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OZET

Karsilagtirmali molekiiler konformer elektron topolojik metot (CoMCET) kullanilarak /1f-bagl: olan
estradiollerin goreceli baglanma affinitesinin nicel tahmini yapildi. Bilesiklerin kuantum kimya
hesaplamalar1 icin “Spartan’08” programi kullanilmistir ve Elektron Topolojik Matris (ETM)
hesaplanan elektronik yapi ve konformasyon analiz verilerinden hazirlanmistir. Farmakofor (Pha) ile
beraber ona etki eden AG ve APS’ ye gruplarin topolojik yapilar tartisildi. Bu calismada
konformasyonel analiz, elektronik yapi hesaplamalar1 ve matris karsilagtirmas: 33 adet bilesik i¢in
yapilmistir. Se¢ilmis referans molekiiliin atomlar1 arasinda O1, C4, C2 ve C7 atomlar1 biyolojik
aktiviteden sorumlu Pha olarak belirlenmistir. Ayrica aktivite iizerinde etkiye sahip olan AG ve APS

atomlarin pozisyonlar isaretlenmistir.

Anahtar Kelimeler: Hag tasarimi; QSAR; Ostrojen reseptor



ABSTRACT

Using the Comperative Molecular Conformer Electron Topological Method (CoMCET), the
quantitative prediction of Relative Binding Affinities of 11[5-Substituted Estradiols was done. For
quantum chemistry calculations of compounds, “Spartan’08” programme was used, and The Electron
Topologic Matrix (ETM) were constructed from the data of the calculated conformational analysis
and electronic structure. The topological structure of pharmacophore (Pha) together with Auxiliary
Group (AG) and Anti Pharmacophore Shielding (APS), which were affecting on it was discussed. In
this study, the conformational analysis, the electronic structure calculations and the matrix
comparisons were performed for the 33 compound. O1, C4, C2 and C7 among atoms of the selected
reference molecule were determined as Pha which was responsible from biological activity. Also,

positions of AG and APS atoms which had the effect on the activity were marked.

Keywords: Drug Design; QSAR; estrogen receptor



1. BOLUM
GIRIS

1.1. Giris

Giinlimiizde bilgisayar destekli ila¢ tasarimi ve toksikoloji farmasotik endiistrisinde oldukga iyi
bilinen ve hizla gelismekte olan bir bilim dalidir. Bu bilim dalinin genel unsurlar1 molekiiler yap1 ve
ozellikleri tanimlamak ve yap1 aktivite iligkisini ortaya ¢cikarmaktir. Bir enzim ya da antikoru baglayan
bir bilesik serisine ait biyolojik aktivite ile ilgili verilere sahip olmak genel bir durumdur, fakat aktif
bolgenin ii¢ boyutlu yapisina ait kesin bir bilgiye sahip olmak zordur. Bu amacla gerceklestirilen
“Kantitatif Yapr Aktivite Iliskisi” (Quantitative Structure Activity Relationship, QSAR) analizi,
molekiil setinin genelinde bulunan fonksiyonel gruplarin benzerligine gore aktif bolge tarafindan
taninabilen atomlarin ii¢ boyutlu bir diizenlenmesini ele alir. QSAR, kimyasal yap1 ve biyolojik
aktivite arasinda iliski kurar ve tiiretilen modeller test edilmemis kimyasallarin aktivitelerini tahmin
etmek icin kullanilir [1]. Ligand reseptor etkilesimlerini tanimlamak ve en ¢ok istenilen farmakolojik
ozelliklere sahip olan kimyasal yapilari tahmin etmek icin bilgisayar destekli ila¢ tasarimina
yonelinmistir. Kimya ve biyolojinin ¢esitli alanlarinda yaygin olarak kullanilan QSAR metodu
bilgisayar teknolojisinin zaman igerisinde gelismesiyle ii¢c boyutlu QSAR (3D QSAR) halini almistir.
Baslangicta QSAR metodu bilesiklerin fizikokimyasal 6zelliklerine gore aktiviteyi aciklamistir. 3D
QSAR metodu ise bilesiklerin aktivite degerlerini, klasik QSAR metotlarinda yer almayan elektronik
ozellikleri hesaba katarak agiklamistir. Pratik bakimdan olduk¢a uzun ve zor olan bdyle bir problemin
¢coziimii; deneysel olarak belirli bir aktivite gosterdigi bilinen bilesikleri birbiri ile karsilastirarak
aktivite gostermelerine neden olan ortak yapidaki fragmenti bulmakla olur. Boylece molekiiliin yapi-
aktivite iliskisinde, molekiiler aktiviteden sorumlu olan temel {i¢ boyutlu elektronik ozellik

belirlenmis olur [2-3].

Hopfinger 1997 yilinda 3D-QSAR modeline dordiincii boyutu kazandirdi ve 4D-QSAR analizi
terimini ortaya c¢ikardi. 3D-QSAR metotlarindan farkli olarak 4D-QSAR analizinin dordiincii boyutu
her bir molekiildeki en diisiik enerjili konformerin degil ama etkin niifuslu konformerlerin eslestirme
ortalamasindan kaynaklanir. Sistematik konformasyonel arastirma yerine, konformasyonel eslestirme
ozelliklerini belirlemek icin multi-temperature molecular dynamics’i (MDS) kullanir. Minimum

enerjili konformerin 2Kcal/mol i¢inde olan tiim konformerleri calisilan bilesik serisindeki her bir



bilesigin en aktif konformeri olarak tamimlanir [4]. “Karsilagtirmali Molekiiler Konformerlerin
Elektron Topolojik (Comperative Molecular Conformer Electron Topological (CoMCET) )’ metot
4D QSAR metodu olarak kullanilir.

Yapi-aktivite incelemeleri bilgisayar modelleriyle birlestirildiginde bilesik serisindeki referans
molekiilde bulunan aktiviteden sorumlu, ortak ve genel bir par¢anin elektronik ve geometrik 6zelligi

aktif fragment ve Pha olarak tanitilir.

Bu calismada 170- siibstitiie estradiol tiirevlerinin biyomolekiiler baglanma affiniteleri incelenerek,
aktiviteden sorumlu fragment olan Pha ¢ikartilacaktir. Aktif fragment farmakofor olarak adlandirilan
Pha, elektronik 6zellikler ile “Anti-Pharmacophore Shielding” (APS) ve Auxiliary Gruplarin (AG)
aktivite ile iliskisi regresyon analizinde yapilacak ve bu iliskinin modellenmesi sonucunda reseptor-

molekiil etkilesim mekanizmasi aydinlatilacaktir.

Burada, 17a- siibstitiie estradiol tiirevlerinin yapisal ozelliklerini tanimlamak ve ayirmak igin
CoMCET yontemine dayanan dort boyutlu bir QSAR sunuyoruz. CoMCET hesaplamalarinda,
molekiildeki her bir konformerin elektronik oOzellikleri dikkate alinarak model bulunur. Her bir
molekiil icin deneysel aktivite verileri hesaplanan veriler ile uyum gostermesi Ol¢iisiinde bulunan
model basarilidir. Aktivitede rol alan temel iskelete gore yeni molekiillerin tasarlanarak sentezlenmesi
ve mevcut olan molekiillerin biyolojik aktivitelerinin tahmini icin CoMCET ile ¢ikartilan sonuglar

kullanilir.

1.2. ila¢ Nedir?

lag, terimi ve kavram gok agik degildir. Tiirkce’ de pharmakon karsilig1 olarak bugiin genis anlaml
ilac kullanilmaktadir. ila¢ terimi oldukca yakin zamanlara kadar tibbi farmakoloji icinde, genellikle
insan ve hastalikla ilgili olarak kullanilmistir. “Ilaglar, alicinin yararina olmak iizere fizyolojik
sistemler veya patolojik durumlar1 degistirmek veya incelemek amaciyla kullanilan veya bu amacgla

hazirlanan madde veya iiriinlerdir” [5] seklinde bir tanimlama getirmistir.

1.2.1. ilaclarin Hiicrelere Tesirleri ve Reseptorleri

lNaclar hiicrelerin yiizeyinde veya icinde hiicre yapisina ait belirli kimyasal gruplarla birlesmek,
baglanmak veya temas etmek suretiyle tesirlerini gosterirler. Ilaclarn biiyiikk ¢ogunlugu spesifik
biyolojik reseptorlerin aktivitelerini hafifleten ve onlarin etkilesimlerini, baglanmalarini diizenleyen
kiiciik molekiillerdir. Reseptorler, hayatin korunmasi icin 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 cok bilyiik bir
dizisinden olusurlar. ilaglarin en 6nemli rolii bazi tibbi problemlere care bulmak amaci ile bu

reseptorlerin fonksiyonlarini diizenlemektir [6]. Yani hiicrenin ila¢ molekiilleri tarafindan isgal edilen



kisimlarina reseptor adi verilir. Reseptorler ¢cogunlukla hiicrelerin yiizeyinde yer aldigindan birgok
ilaglar tesirlerini hiicre sathinda daha bariz bir sekilde gosterirler. Bir ila¢ hiicrenin neresine tesir
ederse etsin, hiicrede meydana getirecegi etki ancak hiicre faaliyetinde nicel bir degisiklik olacaktir.
Yani ilaglar hiicrenin faaliyetini azaltabilir veya ¢ogaltabilir; fakat asla hiicre faaliyetinde nitel bir
degisiklik olusturmazlar. Bir hiicre bir ilacin tesiri ile normal olarak yaptigi isten baska bir is

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

1.2.2. Baglanma Etkilesimleri

Yap1 ve aktivite arasindaki iliskiden elde edilen bilgilerin en yararli kisimlarindan biri, ilacin
reseptore baglanmasinda onemli olan atomlarm ve fonksiyonel gruplarin tipidir. Ilaglar hedef
bolgelere molekiiller aras1 baglanma kuvvetlerini kullanarak baglanirlar. Bununla birlikte bazi ilaglar

kovalent baglar1 olusturabilir.

1.2.2.1. iyonik Baglanma

Zat yiiklii gruplar arasinda olusur. Viicudun dogal kimyasal habercilerinin ¢ogu viicut pH’ sinda
iyonlasan amin grubu icerir. Bu tiir kimyasal habercileri taklit eden ya da antagonize eden ilaclar
iyonik olarak baglanmak i¢in iyonize olmus bir amin grubuna sahip olmasi1 gerekir. Bu yiizden iyonik

bag ilag reseptor etkilesimlerinde 6nemli bir dzelliktir. Iyonik etkilesimler giiclii karakterdedir.
1.2.2.2. Hidrojen Bagi

Elektrofilik bir hidrojen atomu ile elektronegatif bir atom arasinda olusan hidrojen bagi iyonik bagdan
daha zayiftir fakat ilac-reseptor etkilesimlerinde hala Onemlidir. Hidrojen baginin kuvveti 2-5

kcal/mol olarak kabul edilmektedir.

1.2.2.3. 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 i¢in bahis konusu iki molekiiliin (ila¢ ve reseptor) bir birine ¢ok iyi bir
sekilde uymas1 gerekir. Van der Waals baginin kuvveti 0,5 kcal/mol olarak kabul edilir. ilacla reseptor
arasinda bu sekilde tesekkiil edecek zayif bir bagdan dogal olarak 6nemli bir farmakolojik tesir

beklenemez.

1.2.2.4. Takviyeli iyon Bag

Iyon bagmin herhangi bir sekilde takviyesi neticesi ile hem kuvveti artar hem de daha sabit bir sekle
sokulmus olur. Mesela iki molekiil bir ucunda iyon bag ile baglanip diger bir kisimdan da Van der
Waals baglari ile birlesebilir; boylece daha sabit bir bag meydana gelmis olur. Bu bagin kuvveti 10

kcal/mol olarak kabul edilir.



1.2.2.5. Kovalent Bagi

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

rastlanir [7].

1.3. Tla¢ Tasarmm
lla¢ tasarimi, daha onceden tanimlanmus yapi-aktivite iliskilerinden yararlanarak, farmakolojik

aktivitesi ongoriilebilen potansiyel ilag molekiillerinin tasarlanmasidir. Yeni ila¢ gelistirmenin amact,
var olanlardan daha giiclii, daha az toksik ve yan etkileri en aza indirilmis, yararl terapotik bilesikler
gelistirmektir [8].

Ayrica ilag ve reseptor arasindaki baglanma etkilesimini gelistirmek ve ilacin reseptor icin seciciligini
arttirmaktir. Daha giiclii ve daha secici baglanma icin ilag, baglanma bolgesine goére uygun biiyiikliikte
olmali ve baglanma i¢in gerekli fonksiyonel gruplara sahip olmalidir. Bu fonksiyonel gruplar
birbirlerine gore dogru pozisyonda olmalilar ki hepsi ayn1 zamanda baglanabilsinler. Mevcut ilaglarin
hemen hemen hi¢ biri ideal o6zelliklere sahip olmadiklarindan, arastirma kurumlarinda ve ilag
endiistrisinin arastirma gelistirme laboratuarlarinda, siirekli ilac olabilecegi diisliniilen bilesiklerin
sentezi yapilmakta ve bunlar belirli farmakolojik testlere tabii tutulmaktadir. Ilaclar secici, etkisi

gecici ve doza baglh olmalidir.

Organizmanin ve ila¢ molekiiliiniin organizmadaki yolculugunun ve hedef molekiillerle etkilesiminin
karmasikligr diisiiniildiigimde, ila¢ tasariminin ve ila¢ tasariminda basarinin ne kadar zor oldugu
kolaylikla goriilebilir. Farmasétik amaclarla sentezi yapilan otuz bine yakin bilesikten ancak birkag
tanesi cesitli asamalar1 gecip, klinik incelemelere kadar gelebilmekte ve bunlardan sadece bir tanesi
ila¢ olarak kullanima girmesi 12—15 yil stirmektedir.

Bilgisayarh ilag¢ tasarimu teknikleri ile daha 6nceleri tek bir ilag bile dizayn edilememesine ragmen, bu
tekniklerin gelismesi uzun siirmemistir. Gliniimiizde biitiin diinyada farmakoloji ve biyoteknoloji

sirketleri bilgisayar destekli ila¢ tasarimu tekniklerini kullanmaktadir [9].

1.4. ilacta Arastirma-Gelistirme

1.4.1. Tamim

Tedavide kullanilan yeni ilaglar ve gelecek ©Ongoriileri, ilacta arastirma ve gelistirme (AR-GE)
kavraminin tanimiyla ve aym zamanda bu siirecin tarihiyle ve yonelimleriyle ilgilidir. Oncelikle
saptanmas1 gereken husus, AR-GE’ nin, tedavide kullanilacak yeni ilaclarin kesfinin anahtar
oldugudur. AR-GE tedavide kullanilacak, endikasyon alani ya da alanlari hedeflenmis yeni
molekiillerin kesfinden, bunlarin etkin ve ruhsatli bir ila¢ formu olarak saglik otoritesince tanimasi ve

denetlenmesini igeren her tiirlii yontem ve uygulamay1 i¢inde barindiran bir siirectir.

1.4.2. ilacta Buluslar ve Kronolojisi



Innovator ilag firmalari, uluslararas: karakteristiklerinin bir parcasi olarak Arastirma-Gelistirme (AR-
GE) calismalarinin 6zellikle II. Diinya Savasi’ nin sona ermesinden bu yana gelistigini belirtmekte ve
farmasotik AR-GE alanindaki yatirimlarin artmasinin, 20. yy’ 1n ikinci yarisindan bu yana saglikli
yasamin gelismesine de katkida bulundugunu o6ne siirmektedirler. ilag gelistirme ¢alismalarinin
amacini agiklarken de, cesitli hastaliklar1 tedavi edebilmek, yasam kalitesini ve siiresini artirmak

olarak prospektif hedefleri 6nlerine koyduklarini ifade ederler.

facta buluslarin, gelisim cizgisi igerisinde ve giiniimiize ulasan yoneliminde, baslica dort asamanin
bulundugu goriilmektedir. Bunlar asagida sirayla verilmektedir. 19. yy. sonu ile 20. yy.” 1n baslangici
Rastlantisal Gézlem Donemi (RGD) olarak anilmaktadir. Rastlantisal goézlemler bazi ¢cok 6nemli
ilaglarin kesfinde ve gelistirilmesinde onemli rol de oynamistir. Bu donemde yeni ila¢ ya da grubu
olarak baslica kazanimlar arasinda aspirin, siilfonamidler ve antibiyotikler bulunmustur. Klasik 6rnek
Fleming’ in 1928 yilinda penisilini kesfedisidir; bu gozlem antibiyotik tedavisinin baslangicini
olusturmustur. Bazi ilaclarin ise yan etkileri incelenirken rastlantisal olarak bagka bir hastaligin
tedavisinde kullanilabilecegi de kesfedilmistir. Antibakteriyel olan siilfonamidlerin oral antidiyabetik
olarak kullanimu, tifo tedavisi i¢in kullanilan siilfonamidlerin hastalarda yan etki olarak kan sekerini

diisiirmelerinin saptanmasiyla bulunmustur.
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Sekil 1.1. ilagta Buluslari Kronolojisi.

1940 larin baslangici Doku Biyokimyasina Odaklanma Doénemi’ nin (DBOD) de acilisi olmus ve bu
donemde antihipertansif ilaglar, trankilizanlar, antiaritmik ilaglar, beta blokerler gibi cesitli
farmakolojik gruplara 6zgii kesifler yapilmistir. 1952’ de Rauwolfia serpentina bitkisinden rezerpinin

izole edilmesi ve hipertansiyon tedavisinde yararli oldugunun gosterilmesi ile bitkiler iizerindeki ilag
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kesif ve gelistirilme ¢alismalart hizlandirilmistir. Dogal kaynaklardan etkin bilesiklerin
ayiklanabilmesi i¢in biyolojik sistemler iizerinde yapilan arastirmalarin ¢ok uzun zaman almasi ve
pahal1 olmasi sentez yoluyla yeni bilesiklerin iiretilmesine yol agmistir. Giiniimiizdeki yeni ilaglarin
cogu ila¢g firmalar1 tarafindan arastirma ve gelistirme c¢alismalar1 sonucunda {iiretilmis orijinal
bilesiklerdir. 1970 ler Hiicre Biyokimyasina Odaklanma Donemi’ nin (HBOD) baslangicini
olusturmustur. Ozellikle kanser tedavisine yonelik ila¢ arastirmalarinin yogunlastigi bir dénem olarak
bilinmektedir. Molekiiler Yapilara Odaklanma Dénemi (MYOD) ise, gorece yeni donem ¢alismalarini
icinde baridirmaktadir. Ozellikle insan genom haritasiin ¢oziimlendigi 2000 ler, tedavi alanlarinda

kullanilan yeni iiriinlerin giindeme gelmesine neden olmustur.

1.4.3. AR-GE Cahismalar
Ilac gelistirme siiresi 4 ana boliimden olusur:
1 Kesif ve arastirma,
2 Klinik 6ncesi caligmalar,
3 Klinik calismalar,
4 Onay ve pazar sonrasi denetim.

Asagida biyomedikal olarak, yeni ila¢ gelistirilmesi ve degerlendirilmesi siireci tanimlanmaktadir.

1.4.3.1. Klinik-Oncesi (Preklinik) Degerlendirme

Dogal kaynaklardan veya sentez yoluyla ortaya ¢ikarilan bir kimyasal molekiiliin insanda denenmeden
once uygun deney hayvanlar1 iizerinde farmakolojik etki profillerinin, toksisitelerinin ve
farmakokinetik ozelliklerinin denenmesi ile insanlar iizerindeki olasi yarar ve zararlarinin
ongoriilmeye calisilmasi preklinik degerlendirmenin esasini olusturur. Bu bi¢imde yapilan etrafl
calismalar genelde 2-3 yillik bir calisma donemini kapsar. Binlerce molekiil arasinda tarama testleri
ile ila¢c olmaya aday olan molekiil/(ler) ayristilir ve sonucta bu aday molekiillerin farmasotik sekil
haline getirilmesi arastirmalar1 yapilir. Deneyler baslica tarama ve toksisite testleri olarak siirdiiriiliir.
Tarama testleri baslica canli deney hayvani, izole organ preparatlar1 ve/veya hiicre kiiltiirleri gibi
laboratuar kosullarindaki arastirmalar olarak siirdiiriiliir. Toksisite testlerine gelince bunlar genellikle
fare, sican (rat) ve kemirici dis1 bir tiir olarak kopeklerde yapilir. Toksisite arastirmalar1 dogasi ve

icerigi bakimindan baslica dort basamak deneyle gergeklestirilir. Bunlar;

i) Akut toksisite,

ii) Subakut toksisite,

iii) Kronik toksisite,

iv) Ozel toksisite (teratojenik, kanserojenik, mutajenik ve fertilite iizerine etkiler) incelemeleri

olarak gergeklestirilir.
Tiim preklinik incelemelerin temel ve baslica amaci insanda tibbi amaglarla yeterince etkili olacak ve
toksisitesi fazla ve ciddi problemler olusturmayacak bir molekiilii insan i¢in Ongoriisel bir

seleksiyonla ayristirabilmektir.
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FARMASOTIK AR-GE SURECI

Sekill 1.2. Farmasotik Ar-Ge Siireci

1.4.3.2. Klinik Degerlendirme

Yukarida anlatildigr bi¢imde insan iizerinde kullanilabilecegi ongoriilen aday ila¢ molekiilleri cesitli
farmasotik bi¢imlere getirilerek ve ilgili etik kuruldan mutlaka izni alinarak goniillii saglam ve hasta

denekler iizerinde denenir [10].

