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OZET

Siklooksijenaz-2/5-lipoksijenaz (COX-2/5-LOX) dual inhibisyonu ve COX-2
selektif inhibisyonu iizerine etki eden yapisal ve elektronik faktorler; sinir aglar ile
birlestirilmis elektronik-topolojik metot (ETM-NN), molekiiler kenetlenme ve
yogunluk fonksiyoneli teorisi (DFT) ile incelenmistir. COX-1/COX-2 inhibitor
modellemelerini iceren ilk bdliimde, farkli molekiiler yapiya sahip 209 bilesik COX-
2 inhibisyon selektivitelerine gére smiflandirilmustir. Ikinci boliimde ise COX-2/5-
LOX dual inhibitorlerini iceren 160 bilesik, dual inhibisyon aktivitelerine gore
gruplara ayrilmigtir. Literatiire dayali olarak olusturulan bu steroidal olmayan anti-
inflamatuar (NSAJ) bilesik serileri icin, {ic asamal1 bir calisma plani yiiriitiilmiistiir.
Ik asamada, ETM ile bilesiklerin yapisindaki farmakofor ve anti-farmakoforlar
tespit edilmis ve ETM-NN yaklasimina dayali olarak aktivite tahmin modelleri
gelistirilmistir. Ikinci asamada, molekiiler kenetlenme yontemiyle inhibitdrlerin
enzimlere baglanma afiniteleri ve konformasyonlari elde edilmis; baglanmada etkili
olan kovalent olmayan etkilesimler incelenmistir. Son asamada, bu etkilesimler Sinir
Molekiiler Orbital (FMO) analizleriyle elektron yogunlugu dagilimi iizerinden ve
Dogal Bag Orbital (NBO) analizleriyle stabilizasyon enerjileri {izerinden
tartisilmistir.

ETM-NN yaklasiminin uygulanmasi sonucunda, ilk bolimde incelenen
bilesiklerin COX-2 selektivitesini %95; ikinci boliimdeki bilesiklerin COX-2/5-LOX
dual inhibisyon aktivitesini ise %93 dogrulukla tespit eden iki prognoz sistemi
gelistirilmistir. Bu sistemlere dayali olarak, 15 yeni hedef molekiil tasarlanmistir.
Enzim-inhibitér baglanma karakteristikleri, molekiiler kenetlenme ve DFT
yontemleriyle elde edilen enerji parametreleri ve molekiiler etkilesimler {izerinden
incelenmistir. Gelistirilen prognoz sistemleri, farkli molekiiler yapiya sahip ¢ok
sayida potansiyel COX-1,-2/5-LOX inhibitorlerinin hem sentez oncesi tarama, hem

de in silico tasarim ¢alismalarinda basarili bir sekilde kullanilabilir.

Anahtar Kelimeler: Steroidal Olmayan Anti-inflamatuar ilaglar (NSAIDs),
Siklooksijenaz-1 (COX-1)/Sikooksijenaz-2 (COX-2), 5-Lipoksijenaz (5-LOX),
Elektronik-Topolojik Metot, Molekiiler Kenetlenme, Yogunluk Fonksiyoneli
Teorisi (DFT).



SUMMARY

Structural and electronic factors influencing dual inhibition of cyclooxygenase-
2/5-lipoxygenase (COX-2/5-LOX) and selective inhibition of COX-2 were
investigated by using electronic-topological method combined with neural networks
(ETM-NN), molecular docking and density functional theory (DFT). In the first part
including COX-1/COX-2 inhibitory modelings, structurally diverse set of 209
compounds were classified in accordance with their selectivity for COX-2 inhibition.
In the second part, 160 compounds including COX-2/5-LOX dual inhibitors were
divided into groups according to their dual inhibitory activity. A three-stage plan of
work was carried out for the series of these nonsteroidal anti-inflammatory (NSAI)
compounds formed based on the literature. In the first step, pharmacophores and
anti-pharmacophores have been determined with the ETM and activity prediction
models have been developed with the ETM-NN approach. In the second step,
inhibitory binding conformations and affinities to enzymes were obtained and non-
covalent interactions which affect binding were investigated with the molecular
docking method. Finally, these interactions were discussed with the Frontier
Molecular Orbital (FMO) analysis of the electron density distribution and Natural
Bond Orbital (NBO) analysis through the stabilization energies.

Two activity prediction systems were developed as the result of the ETM-NN
study recognizing COX-2 selectivity of compounds in the first part with 95%
accuracy and COX-2/5-LOX dual inhibition activity of compounds in the second part
with 93% accuracy. 15 new compounds were designed based on the developed
prediction systems. Characteristics of the enzyme-inhibitor binding were investigated
over the energy parameters and molecular interactions obtained with the molecular
docking and DFT. Thus, these systems can be successfully used for carrying out both
in silico design of potent COX-1,-2/5-LOX inhibitors and screening of large number

of compounds with diverse molecular skeletons before chemical synthesis.

Key Words: Nonsteroidal Anti-inflammatory Drugs (NSAIDs), Cyclooxygenase-
1 (COX-1)/Cyclooxygenase-2 (COX-2), 5-Lipoxygenase (5-LOX), Electronic-
Topological Method, Molecular Docking, Density Functional Theory (DFT).

Vi



TESEKKUR

Birlikte ¢alisma onuruna eristigim, derin bilgi birikimi, hosgdrii anlayis1 ve
akademik tecriibeleri ile doktora tezimi ydnlendiren saygideger hocam Prof. Dr.
Anatoli DiMOGLO’ya;

Tez igerisinde yer alan calismalart 214Z144 No.lu hizli destek projesi
kapsaminda destekleyen TUBITAK ’a;

Tez jiirisinde bulunan Sayin Prof. Dr. Aziz TANRISEVEN, Prof. Dr. Elsen
VELI, Dog. Dr. Savas BERBER ve Dog. Dr. Taner ARSLAN’a,

degerli katkilarindan 6tiirii en igten tesekkiirlerimi sunarim.

