Sonra sterik ve elektrostatik alanlarda
molekiillerin her yiizey noktasinda biitiin molekiiller igin bilgisayarla hesaplama yapulir.
En kiiciik kareler metodu kullanilarak sterik ve elektrostatik alanlardaki degisimler,
biyolojik aktivitede ki degisimler ile iligskilendirilir. PLS analizi genellikle
parametrelerin (yapisal, konformasyonel, geometrik, elektronik ve termodinamik gibi
fizikokimyasal ozellikler) sayisi kimyasal modellerin sayisindan daha biiyiik oldugu
zaman kullanilir. En kiigiik kareler analizi, basit dogrusal, ¢oklu regresyon modellerinin
¢Oziimlenmesinde kullanildigi gibi, cok denklemli ekonometrik modellerin ¢oziimiinde
de kullanilan tekniklerden biridir [35]. PLS ¢oziimiinii tiretmek i¢in iki kritere bagvurur.
[k 6nce yeni bir eleman ¢ekmek igin dlgiitii, kolektif yapisal parametreler siitunlarinin
hepsi ile deneysel bilgiler arasindaki genellestirmenin derecesini artirmaktir. ikinci
adimda, bir PLS tekrarlanabilirliginin degerlendirilme sathasinda heniiz meydana
getirilmis prensip unsurlarinin kabulil i¢in 6lgiit, bagl degiskenleri tahmin etmek igin
tahmin yetenegindeki bir ilerlemedir. PLS’de bir QSAR’in tahmin yetenegine deger
bicmek i¢in kullanilan teknik “Cross-Validation” (CV) dir. CV tahmin performansina
deger bicmek i¢in en iyi yol, tahmin etmektir fikrine dayanir. PLS kullaniminda bir gizli

tehlike vardir; PLS’nin deneme set igindeki her iliskiyi agiklayacagina garanti yoktur.
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CoMFA prosesinin bir sonucu olarak her bir tip CoMFA alani1 i¢in gosterilmis iki tiir
cevre seviyesi olacak; en ¢ok pozitif ve en c¢ok negatif. Bu haritalar analizdeki
bilesiklerin elektrostatik ve sterik ozelliklerini agiklamakta kullanilir. Daha yiiksek
Ozellik degerlerine sahip olabilecek yeni bilesikleri Onermeye yardimci olan bu

haritalar, biitiin molekiiller i¢gin ortak olan Pha’u gostermezler [57].

CoMFA’da, orgii noktalarinin belirlenmesinin  giicliigii, sonuglarin biyoaktif
konformasyonun se¢imine ve molekiillerin ¢akistirilmasi kurallarina bagimli olmasi gibi
bazi temel problemlere ragmen, giiniimiizde metodun 3D-QSAR modelleri i¢in olduk¢a

kullanislt bir arag olduguna karar verilmistir [58].
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 [59]. 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 cakistirilir. Ust iiste ¢akismis konformerlerin belirli tolerans

araliginda ortak olarak tagidiklar aktif fragment Pha tanimlanir [59].
1.4.5.3. Molekiiler Sekil Analizi (MSA-Molecular Shape Analysis)

Hopfinger ve grubu 1980°de QSAR analizinde molekiillerin sekillerini ortaya ¢ikardilar
ve bu metodu molekiiler sekil analizi olarak adlandirdilar [60]. Bu metodun asil amaci
QSAR’da konformasyonel analizi gergeklestirmektir. 3D-QSAR’da bu metodu

kullanarak yapilandirma asagida verilen maddeler ile gergeklestirilir.

a) llk olarak konformasyonel analiz yapilir.

b) Calisilan molekiil serisindeki biyolojik olarak aktif konformer tanimlanir.

€) Referans bilesik segilir.

d) Referans molekiile gore her bir bilesigin tist iiste ¢akistirilmasi gergeklestirilir.
e) Molekiiler sekil parametreleri belirlenir.

f) Diger Hansch tipi parametreler belirlenir.

g) MSA 3D-QSAR yapilandirtlir.
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Cakismis hacim Vg, ve ¢akismamis hacim Vg, gibi molekiiler parametreler molekiiler
seklin kantitatif 6l¢iimleri olarak hesaplanir. Bu 3D parametreleri Hansch analizinde
kullanilan fizikokimyasal 6zellikler ile birlikte denenmis 3D-QSAR modellerini ortaya

¢ikarmak i¢in kullanilir [9].

1.4.5.4. Karsilastirmal Molekiiler Sekil Analizi (COMSIA-Comparative Similarity

Indices Analysis)

Karsilagtirmalt Molekiiler Sekil Analizi olarak adlandirilan ve Gerhard Klebe tarafindan
gelistirilen COMSIA, CoMFA ile benzerlik gosterir. Fakat CoMFA’da Lennard-jones ve
Coulomb potansiyeli kullanilirken CoMSIA, hidrojen bagi, hidrofobisite, elektrostatik
ve sterik Ozellikleri tayin etmek i¢in daha ¢ok Gaussian fonksiyonunu kullanir [61].
Klasik CoOMFA metoduna benzer olarak CoMSIA yaklasimindan elde edilen 3D-QSAR

metodu agagida verilen li¢ basamakta 6zetlenebilir.

1. Ik olarak, incelenen biitin molekiiller yap: bazli ya da alan bazli olarak
cakistirilir.

2. Molekiillerin toplamin1 kapsayacak sekilde diizgiin aralikli ve dikdortgen sekilli
bir yiizey olusturulmustur. Baz1 6zelliklere sahip incelenen atom elektrostatik,
sterik, hidrofobik, H-bagi verici veya alici 6zelligini 6lgmek icin her orgii
noktasina yerlestirilmistir.

3. Sonug olarak, alan oérneklemesinden elde edilen sonuglar test edilen bilesiklerin
biyolojik aktiviteleri ile birlestirilerek bir tablo igine yerlestirilir ve PLS son

CoMSIA modelini elde etmek i¢in uygulanir.

Genel olarak LOO-CV teknigi CoMSIA modeli i¢in kantitatif 6lgiim araci olarak
kullanilabilir. CoMSIA da benzerlik farkli fizikokimyasal 6zelliklerin (sterik engel,
kismi atomik yiik, bolgesel hidrofobik 6zellik ve H-bagi donor ya da akseptor 6zelligi)
terimleri ile aciklanir. Mesafeye bagli Gaussian tipi fonksiyon fizikokimyasal
ozelliklerin farkl tiirlerini hesaplamak i¢in kullanilir. Indeks, Ark, ilgilenilen bilesikler

ve prob atom arasinda asagidaki esitlik kullanilarak hesaplanir [62].

] (')——gw ® e_ar% (1.14)
AF.K 1)= i3 probe k ik
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I incelenen j molekiiliiniin biitin atomlarinin toplam indeksi; j: K atomunun
fizikokimyasal oOzelliginin gercek degeri; prop k: +1 yiikli, 1A yarigaph, +1
hidrofobisiteye sahip, H-bagi donor ve akseptor Ozellikleri +1 olan prob atom; o
diizeltme faktérii; rig incelenen molekiiliin i atomunun ve yiizey noktas1 q’daki prob

atom arasindaki karsilikli mesafe [62].

CoMFA ve CoMSIA metotlarina ek olarak, molekiiler diizenlenmenin (molekiillerin tist
iste cakistirilmadigi) kullanilmadigit CoMMA, WHIM ve EVA gibi yeni 3D-QSAR
teknikleri gelistirilmistir [45].

1.4.5.5. Karsilastirmal Molekiiler Moment Analizi(CoMMA)

Karsilagtirmalt Molekiiler Moment Analizi olarak adlandirilan CoMMA, ilag-reseptor
etkilesiminde molekiiliin sekli kadar onun kiitle ve yiik dagilimlarinin da &nemli
oldugunu dikkate alan bir metottur ve CoMMA ’da molekiillerin {ist {iste ¢akistirilmasi

islemi yapilmaz [63].
1.4.6. 4D-QSAR

QSAR modelinin niteligi kritik bir sekilde, hedef protein i¢in yapisal bilgilerin
yoklugunda tanimlanmasi neredeyse imkansiz olan ligandlarin dogru siiper pozisyonuna
baglidir. Bu sorun uzun zamandir taninmakla birlikte, yalnizca ustalikla gelistirilen 4D-
QSAR teknolojileri, iyi ¢oziimler sunmus gibi goriinmektedir [52-55]. Hopfinger 1997
yilinda 3D-QSAR modeline dordiincii boyutu kazandirdi ve 4D-QSAR analizi terimini
ortaya ¢ikardi [53]. Bu metodun CoMFA’dan baslica farki, konformasyonlari eslestirme
islemi yaparak, biyolojik aktivite bilgileri ile molekiiler yapilarin bir setinden
gelistirilen modelde hem molekiiler konformerleri hem de molekiillerin {ist lste
cakismasi incelemelerini birlestirmesidir. 4D-QSAR analizinin dordiincii  boyutu
eslestirme ortalamasindan kaynaklanir. Bu metoda gore, ¢ogu 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 2 kcal/mol i¢inde olan tiim
konformerleri caligilan bilesik serisindeki her bir bilesigin en aktif konformeri olarak
tanimlanir. Diislik enerjili konformerlerin bu serisi en iyi sonucu veren 3D-QSAR

modellerinde ayr1 ayr1 hesaplanir. Molekiiler ¢cakisma problemi benzer 6rnekleme ve
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hesaplama teknigi ile c¢ozilmistir [41]. Her bilesigin konformerleri, CoMFA
metodunda oldugu gibi, en iyi cakismayr bulmak i¢in daha onceden belirlenmis
dikdortgen sekilli bir yilizeye yerlestirilir ve 3D parametreleri bilgisayarda hesaplanir,
daha sonra PLS teknikleri kullanilarak biyolojik aktivite ile korelasyonu yapilir. 3D-
QSAR modelleri PLS teknigi ile ortaya g¢ikarilmistir. Bu metot en iyi cakigmay1
sonuglandirana kadar tekrar edilir. Aktif konformer, aktivite degerini en iyi veren,
uygun 3D-QSAR modelinden segilir. Bu metot 3D-QSAR modellerini gelistirmek i¢in
kullanilmustir [41].

Deneysel
aktivite

O degerteri
\ e

QSAR
Sekil 1.3. QSAR’1 olusturan bilesenler.

Vedani son yillarda QUASAR olarak adlandirilan paket programda 4D-QSAR
yaklasimimi ortaya cikarmistir. Vedani ve grubuna gore bu program, cok yonlii
konformasyonlarin etkilerinin birlestirilmesi ile 4D-QSAR kavramlarin1 kullanir. Bu
metod 6zellikle, ligandin reseptore baglanma serbest enerjisi tahmin edilirken, reseptor

yapist bilinmedigi zamanlarda kullaniglidir [54].
1.4.7. Molekiiler Modelleme ve QSAR

Molekiiler modelleme, bilgisayarli kimya ve grafiksel tasarim teknikleri kullanilarak
molekiiler yap1 ve ozellikleri arastirmak i¢in kullanilan bir tekniktir [64]. Molekiiler
modelleme yaklasimlari, bilgisayarli analiz ve interaktif tasarim olmak iizere iki ana
gruba ayrilir. Modern molekiiler modelleme yaklasimlarindan en onemli ii¢li, yap:

analizi, homolog modelleme ve etkilesimdir. Aslinda en iyi modelleme teknikleri,
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molekiiler dinamik, molekiiler mekanik ve kuantum mekanik olmak iizere ii¢ temel

smifa ayrilir [65].

Cogu molekiiler modelleme calismalari ii¢ basamak icerir. Ik adimda molekiiler igi ve
molekiiller arasi etkilesimleri agiklamak i¢in bir model segilir. Molekiiler modellemede
kullanilan en genel iki model QM ve MM hesaplamalari ile elde edilir. Bu modeller,
hesaplanan sistemde molekiillerin ve atomlarin enerji diizenlemesine imkan tanir ve bu
modeller atom ve molekiillerin pozisyonundaki degisimlerin sistemin enerjisini nasil
degistirdigini  belirlemeyi saglar. Molekiiler modelleme ¢alismalarinin ikinci
basamaginda konformasyonel arastirma, Monte Carlo Simiilasyonu veya molekiiler
dinamik hesaplamasi yapilir. Son olarak hesaplama sonuglar1 analiz edilir. Sadece
ozellikler hesaplanmaz ayni zamanda modelin uygun bir bigimde gergeklestirilmesini

yapar. Kisaca molekiiler modellemeye baglamak i¢in {i¢ ana metot kullanilir.

1. Ik olarak, &zellikle bag acis1 ve bag uzunluklar1 gibi geometrik ozellikler
yapilandirilir.

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

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

sonuglarindan elde edilen bilgiler kullanilarak yapilandirma islemi yapilir [66].

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. Biitiin bu 6zellikler
ila¢ tasariminda yapi-aktivite iligkisini anlamakta 6nemlidir. SYBYL, AMBER, DOCK,
MODELER ve RasMol molekiiler modellemede en ¢ok kullanilan programlardir [66].

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

Gilinlimiize kadar bircok matematik metodu QSAR esitligi tiiretmek icin kullanilmistir.
Bunlardan en yaygmi lineer regresyon yontemidir. Basit bir lineer regresyon

yonteminde asagidaki esitlik kullanilmaktadir [67].
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y=mx+c (1.15)

Esitliginde y bagimli, x ise bagimsiz degiskendir. QSAR veya QSPR modelinde y
biyolojik aktiviteyi, x ise logP veya siibstitiient katsayis1 gibi molekiiler tanimlayici
temsil etmektedir. Burada ama¢ m degerini bulmaktir. ¢ ise ger¢ek gdzlemler ve esitlik
tarafindan tahmin edilen degerler arasindaki farkin toplamina esittir. ¢ ve m degerlerini
veren formiil Esitlik 1.16’da sunulmustur. Birden fazla bagimsiz degisken kullanildigi

zaman ¢oklu regresyon yontemi kullanilmaktadir [67].

N
3 (% —0O0)y; ()
=1

m= N X
2 (Xi —(X))
I=1
(1.16)
c=(y)-m(x)

Formiilii basit lineer regresyon kadar kolay olmasa da istatiksel paket programlari

kullanilarak kolayca kurulabilir.

1

<X>:Wi

1 N
X (y)= N igl Yi (1.17)

L1z

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 koétii, 1°’e yakin olmasi ise kurulan modelin giizel calistigini
gostermektedir. r? degerinin  hesaplanmasinda  kullanilan  esitlikler asagida

gosterilmektedir [67].

N
TSS =2, (% ~)° (1.18)

N 2
ESS = igl(yhes.,i —y) (1.19)
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N
RSS = igl(yi ~Yhes.i)° (1.20)
TSS = ESS +RSS (1.21)
R2 — ESS _ TSS —RSS 51_R_SS (1.22)
TSS TSS TSS

1.4.9. Capraz Dogrulama (Cross Validation-CV)

Capraz dogrulama (CV) r® nin yalniz kullanildigi durumlarda bazi problemlerin
iistesinden gelmek i¢in kullanilan bir metottur. Baz1 verileri hesap dis1 birakarak geriye
kalan verilerde QSAR modeli kurma temeline dayanir ve LOO yaklagimidir. Bu prosesi
her deger igin tekrarlatma islemi ile R? den daha dogru sonug vermektedir ve g ismini

almaktadir [68]. q2 degerlerini bulmak igin esitlik 1.23 kullanilmaktadir [67].

Q? =1 RESS ~; PRESS =3 (¥ ~ Ve 1)’ (1.23)
;(yi _<y>) -

1.4.10. Farmakofor (Pha) Kavramm

Ilag etkisinden sorumlu oldugu diisiiniilen molekiillerin tek dzelliklerinin bir seti, Pha,
deneme setinde sadece aktif molekiillerde olan ve verilen bir geometrik diizenlemedeki
atom veya atomik gruplarin bir seti olarak tanimlanir. Baska bir tanimi ise, verilen bir
bilesik serisinde ilgilenilen biyoaktiviteyi temsil eden verilen, bir geometrik
diizenlemedeki bir grup 6zel atom olarak tanimlanir. Farmakofor kavrami yap1 aktivite
iligkilerinde oldugu gibi ila¢ tasarimi ve toksikolojide de c¢ok yararli oldugunu
kanitlamigtir. Pha’yr tanimlamak biyoaktivitenin var ya da yok oldugunun tahmin
edilebilecegi anlamina gelir. Bu sekilde herhangi bir kantitatif aktivite belirtisi
olmaksizin aktivitenin kalitatif tahmini i¢in Pha bir belirleyicidir. Aktivitenin boylesine
kuramsal bir dl¢iimii pratik kullanim igin yetersizdir. Bu probleme ilk yaklasim olarak
faydali olabilir. Bununla birlikte, bu alandaki son c¢alismalar bu farmakofor taniminin
oldukca kaba ve makul bir aktivite tahmini igin yetersiz oldugunu gostermektedir.

I.B.Bersuker EC Metodunda Pha tanimi igin ti¢ 6nemli 6zellik belirtilmistir [69].



30

1. Pha sadece bir grup atom olarak tanimlanmamali. Molekiildeki uygun atomlarin
elektronik 6zellikleriyle de tanimlanmali. Elektronik o6zellikler ise farkl
bilesiklerde; ayn1 atomlar i¢in farkli, farkli atomlar icin ise ayn1 olabilir.

2. Pha’nin hem elektronik 6zellikleri hem de geometrik parametreleri, belirli sinirlar
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.
1.4.11. Farmakofor Tanimlama Metotlari

Aktif ve inaktif bilesikleri yapisal olarak tanimlamak i¢in kullanilan Pha tanimlama
metotlarindan birisi, aktif-benzesim yaklagimidir. Baslangicta Marshall tarafindan
sunuldu [70]. Aktif-benzesim yaklasimi iki adimdan olusur. Ik adimda bir grup aktif
bilesikten olusan deneme setindeki farkli fonksiyonel gruplarin ilag-reseptor
taninmasinda Onemli etkisine bakilir. Bunun i¢in bulunan bilgi, bir grup ilacin
baglanmadan sorumlu olan reseptordeki fonksiyonel gruplarin dogasi hakkinda biraz
bilgi verebilir. Pha tespiti i¢cin konformer analizinin kullanimimnin basitlestirilmis hali
Consentino tarafindan ele almmustir [71]. Ikinci adimda ya farkli ve ayni serideki
fonksiyonel gruplarin arasinda ya da reseptor i¢inde varligi kabul edilen noktalarla
tanimlanmis baglanma noktalar1 arasindaki benzerlik diisiiniilerek bir hipotez ileri

striiliir. Temel olarak, aktif-benzesim yaklagimi isleyisi agagidaki gibidir:

Pha atomlar1 arasindaki mesafe izinli konformerlerin her birisi i¢in sistematik olarak
kaydedilir. Bu yolla, istenilen sartlar1 tasimayan ve bir Pha modelinin yapis1 i¢in alakali
olmayan konformerler, isleyisin ilk adimlarinda c¢ikartilir. Olusum entalpisindeki
biiyiikliikkten dolayr Boltzmann dagilimina gére bu konformerlerin sayilar1 azalacaktir.
Bu yiizden az niifuzdaki konformerler elimine edilebilir. Biitiin aktif molekiiller
tarafindan basarilabilen atomlar arasi1 mesafeler grubu var olmast muhtemel olan Pha
geometrisini temsil eder. Birincide oncii bir Pha modeli aktif-benzesim yaklasimi

kullanilarak belirlenir, bir saflagtirma genellikle GA ile yapilir.

Fonksiyonel atomlar1 ¢oklukla birbiri tizerinde ¢akistirilan konformerler kullanilarak
onlarin belirli tolerans araligi ile ortak olarak tasidiklar1 aktif fragment Pha

tanimlanabilir. Bu isleyis analiz i¢in diislinlilen biitiin ligandlara bir geg¢is sinir1
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tanimlayabilen genel bir durus ve pozisyon meydana getirebilir. Bu yaklasim biyolojik
sorumlulugun farkini géstermek miimkiindiir. Ayni yolla mesela enzim inhibitorleri i¢in

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

Aktif molekiiller bulunmasi miimkiin olan konformerlerinden birisi ilesiiperimpoz
yapilir, boylelikle birbirinin yerini tutan énemli grup (6rnegin Pha) ¢akisir. Molekiilleri
siiperimpoz etmekle ayni ortak iskelet lizerinde ¢akistirma yapilir boylece ligandlar
reseptorle ortak ve ayni taraftan etkilestirilmis olur. Pha etrafindaki atomlar da ortak
olarak yonlendirilerek tiim konformerler i¢in siniflandirilir ve siiperimpoz tamamlanmisg
olur. Aktif-benzesim yaklagimi esas alinarak konformerler siniflandirilmis ve etkili
bilesikler bilindiginde ve birisi bu bilesikleri daha esnek molekiillerin siiperimpozu i¢in
sablon olarak ele alabildiginde kullanilabilir. Diisiiniilebilen uzay: arastirmak ve sonra
geriye ve/veya uzaklik kriterine dayanan saptanmis konformerleri analiz etmek igin

kullanislt olarak tanitilir.

Bu yaklagim yeterince homolog olan bilesikleri igerir, bu yiizden siiperpozisyon
tanimsiz veya anlamsiz degildir. Siiperpozisyon aktivitede etkili olan Pha grubu ve

onunla beraber fonksiyonel 6zellige sahip biyoaktif yapinin kendisidir.