1.5. Bilgisayar-Destekli fla¢ Tasarim
1950 lerde baslayan bilgisayar teknolojisi, el hesap makineleri kullanilarak ¢ok zor bir sekilde yapilan

kuantum mekanik hesaplamalarini, Schrodinger denkleminin bilgisayar ile ¢oziilmesi sonucunda ¢ok
kolay hale getirmistir. Ancak o donemlerde sadece birka¢ atomlu kiiciik molekiillere uygulanabilen ab
initio yontemler ile hesaplamalar yapiliyordu. Daha sonrasinda ise semiempirik molekiiler orbiral
teori ile ¢ok biiylik molekiiller i¢in de hesaplamalar yapilabilmektedir. Ayn1 zamanda fizikokimyacilar
tarafindan gelistirilen empirik modelleme metotlar1 ile biiyiik biyolojik sistemlerin {i¢ boyutlu
konformasyonel davraniglar1 ve yapilari daha net olarak agiklanmistir. Molekiiler mekanik metot
olarak adlandirilan bu metot ab initio ve semiempirik metotlardan ¢ok daha hizlidir. Ayrica 1960 ve
1970 lerde fizikokimyacilar ila¢ tasariminda, bilesiklerin lipofilik veya hidrofilik karakterini
hesaplayan metotlar gelistirmislerdir. Boylece giiniimiizde bilgisayar-destekli ila¢ tasarimi (Computer-

Assisted Drug Design (CADD) ) olarak adlandirilan ve ila¢ gelistirme calismalari i¢in kullanilan bir



teknik ortaya cikmistir [11]. CADD ila¢ olarak kullanilan biyolojik aktiviteye sahip bilesiklerin
optimizasyonu, tasarimi ve arastirilmasi asamalarini iceren bilgisayar destekli tekniklerin tiimiinii
kapsamaktadir. ilk bilgisayar destekli, yapr bazl ilag¢ tasarimu metotlart 1980 lerin basinda ortaya
cikmis olup zaman igerisinde gelisim gostermistir. Giiniimiizde ise gelisimi halen devam etmektedir
[12].

Herhangi bir bilesigin yapist ve kimyasi denel yontemlerle belirlenebilir, ancak hesaplama yolu ile
ongoriiniin yapilabilmesi ¢ok yararlidir ve pek ¢ok uygulama alan1 bulmustur. Ornegin farmakolojide
yeni ilaclarin gelistirilmesinde yaygin olarak kullanilmaktadir. Kimyacilar bilgisayar kullanarak
sentezden once ilaglarin yapilar1 hakkinda onbilgiye sahip olarak ilagta istenen 6zellikleri belirleyip
bu ozelliklere uygun bilesiklerin sentezlerini gerceklestirirler. Bu da para ve zaman kaybini

onlemektedir.

Bilgisayar-destekli ila¢ tasarim yontemleri, deneysel yontemler kullanilarak bir ilacin kesfinden ticari
olarak satilmasina kadar gecen siirenin ve maliyetinin diisiiriilmesi amaciyla son yillarda hem ilag
firmalar1 hem de iiniversitelerde yaygin bir sekilde kullanilmaktadir.

Bilgisayar-destekli ilag tasariminda, ligand-temelli (ligand-based etki gosteren molekiillerin
yapisindan reseptor yapisinin yorumlanmasi) ve yapi-temelli (structure-based bilinen reseptor
yapisindan hareketle etki gosterebilecek molekiillerin tasarlanmasi) olmak iizere iki temel yontem
bulunmaktadir. Eger ilacin viicut icinde etkilestigi hedef protein yapisi bilinmiyorsa, Quantitative-
Structure Activity Relationship (QSAR) gibi yontemler kullanilirken, “Hedef protein” yapisi
biliniyorsa Molekiiler dinamik (MD), simulasyon (zamana karst konformasyon analizi) ve Docking
(protein-ligand kilitlenmesi) yontemleri kullanilmaktadir.

Bilgisayar destekli ilag tasarimu ile orijinal bilesiklerin tasarlanmasi;

(1) Kombinatoryal kimya metotlar1 (¢ok sayida bilesigin etkin ve hizli bir sekilde beraber
sentezlenmesini amaglayan metot),

(2) High Throughput Screening (HTS) yontemleri ( milyonlarca bilesigin aktivitesinin denenmesi icin

kullanilan ¢ok hizli bir yontem) ile yeni kimyasal ila¢ olabilecek molekiillerin belirlenmesi,

(3) Dogal kaynakli bilesiklerin etkilerinin yine HTS teknikler kullanilarak kisa zamanda milyonlarca
molekiil arasindan ayristirilabilmesi gibi bu giine kadar kullanilan konvansiyonel (klasik) metotlara

gore ¢ok daha hizli ve ucuz olmaktadir [13].

Bilgisayar destekli ilag tasarimu ile ilag 6zelligi gosteren yeni molekiillere ulasmak iizere kullanilan

onemli yontemler asagidaki gruplar altinda toplanabilir.

a) Molekiiler Modelleme: Molekiiler grafik veya konformasyon analizi olarak da adlandirilan bu
yontemde klasik ve kuantum mekanik esitlikleri ile molekiillerin yapilarint sayisal ve gorsel
olarak gosteren bir bilim dalidir. Bilgisayarli kimya programlarinda geometrik 6zellikler (bag
mesafesi, bag acisi, torsiyon agis1), enerji parametreleri (olusum enerjisi, aktivasyon enerjisi vb.),

elektronik ozellikler (dipol moment, yiik, iyonizasyon potansiyeli, elektron affinitesi),



spektroskopik ozellikler (titresim frekanslari, kimyasal kayma) ve sterik 6zellikler (hacim, yiizey
alani, difiizyon, viskozite vb.) gibi parametrelerle molekiiller iic boyutlu yapida tanimlanir. Bu
yontemle, etken madde veya analog tasarimi (etken maddeye yapisal olarak benzemesine ragmen
farmakolojik etkisi kendi 6zelliklerinin sonucu olan bilesik tasarimi) yapilarak nasil bir biyolojik
aktivite gosterecegine karar verilir. X-1sinlar1 kristalografisi gibi yontemlerle ilacin molekiiler
sekli veya konformasyonu aragtirilir [14].

b) Kahp Tamma (pattern recognition): Kalip Tanima, Makine Ogrenmesi’nin bir alt dali olup,
Goriintii Isleme’de girdi olarak alinan islenmemis bilgiyi inceleyip gelen verinin kategorisine gore
isleme tabi tutmasidir. Kaliplar 6l¢iimlerin veya gozlemlerin genel gruplarini ¢ok boyutlu uzayda
tanimlanan uygun noktalarda siniflandirir [15].

¢) Kiimeleme analizi (Cluster Analysis): n boyutlu veri matrisinde yer alan ve dogal gruplamalari
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 oOlgiilerden yararlanarak homojen
gruplara bolmek amaci ile kullanilir. Kiimeleme analizi karmasik olusumlarin bulundugu hemen
hemen tiim bilim alanlarinda yararlanilan bir yontemdir. Kalip Tanima ve Kiimeleme analizi
yontemlerinin her ikisi de bircok parametre ile karakterize edilmis ¢ok sayida bilesik icinden en
uygun bilesige ulasmak i¢in gelismis istatistik ve bilgisayar yontemlerinin kullanildig1 sayisal
tekniklerdir [16].

d) Reseptor Uyum veya Reseptor Tanmmlama Yontemleri: Cesitli modern spektroskopik
yontemlerle reseptorle ilag arasindaki iligkilerin ve bu iligkilerde hangi etkilerin fazla oldugu
konularinin incelenmesi ile reseptdrle en iyi sekilde uyum saglayacak molekiiliin tasarlanmasinda

elde edilen bilgilerin kullanilmasidir.

1.6. Ostrojen Nedir?

Ostrojen hormonu, kadinlarin adet dongiisiinde ve diger 6nemli rol oynayan bir grup steroid
hormondur. Ostrojen hormonu hem erkek hem kadinlarda bulunmakla beraber, iireme
yasinda kadinlarda seviyeleri cok daha yiiksektir. Ostrojen kadinlarda gogiis gibi ikincil
cinsiyet Ozelliklerinin gelisimini saglar ve adet dongiisiiyle iliskili olan endometrium
kalinlagsmasi1 ve diger siirecleri diizenler. Folikiil uyaric1 hormon (FSH) ve liiteinizan hormon
(LH), yumurtlayan kadinlarda Ostrojen iretimini diizenlerler. Kan dolasiminda bulunan
ostrojen, FSH ve LH'nin seviyelerinin azalmasina neden oldugu i¢in bazi1 oral

kontraseptiflerde Ostrojenler bulunur.



1.6.1. Ostrojen Hormonu Gorevleri Nelerdir?

Kadinlarda bulunan ii¢ ana Ostrojen, Ostradiol, Ostriol ve Ostron'dur. Menars ile menopoz
arasinda baslica Ostrojen ostradiol diir. Ergenlik caginda viicudun hipofiz bezinden salgilanan
FSH ve LH hormonlart gen¢ kizlarda yumurtaliklari uyararak Ostrojen salgisini
baslatir.Ostrojen hormonu salinimi1 geng kizlarda boy biiyiimesi erkeklere nazaran ergenligin
basinda baslar, hizli olur ve daha cabuk biter. Ostrojenin etkisi ile genital bolgede killanma,
kalca bolgesinde yaglanma, memelerde biiyiime, meme basinin renginde koyulasma ve
gelisme goriiliir. Geng kizlarda viicut hatlart yuvarlaklasir, meme ve kalgalar dolgunlagir.
Yumurtaliklarin hacmi artar, rahim i¢ ve distan kalinlasir, vagina boy olarak uzar ve i¢indeki
hiicreler kayganligi saglayan mukus maddesini salgilar. Kadinlarda ergenligin son noktasi
olarak adet kanamasi gerceklesir ve bununla beraber boy biiyiimesi durur. Ostrojen
progesteron dedigimiz diger bir hormonla belirli bir diizen icinde c¢alisir. Adetin ilk iki
haftasinda Ostrojen salgilanip, rahmi biiyiitiir ve yumurtanin olusmasinda rol oynar. Adet
doneminin son iki haftasinda progesteron salgilanarak rahim salgilarini arttirir, eger bu
donemde hamilelik gerceklesirse progesteron rahmi hamilelige hazirlar, gebelik olusmaz ise

progesteron adet kanamasi, mens olugsmasina yol agar [17, 18].

1.6.2. Ostrojen eksiligi ne yapar?

Ostrojen eksikligi memelerde kiiciilme, vaginada kuruluk, cinsel iliski esnasinda agr1, cillte
kinisiklik, sa¢ dokiilmesi, vaginada sarkma, cinsel isteksizlik ve cinsel iliskiden zevk almama
sonuglarm dogurur. Ostrojen eksikligi olursa kadin erken menopoza girebilir, bu durumda

sicak basmalari, terleme ataklar1 ve psikolojik dengesizlikler goriiliir.

1.6.3. Ostrojen fazlalig ne gibi sonuclar dogurur?

Ostrojen fazlalig1 en sik yumurtalik faaliyetlerinin bozulmasi sonucu gelisir. Polikistik over
hastaligr dedigimiz sendromda diizenli aylik yumurtlama yoktur ve kisirlik vardir. Overler
Ostrojeni fazla salgilarsa armut tipi sismanlik baslar, yani kalgalarda yag birikir, selliilitlerde
patlama olur. Ostrojen fazlaligi durumunda kalca ve bacaklar1 kalin orantisiz bir viicut ag1ga
cikar. Fazla 6strojenin en kotii sonucu kanser hiicrelerini uyarmasidir. Ostrojen hap olarak
alinsa da viicut kendi kendine asir1 salgilama yapsa da fazlasi kanseri tetikleyebilir. Ostrojen
diizeyinin kanda yiiksek olmas1 rahim ve meme kanseri icin direk bir risk faktoriidiir. Ostrojen
fazlaligt yag dokusunun miktarini arttirir. Artan yag dokusunda daha fazla testosteron
Ostrojene cevrilir, bu da yag dokusu miktarin1 daha da artirir. Sonucta bir kisir dongii olusur.
Daha fazla 6strojen daha fazla yag; bu da yine daha fazla 6strojen demektir. Sonucta hiicreler

uyarihr ve viicutta kadinlik organlarinda kanser gelisimi baslayabilir. Ostrojen fazlalig
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viicudun su ve tuz tutmasina neden olur. Yiiz yuvarlaklasir, el ve ayaklarda sislik ve 6dem
gelisir. Ostrojen fazlaligr bacak damarlarmin tikanmasina, akcigere pihti kagmasina, safra

kesesinde tag olusmasina ve tansiyonda artigsa sebep olabilir.

1.6.4. Ostrojen iceren bitkiler nelerdir?
Menopozda oldugu kadar bazi cinsel ve cilt sorunlarinin varliginda giiniimiizde dstrojen
iceren bitkiler siklikla kullanilmaktadir. Ostrojen iceren bitkiler arasindan en ¢ok

kullanilanlari;

Adacayi: Dogal Ostrojenler igeriyor. Ates basmasi, gece terlemeleri gibi menopoz

sikayetlerinde etkili.

Soya fasulyesi: Soyadan elde edilen ve dogal Ostrojen olan isoflavonlar, menopoz

sikayetlerini hafifletiyor.

Civan percemi: Dogal dstrojen kaynagi olan bitki menopoz sikayetlerinin giderilmesinde ¢ok

yararli.

Anason: Icinde belli oranda dogal Ostrojenler ve buna benzer maddeler var. Menopoz

sikintilarinin yan sira uyku bozukluklari, gaz kolit, hazimsizlik sikayetlerine iyi geliyor.
Maydanoz: Dogal ostrojenler iceren maydanoz menopoz sikayetlerini gidermek icin etkili.

Kizildereli otu: Kizildereli.
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2. BOLUM
QSAR METOTLARI
2.1. Yap1 Aktivite Iliskisi (SAR) ve Kantitatif Yap1 Aktivite Iliskisi (QSAR)
2.1.1. SAR

SAR terimi bilesiklerin kimyasal yapilar1 ile biyolojik ve farmakolojik aktiviteleri arasindaki iliskinin
kalitatif olarak belirlenmesi anlamina gelir. Yani bir molekiil aktif veya inaktif seklinde siniflandirilir.
Bilesiklerin yapi-aktivite iliskisi aciklanirken, genellikle fonksiyonel gruplarin etkisi, stereokimyasal
yapisi, bitylikliigli ve sekli dikkate alinir. Yapi-aktivite iliskisine diger katkilar ise kimyasal reaktiflik,

elektronik etkiler, rezonans ve indiiktif etkilerdir [19].

2.1.2. QSAR

QSAR bir molekiiliin farmakolojik, toksikolojik ve biyolojik aktivitesinin kantitatif tahminini yapar.

Bu metot, benzer bilesik serisinden ortaya ¢ikan yapi ve aktivite bilgilerini temel alir [20].

QSAR tarihinin baslangic noktas: kesin degildir. 1860 lardan 1960 lara kadar yiizyil1 askin bir siire
icinde gelisim gostermistir. Molekiiller arasindaki iliskiyi ve biyolojik 6zellikleri gosteren ilk caligma
1863° te Strasburg Universitesi'nde A.F.A. Cros tarafindan sunulmustur. A.F.A. Cros, alkollerin
sudaki ¢oziiniirliikleri azaldikca memeliler tizerindeki toksik etkisinin arttigini gdzlemistir. 1868 de A.
Crum Brown ve T. Fraser alkaloidlerin biyolojik etkileri iizerinde calismislar ve genel yapi-aktivite
iligkisini formiillendirerek fizyolojik aktivitenin kimyasal bilesimin yani konsantrasyonun bir

fonksiyonu olarak degistigini bulmuslardir.

O=1£(C) 2.1

Cogu organik bilesigin yapisi heniiz bilinmedigi i¢in bu iligkiyi kullanarak aktiviteyi diger 6rnekler
iizerinde aciklamakta yetersiz kaliyorlardi fakat bugiin ilaclardaki her atom ile ilgili ayrintilar
bilinmektedir (cogu durumda baglanma bdlgesinin ii¢ boyutlu yapisi). Bu etkilesimi, farkli kimyasal
molekiiller ile etkilesim potansiyeli, lic boyutlu yapisi, yiizey 6zellikleri ve fizikokimyasal dzellikler
gibi farkli yollar kullanarak acgiklayabiliriz. Fakat Esitlik 2.1 bunu aciklamakta yetersiz kalmaktadir.
AD ile AC, ya yapisal parametreler (Free-Wilson analizi) yada molekiiler 6zelliklerdeki degisim goz
Oniine alinarak (Hansch analizi) dogrudan iliskilendirilebilir. Bu iliski asagida verilmistir.

AD =£ (AC) (2.2)
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Ayn1 zamanda Crum Brown ve Fraser kendi genel yapi-aktivite formiillerini gelistirmisler ve B.J.
Richardson, alkollerin uyusturucu aktivitelerinin molekiil agirliklari ile orantili oldugunu gostermistir.
1893’te, C. Richet eterler, aldehitler, alkoller, ketonlar ve diger bilesiklerin toksik etkilerinin sudaki
coziiniirliikleri ile iliskili oldugunu gozlemlediler. 1890 larda, Marburg Universitesinden H.H. Meyer
ve Ziirih Universitesinden C.E. Overton, birbirinden bagimsiz olarak c¢alisarak notral organik
bilesiklerin toksik etkisinin lipofilik ve su fazi arasindaki partisyon katsayisina bagli olduguna dikkat

cektiler [21].

Louis Hammett’in g¢aligmalarina kadar QSAR’in gelismesi aslinda c¢ok yavasti. Ancak Louis
Hammett, organik asit ve bazlarin elektronik 6zellikleri ile denge sabiti ve reaktiflikleri arasinda iliski
kurarak, benzoik asit ile cesitli tiirevlerinin disosiasyonunu incelemisler ve bagli olan substituentlerin
aktiviteyi nasil etkiledigini aciklayarak, QSAR’in gelisimine biiyiik katkilarda bulunmustur [22].
Uyusturucu, bakteriyel, hemolitik ve toksik Ozellikler ile lipofilite arasindaki iliskiler yiizyilin
basindan beri bilinmesine ragmen, 1964’ te Free-Wilson metodu ve Hansch analizi ile ilgili yayinlar

sonucunda, daha acik bir sekilde ortaya konulmustur [23].

2.1.2.1. QSAR Teorisi

Bir bilesigin farkli yapisal ve kimyasal 6zelliklerinin, kendi biyolojik aktivitesine dogrusal toplam
katkisinin g6z Oniine alinmasina dayanir. Burada biyolojik aktivitenin belirli fizikokimyasal
ozelliklere dayanarak taginma ve baglanma ile dogrusal iliski icerisinde oldugu ispatlanmistir. Bu
durum, bazi arastirmalar, Ornedin; de novo ilag dizaynm programi LUDI (2.3), tarafindan ispat
edilmistir. Buna ek olarak, Free Wilson ve Hansch analizleri birlestirilerek yapilan caligmalarin

sonucunda bu goriis desteklenmistir [24].