Vii



ICINDEKILER

OZET

SUMMARY

TESEKKUR

ICINDEKILER

SIMGELER ve KISALTMALAR DIZINi
SEKILLER DizZINi

TABLOLAR DIZINI

1. GIRIS
1.1. Tezin Amaci, Katkis1 ve Igerigi
2. KURAMSAL TEMELLER
2.1. Enzimlerin Genel Ozellikleri ve Siniflandiriimasi
2.2. Arasidonik Asit Metabolizmasi
2.2.1. Siklooksijenaz Yolagi
2.2.2. 5-Lipoksijenaz Yolagi
2.3. COX-2/5-LOX Dual Inhibitérler
3. KONU ile ILGILI CALISMALAR
4. MATERYAL ve YONTEM
4.1. Materyaller
4.1.1. Donanim Kaynaklar1
4.1.2. Kullanilan Yazilimlar
4.1.3. Enzimlerin Kristal Yapilari
4.2. Yontemler
4.2.1. Elektronik-Topolojik Metot (ETM)

4.2.1.1. Sinir Aglariyla Birlestirilmis ETM (ETM/NN)

4.2.2. Molekiiler Kenetlenme

4.2.3. Yogunluk Fonksiyoneli Teorisi (DFT)
4.2.3.1. Hohenberg-Kohn Teoremi
4.2.3.2. Yerel Yogunluk Yaklagimi
4.2.3.3. Yerel Spin Yogunluk Yaklasimi

viii

Sayfa

Vi
vii

viii

Xiii

XV

© oo o1 o1 b~

13
15
21
23
23
23
23
24
27
28
30
32
33
35
36
38



4.2.3.4. Polarize Spinli Yogunluk Fonksiyoneli Teorisi

5. BULGULAR ve TARTISMA
5.1. COX-1/COX-2 Inhibitor Modellemeleri

5.1.1. Bilesik Serilerinin Olusturulmasi

5.1.2. ETM ile Farmakofor ve Anti-farmakofor Analizleri

5.1.3. ETM-NN Yaklasimiyla Gelistirilen Aktivite Tahmin Modelleri
5.1.4. Molekiiler Kenetlenme Bulgulari

5.1.5. DFT Yontemiyle Elektronik Yap1 Hesaplamalari

5.1.6. Yeni COX-1/COX-2 Inhibitdr Tasarimlari

5.2. COX-2/5-LOX Dual inhibitér Modellemeleri

5.2.1. Bilesik Serilerinin Olusturulmasi

5.2.2. ETM ile Farmakofor ve Anti-farmakofor Analizleri

5.2.3. ETM-NN Yaklasimiyla Gelistirilen Aktivite Tahmin Modelleri
5.2.4. Molekiiler Kenetlenme Bulgular

5.2.5. DFT Yontemiyle Elektronik Yap1 Hesaplamalari

5.2.6. Yeni COX-2/5-LOX Dual inhibitér Tasarimlar

6. SONUCLAR ve ONERILER

KAYNAKLAR
OZGECMIS
EKLER

39
40
40
40
46
48
50
54
57
58
58
63
65
67
71
74
76

79
97
98



SIMGELER ve KISALTMALAR DIZIiNi

Simageler ve  Aciklamalar

Kisaltmalar
Ola . Yule katsayis1
e . Elektron
Eo . Temel hal elektronik enerjisi
E. . Ortalama tahmin hatasi
Eq : Izdiigiim hatasi
F . Kuvvet
H . Toplam enerji operatorii (Hamiltonian)
n Molekiiliin elektron sayist
Do . Temel hal elektron yogunlugu
P. . Ihtimaliyet katsayis1
'd . Dalga fonksiyonu
R . Enzimin kristal yapisinin ¢oziiniirligii (resolution)
Rij . i ve jatomlar arasindaki mesafe
SET™MC . En biiylik molekiiler matrisin boyutu
Si . Aktivite 6zelligi
v . Potansiyel enerji
qi . Atomik yiik
W . Wiberg indisi
2D : Iki Boyutlu
3D-ETM  : Ug Boyutlu Elektronik-Topolojik Metot
5-LOX . 5-Lipoksijenaz
AA . Arasidonik Asit
ab initio . Temel Ilkelere Dayali
APh . Anti-farmakofor
ASNN . Iliskili Sinir Aglar1 (Associative Neural Network)
B3LYP . Becke-3-Lee-Yang-Parr
CADD . Bilgisayar Destekli Ilag Tasarimi1 (Computer Aided Drug Design)
CoMFA . Karsilastirmali Molekiiler Alan Analizi (Comparative Molecular Field

Analysis)



COX-1
COX-2
CRC
CysLTs
DFT
EC
EET
ETM
ETMC
ETSC
FMO
GB
GBVI
HETE
HF
HOMO

HPETE
ICso

KS
LDA
LSDA
LT
LUMO

LXs
MM
MOE
NAD"
NN
NBO
NSAID

Siklooksijenaz-1

Siklooksijenaz-2

Kolorektal Kanser

Sisteinil Lokotrienler

Yogunluk Fonksiyoneli Teorisi (Density Functional Theory)
Enzim Komisyon Numarasi

Epoksieikosatrienoik Asit

Elektronik-Topolojik Metot

Uygunluk Elektronik-Topolojik Matrisi

ETMC Alt Matrisleri

Sinir (Frontier) Molekdiler Orbital

GigaByte

Generalized Born Volume Integration
Hidroksieikosatetraenoik asit

Hartree—Fock

En Yiiksek Enerjili Dolu Molekiiler Orbital (Highest Occupied
Molecular Orbital)

Hidroperoksieikosatetraenoik asit

Yar1 inhibisyon konsantrasyonu

Kohn-Sham

Yerel Yogunluk Yaklagimi (Local Density Approximation)
Yerel Spin Yogunluk Yaklagimi (Local Spin Density Approximation)
Lokotrien

En Diisiik Enerjili Bos Molekiiler Orbital (Lowest Unoccupied
Molecular Orbital)

Lipoksinler

Molekiiler Mekanikler

Molecular Operating Environment

Nikotinamid Adenin Diniikleotid

Sinir Aglar1 (Neural Networks)