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

i¢in bir Pha haritasinin ¢ikarilmasinda kullanildi [50].
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1.4.12. Elektron Topolojik Matrise Dayali Elektron Topolojik Metot

Bu tezin baslangi¢ noktasi olarak sunulan, Pha tanimlama metotlarindan bir tanesi de
Elektron Topolojik Matris (ETM) yaklasimdir [72,73]. Bu yaklasimda, bir molekiiliin
geometrik ve elektronik 6zellikleri ETM denilen bir matris i¢inde tanimlanir. Her bir
molekiil i¢in, bir ETM tarafindan temsil edilir. ETM’in diyagonal elemanlar1 atomun bir
elektronik degeri ve nondiyagonal elemanlar1 ise geometrik olarak atomlar aras1 mesafe
veya uzunluk degeridir. Kimyasal olarak bag yapmis olan iki atom icin baga ait (bag
sirast, Wieberg indisi, bag enerjisi vb.) bilgileri veya bag yapmamislar i¢cin mesafe

bilgileridir.

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

aktiviteyi temsil ettigi 6ne siiriiliir.

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

sekildedir.
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Sekil 1.4. Ug Boyutlu Elektron Topolojik Matris.

Sekil 1.4’te goriildiigi gibi her bir molekiilin ETM’i ya da ii¢ boyutlu Elektron
Topolojik Matrisi (3D-ETM) hazirlanir. ETM’nin her biri kdsegen elemanlarina
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(@™a"*) gore simetrik oldugundan sekilde sadece matrisin {ist yarisi gosterilmistir.
Molekiildeki atom sayisi n ise bagimsiz elemanlarin toplam sayisi n(n+1)/2’dir. 3D-
ETM’inde ETM’inin sayist (m) elektronik parametrelerin segimine baglidir. Molekiiliin
elektronik oOzelliklerini tanimlayan atomik yiikler valens aktiviteleri polarize
edilebilirlik ve HOMO-LUMO enerjileri gibi atomik parametreler kdsegen elemanlari
a™ (i=1 2 3...n, ve k=1 2 3....m) olarak segcilir. Kdsegen dis1 elemanlar (a’iki ¢esittir, a.
Eger i ve j birbirine kimyasal bag ile bagl iki komsu atomu gosteriyor ise a”, polarize
edilebilirlik, bag mertebesi ve bag enerjisi (toplam kovalentiyonik) gibi i-j baginin
elektronik parametrelerinden birisi olabilir. b. i ve j birbirine kimyasal bag ile bagh
olmayan atomlar1 gosterir ise, 0 zaman aj/"R;i* atomlar aras1 uzaklig1 gosterir. Boylece

her matris hem elektronik (a;;) hem de geometrik parametreyi (Rj) icerir.

Bir molekiiliin belli bir konformasyonu i¢in geometrik parametrelerin sabit olmasina
karsin elektronik parametreler atomik ve bag parametrelerinin degisik kombinasyonlari
olarak almabilir. Ornegin bag uzunluklari (bag parametresi) ile atomik yiikler (atomik
parametreler) veya atomik polarize edilebilirlik-bag enerjisi  gibi  degisik
kombinasyonlar elektronik parametre olarak alinabilir. Bu kombinasyonlarin her biri bir
ETM’ini olusturur. Elektronik parametre i¢in olusturulan kombinasyonlarin sayisi m ve
incelenen serinin molekiil sayist n ise her bir molekiil i¢in m tane ETM’i ve her bir
kombinasyon igin de n tane ETM’i elde edilir. ETM’i olusturulduktan sonra aktif
bilesiklerin ETM elemanlar1 aktif olmayanlarin ETM elemanlar1 ile tek-tek
karsilastirilarak verilen bir dogruluk derecesinde aktif bilesiklerde olan ancak inaktif

bilesiklerde bulunmayan matris elemanlar1 grubu bulunur

Bu calismalarin ¢ogunlugunda ana hedef, bilesiklerin incelenen bir serisinde aktivitede
rol aldiklar1 zannedilen, diizenlenmis geometride verilen spesifik atomlarin bir grubu
olarak tanimlanan Pha’y1 agiklamaktir. Pha’nin yerini tayin etmek biyoaktivitenin
varligimi veya yoklugunu tanimlayabilme yetenegi demektir. Bu sekilde Pha bir arag
olarak hig¢bir nicel biiyiikliik bildirmeden aktivitenin nitel (evet/hayir) tahmini i¢in bilgi
saglar. Aktivitenin bdyle bir saf nitel dl¢limii pratikte kullanim i¢in etkin olmayabilir.
Mesela, eger Pha mevcutsa fakat aktivite kiiciik ise bilesik deneysel olarak inaktif
olarak siiflandirilir. Pha kavraminin degeri, eger aktivite tahmininin nicel bir 6l¢iisii ile

tanimlanirsa veya en azindan biiyiikliik sirasina dizilirse anlamli bir sekilde artar.
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1.4.13. Levenberg-Marquardt (LM) Algoritmasi; Dogrusal Olmayan En Kiigiik
Kareler (NLLS) Analizi

Levenberg-Marquardt (LM) Algoritmasi, dogrusal olmayan en kiigiik kareler (NLLS)
optimizasyon problemlerini ¢6zmek icin yaygin olarak kullanilmaktadir. Dogrusal
olmayan en kii¢iik kareler, m bilinmeyen argiimanlarin dogrusal olmayan bir modelinde
m molekiillerinin aktivite degerini (m>n) belirlemek i¢cin MCET’de kullanilir.
Oncelikle, L-R arasindaki etkilesimi taklit etmek icin reseptor sahasindaki ayarlanabilir
sabitleri belirleyerek model aktivite degerlerini 6ngordiik. ikincisi, bu &ngdriilen
aktivite degerlerini, reseptor alanindaki etkilesim noktalarin1 3D olarak haritalamak icin
deneysel verilerle karsilastirdik. Modelde NLLS parametreleri olarak kullanilan aktivite
degerleri, etkilesim noktalarini analiz etmek i¢in tahmin edilmelidir. Bunu yapmak igin,
reseptordeki her aktif noktanin ayarlanabilir sabitleri ile serideki ligandlarin karsilik
gelen lokal reaktif atomik tanimlayicilari arasindaki eszamanli etkilesim hesaba

katilmalidir.

QSAR caligmalarinda, modelin karmagikligin1 ve tahmin yetenegini kontrol etmek icin
gereken argiimanlarin sayis1 dikkatle secilmelidir. Genel olarak, bu, dngériilen hata gibi
bir performans Olciisiine bagl olarak capraz dogrulama ile yapilir. LOO-CV, bir¢ok
pratik uygulamada iyi ¢alisir. En az fakat en etkili argiimanlar, ayn1 anda boyut
kiiciiltme ve degisken se¢imi i¢in NLLS hesaplamalarina gore kullanilmistir. Bununla
birlikte, LOO-CV sirasinda parametrelerin belirlenmesindeki karmasiklik, egitim ve test
setindeki molekiillerin farkina baglidir. QSAR modelinde dogruluk olgiitleri, sirasiyla

0,6 ve 0,5’den daha fazla egitim ve test sonuglariyla elde edilir.
1.4.14. MCET Metodu

Y. GUZEL tarafindan yazilan MCET programi, COMFA ve CoMSIA gibi ligandlardaki
atomlarin 3D/4D-QSAR yontemlerinden hizalanmasi ve eslestirilmesi ilkesi tizerinde
calisir. Metodumuzun en Onemli ozelligi, birden fazla konformer arasinda aktif
konformasyon segerek QSAR metodu i¢in dordiincii boyutu kullanmamizdir. Bir ilag
molekiilii, baglar1 koparmadan uzayda atomlar1 farkli konumlarda tutarak farkli
konformerlere sahip olabilir. Konformerler arasinda dinamik bir denge oldugu i¢in, bu

doniisiim her an yapilir. Bu konformasyon arasinda aktif konformasyonun reseptdr ile
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etkilesimi 4D-QSAR ile sonuglanir. Ila¢ tasariminin etkili olabilmesi igin, ilag-reseptdr
kompleksinin aktif konformasyonunu bilmek son derece yararlidir. Bir molekiiliin Pha,
reseptordeki baglanma bolgesinin aktif konformasyonuyla baglantili olarak bir grup
atom konfigiirasyonuyla tanimlanir. Bdyle bir konformasyon her zaman en diisiik enerji
seviyesinde olmayabilir. Calisma molekiiliindeki konformerlerden sablon ile en iyi
sekilde ortiisen reseptor ile etkilesime girmek iizere segilir. Calisilan molekiillerin pek
cok konformerinden desen yapisina gore her bir molekiil arasindan en uygun olani

otomatik olarak programimizda tanimliyoruz.

Biyolojik etkilesimdeki enerji hesaplamalar1 pratikte uzun ve zor bir sorundur. Bu
sorunun ¢oziimiinde molekiiler konformerlerin secilen konformal enerji katkisi ile
reseptor-ligand etkilesiminin enerji katkisi birlikte ele alinmaktadir. Ayni molekiil
icindeki konformerlerin segilen bir konformerde doniistiiriilmesi, enerji alimi veya
verilmesi ile saglanabilir. Konformerin reseptdre baglanma enerjisi, konformerler
arasinda donilislim esnasinda verilmesi gereken enerjiden daha yiiksek olmalidir.
Boylece, bir konformer, molekiildeki diger konformerleri reseptor ile etkilesime

girebilmek icin temsil edebilir.

MCET yontemini bagkalarindan ayiran en 6nemli 6zelliklerden biri, en uygun yapida
tek bir konformerin reseptor ile etkilesime girmesi. Metodumuzun diger bir 6zelligi,
atomik yiik, Fukui indeksi, HOMO/LUMO katsayilarmin yani sira, tarafimizdan
tanitilan Klopman indeksi gibi lokal reaktif tanimlayicilarin1 da kullanabilmesidir.

Bunlar, reseptor ile etkilesen molekiillerin elektronik yapilar1 hakkinda bilgi verir.

Aktif konformasyonda, deneysel olarak spesifik bir aktivite sergiledigi bilinen
bilesiklerin aktivitesine neden olan ortak yapidaki ligand ¢ekirdegi yapist ve bunun
lizerine etki eden yan gruplar ayni anda bulunmustur. Boylece, molekiiliin aktif
konformasyonuyla iliskili molekiiler aktiviteden sorumlu olan bu ii¢ grubun olusturdugu

aktif yapi, ETM*de saglanan ii¢ boyutlu elektronik 6zelliklerle belirlenir.

4D-QSAR uygulamasi sirasinda MCET yontemindeki adimlar sirasiyla asagida

verilmektedir:

a) Referans konformer ETM’ye bagl olarak, olas1 farmakokorlar en az dort

atom kombinasyonu ile tanimlanir,
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b) ETM’leri kullanarak, tiim konformerlerin analog atom gruplari referans
molekiil konformasyonundan diizenlenir,

c) Farmakofor tasiyan konformerlerin ikame edicileri, Pha atomlariyla
hizalanir ve her konformerin yeni Kartezyen koordinatlari olugturmak iizere
st liste bindirilmesi,

d) LOO-CV yontemi kullanarak hesaplanir,

e) Pha’nin aktif konformasyonda belirlenmesi ve gegerliligi, tiim istatistiksel

hesaplamalarda en anlamli sonuca varilir.
1.4.15. Yeni lokal reaktivite tanimlayici: Klopman indeksi

Ik 6nce bolgesel/stereosegici reaksiyonlar: agiklamak icin kullanilan Klopman-Salem
esitligi yeni bir lokal reaktivite tanimlayicit olarak tanitilmis ve ligand-reseptor
etkilesimini géstermek i¢in kullanilmistir [74-75]. Bu nedenle, "Klopman indeks" adini

baska bir lokal reaktif tanimlayicisi olarak verdik.

Esitlik 1.24’te goriildiigii gibi basitlestirilmis “Klopman Indeksi” esitliginde hem
atomik yiilk hem de HOMO/LUMO katsayilar1 birlikte kullanildigindan, kendi i¢indeki

sadece atomik yiik veya katsayilardan olusan tek tip tanimlayicidan daha etkilidir.

Pertilirbasyon teorisi, ligand-reseptorii arasindaki etkilesim noktalarinda kazanilan (AE

<0) veya kaybolan (AE> 0) enerjinin bir ifadesini elde etmek i¢in kullanildi.

AE = QnucQelec 2(cnucCetecB)? (124)

€R Enomo(nuc)—ELumoc(elec)

Ikili sistemde niikleofiller ve elektrofiller olarak ligand ve reseptdr arasindaki etkilesim
icin Esitlik 1.24’{in ilk terimi Coulombic itme veya ¢ekme anlamina gelirken, ikinci
terim sinir orbital terimindeki katkiy1 ifade eder. Qnyc Ve Qelec atomik yiikleri, Cnyc V€ Celec
orbital katsayilarini, atomlar arasindaki R mesafesini, ¢ yerel dielektrik sabiti,

rezonans integrallerini, Enomo/ELumo sinir Gtesi enerji degerlerini temsil eder.

L-R arasindaki etkilesimler, farmakofor yoluyla gerceklestirildiginden, Esitlik 1.24,

yeniden diizenlenir ve etkilesim noktalar1 dikkate alinarak Esitlik 1.25’e doniistiiriliir.
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_ wJ CQnucjQelec,j i 2(Cnuc,jcelec,jﬁj)2
AE = y)_ Gmeileiee) g (1.25)

ERj J=1 Egomomuc)—ELumo(elec)

Ligand ve reseptoriin etkilesimi sirasinda, ligand ve reseptor arasindaki mesafe,
dielektrik sabiti ve reseptor alanindaki pozisyon noktalarinin degerleri her iki terimde de

stirekli olarak verilir ve Kappa (k) ve Ksi (Xi, &) Sirasiyla sabitler olarak 6zetlenebilir.

Varsayim iizerine, reseptor alanindaki etkilesen atomlarin her biri i¢in x (Q igeren) ve &
(C’yi igeren) ayarlanabilir sabitler bilinmemektedir. Bu ayarlanabilir sabitler asagidaki

esitlikler 1.26 ve 1.27 ile ifade edilmektedir.
K =Qelec/eR (1.26)

& =(CetecB)’ (1.27)

Esitlik 1.25, hesaplanacak ayarlanabilir sabitleri (x ve &) igeren Esitlik 1.26 ve Esitlik
1.27 kullanilarak Esitlik 1.28’e doniistiirtiliir.

. *(Cj )2
AE, =Y _ ki +Qy —Y_ &+ 2 Cruen 1.28
n 21_1 j*On 21_1 § Enomo(nucn) ~ELumocelec) ( )
Ligand aktivitesi, ligand ve reseptor (L + R <> L-R) arasindaki reaksiyon esnasinda AE
enerjisi tarafindan kurulan denge miktarinda meydana gelir. Dolayisiyla, aktivite (A)
AE enerjisine orantilidir; A o AE. Esitlik 1.29 ligandin lokal reaktivite
tanimlayicisindan kaynaklanan etkilesim enerjisi yanit degiskenleri olarak alinirken, her

bir ligandin biyolojik aktivitesi bagimli bir degisken olarak kullanilmigtir.
A, = Ay x e AEn/RT (1.29)

Esitlik 1.29°daki Ap sabiti bilinmediginden, seri i¢indeki molekiillerin aktiviteleri
referans molekiile gore hesaplanir. Referans molekiilii i¢in, n = 1 alinmasindan ve
asagidaki Esitlik 1.30, Esitlik 1.29°dan tiiretilir.

e—AEn/RT

An == Alm (130)

Esitlik 1.30, Esitlik 1.31’¢ gore yeniden diizenlenir ve n numarali molekiil (A,),

referansin (A;) aktivitesine gore hesaplanir.
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A, = Aje~(AEn—AE)/RT (1.31)

Burada, Al, n-inci molekiiliin faaliyeti iken Al, 1-inci referans molekiiliiniin faaliyetidir.
Modelin c¢iktisi, ligand tizerindeki atomik tanimlayicilardan ve reseptor alanindaki

ayarlanabilir sabitlerden dogan dogrusal olmayan bir islevdir.

Iyi bir istatistiksel sonug veren bir model bulmak i¢in, gdzlemlenen aktivite degerlerine
gore hesaplanan ayarlanabilir sabitlerin anlamli bir korelasyonunun saglanmasi
gereklidir. Cok kiiciik bir farkla deneysel ve ongoriilen aktivite degerlerinin istatistiksel
sonuglart NLLS yontemi ile hesaplanmistir. Tahmin edilen aktivite degerleri, reseptor
alanindaki tiim pozisyonlarin ayarlanabilir sabitleri ayn1 anda hesaplandiktan sonra

tespit edilebilir.
1.4.16. Reseptor ile ila¢c Molekiiliin Etkilesim Mekanizmasi

Biyolojik aktivite, incelenen molekiil ve reseptdriin etkilesimi ile dogrudan iliskilidir.
Bu etkilesimin mekanizmasi olduk¢a karmasik oldugu gibi biyokimyanmn en zor
problemlerinden birisidir. Reseptorler hakkindaki bilgiler genellikle sinirlidir ve ilag
molekiilleri ile etkilesimleri, metabolizma gibi harici etkilerden dolayr oldukga
karmasiktir. Bu problem, ilag-reseptor etkilesiminin her bir kademesinde degisik
biyolojik yontemlere ve fizikokimyasal metotlara bagvurmakla ¢oziilebilir fakat genel
olarak bu yol ¢ok uzun ve ¢6ziilmesi zordur [76,77]. Diger taraftan bilinen molekiiler
yap1 ve maddelerin biyolojik aktiviteleri iizerine oldukca fazla miktarda deneysel
bilgiler mevcuttur. ilag-reseptdr etkilesiminin biyomekanizmasmi dikkate almadan, bu
probleme aktif ve inaktif bilesikleri deneysel metotlarla tespit ederek aralarindaki
benzerlikleri ve farkliliklar1 agiklayan g¢esitli caligmalar bulunmaktadir. Bu
caligmalardaki bilgilere dayanarak, aktiviteden sorumlu Pha yap1 icin bilesiklerin temel
ozelliklerine karar verilebilir ve biyolojik aktivite i¢in bazi tahmini kurallar

formiillendirilebilir [36].

Kullanilan QSAR metotlarinda problemin en zor kismi, reseptor ile ilag molekiiliiniin
etkilesim mekanizmasini net olarak ortaya koyamamasidir. Bu nedenle, ilag-reseptor
etkilesim mekanizmasi bilinmeyen bir kapali kutu gibi diisiiniilebilir. Sadece bu kapali
kutudaki girdiler ve ¢iktilar analiz edilebilir ve ayrintili olarak karsilastirilabilir. Bu

islemde, ¢iktilar, biyolojik aktivite olarak tanimlanan deneysel olarak belirlenmis
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kantitatif reseptor-ilag molekiilii etkilesimidir. Bu kapali kutu i¢in girdinin kesinligi
daha da azdir. Hakikaten molekiilin hangi tiir ozelliklerinin biyolojik aktivite

formiiliinde kullanilacag belirli degildir [36].

Molekiiliin hangi tiir 6zelliklerinin biyolojik aktivite formiiliinde kullanilacag: belirli
olmadigindan incelenecek girdilerin kesinligi azdir. Bircok QSAR yaklasiminda,
molekiiler modelleme metodu bilgisayar hesaplamalarinda kullanildi (topolojik indisler,
molekiiler grafikler kartezyen koordinatlar atomik yiikler bag mertebesi bag uzunluklar
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 ¢6ziim i¢in molekiiliin etkin konformerleri 4D-QSAR olarak bir arada
kullanilmigtir [76-80]. Bu yiizden parametreleri kimyacilar ge¢mis deneyimlerine
dayanarak dogrudan kullanamazlar ve direkt olarak yeni bilesiklere uygulayamazlar.
Bilgisayar hesaplamalariyla QSAR’da ¢oziim liretmek bu yiizden anlamli ve temel
gereksinimdir. QSAR metotlarinin ana problemi dogru ve yeterli parametreleri bularak

genel ve hassas biyolojik aktivite tahmininde bulunmasindaki zorlugudur[36].
1.4.17. Molekiiler docking

Protein-ligand etkilesimlerinin ana elemanlarindaki baglanma modlarin1 molekiiler
docking yoluyla diisiik enerji skorunun daha iyi bir protein-ligand baglamay1 temsil
ettigini varsayarak aciklamaya yonelik girisimlerde bulunulmustur [81]. Daha 6nceki
QSAR calismalart ile deneylerin yapilmasinin rasyonel ila¢ tasariminda giiglii bir arag
oldugu ve daha giivenilir istatistiksel modellere yol agtigi gosterilmistir. Ila¢ kesfi
zorluklarinin iistesinden gelmek i¢in, molekiiler docking yaklasimi ile QSAR
caligmalar1 kullanilmistir [82]. 4D-QSAR ve molekiiler docking yontemlerini birlestiren
¢ok amagli is akisi birgok calismada agiklanmistir [83]. MCET yontemiyle 4D-QSAR
sonuclari, inhibitorlerin hastalikli bolge tizerindeki L-R etkilesimi mekanizme

aciklamak i¢in molekiiler docking uyumlulugu ile ilgili olarak tartigilmistir [80].



2. BOLUM

YONTEM VE MATERYAL

Tez c¢alismasi sirasinda literatiirden alinan tiyazol [84], 2-Hidroksidiarilamit [85] ve
pirimidin [86] tiirevleri iizerinde sirasiyla asagidaki basamaklar uygulanarak tim

hesaplamalar yapilmis Ve sonuclandirilmistir.

e Spartan’10 programinda literatiirden alinan bilesiklerin ¢izimi gerceklestirilerek

kuantum kimyasal hesaplamalari yapilmistir.

e Kuantum kimyasal sonuglart ETM programi ile Elektron Topolojik Matrisi ve

Kartezyen koordinatlarini olusturulmustur.
e Bilesiklerin egitim ve test setine boliinmesi islemi yapilmistir.

e Ligand-tabanli QSAR  hesaplamalart i¢in ligand-reseptor etkilesimi
hesaplamalari igin MCET programi kullanilarak en iyi korelasyon katsayilari ve

farmakofor gruplart bulunmusgtur.

e FlexX docking programi ile ligand-reseptor arasindaki etkilesimleri ve baglanma

enerjileri bulunmustur.