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

iyonik lipo donme

(2.3)

baglanma

Oteleme ve donme entropilerinin toplam kaybi; AG, = + 5,4 kJ mol
Ideal nétral hidrojen bag1; AGy, = - 4,7 kJ mol™

Ideal iyonik etkilesim; AG;yonix = - 8,3 kJ mol™

Lipofilik (veya hidrofobik) baglanti; AGyip,= - 0,17 J mol™ A"~

Ligandin her donebilen bagina ait entropi kayb1; AGyspme = + 1,4 kJ mol™

Esitlik (2.3), serbest baglanma enerjisi AGpqgamma, Diitiin Oteleme ve donme serbestlik derecesi
kayiplarint agiklayan AG, sabiti, notral ve iyonik hidrojen bagi etkilesimleri ile ligand-protein
arasindaki hidrofobik (veya lipofilik) etkilesimlerin yapiya bagl enerji terimleri olan AGyy, AGiyonik,

AGgyi, ve ligandin i¢ donme serbestlik derecesi kaybini gosteren AGgsnme enerji terimi ile iligkilidir.
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Esitlik (2.3) enerji degerlerinin genis bir araligina sahiptir: 45 farkli ligand-protein kompleksine ait
AGpagianma degerleri -9 ila -75 kJ mol ™ arasinda degisir. Bu degerler 2,5.10° M ve 4.10"* M arasindaki
baglanma sabitlerine karsilik gelir. Matematiksel modelden, ligand baglanma sabitlerinde yaklasik 1,4

log birimlik hataya karsilik gelen standart sapma degeri 7,9 kJ mol oldugu bulunmustur [24].

Serbest enerji AG ve ligand-reseptor kompleksindeki denge sabiti K ya da oran sabiti Q = ky/k, (ky:
birlesme sabiti, k,: ayrisma sabiti) arasindaki termodinamik iliskiden dolayi, bu degerlerin logaritmasi

ile baglanma affiniteleri aralarinda bir baglant1 kurulabilir.

k
AG=-2,303RT log K =-2,303RT log k—b (2.4)

a

Belirli biyolojik etkiye karsilik gelen molar konsantrasyonun logaritmasi, logC, molekiiler 6zellikler
yada fizikokimyasal ozellikler ile iliskilendirilebilir. Bu fizikokimyasal ozellikler Esitlik 2.4 de
verildigi gibi serbest enerji ile iligkisi olan denge sabitleridir. Normal olarak konsantrasyonun tersinin
logaritmasinin degeri, log(1/C), aktifligi fazla olan bilesiklerde daha yiiksektir. Baslangicta QSAR
olarak ortaya c¢ikan bu metot zamanla gelisim gostererek asagida verilen yeni QSAR metotlar

seklinde uygulama alan1 bulmustur.

2.1.2.2. 2D-QSAR Analizi

Aktivite ve toksisite de fizikokimyasal 6zelliklerin etkisinin arastirilmasi 19. yy’ a dayanir. 1935’ de
Hammett sabiti, o, organik asit ve bazlarin reaktifligi ile denge sabitleri arasindaki bagintiy1
aciklamak icin kullanilmistir. 1969’ da Hansch tarafindan yapilan yar1 deneysel calismada ise QSAR
icin yeni bir dénem baslamistir. QSAR da cesitli biyolojik aktiviteyi tahmin etmek i¢in oktanol-su
dagilma katsayis1 (logP) hidrofobik 6zellik olarak tanimlanmistir. logP veya hidrofobik 6zelligin diger
Olciimleri toksikolojide ve ilag arastirmalarinda halen genis capta kullanilmaktadir. Aktivite ile
fizikokimyasal ©zellikler arasindaki iligkiyi kuran Hansch tipi yaklasim c¢ok degiskenli regresyon
metodunu kullanarak enzim inhibisyonu, metabolizma, ligand reseptor baglanmasi, toksiklik gibi
problemlere ¢oziim getirmek icin uygulanir. QSAR’ daki temel c¢alismalar Hansch tarafindan
yapilmistir.

2D-QSAR analizi kantitatif iligkileri elde etmek i¢in lineer regresyon tekniklerini kullanir. 2D-QSAR
tekniklerinin ¢ogunun istatistiksel verileri siiphelidir. Ligand ve reseptdr arasindaki baslangic
etkilesimi {izerinde durur. 2D-QSAR, 3D-QSAR kadar agik degildir. Genellikle yap1 temelli
farmakofor tanimlamasi yapar ve reaksiyon bilgileri, yapisal 6zelliklerin tahmini ile kimyasal bilgiler
tizerinde durur [25].

2D-QSAR da kullanilan molekiiler parametreler genellikle ii¢ grupta toplanir.

e Molekiiler baglanma gibi iki boyutlu parametreler
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e Molekiiler yiizey alan1 gibi ii¢ boyutlu parametreler

e LogP gibi fizikokimyasal 6zellikler

2D-QSAR i¢in parametreleri yapisal, topolojik, geometrik, elektrostatik, kuantum kimyasal ve
termodinamik parametreler olarak siniflandirabiliriz. En basit tanimlayici, geometrik veya elektronik
yapiya bakmadan molekiiler yapiyr yansitan yapisal parametredir ki bu parametre atom sayisi,
molekiiler agirlik, bag sayist ve H bagi sayisi ile ilgilenir. Topolojik parametreler, molekiildeki iki
atom c¢ifti arasindaki bag bilgilerini kapsar. Geometrik parametre, yapinin ii¢ boyutlu koordinatlarini
gerektiren, molekiil ylizey alani, molekiiler yogunluk ve hacim gibi 6zellikleri i¢ine alir. Kuantum
kimyasal parametreler ise molekiillerin elektronik ozellikleri hakkinda bilgi saglayan HOMO ve
LUMO gibi tanimlayicilardir. Termodinamik parametreler, ilk olarak Hansch analizinde kullanilan
molar refraktivite, olusum 1sis1, hidrofobik 6zellik ve oktanol ve sudaki serbest solvatasyon
enerjisidir.

2D-QSAR da kullanilan molekiiler parametreleri, ya deneysel metotlardan (X-Ray, NMR gibi) yada
molekiiler mekanik (MM) hesaplamalarindan elde etmek etkili bir yoldur. Ancak, HOMO ve LUMO
gibi bazi parametreler kuantum mekaniksel (QM) hesaplamalar1 gerektirir. Son yillarda Tong,
molekiiler parametrelerin ayni seti icin, MM’ de hesaplanan geometri ile QM’ de hesaplanan
geometrileri kullanarak elde ettigi sonuglart QSAR modelinde karsilastirmistir. QM parametreleri
kullanarak elde edilen QSAR sonuglar1 MM parametreleri kullanarak elde edilen QSAR

sonu¢larindan daha iyi oldugu goriilmiistiir [26].

2.1.2.2.1. Hansch Analizi

1964’ te, C. Hansch, T. Fujita, tarafindan yapilan calismada farkli fizikokimyasal parametreler
kullamilarak substitue fenoksiasetikasit tiirevlerinde biyolojik aktivite ve lipofilite degisimleri
incelenmistir. QSAR daki bagslica ilerleme de Hansch’ 1n bu calismasinda biyolojik aktivitenin serbest
enerji terimleri ile baglantili oldugunu ispat etmesinden sonra olmustur. Bu yaklasim baslangicta
lineer serbest enerji iligkisi (LFER), olarak adlandirilmig daha sonra termodinamik yaklasim olarak

degistirilmis ve asagidaki esitlik ile aciklanmistir.

logl/C=an+bo+cE+........ + sabit (2.5)

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

25 °C deki iyonizasyon sabitleridir.
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Korelasyon modeli tek bir parametre veya cesitli parametrelerin kombinasyonu kullanilarak ortaya
cikarilabilir. Bu parametreler m, logP, o gibi deneysel verilerden yada ClogP, LUMO ve HOMO
enerjisi ve ylik gibi teorik olarak hesaplanan degerlerden elde edilebilir.

Hansch ve grubu, hidrofobik ilaglar ve biyolojik aktivite arasinda parabolik bir iliskinin oldugunu
ortaya c¢ikararak QSAR analizinde kullanmuslardir [27]. 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) +cG +....... +k (2.6)

P = n-oktanol/su dagilma katsayisi, c = Hammet elektronik parametresi, a,b,c = regresyon katsayilari,
k = sabit terim. Bu esitlik ilacin tasinmasi ve baglanma affinitesi kavramlarindan gelistirilmistir. flacin
enzim veya reseptor gibi biyolojik aktif bolgelere baglanmasi lipofilite, elektronik ve diger serbest
enerji 6zelliklerine baglidir ki buna baglanma affinitesi denir.

Bu esitlik taginma ve baglanma kavraminin her ikisini de iceren matematiksel modeldir. Esitlikte
farkl: fizikokimyasal 6zelliklerin bu kombinasyonu ve lineer olmayan lipofilite baglilig1 icin parabolik
terimin ortaya ¢ikmasina ek olarak, Hansch ve Fujita X substituentlerinin lipofilite parametresi olan
' yi tamimladilar, (Ilx = log Prx — log Pry) yaklasik 30 yil 6nce Hammett ayni anlama gelen
elektronik parametre ¢’ y1 aciklamistir. Hammett calismalarinda referans olarak substitue benzoik

asitlerin iyonizasyon sabitlerini kullanarak asagidaki matematiksel bagintilar1 6nermistir [28].

po = log Krx — log Kgy 2.7
po = log krx — log krn (2.8)

p belirli reaksiyonlar i¢in 6zel olan reaksiyon sabiti ve o substituentlerin elektron verici veya cekici
ozelliklerine bagli 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 o degerleri ile iliskisi yada biyolojik Hammett esitligi olarak tanimlanir.

log 1, — log 1 = af; (2.9)

T; ve Tg.. biyolojik aktivite degerleri, a; biyolojik aktivitenin belirli bir ¢esidi icin gegerli olan bir sabit
ve B;; X; substituentinin etil grubuna gore daha az veya daha fazla olan sabit aktivite katkisi. Esitlik

0zel olmayan bir biyolojik aktiviteyi aciklamasina ragmen genel bir model olarak kabul edilemez.

Ozellikle laboratuar calismalarinda biyolojik aktiviteyi farkli sekilde aciklama yetenegine ve
esnekligine sahip olmasi nedeni ile Hansch analizi olduk¢a avantajlidir [21]. Bir Hansch analizi

yapmak isteyen arastirmaci, her bir satirin bir bilesigi, her bir siitunun ise molekiillerin degisik
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ozelliklerini gosterdigi bir tablo hazirlar. Genellikle analiz edilen bilesiklerin ortak 6zellikleri bir
noktada kesisirler. Bu yiizden molekiillerin biyolojik aktivitelerindeki farkliliklar molekiiliin temel
iskeletine eklenen siibstitiientlerin degisen 6zelliklerinden kaynaklanir. Siibstitiientlerin logP veya
pKa gibi ozellikler iizerine etkileri tablolarda mevcuttur. Regresyon analizi, molekiillerin hangi

fiziksel 6zelliklerinin, biyolojik aktivitelerine en iyi sekilde nasil etki ettigini aciklar.

2.1.2.2.2. Free-Wilson Analizi

1964’ te Free ve Wilson genel yapisal ozellikleri agiklamak icin yeni bir matematiksel model
gelistirdiler. Bu model substituentlerin bulunmasi veya bulunmamasi1 durumunda biyolojik aktivite
korelasyonunu kullanan bir regresyon teknigidir [29]. Bu modelin esasi, herhangi bir konumdaki
substituentin, temel molekill yapisina biyolojik katkisinin oldugu ve her bir substituentin bu
katkisinin, molekiilde var olan diger gruplardan bagimsiz oldugu varsayimina dayanir [30]. Free

Wilson analizinde biyolojik aktivite asagidaki formiil ile hesaplanir.

logl/C =Y a;+u (2.10)

a; biyolojik aktivite degerlerine X; substituentlerinin grup katkilar1 ve p daha ¢ok substitue olmamis
analog olarak adlandirilan referans bilesigin hesaplanmis biyolojik aktivite degeridir. Free Wilson
analizi uygulama yapmak icin daha kolaydir. Biyolojik aktiviteyi agiklamakta fizikokimyasal
ozelliklere ihtiya¢c duymaz. Genel substituentlerin varlifi veya yoklugunu gostermek icin 1 yada 0
degerlerini kullanir. Bagka bir deyisle, Free Wilson analizi Hansch analizinden daha sinirhidir [21].
Free-Wilson analizi bir QSAR modeli ortaya ¢ikarmak icin bilesiklerin kimyasal yapisimin ve
biyolojik aktivite degerlerinin bilinmesini gerektirir. Free-Wilson analizi i¢in asagida verilen sartlar

gecerlidir [28].

Bunlar;

1. Bilesige baglh substituentin regresyon katsayisi degerlerini bulmak i¢in bilesik kimyasal olarak
modifiye edilir.

2. Farkl bir substituent baglandiginda yeni bilesen icin tahminler yapilir

3. Molekiiliin ii¢ boyutlu yapisim1 gbz Oniine almaz, substituenti tek noktada tayin eder bu nedenle
istatistiksel sonuclar icin belirsizdir.

4. Cogu serbestlik derecesi her substituenti aciklamada ihmal edilir

Free-Wilson analizi, biyolojik aktivite icin 6nemli olan fizikokimyasal 6zelliklerin farkim1 gérmede

sik sik kullanilir.

Fujita ve Ban 1971 de Free-Wilson modelinin eksikliklerini gidermek i¢in, aktivitenin logaritmasini

kullanarak yeni bir esitlik gelistirdiler. Bu esitlik asagida verilmistir.
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log A/ A() = 2 G[X[ (21 1)

A ve Ay sira ile substitue olmus ve olmamis bilesiklerin aktivite degeri, G;, 1 substituentinin aktivite
katkisinin logaritmasidir ve X; ise substituent bulundugunda 1, bulunmadiginda O olan bir degerdir.

Substituentlerin bir seti i¢in esitlik asagidaki sekli alir.
logA=Y GX;+pn (2.12)
burada p sabit bir terimdir.

Gelistirilmis bu modelin baslica avantajlar1 sunlardir.

1. Yapisal matris bigiminin degistirilmesine ihtiya¢ duymaz

Esitlik i¢in hi¢bir sinirlama yoktur.

2. Her bir pozisyondaki grup katkilar1 referans bilesige dayanir.

Sabit terim p en kiiclik kareler yontemi ile hesaplanir ve substitue olmanus bilesik i¢in degeri teorik
olarak bulunur. Bir bilesigin disarida birakilmasi yada hesaba katilmasi grup katkilar1 degerini 6nemli
derecede etkilemez.

Bu avantajlar nedeni ile Fujita-Ban metodu Free-Wilson metodundan daha iyidir [27].

2.1.3. Yeni QSAR Metotlar1
2.1.3.1. Hologram QSAR (HQSAR)

Son yillarda Tripos tarafindan ortaya c¢ikarilan Hologram QSAR fragment bazli bir QSAR
yaklasimidir [26].

HQSAR, yapi-aktivite iligkisini ortaya ¢ikarmak i¢in kullanilan fizikokimyasal parametrelere ve ii¢
boyutlu yapiya ihtiyag duymayan yeni bir tekniktir. Bu metot biyolojik aktivite ve molekiiliin iki
boyutlu yapisi arasindaki bagintiy1 temel alir [27]. HQSAR da, secilen bilesik serisindeki her bir
molekiil yapisal fragmentlerine ayrilir, daha sonra bu fragmentler Cyclic Redundancy Check (CRC)
algoritmasi kullanilarak 6zel bir say1 olarak tayin edilir. Bu sayilar sabit uzunluktaki bir say1 dizisinde
depolanarak diizenlenir. Burada elde edilen diziler molekiiler hologram olarak bilinir ve molekiiler
hologram dizileri, tamimlayicilar olarak kullanilir. Bu tamimlayicilar molekiillerin kimyasal ve
topolojik bilgilerini tahmin etmek i¢in kullanilir. QSAR modeli “Partial Least Squares” (PLS)
regresyon teknigi kullanilarak gelistirilmis ve leave-one-out-cross-validation teknigi kullanilarak
gecerli kilinmistir. Aktivite ile hologram dizileri arasindaki korelasyon, PLS ile elde edilen asagidaki

esitlik kullanilarak gecerli olmustur.
L

A= C+Y XG

=1 (2.13)
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Bu esitlikte, A; i bilesiginin aktivitesi, C, bir sabit, X, [ dizininde yada i pozisyonunda bilesigin
molekiiler hologramin isgal eden deger, C;;, PLS tekniginden tiiretilen diziler icin bir katsay1 ve L ise
hologram uzunlugudur.

Asagida verilen ilk sekilde molekiiler hologramlarin ortaya ¢ikarilma prosediirii ve ikinci sekilde ise

bu hologramlarin kullanilarak aktiflik degerlerinin elde edilmesi gosterilmistir [31].

molekiiler yap Fragmentlerin fragmentler )
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Sekil 2.1. HQSAR’ da Hologramlarin Ortaya Cikarilmasi ve Bu Hologramlardan Aktivite Degerinin
Elde Edilmesi.

HQSAR ve Free-Wilson metodu gibi diger fragment bazli QSAR teknikleri arasindaki temel fark, iist
iiste cakisan fragmentleri igeren biitiin miimkiin fragmentleri kapsamasidir. Metot ¢ok hizlidir ve

ClogP gibi fizikokimyasal 6zelliklerin tahmininde kullanilabilir.

2.1.3.2. Inverse QSAR

Inverse QSAR Focus-2D olarak bilinen bu yaklasim yapisal olarak benzer bilesiklerin benzer
biyolojik aktiviteyi gosterecegi hipotezi iizerinde durur [32]. Bu yaklasim topolojik parametreler gibi
cesitli kimyasal yap1 parametrelerini, olasilik aragtirma algoritmalarin1 ve kimyasal benzerlik

fonksiyonlari kullanir.

Bu metot ozellikle peptit bilesik arsivindeki molekiillerin rasyonel dizaym: icin Cho tarafindan
gelistirilen bir yaklasimdir. Bu metodun amaci arsiv sentezi i¢in ¢ogunlukla benzer olarak sunulan

amino asitlerin alt serilerini se¢gmektir [33].
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Bilesik arsivindeki yiiksek aktiviteli bilesikleri secmek i¢cin daha Onceden o6zellikleri belirlenmis
QSAR metotlar1 kullanilir. Bu metot, 28 bradykinin-potentiating BK pentapeptit bilesiginin bir
serisinden “genetic algorithma” GA-PLS metodu kullanilarak gelistirilen QSAR esitligi ile gecerli
kilimmis ve esitlikten en aktif iki peptitin aktivitesi tahmin edilmistir. Topolojik tanimlayicilar
Malconn-X programu ile hesaplanmistir. Birgok amino asit temelli tanimlayicilar olan elektronik
ozellikler ve hidrofobisite sira ile elektronik yiik indeksi (Electronic Charge Index (ECI) ) ve izotropik

yiizey alani (Isotropic Surface Area (ISA) ) kullanilarak anlatilmistir.

2.1.3.3. Binary QSAR

Biyolojik aktiviteye sahip yeni bilesiklerin sentezlenerek arsive dahil edilmesinde kombinatoryal
kimyanin ortaya ¢ikmasindan sonra aragtirmacilar kisa zamanda milyonlarca bilesigin denenmesi i¢in
hizli ve yeni metotlar arasgtirmislardir. Buna gore daha hizli metot olarak High Throughput Screening
(HTS) metodu gelistirilmistir. Genellikle bu metot aktif ya da inaktif seklinde bilgiler tirettigi icin

sonuclarda hatalara rastlanilir.

Binary QSAR ise, ¢alisilan molekiil serisinde aktif ve inaktif bilesikler i¢in olasilik hesaplamas1 yapan
ve biyolojik aktivitenin binary ifadesi (aktif=1 ve inaktif=0) ile bilesiklerin yapisal 6zelliklerini
iliskilendiren HTS analizini kullanan bir yaklagimdir [34]. Bu metot biyolojik aktivite i¢in gereken
onemli yapisal bilgileri ¢cikarmada ve ilag tasarimu icin arsivlerin tasariminda yardim eder. Metodun
daha ayrintili sekli Labute’nin [35] ve Gao’nun [36] makalelerinde yer almaktadir. Bu metot HTS icin
bilesiklerin seciminde ve kombinatoryal arsivlerinin tasariminda kullamighdir. Binary QSAR

metodunun baslica dezavantaji parametrelerin yorumlanmasinda kolay olmamasidir [27].