Dogal Bag Orbitali (Natural Bond Orbital)

Steroidal Olmayan Anti-inflamatuar Ila¢ (Nonsteroidal Anti-

inflammatory Drug)

Xi



PASS . Maddelerin Aktivite Spektrumlarinin Tahmini (Prediction of Activity

Spectra for Substances)

PDB . Protein Data Bankasi

PG . Prostaglandin

PGlI, . Prostasiklin

Ph . Farmakofor

PL . Fosfolipaz

PTGS . Prostaglandin Endoperoksit Sentaz

QSAR . Kantitatif Yapi-Aktivite iliskileri (Quantitative Structure-Activity
Relationships)

RAM Rastgele Erisimli Bellek (Random Access Memory)

RMSD . Standart Sapmanin Kare Kokii (Root Mean Square Deviation)

SAR : Yapi-Aktivite Iliskisi (Structure-Activity Relationship)

SI . Selektivite Indeksi

SOM . Kendiliginden Organize Olan Aglar (Self-Organizing Maps)

TXA; . Tromboksan A2

VWN . Vosko, Wilk ve Nusair

WD : Agirlik Tanimlayicis1 (Weight Descriptor)

XC . Degis-tokus—Korelasyon (Exchange—Correlation)

Xii



SEKILLER DIiZiNI

Sekil No: Sayfa
1.1:  Yeni ilag tasarim1 ve gelistirilmesini i¢eren islem basamaklari. 2
2.1:  Enzimin substrata baglanma modelleri. 6
2.2:  Arasidonik asitten eikosanoidlerin biyosentezi. 8
2.3:  Siklooksijenaz enzimi tarafindan katalizlenen reaksiyon. 10
2.4:  Sikloksijenaz yolagindan sentezlenen eikosanoidler. 10
2.5: COX-1 ve COX-2 homodimerlerinin yapisal bolgeleri ve katalitik 12
siklooksijenaz bolgesinde bulunan amino asitler.
2.6: Lipoksijenaz yolagindan sentezlenen l6kotrienler. 14
2.7 Insan 5-LOX enziminin aktif bolgesinin sematik gdsterimi. 15
2.8: Indometazinden tiiretilen dual inhibitorler. 16
2.9:  Fenamat tiirevi dual inhibitorler. 17
2.10: Di-tert-biitilfenoller sinifina ait dual inhibit6rlerin genel yapilari. 17
2.11: Pirazol tiirevi dual inhibitorler. 18
2.12: Pirolimidazol tiirevi dual inhibitorler. 18
2.13: Tiyofen tiirevi dual inhibitorler. 19
2.14: Pirolizin tiirevi dual inhibitorler. 19
2.15: Pirazolinik tiirevi dual inhibitorler. 19
2.16: Hidrazon tiirevi dual inhibitorler. 20
2.17: Giigli COX-2/5-LOX inhibitér etkinligi saglayan iki farmakofor 20
grubun birlesimi.
4.1:  MOE yazilim ile goriintiilenen molekiiller arasi etkilesim tiirleri. 23
4.2: COX-1ve COX-2 enzimlerinin kristal yapisinda bulunan inhibitorler ve 24
aktif bolge amino asitleri.
4.3:  COX-1ve COX-2 enzimlerinin dizi hizalamasi. 25
4.4: Ust iiste cakistirilmis olan COX-1 (3N8X) ve COX-2 (1CX2) 26
enzimlerinin sekonder yapilarinin gosterimi.
4.5: COX-2 ve 5-LOX enzimlerinin kristal yapisinda bulunan ligandlar ve 26
aktif bolge amino asitleri.
4.6: ETM-NN, kenetlenme ve DFT yontemleri ile veri analiz semasi. 27
4.7:  Ornek bir ETMC. 28

xiii



4.8:

4.9:

5.1:

5.2:

5.3:

5.4:

5.5:

5.6:
5.7:

5.8:

5.9:

5.10:

5.11:

5.12:

5.13:

5.14:

5.15:

5.16:

5.17:

ETM-NN data olusumu ve ASNN hesaplamari.

ETM-NN veri analizinin islem basamaklari.

Incelenen COX-1/COX-2 inhibitdrlerinin yapi iskeletleri.

Selektif bilesiklerde bulunan Phl ve Ph2 farmakoforlarinin sirasiyla a)
6, b) 7 No.lu kontrol bilesikleri tizerinde gosterimi.

Non-selektif bilesiklerde bulunan APhl ve APh2 anti-farmakoforlarinin
sirasiyla a) 80, b) 38 No.lu kontrol bilesikleri tizerinde gosterimi.
Kontrol bilesikleriyle COX-1 ve COX-2 amino asit rezidileri
arasindaki etkilesimlerin iki boyutlu gosterimi.

Kontrol bilesiklerinin COX-1 enzimine kenetlenme pozlari.

Kontrol bilesiklerinin COX-2 enzimine kenetlenme pozlari.

COX-1 aktif bolgesiyle kontrol bilesikleri i¢in elde edilen
HOMO/LUMO  sinir orbitalleri iizerindeki elektron yogunlugu
dagilimlari.

COX-2 aktif bolgesiyle kontrol bilesikleri icin elde edilen
HOMO/LUMO smir orbitalleri iizerindeki elektron yogunlugu
dagilimlari.

Incelenen COX-2/5-LOX inhibitdrlerinin yapr iskeletleri.

Aktif bilesiklerde bulunan Ph1 ve Ph2 farmakoforlarinin sirasiyla a) 44,
b) 16 No.lu kontrol bilesikleri tizerinde gdsterimi.

Inaktif bilesiklerde bulunan APhl ve APh2 anti-farmakoforlarinin
sirasiyla a) 69, b) 77 No.lu kontrol bilesikleri tizerinde gosterimi.
Kontrol bilesikleriyle COX-2 ve 5-LOX amino asit rezidiileri
arasindaki etkilesimlerin iki boyutlu gosterimi.

Kontrol bilesiklerinin COX-2 enzimine kenetlenme pozlart.

Kontrol bilesiklerinin 5-LOX enzimine kenetlenme pozlari.