2.1. Kuantum Kimyasal Hesaplamalarin Yapilmasi

Molekiiler modelleme, tiim teorik ve hesaplamali yontemleri kullanarak molekiillerin
davranigim1 yakin bir sekilde temsil etmeyi veya taklit etmeyi amaclar. Molekiiler
modelleme tekniklerinin ortak 6zelligi, molekiiler sistemlerin atomistik seviye

tanimlamasidir [87].
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Spartan’10 (Wavefunction, Irvine, CA, ABD) ile yapilan molekiiler modelleme
hesaplamalar1 ve optimizasyonunun ara yiizleri Sekil 2.1°de Molekiiler Mekanik, Sekil
2.2 ve Sekil 2.3’de ise Hartree Fock (HF)/ Yogunluk Fonksiyonel Teorisi (DFT-Density
Functional Theory) ile gosterilmistir.

IConformer Distribution LI at IGround LI state

Calculate:

whith IMolecuIarMechanics ;l IMMFF ;I

Maximurm: ‘I_ Conformers Examined: I ||_ Caonfarmers Kept: I

Subject Ta: I_ Constraints I_ Frozen Atoms |7 Syrnmetry Tatal Charge: Im
Compute: | [~ IR T = Wipvis Multiplicity: | Singlet 2
print: | [ Orbitals & Energies r Thermodynanmics ™ wibrational Modes I~ atomic Charges
Optians: I I Converge
Global Calculations |7 Ok | Cancel | Submit |

Sekil 2.1.  "Molekiiler Mekanik" hesaplamalarin yapilmasi i¢in belirlenen kademeleri
gosteren ara yuzey.

IEquiIibrium Geametry LI at IGround LI state
Calculate:
wiith [JRER | [5-316* x| in fwvater ~| | I Pseudopatential
Start From: ICurrent ;I geometry
Subject To: [T constraints ™ Frozen Atoms v Syrnrnetry . -
Total Charge: |Meutral =
Multiplicity: |Singlet =
Compute: | ¥ IR [~ NMR ™ Ui plicity &
Print: | v Crhitals & Energies I Thermodynamics ¥ wibrational Modes v atomic Charges
Cptians: IELCHARGE PRIMTLE%=2 BETABLE=E BOMDORDER MEC Qi8R [ Converge

Global Calculations v Ok | Cance| | Submit

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

Konformerlerin kuantum kimyasal hesaplamalart HF ve DFT yontemi ile yapilmustir.
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- -
# Calculations | 2 i:hl
>
|Equi|ibrium Conformer - | at |Ground - | state
Calculate:
with |Density Fundtional IR TS ~ | in [water -]
Maximum: Confarmers Examined:
Subject To: Constraints Frozen Atoms | Symmetry

Total Charge: Meutral [

Multiplicity:  Singlet 5

Compute: | |¥| IR Raman MMR UV vis 4| QsAR
Print: | Orbitals & Energies Thermodynamics Vibrational Modes /| Charges & Bond Orders
Options: | ELCHARGE PRINTLEV=2 ETABLE=E BONDORDER NEOQ QSAR Converge
Global Caleulations [7] | ok | [ cancel | [ Submit

Sekil 2.3. Spartan’10 programinda DFT-B3LYP 6-31G* hesabinin ara yiizii.

Molekiiler sistemlerin tanimlanmasi igin, atomik karakterler molekiiler modelleme
yontemlerinde ortak bir 6zellik olarak kullanilir. Bir bilesigin konformerlerinden
birbirlerine benzer olanlar, ortak bir yapiya hizalanir ve yiiksek enerjili olanlar, hem
yakin olusum enerjilerine hem de benzer yapilara sahip olan konformerlerden iptal
edilir [80]. Boltzmann dagilimina gore, her bir molekiiliin en diisiik enerjisine sahip bir
bilesik, molekiillerini temsil etmesi i¢in secilmistir, ¢linkii digerlerinden daha fazla

bulunma olasiligina sahiptir.

2.2. Elektron Topolojik Matris (ETM) Program

Her molekiiler konformerin ETM’1, konformerin uzaysal ve atomik tanimlayici sayisal
degerleri ile temsil edildigi matematiksel bir gostergedir. Konformerlerin Spartan
hesaplamalarinda HF ydntemiyle kuantum kimyasal hesaplamalar1 yapildiktan sonra,
atomlarin topolojik, elektronik ve geometrik degerlerini iceren bilgiler bir matris olarak
verilmektedir [88-89]. ETM, benzer molekiilleri yapisal olarak tanimlayarak ve atomik
pozisyonlart kiimeleyerek molekiillerin hizli yapisal karsilagtirmasina izin verir.
Kartezyen koordinat degerleri, hesaplama sirasinda veri kaynagi olarak ETM degerleri
ile birlikte kullanilir. Kuantum kimyasal hesaplamalardan molekiiler modelleme ile elde
edilen sonuglarin her bir molekiiliin konformerinin serilerden biri 6rnek olarak Sekil
2.4’te gosterildigi gibi .txt dosyasi olarak kaydedilmesinden sonra ETM, Sekil 2.5’te ara
yiizii verilen ETM programi (ETMP) ile bu dosyadaki degerlerden olusturulur.



A0l _O1 O=.04,.2017 14104 Tewk Diocurmenk &70 EB
ardl_0z 03.04. 2017 14105 Text Docurent 570 KB
ardl_o03 03.04. 2017 14105 Text Docurent =331 EB
ardl_O4 03,04, 2017 14105 Text Docurnsnt =331 KB
Ar02_0O1 10,04, 2017 15116 Tk Diocurmsnk 2,371 kB
ariz_0z 10.04,2017 191156 Text Docurmesnt Z,303 EBD
ariz_o3 10,04, 2017 19115 Text Documesnt =300 D
ardz_oO4 10,04, 2017 1917 Text Docurmsnt 2,371 KD
Ar0da_Ol 00,04, 2017 1405 Tk Diocurmsnk 2,750 En
| aroa_oz 03,04,2017 1405 Texk Documsnt =700 KD
| ara_oa 03,04, 2017 1407 Text Documsnt =70 ED
| ara_og 03,04, 2017 14:07 Text Documsnt 2,707 ED
| arid_nn 8,04, 2017 1407 Tmzxk Diocumesnk 2,754 £
| ara=s_01 O3, 04,2017 14513 Text Documsnt =05l ER
| ari= 0 L3, 09,2017 14513 Texk Documsnt =00 ER
| ari=_0a CEE, 04, 2017 14;13 Text Document 2,548 EB
| arii=_ L= LS, 0, 201 14515 Tm=t Documsnk 2,518 EB
| ariG_l eSO, 201 7 14:14 Tmxt Documeset 2,550 KE
| arfs_og CEE,04, 2017F 1414 Text Document 2,561 KB
| ars_0E 5,04, 2017 14:15 Text Documant 2,561 EB
| arlS g L5, 0, 20107 1459 Tax=k Diocumsant 561 KB
| Aria_ L1l S, 09,201 7 1416 Text Docurmset =551 KB
| arfa 0z 05,04, 2017 1416 Tk Documsant 2,562 KB
| @r0G 05 05,04, 2017 14016 Tk Documani 2,562 KB
| ArlE g 05,09, 201°7 1431 7 Tl Ciacuimsnl 2,567 EB
| @rlG_0s 05,04, 2017 i4:17 Twm=t Docurmmnt 2,551 KB
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Sekil 2.4. Kuantum kimyasal hesaplamalarindan sonra hazirlanan *.txt dosyalari.

o5 ETM_16 - O X

Molekil aktivite dosyasini olustur | Molekdl aktivite kontrol ve ekleme ] Yazylym Hakky

Alktivite dosyasi

daha énce iblenmip

daha dnce iplenmip
mal1_03ixt molekill daha dnce iplenmip
malZ_01 txt molekill daha dnce iplenmip
mal2_02 txt molekill daha dnce iplenmip
mal2_03 txt molekill daha dnce iplenmip
malZ_04 txt molekild daha dnce iplenmip

Sekil 2.5. Kullanilan Elektron Topolojik Matris Programinin ara yiizii.

Bu matrisin satirlar1 ve siitunlari ayni indeks atomlariyla siralanir. Farkli atomlar
arasmdaki topolojik mesafe, Angstrom gibi kdsegen olmayan bir yerde bulunurken,
ayn1 atomlar arasindaki tanimlayici elektronik degerler ETM olarak kosegen bdlgesinde

verilmistir. Koseden gecen eksene gore sira ve siitunlardaki degerler simetri
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oldugundan, ist veya alt liggen matris kullanilabilir. Matrisin kdsegen olmayan
degerleri, atomlar ve bagin uzunlugu arasindaki mesafe sabit oldugundan, her
konformerin uzamsal yapisinin ayni kalmasi i¢in degismeden kalacaktir. Buna gore,
kosegen degerlerde kullanilan farkli cins tanimlayicisina ragmen, kosegen olmayan
degerler aynidir ve sabittir. Her tanimlayici i¢in ayni diyagonal olmayan degerleri
kullanarak, {i¢ boyutlu matris, matris iki boyutlu olsa da, diyagonal alandaki tanimlayici
tiplerini degistirerek elde edilir. Her bir konformer i¢in, kalan atomlarin ii¢ boyutlu {ist
ticgen matrisi, ETM .txt ve Molekiiler iskeletteki O, N, S gibi fonksiyonel atomlar harig,
basitlik i¢in sadece karbon atomlarina bagli hidrojen atomlart bulunur. Yok sayild.
Daha sonra her bir konformer igin, ti¢ boyutlu {ist tiggen matrisi ETM .txt olarak tutulur
ve Kartezyen koordinatlar x-, y-, z-degerlerini dosyalarda Kartezyen koordinat .txt
olarak tutar. Her zaman ilk ii¢ atomun koordinatlari; (0,0,0), (x, 0,0) ve (0, y, z) "i¢

koordinatin" koordinat degerlerinin kalan koordinatlarinin sdylenebilecegi belirtilmistir.

ki boyutlu ETM’de, diyagonal degerler elektrostatik yiikler ve diyagonal olmayan
degerler, bag uzunlugu veya atomlar arasindaki mesafe ile verilir. Elektrostatik yiik
degerinin yerine farkli kdsegen degerleri kullanilirsa, késegen olmayan degerler sabit
kalirken iki boyutlu yeni bir ETM olusturulur. Her olusan ETM’nin art arda gelmesi ile
tic boyutlu bir matris olusturulur. Capraz olmayan degerler degismeden ve capraz
degerler ayr1 ¢izgiler halinde verildiginde, bu {i¢ boyutlu matrisi gosterildigi gibi iki

boyutta gostermek miimkiindiir.
2.3. Bilesiklerin egitim ve test setine boliinmesi

Bircok c¢alisma grubu daha ongoriilebilir ve giivenilir modeller iiretmek i¢in rasyonel
boliimleme yontemleri gelistirmeyi amaclamistir. Bunlar, Kennard-Stone algoritmasini,
Kohonen kendini diizenleyen haritalari, D-optimal tasarimmi ve kiire dislama
algoritmasinin varyasyonlarini igerir [90-94]. Baslangigta, incelenen bilesiklerin veri
kiimesi yapisal cesitlilik ve farkli aktivite degerleri g6z oniinde bulundurularak egitim
ve test kiimelerine ayrilir. Bu ¢aligmada, ¢oklu egitim ve test setlerinde uygulanmasi
icin MCET te rasyonel yontemlerden bir kiire diglama algoritmasina benzer yeni bir
algoritma hazirlanmistir. En 1yi egitim ve test seti boliimiinii elde etmek i¢in, egitim ve

test setlerinde en yaniltict bilesiklerin belirli bir sayis1 karsilikli olarak degistirilir. En
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yitksek q° ve r? istatistiksel degerlerine sahip model gz 6niine alindiginda, egitim ve

test setindeki bilesikler belirlenir.

Egitim ve test setlerini optimal sekilde bolmek icin, bu calismada gelistirilen algoritma

asagidaki adimlardan olusur:

1.  Baslangicta, her iki bilesik grubunun yapilarinin ve faaliyetlerinin birbirine benzer

oldugu dagilimi segilir.

2.  Egitim setinde en az ve en ¢ok aktif bilesiklerin varligin1 géz 6niinde bulundurun.
Kiimeleme i¢in referans olarak en aktif bes ve en az bes aktif bilesigin atomik

pozisyonlarini alinir. Referans pozisyonlarini kullanarak kiireler olusturulur.

3. Bilesiklerin iist iiste binmesinden sonra tolerans degerini kullanarak kiirelere

karsilik gelen atomlar1 kiimelenir.
4.  LOO-CV kullanarak kiimeler arasinda aktif konumlardan 3D-PhaM’i olusturulur.
5. Test setindeki bilesiklerin aktivitelerini 3D-PhaM kullanarak hesaplanir.

6.  Ongoriilen faaliyetlerde en biiyiik hataya yol acan bilesikler arasinda, hem egitim

hem de test setindeki bilesiklerin (p) sayisini belirtin.

7. P sayr bilesiklerini setler arasinda t-kez degistirerek 4. adima devam edin ve

ardindan dongiiden ¢ikilir.

Kiimedeki pozisyonlarin sayis1 ve bilesimi, kiimelerdeki bilesiklerin ¢esitliliginden
dolay1r degisebilir. Egitim ve test setlerinin gosterilebilirligi, her degisiklikten sonra en

iist diizeye ¢ikarilir ve buna gore 3D-PhaM iiretilir.

2.4. MCET Metodu

MCET programi [76-80] Y GUZEL tarafindan yazilmis, COMFA ve CoMSIA gibi
ligandlardaki atomlarin 3D/4D-QSAR yontemlerinin hizalanmasi ve eslestirilmesi
prensibi iizerinde ¢alismaktadir. Metodumuzun en 6nemli 6zelligi, QSAR metodu i¢in
dordiincii  boyutu ¢oklu konformerlar arasinda aktif konformasyon secerek
kullanmamizdir. Konformerler arasinda dinamik bir denge oldugundan, bu doniisiim her

an yapilir. Aktif konformasyonun bu konformasyon arasindaki reseptor ile etkilesimi
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4D-QSAR ile sonuglanir. Ilag tasarrminin etkili olabilmesi icin ilag reseptdr
kompleksinin aktif konformasyonunu bilmek son derece yararlidir. Bir molekiiliin bir
Pha grubu, reseptordeki baglanma sahasinin aktif konformasyonu ile baglantili bir grup
atomik konfigiirasyon ile tanimlanir. Boyle bir konformasyon her zaman en diisiik
enerji seviyesinde olmayabilir. incelenen molekiil konformerlerinden sablonla en iyi
eslesen bir tanesi, reseptorle diger molekiiler konformerlerle ortak bir yapi olarak

etkilesime girdigi ve bu nedenle se¢ilen konformer oldugu diistiniiliir.

Son zamanlarda, ligand-temelli bir modeli 06ngérmek i¢in ligand-reseptor
etkilesmesinden sorumlu kimyasal ozellikler olarak farkli LRT kullanilmistir [95]
Atomlarin kiimelenmesi LRT tiplerine baghidir. Ligandlarda bagimsiz bir degisken olan
LRT tipi degistigi i¢in, farkl hizalama ve farkl iist iiste binme nedeniyle farkli kiimeler
iceren bir toplama olusacaktir. En 1yi LRT’yi belirleme prosediirii cok 6nemli bir
adimdir. 3D reseptoriiniin baglanma bdolgesinin yapisini daha gergekei bir sekilde
belirleyebilmek icin, LRT tipi iyi secilmelidir. Dolayisiyla, kurulan model gercege
yakin olabilir. Yanlis bir tanimlayic1 kullanilarak iyi bir model olusturulamaz. Daha iyi
bir 3D-PhaM elde etmek i¢in iyi bir LRT seg¢imi gereklidir. Bu nedenle, 3D-PhaM’de

belirtilen pozisyonlar LRT tipine 6zgiidiir.

L-R arasindaki etkilesim noktalarindan kaynaklanan enerji, program arayiiziinde se¢ilen
LRT’nin tiirline ve degerine bagli olarak degisir. Sekil 2.6’da gosterilen MCET
programinin ara yiiziindeki LRT tipi atomlar olarak Mulliken/Natural/Elektrostatik
atom yiikleri, HOMO/LUMO Kkatsayilari, Fukui indeksi ve Klopman indeksi

kullanilmaktadir.
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o5 OSAR_GaussianProcess _ O

Enter Values_A l Look at Results ]

WorkSheet [CAMCET.  |ma Ok
01
ma ] SelectOneCnfrmr_InReptr
Start End Increase Val v
Waliun Walin
P_Fkui CnformrOfL eastEnergy
DiaPha: 0.0 060 010 Toleni pai
) Moled|_index r
NiaPha: [o30 |0.90 [0.10 Homo
Lumo MaxPha o 100
be studied
Padal Tolerance Value of
S 0.80 160 0.40 distance for positions
NumberOf FPha for Excel
I
Number_ Pha ’D_
enkck_inact: 0.516 _forBxcel
. . G_PROCESS -
esikDeger:  |0.515 J
Pha % kbl |90
rastgeleAdet 4
START
degisenAdet 2 4

Sekil 2.6. 4D-QSAR hesaplamalari i¢in kullanilan MCET programinin ara yiizi.

Etkilesim enerjisi, etkilesim noktalarindaki pozitif/negatif (artan/azalan aktivite)
katkilarin toplamidir. Reseptoriin  3D-PhaM’i, ligandlarin LRT degerlerine gore
belirlenen parametrelerle ortaya c¢ikar [80]. Biyolojik aktivite ile bilesiklerin

fizikokimyasal  Ozellikler1 arasindaki iligkinin  genellikle dogrusal olmadigi
bilinmektedir [98].

MCET ’te isletilen algoritmanin adimlar1 asagidaki gibi 6zetlenmistir:

a) En basit, en aktif ve en uygun pozisyona sahip olan konfrmer, sablon molekiil
olarak secilmistir, ¢iinkii reseptorle en uyumlu olanlardan biri olarak kabul

edilir.

b) Icinde en az bir fonksiyon atomunun bulundugu 3, 4, 5 veya 6 atomdan olusan
kombinasyonlardan olusan gruplar, aktif yapilarin baslangic veya ¢ekirdek yap1

olarak kabul edilir.

c) En az bir aktif molekiil konformeri bu ¢ekirdek yapiyr igermelidir. Bu,
formiildeki atomlarin tanimlayict degerleri ve uzaydaki koordinat degerleri
tarafindan verilen tolerans ile belirlenir. Buna gore, molekiil sayisindan

minimum ¢ekirdek yap1 sayisina kadar siralanir.
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f)

9)

h)
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Cekirdek yapinin belirli bir sayisinin  (200’e kadar) baslangic oldugu
diisiiniilmektedir. Her deneme sirasinda, ¢ekirdek yapidaki ilk ii¢ atomun
koordinat degerleri, sirastyla yonlenmis atomlarin Kartezyen koordinatlari (0, O,

0) 1,(0,0,2z)2ve (0,y, z) 3 degismistir.

Cekirdek yapiya uygulanan uzamsal geometrik toleranstan biraz daha biiyiik bir
tolerans  kullanilarak,  yoOnlendirilmis  atomlarn  tim  molekiillerin
konformerlerinde pozisyonlar1 sablon konformerinin atomik pozisyonlari ile {ist
iiste getirilir. Hem c¢ekirdek yapt hem de uzamsal konumlar i¢in kullanilan
toleranslar belirli artislarla degismektedir, boylece iist liste Ortiisen tiim
molekiillerin uygunlugu kontrol edilmektedir. Optimum tolerans degeri en iyi

ortiisme ile belirlenir.

Sablon konformerdeki atomlarla eslesen en fazla sayida atom bulunan

konformer, molekiiliindeki diger konformerleri temsil edecek sekilde segilir.

Referans pozisyonlar en az ve ¢ok aktif molekiil atomlarindan alinmistir. Bu
pozisyonlarda, atomlar1 iceren segilen konformerlerin molekiilleri ve atomlari

kiimelenir.

Uzayin pozisyonlarinda, atomlarin tanimlayict degerleri hesaplanir. Kullanilan
tanimlayict  degerleri; dogal yiik, Mulliken yiikii, elektrostatik ylik,
HOMO/LUMO orbital katsayilari, Fukui indeksi (fi, niikleofilik ve f,
elektrofilik fonksiyonlar) Klopman indeksini sonlandirir. Burada, Klopman
indeksi, (Natural, Mulliken veya elektrostatik yiik, atom yiikii olarak kullanilir,
ligandin HOMO’su ve reseptoriin LUMO’su, 6n yoriinge olarak veya tam tersi)
secilir. Elektrostatik yiik/HOMO 6rnek verilebilir. Calismamizda, literatiire ilk
kez ligand-reseptor etkilesimlerinde sundugumuz Klopman indeksinden elde
edilen daha iyi sonuglar nedeniyle bu ¢alismada Klopman indeksi kullanilmistir.
Klopman’in indeksleri yalnizca atom yiikiine degil ayn1 zamanda siir
yorlingesindeki katsayilarin etkilesimine dahil oldugu i¢in daha gergek¢i bir

analiz yapilabilir.