2.1.3.4. 3D-QSAR

C. Hansch grubu ve diger arastirmacilarin iizerinde durdugu QSAR yaklasimlari, biyolojik aktivite
veya molekiildeki fiziksel ve yapisal degisimler ile yapisal parametreler arasindaki kantitatif iligkileri
gosterir. Bu metotlar, bir¢ok ticari ilag ve pestisitlerin gelistirilmesinde ve ilagc reseptor
etkilesimlerinin aydinlatilmasinda yardim eder. Bununla birlikte, bu metotlar bazi1 sinirlamalara
sahiptir. En onemli sinirlama, yeni substituentler i¢in sayisal parametrelerin bulunmamasidir. Aktif
Analog Yaklasimi, Molekiiler Sekil Analizi, Karsilastirmali Molekiiler Alan Analizi (Comparative
Molecular Field Analysis (CoMFA) ) gibi bircok 3D-QSAR modeli yaklasimi 1980 lerde ortaya
cikmustir. Bir¢cok yeni metot 1990 larda gelistirilmis ve bu alan son on yil boyunca ilag¢ tasarimi icin

oldukca fazla gelisim gostermistir [27].

Bir bilesige biyolojik aktivite kazandiran molekiiliin ii¢ boyutlu yapisi oldugu icin 3D-QSAR,
molekiildeki yapisal degisikliklerin biyolojik 6zelliklerin degisimlerini nasil etkiledigini anlamamiza
yardim eder. 3D-QSAR teknikleri yapi-aktivite iligkilerini bilgisayar destekli olarak ortaya koyar. Hiz1
ve kesinliginden dolayr 3D-QSAR metotlar1 ile ligand-reseptdr kompleks yapisit {iizerindeki
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hesaplamalar yapilabilir. 3D QSAR teknikleri, incelenen molekiil serisi disindaki bilesiklerin

aktifligini veya inaktifliginin tahmini i¢in de kullanilir [37].

3D-QSAR da genel kurallar asagida maddeler halinde gosterilmistir.

1. Konformasyonel analiz tekniklerini kullanarak minimum enerjili konformer segilir.

2. Iki atom arasindaki mesafe, halkali sistemlerin optimizasyonu, dénor-akseptdr hidrojen bagi
yada yiiklii fonksiyonel gruplar tanimlanir.

3. Aktif Kiime (Perform Cluster Analysis) smiflandirma metotlar1 ile baglayici konformer
secilir. “Aktif Kiime” aktif bilesiklerin yiiksek konsantrasyonu ve inaktif bilesiklerin diisiik
konsantrasyonuna sahiptir. Aktif kiimede her bir yapinin en diisiik enerjili konformeri reseptor ile
etkilesen konformer olarak alinir.

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

5. Onemli farmakofor 6zellikleri secilir [38].

Biyolojik aktivite ile kimyasal bir serinin {i¢ boyutlu 6zellikleri arasindaki bagintiyr kullanan 3D-
QSAR, son yillarda QSAR metotlarinin en dikkat ¢ekeni olmustur. Ciinkii aktivite hesabi icin
kimyasal yapiy1 anlatan parametreler kullanilir. 3D-QSAR metodu, parametre tipine gore iki temel
sinifa ayrilir. Birincisi hacim bazli (lattice-based, incelenecek bir bilesik bir hacim i¢ine yerlestirilerek
ozelliklerinin arastirilmasi) ve ikincisi yiizey bazli parametrelerdir. Hacim bazli metot olarak, 3D-

QSAR metodunda en ¢ok kullanilan CoOMFA’ dir.

2.1.3.4.1. Karsilastirmal Molekiiler Alan Analizi (CoMFA)

1979 da Cramer ve Milne molekiilleri karsilastirmak i¢in uzayda molekiilleri iist liste ¢akistirarak ii¢
boyutlu olarak incelemislerdir. Bunu izleyen yillarda bu yaklasim CoMFA’ min ilk uygulamali modeli
seklinde, DYLOMMS (dynamic lattice-oriented molecular modelling system) metot olarak
gelistirilmis olmasina ragmen bilim adamlar: tarafindan yetersiz olarak gosterilmistir. Bunun ardindan
Cramer cesitli calismalarla bu modelini gelistirerek 1988 de CoMFA olarak adlandirdigi bu yeni
metodu ortaya ¢ikarmistir ve bu metot genis capta kullanim alani bularak, QSAR ve ila¢ tasarimu i¢in
kullanilan en gii¢lii yontemlerden biri olmustur. CoMFA molekiiliin 6zelliklerini (biyolojik aktivite

dahil) molekiiliin yapisi ile iliskilendiren istatistiksel (PLS, PCA) ve grafiksel bir modeldir [39].

Aktivitenin dogrudan sistemin yapisal 6zellikleri ile ilgili oldugunu kabul eden CoOMFA metotlar1 3D
yapi-aktivite iligkilerini kantitatif anlamda aciklar. Bu amacla ilk olarak analizde kullanilacak olan
molekiil seti se¢ilir. En 6nemli 6n kosul, benzer yapiya sahip olan molekiiller aym tip reseptorle (iyon
kanallari, enzim, proteinler, hormonlar vb. gibi) aym sekilde etkilesmesi (ligand-reseptor etkilesimi)

ile ayn baglanma bolgelerini kullanmasi sartidir. Ikinci adim olarak, CoOMFA modeli olusturmak icin
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molekiillerden bir alt grup (training set) segilir. Geriye kalan molekiiller test seti olarak diisiiniiliir.

Atomik yiikler ve diisiik enerjili konformasyonlar hesaplanir [39].

CoMFA’ da kimyasal yapmin diizenlenmesi 6nemli oldugundan bu modelde molekiiller birbiri
tizerinde cakistirilir ve bu ¢akistirma i¢in yapisal benzerlik esas alinir. Cakismis molekiiller ii¢ boyutlu
bir yiizeye yerlestirilir. Sonra sterik ve elektrostatik alanlarda molekiillerin her yiizey noktasinda
biitiin molekiiller i¢in bilgisayarla hesaplama yapilir. En kiiciik kareler metodu PLS kullanilarak sterik
ve elektrostatik alanlardaki degisimler, biyolojik aktivitede ki degisimler ile iliskilendirilir. PLS
analizi genellikle parametrelerin (yapisal, konformasyonel, geometrik, elektronik ve termodinamik
gibi fizikokimyasal 6zellikler) sayisi kimyasal modellerin sayisindan daha biiyiik oldugu zaman
kullanilir. En kiigiik kareler analizi, basit dogrusal, ¢oklu regresyon modellerinin ¢éziimlenmesinde
kullanildigr gibi, ¢ok denklemli ekonometrik modellerin ¢6ziimiinde de kullanilan tekniklerden biridir

[40].

PLS analizlerinden alinan veriler kullanilarak CoMFA haritalar1 diizenlenir. Bu haritalar analizdeki
bilesiklerin elektrostatik ve sterik oOzelliklerini agiklamak ta kullanilir. Daha yiiksek o6zellik
degerlerine sahip olabilecek yeni bilesikleri onermeye yardimci olan bu haritalar, biitiin molekiiller

icin ortak olan Pha’1 gostermezler [41-42].

2.1.3.4.2. Aktif Analog Yaklasim

1979’ da Marshall tarafindan gelistirilen bu metodun temeli, benzer konformerler benzer aktiviteyi
gosterir varsayimina dayanir. Bu metotta ilk olarak biyolojik olarak yiiksek aktiviteye sahip bir
bilesigin konformerleri hesaplanir. Molekiil serisindeki biitiin bilesiklere bu islem uygulandiktan
sonra yiiksek enerjili konformerler elimine edilir. Daha sonra aktif konformer belirlenir, molekiiler
hacim her bir molekiil icin hesaplanir ve molekiiller iist iiste ¢akistirihir. Ust iiste cakismis

konformerlerin belirli tolerans aralifinda ortak olarak tasidiklar1 aktif fragment Pha tanimlanir [43].

2.1.3.4.3. Molekiiler Sekil Analizi (MSA)

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

gerceklestirmektir. 3D-QSAR’ da bu metodu kullanarak yapilandirma asagida verilen maddeler ile

gerceklestirilir.

1. [lk olarak konformasyonel analiz yapulir.

2. Calisilan molekiil serisindeki biyolojik olarak aktif konformer tanimlanir.

3. Referans bilesik secilir.

4. Referans molekiile gore her bir bilesigin iist tiste cakistirilmas: gergeklestirilir.
S. Molekiiler sekil parametreleri belirlenir.

6. Diger Hansch tipi parametreler belirlenir.
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7. MSA 3D-QSAR yapilandirilir.

Cakismis hacim V,, ve cakismamis hacim V,,, gibi molekiiler parametreler molekiiler seklin kantitatif
Olciimleri olarak hesaplanir. Bu 3D parametreleri Hansch analizinde kullanilan fizikokimyasal

ozellikler ile birlikte denenmis 3D-QSAR modellerini ortaya ¢ikarmak i¢in kullanilir [27].

2.1.3.4.4. Comparative Molecular Shape Indices Analysis (CoMSIA)

Karsilagtirmali 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 dzellikleri tayin etmek i¢in
daha cok Gaussian fonksiyonunu kullanir [44]. Klasik CoMFA metoduna benzer olarak CoMSIA

yaklasimindan elde edilen 3D-QSAR metodu asagida verilen ii¢ basamakta 6zetlenebilir.
1. [lk olarak, incelenen biitiin molekiiller yap1 bazli yada alan bazli olarak ¢akistirilir.

2. Molekiillerin toplamin1 kapsayacak sekilde diizgiin aralikli ve dikdortgen sekilli bir yiizey
olusturulmustur. Baz1 6zelliklere sahip incelenen atom elektrostatik, sterik, hidrofobik, H-bag1 verici

veya alic1 6zelligini 6l¢mek icin her 6rgii noktasina yerlestirilmistir.

3. Sonug olarak, alan 6rneklemesinden elde edilen sonuglar test edilen bilesiklerin biyolojik
aktiviteleri ile birlestirilerek bir tablo i¢ine yerlestirilir ve PLS son CoMSIA modelini elde etmek icin

uygulanir.

Genel olarak “leave-one-out cross-validation” teknigi CoMSIA modeli i¢in kantitatif Sl¢iim araci
olarak kullanilabilir. CoMSIA da benzerlik farkli fizikokimyasal 6zelliklerin (sterik engel, kismi
atomik yiik, bolgesel hidrofobik 6zellik ve H-bagi donor ya da akseptdr ozelligi) terimleri ile
aciklanir. Mesafeye bagli Gaussian tipi fonksiyon fizikokimyasal o6zelliklerin farkli tiirlerini
hesaplamak icin kullanilir. Indeks, Agg ilgilenilen bilesikler ve prob atom arasinda asagidaki esitlik

kullanilarak hesaplanir.

n ;
L l:}l [ p— [} [} J_{UI'I;I
Afp K {.:" } - _Z ) probe kO ik €

i=1

(2.14)

i-incelenen j-molekiiliiniin biitiin atomlarinin toplam indeksi; y: k atomunun fizikokimyasal
Ozelliginin gercek degeri; ®yop k2 +1 yliklii, 1A yarigapli, +1 hidrofobisiteye sahip, H-bag1 donor ve
akseptor ozellikleri +1 olan prob atom; a: diizeltme faktorii; rj,. incelenen molekiiliin 1 atomunun ve

yiizey noktas1 q” daki prob atom arasindaki karsilikli mesafe [45].
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CoMFA ve CoMSIA metotlarina ek olarak, molekiiler diizenlenmenin (molekiillerin {iist iiste
cakistirllmadigl) kullanilmadigt COMMA, WHIM ve EVA gibi yeni 3D-QSAR teknikleri
gelistirilmistir [26].

2.1.3.4.5. Comparative Molecular Moment Analysis (CoMMA)

Karsilagtirmali Molekiiller Moment Analizi olarak adlandirilan CoMMA, ilac-reseptor etkilesiminde
molekiiliin sekli kadar onun kiitle ve yiik dagilimlarinin da dnemli oldugunu dikkate alan bir metottur

ve COMMA'’ da molekiillerin iist iiste cakistirilmasi islemi yapilmaz [46].

2.1.3.4.6. EVA

EVA (FigenVAlue) parametreleri deneysel IR ve Raman molekiiller dénme ve oteleme
frekanslarindan elde edilir. Katsayr parametreleri molekiilin dénme modlarinin yerini tutan
katsayilara dayanan vektorlerdir. CoMFA ve CoMSIA gibi EVA’ da ii¢ boyutlu bilgileri i¢ine alir. Bu
yontem CoMMA’ da oldugu gibi molekiiler diizenlenme ve molekiillerin {iist iiste ¢akistirilmasini

dikkate almaz ve sadece molekiiler konformasyonu dikkate alir [47].

2.1.3.4.7. WHIM

Weighted Holistic Invariant Molecular parametreler olarak adlandirilan WHIM Prof. Dr. Roberto
Todeschini tarafindan gelistirilen 3D-molekiiler parametreleridir. WHIM parametreleri hacim, sekil,
simetri ve atom dagilimlari ile molekiiler yapinin tamanu hakkinda bilgi verir. Ug boyutlu molekiiler
yapinin en diisiik enerjili konformeri x, y, z koordinatlarinda hesaplanir. Fizikokimyasal dzellikleri ve
biyolojik aktiviteyi modellemede yiiksek kapasiteye sahip bu parametreler QSAR caligsmalarina yeni

bir boyut kazandirmistir. Heterojen bilesikler i¢in de kullanighdir [48].

2.1.3.5. 4D-QSAR
Hopfinger 1997 yilinda 3D-QSAR modeline dordiincii boyutu kazandirdi ve 4D-QSAR analizi

terimini ortaya c¢ikardi. Bu metodun CoMFA’ dan baglica farki, konformasyonlari eslestirme islemi
yaparak, biyolojik aktivite bilgileri ile molekiiler yapilarin bir setinden gelistirilen modelde hem
molekiiler konformerleri hemde molekiillerin iist iiste ¢akigmasi incelemelerini birlestirmesidir. 4D-
QSAR analizinin dordiincii boyutu eslestirme ortalamasindan kaynaklanir. Bu metoda gore, cogu 3D-
QSAR metotlarindan farkli olarak, aktif konformasyon minimum enerjili konformer degildir.
Sistematik konformasyonel arastirma yerine, konformasyonel eslestirme 6zelliklerini belirlemek icin
MDS (multi-temperature molecular dynamics )’ yi kullanir. Minimum enerjili konformerin 2
Kcal/mol icinde olan tiim konformerleri c¢alisilan bilesik serisindeki her bir bilesigin en aktif
konformeri olarak tanimlanir. Diisiik enerjili konformerlerin bu serisi en iyi sonucu veren 3D-QSAR
modellerinde ayr1 ayr1 hesaplanir. Molekiiler ¢akisma problemi benzer ornekleme ve hesaplama
teknigi ile c¢oziilmiistiir. Her bilesigin konformerleri, CoMFA metodunda oldugu gibi, en iyi

cakismay1 bulmak i¢in daha onceden belirlenmis dikdortgen sekilli bir yiizeye yerlestirilir ve 3D
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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
cakismay1 sonuglandirana kadar tekrar edilir. Aktif konformer, aktivite degerini en iyi veren, uygun

3D-QSAR modelinden segilir. Bu metod 3D-QSAR modellerini gelistirmek i¢in kullanilmistir [27].

Vedani son yillarda QUASAR olarak adlandirilan paket programda 4D-QSAR yaklagimini ortaya
cikarmistir. Vedani ve grubuna gore bu program, c¢ok yonlii konformasyonlarin etkilerinin
birlestirilmesi ile 4D-QSAR kavramlarini kullanir. Bu metod 6zellikle, ligandin reseptore baglanma

serbest enerjisi tahmin edilirken, reseptor yapisi bilinmedigi zamanlarda kullanighdir [49].

2.1.3.6. Molekiiler Modelleme ve QSAR

Molekiiler modelleme, bilgisayarli kimya ve grafiksel tasarim teknikleri kullanilarak molekiiler yap1
ve Ozellikleri arastirmak icin kullanilan bir tekniktir [50]. Molekiiler modelleme yaklagimlari,
bilgisayarli analiz ve interaktif tasarim olmak iizere iki ana gruba ayrilir. Modern molekiiler
modelleme yaklagimlarindan en Onemli {i¢li, yap1 analizi, homolog modelleme ve etkilesimdir.
Aslinda en iyi modelleme teknikleri, molekiiler dinamik, molekiiler mekanik ve kuantum mekanik

olmak iizere li¢ temel sinifa ayrilir [51].

Cogu molekiiler modelleme ¢alismalar iic basamak igerir. Ilk adimda molekiiler ici ve molekiiller
arasi etkilesimleri agiklamak icin bir model secilir. Molekiiler modellemede kullanilan en genel iki
model QM ve MM hesaplamalar 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. Molekiiller modelleme
calismalarinin ikinci basamaginda konformasyonel arastirma, Monte Carlo Simiilasyonu veya
molekiiler dinamik hesaplamas: yapilir. Son olarak hesaplama sonucglari analiz edilir. Sadece

ozellikler hesaplanmaz aym1 zamanda uygun bir bicimde gerceklestirilmesini yapar.

Kisaca molekiiler modellemeye baslamak i¢in iic ana metot kullanilir.

1. [k olarak, 6zellikle bag acis1 ve bag uzunluklari gibi geometrik 6zellikler yapilandirilir.
2. Molekiil optimize edilerek uygun geometriye sahip olan fragmentler ortaya c¢ikarilir.
3. X-1smnlari kristalografisi, notron difraksiyonu veya NMR gibi fiziksel deney sonuclarindan

elde edilen bilgiler kullanilarak yapilandirma iglemi yapilir.

Basit olarak molekiiler modelleme ya molekiiler ve biyolojik dzellikleri tahmin eden ya da molekiilleri
ve molekiiler sistemleri analiz edebilen, deneysel bilgilere ve teorik kimyasal metotlara dayanan bir
bilgisayar teknigi olarak diisiiniilebilir. Gecerli mevcut teknikler biyolojik aktiviteden sorumlu olan
hidrofobisite, atomun ve molekiiliin elektronik ozellikleri, molekiiliin geometrisi gibi 6zellikleri

aciklar. Biitiin bu ozellikler ila¢ tasariminda yapi-aktivite iligkisini anlamakta 6nemlidir. SYBYL,
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AMBER, DOCK, MODELER ve RasMol molekiiler modellemede en ¢ok kullanilan programlardir
[52].

2.1.4. Reseptor Tle Tlac Molekiiliin Etkilesim Mekanizmasi

Biyolojik aktivite, incelenen molekiil ve reseptoriin etkilesimi ile dogrudan iligkilidir. Bu etkilesimin
mekanizmast oldukc¢a karmasik oldugu gibi biyokimyanin en zor problemlerinden birisidir.
Reseptorler hakkindaki bilgiler genellikle sinirhidir ve ila¢ molekiilleri ile etkilesimleri, metabolizma
gibi harici etkilerden dolay1r olduk¢a karmasiktir. Bu problem, ilag-reseptor etkilesiminin her bir
kademesinde degisik biyolojik yontemlere ve fizikokimyasal metotlara bagvurmakla c¢oziilebilir fakat
genel olarak bu yol cok uzun ve c¢oziilmesi zordur. Diger taraftan bilinen molekiiler yapi ve
maddelerin biyolojik aktiviteleri iizerine oldukca fazla miktarda deneysel bilgiler mevcuttur. ilag-
reseptor etkilesiminin biyomekanizmasini dikkate almadan, bu probleme aktif ve inaktif bilesikleri
deneysel metotlarla tespit ederek aralarindaki benzerlikleri ve farkliliklar1 aciklayan cesitli ¢calismalar
bulunmaktadir. Bu c¢alismalardaki bilgilere dayanarak, aktiviteden sorumlu bilesiklerin temel

ozelliklerine karar verilebilir ve biyolojik aktivite i¢in bazi tahmini kurallar formiillendirilebilir.

Kullanilan QSAR metotlarinda problemin en zor kismi, reseptor ile ila¢ molekiiliiniin etkilesim
mekanizmasini net olarak ortaya koyamamasidir. Bu nedenle, ilac-reseptor etkilesim mekanizmasi
bilinmeyen bir kapali kutu gibi diisiiniilebilir. Sadece bu kapali kutudaki girdiler ve ¢iktilar analiz
edilebilir ve ayrintili olarak karsilagtirilabilir. Bu islemde, c¢iktilar, biyolojik aktivite olarak
tanimlanan deneysel olarak belirlenmis kantitatif reseptor-ilag molekiilii etkilesimidir. Bu kapali kutu
icin girdinin kesinligi daha da azdir. Hakikaten molekiiliin hangi tiir 6zelliklerinin biyolojik aktivite

formiiliinde kullanilacag: belirli degildir.