COX-2 aktif bolgesiyle kontrol bilesikleri i¢in elde edilen
HOMO/LUMO sinir orbitalleri lizerindeki elektron yogunlugu
dagilimlari.

5-LOX/inhibitér kompleksleri i¢in elde edilen HOMO/LUMO sinir
orbitalleri iizerindeki elektron yogunlugu dagilimlari.

Tasarlanan potansiyel COX-2/5-LOX dual inhibitorlerinin 2D yapilari

ve enerji degerleri.

Xiv

31

32

41

46

47

o1

52

53
55

56

59

63

64

68

69

70

72

73

75



TABLOLAR DIZiNi

Tablo No: Sayfa

2.1: Baz1 yaygin koenzimler, bunlarin vitamin onciilleri ve yetersiz 6
alimmalar1 sonucu ortaya ¢ikabilen hastaliklar.

2.2:  Uluslararasi enzim simiflandirilmasi. 7

5.1:  Smuflandirilan bilesiklerin siibstitiientleri (R;) ve selektiviteleri. 42

5.2:  ETM ile hesaplanan bazi farmakofor (Ph;) ve anti-farmakoforlara (APh;) 48
ait istatistiksel parametreler.

5.3: COX-1/COX-2 inhibitorleri i¢in ¢apraz onaylama (cross-validation) ile 49
hesaplanan g katsayilari.

5.4: COX-1/COX-2 inhibitorlerinin fragment veri setlerine dayali olarak 49
capraz onaylama (cross-validation) ile hesaplanan q? katsayilari.

5.5  Kontrol bilesikleri i¢in elde edilen skorlama (S) ve hidrasyon serbest 53
enerji (MM/GBVI) degerleri.

5.6:  Enzim-inhibitér kompleksleri igin elde edilen E(2) stabilizasyon 57
enerjileri.

5.7:  COX-2 selektivitelerine gore tasarlanan yeni bilesikler. 58

5.8:  Smiflandirilan bilesiklerin siibstitiientleri (R;) ve aktiflikleri. 60

5.9:  ETM ile hesaplanan bazi farmakofor (Ph;) ve anti-farmakoforlara (APh;) 65
ait istatistiksel parametreler.

5.10: COX-2/5-LOX inhibitorleri i¢in ¢apraz onaylama (cross-validation) ile 66
hesaplanan g katsayilari.

5.11: COX-2/5-LOX inhibitorlerinin fragment veri setlerine dayali olarak 66
capraz onaylama (cross-validation) ile hesaplanan g katsayilari.

5.12: Kontrol bilesikleri i¢in elde edilen skorlama (S) ve hidrasyon serbest 71
enerji (MM/GBVI) degerleri.

5.13: Enzim-inhibitor kompleksleri i¢in elde edilen E(2) stabilizasyon 74

enerjileri.

Xv



1. GIRIS

Hekimler uzun yillardir hastalarini farkli farmakoterapotik etkileri olan ilaglar
birbirleri ile kombine ederek tedavi etmektedirler. Ilag kombinasyonlarina kiyasla,
coklu hedeflere etki eden ligandlar, daha {istlin terapotik etki ve tercih edilebilir yan
etki profili saglamaktadir. ikili (dual) inhibisyon etkili molekiiller iizerine yapilan
arastirmalar, bir dizi farmakoforun rasyonel tasarimi ya da bilinen ilaglarin bilesik
kiitiiphanelerinin taranmasi ile baglamistir. Bu tarama hem laboratuvarda (in vitro)
hem de bilgisayar ortaminda (in silico) gergeklestirilebilir. Bu nedenle hesaplamali
kimya kapsaminda, kimyasal bilesiklerin yorumu ve ihtiya¢ duyulan 6zellikteki yeni
bilesiklerin tasarimini yapmak amaciyla bilgisayar destekli tasarim ortaya ¢ikmigtir
[1]. [2].

llag kesfi ve gelistirilmesi konusuna ABD, Japonya, Almanya, Fransa,
Ingiltere, Isvicre, Italya ve Isvec gibi gelismis iilkeler cok fazla dnem vermekte ve bu
alana yonelik biiyiik olcekli yatirimlar yapmaktadirlar. Az gelismis/gelismekte olan
ilkelerin bu alandaki caligmalara katkilar1 yok denecek kadar azdir. Zira bir ilacin
sentezlenip, eczanede satisa sunulabilmesi i¢in harcanan maliyet her gecen giin
artmaktadir. Bu maliyeti azaltmak i¢in, sentezden once ilag tasarimlarinin yapilmasi
gerekmektedir. Sekil 1.1°de goriildiigii gibi yeni ilag tasariminda ilk olarak, mevcut
ilaglar1 ve ilag adaylarini kapsayan genis bir literatiir arasgtirmasi yapilir. Ikinci
basamakta molekiiler modelleme ve yapi-aktivite iliskisi (SAR) yontemleri ile
bilgisayar destekli ila¢ tasarimi (CADD) yapilir [3]-[5]. Ugiincii basamak ise sentez
asamasidir. Sentezlenen bu ilag serilerinin farmakolojik tarama (screening) ve
biyolojik test asamasi, dordiincii basamagi olusturmaktadir. Bundan sonraki
asamalar, klinik denemeler ve yeni ilaclarin gelisimi i¢in yapilan teknolojik
caligmalardir. Yeni ilaglarin gelistirilmesi bir ¢evrimden ibarettir. Bu ¢evrimin
herhangi bir basamaginda beklenen sonu¢ elde edilememesi durumunda, ilag
tasariminin ilk basamagina doniilerek yeni verilerle ¢evrime devam edilir. Herbir
basamakta, bir onceki adimda elde edilen veriler kullanilir. Bu sekilde kademeli
yaklasim ile yapilan ilag tasarimi, farmakoforlarin daha detayli bir sekilde analiz
edilmesini saglar. Bu analizle elde edilen verilerden hareketle, hedefin veya hedefle
etkilesen etken maddenin sahip olmasi1 gereken molekiiler nitelikler tanimlanmaya ve

hastalik-hedef-efektor tiggenindeki iliskilerle ilgili bilgiler agiga ¢ikarilmaya galisilir.