Etkilesim noktalar1 olabilecek pozisyonlar GA ile belirlenir. Bu algoritma ile

tartisilan ¢ekirdek yapilara yeni pozisyonlar eklenerek model olgunlastirilmistir.
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Modelin konumuna yeni bir pozisyon eklenip eklenemeyecegi, istatistiksel
degerde Onemli bir artigla belirlenir. Elde edilen modeldeki pozisyonlar,
cekirdek yapilar da dahil olmak iizere ligandlarin siiperpozisyonunu gosterir,
ancak reseptoriin farmakofor yapisint bu pozisyonlarin negatif bir goriintiisii
olarak ortaya koyar. Siiperpozisyondaki c¢ekirdek yapi, her bir molekiiliin
reseptorle etkilesime girdigi ortak bir yapi olustururken, kalan yonlendirilmis
atomlar arttirici veya azaltict aktivite olarak islev goriir. Her molekiiliin, o
konumdaki atomik tanimlayici degerine gore aktiviteyi arttirmasi veya azaltmasi

belirlenir.

Molekiillerin ¢ekirdek yapilarini hizalayarak, reseptore gore ayni mekansal
duruma yerlestirilirler, karsilik gelen konformerin atomlarinin en fazla sayida
sablonla eglestirilmesi, sablonlar arasinda konformer olarak en uygun

pozisyonda olanin segimine yardimei olur.

Ust iiste binmis atom kiimeleri arasindaki etkilesimde yer alan kisiler iist {iste
binmeye neden olabilir ve modelin bagimsiz degiskenleri olabilir. QSAR
arastirmalarinda kullanilan hizalama, iist {iste binme ve ist {iste koyma terimleri,

birbirlerinin yerine kullanilmalarina ragmen MCET te ayr1 ayr1 ifade edilir.

Modellere yeni bir konum eklemek, PLS 6lc¢limleriyle en iyi istatistiksel sonucu
elde eden biri tarafindan belirlenir. PLS hesaplamalari, NLLS olarak kabul
edilir, ¢iinkii ligand reseptor farmakofor yapisindan kaynaklanan etkilesim
enerjisi, dogrusal olmayan esitlikte bir model olarak kullanilir. Y6nlendirilmis
atom kiimelerinin her ¢ekirdek yapr ve NLLS hesaplamalar1 i¢in, en uygun
tolerans degerleri icin en iyi istatistiksel sonucglar elde edilir. Her g¢ekirdek
yapinin kiimelenmesi sirasindaki tolerans degerleri ve etrafindaki atomlar1 ve
atomlar1 tasiyan molekiillerin, miimkiin olan limit minimumdan maksimuma
derecelendirilir. NLLS hesaplamalar1 Levenberg-Marquardt algoritmasi

kullanilarak yapilir.

m) Molekiiller Gaussian prosesi tarafindan belirlenen egitim ve test olarak ikiye

ayrilir. Bu islem, test setindeki molekiillerin egitim setindeki molekiillerle en 1yi
sekilde temsil edilmesini saglar. Bunu yapabilmek i¢in her iki kiimedeki

molekiillerin bagimsiz degiskenleri arasinda bir anlasmaya varilmasi gerekir.
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Gauss prosesini igeren bir makine Ogrenme algoritmasi, egitim verilerinden
yararlanarak test setinde goriinmeyen bir noktanin degerini tahmin etmek igin
noktalar arasindaki benzerligi kullanir. Her bir molekiiliin aktivitesi, egitim
setinde LOO-CV kullanilarak 6nerilen modelle q° degerlerine gére dogrulanir.
Dislanan test setindeki molekiillerin aktiviteleri ayn1 model kullanilarak tahmin

edilir.

Sonug¢ olarak, MCET yonteminde islenen adimlar; kalip konformeri se¢imi,
cekirdek yapilarin hizalanmasi ve etrafina bindirilmis atomlardan molekiiler
konformer sec¢imi, molekiillerin kiimelenmesi, GP’e gore egitim ve test setlerinin
ayrilmasi, GA ile modelin onlenmesi ve siliperpozisyonun siiperpozisyonu -lineer

esitlik, LOO-CV’de PLS kullanarak g° ve r* degerlerini belirlenmesidir.

Biyolojik etkilesimdeki enerji hesaplamalar1 pratikte uzun ve zor bir sorudur. Bu
sorunu ¢Ozmek icin, reseptor-ligand etkilesiminin enerji katkist ve molekiiler
konformerlerin segilen konformal enerji katkist birlikte ele alinir. Ayni1 molekiildeki
konformerlerin secilen bir konformerde doniisiimii, enerji alim1 veya uygulamasi ile
saglanabilir. Konformerlerin reseptdr baglama enerjisi, konformerler arasinda
doniisiim sirasinda daha yiiksek olmalidir. Dolayisiyla, bir konformer, reseptorle
etkilesime girmek i¢in molekiil i¢indeki diger konformerleri temsil edebilir. MCET
yontemini digerlerinden ayiran en énemli 6zelliklerden biri, tek bir konformerin en
uygun yapidaki reseptor ile etkilesimidir. Yontemimizin bir bagka 6zelligi de, atom
yikii, Fukui indeksi ve HOMO/LUMO Kkatsayilarinin yani sira sizin tarafinizdan
tanitilan Klopman indeksi gibi lokal reaktif tanimlayicilarini kullanabilmesidir.
Bunlar, reseptorle etkilesime giren molekiillerin elektronik yapilari hakkinda bilgi

saglar.
2.4.1. En Kiiciik Kareler (PLS) Yontemi

4D-QSAR modellerinin tiiretilmesinde kullanilan kismi en kiiciik kareler istatistiksel
yontemi, orijinal degiskenlerin kiiclik bir lineer kombinasyon kiimesi ile degistirildigi
coklu regresyon analizinin bir uzantisidir. Bu ¢aligmada, c¢apraz gegerlilik katsayisi q2
kullanilarak optimal bilesenlerin sayisini belirlemek icin LOO-CV PLS ydntemi

kullanilmistir.  Cesitli modellerin dis dogrulamasi, bes molekiillii bir test seti
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kullanilarak gergeklestirildi. Son analiz (¢apraz onaylanmis analiz), korelasyon
katsayisini (r2) elde etmek i¢in ¢apraz dogrulama analizinden elde edilen optimum
bilesen sayis1 kullanilarak yapildi. q2 degeri modelin i¢ Ongoriilebilirligini belirler, r?
degeri modelin i¢ tutarliligim degerlendirir. Boylece en iyi QSAR modeli, q° ve r°

degerlerine gore se¢ildi.
2.4.2. Klopman Indeksi

Iki ayr1 (A ve B) molekiil arasindaki c, ve cp agirlik katsayist kullanilarak wa ve yg
orbitallerin lineer kombinasyonlarindan yeni bir molekiiler orbital ywag olusur. Basit bir
Lewis asit-baz (A+B—>AB) reaksiyonu igin, Klopman ve Jensen pertiirbasyon
Molekiiler Orbital (MO) teorisi ve dalga fonksiyonunda, yag’nin nasil hesaplanacagi

Esitlik 2.1°de gosterilmistir.
lpAB = CAIPA + CBIPB (21)

Klopman-Salem esitligine gore, iki ayr1 bilesigin karsilik gelen atomlar elektrostatik
etkilesim ve kovalent baglarla, ayr1 ayr1 veya her ikisi ile etkilesime girdiginde enerji

kazanci (veya kaybi) hesaplanabilir [74, 99]. Esitlik 2.2°nin detayli formu asagida

verilmistir;

AE = i (da + G5)BanSab + i (g;f:) + oz“: ufc. - i ufa Z(Z{IEA’bEEf i”;;:wﬂab) "2
acAbeB a€AbeR T€A S€B  seB reA

AveB : Etkilesime giren molekiiller

J : Iki molekiil arasindaki toplam etkilesim noktalarinin sayist

Oa : A molekiiliindeki j.nci etkilesim noktasinda (j =1, 2, 3...J) yer alan a;

atomik orbitalinin elektron popiilasyonu

BveS : Rezonans ve ¢akigma integralleri

Qa - ki atomundaki toplam yiik

€ : Lokal dielektrik sabiti

Rab . ki ve |j atomlar1 arasindaki mesafe
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Cra : r molekiiler orbitalindeki a; atomik orbitalinin katsayisi
E, : r molekiiler orbitalinin enerjisi

Burada, iki molekiil (A ve B) arasindaki n-adet etkilesim noktalarin1 dikkate almak igin;

n, A ve B terimleri Esitlik 2.2’ye tarafimizdan eklenmistir.

Elektrofiller, niikleofillerle yumusaklik veya sertlikteki benzerliklere gore kovalent veya

elektrostatik baglanmayi tercih eder ve daha hizli reaksiyona girerler [100].

Esitlik 2.3’teki ilk terimin kapali kabuk itmeden dolayr bu terim basitlik i¢in ihmal
edilecektir. Esitlik 2.3’teki basitlestirilmis Klopman indeksi iyonik bag, bag yapmayan
ve hidrojen bag kuvvetlerinden olusan Coulomb ve sinir orbital etkilesimlerinin ayni
anda kullanildig1 bir tanimlayicidir. Sadece elektrostatik ve kovalent etkilesimi hesaba

katarak ikinci ve ti¢iincii terimlerden olusan Esitlik 2.3 asagida verilmistir;

n i . . p )
AE = Z(%) _22 : (Cnyc,ielect,iPi) (23)
1 i

I EHoMo (nuc) ELUMO (elec)

A-B molekiilleri (veya ligand-reseptor) arasindaki bir etkilesim icin; Esitlik 3’iin ilk
teriminde, A (niikleofil) ve B (elektrofil) molekiillerinin i-atomlar1 arasindaki mesafe
(R) ve dielektrik sabitiyle (g) kismi yiiklerin (Qnuc Ve Qelect) etkilesiminden kaynaklanan
elektrostatik enerjiye yol acarken ikinci teriminde; A i¢indeki dolu orbital (niikleofil) ve
B’deki bos orbital (elektrofil) tizerindeki i’nci atomlarin katsayilari (c;) ve bu atomlar
arasindaki rezonans integraller () nedeniyle kovalent bir enerjiye yol acar. Elektron
verici molekiil B’deki i’nci atom (niikleofil veya baz) ve elektron alict molekiil A’daki
I’nci atom (elektrofil veya asit) arasinda bir etkilesim meydana gelirse, enerji degisimi
Esitlik 3’te iki terimin toplami olarak verilir. iki molekiilden birbirine enerji olarak
yakin olan birinin HOMO’su ile digerinin LUMO’su arasindaki etkilesim enerjisi o
kadar buiyiiktiir ki; diger dolu-bos orbitaller arasindaki etkilesim enerjisi ihmal edilebilir
ve yukaridaki esitligi, bir niikleofilin HOMO’sunu ve bir elektrofilin LUMO’sunu
kullanarak basitlestirebiliriz. Bu sadelestirilmis son esitlikte, iki ayr1 tipdeki (hem
elektrostatik hem de kovalent) etkilesiminin ayr1 ayri oldugunu ima etmiyoruz, aksine,
her iki tip etkilesiminin de ayni1 anda olabilecegini sOyliiyoruz. Esitlik 2.3 ile kimyasal
reaksiyonlarin mekanizmast kimyasal reaktivitenin hem elektrostatik hem de sinir

orbital katkilariyla agik ve kolay hale gelmistir [74, 99]. Benzer sekilde, Pearson’in Sert
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Yumusak Asit Bazlar (Hard Soft Acid Base-HSAB) teorisi de yiik ve katsayi
etkilesimlerine  dayanmaktadir  [101]. Klopman’in  molekiiler = komplekslere
yaklasimindaki son orneklerde; komplekslerin baglanma enerjileri [102] ve Lewis
asit/baz kimyasal reaksiyonunda H-akisi ile yiik transfer enerjilerinin hesaplanmasi,
uygun bir ortiisme olup olmamasina bagl olarak vurgulanmistir [103-104]. Biyolojik
sistemlerde hidrojen baglanmasi ile ortaya ¢ikan birgok kimyasal etkilesimde, Lewis
asitleri/bazlar1 hidrojen donérleri ve akseptorleri olarak gorev yapar [105-107]. Hidrojen
baglarinin kismen kovalent ve kismen iyonik (veya polar) oldugu bilinmektedir. Bir
proton Lewis asidinin iki Lewis bazinda tutulmasiyla olusturulan hidrojen bag1 i¢in, her
iki bilesigin HOMO’lar1 ve LUMO’lar1 arasinda (Lewis bazi proton-Lewis bazi) modeli
ortaya ¢ikar [108-109].

Asit/Baz veya Elektrofil/Niikleofil etkilesimleri, HSAB teorisi ile aciklanabilir ve bu ii¢
etkilesim asagidaki gibi tarihsel bir siirece sahiptir; a) asit-baz reaksiyonlari; b)
niikleofilik-elektrofilik etkilesimler; c) stereo- [110-111] ve regio- [112] segici
reaksiyonlar1 siir orbitallerine gore yer alir [113-114]. Bunlarin hepsini basit bir

sekilde Esitlik 2.3 ile i¢erebilen Klopman indeksini kullanarak agiklamak miimkiindiir.

Esitlik 2.3’te gosterildigi gibi, ligand ve reseptérden birinin HOMO ve digerinin LUMO
sinir orbitalleri arasindaki etkilesim enerjisi 6ne ¢ikmasina ragmen bu orbitaller
arasindaki enerji farki biiyiikk oldugunda, ilk terime bagl olarak, sert asit-baz ile yiik
kontrollii kii¢lik oldugunda, ikinci terime bagli olarak, sinir orbitalinde katsay1 kontrollii
yumusak asit-baz etkilesimi vardir. Aslinda bu iki etkilesim ayr1 ayr1 degil birlikte ele
almarak genellestirilmistir. Buna gore basitlestirilmis Klopman Indeksi, elektrostatik,
kovalent ve hidrojen bagmi tasidigindan, bu LRT’nin daha ger¢ekei, dogru ve genel

oldugu aciktir.

Ligand ve reseptoriin etkilesimi sirasinda, ligand ile reseptor arasindaki mesafe,
dielektrik sabiti ve reseptor alanindaki pozisyon noktalarinin « ve & degerleri sirasiyla

her iki terimde siirekli olarak verilmistir ve sabit olarak toplanabilir.

Modelin g¢iktis1, ligand iizerindeki atom tanimlayicilardan ve reseptdr alanindaki
ayarlanabilir sabitlerden kaynaklanan dogrusal olmayan bir fonksiyondur. Iyi bir
istatistiksel sonu¢ veren bir model bulmak i¢in, gézlemlenen aktivite degerlerine gore

hesaplanan diizeltilmis sabitlerin anlamli bir korelasyonu saglanmalidir. Deneysel ve
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ongoriilen verimlilik degerlerinin istatistiksel sonuglart NLLS yontemiyle hesaplandi.
Alic1 alandaki tiim pozisyonlarin ayarlanabilir sabitleri ayn1 anda hesaplandiktan sonra

tahmini aktivite degerleri belirlenebilir.
2.5. Molekiiler Docking

Molekiiler docking 1960’lardaki baslangicindan bu yana, fizik, kimya, bilisim
teknolojisi, biyokimya ve bilgisayarlardaki muazzam gelismelerin yani sira docking,
sadece ilag tasariminda degil, protein-protein etkilesimlerinde ve nanomalzemelerin
davraniglarinda da giiglii ve ¢cok dnemli bir teknik haline geldi. Bilgisayar destekli ilag
tasariminin mevcut alani, kiigiik molekiilleri makro proteinlere, 6zellikle de protein
hedeflerine yerlestirmek i¢in kullanilan teknolojilere hakim olmakta ve kullanimi yildan
yila artmaktadir. Modern CADD’da, yapiya dayali ilag tasarimi 6nemlidir [84, 115-117]
ve ¢ogu biiylik ila¢ sirketi bu departmana sahiptir. Birgok ticari ilag dogrudan CADD
yonteminden tasarlanmistir [118]. Kuskusuz, molekiiler docking teknikleri kimyasal
bilesiklerin anlagilmasi i¢in ¢ok dnemli bilimsel gelismelerdir, 6zellikle de en iyi ii¢
bilim insam1 kimyada 2013 Nobel Odiilii’nii kazandigindan beri daha da dikkati
cekmektedir [119].

Orjjinal molekiiler docking kavrami rasyonel ilag tasariminin “kilit ve anahtar”
kavramindan gelir, ancak ‘“anahtart” (ligand) “kilidi” (reseptdr proteini) igine
yerlestirmek i¢in kullanilan kesin algoritmalar kullanilan docking programlari arasinda

farklilik gostermektedir [119].

Molekiiler docking yontemi, kiigiik molekiillerin bir hedef proteinin baglanma
alanindaki davraniglarin1 arastirmaktadir. X-1s1mn1 kristalografisi kullanilarak deneysel
olarak daha fazla protein yapis1 belirlendiginden, molekiiler docking ilag

kesfedilmesinde bir arag olarak giderek daha fazla kullanilmaktadir [120].

Tez calismam sirasinda 3 tane tiirev seti i¢in de, molekiiler docking hesaplamalari
FlexX docking programi [121-122] kullanilarak yapilmistir. Molekiiler docking

hesaplamalarinda sirastyla asagidaki islemler uygulanmaistir:

1. Molekiiler docking kullanilacak ligandlarin tiimii Spartan’10 programinda ¢izildi

ve en aza indirildi. En diisiik enerji uygunlugu arastirilacak ligand olarak segildi.
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2. Her bir tiirevin inhibe eden enzimler protein veri bankasindan sec¢ilmistir

(https://www.rcsb.org).

3. Reseptorler FlexX docking programinda hazirladiktan sonra, ligand yerlestirilir

ve ardindan su molekiilleri ¢ikrilmistir.

4. Baglanma bolgeleri ve baglanma enerjileri ligand-reseptér kompleksindeki

etkilesime gore gerceklesmistir.
2.5.1. FlexX Docking Program

FlexX tarafindan baglanma, yalnizca ligand ile reseptor arasindaki kovalent bag elle
belirtilmisse yonetilebilir. Ligand yap1 giris dosyasi, alict taraftaki kovalent baga en
yakin iki atomu igererek genisletilir. Ilk docking, bu atomlar1 reseptdr yapisindaki
konumlariyla {ist tiste bindirerek gerceklestirilir. Normal artimli ingaat algoritmasi, son

yerlestirmeye yol agar [122].
e Artan yap1 tabanli docking programidir.
e Esnek ligand kullanilir.
e Protein yapisi toplulugu sayesinde protein esnekligi bulunmaktadir..
e BioSolvelT tarafindan saglanmistir [122].
2.5.1.1. Baglanma serbest enerjisinin tahmini (AG)

Molekiiler docking sonuclarinin siralanmasi, Bohm tarafindan gelistirilen puanlama

fonksiyonunun bir modifikasyonu ile yapilir [121,123].

AG = AGy + AGrop X Nyoy (2.4)
+ AGhb Znétral H—baglarlf(AR' AO{) (2-5)
+ AGiyon Ziyonik etkilesim f(AR» Aa) (26)

+ AGaro Zaro .etkilesimf(AR' AO() (2-7)
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+ AGyipo Liiporitite der. f * (AR) (2.8)

Fonksiyonun ilk iki terimi Esitlik 2.4’te sabit bir zemin terimi (AGgp) ve doner baglarin
engellenmesinden dolay1 ligand baglanmasi sirasinda entropi kaybini hesaba katan bir
terimdir (AGyot). 2.5-2.7 arasindaki esitliklerdeki terimler tiim ikili etkilesimlerin
toplamlaridir. Hesaplama fonksiyonunun son kismi (2.8), hidrofobik temaslar olan ve
yakin temasi engelleyen (¢arpigsmalar) olan protein ve ligand arasindaki atom-atom
temaslarini derecelendirmektedir. F, f * islevleri uzaklik ve agili bagimli sapmalardir

[121, 123].
2.5.1.2. FlexX’in Genel Docking Algoritmasi

FlexX’teki kenetlenme algoritmasi, li¢ asamadan olusan artimli bir ingaat stratejisine

dayanir [122]:

(1) Baz se¢imi. docking algoritmasinin ilk asamasi, ligandin bagli bir kisminin, baz

kisminin se¢ilmesidir.

(2) Taban yerlesimi. Ikinci asamada, baz fragmenti ligandin geri kalanindan bagimsiz

olarak aktif bolgeye yerlestirilir.

(3) Karmasik yapi. Yapim asamasi olarak adlandirilan son asamada, ligand, taban

fragmentinin farkli yerlesimlerinden baslayarak artan bir sekilde yapilir.

Gegerli FlexX siirimiinde, temel secim etkilesimli olarak gergeklestirilir. Dockinge
algoritmasi, taban par¢asinin se¢imine oldukca duyarlidir. Reseptdrle agikca baskin bir
yonelime sahip olmayan bir ligandin bir kismi segilirse, docking algoritmasi agikca

dogru baglama modunu tahmin etmede problemlere sahiptir [122].

Baz fragmenti yerlestirmek i¢in kullanilan algoritmada kullanilan yontemin sadece kisa
bir Ozeti verilmistir [121]. Baz docking algoritmasinin amaci, aktif bolgedeki baz
fragmentlerinin pozisyonlarini1 bulmaktir; dyle ki, fragman ve protein arasinda yeterli
sayida olumlu etkilesimler eszamanli olarak gerceklesebilir. Bu problem, bilgisayar
goriisii ve Oriintli tanima alanindaki problemlerle ilgilidir. Bu alandaki bir problem,
fotografik sahnedeki bir nesneyi tespit etmektir. Burada, nesnenin ¢ogu noktasinin

sahnedeki noktalara eslenebilmesi i¢in sahnedeki nesnenin bir “konumunu”
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tanimlamamiz gerekir. Fisher ve arkadaglar1 ile Kuntz ve arkadaslarinin geometrik
docking yaklasimina, geometrik karma olarak adlandirilan bir bilgisayarli gorme
teknigini basariyla uygulamiglardir [124-125]. Bilgisayar goriisiinden kenetlenme
problemine adapte ettigimiz algoritmaya poz kiimeleme denir [126-127]. Burada

algoritmanin uyarlanmig versiyonunu tarif edilmistir [121].