Molekiiliin hangi tiir 6zelliklerinin biyolojik aktivite formiiliinde kullanilacagi belirli olmadigindan
incelenecek girdilerin kesinligi azdir. Birgok QSAR yaklagiminda, molekiiler modelleme metodu
bilgisayar hesaplamalarinda kullanildi (topolojik indisler, molekiiler grafikler kartezyen koordinatlar
atomik yiikler bag mertebesi bag uzunluklar1 gibi). Molekiilii tanimlayan bu metotlar genellikle
biyolojik aktiviteyi dogru sekilde tahmin edecek kadar etkili degildirler. Tanimlama biciminin
parametreleri genellikle fiziksel ve kimyasal degiskenlere gereksinim duyarlar. Bu parametreleri
kimyacilar gegmis deneyimlerine dayanarak dogrudan kullanamazlar ve direkt olarak yeni bilesiklere
uygulayamazlar. Bilgisayar hesaplamalariyla QSAR’ da ¢oziim iiretmek bu yiizden anlamli ve temel
gereksinimdir. QSAR metotlarinin ana problemi dogru ve yeterli parametreleri bularak genel ve

hassas biyolojik aktivite tahmininde bulunmasindaki zorlugudur.

Molekiiler parametreler, genellikle QSAR analizinin bir pargasi olarak modern kuantum kimya
hesaplamalarindan elde edilir. Mesela, 6zel bir atomda en yiiksek enerjili dolu orbitaldeki (HOMO)
veya en diisiik enerjili bos orbitaldeki (LUMO) kismi atomik katsayilar biyolojik aktivite ile ilisgkili
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olabilir. Bu metotlar ii¢ boyutlu bir yap1 gerektirmemelerine ragmen, molekiiler parametreler uzaydaki
ozelliklerin tanimlayicilart degildirler. Bu yetersizliklerin iistesinden gelmek i¢in 3D-QSAR metotlari
gelistirilmistir [53-54]. 3D-QSAR metotlar1 Onceden Olciilmiis veya hesaplanmis siibstitiient
degiskenlerinin tablosuna bagl degildir, fakat bunun yerine analizdeki biitiin molekiillerin
ozelliklerini dikkate alirlar. Sonug¢ olarak yeni molekiiller analize daha kolay dahil edilirler. Bunun
yant sira, hem Hansch esitligi hem de 3D-QSAR metotlar1 aym1 o6zellikleri tanimlayabilirler ve
tanimlayici1 modelleri verebilirler. Bu yaklasimlara bir yenilik ise, Giizel, Y. tarafindan gelistirilen ve
bu calismada kullanilan CoMCET metodu ile molekiiller konformerlerin ii¢ boyutlu elektronik
topolojik ozellikleriyle beraber mesafe, ac1 ve torsiyon agist kullanilmistir. Bu metoda gore;
i.  Molekiiliin stero yapisini ortaya cikartabilmek icin {i¢ yeni parametre kullanilarak Pha
etrafindaki gruplar seneryolandirilmis ve pozisyonlar ¢ikartilmistir.
ii.  Pha’nin bulunmas: sirasinda ayni biyo-yapiya sahip olan pek ¢ok atom gruplarimi bertaraf
etmek i¢in anlamli biyo-yapiy1 kullanmak i¢in “karinca yiirliylisii” algoritmast uygulanmistir.
Buna gore reseptorle etkilesen ligandin atomlarinin yapisal ve fizikokimyasal benzer
ozellikleri 6ne ¢ikartilmustir.
ili.  Molekiildeki atomlarin koordinat degerleri Pha atomlarinin “align” yapilmasi sonucu yeniden
diizenlenmis ve pozisyon almistir.
iv.  Pha etrafindaki tiim atomlarin maksimum diizeyde c¢akismasi i¢in “Genetik Algoritma”
kullanilmustir.
v.  Newton Rapson yaklasimiyla reseptordeki 6n goriilen biyoaktif yapiya ait k katsayilar1 en
kiiciik kareler yontemine gore otomatik olarak belirlenmistir.
vi.  « degerleri ile aktiviteyi artiran 6zellik Auxiliariy Group (AG) veya aktiviteyi azaltan 6zellik
Anti Pharmacafor Shielding (APS) olarak belirlenmistir.
vii.  Molekiillerin her bir konformeri modelde hesaba katilmasiyla 4D QSAR analizi
gerceklestirilmistir.

2.1.5. QSAR Yontemi Olarak CoMCET Metodu

Molekiillerin konformasyonlar1 dikkate alinarak “Spartan 04” programinda kuantum kimya
hesaplamalar1 yapilmistir. Bu sonuclar COMCET programinda ele alinarak her bir konformere ait
elektronik 6zellikler, molekiiliin {i¢ boyutta sayisal bir gdsterimi olan ETM matrisinde gosterilmistir.
Matrislerin karsilastirmasiyla aktiviteden sorumlu Pha belirlenerek, Pha’ y1 bulunduran konformerler
icin aktiviteyi azaltan grup (APS) ve aktiviteyi artiran (AG) gruplarina ait torsiyon agilari, Pha’dan
uzakliklar1 ve bu gruplarin etkin katsay1 degerleri bulunur. Bu karakteristik 6zellikler, Pha’in yaninda
aktivitenin degerine etki eder ve onun nicel olarak incelenmesine imkan saglar. COMCET programu ile
elde edilen sonuglar istatistik hesaplamalarda degerlendirilerek 4D-QSAR incelemeleri tamamlanir.
Reseptoriin molekiillerle olan etkilesim mekanizmast bu programin sundugu 4D-QSAR sonuglarindan

saglanir ve onun yapis1 hakkinda on bilgiler elde edilir.
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2.1.6. Farmakofor Kavram

Hag etkisinden sorumlu oldugu diisiiniilen molekiillerin tek 6zelliklerinin bir seti, Pha, deneme setinde
sadece aktif molekiillerde olan ve verilen bir geometrik diizenlemedeki atom veya atomik gruplarin bir
seti olarak tanimlanir. Bagka bir tanimi ise, verilen bir bilesik serisinde ilgilenilen biyoaktiviteyi
temsil eden verilen, bir geometrik diizenlemedeki bir grup 6zel atom olarak tanimlanir. Farmakofor
kavrami yapi1 aktivite iliskilerinde oldugu gibi ilag tasarimi ve toksikolojide de ¢ok yararli oldugunu
kanitlamistir. Pha’ y1 tanimlamak biyoaktivitenin var ya da yok oldugunun tahmin edilebilecegi
anlamina gelir. Bu sekilde herhangi bir kantitatif aktivite belirtisi olmaksizin aktivitenin kalitatif
tahmini i¢in Pha bir belirleyicidir. Aktivitenin bdylesine kuramsal bir 6l¢iimii pratik kullanim i¢in
yetersizdir. Bu probleme ilk yaklasim olarak faydali olabilir. Bununla birlikte, bu alandaki son
caligsmalar bu farmakofor taniminin oldukca kaba ve makul bir aktivite tahmini i¢in yetersiz oldugunu

gostermektedir. [.B.Bersuker EC Metodunda Pha tanimu igin ii¢ 6nemli 6zellik belirtilmistir [55].

1. Pha sadece bir grup atom olarak tanimlanmamali. Molekiildeki uygun atomlarin elektronik
ozellikleriyle de tanimlanmali. Elektronik 6zellikler ise farkli bilesiklerde; ayni atomlar icin
farkli, farkli atomlar icin ise ayni 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.

Pha' nin olmasina ragmen aktivite Pha disindaki gruplar tarafindan azaltilabilir (APS) ya da
artirilabilir (AG). Bu gruplar, Pha’ nin reseptor ile uygun etkilesimini engelleyen APS (A.Dimoglo
calismalarinda APS grubunu anti-farmakofor grup olarak tanimlamistir) ve molekiildeki hidrofobisite

gibi 6zellikleri saglayan AG gruplaridir.

2.1.7. Farmakofor Tamimlama Metotlar:

Aktif ve inaktif bilesikleri yapisal olarak tanimlamak icin kullanilan Pha tanimlama metotlarindan
birisi, aktif-benzesim yaklagimidir. Baglangigta Marshall tarafindan sunuldu [56]. Aktif- benzesim
yaklasinu iki adimdan olusur. Ik adimda bir grup aktif bilesikten olusan deneme setindeki farkli
fonksiyonel gruplarin ilag-reseptor taninmasinda 6nemli etkisine bakilir. Bunun i¢in bulunan bilgi, bir
grup ilacin baglanmadan sorumlu olan reseptdrdeki fonksiyonel gruplarin dogasi hakkinda biraz bilgi
verebilir. Ikinci adimda ya farkli ve aym serideki fonksiyonel gruplarin arasinda ya da reseptor iginde
varlig1 kabul edilen noktalarla tanimlanmis baglanma noktalar1 arasindaki benzerlik diisiiniilerek bir

hipotez ileri siiriiliir.

Temel olarak, aktif-benzesim yaklagimu isleyisi asagidaki gibidir;
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Aktif molekiiller bulunmas1 miimkiin olan konformerlerinden birisi ile stiperimpoz yapilir, boylelikle
birbirinin yerini tutan 6nemli gruplar (6rnegin Pha) cakisirlar. Pha atomlar1 arasindaki mesafe izinli
konformerlerin her birisi i¢in sistematik olarak kaydedilir. Bu yolla, istenilen sartlar1 tasimayan ve bir
Pha modelinin yapist i¢in alakali olmayan konformerler, isleyisin ilk adimlarinda c¢ikartilir. Gibbs
enerjilerindeki biiyiikliikten dolayr Boltzmann dagilimina gore bu konformerlerin sayilar1 azalacaktir.
Az niifuzdaki konformerler de elimine edilebilir. Biitiin aktif molekiiller tarafindan basarilabilen
atomlar aras1 mesafeler grubu var olmasi muhtemel olan Pha geometrisini temsil eder. Bu yaklagim
yeterince homolog olan bilesikleri igerir, bu yilizden siiperpozisyon tanimsiz veya anlamsiz degildir.
Ayrica enerji faktorleri gbz oniine alinarak konformerlerin tasidiklar1 Pha, AG ve APS ile ilgili heniiz
hicbir hesaplama yapilmadigindan, siiperpozisyondaki kararlar heniiz niteldir (aktif/inaktif), nicel

degildir.

Birincide oncii bir Pha modeli aktif-benzesim yaklasimi kullanilarak saptanir, bir saflastirma
genellikle yapilir. Fonksiyonel atomlar1 ¢oklukla birbiri {izerinde c¢akistirilan konformerler
kullanilarak onlarin belirli tolerans araligr ile ortak olarak tasidiklar1 aktif fragment Pha
tanimlanabilir. Bu isleyis analiz icin diisiiniilen biitiin ligandlara bir gecis sinir1 tanimlayabilen genel
bir durus ve pozisyon meydana getirebilir. Bu yaklagim kullanilarak degisik ligandlarin topolojilerinin
karsilastirilmas1 ve bunun Pha, AG ve APS olarak hesaplanmasiyla, biyolojik sorumlulugun farkini
gostermek miimkiindiir. Ayni yolla, mesela enzim inhibitorleri icin aktivite veya inaktivite veya

proteinler i¢in agonist veya antagonist aktivite aciklanabilir.

Aktif-benzesim yaklasimi esasina gore molekiilleri siniflandirmak iizere etkili bilesikler (en ¢ok aktif,
az atomlu ve basit yapili olanlar) daha esnek yapiya sahip olan bilesiklerle kiyaslanabilir ve onlarla
sliperpozisyon yapabilir. Pha’ nin tespiti icin konformer analizinin kullaniminin basitlestirilmis hali

Consentino tarafindan ele alinmistir [57].

3D QSAR teknikleri, ¢alisilan molekiil serisinin disindaki bilesiklerin potansiyelini tahmin etmek ve
calisilan bilesiklerin potansiyelini uygun hale getiren nicel biyolojik modelleri arastirmak ve
calistirmak icin kullanilir. Gercekte bircok 3D QSAR metotlarinin basvurulari onerilmis bir Pha
modelini gerektirir [58-59, 54, 60-61]. QSAR metotlar1 direkt olarak Pha ¢ikarmak i¢in nadiren
kullanilmasina ragmen, 6n modellerin kalitesinin gelistirilmesi i¢in degerli metotlardir. Cramer’in
karsilagtirmali molekiiler alan diizenlemesi (CoMFA), 3D QSAR metotlar1 i¢in genis olarak
kullanilmaktadir. 90’dan fazla CoMFA calismalar1 basilmigtir ve bunlardan en az 25 tanesi veri setin
disindaki bilesikler icin dogru aktivite tahminini igerirler. CoMFA, iist {iste cakistirilmis bir grup
bilesigin etrafindaki sterik ve elektrostatik alanin uygun bir 6rneklenmesinin molekiillerin biyolojik

ozelliklerini anlamak icin gerekli biitiin bilgileri saglayabildigini kabul eder [62]. CoMFA,
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anlasilabilir molekiiler tanimlari, istatistik analizleri ve sonuglarin grafiksel sunumlarindan dolay1

cekicidir.

CoMFA, ¢6ziimiinii iretmek icin iki kritere bagvuran ve tekrarlanabilen bir islem olan kismi en kiiciik
kareler analizini (PLS) kullanir. ik 6nce yeni bir eleman cekmek icin kriter, kolektif yapisal
parametreler siitunlarinin hepsi ile deneysel bilgiler arasindaki genellestirmenin derecesini artirmaktir.
Ikinci adimda, bir PLS tekrarlanabilirliginin degerlendirilme safhasinda heniiz meydana getirilmis
prensip unsurlarinin kabulii icin kriter, baglh degiskenleri tahmin etmek iizere tahmin yetenegindeki
bir ilerlemedir. PLS’ de bir QSAR’ 1n tahmin yetenegine deger bicmek i¢in kullanilan teknik “cross-
validation” (CV) dir. CV tahmin performansina deger bicmek icin en iyi yol, tahmin etmektir fikrine
dayanir. PLS kullaniminda bir gizli tehlike vardir; PLS’nin egitim set icindeki her iligkiyi
aciklayacagina garanti yoktur. CoOMFA prosesinin bir sonucu olarak her bir tip CoMFA alani icin
gosterilmis iki tiir ¢evre seviyesi olacak; en ¢ok pozitif ve en cok negatif. Daha yiiksek ozellik
degerlerine sahip olabilecek yeni bilesikleri onermeye yardimci olan bu cevre haritalar1 biitiin

molekiiller i¢in ortak olan Pha’ y1 gostermezler.

Pha haritalandirmak icin bir¢ok yeni yaklasimlar potansiyel reseptdr etkilesim bdlgelerinin
davranisini ve hesaplama fikrini tekniklerinin ana 6zelliklerinden birisi olarak icerirler. Bunlara 6rnek
olarak, DISCO (Distance Comparison) isimli bir program Martin ve ortak calisanlar1 tarafindan
gelistirildi [63]. Program yapisal olarak farkli olan bilesikler icin siiperpozisyon kurallarini sdyleme
yetenegine sahiptir. Bir bilesigin bir¢ok diisiik enerjili konformerlerini ve noktalarini bulmak faydali
olabilir. Prosesin ilk adimu ilgilenilen biyolojik hedef i¢in iyi etki gosterecek temsili bilesiklerin bir
grubunu se¢mektir. Daha sonra her bir bilesik icin bir grup diisiik enerjili temsili konformerler
bulmakta bir konformasyonel analiz igletilir. Her bir bilesik i¢in biitiin potansiyel farmakoferik
unsurlar hesaplanir. Bu unsurlar kullanici tarafindan kontrol edilebilen bir altyap: arastirma dili olarak
algilanir. Tipik olarak arastirmaci her bilesigin hidrojen bagi yapabilen bolgeleri, hidrojen bagi
yapamayan bolgeleri, hidrofobik bolgeleri ve diger kilit atomlar1 potansiyel farmakoferik bolgeler gibi
kullanir. DISCO’ nun 6nemli bir 6zelligi hidrojen bagi yapabilen ve hidrojen bagi yapamayan
bolgelerin hesaplanmasidir. Bu noktalar bilesikteki ilgilenilen atomlardan otomatik olarak hesaplanir
ve biyolojik hedef ile etkilesimin varsayilan bolgelerini gosterirler. Sonunda, bir referans bilesigi

(genellikle en az konformerli birisi) kullanici tarafindan secilir.

Mevcut molekiiler modelleme programina biitiinlestirilmis bir ilave olarak biyo-yapi haritalandirma
stratejisi ChemX programinin icerisinde kullanima hazirdir. Yaklasim asina bir biyo-yap1 taninu
islemini takip eder. ilk ©nce, veri set icin diisiik enerjili konformerleri belirlemek icin bir
konformasyonal analiz yapilir. Siradaki adim ise hidrojen bagi yapabilen bolgeler, hidrojen bagi
yapamayan bolgeler, pozitif yiiklenmis atomlar ve aromatik halka merkezleri olan potansiyel Pha

noktalarinin otomatik gorevlendirilmesidir. Bu islem sirasinda, bu noktalarin ¢iftleri ile sayisal
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bilgiler, tipler ve noktalar arasindaki iliskiler mesafeler ile depolanir. Onerilmis Pha’ lar miimkiin olan
ic veya dort noktali Pha’ lar i¢in mesafe ve formiil anahtarlarinin arastirilmasiyla tanimlanir. Daha
sonra her bilesigin en az bir konformerinin bu Pha’ larla karsilastirilmasiyla onaylanmalidir. ChemX’
in Pha haritalandirma fonksiyonu ge¢cmiste sekiz serotonin reseptor antagonistlerinin bir grubu icin bir

Pha haritasinin ¢ikarilmasinda kullanildi [64].

Bunlara benzer 6zelliklerde sunulan Pha tanimlama metotlarindan bir tanesi de elektron topolojik
yaklasimdir [65-66]. Bu yaklasimda, bir molekiiliin geometrik ve elektronik o6zellikleri bir matris
icinde tamimlanir. Her bir molekiil icin, bir elektron topolojik matris, sadece konformasyonal
analizinden segilen en diisiik enerjili bir konformere dayanarak yapilir. Elektron topolojik matris
diyagonal elemanlar1 ile bir elektronik yapisal parametre iceren gerekli atomlar arasi mesafe
matrisidir. Bir seride aktif bilesikler icin matrisler daha sonra, inaktif bilesiklerde bulunmayan ortak
ozellikleri bulmak icin karsilastirilirlar. Bu ortak ozellikler aktivitenin elektron topolojik alt
matrisinden cikan Pha ile temsil edilir. Pha’nin sonuclarinin incelenen aktiviteyi temsil ettigi 6ne

suriliir.

Aktivite kantitatif olarak biliniyorsa incelenen seri belli bir aktivite degerinden itibaren ikiye
boliiniir. Bu degerin iistiindekiler aktif altindakiler inaktif olarak kabul edilir. Her grup i¢in ETSA
matrisi bulunur. Bulunan ETSA matrislerinin matris elemanlarinin karsilastirtlmasi ile aktivite
ETSA parametrelerinin bir fonksiyonu olarak ifade edilir. Bir¢ok problem bu metodun en basit
versiyonu ile incelenmistir. Bu basit versiyon bir biitiin halinde bu yaklasimin ana 6zelliklerinin
faydasini asagidaki uygulamalarla agiklamistir; misk kokusunun ¢ikisi [67-68], sarimsak aktivitesi
[69-70], et kokusu [71-72], thymidine fosforilasin inhibe aktivitesi [73-74], bitki biiyiime
diizenleyicisi aktivitesi [75], dibenzo [a,d] sikloalkeniminlerin bir serisinin yapi-antagonist aktivitesi
[76], glikolik asit oksidaz’in inhibe aktivitesi [77], sandal agac1 kokusu [78], kehribar kokusu [79] ve

benzerleri.

Bu c¢alismalarin cogunlugunda ana hedef, bilesiklerin incelenen bir serisinde aktivitede rol aldiklar1
zannedilen, diizenlenmis geometride verilen spesifik atomlarin bir grubu olarak tanimlanan Pha’ y1
aciklamaktir. Pha’ nin yerini tayin etmek biyoaktivitenin varligini veya yoklugunu tanimlayabilme
yetenegi demektir. Bu sekilde Pha bir ara¢ olarak higbir nicel biiyiikliik bildirmeden aktivitenin nitel

(evet/hayir) tahmini icin bilgi saglar.