Ayrica teorik olarak ortaya konulan bir prognoz (tahmin) modeli, yeni aktif
bilesiklerin tarama islemini kolaylastirarak, bir ilacin {iretim siirecindeki iglemleri
kisaltir. Dolayisiyla bu strateji, ortalama 10 yil siiren yeni ilag gelistirme
calismalarin1 5 y1l veya daha kisa bir siireye indirgeyebilir ki, bu da zaman ve

maliyet agisindan ciddi bir tasarruf saglamaktadir.

Literatiir aragtirmasi
(Patentler, mevcut ilaglar, ilag adayi bilesikler)

Bil
(Molekiiler modelleme y¢

yar destekli tasarim
emleriyle 3-boyutlu baslangi¢ yap: tasarimi,

¢ iligkilerinin incelenmesi)

Farmakolojik tarama,
Biyolojik testler

Klinik ¢calismalar
(Faz 1-1V)

Teknoloji gelistirme,
Yeni ilaglara yatirrm

Yeni ila¢

Sekil 1.1: Yeni ilag tasarimi ve gelistirilmesini igeren iglem basamaklari.

Steroid yapida olmayan (non-steroidal) anti-inflamatuar ilaglar (NSAIDs)
analjezik, antipiretik ve antiinflamatuar etkili (agri, ates ve inflamasyonu gideren)
ilaglardir. Benzer etki gosteren steroid yapili bilesiklerden ayirmak amaciyla, bu
bilesikler icin non-steroidal kavrami kullanilmaktadir. Kimyasal yapilarina gore
cesitli siniflara ayrilan bu ilaglardan ayni grup icinde yer alanlar, benzer 6zellik ve

tolerabilite gosterirler [6].



NSAI ilaglar, genellikle hem akut hem de kronik agri ve inflamasyonun
tedavisinde endikedir. Kolorektal kanseri (CRC) ya da kardiyovaskiiler hastaliklar1
onleme potansiyelleri ile ilgili galismalar ise devam etmektedir. Bu ilaglar romatoid
artrit, osteoartrit, inflamatuar artropatiler (spondilit, psoOriyatik artrit, Reiter's
sendromu gibi), akut gut, dismenore, metaztatik kemik agrisi, bas agris1 ve migren,
ameliyat sonrast agri, iltihaplanma ve doku zedelenmesi yliziinden olusan hafiften
orta dereceye kadar agrilar, ates, bobrek sancisi gibi ¢ok sayida hastalik i¢in kullanim
alanina sahiptir. NSAI ilaglar ilk olarak salisilik asitin izolasyonuyla birlikte, agr1 ve
inflamasyonun ilagla tedavisinde Onemli bir rol oynamaya baslamistir. Bu
bilesiklerin en iyi bilinen {iyeleri aspirin ve ibuprofen, tiim diinyada regetesiz olarak
satilmaktadir. Bu ilaglarin yapisindaki aktif gruplarin 6zellikleri birlestirilerek dual-
etkili potansiyel hedefler kesfedilebilir [7]-[12].

NSAI ilaglarla yapilan uzun siireli tedavilerde, Alzheimer hastaliginin goriilme
sikliginda azalma meydana geldigi gosterilmistir. Herbir siklooksijenaz (COX)
izoformunun bu hastaliga katki dereceleri iyi bilinmemekle birlikte, Alzheimer
hastaligi bulunan neokortekste COX mRNA’simnin ¢ok bol bulundugu [13] ve
hippocampal olusumda COX-2 ekspresyonu [14] tespit edilmistir.

Bununla birlikte, NSAI ilaglarin gastrointestinal sistem ve bobrekler tizerindeki
bazi yan etkileri, onlarin kullanim alanlarini sinirlamaktadir. Bu nedenle, arasidonik
asit (AA) yolaginin baglamasinda anahtar rol oynayan hem siklooksijenaz-2 (COX-2)
hem de 5-lipoksijenaz (5-LOX) enzimini esdeger sekilde bloke edebilen ikili (dual)
inhibitorler gelistirilmektedir.

Bu tez calismasi kapsaminda, COX-1/COX-2 ve COX-2/5-LOX NSAI
inhibitorlerinden olusan farkli bilesik serilerinin, sirasiyla COX-2 selektivitesi
(seciciligi) ve COX-2/5-LOX dual inhibisyon aktivitesi, hesaplamali yontemler
kullanilarak incelenmis; elde edilen sonuglara gore selektivite/aktivite prognoz
modelleri gelistirilmis ve bu modellere dayali olarak yeni hedef bilesikler

tasarlanmistir.



1.1. Tezin Amaci, Katkisi ve icerigi

Bu tezin amaci, literatiirde yapilar1 ve biyolojik aktiviteleri bilinen COX-
1/COX-2 ve COX-2/5-LOX inhibitorlerinden olusan farkli bilesik serilerinin
sirastyla COX-2 enzimine karsi selektiviteleri ve COX-2/5-LOX dual inhibisyon
aktiviteleri lizerine etki eden elektronik ve topolojik faktdrlerin molekiiler modelleme

yontemleriyle incelenmesidir. Bu amagla:

e Elektronik-Topolojik Metot (ETM) ile olusturulan matrislerle, aktiviteye neden
olan ve aktiviteyi azaltan molekiiler fragmentler (farmakoforlar ve anti-
farmakoforlar) belirlenmis,

e Sinir aglariyla (neural networks, NN) birlestirilen ETM-NN yaklasimiyla
aktivite tahmin modelleri gelistirilmis,

eBilesiklerin COX-1/COX-2 ve COX-2/5-LOX enzimleriyle etkilesim
mekanizmalart molekiiler kenetlenme ve elektronik yapt hesaplamalariyla
incelenmis,

e Elde edilen biitiin bilgiler 15181nda, yeni potansiyel COX-1/COX-2 ve COX-2/5-

LOX inhibitorleri tasarlanmistir.