3. BOLUM

BULGULAR

3.1. Bilesik Serilerinin Secimi

Bu tez calismasi kapsaminda tiyazol [84], 2-hidoksidiarilamit [85] ve pirimidin [86]
olmak tizere 3 seri lizerinde calisilmistir. Calismada kullanilan yapisal ve deneysel
veriler literatiirden alimmustir ve ilgili bilesik serileri i¢in kuantum kimyasal ve
konformasyonel analiz hesaplamalar1 yapilmistir. Tablo 3.1 ve 3.6 ve 3.11’de bilesik
serilerine ait temel iskeletler, bagh siibstitiientler ve deneysel aktivite degerleri yer

almaktadir.
3.1.1. Tiyazol Tiirevleri

Tiyazol, bir azot ve bir kiikiirt atomu bulunduran begli halka yapisina sahip heterosiklik
bilesiklerin ortak adidir. Tiyamin (B1 vitamini), basitrasin ve penisilinler gibi biyolojik
aktif tabii bilesiklerin yani sira sentez yoluyla elde edilen bir¢ok ila¢ aktif maddesi,
boya ve sanayide kullanilan bazi kimyasal maddeler tiyazol halkasi ihtiva eder.
Tiyazoller baz1 organizmalarda da bulunurlar [128]. Ornegin, bir feromon bilesigi olan
2-sec-butil-4,5-dihidrotiyazol erkek fare, Mus musculus, idrarindan izole edilmistir.
Dikkate deger bir bagka erkek fare feromonu da 2-isopropil-4,5- dihidrotiyazol’dur
[129].

(7

N

Sekil 3.1. Tiyazol bilesigi
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Habis tiimorler yalmizca bulunduklari doku ve organa zarar vermekle kalmazlar,
yakinlarindaki organ ve dokulara da yayilabilir ve zarar verebilirler. Ayrica kanserli
hiicreler bulunduklar1 bolgelerden kan ya da lenf damarlar1 yoluyla bedenin bagka
bolgelerine tasmabilir, orada yerlesebilir. Iste kanserli hiicrelerin bulunduklar1 doku
disinda dogrudan ya da kan-lenf damarlariyla bagka bolgelere sicramalarina "metastaz"
(yayilma) denir. Metastatik kanserler, gercek kanser vakalarindan sonra sik¢a goriiliir.
Timor alindiktan sonra, ameliyatta gozden kagan tek bir hiicre diisiik ihtimalle de olsa
metastaz baglatabilir. Genellikle, adrenal bezlerde, karacigerde, beyin ve kemiklerde
metastatik tiimorler sikga goriiliir. Metastatik tiimor, genellikle gergek tiimore bagli
olarak belli bir organ/organ grubunda ortaya ¢ikar. Ornegin, prostat kanseri genellikle
kemiklere metastaz yaparken; girtlak kanseri kadinlarda yumurtalik kanserine
dontigebilir. Bu durum ilk defa Stephen Paget tarafindan 1889°da bulunmus ve "Seed
and Soil" teorisi adin1 almistir. Bu teorinin temelinde, kanser hiicresinin dolagim sistemi
icinde uzun silire sag kalamamasi ve ancak ilk olustugu dokuya benzer bir dokuda
cogalabilmesi yatar. Kanser hiicrelerinin bagli oldugu tiimoérden ayrilmasi bir bakima
molekiiler bir "zincirlerini koparma" reaksiyonudur. Tiim saglikli ve kansere doniismiis
hiicreler birbirine hiicre-dis1 ag1 proteinleri (Extra Cellular Matrix -ECM) ile sikica
baghdir [130]. Metastatik hiicreler bu bagi bir sekilde kirarak ayrilmayi basarirlar.
Metastatik hiicreler diger gercek kanserler gibi, gelisirken kendi altyapilarini hazirlarlar.
Bu baglamda, tiimor etrafinda kan damarlar1 olusumunu baslatarak biiyiime icin gerekli
besini saglarlar. Bu damar olusturma islemi angiyojen (angiogenesis) olarak adlandirilir.
Kanser arastirmalarinda bu kavram {izerinde oldukca yogun caligmalar bulunmaktadir.
Angiyojen indirgeme (angiogenesis inhibition) ad1 verilen teknikte, bu damar olusumu

engellenerek, timoriin besinsiz kalmas1 amaglanmaktadir [130].

Benzotiyazol halkasi, yararli biyolojik aktiviteleri olan gesitli deniz veya karasal dogal
bilesiklerde bulunur [131-134]. Tiyazol, dogada onemli bir rol oynayan onemli bir
bilesik tiiriidiir ve tibbi kimya alaninda genis uygulamalara sahip bir kiikiirt atomu icerir
[135-136]. Farkli siibstitiie edilmis tiyazol kisimlari iceren antitiimér analoglart,
biyolojik aktivitelerinde dnemli bir rol oynar [137]. Metastaz kanser hastalarinda 6nde
gelen Olim nedenidir: Primer tiimorlerin yaklasik % 90’1 hastaliin metastatik

yayilimina baglanir [138-140]. Metastaz, kanser hiicresi motilitesi, intravenéz dolasim,
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dolagim gecisi ve sagkalim, yeni bir bolgeye ekstravazasyon ve biiylimeyi igeren ¢ok

sayida asamali karmasik bir siirectir.

TGF-inv, invazyon, anjiyogenez ve metastaz indiiklemek ve immiin siirveyansi inhibe
etmek i¢in kullanilir. TGF-B’nin tiimor baskilayici ve pro-onkojenik faktor olarak ikili
rolii nedeniyle, TGF-f sinyal yolunun iiyeleri, kanser dnleme ve tedavisinin yani sira
ilerleyici tiimor-kemozis ve metastaz igin Ongoriicii biyobelirtegler i¢in molekiiler
hedefler olarak disiiniilmektedir [141]. TGF-B’nin, keratinositler, gogiis kanseri
hiicreleri ve kolon hiicreleri dahil olmak iizere birgok farkli epitelyal hiicre ¢izgisinde
TGF-B’nin  bir otokrin negatif biiylime diizenleyicisi olarak rol oynayabildigi
gosterildiginde, timor progresyonu inhibitorii olarak hareket edebilecegi hipotezi 6ne
stiriilmiistiir [142,143]. TGF-p ekspresyonunun anti-sens inhibisyonu, fare ksenogreft
modellerinde insan kolon adenokarsinomlarinin olusumunu ve biiylimesini

indiikklemektedir [144].

Fascin proteini, tiimoriin ilerlemesi, invazyonu, metastazi ve hastaligin ilerlemesi ile
ilgili baglantilidir [145-149]. Son zamanlarda fascin kanser metastazi tedavisi i¢in yeni
bir terapotik hedef olarak ortaya cikmustir [150-152]. Onceki calismalarda fascinin
biyolojik aktivitelerine bakilarak gog¢, invazyon ve kanserin yayilimini inhibe ettigi

ortaya ¢ikarilmistir [153].

e VORI N ) I Fascin
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Sekil 3.2. Tiyazol bilesiginin Onciiliigliinde fascin proteinin hiicre gocli ve
invazyonunu bloke edildigi gosterilmistir.
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Tablo 3.1. Tiyazol serisi i¢in temel iskelet yapisi, siibstitiientler, molekiil yapilari,
deneysel aktivite degerleri ICso (NM).

.. Deneysel
Molekil Molekiil Yapisi Aktivite
Numarasi

(nM)
n01 i/ N, O 3,67
|
S)QN/)\©
n02 2,71

no3* { 3,53

A
z

/

pd
6 O

n04 3,71

/Z\/\/
60

no5 4,35

Z
;: O
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. Deneysel
Molelkal Molekiil Yapist Aktivite
Numarasi (M)
no6 ) E\ 4,62

S”=N
o)\©
1
no7* y N ? 3,34
S)QN)\©
\\
no8 y N : 2,40
SkN
noog / »N\ o 3,50
s NJ\©
//
> O 4,29
nl1l0 / L
s N
N\
NH
n11* e o 3,18
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Deneysel

QIO Molekiil Yapisi Aktivite
Numarasi (nM)
1
ni2* / N O 2,92
S)%NJ\Q
\\
ni3 / N O 2,56
S)QNJ\Q
nl4 /I\\l 0 3,27
s)\)N
/N T 4,11
ni5 \ ,
s)\HN‘ ) :3
n1l6* N O 1,96
7 \ -0 ,
§ .S
- 8,
%
nl7 / N O o 2,84
~ .S
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.. Deneysel
Molekil Molekiil Yapisi Aktivite
Numarasi

(nM)
CF,
FsC
n24 ) N O 3,47
\
MeO OMe
MeO
n25 N O 1,30
7y )
S NH
n26 /;-l\\| o 1,60
S NH
MeO OMe
MeO
\
s)\NHM\Q\
OMe
N O
(L
n28 S NH 3,51
MeO OMe
MeO
n29 N O 1,60
7\ OMe
s~ NH
OMe
MeO OMe
MeO
n30* ) N 0 1,60
\
S NH

Cl
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. Deneysel
Molekul Molekiil Yapisi Aktivite
Numarasi

(nM)
/
7y 5
n31 S)%NJ\© 1,60
MeO OMe
MeO
n32* N o MeO 1,30
/ \
N
OMe
Me
Me
O
n33 ) »N\ OMe 2,99
NH
OMe
OMe
Me Me
MeO
n34 N o MeO 1,82
/‘ﬂ\ !\ % OMe
n35 O MeO 2,07
/ \
NH
Br
n36 1,85

é‘*@
N
|
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Deneysel

Molekil Molekiil Yapisi Aktivite
Numarasi
(nM)
/
7 5
n37 S)\\N/K© 1,82
Cl
/
n38 / N O 3,57
S \NJ\©
Br
és)*NJ\©
Br
n40* ) N/ o 3,90
i*w*@
Cl
n4l N/ o 3,43
/ ~
S N
CF;
n42 4,01
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Deneysel

Molekil Molekiil Yapisi Aktivite
Numarasi
(nM)
n43 N 2,97
/
N
na4 /;—N/ 3,71
)\NJ\©
n45 / 3,07
/
N
n46 k@ 1,60
MeO
MeO
n47* 4 2,09
/ N
)\NJ\Q\
n48 / 3,12
/
N
n49 / 1,30
/
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.. Deneysel
Molekil Molekiil Yapisi Aktivite
Numarasi

(nM)
/
n50 /N 3,08
S)\ )b ’
é /
n51 J 2,71
NJ\@
/ Y
n53* N O 3,36
é/ \
s” N
\J\@
Br
n54 5/ N O 3,50
\
s)\l\\l)j\©
MeO OMe
MeO
n55* N O 2,00
7\
s” N
|
F
n56 2,79
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.. Deneysel
Molekil Molekiil Yapisi Aktivite
Numarasi

(nM)
/N9
n57 SJ\I}IK@ 2,96
MeO OMe
MeO
n58 N O 3,51
/
S)\NJ\Q\
! OMe
MeO OMe
MeO
n59 1,60
/ »N\ q OMe
s” N
! OMe
MeO OMe
MeO
n60 N OMeO 2,30
/
S)\N
! OMe
MeO OMe
Me
O
n61* ] »N\ OMe 3,33
S N
\ OMe
OMe
MeO OMe
MeO
n62 N o MeO 3,97
i/ »\ OMe
S N
|
MeO OMe
ne3 1,60
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.. Deneysel
Molekil Molekiil Yapisi Aktivite
Numarasi

(nM)
MeO OMe
MeO
n64 ) N OMeo o 3,19
\ e
s)\l\\l

Tablo 3.2’de incelenen seri-1’deki tiyazol serisinin en basit yapiya sahip olan n01 nolu
bilesigin en diisiik Boltzman dagilimina sahip olan 01’inci konformerinin her bir
atomunun Kartezyen koordinatlar1 gosterilmistir. 65 tane bilesigin her bir konformerinin
Kartezyen koordinatlari .txt dosyasi halinde bulunmaktadir. Bu Kartezyen koordinatlari,
4D-QSAR’in MCET metoduna gore yapilan hesaplamalarda baz alinarak 3D-Pham

grubunun ¢ikarilmisinda rol almislardir.

Tablo 3.2. Incelenen seri-1’deki tiyazol bilesiklerinden n01 nolu bilesigin 01’nci
konformerinin (n01_01) kartezyen koordinati.

Atom X y y4
N1 0 0 0
N2 2,40 0 0
S1 1,11 2,29 0
01 2,23 -1,77 1,45
C6 -3,18 0,59 -1,26
C5 -2,48 0,51 -0,06
C3 -4,46 -0,30 1,01
C7 -6,62 -0,65 -0,24
C8 -2,40 -0,01 2,42
C9 -1,06 0,94 -0,03

C10 -0,63 2,20 -0,04
C2 -5,16 -0,23 -0,19
Cl1 1,23 0,55 0,03
C1 -4,51 0,22 -1,32
C12 -0,22 -1,45 -0,16
C4 -3,13 0,06 1,10
C13 2,82 -1,17 0,54
Cl4 4,12 -1,68 0,02
C15 6,51 -2,72 -0,90
C16 4,60 -2,87 0,54
C17 4,83 -1,01 -0,96
C18 6,03 -1,53 -1,42
C19 5,80 -3,39 0,08
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Hem 4D-QSAR’mm MCET yontemi hem de molekiiler docking yontemi, metastatik
kanser tizerindeki inhibitor etkisinden sorumlu 3D-PhaM’yi tanimlamak i¢in kullanildi.
Ligand bazli MCET yontemiyle tahmin edilen 3D-PhaM’in ayrica molekiiler bir
docking g¢alismasi olan FlexX programi kullanilarak yaklasik olarak ayni yapi oldugu
dogrulanmistir. Bilesik n01’in aktif konformasyonunun ETM degerleri ve iskelet yapisi
Sekil 3.3’te verilmistir. Bu yapi, egitim ve test setindeki bilesiklerin hizalanmasi ve iist

iiste binmesi i¢in bir sablon olarak kullanilmistir.

Metastatik kanser inhibitorii olan tiyazol bilesikleri ile reseptor arasindaki yapisal
etkilesimi anlamak ve molekiillerin aktivitesini tahmin etmek i¢in, reseptor baglanma

bolgesinin 3D-PhaM’i ligandlardaki LRT tipine baglh olarak ortaya ¢ikarilmistir.

Her referans konumu kiimeye dahil edilemeyebilir. Bir referans pozisyonunda atom
iceren toplam molekiil sayisi, pozisyonun bir kiimeye girebilmesi i¢in yeterli olmalidir
(toplam molekiil sayisinin yaklasik 1/8’1). Bagimsiz degiskenler, belirli bir kiime
kiimesi i¢indeki farkli kombinasyonlarla farkli sayilarla iiretilir. Her kombinasyondaki
argiimanlar fonksiyonda kullanilir. Her 3D-PhaM’in 6ngoriilmesi igin, bir LRT tipi ile

gerceklestirilen bu islemler her LRT tipi i¢in tekrarlanir.

LRT tipi olarak dogal yiik, Mulliken ytiki, elektrostatik ylik ve Fukui indeksi Klopman
indeksi ile karsilastirildi. Her LRT tipi i¢in en iyi qz, 2 sonuglaria sahip kombinasyon
secildi. Farkli LRT’ler i¢in en iyi istatistiksel sonuclar Tablo 3.3’te gosterilmektedir.
Bunlar arasinda en iyi sonucu iireten kombinasyon 3D-PhaM’yi olusturur. Bu
calismada, Klopman indeksi en iyi degeri veren LRT tiridir ve 3D-PhaM
yapilandirmasi Tablo 3.3’te gosterilmektedir.

Tablo 3.3. Tiyazol serisi igin farkli tanimlayicilara gére bulunan g ve r’ degerleri.

Tanmmlayicilar q2 r’
Natural yiik 0,636 0,522
Mulliken yiik 0,601 0,504
Elekrostatik yiik 0,381 0,471
N_Fukui (f+) 0,613 0,130
P_Fukui (f-) 0,560 0,340
Natural HOMO Klopman 0,789 0,785
Mulliken HOMO Klopman 0,670 0,661
Elektrostatik HOMO Klopman 0,766 0,539




0517 -0.793 0447 0714 0076 0029 -0.24  -0.672 -0.677 0214 0484 0007 0.435 0255 -0422 0014 0768 -0.189 0205 40179 0.177 -0.257 -0.256 Natural yiik
20933 -0924 0427 -0702 -0.183 -0.123 -0218 -0584 -0598 0433 -0.525 -0.059 0618 -0243 -0388 -0.033 0838 -0.244 -0216 -0.193 -0.197 -0233 -0.233 Mulliken yiik
0.188 -0.799 0023 -0691 -0.105 -0.08 -0.572 -0.764 -0.732 -0.148 -028 0461 0447 -0413 -0568 0407 0885 -022 -008 -0.065 -0.055 -0.203 -0.209 Elektrostatik yilk
006 0006 -0.145 0001 0091 0.194 0042 0003 0005 0062 0.158 0242 0046 0045 0008 0078 0001 0005 0004 0001 0004 0001 0.00] f+ nikleofilik
0.069 0024 -0.175 0127 0003 0001 0001 0001 0001 0005 0039 0001 0204 0001 0009 0001 0.054 0124 0168 0103 0088 0025 0.014 f- elektrofilik
0055 0019 006 0102 0001 0001 0001 0001 0001 0004 0031 00001 0.163 0001 0007 0001 0.123 0.0 0134 0082 007 0021 0.012 HOMO
0.048 0005 0084 0001 0072 0155 003 0001 0004 005 0126 0193 0037 0036 0006 0063 0001 0004 0003 0001 0003 0001 0001 LUMO
W0288 0244 0733 0259 0227 -0059 0622 -0289 0388 -0094 0062 0612 0027 0494 0394 0434 0112 0397 0026 -0.123 0464 0278 -0.376 Etkilegim indeksi
N1 N2 S1 01 6 s 3 7 8 ¢ Cl0 2 CIl Cl Cl2 ¢4 €13 Cl4 Cl5 Cl6 C17 C18  C19
0517 2403 2545 3197 3465 23533 4378 6652 3401 1419 2286 5069 1346 4701 1479 3312 3098 4443 11 5448 5027 6377 6.713|N1
0.793 2633 2298 5748 4911 6939 9046 S3T1 3591 3747 757 1297 7038 3007 [5.637] 1352 2395 5005 3651 2798 418  4.794|N2
0447 4461 4776 4004 622 8268 4838 2554 1741 676 1746 6.128 3978 4907 3896 4979 7423 6253 S068 6389  7.365|S1
D714 649 5449 686 9074 5039 4516 S.015 7725 29 7551 2949 5673 1239 2366 4971 2764 3626 4763 414501
1384 2747 3797 3805 2469 3246 2398 4588 1383 3754 2408 6499 774 1023 8698 817 9443 9.903C6
4.129 2388 43 2536 1482 25 2785 371 2405 2995 1397 5591 6949 9588 7869 7522 8853 9.149|CS
024 2515 2519 376 4686 1389 583 2385 4537 1383 734 8735 1138 9425 9519 1082 10.74C3
0.672 503 5782 6631 1515 7941 2528 6443 3803 9481 1078 133 1146 1147 1272 127|C7
0.67T 2943 3743 3811 4373 4304 3661 1515 5655 703 9876 7782 8035 9374 9.157|C8
CB'nin yika = -0.176 0.214 4267 2325 375 2542 2507 4453 5801 K454 6848 6277 7635 8.11|C9
C9-C10 bag uzunlugu = 1.326 A 0484  5.0142 2485 4536 3676 3471 4853 6126 K712 7304 6401 7754 8.515/C10
C4-N2 bag derecesi = 5,637 A 0.007 6441 1383 S085 2425 8066 9389 1195 1003 1005 1132 114]c2
0.435 5902 2482 4508 2394 3644 6279 4827 4048 5426 6.03|CH
£0.255 4743 2788 7.684 8928 (1.4 9795 9425 1067 1|ci
0422 3505 3134 4347 6889 5076 5137 6375 6.325|C12
0014 6094 7523 1022 8282 8287 9623  9.618/C4
0768 1487 4255 2463 2516 3777 3.743|C13
-0.189 2768 1386 1385 2397 2.399|C14
-0.205 2393 2397 1384 1.385|C15
0479 2397 2764 1.38]C16
0177 1382 277lC17
0257 2.399|C18

Sekil 3.3. Seri-1’deki tiyazol tiirevinin n01 numarali molekiiliiniin Elektron Topolojik Matris gosterimi.

€L
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Reseptorde 3D-PhaM pozisyonlarina karsilik gelen parametreler olan x ve &’nin
hesaplanan degerleri Tablo 3.4’te verilmistir. Tabloda 3D-PhaM grubunda hangi
molekiiliin hangi konformerinin hangi atomunun etki ettigi pozisyonlara bagli olarak

gosterilmistir.