Aktivitenin bdyle bir saf nitel Ol¢iimii pratikte kullanim i¢in etkin olmayabilir. Mesela, eger Pha
mevcutsa fakat aktivite kiiciik ise bilesik deneysel olarak inaktif olarak siniflandirilir. Pha kavraminin
degeri, eger aktivite tahmininin nicel bir dl¢iisii ile tanimlanirsa veya en azindan biiyiikliik sirasina

dizilirse anlaml bir sekilde artar.
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Bu ¢alismada 17-a siibstitiie estradiol tiirevlerinin 33 adet bilesigin goreceli baglanma affiniteleri 4D
QSAR teknigi ile incelenmistir. Giizel, Y. tarafindan gelistirilen COMCET metodun temel yaklasinu
hem aktivitenin nitel 6zelligi olan Pha’ nin belirlenmesi hem de belirli pozisyonlarindaki atomlarin

hesaba katilmasiyla aktiviteye yol acan biyo-yapinin nicel olarak bulunmasidir.
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3. BOLUM

MATERYAL VE YONTEM
3.1. Materyal
Bu ¢alismada:

1) Spartan 04 yazilim paket programinda kuantum kimyasal olarak;
la. Molekiiler Mekanik hesaplamalar,
1b. Kuantum kimyasal hesaplamalar yapilmistir.
2) Giizel tarafindan gelistirilen COMCET igerisinde;
2a. Her bir konformerin topolojisini ii¢ boyutlu olarak temsil eden konformerlerin ETM lerini
diizenleyen program,
2b. ETM matrislerini kullanarak benzesen atom gruplarindan muhtemel Pha’ lar1 ve buna gore

AG ve APS gruplan belirleyen program kullanilmistir.

3.2.Metot

Spartan 04 programinda molekiil iskeletleri ¢izilir ve iskelet dinamizmine gore en diisiik enerji halleri
minimize edilerek molekiil yapilar1 ¢ikarilir. Daha gelismis bir kuantum hesaplama i¢in semi-empirik
AM1 metodu veya Hartree-Fock 3-21G(*) ab-initio metodu ile konformerlerin kuantum kimya
hesaplamalar1 yapilir. Daha sonra molekiildeki tiim konformerler “Align” yapilarak esneklik dlgegi
icerisinde ayni yapiya yakin olanlar1 silinir. Ayrica diisiik enerjili olanlar segilir (6rnegin goreceli
entalpi degeri 1 kcal’den biiyiik olanlar silinir). Bu demektir ki; Boltzmann istatistik dagilimina gore
molekiil niifusunun % 85’ i inceleme altinda tutulmaktadir. Bunlarin sonucunda geri kalan ve kabul

edilebilir konformeler tutulur.

Biyolojik aktivite gosteren molekiillerin reseptorler ile etkilesmesinde aktiflik mekanizmalarinin
aciklanmasi ve aktif fragmentin c¢ikartilmasi i¢in hem Spartan programindaki isleyis hem de CoMCET

metodunun uygulanmasi basamaklar halinde Sekil 3.1 verilmistir.

33



l Calisilacak Molekiil Serisi Konformasyonel Analiz Yapilir ve
Belirlenir E— Yiiksek Enerijili Konformerler

Elimine Edilir

Referans Molekiil Atomlarinin

Kombinasyonundan Pha’nin : Konformerlerin Herbirisi icin ETM

Matrisleri Hazirlanir.

Topolojik Yapilari Kurgulanir

, . . Her Bir Pha’da ilk Ug Atom “Align” Yapilir
Muhtemel Pha’ lar Belirlenir ——> ve Kartezyen Kordinatlara (x,y:z:-, Y,z ve
ys- Degerleri S_|f|r (_)!gcak Sekilde)

Her Bir Pozisyondaki AG ve APS Aktiviteye Etkisi Olan AG ve APS
Gruplarin Etkinlik Degerleri Olan k; Gruplan Konformerler iin

_ Sabitleri Belirlenir. Bunun Igin Siniflandinilir.
Istatistiksel Hesaplamalar Yapilir

PLS Hesaplamalarina Gére En lyi
—> Sonug Veren Model Belirlenir.

Molekiillerin Teorik Aktivitesi ileri
Sirilen Biyo-Yapidaki Molekiil
Modeline Gére Hesaplanir.

Sekil 3.1. COMCET Metodunun Uygulamasindaki Basamaklar

Uygun ETM olusturulur ve diizenlenir, tiim konformerlerin ETM’leri referans konformerinkine bagh
olarak karsilastirilir. Aktif molekiillerin tamaminin bulundurgu ortak yapilardan Pha’lar belirlenir, ona
baglantili olarak bir veya birden fazla AG ve APS bulunur. Regresyon analiz degerlerine gore en
uygun tek bir Pha ve onun AG ve APS’ lerini sonuc¢landirilir. Aktivitenin Elektron Topolojik Alt
Matrisi (“Electron Topolojik Sub-Matrix”’; ETSM) ile Pha, AG ve APS cikartilir ve denenmemis yeni
bir molekiil i¢in Pha, AG ve APS’ lerden aktivite hesaplanir.
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3.3 Karsilastirmali Molekiiler Konformer Elektron Topolojik Metot (CoMCET)
3.3.1 CoMCET Metotunun Geregi

Bir molekiiliin biyolojik aktivite tahmini i¢in gerekli olan; Pha’nin yani sira, aktiviteyi artiran AG
veya aktiviteyi azaltan APS guruplarim1 her bir konformer icin model icinde kullanan CoMCET
metodunun temelleri verilecektir. Onceki benzer calismalara gore yapilan yenilik ongoriilen Pha’n ilk
tic atomu koordinat merkezlerinde yerlestirilerek diger atomlarin koordinat degerleri yeniden
belirlemektir. Pha tasiyan tiim konformerler align yapilarak onun etrafindaki APS ve AG gruplari
pozisyonlar olarak genetik algoritma ile isaretlenir. EC metodunda oldugu gibi COMCET metodunda

da Pha fikri asagidaki ii¢ 6nemli 6zellik ile tanimlanir [55].

e Pha sadece bir grup atom olarak tanimlanmamali, molekiildeki uygun atomlarin elektronik
ozellikleriyle de tamimlanmalidir. Elektronik ozellikler ise farkli bilesiklerde; ayni atomlar
icin farkli, farkli atomlar i¢in ise ayni1 olabilir.

e 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.

e Pha aktivite i¢in gerekli fakat yeterli bir sart degildir. Ciinkii Pha varliginda bile molekiiliin
aktivitesi, reseptor ile etkilesimini engelleyen APS grup tarafindan (tamamen veya kismen)
azaltilabilir veya hidrofobisite, lipofilite gibi baska o©zelliklerle AG grup tarafindan

artirilabilir.

APS ve AG’ nin etkisi aktivitedeki rollerini yaklasik olarak hesaba katarak parametrize edilebilir.
Pha’ ya benzer sekilde bu parametrize etme islemi CoMCET tarafindan bulunan ayni elektronik ve
geometrik parametrelerle AG ve APS gruplarin tanimlanmasina dayanir. Daha sonra aktivitelere
oranla incelenen set i¢in bu parametreleri isleterek ve en kiiciik kareler yontemini kullanarak,
aktivitede rol alan parametrelerin her birisinin etkinligini temsil eden degiskenler bulunur. Her bir
konformerin bulunma yiizdesini, enerjisini ve sicaklig1 bir fonksiyon olarak ekleyerek biyoaktivitenin
nicel tahmini icin bir formiil ¢ikartilir. CoMCET, Pha’ nin APS ve AG gruplarin parametreleriyle
tamamlanmasiyla, Pha fikrini biyoaktivite tahmini i¢in nitel bir ara¢ olmaktan ¢ikarip nicel bir araca

doniistiiriir.
3.3.2 Konformerlerin Belirlenmesi

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

diisiik enerjili konformer bu kiigiik aralikta bulunan konformerleri temsil edeceginden digerleri silinir.
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CoMCET metodun asli sudur; biyolojik aktivitesi bilinen ve inceleme altina alinan bir seri molekiiliin
egitim (training) seti olursa, bu setteki biitiin bilesikler icin ayni deneysel metot uygulanarak
aktivitelerin bulunmas1 6nemli bir asamadir. Ilgilenilen aktivite igin sadece bir tek Pha’ nin sorumlu
oldugu diisiiniiliir. Aktif molekiillerin aktiviteleri, her bir etkin konformerinin Pha’ y1 tagimasina gore
deger alir ve ayrica Pha etrafindaki atom pozisyonlarina gore aktiviteyi azaltir veya artirir. Tiim bu
konformer ozellikleri dikkate alinarak CoMCET programinda yer alir. Programda cikartilan
fonksiyonel 6zellikler deneme serisi (test set) bilesikleri icin uygulanarak onlarin deneysel aktiviteleri

teorik hesaplanan ile dogrulanir.

3.3.3 ETM Matrisleri Olusturulmasi

Her bir konformer i¢in ETM matrisleri olusturulur. ETM, diyagonal elemanlarina gére simetrik olan
kare matristir. Bundan dolay1 simetrisinin iist tarafinin kullanilmasiyla olusan iicgen matris alinilir.

ETM molekiiliin hem elektronik hem de geometrik yap1 6zelliklerini icerir. Daha 6nceleri kullanilan
bu yaklagimin basit versiyonunda [81,82], her bir molekiilde sadece tek bir konformer ic¢in kullanilirdi

ve bu konformerde en diisiik enerjili olan temel hal (ground-state) konformeriydi.

Konformasyon analizi yapilan elektronik yapisi hesaplanan ve deneysel biyolojik aktivitesi bilinen

bilesik serisinin Elektron-Topolojik yontemle incelenmesi su sekildedir.
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Sekil 3.2. Ug Boyutlu Elektron-Topolojik Matris.

Sekil 3.2' de goriildiigii gibi her bir molekillin ETM’si hazirlanir. Onun her biri kosegen
elemanlarina gore simetrik oldugundan sekilde sadece matrisin iist yarist goOsterilmistir.
Molekiildeki atom sayist n ise bagimsiz elemanlarin toplam sayis1 n(n+1)/2' dir. ETM matrisinin
sayist (m) elektronik parametrelerin secimine baglidir. Molekiiliin elektronik 6zelliklerini

tanimlayan atomik yiikler valens aktiviteleri polarize edilebilirlik ve HOMO-LUMO enerjileri gibi
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atomik parametreler kdsegen (diyagonal) elemanlar a,,, (n=m) ve kosegen dis1 (non-diyagonal)
elemanlar1 (n#m) baga ait (bag uzunlugu, bag derecesi-Wieberg indisi, bag enerjisi vb.) ve atomlar
aras1 mesafeye ait olarak secilir. Boylece her matris hem elektronik hem de geometrik parametreyi
icerir.

Bir molekiiliin belli bir konformasyonu icin geometrik parametrelerin sabit olmasina karsin elektronik
parametreler atomik ve bag parametrelerinin degisik kombinasyonlar1 olarak alinabilir.
Ornegin bag uzunluklar1 (bag parametresi) ile atomik yiikler (atomik parametreler) veya atomik
polarize edilebilirlik-bag enerjisi gibi degisik kombinasyonlar elektronik parametre olarak
alinabilir. Bu kombinasyonlarin her biri bir ETM matrisini olusturur. Elektronik parametre icin
olusturulan kombinasyonlarin sayis1 k ve incelenen serinin molekiil sayisi n ise her bir molekiil i¢in k
tane ETM matrisi ve her bir kombinasyon icin de n tane ETM matrisi elde edilir. ETM matrisi
olusturulduktan sonra aktif bilesiklerin ETM matris elemanlar1 aktif olmayanlarin ETM matris
elemanlari ile tek-tek karsilastirilarak verilen bir dogruluk derecesinde aktif bilesiklerde olan ancak
inaktif bilesiklerde bulunmayan matris elemanlar1 grubu bulunur. Bu yolla elde edilen matris
elemanlar1 grubuna elektron-topolojik aktiflik alt matrisi (ETSA) ad1 verilir. ETSA matrisi molekiiliin
aktiflikten sorumlu olan elektron-topolojik fragmentini temsil eder.

Sayet k > | ise ETSA matrisini belirleme islemi k defa tekrarlanmalidir. Bu yolla elde edilen
ETSA matrisleri aym1 ya da farkli olabilir. Bunlardan bazilar1 daha fazla bilgi verebilir ve aktif
bilesiklerin inaktif bilesiklerden daha iyi ayrilmasini saglar. Bu nedenle incelenen bilesik serisinin
analizinde en fazla bilgi ihtiva eden ETSA matrislerinin elektronik ve geometrik parametreleri

kullanilir.
3.34 CoMCET’ de Farmakofor Tanimlama

Tasarimdaki bir sonraki basamak; biitin ETM’ leri ilgili molekiillerin aktiviteleri ve matrisin
diyagonal ve non-diyagonal elemanlarin1 verilen belirli tolerans araliklarinda, karsilastirarak biitiin
aktif molekiiller i¢cin ortak olan, inaktif molekiillerde ise bulunmayan elektron topolojik ozellikleri
tespit etmektedir. Matrisleri karsilastirmak icin bilesik serisindeki yapi olarak en basit molekiil
referans olarak secilir. Burada molekiillerin aktif-inaktif olarak nitel siniflandirilmasi gerekir. Bunun
icin de smir bir deger belirlenir. Bu degerden kiiciik olanlar inaktif, biiyiikk olanlar ise aktif
sinifindadir. Bu sinir1 tanimlarken aktif olmayanlar veya aktif denilemeyecek kadar kiiciik aktiviteye
sahip olanlardan biiyiik bir deger alinir. Karsilastirma islemi yapilarak daha cok aktif bilesiklerin
bulundurdugu ortak 6zellik Pha olarak bulunur ve bu 6zelligi temsil eden matris elemanlarindan daha
az sayida olan, elektron topolojik alt matrisi (ETSM) olusturulur. ETSM’ i belirlenmis Pha, yeni
bilesiklerin aktivitelerini nitel olarak gostermede direkt olarak kullanilabilir [80-81]. ETSM’ yi
gostermek i¢in eger farkli elektronik yapi (atomlarin valens aktivitesi, polarlanabilirligi HOMO veya
LUMO katsayilart gibi) parametreleri denenmek istenirse ETM’ in s6z konusu yapisi her bir setin

parametresi icin tekrarlanir. Daha sonra elde edilen ETSM karsilastirmasi ile inaktif bilesiklerden
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aktif bilesikleri ayirmada hangisinin en iyi olacagi tahmin edilebilir. Molekiiler sistemde atomlari
numaralandirma yolu (saat yonii veya tersi) dnemlidir. Ciinkii bu islem ETM de matris elemanlarinin
diizenini belirler. Bir tanesinin se¢ilmesiyle biitiin konformerler ve enantiyomerler korunur. Bu matris
aciklamasinin enantiyomerleri ayirmaya izin verip vermedigi ©nemli bir sorudur. Bu sorunun
aciklamast evettir, enantiyomerler ETM tarafindan agiklanirlar; iki enantiyomerin matris
elemanlarinin mutlak degerleri ayni olmalarina ragmen, iki matristeki karsilikli pozisyonlar1 farklidir.
Ayrica kolon ve dizilerde yer degistirmelerine izin verilmez. Bu eger ETSM (Pha) olarak
enantiyomerlerden birinde var ise, diger enantiyomerde olmasini gerektirmez; eger varsa, farkli APS
ve AG ile farkli aktivitelerin ortaya ¢ikmasinda eslik eder. ETM’nin kullanildigir calismalarda
yukarida belirtilen matris elemanlarinin saat yoniinde (veya tersi) dizilisi dikkate alinmazsa iki
enantiyomerler birbiri ile aynt ETM’ ye sahip olur. Benzer sekilde Pha’ nin yapisini gésteren ETSM’
de enantiyomerik 6zellikleriyle ele alinir. Enantiyomerlerin yapilarini birbirinden ayirt etmek iizere
diger bir yol ETSM’ nin yani sira Pha’ nin atomlariin kiiresel koordinatlar ile CoMCET i¢inde

kullanilmasidir.

3.3.5 APS ve AG

CoMCET’ in diger iistiinliigii de AG [82] ve APS gruplar1 [83] tanimlayarak hesaba katmasidir. Bu
gruplarin aktiviteye katkilar1 Pha ile birlikte hesap icine alinmistir. Aslinda Pha’ y1 bulunduran bir
konformerdeki her bir atomun aktiviteye sayisal bir deger yansitmasi s6z konusudur ancak, bu
atomlarin incelen seride en ¢ok molekiil icinde bulunan ve en etkili olanlar1 g6z 6niine
alinabilmektedir. APS ve diger AG’ ye karar vermek icin aktif bilesiklerin siiperpozisyon olan
yapilarini incelememiz gerekir. Pha, aktivite icin gerekli bir grup atomu igerir. Pha’ da bulunan
atomlara ilave olarak, mevcut olan molekiiler yapidaki atom veya atom gruplarinin varlig aktiviteyi
azaltici veya artirict yonde etki yapabilir. Bazi grup atomlar hidrofobisiteyi artiric1 6zellik
gosterebilirler veya reseptor ile H-bagi yapabilirler. Bu atomlarin bu 6zellikleri aktiviteyi artirici
ozellik olup, bu grup atomlara AG atomlar denir. Baz1 grup atomlar ise reseptér ile etkilesim
esnasinda sterik engel veya perdeleme yapabilecekleri i¢in aktiviteyi azaltici yonde etki ederler ve bu

yiizden bu tiir grup atomlara ise APS atomlar denir.

3.3.6 Aktivitenin Genel Formiilii
AG ve APS gruplarinin etkisini hesaba katmak icin aktiviteyi artiran ya da azaltan S fonksiyonunu

kullaniriz.

A~e™® (3.18)

S fonksiyonu AG ve APS’yi temsil eden bir grup parametreye baglidir. Genel olarak Pha etrafinda

etki eden tiim pozisyonlanmis gruplarin reseptorle etkilesim degerlerinin toplamidir.

N
S, =2 kal (3.19)
=1
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Burada a,;”’ n’ inci bilesigin i’ inci konformerinin j’ inci tiir APS veya AG 6zelligini temsil eder. a,;V
her bir problem i¢in spesifik bir parametredir ancak reseptor-ligand etkilesim noktalari ele alinirsa bu
parametrenin s6z konusu atomun yiikii olarak ele alinmasi anlamlidir. Bu yaklasim rastgele
parametreyi islem igine katmay1 onler. Ligand-reseptor etkilesim noktalarinda onlarin atomlart q; ve
> Coulombik yiik miktarlariyla ele alinirsa o noktadaki etkilesim enerjisi E= q;qy/(4ner) olarak
denklemde yeralir. Pha’ nin etkilesim enerjisi hari¢ diger noktalardaki standart baglanma Gibbs
enerjisi A,G°® olarak bu parametrelerden hesaplanir. Ligand reseptor arasindaki etkilesim K-denge
sabiti ile gosterilirse denge kuruldugunda aktiviteyi gostermek iizere bu noktalardan ve Pha’ dan gelen
etkilesim toplam miktar1 K-sabiti olarak islemi katilmis olur. N-adet secilen AG/APS parametreleri
icin k;° ler toplu analiz sonucundan es zamanl elde edilen ayarlanabilen bir sabitlerdir ve q./(4mer)
degerinin karsiligidir. q, reseptordeki etkilesen noktanin yiikii olmakla beraber r ligand-reseptor
arasinda bu noktadaki mesafedir ve q, ayn1 pozisyon icin sabit oldugu halde r mesafesi konformerin
ilgili pozisyonu yiiziinden degiskendir. Bu Kj-sabitin mutlak degerinin biiyiikliigii referans atomun
aktivite ilizerinde ne kadar etkili oldugunu gosterir. Diger taraftan q; her bir konformer icin
degiskendir ve bu tip atomlar1 {i¢ boyutlu yap1 i¢inde tanimak Pha’ dan sonra ikinci derecede 6neme
sahiptir. Bu S-fonksiyon ile birlikte Pha’ nin katma degeri de sicakliginin ve enerjisinin bir

fonksiyonu Boltzman dagilimini hesaba katarak agagidaki genel formiilii elde ederiz:

mﬂm Ey FKT
St e

A=A ——
Z B /KT
i=1 (3.20)

Ao asagida agiklanacag lizere sabittir ve m, n. molekiiliin konformerinin sayisidir. A,” nin

exponansiyel olarak S’ ye baglh oldugunu kabul ediyoruz. Ciinkii ilac-reseptor arasindaki etkilesim
herhangi bir molekiil ici etkilesime benzerdir. Bu formiilde sadece Pha’y1 bulunduran konformerler
aktiviteye katkida bulunur ve aktif konformerleri olan molekiillerin sayisina bagl olarak bu katkilar
gerceklesir. Bu sayilar konformerin enerjisiyle (E,;), Boltzman istatistik dagilimi g6z 6niine alinirsa,

ani olarak diiser. Bu yiizden ¢ogu zaman yiiksek enerjili konformerlerin katkilarini ihmal edebiliriz.