ETM-NN yontemi ile gelistirilen ve molekiiler kenetlenme ve elektronik yap1
hesaplamalariyla desteklenen prognoz modelleri, hem biyolojik aktivitesi bilinmeyen
benzer iskelete sahip bilesiklerin aktivitelerini tahmin etmede ve yeni bilesiklerin

tasarlanmasinda kullanilabilecek, hem de sentez ¢aligmalarina yol gosterecektir.



2. KURAMSAL TEMELLER

2.1. Enzimlerin Genel Ozellikleri ve Simiflandirilmasi

Enzimler, kendileri degisime ugramadan kimyasal bir tepkimenin hizini artiran
biyolojik katalizorlerdir. Enzim katalizli tepkimeler benzer kimyasal tepkimelerle
karsilastirildiginda nispeten hafif kosullar altinda (100 °C sicakligin oldukga altinda,
atmosfer basincinda ve nétral pH’da) gergeklesmektedir.

Katalitik olarak aktif birkagc RNA molekiili disinda, hemen hemen biitiin
enzimler protein yapisindadir.

Enzimler, etki ettikleri substratlara ve olusturduklar tiriinlere kars: son derece
Ozgiildiirler. Bir enzimin substrat 6zgiilliigii, aktif bolgeyi olusturan amino asitlerin
ozellikleri ve uzaysal dagilimlariyla belirlenir.

Bir enzimin aktif bolgesi, substrata baglanan ve bunu {irline doniistiiren
bolgedir. Bu bolge genellikle biitiin enzim molekiiliiniin nispeten kiigiik bir pargasidir
ve dogrusal polipeptid zincirinde biribirinden uzakta olabilen amino asitlerden
meydana gelen {i¢ boyutlu bir yapidir. Aktif bolge, substratin baglanmasini artiran
genellikle polar olmayan bir gevreyi olusturan, enzim ylizeyindeki bir oyuktur.
Substrat(lar) aktif bolgeye ¢oklu zayif kuvvetlerle (hidrojen baglari, van der Waals
etkilesimleri, elektrostatik ve hidrofobik etkilesimler), bazi durumlarda da tersinir
kovalent baglarla baglanir.

Substrat molekiilii baglamp bir enzim-substrat kompleksi olusunca, enzimin
aktif bolgesindeki katalitik olarak etkin amino asitler substrat molekiiliinii ilk 6nce
gecis hali kompleksine, sonra ¢ozeltiye salinan iiriine donistiiriirler. Enzim diger bir
substrata baglanmak iizere serbest kalir ve tekrar katalitik dongiisiine baslar.

Bir enzimin substratina nasil baglandigini agiklamak tizere iki model
Onerilmistir. 1984 yilinda Emil Fischer tarafindan onerilen anahtar-kilit modelinde,
enzimin aktif bolgesi ve substratin, kilit i¢indeki bir anahtar gibi birbirine gectigi
diisiiniilmiistiir (Sekil 2.1.a). ki sekil dogru hizalamp bir araya getirildiginde Kkati,
sabit ve birbirini kusursuz bir sekilde tamamlayici oldugu diistintiliir. 1958'de Daniel
E. Koshland Jr. tarafindan onerilen indiiklenmis-uyum modeline gore, substrat
baglanmasi enzimin aktif bolgesinde konformasyonel bir degisimi indiikler (Sekil
2.1.b).
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Sekil 2.1: Enzimin substrata baglanma modelleri. a) Anahtar-Kilit modeli, b)
Indiiklenmis-uyum modeli.

Cogu enzim 6zgilin tepkimesini gergeklestirmek {izere kiigiik, protein yapida
olmayan birimlere veya kofaktorlere gereksinim duyar. Kofaktérler Zn*? veya Fe*?
gibi bir veya daha fazla inorganik iyon veya koenzim denilen kompleks bir organik
molekiil olabilir. Enzime kovalent olarak baglanmis metal veya koenzime prostetik
grup denir. Enzimin koenzimi veya metal iyonu ile birlikte katalitik olarak aktif olan
biitiiniine holoenzim; Kofaktorii olmaksizin kendi tlizerindeki protein kismina ise
apoenzim denir. Nikotinamid adenin diniikleotid (NAD") gibi bazi koenzimler
enzimin Kkatalitik dongiisiinde enzim tarafindan baglanip salinirak kosubstrat olarak
davranir. Tablo 2.1’de goriildiigii iizere, ¢ogu koenzim vitamin Onciillerinden
tiiremistir, bunlar organizmanin besininde 6nemli unsurlardir ve bu yiizden yetersiz

alindiklarinda gesitli hastaliklara neden olurlar.

Tablo 2.1: Baz1 yaygin koenzimler, bunlarin vitamin 6nciilleri ve yetersiz
alinmalar1 sonucu ortaya ¢ikabilen hastaliklar.

. I Eksikliginde Goriilen
Koenzim Onciil Hastalk
Koenzim A Pantotenik asit Deri iltihabn
FAD, FMN Riboflavin (B, vitamini) ~ Biiyiime (gelisim) gecikmesi
NAD", NADP* Niasin (nikotinik asit) Pellagra
Tiamin pirofosfat Tiamin (B1 vitamini) Beriberi
Tetrahidrofolat Folik asit Anemi (kansizlik)
Deoksiadenozil kobalamin Kobalamin (By, vitamini)  Pernisy6z (kotiiciil) anemi
Kollajende prolin C vitamini (askorbik asit)  iskorbiit
hidroksillenmesindeki kosubstrat
Pridoksal fosfat Piridoksin (Bg vitamini) Deri iltihab1

Enzim isimlerini mantikli kilmak {tizere uluslararasi bir enzim adlandirma
sistemi kabul edilmistir. Bu sistem, enzimleri katalizledikleri tepkimenin tipine gére

Tablo 2.2°de verilen alti ana siniftan birine yerlestirmektedir. Daha sonra her bir



enzim, Enzim Komisyon (EC) Numarasi olarak adlandirilan, doért haneli bir

stniflandirma numarasiyla tanimlanir.

Tablo 2.2: Uluslararasi enzim siniflandirilmasi.