Tablo 3.4. Tiyazol serisinde 5 Molekiil igindeki atomlarin uygun yerlerinden
tamimlanan pozisyonlar (n0l, n25 n30 ve n32).(3D-Pham atomlarini
igerenler koyu renk ile gosterilmistir)

Molekiil Atom X, Y, z Kartezyen koordinatlar1 | Pozisyon | Kappa-(k) Ksi-(&)

numarasi numarasi X y z degerleri degerleri
no1 N1 0 0 0 a -1,18 4,65
n01 C3 4,58 0 0 b 0,75 22,43
n01 Cc2 4,99 1,33 0 c 0,35 14,34
n25 C13 2,74 2,38 -0,17 d -0,82 -29,99
n25 Cc7 2,07 1,16 -0,18 e -0,59 -34,94
n25 C2 0,60 1,04 -0,26 f -0,85 13,38
n25 C16 4,12 2,40 -0,08 g 0,50 35,57
n25 C14 2,78 -0,02 -0,08 h -0,61 5,61
n32 N2 -2,22 -0,65 -0,01 i 0,13 6,55
n32 H1 -2,50 0,32 -0,06 j 0,27 1,50
n32 C11 -0,88 -0,94 0,02 k 0,41 8,95
n32 c7 -4,60 -1,12 -0,04 | 1,12 -3,47
n30 C11 6,95 1,39 -0,05 m 0,23 -24,78

En az ve en aktif (n01, n25, n30 ve n32) bilesiklerinin atomik pozisyonlar1 kiimeleme
icin referans konumlardir. Bu pozisyonlarin en i1yi kombinasyonu i¢in ¢ekirdek yapinin
a, b, ¢ ve h atomlar1 ve d, e, f gibi diger atomlar birlikte 3D-PhaM’yi olusturur. Bu
pozisyonlar, GA ile ortaya ¢ikan kombinasyonun parcgalaridir. Bu konumlardaki
ligandlarin atom tanimlayicilar1 ve reseptoriin k ve & parametreleri modelin sonug
argiimanlaridir [78]. Tablo 3.4’teki 3D-PhaM yapisi, referans konumlu molekiillerde
belirtilen atomlarin x, y, z koordinat degerleri ile temsil edilir. 3D-PhaM’deki herhangi
bir pozisyonda, atomu igeren molekiil reseptor ile LRT degeri kadar etkilesime girer.
3D-PhaM’ye karsilik gelen reseptdriin tim ayarlanabilir parametreleri, NLLS
kullanilarak ligandlarin degisken LRT degerleri ile hesaplandi. Bu ¢alismada, Klopman

indeksi N_HKlopman olarak gosterilmistir, ¢linkii ligand {izerindeki HOMO siir
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orbital etkilesimlerinde (reseptor tarafindan LUMO) kullanilir ve elektrostatik
etkilesimler i¢in dogal yiik kullanilir. Ornegin elektrostatik etkilesimler igin; Tablo
3.4’te, ka’nin degeri -1,18 oldugundan, LRT nin ‘+’ degeri L-R arasindaki ¢ekim
kuvvetini arttirir ve ‘-’ degeri itme kuvvetini artirir. Ayni yaklagim tiim hesaplanan
degerleri i¢in kullanilabilir. Herhangi bir etkilesim noktasinda reseptoriin pozitif veya
negatif parametresi igin molekiillerin LRT degerlerine bagli olarak, itme, ¢ekim veya
etkilesime girmeyen molekiiller olan ii¢ farkli tiirden bir kuvvet iiretilir (bu noktada

hi¢bir atom tagimaz).

Sinir orbital etkilesimi i¢in alici tarafindaki ‘-> veya ‘+’ parametresi atomdaki
katsayidan kaynaklanir. Reseptor tarafindaki ligand tizerindeki smir orbitallerindeki
atomlarin karsisindaki bu katsayilar ¢oziilmeye neden olur. Ayni isarete sahip
olduklarinda yapistirma kuvvetine yol agarlar. Ornegin, & = -29,99 igin, ligandin
HOMO’sunda ayni isarete sahip olan atomik katsayi, ¢ekim kuvvetine kuvvet verir, ya

da tam tersi.

Ik olarak, ¢ekirdek yapinin tanimlayici ve mesafe tolerans degerleriyle (Aq = 0,1; Ar =
0,6) hizali dort atomlu yapisi, reseptor ile L-R kompleksini olusturur. CS’nin Sekil
3.4’te gosterilen etkilesim noktalarindan yapisi a, b, ¢ ve h ile verilmistir. Her aday
CS’nin ilk {i¢ atomu (a, b ve c olarak adlandirilir), baslangi¢ noktalar1 olarak (0,0,0), (x,
0,0) ve (x, y, 0) olarak hizalanir. Konformerde kalan atomlarin pozisyonlari, x, y ve
Z’nin Kartezyen koordinat degerlerinde yeniden diizenlenir. Bu nedenle, uzayda yakin
koordinat degerlerine sahip tiim ligandlarin atomlari, alic1 pozisyon ile benzer
pozisyonlarda etkilesime girebilir. Tanimlanan konum tolerans degeri (Ar = 0,9) icinde
iist liste atomlara sahip molekiiller, ilgili pozisyon i¢in kiimelenir. Cekirdek yapinin
atomlarmi hizalamak i¢in iki ayr1 tolerans degeri kullanilirken, kalan ydnlendirilmis
atomlarin kiimesinde sadece pozisyon tolerans degeri kullanilir. Konumdaki benzerlik
ve c¢ekirdek yapinin atomlarinin kimligi, reseptorle etkilesimin kokeni ve kokenidir.
Kimenin herhangi bir konumundaki atom, aktivitesi tanimlayici degeri ile etkiler.

Olumlu/olumsuz ve biiyiik/kii¢iik oldugu kadar aktivitede de rol alir.

Her pozisyondaki molekiillerin sayist toplam molekiillerin 1/8’inden biiyiikse, bu
pozisyonlardaki atomlar modelde bagimsiz degiskenler olarak incelenir. Kiimelenmis

pozisyonlar arasinda dogrudan ve dolayli kombinasyonlar yapilir. ik olarak, ¢ekirdek
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yapin ilk ii¢ atomu igin r? (tiim ligandlar igin regresyon katsayisi) degerleri hesaplanir
ve en iyileri listelenir. Daha sonra kiimelenmis konumlardan hangisinin doérdiinci
argliiman olarak se¢ilmesi gerektigi tartismalidir. Bunun i¢in, her pozisyon bir aday
olarak kullanilir ve r’deki en biiyiik artisa yol acan dordiincii pozisyon olarak belirlenir.
Ayni sekilde, en iyi r? degerlerine sahip besinci, altinci ve sonraki etkilesim noktalar:
modele dahil edilmistir. Bu ¢alismada, 13 pozisyondan olusan etkilesim noktalarinin

yapist Sekil 3.4°te a, b, ¢, vb. harflerle verilmistir.

£ d

Va0, :\\‘(Q- ‘ ’

Sekil 3.4. Tiyazol tiirev setinin molekiillerin st liste ¢akistirilmasi ve 3D-PhaM gruplari

Klopman indeksinin LRT degerlerini kullanarak 64 molekiil i¢in bir model istatistiksel
sonuglar ile dogruland: (q°> = 0,789, r* = 0,785). Elde edilen QSAR modeli icin,
gozlemlenen ve ongoriilen faaliyetler arasindaki yakinligin bir baska dlciisii rm? metrigi
ile gosterilmistir (rm> = 0,769) [154]. MCET tarafindan belirlenen modelin éngdriilen

giicii, harici bir test setinde de (Tablo 3.5’te "*" ile isaretli molekiiller) dogrulanir.



Tablo 3.5. Tiyazol tiirevlerinin deneysel ve hesaplanan aktiviteleri

Molekiil | Deneysel | Hesaplanan Molekiil | Deneysel | Hesaplanan
Numaras1 | Aktivite Aktivite Numaras1 | Aktivite Aktivite
(pKi) (pKi) (pKi) (pKi)

n01 3,67 3,67 n33 2,99 2,16
n02 2,71 2,55 n34 1,82 1,55
no3* 3,53 3,56 n35 2,07 2,25
no4 3,71 3,59 n36 1,85 1,47
n05 4,35 3,56 n37 1,82 1,878
n06 4,62 3,77 n38 3,57 3,98
no7* 3,34 3,52 n39 3,52 3,72
n08 2,40 2,98 n40* 3,90 3,82
n09 3,50 3,31 n4l 3,43 3,61
n10 4,29 3,97 n42 4,01 3,41
nil* 3,18 3,34 n43 2,97 2,25
ni2* 2,92 2,69 n44 3,71 3,40
ni3 2,56 2,64 n45 3,07 3,07
n14 3,27 3,82 n46 1,60 1,55
nl1s 411 3,27 n47* 2,09 2,44
nil6* 1,96 2,08 n48 3,12 3,39
nl7 2,84 2,99 n49 1,30 2,13
ni8 1,60 2,03 n50 3,98 3,10
n19 1,92 2,12 n51 2,71 2,12
n20 1,82 2,35 n52 4,38 4,01
n21 2,00 2,74 n53* 3,36 3,49
n22* 2,02 2,85 n54 3,50 3,47
n23 391 3,68 n55* 2,00 2,57
n24 3,47 3,47 n56 2,79 2,57
n25 1,30 1,31 nS7 2,96 3,11
n26 1,60 1,83 n58 3,51 3,42
n27 2,04 2,63 n59 1,60 2,23
n28 3,51 3,56 n60 2,30 1,93
n29 1,60 1,74 n61* 3,33 2,71
n30* 1,60 1,62 n62 3,97 4,17
n31 1,60 1,54 n63 1,60 1,40
n32* 1,30 1,84 n64 3,19 3,78
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Modelleme sirasinda, egitim setindeki bilesikler, test setindekiler disinda kullanilir. I¢

egitim setindeki ligandlarin aktiviteleri ile dogrulanan 3D model, dis test setindeki
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ligandlarin tahminini yapmak icin kullanilmistir. Hem egitim hem de test setleri i¢in
model kullanilarak ongoriilen ve gozlemlenen aktiviteler arasindaki grafik degerleri

Sekil 3.5°te gosterilmistir.

4,8 -

w
00

w
w

N
[

Hesaplanan Aktivite

N
w

< Egitim seti

® Test Seti

1,3 1,8 2,3 2,8 3,3 3,8 4,3 4,8
Deneysel Aktivite

Sekil 3.5.  Tiyazol tiirev setinin egitim ve test setlerinin deneysel ve
hesaplanan aktivite grafigi.

Molekiiler docking, TGF-B enzimine gore gergeklestirildi. Ilk olarak, protein veri
bankasi (PDB: 5SES&S), en diisiik RMSD degerinden baslayarak, metastaz iizerinde etkili
olan proteinleri test etmek icin kullanildi. En aktif ligand se¢ildi ve docking yapildi.
FlexX docking programina serbest baglanma enerjisi AG =-5,09 kcal/mol olarak
bulundu. Sekil 3.6a, reseptor-ligand arasindaki etkilesimi gostererek baglanma yerlerini
gosterir.  Sekil 3.6b’de hidrojen baglayict amino asitler Glu 284 ve Lys 342
tanimlanmistir. Ayrica yesil renk ile gosterilen amino asitler ise polar etkilesimleri
temsil etmektedir. Bu aminoasitler Sekil 3.6b de goriildiigi gibi; Glu 284, Lys 343, His
283, Lys 342, Asn 344 aminoasitleridir.
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Glu284
Lys343

/

His283
Lys342

Lys342

Sekil 3.6. a) Reseptor-ligand arasindaki etkilesim. b)tgf-B enziminin aktif bolgesi
icerisindeki en yiiksek aktivitiye sahip molekiil i¢cin secilmis yerlestirilmis
konformasyonun etkilesim diyagrama.

3.1.2. 2-Hidroksidiarilamit Tiirevleri

Kanser gilinlimiiziin en énemli saglik problemlerinden biridir. Kanser tiirleri arasinda
ozellikle kolon kanseri bat1 iilkelerinde yiiksek mortalite ve insidans gostermektedir ve
Diinya Saglk Orgiitiiniin verilerine gore yilda 600,000’in iizerinde insan kolon kanseri
nedeniyle 6lmektedir. Kanser sagaltiminda tiimor hiicrelerinin ¢evre dokuya minimum
hasar vererek oldiiriillmesi hedeflenmektedir. Apoptoz (programli hiicre Oliimii)
hiicrelerin enflamatuvar bir yanit olusturmadan 6ldiiriilmesini saglayan fizyolojik bir

sliregtir ve bu nedenle kanser sagaltiminda yaygin olarak kullanilmaktadir [155].

2-hidroksidiarilamit serisinin mantar oldiiriicii, viral ve bakterisidal aktiviteleri de dahil
olmak iizere ¢ok ¢esitli ilging biyolojik 6zelliklere sahip oldugu bildirilmistir. Bununla
birlikte, kansere karigsan herhangi bir serin proteaza kars1 2-hidroksidiarilamit serisinin
onleyici etkinligi bildirilmemistir [85]. Bu calismada, bilesik 1’in TMPRSS4 serin

proteaz aktivitesine karsi tiirevlerinin yapi-aktivite iligkileri (SAR), her bir aril



80

grubunun kimyasal modifikasyonlariyla 2-hidroksidiarilamitlerin sentezlenmesiyle
belirlenmistir [156].

3.1.2.1. Transmembran proteaz/serin 4 (TMPRSS4)

Transmembran proteaz/serin 4 (TMPRSS 4), tip Il transmembran serin proteaz (TTSP)
ailesinin bir iiyesidir ve birkac¢ kanserde yiiksek oranda eksprese edildigi bulunmustur.
TMPRSS4, pankreatik, tiroid, kolon ve diger kanser dokularinda hiicre yiizeyinde

yiiksek oranda eksprese olan yeni bir tip I transmembran serin proteazdir [157].

Son zamanlarda, tip II transmembran serin proteazlar (TTSP), hiicre dis1 bir proteolitik
alan, bir transmembran alan ve kisa bir sitoplazmik alana sahip yeni bir serin proteaz alt
ailesi olarak kabul edilmistir [158-161]. Bir¢ok TTSP, normal dokulara kiyasla gesitli
tiimorlerde asir1 eksprese edilir, potansiyel rollerinin timoér gelisimi ve ilerlemesiyle
ilintilendirilir [161-162]. Baslangigta TMPRSS3 olarak anilan TMPRSS4, pankreatik,
tiroid, akciger ve kolorektal kanserlerde yiiksek oranda eksprese olan bir TTSP’dir
[163-166]. Daha 6nce, TMPRSS4’iin hiicre go¢ii, invazyon, epiteliyal mezenkimal gegis
ve kolon kanseri hiicrelerindeki metastazin 6nemli bir mediatorii oldugunu ve kolorektal
kanser evresi progresyonuyla iliskili olarak artmis TMPRSS4 ekspresyonunu
bildirilmistir [165-167].

TMPRSS4, kolon kanseri hiicrelerinin istilast ve metastazinda rol oynayan yeni bir tip II
transmembran serin proteazdir. Bu ¢alismada, sentezlenen 2-hidroksidiarilamit tiirevleri
serisinin ve TMPRSS4 serin proteaz aktivitesini inhibe etmek ve kanser hiicresi
istilasin1 bastirmak i¢in degerlendirilmistir. Bu tiirevler, TMPRSS4 serin proteazina
kars1 1y1 inhibisyon aktivitesi deneysel olarak gosterilmistir; bu da TMPRSS4’i kolon

kanseri hiicrelerinin umut verici anti-invazif etkinligi ile ilgilidir [85].

TMPRSS4, 6zellikle kanser invazyonunu ve metastazi azaltmak i¢in kanser tedavisi i¢in
potansiyel bir terapdtik hedef olabilir. Bugiline kadar higbir spesifik TMPRSS4
inhibitorii bildirilmemistir. Tiimor hiicresi invazyonunda TMPRSS4 serin proteolitik
aktivitesinin rolii g6z oniine alindiginda, bu aktivitenin inhibisyonu kanser tedavilerinin
gelistirilmesine potansiyel yeni bir yaklagim olabilir [85]. Metastaz iizerinde inhibisyon
etkileri olan 41 adet 2-hidroksidiarilamit tiirevi literatiirden elde edilmistir [85]. Aktivite

hesaplamalarinda pKi degerlerini kullanmak i¢in, inhibitér Ki (nM) degerleri, negatif
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logaritmik 6l¢ekte (log 1/Ki) dondstiiriilmiistiir. Calismada, yapisal ¢esitlilige sahip 41
bilesigin veri seti, 33 bilesikten olusan bir egitim setine ve 8 bilesigin bir test setine
boliinmistiir. Hem egitim hem de test setleri i¢cin, MCET yontemiyle hesaplanan
aktiviteler, makaleden elde edilen deney sonuglarina gore hesaplanmistir. Aktivite
hesaplamalari, Klopman indeksi, Fukui indeksi, Natural ve Mulliken yiikii gibi farkli
tamimlayicilarla MCET yonteminde yapilmistir. Tablo 3.6°da 41 adet bilesigin yapilari

gosterilmistir.

Tablo 3.6. 2-Hidroksidiarilamit serisi i¢in temel iskelet yapisi, siibstitiientler, molekiil
yapilari, deneysel aktivite degerleri 1Csp (NM).

Molekiil .. Deneysel Aktivite
Numarasi Molekiil Yapisi y (nM)
CF,
OH O @\
n01l H NH CF3 1,96
H
cl
CF,
OH O @\
n02 H NH CF, 1,00
H
H
CF,
OH O
n03 H NH CF, 1,89
H
Br
CF,
OH O @\
n04* H NH CF, 1,54
H
F
CF,
OH O @\
n05 cl NH CF, 1,92
H
H
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Molekiil .. Deneysel Aktivite
Numarasi Molekiil Yapisi y(nM)
CF,
OH O @\
n06* H NH CF, 1,92
cl
H
CF,
OH O @\
n07 : NH CF4 1,55
H
CHj
CF,
OH O @\
nos : NH CF, 1,54
H
OCH,
CF,
OH O @\
nog 3 NH CF, 1,92
H
NO,
CF,
OH O @\
n10* H NH CF, 1,72
H
CN
CF,
OH O @\
nll : NH CF, 1,00
H
CONH,
CF,
L0
nl2* Cl NH CF, 1,00
o)
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Molekiil .. Deneysel Aktivite
Numarasi Molekiil Yapisi (NM)
o) CF3
Cl NH/Q
nl3 ‘ CF, 1,00
HoN
nl4 Je 1,41
//S\F
@)
H
ey
nls ©)\NH H 1,30
Cl
CH,
H H
OH O
nl6 NH CH, 1,41
Cl
Cl
H H
OH O \/©:
n17 <>/LNH Cl 1,72
Cl
OMe
H H
Z X
nl8 ©)\NH CFS 1,80
Cl
Br
n19* 1,92
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Molekiil .. Deneysel Aktivite
Numarasi Molekiil Yapisi (NM)
H
F5;C H
OH O I I
Cl
H
n21 NH CF3 1,89
Cl
H
JNeY
n22 NH CF3 1,52
Cl
H
SHeE
n23 NH CF3 1,46
Cl
H
F H
JHe
n24* NH CF4 1,46
Cl
H
n25 ©)\NH H 1,55
Cl
H
n26 1,80
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Molekiil .. Deneysel Aktivite
Numarasi Molekiil Yapisi (NM)
H
S hes
n27 ©)\NH H 1,89
Cl
CF;
oH OH@iOMe
n28 NH CF3 1,12
Cl
CF4
S Hee
n29 NH CF3 1,92
Cl
CF4
Shed
n30 NH CF, 2,00
Cl
Cl
OH O
n31 ©)\NH cl 2,22
Cl
O CF,4
OH
n32 O 0 @\ 1,00
NH CF,
CF
\. OH 3
n33 z | O 1,00
S NH CF,
OH
CF
n34 N= NH 1,00
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Molekiil .. Deneysel Aktivite
Numarasi Molekiil Yapisi (NM)

OH
n35* Q—\ @ 1,00
NH- CN
Cl N %
OH

n36* Q—\ (:/>7 1,10
NH CF
d N
OH

n37 Q—\ @7 1,00
NH ,)—Cl
Cl \ N
OH
n38 Q—\ CN)— 1,00
NH Cl
d \ 7/
OH

n39 N= 1,00
Q_\NH<\ }

Cl N
OH
o s &0 100
NH
4 "
OH

n41 NH\_Q 1,07
Cl
CF3

Sekil 3.7°de; 6rnegin bu dosyalar; n01 01 ig¢in, ‘n01’sayis1 molekiil sayisin1 temsil
ederken ‘_01’numaras1 konformer sayisini temsil etmektedir. Atomik yiikler, Fukui
indeksi ve ETM’deki sinir orbitallerinin katsayilar1 istege bagh olarak degistirilse de,
konformer’in iskelet yapisi sabit oldugundan ¢apraz olmayan degerler degismez. Sekil
3.7’de gosterilen iki boyutlu ETM’de, diyagonal degerler elektrostatik yiikler ve
diyagonal olmayan degerler, bag uzunlugu veya atomlar arasindaki mesafe ile verilir.
Elektrostatik ylik degerinin yerine farkli kosegen degerleri kullanilirsa, kosegen
olmayan degerler sabit kalirken iki boyutlu yeni bir ETM olusturulur. Her olusan
ETM’nin art arda gelmesi ile {i¢ boyutlu bir matris olusturulur. Capraz olmayan degerler
degismeden ve ¢apraz degerler ayn ¢izgiler halinde verildiginde, bu ii¢ boyutlu matrisi

Sekil 3.7°de gosterildigi gibi iki boyutta gdstermek miimkiindiir.