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

referans molekiil (1) seceriz ve A, icin esitlik 3.21°1 yazariz.

mp™

3% -Eg F kT
E eiet
i=1

A=A

1 0

My
-ExfKT
2
=1

(3.21)

39



An ve Al i¢in yazilan bu iki formiil birlestirilirse A lar birbirini gétiirecegi i¢in bilinmesine gerek

kalmadan asagidaki formiil elde edilir.

J
KJaJ

Z -E, /KT Z N E_KT
e 1i ( e J 1 * e ni )
=1
A =A* ——
it _z Kal (3.22)

Ze -E,;/kT Z(e p ” e—Eh/kT)

i=1

Molekiil setindeki bilesiklerin bilinen deneysel aktiviteleri kullanilarak yukaridaki formiil isletilir ve
hesaplanan aktivite degeri, A", deneysel aktivite degeri, A,"™, ve M molekiil sayis1 olmak iizere,

M |A,1sP-A 9 P fonksiyonu iizerinden en kiigiik kareler yontemi kullanilarak degisken «; katsayilar

elde edilir.

Bu yolla elde edilen x; ile aktiviteleri bilinmeyen aym tiir bagka bilesikler icin aktivite tahmini

yapilabilir.
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4. BOLUM
BULGULAR
4.1. incelenen Bilesik Serisindeki Bulgular
Deneysel olarak goreceli baglanma affinitesi bilinen 17 siibstitiie estradiol tiirevlerindeki 33 adet
bilesigi literatiirden alinmistir [84, 85]. Tablo 4.1 ‘de incelenen bilesik serilerinin temel iskeleti ve bu

iskelete bagli olan substituentler ile deneysel aktiviteleri ve diisiik enerjili olan etkin niifuslu

konformer sayilar1 gosterilmistir.

Tablo 4.1. Incelenen Bilesik Serisi, Deneysel Aktivitesi ve Konformer Sayilari.

Ol
o\ XK
H
Bilesikler X DeneyselAktivite | Konformer S.
1 C=CH 2.02 4
2 H 2.00 2
3 Me 1.86 6
4 CH;C=CH 1.69 4
5 C=CMe 1.51 4
6 C=C] 1.49 4
7 CH:C=CI 1.45 6
8 CH,CH=CH, 1.26 6
9 CeHs 1.08 4
10 _( l 0.92 3
00
11 0 0.90 2
—<
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12 C=CC=CCeHs 0.85 2
13 C=CH,0H 0.81 6
14 C=C,H: 0.76 2
15 CsHy 0.69 3
16 CiHs 0.67 6
17 C=CC4Hsl 0.67 12
18 CH,CyH; 0.63 4
19 c=c"0 _CD 0.60 0
20 C=CCgH,, 0.51 4
21 C=CC=CC3H,, 0.40 7
22 e —<9 0.32 5
23 CH.CH,CHOH 0.15 21
24 CH2C=CC:H,, 0.04 12
25 CH2C=CCsH s 0.04 18
26 CH:C=CC=CC:Hs 0.04 6
27 C=CCeH,s_ -0.05 20
28 C=CC.H,.I -0.10 16
29 ,_bc_@]ﬁ -0.28 0
30 CH,CH=CHC:H, -0.30 13
31 CH,C=CC=CC:H; -0.40 3
32 CH0CsHus -0.70 7
33 CHCH,CO {D -0.96 13

Seride referans bilesigi olarak secilen

numaralandirmalart Sekil 4.1.’de, referans bilesigin konformerlerinin iist iiste cakistirilmasi

NO1 bilesigi icin top-¢gubuk modeli ve atomlarin

Sekil

4.2’ de ve referans bilesigin en diisiik enerjili konformerine ait kartezyen koordinatlar tablo 4.2.” de

gosterilmistir.
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Sekil 4.1.Referans Bilesigi NO1 I¢in Top Cubuk Modeli.

Sekil 4.2. Referans (NO1) Bilesiginin Konformerlerinin (4 adet) Ust Uste Cakistirilmast.

11

12

Tablo 4.2. Referans bilesigin (NO1) En Diisiik Enerjili Konformerine Ait Kartezyen Koordinatlar.

Kartezyen koordinatlari (A)
Atom X Y Z
Cl1 0.3309908 | 3.4268678 | -0.1390517
C4 0.2487482 | 3.5878751 | 2.5817941
C2 2368498 2.2477597 | 0.6164838
Cé6 1336392 4.6748201 | 0.4358228
C5 0.1612302 | 4.7485083 | 1.8072888
C3 0.0467213 | 2.3359653 1.987898
01 0.3505272 | 6.0083838 | 2.3298028
H5 0.5452493 | 59128597 | 3.272926
C7 0.4980533 | 0.9340454 | -0.0502299
C8 0.1589379 | 1.1260979 | 2.8488983
C9 0.0120086 | -0.2515069 | 0.7829642
C10 | 0.4730454 | -0.0981591 | 2.2226677
C11 | -0.1062208 | 0.8686466 | -1.4503408
C12 | -0.5803723 | -0.5210758 | -1.8260665
Cl14 | 0.5263156 | -1.5590186 | 0.1878014
C15 | -0.1865134 | -2.7666157 | 0.7904192
C16 | -0.2511596 | -3.0473503 | -1.6512895
C17 | -0.3115215 | -3.8040212 | -0.3049347
C13 | 0.3517252 | -1.6282422 | 1.3475563
C18 | 1.7041883 | -1.4803865 | 2.0289952
02 0.6167308 | -3.8258675 | -2.4758503
H17 | 0.6239703 | -3.4211758 | -3.3515666
C19 | 1.5681845 | -2.9767805 | -2.2611962
C20 | 2.6580754 | -2.9667141 | -2.7553919
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4.2. Elektron-Topolojik Matris
Bu calismada *.txt dosyalarindaki bilgiler icerisinden kartezyen koordinatlar1 dosyasi, atomlarin
yiikleri, bag uzunlugu ve atomlar arasi mesafelerden 225 adet konformeri iceren ETM

olusturulmustur.

Aktif fragmentlerin cikartilmasi, prensip olarak seri icerisindeki bilesiklerden en aktif fakat daha
onemlisi en basit olaninin 6l¢ii bilesigi olarak alinmasi ve bunun ETM’ si ile tiim bilesiklerin
olusturulmus ETM’ lerinin kiyaslanmasi diisiincesine dayanir. Bu ¢alismada seri igerisindeki NO1

bilesigi, referans bilesigi olarak alinmis ve Pha belirlemede bu matristen yararlanilmistir.

[ | Cd 2 U s 3 o1 HE T L&) Yy
AT 2 THA LA 13EE 2403 242 3636 4311 24U 3 HOE 3 HDS

1 CIz2 CW C15 Cl4 CI7T C13 Ol 02 HIT C1v o
3 7 4388 5 6283 66T TIR1 5,197 5434 T35 T 560 TOOR T 527
D215 2,427 2433 L3W 1.4 2,435 2,443 JHLL 2A4TT 4247 - 4865 H03F 5T p602 THT THIF 655 7124 90l6 9224 H363 A Taw
DoYd 2435 2,79 L1403 4,174 4,593 (49 2,514 2,506 3, THL 3B41 5035 5TH 6146 4,346 4HOL BHIG BY3  B2IL BHFIL

-ULLST L4 2HI2 2366 3168 JTHY 4301 494 | 5107 4254 5TIL 6251 T436 HODE B 522 6554 6HLI HUGH HUSL HIBG HTIW

burr 2 LATT LYl 429 3760 5106 4505 5066 6414 6548 T5H3 B 529 HHI T332 T54% Gale webd BE4T B30
-00a24 3.7 3833 L AHW| I H54 25 3T 4TY 4338 5243 6501 6,559 5 1%e SHL THIT THL AUTL TITH

b 4913 6458 6162 BIH4 TT43 T W13 BWI QHYZ L1e B35 B9US LDWE 1L0F LLLI6 LOST
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Sekil 4.3. Refarans Bilesigi NO1’in en Diisiik Enerjili Konformerinin ETM Matrisi.

Matrislere bakildiginda bag uzunlugu, iki atom arasi uzaklik ve atom yiiklerinin her birinin aktiviteye
katkis1 farkli olmaktadir. Bu matris degerleri, molekiillerin karsilastirma ile aktif fragmentin
(farmakofor: aktiviteden sorumlu grup) bulunmasi i¢in kullanilir. Matris karsilastirilmasi; referansin
diagonal alt matrisinin karsiligi incelenen konformerdeki diagonallerde isaretlenir. Diagonallere
karsilik gelen nondiagonallar ile alt matris (ETSA) konformerden belirlenir. Bu alt matris karinca
yiirliylisti algoritmas1 geregi atom cinsleri degil ama atom tiplerinin uyum gostermesi dikkate alinir.

Bu durum ikinci bir kontrol olarak genetik algoritmayla belirlenir.
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Elektron Topolojik matrisine 6rnek olarak serideki referans bilesigin (NO1) en diisiik enerjili
konformerinin matrisi verilmistir. Matrisi ¢ok bilyiittiigli ve tekrarlanan benzer Ozelliklere sahip

oldugu i¢in hidrojen atomlar1 (karbon atomlarina bagli) gésterilmemistir.

Hesaplamalar ile elde edilen sonuclarin mevcut yeni yontemlerle degerlendirilmesi ve hesaplamalar
sonucu elde edilen kuantum kimyasal 6zelliklerin ve bilgisayarda elde edilen ¢ikti dosyalarinin ETM’
de hazirlanmas1 i¢in kuantum kimyasal hesaplamalar ile bilesiklerin konformasyonel analizlerini
gerceklestirerek matris olusturan programina ihtiya¢ duyulmustur ve bu program C# dilinde
yazilmigtir. Bu program, Spartan 04 programu ile elde edilen oldukca karisik ¢ikti dosyalarinin (*.txt
uzantili) diizenli birer matris dosyasi haline doniistiiriir ve bu program kullanilarak 33 bilesigin 225
konformerinin hepsi i¢in matrisler olusturulmustur. Her bir konformerin *.txt uzantili dosyasinin
biiyiikliigii 9.00 — 11.00 MB olup yaklasik 2500-3000 sayfa oldugu diisiiniiliirse raporda belirtilmesi

olanaksizdir. Sekil 4.4.” de ETM matrisi olusturmada kullanilan programin ara yiizii goriilmektedir.

Enr A

Oggen matri aluztur l Halekill a<tivite dozpasin olugtur ] Malekill aktivite kontral ve eklene ] Yazlmm Hakkl]
(alisilacak Klasorun Isminin
Girilecegi Kism

L
DACoMCETS  [bp o] Al |
[w Eski dosyalarla devam et

loplam_ 225 molekiilden ~
bp01_07.t molekiili daha dnce iglenmig =
bp01_02 4t molekiili daha dnce iglenmig

T L Etmc Matrisi Aktivite Dosyasi
bp0z2_01.: lekiiii daha o igleni o - ‘ 2 - + v

e ot |0 1UStUrMa Butonu] | Olugturma Butonu
bp03_07.:xt molekilii daha dnce islenmis

bp03_02.:t molekiili daha dnce iglenmig
bp3_03.:t molekiili daha dnce iglenmig
bp03_04.1t malckiili daha shee iglenmis
bp03_05.:t molekiili daha dnce iglenmig
bp3_0E. .t molekiili daha dnce islenmig
hpl14_M1 st mnlekiilii daha dnee iglenmnis
bp0d_02.:t molekiilli daha dnce islenmig
bp04_03.:t molekiilli daha dnce islenmig
bp04_ 04,4t molekiili daha dnce islenmig
bp05_07.:t molekiilli daha dnce islenmig
bp05_02.:t molekiilli daha dnce islenmig
bp05 03.xt maolekiili daha ohece islennis b

ENRERRERRNENENEENENEEEEENNENNENNENENENNNNNENNENNEREN %100

ISLEM DURLMU

Sekil 4.4. ETM Matrisi Olusturmada Kullanilan Programin Ara Yiizii.

4.3. CoOMCET Metodunun Uygulanmasi

Bilesik serisindeki bilesiklerin yapi-aktivite iliskilerinin belirlenmesi icin; *.txt uzantili dosyalarindan
olusturulan ETM matrisleri CoMCET programi ile okunarak aktiviteden sorumlu gurup Pha
belirlenmistir. Sekil 4.5.°de ETM matrislerini okuyarak Pha belirlemede kullanilan programin ara

yiizli goriilmektedir.
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= - [o]x]
Enter Values_ A | Look af Resulls | Enter\Values B | (Calisilacak Klasoriin
7o Isminin Girilecigi Kisim
WorkSheet [DrCoMCET: [bp o | Ok |
Referance Molecule_4& |b|:| |D1 |charge LI r to see the molecule
perimpo sed
L‘ Retferans Molekulununf " =~
Start Value EndValue Increase ] Girilecegi Kisim 2z e i . .
DiaPha: 018 35 010 Tolerance Values to Pha (r-_e" resindeki ‘
A 055 05 o Compare Molecules Maksimum Atom Sayisi
- - - with Pha MaxNumber of '5_-1(
X Atoms around Pha
MaxPhato a0
Radial Distance: |D' 50 |‘I .00 |D-5D be studied ’_
Tolerance Value to Calisilacak
Torion Angle:  [15.00 |25.00 1000 Dafina Afoms P S
Around Pha Eoth &gonist and 2l
Angle 15.00 2500 10.00 o Ankagonist's values are
anen
11f R 1o 1571 1 Agonizt or Artagonist's
enkek_inact: |09+ Inaktif Bilesigin Aktivitesi e
esikDgr 1096 e—Aktiflik i¢in Esik Degeri —

Sekil 4.5. ETM Matrislerini Okuyarak Pha Belirlemede Kullanilan Programin Ara Yiizii.

Bu arayiizeyde;

g.

Calisilacak molekiil serisi ismi kisaltilmis ilk iki harf ile belirlenmis.
Referans molekiiliin ismi molekiil serisini bildiren iki harf ve molekiil numarasi ile verilmis.

Diagonal 6zelliklerinin se¢imi degisen atomik ozellikler (charge, HOMO katsayisi, interaction

index vs.) olarak listeden belirlenmis.

Pha’ 1n bulunmas: i¢in diagonal ve nondiagonal (baslangi¢, son ve artis degerlerine gore

tekrarlanan dongiiler icinde) tolerans degerleri 6ngoriilmiis.
Pha etrafindaki maksimum pozisyon sayist ve sonuclari incelenecek en iyi Pha sayis1 verilmis.

Pozisyonlarin bulunmasi icin (Pha’ dakine benzer sekilde) mesafe, ac1 ve torsiyon (baslangic

ve son degerler arasinda belirlenen artislarla degisen) tolerans degerleri verilmis.

Aktif-inaktif arasindaki sinir deger ile endiisiik aktif deger kaydedilmistir.

Serideki toplam 33 bilesigin tamami aktif olarak ele alinmis ve onlarda Pha yapi arastirilmistir.

Bunlarin 33’ {inde Pha bulunur. Aktivitesi inaktif olanlar kadar diisiik oldugu halde bilesik Pha

grubunu tasiyabilir. Bunlarin aktivesindeki azalma APS gruplarindan kaynaklanmaktadir. Bu durumda

Pha’ lar en iyi istatistiksel olarak P, ve a, degerleri dikkate alinarak tespit edilmistir. En iyi Pha

gruplari a, ve P, istatistik hesaplamalarina gére aktif ve inaktif 6zellikleriyle nitelik olarak

siralanmistir.
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P.ve o, sirasiyla esitlik 5.1 ve 5.2 ile verilir.
Pa=(Vi+1)/(vi+Vy+2) 5.1
Ota=(V1:Va—V2:V3)/ (Wi-tasllzebls) " (5.2)

Burada v; ve v; sirasiyla aktif bilesikler icinde aktif fragmente sahip olan ve olmayan v, ve v,
ise inaktif bilegikler iginde aktif fragmente sahip olan ve olmayan molekdllerin sayisidir. p; ve
Ko sirastyla aktif ve inaktif bilesiklerin sayisini verir. ps= vi+vs W= v,+v, Burada; v,;= 33, v,=

0, v;=0, v,=0, = 33, 12- 0 ns= 33, ps= 0ve Pa=0.97, a,- 0.00 olarak bulunmustur.

Esitlik 3.22° den goriillecegi iizere n-nolu molekiiliin aktivitesini hesaplamak Pha tasiyan
konformerlerin sayis1 ile etkilenir. Eger tiim konformerler Pha’yr bulunduruyorsa Boltzmann
dagilimina gore molekiiliin niifus dagilimi 1 olarak deger kazanir. Pha’y1 tasimayan konformerin
enerjisi diisiik seviyede olursa niifus dagilimi 1’den 0’a dogru hizli azalir. Yiiksek enerjili konformer

icin popiilasyondaki azalma kiiciiliir.

Konformerdeki tiim atomlarin pozisyonlarini belirlemek amaciyla, Pha’ y1 olusturan atomlar referans
alinirlar. Pha etrafinda belirli pozisyonlarda yer alan ve aktivite iizerinde etkili olan atomlarin
bulunmast biyo-aktif topoloji i¢in esastir. S6z konusu atomun pozisyonunun belirlenmesi i¢in Pha
tizerindeki ilk {ic atom ile belirli tolerans sinirlar1 icerisinde mesafe, aci1 ve torsiyon degerleri
kullanilir. Koordinat merkezinden goreceli uzakliga 1-nolu atom, aralarindaki agiya 1- ve 2-nolu atom

ve torsiyon acisina 1-, 2-ve 3-nolu atom kullanilmistir. Bu diizenleme Sekil 4.6’ da goriilmektedir.

Sekil 4. 6. Pha ongoriildiikten sonra onun atomlarinin yeni kartezyen koordinat sistemine 1, 2 ve 3
nolu atomlarinin (sirastyla x,=0, y;=0 ve z,=0; y,=0 ve z,=0; y;=0 olarak) yerlestirilmesi ve geri kalan

atomlarin buna gore yonlendirilerek pozisyonlarilmasi.
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Sekil 4. 6. da gosterildigi gibi, Pha’ nin ilk {ic atomuna gore geri kalan atomlarin pozisyonlari
belirlenir. Artik konformerdeki tiim atomlar, yukarida anlatildig1 sekilde, belirli tolerans degerlerine

gore kiiresel koordinatlara ait pozisyonlartyla siniflandirilabilir.

Molekiillerin aktivite degerleri, onlarin konformerlerinin Pha ile birlikte ele alinan pozisyonlarda
atom bulundurmalarina baglh olarak hesap edilir. Burada her bir n’ inci molekiiliin teorik aktiviteleri
hesaplanmasi i¢in; bir etkin i-konformerine ait j-pozisyonuna karsilik gelen atom yiik degeri a,; ile bu

pozisyona ait etkinlik katsayis1 K’ nin carpimmnin tiim pozisyonlardaki toplamlari hesaplanmustir.
Esitlik 3.19° da n-molekiil ve i-konformerinin j-pozisyonlarmin katki degeriyle (i’ ) bu konformerin

ilgili pozisyondaki atomun yiikiiniin (a,’) carpim toplamlar siibstitiient katkisidir (S,;). Esitlik 3.22’
de “ [ ” alt indisi referans bilesigi belirtmek igin, “ n ” alt indisi ise ele alinan bilesigi belirtmek icin

kullanilmistir. m™ ve m,"™

sirastyla, referans ve ele alinan bilesikteki Pha bulunduran
konformerlerin sayisini ifade etmektedir. Pha’in bulundurdugu aktivite A, gdz oniine alinarak, n’ inci

molekiiliin aktivitesi (A,) hesaplanmistir.

Esitlik 3.22” in sagindaki referans aktiviteden (A;) sonraki terim daima pozitif olacagindan A, aktivite
degeri A, e bagh olarak pozitif veya negatif degerlikli olabilir. incelenen bilesik serisinde hem pozitif
hem de negatif aktivite degerleri varsa bu denkleme gore hesaplama gerceklestirilemez. -log(ICs) gibi
denklemde log Oniindeki say1 1’ den biiyiikkse veya yiizde inhibisyon degerleri ortalamaya gore
kiiciikse ortaya cikan aktivite degeri negatiftir. Hem negatif hem de pozitif aktivite degerlerine sahip
bir seri i¢in esitlik 3.22° yi kullanarak hesap yapabilmek imkansizdir. A/’nin sagindaki pay ve
paydalarin orant1 sonuglart hep pozitif ¢cikacagindan dolayr aktivitelere A;” nin negatif veya pozitif
olmasina gore, sirayla, negatif veya pozitif olacaktir yani serideki tiim hesaplanan aktiviteler ya
negatif veya pozitiftir. Bir kismi negatif bir kismu pozitif degildir. Halbuki deneysel aktivitelerde hem
pozitif hem de negatif degerler olabilir. Hesaplanan aktivitenin hem pozitif hem de negatif olabilmesi
icin esitlik 3. 22 yerine asagidaki esitlik 3.23 diizenlenmistir.