Isim Katalizlenen tepkime tipi Ornek
Oksidorediiktazlar ~ Elektron transferi A°'™+B — A+ B’ Alkol dehidrojenaz
Transferazlar Fonksiyonel gruplarin transferi A-B + C — A + B-C Hekzokinaz
Hidrolazlar Hidroliz tepkimeleri A-B + H,O — A-H + B-OH Tripsin
Liyazlar C-C, C-0O, C-N ve diger baglari kirar, cogu zaman bir ~ Piriivat

cift bag olustururlar Dekarboksilaz
[zomerazlar Bir molekiildeki gruplarin transferi Maleat izomeraz
Ligazlar ATP hidrolizi ile eslenen bag olusumu A + B—A-B Piriivat karboksilaz

Oksidorediiktazlar, iki substrat arasinda redoks (indirgenme/yiikseltgenme)
reaksiyonlarin1 katalizleyen enzimler olup; oksidazlar, rediiktazlar, dehidrojenazlar
ve oksijenazlar olmak iizere dort alt smiftan olusmaktadir. Bu tez c¢alismasi
kapsaminda kullanilan enzimler, oksidorediiktazlarin oksijenazlar alt sinifina aittir.

Transferazlar, iki substrat arasinda hidrojen disindaki gruplarin transferini
katalizleyen enzimlerdir. Fosforil grubu transferini saglayan kinaz enzimleri bu
grupta bulunmaktadir.

Hidrolazlar, ester, eter, peptit, glikozid, anhidrit, C-halojeniir veya P-N
baglarimin hidrolizini katalizleyen enzimlerdir. Biitiin proteolitik enzimler ve lipaz,
esteraz, fosfataz, glikozidaz ve niikleaz gibi enzimler de bu gruba aittir.

Liyazlar, hidrolizden farkli bir mekanizma ile substratlardan gruplarin
uzaklastirtlip, ¢ift baglarin olusturuldugu reaksiyonlari katalizleyen enzimlerdir.
Hidratasyon ve dehidratasyon reaksiyonlarimi katalizleyen enzimler bu gruba
dahildir.

[zomerazlar, geometrik, optik veya yapisal izomerlerin  birbirine
doniistiiriilmesini  katalizleyen enzimlerdir. Mutaz, rasemaz ve epimeraz Ozel
adlariyla anilan enzimler bu grupta bulunmaktadir.

Ligazlar, ATP ve GTP gibi yiiksek enerjili fosfat bilesiklerinden fosfat baginin
kopmast sonucu ortaya ¢ikan enerji yardimiyla iki molekiilin baglanmasi

reaksiyonlarini katalizleyen enzimlerdir [15], [16].



2.2. Arasidonik Asit Metabolizmasi

Eikosanoid biyosentezinin 6ncii bilesigi olan arasidonik asit (AA), fosfolipid
hiicre membranlarinda en fazla bulunan ¢oklu doymamis yag asitidir. Fosfolipaz A2
enziminin aktivasyonu ile fosfolipidlerden salinan arasidonik asit, yapisinda bulunan
cift baglardan otiirii oksijen molekiilii ile reaksiyon vermeye oldukca yatkindir.
Arasidonik asitten, eikosanoidlerin biyosentezi ic¢in ii¢ yolak vardir. Bunlar;
siklooksijenaz (COX, ya da prostaglandin endoperoksit sentaz; PTGS), lipoksijenaz
(LOX) ve sitokrom P450 epoksijenaz yolaklaridir. COX yolagi ile prostaglandinler
ve tromboksanlar; LOX yolag: ile 16kotrienler, lipoksinler, hidroksieikosatetraenoik
asitler (HETE) ve hepoksilinler; sitokrom P450 epoksijenaz yolagiyla ise
epoksieikosatrienoik asitler (EET) olusur (Sekil 2.2). COX ve LOX yolaklar ile
olusan eikosanoidler, biyolojik fonksiyonlarinin yani sira inflamasyon, ates, artrit ve

baz1 kanser hastaliklarda da rol oynamaktadir [17].

ﬁﬁmmgfﬁﬁ?
Fosfolipidler

Fosfolipaz A, (PLA,)

Aragidonik asit

Lipoksijenazlar:
5-LOX 12-LOX 15-LOX Sitokrom Siklooksijenazlar
P450 (COX-1, COX-2)
5-HPETEs 12-HPETEs 15-HPETEs
HETEs PGG,
Epoksitler
LTA, 12-HETEs 15-HETEs  Dihidroksi-HETEs
PGH,
CysLTs: LXs: LXs:
4 LXA, LXA,
LTD
LTE4 LXB, LXBy PGD,, PGE,, PGF, PGI, TXA,
4

Sekil 2.2: Arasidonik asitten eikosanoidlerin biyosentezi.

Eikosanoidlerin alt sinifin1 olusturan prostanoidler, yapilarina ve merkez

halkalarinin siibstitiientlerine gore prostaglandin (PG), prostasiklin (PGl,) ve



tromboksan (TX) olmak iizere ii¢ gruba ayrilirlar. Prostanoidlerin kardiyovaskiiler
sistem {izerine biyolojik etkileri, prostaglandinlerin (PG) ve prostasiklinin giiglii
vazodilatorler 6zellikleri ile [18]-[20], tromboksan ise damarlar1 kasici niteligi ile
tamimlanir. TXA, trombosit agregasyonunu indiiklerken, PGI, anti-agregan
niteliktedir. PG’ler ve TXA, vaskiiler gecirgenligi artirarak 6deme neden olurlar.
Diger dokular {izerine etkileri de gézlenmistir. Gastrointestinal kanalin longitudinal
diiz kaslar1 PG’ler tarafindan kasilirken, sirkiiler kaslar1 gevsetir. Uterin diiz kaslar
prostaglandiler tarafindan giiclii bir sekilde kasilir [21]. Sonug olarak PG’ler bobrek

kan akigini ve dilirezi artirarak 6nemli bir rol Gistlenirler [22], [23].