-0.649 -0.6 -0.208 -0.266 -0.681 -0.218 0.385 0.696 -0.072 -0.221 0.166 -0.199 -0.217 -0.224 -0.15 -0.145 1135 -0.356 -0.359 -0.363 1.134 -0.359 -0.359 -0.364 -0.364 0.424 0.52 0.001 Natural yiik

-0.571 -0.755 -0.125 -0.156 -0.641 -0.205 0.314 0.632 -0.077 0.03 0.374 -0.192 -0.181 -0.232 -0.012 -0.029 0.795 -0.263 -0.256 -0.267 0.792 -0.263 -0.255 -0.269 -0.269 0.351 0.452 -0.016 Mulliken yik
0.5 -0.57 -0.104 -0.252 -0.545 -0.149 0.411 0.602 0.092 -0.265 0.449 -0.292 -0.315 -0.416 0.175 0.132 0367 -0.14 -0.149 -0.143 0.372 -0.141 -0.15 -0.149 -0.149 0.352 0.428 -0.114 Elektrostatik yik
0.094 0.127 0175 0.118 0001 0012 001 0289 0086 0.092 0009 0.037 0005 0017 0.026 002 0008 0.001 0.005 0004 0.01 0.001 0.007 0.001 0.001 0.056 0.001 -0.236 f+,nikleofilik
0.004 0036 0.018 0.017 0001 0.051 0.008 0.012 0464 0.007 0007 -0.003 0001 001 0.001 0001 0001 0001 0.00f 0001 0001 0.001 0001 0.001 0.001 0.038 0.001 0.155 f-elektrofilik
0.003 0029 0.015 0.014 0001 0.041 0007 0.01 0371 0006 0.006 0.001 0001 0.008 0.001 0001 0001 0001 0001 0001 0001 0.001 0.001 0001 0.001 003 0.001 0.324 HOMO

0075 0.102 0.14 0.095 0001 001 0008 0231 0068 0073 0.007 0.034 0004 0.014 0.021 0016 0006 0001 0004 0003 0008 0.001 0.006 0001 0.001 0044 0.001 0.011 LUMO

0.544 0.151 -0.066 0.057 0662 -0.1 0.032 0349 0259 0089 -0.17 0.109 0415 0.138 -0.191 0.113 0.174 0.2% 0571 0977 0009 0511 0815 0.18 O0.18 -0018 0.043 0.61 Etkilegim indeksi
02 N1 s c6 01 a a 7 c4 Q G s Clo a1 a2 as cas F1 F2 F3 C15 F4 F5 F6 F6 H7 H1 (45

05 2284 5041 4225 258 3166 2821 1242 4806 2381 291 5258 2853 4286 5277 4202 4872 4419 5348 6.077 6699 7588 7.253 6997 6.997 3154 1694 6376| 02
-0.57 5096 4867 422 2894 31713 1373 427 2438 1408 4217 2479 2393 3681 373 4983 5079 5587 6006 489 5976 5402 4973 4973 1009 3.645 5396| N1
<0.104 1383 3622 2418 2428 4301 1401 2817 6503 9314 7334 7288 8668 8704 9725 9402 102 1084 9634 1082 9983 9307 9307 4818 4309 2737 G

0252 2345 2788 1406 3786 2407 2441 6217 8994 6819 7211 8539 8211 9069 8625 9482 1025 9665 1077 101 9.476 9476 4859 3161 4.023| €6

0545 3685 1339 2866 4138 243 5275 7.79% 542 6539 7.685 6764 7.335 6728 7.651 857 9025 9976 9578 9,102 9102 4688 0991 5895| O1

0149 2435 256 1383 1409 4.281 7.057 5297 494 6324 6601 778 765 8371 8811 7.254 8473 7567 6988 6988 2476 3815 2725| @

0411 2494 28 1421 4987 7.713 5469 6097 7.369 686 7.674 7.224 8091 8865 8589 9.651 9071 8528 8528 392 1884 4558| C1

N1'in yiikii= -0,57 0602 3808 1485 251 523 3055 3715 4.921 4443 5426 5202 5966 6563 6213 7242 672 6329 6329 2033 2303 5268| €7
02-C7 bag uzanlugu = 1,242 A 0092 2428 5658 8429 6666 6261 7651 798 914 8961 9703 1018 8501 9736 8779 8125 8125 3794 4561 1758 €4
F1-C10 bag derecesi = 2,753 A 0.265 3802 6599 4523 4799 6118 5902 691 664 7431 8035 727 8388 7706 7.189 7189 2534 2422 4045 @
0449 2811 1402 1401 2424 2412 3792 4144 4447 4731 3796 4767 4398 4156 4156 2044 4531 668 | C8

0292 2435 2419 1393 1394 2502 3617 3143 2784 2515 2779 3222 3599 3599 4689 6928 9299| ©

<0315 2421 2795 1.3%4 2505 2753 3233 358 4301 4989 4919 4969 4969 3337 4522 7853 Q0

0416 1392 2771 4279 496 4901 495 25 3606 3161 2774 2774 248 585 6974 Q1

0175 2398 3777 4748 437 4151 1507 2367 2361 2365 2365 387 6922 833 | Q2

0132 1508 2371 2362 2363 3.785 4.158 4.425 4728 4728 4456 584 9069 G

0367 1348 1351 135 5017 5098 5604 6.057 6.057 5812 6356 1035 C14

-0.14 2174 2178 6.093 6331 6.567 7.095 7.095 6.015 5737 1029 F1

-0.149 2,171 5527 5399 6.341 6.441 6441 6399 6691 1097 F2

-0.143 5114 4988 5495 6.322 6322 6764 7591 1129 F3

0372 1347 1352 1352 1352 4836 8315 8919 Q15

-0.141 2173 218 218 6.016 9.215 102 Fa

-0.15 2172 2172 5297 8882 9.052| F5

-0.149 -0.149 4674 8499 B373| F6

0352 4285 468 | W7

0428 6297 M1

-0.114) O1

Sekil 3.7. 2-Hidroksidiarilamit tiirev serisinin n01 numarali molekiile ait Elektron Topolojik Matrisi

L8
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Her bir konformer igin, {i¢ boyutlu {ist iggen matrisi ETM_txt olarak, Tablo 3.7°de
gorildiigi gibi Kartezyen koordinat ise x-, Y-, z- degerlerini Cart txt olarak
tutulmaktadir. Iste ilk ii¢ atomun koordinatlar; (0, 0, 0), (X, 0, 0) ve (0, y, z) "i¢

koordinatin" koordinat degerlerinin kalan koordinatlarinin sdylenebilecegi belirtilmistir.

Tablo 3.7. 2-Hidroksidiarilamit tiirev serisinin Nn01_01 nolu konformerin kartezyen

koordinati
Atom X y y4
02 0 0 0
N1 2,28 0 0
C5 1,02 4,94 0
C6 -0,14 4,22 0,25
Ol -1,29 2,19 0,43
C3 2,24 2,88 -0,33
C1 -0,13 2,81 0,21
C7 1,07 0,64 0,02
C4 2,21 4,26 -0,29
C2 1,08 2,12 -0,05
Cs8 2,56 -1,38 0,01
C9 3,30 -4,09 0,02
C10 1,58 -2,38 -0,09
Cl11 3,91 -1,75 0,12
C12 4,27 -3,09 0,12
C13 1,96 -3,72 -0,08
C14 0,90 -4,79 -0,13
F1 -0,23 -4,35 -0,72
F2 0,57 -5,19 1,11
F3 1,33 -5,87 -0,81
C15 5,73 -3,46 0,17
Fa 5,93 -4,68 0,71
F5 6,27 -3,49 -1,07
F6 6,45 -2,57 0,89
H7 3,10 0,59 0,10
H1 -1,14 1,22 0,29
Cl1 3,67 5,18 -0,65
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MCET tanimlayicilarina dayanarak, 41 bilesigin metastatik etkinligi iizerindeki
siibstitiientlerin hidrofobik, elektrostatik, sterik, dondr ve reseptor alanlari tizerindeki
etkilerini agiklamak ve tahmin etmek icin bir 4D-QSAR modeli 6nerilmistir. Bes alanin
farkli kombinasyonlar1 yaratildi. Tablo 3.8’de goriildiigii gibi en iyi MCET egitim
setinin capraz onayli korelasyon katsayisi q° ve capraz onayli olmayan korelasyon
katsayisi 1’ sirastyla 0,998 ve 0,993’tiir. Bu istatistiksel sonuglar, MCET modelinin 1iyi
bir stabilite ve gii¢lii prediktif kabiliyeti gosterdi.

Tablo 3.8. 2-hidroksidiarilamit tiirev serisi igin farkli tammlayicilara gére bulunan g°
ve r’ degerleri

Tammlayicilar q2 r’
Natural yiik 0,82 0,47
Mulliken yiik 0,87 0,76
Elekrostatik yiik 0,83 0,69
N_Fukui (f+) 0,36 0,82
P_Fukui (f-) 0,98 0,99
HOMO 0,92 0,91
LUMO 0,93 0,87
Natural HOMO Klopman 0,99 0,98
Mulliken HOMO Klopman 0,995 0,991
Elektrostatik HOMO Klopman 0,998 0,993
Natural LUMO Klopman 0,995 0,991
Mulliken LUMO Klopman 0,997 0,996
Elektrostatik LUMO Klopman 0,993 0,994

Tablo 3.9°daki MCET metodu neticesinde, Pha gruplarini ve aktivite gruplarini
etkileyen bu gruplarda hangi molekiillerin yer aldigi1 goriilmiistiir. a, b, ¢ ve e atomlari

Pha grubudur; diger atomlar ise aktiviteyi artiran/azaltan gruplar1 temsil eder.
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Tablo 3.9. 5 Molekiil igindeki atomlarin uygun yerlerinden tanimlanan pozisyonlar
(n01, n02, n11, n12, n13, n29 ve n32) (3D-PhaM atomlarini igerenler koyu

kisim ile gosterilmistir)

Molekiil Atom X, ¥, z Kartezyen Pozisyonlar Parametre sabitleri
Numarasi | Numarasi Koordinatlar Kappa-(k) Ksi-(§)
X y z

n0l1_01 02 0 0 0 a -0,06 -0,21
n01_01 o1 2,58 0 0 b -0,19 -1,01
n0l_01 C12 -4,76 | 2,29 0 c -0,11 -5,94
n02_04 C15 3,71 1,99 0,82 d 0,49 39,93
n02_04 N1 -1,21 | 2,02 0,74 e 0,22 11,19
n02_04 Cl1 1,21 1,98 0,69 f 0,50 -4,28
n02_04 C1l -390 | 1,09 | -1,67 g 0,46 27,32
n02_04 F1 1,09 | -2,04 | -2,15 h 0,07 7,07
nl2_04 F6 442 | -2,33 | 1,29 i 1,34 -0,87
nl3_02 C3 1,91 1,86 | -2,23 j 0,45 0,99
nl3_02 C13 205 | -335 | 161 k -1,08 -2,32
n02_04 C3 -160 | 1,65 | -2,21 I -0,23 -8,33
n02_04 F3 2,34 | -2,72 | -0,50 m 0,94 3,56
nll 01 Cl1 -2,80 | 3,89 | -0,12 n -0,16 15,46
nl2_04 C17 -2,14 | -0,14 | -1,01 0 -0,62 -5,75
nl2_04 C10 4,39 2,10 | -0,96 p 0,71 -28,83
n01l 01 F4 -6,84 | 3,24 | -0,62 r 0,03 -34,85
n29_03 H1 1,07 | -147 | 1,62 s -0,34 -8,49
n02_04 F2 0,16 | -2,77 | -0,32 t 0,32 -5,35
nll 01 C15 -4,57 | 563 | -0,39 u 0,51 -5,47
nl2_04 F5 6,53 | -2,01 | 0,84 v -0,68 -1,51
n32_03 02 -1,49 | -0,03 | 1,91 y 0,19 -0,14

Tiirev seti egitim seti olarak 33 bilesik ve test seti olarak 8 bilesik iki gruba ayrilir. Tiim

egitim ve test seti bilesiklerinin biyolojik aktiviteleri ve hesaplanan aktiviteleri Tablo

3.10’da verilmistir. Bu veri seti 4D-QSAR (MCET) modelini olusturmak ve

fizikokimyasal Gzelliklerini analiz etmek igin kullanildi. Molekiiler dockingte de, en

aktif molekiile gore hesaplamalar yapilmistir.

[k olarak, tanimlayici ve mesafe tolerans degerleri ile ¢ekirdek yapinin yapisi, reseptdr

ile L-R kompleksini olusturur. Cekirdek yapi elemaninin Sekil 3.8’de gosterilen

etkilesim noktalarindan bir yapisi a, b, ¢ ve e ile verilmistir. Her aday ¢ekirdek yapinin

ilk iic atomu (a, b ve ¢ olarak adlandirilir) baslangi¢ noktalar1 (0,0,0), (x, 0,0) ve (x, vy,
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0) ile hizalanir. Konformatorde kalan atomlarin pozisyonlari, X, y ve z’nin Kartezyen
koordinat degerlerinde yeniden diizenlenir. Bu nedenle, uzayda koordinat degerlerine
sahip tiim ligandlarin atomlari, reseptor pozisyonu ile benzer pozisyonlarda etkilesime
girebilir. Cekirdek yap1 atomlarin1 hizalamak i¢in iki farkli tolerans degeri
kullanildiginda, kalan yonlendirilmis atom kiimesinde sadece pozisyon tolerans degeri
kullanilir. Cekirdek yapi atomlarinin benzerligi ve kimligi, reseptorle etkilesimin
kaynag1 ve kokenidir. Kiimedeki herhangi bir konumdaki atom, etkinligi tanimlayici
degeri ile etkiler. Kiimelenmis pozisyonlar arasinda dogrudan ve dolayh
kombinasyonlar yapilir. Ik once, ¢ekirdek yapidaki ilk ii¢ atom igin r?’nin degerleri
(tim ligandlar i¢in regresyon katsayisi) hesaplanir ve en iyileri listelenir. Ardindan,
dordiincii argiiman olarak kiimelenmis konumlardan hangisinin segilmesi gerektigi
tartismalidir. Bunun i¢in her pozisyon aday olarak kullanilir ve r>’deki en biiyiik artisa
yol acan dérdiincii pozisyon olarak belirlenir. Benzer sekilde, en iyi r* degerlerine sahip
besinci, altinci ve sonraki etkilesim noktalar1 modele dahil edilmistir. Sekil 3.8°de a, b,

¢, vb. 22 konumdan olusan etkilesim noktalarinin yapis1 verilmistir.

Sekil 3.8. 3D-PhaM’in nOl, n02, nll, nl2, nl3, n29 ve n32 molekiillerinin
sliperimpozisyonu
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Tablo 3.10. 2-Hidroksidiarilamit tiirevlerinin deneysel ve hesaplanan aktiviteleri

Molekiil Deneysel | Hesaplanan Molekiil | Deneysel | Hesaplanan
Numaras1 | Aktivite Aktivite Numarasi | Aktivite Aktivite

(pKi) (pKi) (pKi) (pKi)
n01 1,96 1,96 n22 1,52 1,49
n02 1,00 1,09 n23 1,46 1,47
n03 1,89 1,88 n24* 1,46 1,45
no4* 1,54 1,49 n25 1,55 1,55
n05 1,92 1,87 n26 1,80 1,83
n06* 1,92 1,91 n27 1,89 1,88
n07 1,55 1,58 n28 1,12 1,06
n08 1,54 1,53 n29 1,92 1,93
n09 1,92 1,92 n30 2,00 2,02
n1l0* 1,72 1,73 n3l 2,22 2,22
nll 1,00 1,02 n32 1,00 1,01
nl2* 1,00 1,01 n33 1,00 1,01
nl3 1,00 1,01 n34 1,00 1,02
nl4 1,41 141 n35* 1,00 0,95
nl5 1,30 1,38 n36* 1,10 1,14
nl6 1,41 1,42 n37 1,00 1,01
nl7 1,72 1,67 n38 1,00 0,99
nl8 1,80 1,82 n39 1,00 1,01
n19* 1,92 1,88 n40 1,00 1,00
n20 1,70 1,65 n4l 1,07 1,05
n21 1,89 1,89 Test serisi “*” ile belirtilmistir.

Klopman indeks degerlerini kullanan 41 molekiil i¢in bir model istatistiksel sonuglarla
dogruland1 (q2 = 0,998, = 0,993). MCET tarafindan belirtilen modelin 6ngodriilen
giicli, harici bir test setinde de (Tablo 3.10°da "*" ile isaretli molekiiller) dogrulanir.
Modelleme sirasinda, egitim setindeki bilesikler test setinin disinda kullamlir. I¢ test
setindeki ligandlarin aktiviteleri ile dogrulanan 3D model, dis test setindeki ligandlari
tahmin etmek i¢in kullanildi. Hem egitim hem de test setleri i¢in model kullanilarak
Ongoriilen ve gozlemlenen aktiviteler arasindaki grafik degerler, Sekil 3.9°da

gosterilmistir.
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2,5
2,1
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& 1,7
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a
b
T @ Training Set
1,3
[ Test Set
0,9 T T T 1
0,9 13 1,7 2,1 2,5
Deneysel Aktivite
Sekil 3.9.  2-Hidroksidiarilamit tiirev serisi igin egitim Ve test setlerinin deneysel ve

hesaplanan aktivite grafigi

@

Arg368

Phe95 Aspi52

® Arg368

Serh7

Val56 Ser58 H
Arg365 r.z.kf, ;.4
|
N
O/ 2 R
Ser364
Val56

®)

Sekil 3.10. (a) Reseptor-ligand arasindaki etkilesim. (b) TRSSP enziminin aktif
bolgesindeki en yiiksek aktiviteye sahip molekiil (n30) igin segilen
konformasyonun etkilesim diyagramu.
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Onceden olusturulmus 4D-QSAR modelinin stabilitesini arastirmak ve en aktif molekiil
(n30) ve TMPRSS4 enzimi (PDB ID: 5CE1) arasindaki etkilesimi arastirmak icin
molekiiler docking yapilmistir. Molekiiler docking sonucunda baglanma bdolgesi
bulunarak aktif olan amino asitlerde Sekil 3.10b’de gosterilmistir. Arg 368, Ser 364,
Val 56 H-bagi etkilesimini gosterirken; Phe 95, Asp 152, Ser 57, Val 56, Arg 365, Arg
368, GIn 55, Ser 58 amino asitleri polar etkilesimleri gostermistir. 3D-PhaM
atomlarinin gosterildigi Sekil 3.8 ile etkilesim diyagraminin gosterildigi Sekil 3.10b
karsilastirildiginda her iki yontem sonucu bulunan aktif atomlarin birbirini destekledigi

gorilmistir.
3.1.3. Pirimidin Tiirevleri

Bir demans tipi olan Alzheimer hastalifi (AH); yasa bagli olarak merkezi sinir
sisteminin (MSS) baz1 bolgelerinde noron ve sinaps kayiplar1 nedeni ile ortaya ¢ikan;
biligsel ve kognitif islevlerde azalma, ¢esitli davranigsal ve ndropsikiyatrik sorunlarla
karakterize olan ilerleyici norodejeneratif bir hastaliktir [168]. Alzheimer hastaliginin
histolojik 06zelligi anormal isleme ve intraselliiler proteinlerinin neden oldugu
oligomerize amiloid-B prekiirsér proteininin (ABPP) hiicre dis1 birikimidir. AH
patogenezinde yer aldigr diisiiniilen diger mekanizmalar ise; mitokondriyal
disfonksiyon, anormal kalsiyum regiilasyonu, noronal hiicrelerin kaybi, mitokondriyal
disfonksiyon, anormal kalsiyum regiilasyonu ve noroinflamasyon olarak siralanabilir
[169]. Alzheimer hastaligi yasla iligkili norodejeneratif bir hastaliktir ve yashlarda
demansin en sik ve en baskin nedenidir, ilerleyici biligsel gerileme, psiko- davatik
bozukluklar, hafiza kaybi, senil plaklarin varligi, norofibriler yumaklar ve kolinerjik

iletimdeki azalmay1 provoke eder [170-171].

Sekil 3.11. Pirimidinin basit gésterimi

Pirimidin tiirevleri, ilgin¢ biyolojik aktiviteleri nedeniyle ila¢ endiistrisinde dnemli bir
ilgi gormistir [172]. Bunlar antibakteriyel, antifungal, antiviral ve siklooksijenazlar
inhibitorleri (COX) dahil olmak iizere ¢ok ¢esitli terapotik aktiviteler sergilemistir [173-

177]. Ayrica inotrop ve B-blokor ajanlar olarak kullanilmistir. Deneysel ¢alismalarda,
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steroidal yap1 ile kaynasmis pirimidin halkasi igeren bazi bilesikler anti-Alzheimer

ajanlari olarak degerlendirilmistir [86].
3.1.3.1. Siklooksijenaz (COX) Inhibitorleri

Cogu organik asit yapisinda olan ve yapisal olarak genellikle heterojen olmalarina
ragmen benzer terapotik etki ve yan etki gosteren bir ilag grubudur. Analjezik,
antipiretik ve anti-inflamatuar etki gosterirler. Aspirin bu grup ilaglarin prototipidir ve

non-streoid anti-inflamatuar ilaglar (NSAII) olarak tanimlanirlar [178-179].

NSAIil’larin kisa tarihgesine bakildiginda; ilk kez 1820°de kolsisin, 1860’da salisilik
asitin tanimlanmig ve ilk Aspirin tablet 1897’de Felix Hoffman tarafindan
sentezlenmistir. Non-streoid antiiflamatuar ila¢ isminin 1949 yilinda ilk kullanilisi,
fenilbutazonun sentezlenmesi ile es zamanhdir. 1971°de John R. Vane etki
mekanizmalar1 konusunda yaptig1 ¢aligmalar sonucunda ilk defa siklooksijenaz (COX)
enzimini tamimlamis ve bu bulusla Nobel odiilii almistir [180]. 1976°da ise ilk defa
prostoglandin endoperoksit sentetaz (siklooksijenaz) enzimi elde edilmistir. Bu konu ile
ilgili son gelisme 1990’larin baginda COX’in tek bir molekiil olmadigi, birden fazla
izomerlerinin ve bunlarin da farkli islevlerinin oldugunun gosterilmesi olmustur [179]
Epidemiyolojik calismalar, non-steroid anti-inflamatuar ilaglarin (NSAIl) uzun siireli
kullaniminin AH gelistirilme riskini azalttigin1 ve hastaligin baslangicini geciktirdigini
gdstermistir. Bazi NSAIl’lerin, siklooksijenazlarin (COX) inhibisyonu ve peroksizom
proliferatorii ile aktive olan alfa reseptdriiniin aktivasyonu dahil olmak iizere birgcok

yolla etkilesime girerek AH’nin patolojik 6zelliklerini hedef aldiklar1 varsayilmistir.