J . .
=Y Klal.

my mxfl’ha ni
A =4 -0 3

m, mlpha
-E_./kT

2. (e

i=l1 i=1

C-sabiti bilesik serisindeki en diisiik aktivite degeridir. Buna gore A#C olmalidir.

- +C
- kla} (3.23)
j=1 * e-En/kT )
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5. BOLUM
SONUC
5.1. 170, Siibstitiie Estradiol Tiirevlerinin Hesaplanan Goreceli Baglanma Affinitesi

Sonuglari

Calisilan bilesik serisinden segilen referans bilesiginden (NO1) ETM karsilastirmasi ile farmakofor
gurup belirlenmistir. Farmakofor grubu temsil eden matris (Elektron Topolojik Aktiflik Alt Matrisi
(ETSA) ) ve bu matrisin diyagonal tolerans (Ap;,r;;) ve nondiyagonal (Angi.mir ) tolerans degerleri Sekil
5.1 de gosterilmis olup belirlenen bu atomlar temel iskelet iizerinde isaretlenmistir. O1, C4, C2 ve

C7 atomlar1 farmakofor grup olarak belirlenmistir.

C4 C2 01 Cc7
-0,215 2,427 2,435 3,811 C4
-0,093 4,174 1,496 C2
-0,252 5,668 01
-0,055 Cc7

Sekil 5.1. Calisilan Bilesik Serisi I¢in Aktif Fragmenti (Pha) Gosteren Matris.

Calisilan bilesik serisinde daha onceden bahsedildigi gibi esitlik 3.22 kullanilarak teorik aktivite

hesaplar1 yapildi.

Tablo 5.1. Pha Disinda Aktiviteye Etki Eden AG ve APS Gruplarin Baz1 Ozellikleri.

Molekiil No | Atom | Torsiyon | Bag Acis1 | Mesafe | Etkin Pozisyon
No Acqis1 (A) Degeri
NO1_01 C12 55.48 17.05 r=6.04 | k,=-0,147 a
N33_01 C22 46.52 27.00 | r=12.48 | kp=-0,154 b
N31_01 C22 84.00 6.65 r=10.76 | k=-0,155 c
N28_01 C25 77.54 66.93 r=7.06 | K4=-0.072 d
N33_01 04 50.03 2542 | r=15.31 | K=-0,269 e

49



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

dikkate alan asagidaki 3.19’ esitlikdeki formiil kullanildi.

Sekil 5.2.” de sirasiyla NO1, N28, N31 ve N33 bilesiklerin Pha atomlart iist iistte cakistirildiktan sonra
bilesiklerde geri kalan yonlenmis atomlardan hangilerinin reseptorle etkileserek aktiviteye etki ettigi
belirlenebilir. Bu atomlarin tasidiklar1 pozisyonlar a, b, ¢, d, e harfleriyle isaretlenmis ve bunlarin
APS veya AG olduklar1 molekiillerin aktivitedeki artma veya azalma degerlerinden tahmin edilmis ve

Pha atomlar1 gosterilmistir.

AG/APS: a.b.c.d.e

Sekil 5.2. NO1, N28, N31, N33 Bilesiklerindeki Pha, AG ve APS Guruplar.

Pha’nin bulunmasindan sonra etkin atomlar1 belirlemek tizere Tablo 5.1. deki en cok veya en az aktif
molekiillerden sec¢ilmis pozisyonlar kullanildi. Bu tablodaki (NO1, N28, N31 ve N33) molekiiller
pozisyonlarin belirlenmesi icin referans olarak ele alindi. Tiim konformerlerin Pha atomlar1 bu
referansinki ile align yapilarak geri kalan atomlarin tolerans Olgiilerine gore ele alinan pozisyona
sahip olup olmalarina bakilarak siniflandirildi. Bu atomlar; n’ inci molekiiliin i° inci konformerinin j’
inci pozisyonlar1 olarak her bir konformer icin Tablo 5.2. ve Tablo 5.3.” de isaretlenmistir. Pha
disinda aktiviteyi degistiren (AG ya da APS) atomlarin simiflandirilmasinda kullanilan ortak

pozisyonlar genetik algoritma ile ¢ikartilmagtir.
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Esitlik 3.18" gore (A~e™® ) S fonksiyonu AG ve APS’yi temsil eden bir grup parametreye baghdir.
N
Genel olarak esitlik 3.19” daki (S, = Z Kjagi) ) gibi kabiil edilir.
=1
Burada a,;”’ n’ inci bilesigin i’ inci konformerinin j’ inci tiir APS veya AG 6zelligini temsil eder. a,;V
her bir problem i¢in spesifik bir parametredir ve liganddaki etkili pozisyonlar AG veya APS olarak ele
aliir. Pozisyonun AG veya APS olmasi reseptordeki etkilestigi k degerinin pozitif veya negatif
olmasina baghdir. Esitlige (3.20) gore S,; degeri pozitif oldugu durumlarda iistel olarak esitligin
sayisal degerinde azalis olacagindan aktiviteyi azaltir, negatif oldugu durumlarda ise iistel olarak
esitligin sayisal degerinde artis oldugundan aktiviteyi artirir. S,; ise esitlik 3.19” daki gibi k ve a,;V
degerlerinin carpimi olduguna gére bu carpim pozitif ¢iktiginda aktiviteyi azaltan (APS) ozellik

negatif ciktiginda aktiviteyi artiran (AG) 6zellikten bahsedebiliriz.

Tablo 5.2. ve Tablo 5.3." egitim set ve test setteki bilesiklerin deneysel ve hesaplanan aktiviteleri ile
birlikte her bir konformerin olusum entalpileri (kJ mol™) ve bu konformerlerde aktiviteye etki eden
atomlarin j-pozisyonlarini gosteren (a,b,c, d, e) isareti ile verilmistir. Bu konformerler iizerindeki ‘$’
isareti; Pha’yr tasimayan konformerleri gosterir ve aktivite lizerinde etkileri yoktur. Konformerler
tizerinde bu atomlar mesafe (A;), ac1 (Axe) ve torsiyon agist tolerans (Arygr) degerlerine gore

siniflandirilir.

Tablo 5.2. ve Tablo 5.3.” de bilesiklerin hesaplanan teorik aktiviteleri bu hesaplamalara gore
verilmistir. Bu tablolarda her bir satirda bir molekiiliin sahip oldugu her bir konformerinin olusum
entalpileri g6z Oniinde tutularak, konformerin kendi molekiili icinde sayisal oranti kesirleri
belirlenmistir. Bir konformerin etkisi, bu kesir orantisiyla birlikte, reseptoriin etkilesecegi esas bolge
olan Pha’ y1 tasimasina bagldir. Pha tasimayan konformerler igin “$” isareti kullanilmustir. Tablodaki
bosluklar molekiiliin s6z konusu numarada konformere sahip olmadigin1 gosterir, ornegin N11
molekiilii yalnizca 2-nolu konformere sahip olup diger konformerleri bulundurmamaktadir. Bu
molekiile ait satir boyunca karsilik gelen siitunlarda konformer numaralar1 vardir ve konformer

bulunmayan siitunlar harfsiz olarak bos birakilmistir.
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Tablo 5.2. Egitim Setteki Bilesiklerin Deneysel ve Modelden Cikan Hesaplanan Aktiviteleri.

Mo [Dny. | Hes. [Konformerlerin olusum entalpileri, sahip olduklar1 APS ve AG gruplarin pozisyonlarmin a, b, ¢ olarak gosterimi.

INo |Akt. | Akt. (00) ?2) (&) 4) 3) (6) () 8 ) (10) (11) (12)

NO1 2,02 2,020 |-797.87a -797.19a -782.43a -782.11a

NO2 2,00 2,233 |-1953.21a |-1952.82a

NO3 |1,86 [2,138 |-1928.68a -1927.99a -1923.67a -1923.29a }1913.06a |-1912.74a

NO4 1,69 [1,969 |-934.23a -933.50a -924.48a -924.11a

NO5 1,51 2,072 |-998.72a -998.00a -983.39a -983.03a

NO6 1,49 [1,870 |-623.91a -623.34a -608.30a -608.08a

NO7 1,45 R,015 |-763.62a -763.11a -754.89ab -754.52ab |-746.94ab | -746.20ab

NO8 1,26 [2,286 |-1602.35a  [-1601.93a  |-1590.68a |-1589.96a 1586.24a |-1585.34a

N09 |1,08 1,871 [-1280.89a -1280.68a -1266.92a -1266.71a

N10 0,92 |1,919 |3237.43a  |-3236.52a  |-3221.53a

N11 0,90 2,072 [1872.66a -1872.16a

N12 0,85 [1,919 | 471.3% 487.42a

N13 00,81 |1,987 |-1767.52a -1767.00a -1764.88a -1763.76a }1751.71a |-1750.35a

N14 0,76 [1,969 |-419.62a -403.00a

N15 0,69 2,108 |-512.82a -509.25a -509.06a

N16 0,67 |[1,348 |-2265.15ab [-2264.07ab |-2252.77a  |-2252.00a }2250.20a [-2249.43a

N18 0,63 [1,526 |-1428.38ab |-1428.07ab |-1413.88ab |-1413.19ab

N20 0,51 2,020 |-1426.61a  [-1425.88a |-1411.43a |-1411.06a

N22 0,32 |1,060 |-1986.19a |-1985.08a |-1984.71a |-1984.27a }1983.46a

N24 0,04 0,949 |1587.03ac  [-1579.48a  |-1579.10a  |-1578.55ac }1577.73ac [-1577.50ab }1577.13ab [-1576.23a  |-1575.02ac |-1574.30a  |-1573.53a  |-1570.51a

N25 0,04 0,847 |-1714.89ac |-1714.57ac |-1713.98ac |-1713.68ac }1710.69ac |-1710.66ac }1709.83ac |-1707.66a -1707.47a -1703.60a  |-1702.70ab  |-1702.25ab

N26 0,04 |[1,545 |-582.75ab | -582.36ab | -571.12ab | -570.94ab |-570.73ab | -570.56ab

N27 10,05 0,774 |-1572.95ad |-1572.28ad |-1568.90a -1568.43a  11568.20a |-1565.09ad $1564.30ad |-1562.20ad |-1561.77a -1561.04ad |-1560.72a -1560.30ad

N28 0,10 0,707 |-1283.12ad |-1279.40a  |-1279.29a  |-1279.05a }1276.50a [-1275.56a 1275.24ad [-1273.44ad |-1271.85ad |-1271.12a  |-1268.28ad |-1267.92a

N30 0,30 0,692 |-2245.25abe |-2244.37ab |-2244.02ab |-2240.31ac }2235.78ac |-2232.98ab }2232.24ab |-2231.65ab [-2231.62abe |-2231.18ab |-2230.95ab  [-2230.58ab

N31 0,40 0,976 | 331.32ac 340.44ab 340.81abe

N33 10,96 10,038 |-3626.57abe |-3623.21abe |-3623.16abe [-3620.97ab }3620.95ab|-3614.90ab t3614.61ab|-3614.19abe |-3613.57abe |-3612.60a |-3612.29abe |-3611.94abe
Tablo 5.3. Test Setteki Bilesiklerin Deneysel ve Modelden Cikan Hesaplana Aktiviteleri.

Mol. [Den |[Hes. |Konformerlerin olusum entalpileri ve sahip olduklar1 APS ve AG gruplarmn a, b, c,d,e olarak gosterimi.

No |Akt. |Akt. (00) ) 3) ) ) (6) () 8) 9) (10) (11) (12)

N17 10,67 |1,261 |-1049.88a -1041.80ad |-1041.23ad  |1041.00ad |-1038.86a | -1037.80a | -1036.98a |-1036.89a }1036.79a |-1036.70a | -1034.24a |-1033.08a

N21 (0,4 1,083 | -571.83a -571.15a -559.83a -559.55a -559.16a -558.87a -556.40a

N23 0,15 0,955 |-2971.74a -2970.00ab |-2969.70ab  [2968.06a |-2966.80a | -2965.94a | -2963.46ab |-2962.85ab }2962.55ab |-2959.25a | -2958.35a [-2958.27a

N32 10,7 0,668 | -769.02a -766.79a -766.89a -766.20ac | -766.03a -765.79ac | -765.13ac
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AG ve APS gruplardan birini tasimasina gére molekiillerin aktivitesi dikkate alinirsa bu 6zelliklerin
aktiviteyi artirmasi veya azalmasi yiiziinden molekiillerin aktiviteleri referans molekiiliinki ile
kiyaslanabilir. Referans molekiiliin (NO1) tiim konformerleri Pha’y1 bulundurmakla beraber aym
zamanda a-pozisyonunu da bulundurur. Benzer olarak N0O2-N06, NO8-N16, N20-N22 molekiillerinin
de tum konformerelir sadece a-pozisyonunu tagimaktadirlar. Bunlarin aktivitelerindeki farklilik bu
pozisyonlardaki atomlarin yiiklerinin farkli olmasindandir. Eger hepsinde de ayni yiik miktar1 olsaydi
ilgili molekiiller aym aktiviteye sahip olacaklardi. b-pozisyonu referans molekiiliinde
bulunmamaktadir. N18 ve N26 molekiillerinin tiim konformerlerinde a-pozisyonunun yani sira b-
pozisyonlar1 da vardir. Bu molekiillerde aktivitenin 6nemli Ol¢iide azalmasi gosterir ki; bu
molekiillerin b-pozisyonundaki atomlar1 reseptor ile APS olarak etkilenmektedir. NO7 ve N23 nolu
molekiillerde ise tiim konformerlerde a-pozisyonu olmakla beraber konformerlerin bazilarinda b-
pozisyonu bulunmaktadir ve baska pozisyon bulunmamaktadir. Bu molekiillerde de aktivite b-
pozisyonu tasityan konformerler yiiziinden 6nemli dl¢iide azalmistir. a-pozisyonunun yani sira bazi
konformerlerde c-pozisyonunun da bulundugu N32 molekiiliinde aktivitenin azalmasi, c-
pozisyonunun APS oldugunu gosterir. Hem b-pozisyonu hem de c-pozisyonu bulunduklar
konformerde APS olarak hareket ettiklerinden a-pozisyonunun yanisari b- ve c-pozisyonlarini tasiyan
N24 ve N25 nolu molekiillerin aktivitelerindeki azalma, benzer olarak aciklanabilir. Konformerlerinin
bazilarinda a-pozisyonunun yani sira sadece d-pozisyonunu tasiyan molekiillerin (N17, N27-N28)
aktivitelerindeki azalma d-pozisyonunun APS olarak hareket etmesinden kaynaklanir. Bazi
konformerlerinde e-pozisyonunun yam sira diger bir ¢ok pozisyonu tasiyan molekiiller igin e-
pozisyonunun AG veya APS oldugu hakkinda Tablo 5.2° den hicbir yorum yapilamaz. Ancak e-
pozisyonunu tagtyan molekiillerde Es.(3.22) denklemi kullanilarak pozisyonun AG veya APS oldugu
cikartilabilir. Birden fazla pozisyonlara sahip konformerleri olan molekiillerin aktiviteleri Tablo 5.2
den dogrudan yorumlanamadigi zaman Es.(3.22) kullanilarak tasidiklar1i AG ve APS gruplarina gore
benzer sekilde hesaplanabilir.

Bu yorumlardan da anlasilacag iizere molekiillerin nicel aktivite 6zellikleri, rastgele parametrelerden
secilmis degil ancak reseptoriin 3-boyutlu yapisim1 aydinlatacak sekilde etkilesim noktalarindan elde
edilmistir.

Tablo 5.4’ de training set ve test setin, deneysel aktivitesi ve hesaplanan aktiviteleri ile standart

sapmalari ve belirlilik katsayis1 (R?) verilmistir. Calisilan bilesik serisinde seri training set ve test set
olarak ikiye boliinmiistiir. Egitim seti ile belirlenen modeldeki parametreler test sette ayni modelde

tekrar hesap icinde kullanilir.

Tablo 5.4. Egitim ve Test Setin Deneysel Aktiviteleri ve Hesaplanan Aktiviteleri.
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Egitim Set
Molekiil Deneysel Hesaplanan
No Aktivite Aktivite
NO1 2,02 2,02
NO2 2.00 2,233
NO3 1,86 2,138
N04 1,69 1,969
NOS 1,51 2,072
NO06 1,49 1,87
NO7 1,45 2,015
NOS8 1,26 2,286
NO09 1,08 1,871
N10 0,92 1,919
N11 0,9 2,072
N12 0,85 1,919
N13 0,81 1,987
N14 0,76 1,969
N15 0,69 2,108
N16 0,67 1,348
N18 0,63 1,526
N20 0,51 2,02
N22 0,32 1,06
N24 0,04 0,949
N25 0,04 0,847
N26 0,04 1,545
N27 -0,05 0,774
N28 -0,1 0,707
N30 -0,3 0,692
N31 -0,4 0,976
N33 -0,96 -0,038
R’ 0,744
Standart Hata 0.402
Test Set
Molekiil Deneysel Hesaplanan
No Aktivite Aktivite
N17 0,67 1,261
N21 0,4 1,083
N23 0,15 0,955
N32 -0,7 0,668
q 0,973
Standart Hata 0.117

Kurulan regresyon modelinde, gdzlemlenen degerlerin modelle uyumluluk igerisinde olup olmadigim

belirlilik katsayist (R®) ile degerlendirebiliriz. Bulunan belirlilik katsayisi, bagimsiz degisken
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degerlerindeki degisimlerin ne kadarinin (%) kurulan regresyon modeli ile aciklandigini gosterir.

Deger O ile 1 arasinda degismektedir. 1' e yaklastikca modelin uygunlugu artmaktadir. Sekil 5.3 ve

Sekil 5.4’ de egitim set ve test set i¢in deneysel ve hesaplanan teorik aktiviteler arasindaki R* grafigi

verilmistir.
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Sekil 5.4. Test Setteki Bilesiklerin Deneysel ve Hesaplanan Aktiviteler Arasindaki R* Grafigi.

Molekiil serisine ait istatistik hesaplamalarla belirlilik katsayis1 R* egitim set i¢in 0.744 ve test set i¢in

0.973 olarak bulunmustur. Kurulan regresyon modelindeki katsayilarin anakiitle degerlerine ne kadar

yakin oldugu yani giivenirliligi, katsayilarin standart hatalarina bakilarak ol¢iilmektedir. Standart hata,
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anakiitleden ornek olarak alinan gozlem degerleri i¢in kullanilan terimdir. Standart hata egitim set icin

0.402 ve test set icin ise 0.117 olarak bulunmustur.

Bu calismada biyolojik aktiviteden sorumlu olan ii¢ boyutlu biyo-geometriyi temsil eden Pha’ in
ortaya ¢ikarilmasi ve onun iizerinde etkili olan ve aktivitenin niceligini belirleyen reseptore ait sayisal
etkilesim (), K,= -0,147, k= -0,154, k.= -0,155, kg= -0.072, k.= -0,269 degerleri bulunmustur.
Bu durum QSAR c¢alismalarinda amaglanan ancak sik¢a basarilamayan bir adimdir. Herhangi bir
parametre ile QSAR modeli ¢ikartilmamis onun yerine daha anlamli olan topolojik parametrelerle
model kurulmustur. Bu sayede reseptoriin etkilesim yapisimt anlamamiz daha gercek¢i ve agiklayict
olmugstur. Boylece ligand-reseptor arasindaki etkilesim karmasik iliskilerle degil ama geometrik olarak
Van der Waal etkilesim enerjisi ile gosterilmistir. Ligand tarafindaki Pha olan biyo-anahtar ile onunla
beraber es zamanli calisan diger gruplar a,” degerleriyle ve reseptor tarafindakilerde « degerleriyle
ele alinmustir. Ligand-reseptor arasindaki etkilesim fizikokimyasal olaylar1 acgiklamada sikca
basvurulan standart Gibbs enerjisi Esitlik 3.23 verilen modelde iistel fonksiyon olarak hesaplama

icinde yer almustir.
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