NSAII baslica etki mekanizmas1 prostaglandin yapimindan sorumlu siklooksijenaz
(COX) enzimini inhibe etmektir. Bu enzimin yapisal izoformu COX-1 hiicreler arasi
sinyalleme ve doku homeostazinda rol oynamaktadir. Inflamatuvar hiicrelerde
indiiklenen COX-2 inflamasyonda rol oynayan prostanoidlerin yapimindan sorumludur.
Selektif olmayan bir sekilde her iki COX izoenzimini inhibe eden NSAIilerin
istenmeyen etkilerinden, ozellikle gastrointestinal yan etkilerden ¢ogunlukla COX-1
sorumludur. Istenmeyen etkileri azaltmak iizere selektif olarak COX-2 enzimini inhibe

eden ilaglar gelistirilmistir [181].

Pirimidin tiirevindeki bulunan 65 tane bilesigin kimyasal yapilar1 ve deneysel aktivite

degerleri Tablo 3.11°de verilmistir.
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Tablo 3.11. Pirimidin serisi i¢in temel iskelet yapisi, siibstitiientler, molekiil yapilari,

deneysel aktivite degerleri ICsp (NM).

” . Deneysel
Molekiil Bilesik Yapisi Aktivite
(@)
HN)J\NH
no1 N 0,807
Br
HO
(@)
HN)]\NH
n02 N 0,809
OCHj4
HO
(@)
HNJJ\NH
NN
n03 0,814
CH,
HO
(@)
HNJJ\NH
n04 N 0,812
NO,
HO
S
HN)J\NH
n05 N 0,737
Br
HO
S
HNJ\NH al
NN
05 0,725
HO
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Molekiil

Bilesik Yapisi

Deneysel

Aktivite
X
HN”™ “NH
NS
n07 0,723
F
HO
X
HN™ “NH
NS
n08 0,747
CHg3
HO
X
HN NH
NS
n09 0,744
NO,
HO
NH
HN™ “NH
2
n10 0,654
F
HO
NH
HN™ “NH
n11 N 0,664
CHs
HO
NH
HN™ “NH
NS
n12 0,659
NO,

HO
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Molekiil

Bilesik Yapisi

Deneysel

Aktivite
g
HN™ NH
n13 N 0792
Br
I
HN” NH
nl4 N 0,803
OCH,
(@)
HNJ\NH
n15 N 0,794
NO,
I
HN™ “NH
n16 N 0677
Br
S
HNJ\NH
n17 N 0,674
F
S
HNJ\NH
nis N 0717

CHs3
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Deneysel

Molekiil Bilesik Yapisi Aktivite
Iy
HN”™ “NH
019 X 0,563
Iy
HN™ “NH
n20 N 0,647
n21 0,761
n22 0,673
n23 0,550
n24 0,754
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Deneysel
Aktivite

0,671

0,542

0,750

0,668

0,540

0,613

Bilesik Yapisi

Molekiil

n25

n26

n27

n28

n29

n30
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Molekiil

Bilesik Yapisi

Deneysel
Aktivite

n31

0,562

n32

0,658

n33

Cl
HO

0,528

n34

HO

0,520

n35

HO

0,533

n36

CH;

0,530
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” . Deneysel
Molekiil Bilesik Yapisi Aktivite
NHCN
n37 0,516
n38 0,934
COOCH,CH,
|
39 0,886
n40 0,885
n41 0,892
n42 0,893
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Molekiil Bilesik Yapisi [}Z‘elg(ie\)//istil
43 0,968
n44 0,965
n45 0,970
n46 0,872
n47 0,948
n48 0,938
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Molekiil Bilesik Yapisi DAelg?\)//iStEél
n49 0,936
n50 0,978
n51 0,975
n52 0,863
n53 0,947
n54 0,878
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.. oo Deneysel
Molekiil Bilesik Yapisi Aktivite
n55 0,881
n56 0,960
nS7 0,963

' COOCH,CH4
n58 0,858
n59 0,947
n60 0,852
Molekiil Bilesik Yapisi Deneysel
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Aktivite
n6l 0,945
n62 0,827
n63 0,942
COOCH,CHj,
n64 ‘. O 0,823
Joe
O
COCH,4
n65 ‘ 0,943

A

Spartan’10 programinda ¢izilmis olan 65 pirimidin bilesiklerinin ¢izilmesi ve

hesaplamalar1 molekiillerin kuantum kimyasal DFT-B3LYP 6-31G* hesaplamalari

yapilmistir. Kuantum kimya hesaplamalar1 yapilan tiim molekiillerin kuantum kimyasal

ciktilart olan *.txt dosyalar1 hazirlanmistir Kuantum kimyasal c¢iktilar1 olan *.txt

dosyalarindan yeni diizenlenmis olan ETM’e g¢evrilmistir ve atomlar referans

molekiiliinde ilk siraya yerlestirilmistir. Her bir konformerin bir ETM ile temsil edilen

matrisi vardir. Referans olarak n01_01 nolu bilesigin ETM’si ise Sekil 3.12°de

diyagonal, nondiyagonal ve ylik olarak matrsi halinde gdsterilmistir. Bu sekilde n0O1
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nolu bilesik baz alinarak sekilde iizerinde isaretlenerek ve herbir atomun
numaralandirilmasi yapilarak gosterilmistir.

Tablo 3.12°de referans bilesik olarak en basit gdsterimde olan nO1 01 nolu bilsigin
konformeri kullanilarak ETMP sonucu olusan Kartezyen koordinatlari (x, y, z) olarak

sirayla gostrilmistir. Her bir atomun kartezyen koordinati Tablo 3.12°de verilmistir.

Tablo 3.12. Pirimidin tiirev serisinin n01 01 nolu konformerin kartezyen koordinati

Atom X Y y4
N2 0 0 0
C7 6,90 0 0
C8 6,02 1,29 0
o1 -0,42 -1,94 -1,15
C4 10,30 1,53 1,21
C6 8,43 0,32 -0,11
C2 10,77 -0,75 0,24
02 12,48 0,55 1,45
N1 1,70 -1,06 -1,16
C9 7,96 2,56 1,08
C10 6,46 2,25 1,12
C11 8,78 0,95 -1,47
C12 6,41 -1,07 -1,01
C13 4,56 0,85 0,15
Cl4 4,89 -1,37 -0,95
C15 4,09 -0,06 -1,02
C16 3,39 1,85 0,36
C17 2,60 -0,11 -0,68
C18 2,22 0,96 0,03
C19 4,22 0,58 -2,42
C3 11,01 0,23 1,38
H33 2,03 -1,89 -1,63
Cc21 0,38 -1,04 -0,80
C5 8,79 1,27 1,09
H34 -0,99 0,03 0,18
C20 0,77 1,22 0,34
C1 9,26 -0,99 0,08
H5 12,95 -0,29 1,57
C22 0,22 2,46 -0,36
C23 -0,75 4,75 -1,62
C24 -0,27 3,53 0,39
C25 0,22 2,56 -1,76
C26 -0,27 3,69 -2,39
C27 -0,76 4,69 -0,23
Bri -1,41 6,34 -2,491
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4D-QSAR’in MCET metodu ile birgok tanimlayiciya gore hesaplamalar yapilmigtir.

Yapilan bu hesaplamalarin en iyi istatiksel sonuglari Tablo 3.13’te g0sterilmistir.

Tabloda da gorildiigii gibi en iyi sonu¢ MUIliken HOMO Klopman tanimlayicisina

gore q° ve r? sirastyla 0,865 ve 0,861 oalrak bulunmustur.

Tablo 3.13. Farkli tammlayicilara gére bulunan g ve r? degerleri

2

2

Tammlayicilar q r
Natural yiik 0,627 0,577
Mulliken yiik 0,854 0,772
Elekrostatik yiik 0,810 0,806
N_Fukui (f+) 0,610 0,616
P_Fukui (f-) 0,562 0,638
HOMO 0,666 0,664
LUMO 0,510 0,445
Natural HOMO Klopman 0,853 0,781
Mulliken HOMO Klopman 0,865 0,861
Elektrostatik HOMO Klopman 0,810 0,806
Natural LUMO Klopman 0,835 0,788
Mulliken LUMO Klopman 0,805 0,768
Elektrostatik LUMO Klopman 0,801 0,831

En iyi istatiksel veri elde edildikten sonra pirimidin tlirev serisi i¢in 3D-PhaM atomlari

MCET metodu sonucu elde edilen .txt dosyalarindan alinmistir. Tablo 3.14’te 3D-Pham

atomlariin hangilerinin oldugu, pozisyonlar1 k ve & degerleri gosterilmistir. Tabloda

n01 ve n37 molekiillerinin 41 bilesik icinde 3D-PhaM yapisina en ¢ok katkida bulunan

atomlar1 bulunduruldugu yorumlanabilir. Bu bilesiklerin bir kismiin aktiviteyi

azaltan/artiran bilesikler oldugu sdylenebilir.

Tablo 3.14. Pirimidin tiirev serisi i¢indeki atomlarin uygun yerlerinden tanimlanan
pozisyonlar (n0lve n37) (3D-PhaM atomlarini igerenler koyu kisim ile

gosterilmistir)
Molekiil Atom X, Y, z Kartezyen Pozisyon | Kappa-(k) Ksi-(§)
Numarast | Numarasi Koordinatlar Simgeleri | pegerleri | Degerleri
X y z
n01 02 N2 0 0 0 ka= -1,12 0,45
n01_02 c21 1,36 0 0 kb= -0,39 0,20
na0l 02 C7 1,91 6,63 0 kc= -0,23 0,06
n37_02 N1 1,75 1,67 -0,03 kd= -0,39 -0,48
n37_02 C10 6,28 -2,36 0,74 ke= -0,24 -7,04
n37_02 C25 0,57 -3,10 1,84 kf= -1,11 -3,04
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En iyi tanimlayiciya gore sonu¢ bulunur ve Tablo 3.15’te goriildiigii gibi deneysel ve
hesaplanan aktiviteler belirlenir. Bunlar da grafige gegirilerek Sekil 3.13’te goridugi
gibi dogrusal bir artig goriiliir. Burdan da sonugarin yani hesaplanan ve deneysel

bulunan aktivitelerin birbirine ne kadar yakin oldugu goriilmektedir.

Tablo 3.15. Pirimidin tiirev setinin deneysel ve hesaplanan aktiviteleri

Molekiil Deneysel | Hesaplanan Molekiil Deneysel Hesaplanan

Numaras1 | Aktivite Aktivite Numarasi Aktivite Aktivite
n01_01 0,807 0,807 n34_02 0,520 0,454
n02_01* 0,809 0,738 n35_02 0,533 0,615
n03_01 0,814 0,741 n36_02 0,530 0,583
n04_01 0,812 0,748 n37_02 0,516 0,547
n05_02 0,737 0,693 n38_01 0,934 0,973
n06_03 0,725 0,770 n39_01 0,886 0,887
n07_02* 0,723 0,666 n40_01* 0,885 0,950
n08_02 0,747 0,693 n4l 01 0,892 0,905
n09_02* 0,744 0,713 n42_02 0,893 0,938
n10 01 0,654 0,632 n43_01 0,968 0,943
nll 01 0,664 0,614 n44 01 0,965 0,904
n12_01 0,659 0,633 n45_05 0,970 0,937
n13_01* 0,792 0,758 n46_02 0,872 0,915
nl4 01 0,803 0,733 n47_04 0,948 0,974
n1l5 01 0,794 0,766 n48_06 0,938 0,890
n16_01 0,677 0,673 n49 01 0,936 0,882
nl7_01 0,674 0,680 n50_02 0,978 0,974
n18 01 0,717 0,777 n51_02 0,975 0,967
n19 01 0,563 0,593 n52_04 0,863 0,823
n20_01* 0,647 0,600 n53_02 0,947 0,942
n21_01 0,761 0,750 n54 01 0,878 0,866
n22_02 0,673 0,660 n55_01 0,881 0,846
n23_01 0,550 0,603 n56_02 0,960 0,988
n24 01 0,754 0,751 n57_02* 0,963 0,998
n25_01* 0,671 0,691 n58_02* 0,858 0,945
n26_01 0,542 0,604 n59 01 0,947 0,854
n27_01 0,750 0,754 n60_01 0,852 0,868
n28 01 0,668 0,717 nél _02* 0,945 0,939
n29 01* 0,540 0,592 n62_02 0,827 0,914
n30_01 0,613 0,762 n63_03* 0,942 0,857
n31_02 0,562 0,714 n64 01 0,823 0,876
n32_01 0,658 0,578 n65_02 0,943 0,954
n33_06* 0,528 0,506 Test seti * igaretiyle belirtilmistir.
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Sekil 3.13. Pirimidin tiirev setinin egitim ve test setlerinin deneysel ve hesaplanan
aktivite grafigi.
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Sekil 3.14. a) Reseptor-ligand arasindaki etkilesim. b) Siklooksijenazlar enziminin aktif
bolgesi igerisindeki en yiiksek aktivitiye sahip molekiil (n37) igin secilmis
yerlestirilmis konformasyonun etkilesim diyagrami.



112

4D-QSAR modelinin stabilitesini arastirmak ve en aktif molekiil (n37) ve
siklooksijenaz enzimi (PDB ID: 4TPK) arasindaki etkilesimi arastirmak i¢in molekiiler

docking yapilmustir.

L-R arasindaki etkilesime bakildiginda Asp 129, Tyr 61, His 126 ile H bag: etkilesimi
oldugu; His 126, Asp 85, Leu 29, Tyr 61 ile de polar bir etkilesim oldugu
gorilmektedir. Sekil 3.14a’da L-R asindaki etkilesimin hangi yonden ve nasil yerlestigi
gorilmektedir. Sekil 3.14b’de ise ligandin enzimin hangi yondeki aminoasitlere nasil
bir baglanama ¢esidi yaptig1 goriilmektedir. Serbest baglanma enerjisi en iyi aktiviteye
sahip olan n37 nolu molekiil i¢in serbest baglanma enerjisi -12,377 k/cal mol olarak

bulunmustur.



4. BOLUM

TARTISMA-SONUC ve ONERILER

Tiyazol, 2-hidroksidiarilamit ve pirimidin tiirevlerinden olusan ii¢ farkli seri iizerinde
MCET metoduyla 4D-QSAR hesaplamalart yapilarak olusan modellerin dogrulugu,
molekiiler docking programinda etkilesim bolgelerine ait serbest baglanma enerjileri ile
gosterilmistir. Herbir tiirev serisinin ligand ve reseptér bazli sonuglari ayri ayri

tartisilarak onerilerde bulunulmustur.
4.1. Tiyazol Tiirev Serisi

Bu calismada, metastaz inhibitorii olan 64 tiyazol tiirevi molekiili i¢in 4D-QSAR
caligmalar1 yapilmis ve molekiiler docking ile tatmin edici sonuglar vermistir. Her iki
yontemde de Onerilen L-R kompleks modeli arastirilmis ve muhtemel baglanmasinin
kesfedilmesinde birbirlerini destekledigi goriilmiistiir. Tiyazollerin metastaz {izerindeki
inhibe edici deneysel baglanma afinitesini degerlendirmek i¢in, 4D-QSAR modeliyle
reseptor tarafindaki etkilesim noktalarinin parametrelerinin ligand bazli olarak
belirlenmis olmasi ve yapi bazli olarak hedef proteindeki bir docking deneyindeki

etkilesim enerjisinin dogrulanmasi faydali olmustur.

4D-QSAR modelinde atomlarin elektronik degerlerine ait farkli tanimlayicilara gore L-
R arasindaki sorumlu Pha yapilar ileri siiriilmiis ve bunlar arasindan en uygun NLLS
sonucuna gore tanimlayici tipi belirlenmistir. Diger tanimlayict LRT tipleri arasinda,
Klopman indeksi tarafindan iretilen 3D-PhaM ile en iyi sonug¢ elde edilmistir.
Sonuglanan modele bakilarak yeni bir bilesigin iskeleti farkli olsa bile, aktvitesi, 3D-
PhaM yapisina karsilik gelen atomlarin tanimlayici degerleri kullanilarak hesaplanabilir.
3D-PhaM grubunu olusturan molekiiller ise n01, n25, n30 ve n30’dur.



114

4.2. 2-Hidroksidiarilamit Tiirev Serisi

Yeni bir seri olarak 2-hidroksidiarilamit tiirevlerinin metastaz inhibitorii yapi-aktivite
iliskisi, MCET ig¢inde 4D-QSAR arastirilmasi ile 3D-PhaM yapis1 ortaya ¢ikartilmistir.
Bu ikinci seride kendi yazilimimizda kullanilan 4D-QSAR hesaplamalar1 tekrarlanmig
ve tatminkar sonuglar elde edilmis. 4D-QSAR hesaplamalarindan ortaya ¢ikan biyolojik
yapinin bir pargasi olan 3D-PhaM’e gore aktiviteyi azaltan ve artiran gruplar, n01, n02,
nll, nl12, n29 ve n32 molekiillerinde belirlenmistir. Ayrica yap1 bazli olarak serin
proteaz enzimine gdre molekiiler docking yapilmistir. Oncelikle protein Vveri
bankasindan (PDB: SCE1) TMPRSS4’e gore FlexX docking programi ile ortaya ¢ikan
baglanma bolgesi 3D-PhaM’i dogrulamistir.

4.3. Pirimidin Tirev Serisi

Ucgiincii bir seri olarak ele aliman pirimidin tiirevlerinden 65 adet bilesik tekrar olarak
4D-QSAR incelemeleri ile siklooksijenaz enzimine ait 3D-PhaM yapisi incelenmistir.
4D-QSAR hesaplamalarinda biyo-yapinin pargalar1 olan Pha, AG ve APS gruplar1 n01
ve n37 nolu molekiillere gore ortaya ¢ikarilmistir. Enzimin etkilesim noktalar1 3 boyutlu
olarak ligand-bazli inceleme ile gosterilmistir. Ayrica yapi-bazli olarak molekiiler
docking islemi enzime goére en aktif molekiil kullanilarak yapilmistir. Yeniden 4D-

QSAR calismalarinin dogrulugu ortaya konmustur.

Tablo 4.1. Calisilan {ig seri igin bulunan en iyi sonuglar

Seri- Tiirev ad1 En iyi tammlayici q° r’
1.Seri-Tiyazol tiirev seti Natural HOMO Klopman 0,789 | 0,785
2.Seri-2-hidroksidiarilamit tiirev | Elektrostatik HOMO 0,998 | 0,993
seti Klopman

3.Seri- Pirimidin tiirev seti Mulliken HOMO Klopman 0,865 | 0,861

Yukarida belirtilen birbirinden farkli 3 adet molekiil serisi i¢in hem ligand-bazli hem de
yapi-bazli caligmalar birbirini dogrulamistir. Bu calismada en 6nemli sonug; QSAR
calismalarinda yeni bir tanimlayict Klopman indeksinin ilk olarak tarafimizdan bu seri
i¢cin uygulanmasidir ve tanimlayicinin giicliniin gosterilmesidir. Kimyadaki molekiiller

arasindaki reaksiyonlarda etkilesim mekanizmasini agiklamak icin gilivenle kullanilan
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bu indeksin, L-R arasindaki ii¢ boyutlu bir etkilesim i¢in kullanilmasi olduk¢a onemli
bir gelismedir. Ayrica molekiiler docking sonuglarinin eklenmesi, ileri siiriillen 3D-
PhaM yapisini desteklemis olmasi gosterir ki; QSAR ¢alismalarinda Klopman indeksi,
yaygin olarak kullanilan bir tanimlayici olma yetenegine sahiptir. Klopman indeksi bir

tanimlayict olarak MCET programi igerisinde 6zel bir algoritma ile kullanilmaktadir.

Her ii¢c seride 4D-QSAR incelemelerinde karsilasilan bazi sorunlar, MCET
algoritmasindaki diizenlemeler ile asilmis ve program daha olgun hale getirilmistir.
MCET progaminin giivenilirligi DOCKING calismalariyla da ayrica dogrulanmis ve
hemen hemen ayn1 sonuglar elde edilmistir. MCET in basarisi diger uluslararast QSAR
‘paket’programlar1 ile rekabet edecek seviyeye geldigi goriilmiistiir. Herhangi bir
docking hesaplamasina gerek duymadan MCET ile elde edilen 3D-PhaM yapilarn

arastirmacilar tarafindan dogrudan kullanilabilir.

Her ii¢ serideki bilesiklere ait ii¢c ayr1 3D-PhaM yapist kullanilarak yeni bilesiklerin
biyo-aktiviteleri hesaplanabilir.

Bu calismada, 4D-QSAR ve molekiiler docking yontemleri ilk defa bu ii¢ tiirev serisini
incelemek i¢in ayn1 anda uygulanmistir. 4D-QSAR calismasi, Tablo 3.16’da gosterildigi
gibi yiiksek g ve r? gibi istatistiksel olarak anlamli prediktif sonuglar vermistir. Ayrica
i seri i¢inde molekiiler docking analizileri sonucu elde edilen 3 boyutlu topoloji
yapilar ile MCET metodu sonucu elde edilen 3D-Pham yapilari arasinda iyi bir tutarlilik
bulunmustur. Ayrica, birlesik bir 4D-QSAR ve molekiiler docking calismasinin,
hedeflerin ve ligandlarin etkilesim mekanizmalarini anlamak icin daha yararh bilgiler
saglayabilecegini gostermektedir. Bu bulgular ilag gelisiminde ¢alisilan tiyazol, 2-
hidroksidiarilamit ve pirimidin serilerinin iyi bir inhibit6r 6zelliginin oldugundan dolay1

biiyiik bir 6neme sahiptir.
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