2.2.1. Siklooksijenaz Yolag

Prostaglandinler, inflamasyon olusum siirecinde diger gorevli maddelerle
birlikte iletim molekiilii olarak rol oynarlar. inflamasyonun farmakolojik kontroliine
yonelik literatiirde cok sayida caligma bulunmaktadir. Prostanoid biyosentezinde
arasidonik asidi substrat olarak kullanan [24] ve bu reaksiyonda anahtar rol oynayan
COX enziminin inhibitorii olan aspirinin kesfinden beri birgok COX inhibitorii
sentezlenmistir. Bunlar analjezik, antipiretik ve anti-inflamatuar ajan olarak
kullanilmis olmalarina ragmen, kronik dénemde siklikla gastrointestinal iritasyona,
kimi zaman da hemoraji ve iilserasyona neden olmustur [25].

Prostaglandinler mitogenezisi [26], hiicresel adhezyonu ve apoptozisi [27]
etkilediklerinden, kanserin bir¢ok tipinin patojenezinde rol oynayabilirler. Bag ve
boyun [28], meme [29], akciger [30], [31], kolon [32], [33] ve pankreas [34]
kanserlerinde PG’lerin asir1 tiretimi gézlenmistir. Bu bolgelerde COX-2 iiretimininde
de anormal artiglar saptanmistir. Bu saptamalar, kanser gelisiminde COX-2
enziminin rolii oldugunu ve selektif COX-2 inhibitorlerinin kanser gelisiminin
onlenmesinde etkili olabileceklerini ortaya koymaktadir.

Siklooksijenaz (EC 1.14.99.1), prostanoidlerin biyosentezinin ilk basamaginda,
arasidonik asidin prostaglandin Hy’ye (PGH;) ve ilgili metabolitlere doniisiimiinii
katalizler. COX enzimleri Sekil 2.3 ile gosterilmis olan iki farkli katalitik aktiviteye

sahiptir. Bunlar:



e Sikloksijenaz aktivitesi: AA’in iki mol oksijen molekiilii ile reaksiyona girerek

PGG; ye doniistimiinden,
15S-hidroperoksid PGG;’nin, 15S-alkol

indirgenmesinden sorumludur [35]-[37].

e Peroksidaz aktivitesi: PGH;’ye

OH 20,

Siklooksijenaz

Peroksidaz

Sekil 2.3: Siklooksijenaz enzimi tarafindan katalizlenen reaksiyon.

Bu iki enzimatik aktivite “heme” molekiiliiniin varligin1 gerektirir. Herbir izoenzim

alt biriminde “heme” molekiilii bulunmaktadir. Ikinci adimda, bircok izomeraz

enzimi  PGHy’nin farkli diger prostaglandinlere (PGD,, PGE;, PGF,,),
transformasyonunu katalizler. Prostasiklin sentaz enzimi PGH; nin prostasikline
(PGly), tromboksan sentaz ise PGHy’nin tromboksan Ay’ye (TXA))

transformasyonunu katalizler (Sekil 2.4).

OH
COOH Tromboksan sentaz
o O\ Prostasiklin
z 5 sentaz
Prostaglandin P
o™ izomeraz iy
= v
OH OH
PGI, AN TXA,
OH 0 0 0 ﬁ OH o
,,,,,r/:,,,wf OH o /W\)LOH L ) ,,/M)Lo H
(o} — HO\\\\\¢ — HO\\\\\\ =
OH OH OH
PGD, PGE, PGFy,

Sekil 2.4: Siklooksijenaz yolagindan sentezlenen eikosanoidler.
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Onceleri COX’un hem prostaglandinlerin (PG) fizyolojik iiretiminden hem de
inflamasyon durumundaki art iretiminden sorumlu oldugu diisiiniiliiyordu. 1991
yilinda indiiklenebilen COX’un, yapisal COX’un farkli bir izoformu oldugu
anlasilmis ve yapisal form COX-1’e gére COX-2 olarak adlandirilmistir [38]. COX-1
yapisal form olarak homeostatik mekanizmalarda gorev alirken, indiiklenebilen form
olan COX-2, inflamasyon gibi patolojik durumlarda rol oynamaktadir. COX-1
enzimi ile aym gen tarafindan kodlanan COX-3 enzimi ise insanlarda islevsel
degildir [39].

Siklooksijenazlar homodimer olarak bulunmakta olup, herbir monomer amino-
terminal (N-terminal) sinyal peptidi, dimerlesme bolgesi, membran baglanma
bolgesi ve katalitik bolge olmak iizere dort yapisal bolge (domain) igermektedir.
Sekil 2.5°de enzimlerin katalitik bolgesi koyu yesil, “heme” grubu kirmizi,
dimerlesme bolgesi acik yesil ve membran baglanma bolgesi sart renkle
gosterilmistir. Katalitik bolgeyi olusturan peroksidaz aktif bolgesi “heme” grubunun
bagli oldugu yiizeye yakin bir yerde bulunurken, siklooksijenaz aktif bolgesi ise
enzim iginde hidrofobik bir kanalda bulunmaktadir. NSAI ilaglar bu hidrofobik
kanala baglanir. Siklooksijenaz aktif bolgesi, polar yapida olan serin ve arjinin amino
asitleri disinda hidrofobik yapidadir. COX-1 ve COX-2 izoenzimleri arasindaki en
kritik yapisal farklilik, 523. pozisyonda COX-2’de bulunan valin (Val) rezidiisiiniin
yerine, COX-1’de izolosin (Ile) rezidiisiinin yer almasidir. COX-1’de bulunan
biiyiik hacimli Tle rezidiisii, COX-2 selektif ilaglarin aromatik siibstitiientlerinin, sol
tarafta bulunan cepten igeri girisine engel olmaktadir. COX-2’de bulunan nispeten
kiiciik hacimli Val rezidiisii sayesinde aktif bolge, bu siibstitiientlerin cepten igeri
girisine uygun bir hale gelmektedir. Ayrica COX-1’deki 513 nolu histidin yerine
COX-2’de yer alan arjinin, cebin yapisim1 degistirerek polar gruplarla etkilesimi
arttirmaktadir (Sekil 2.5) [40], [41].
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Sekil 2.5: COX-1 ve COX-2 homodimerlerinin yapisal bolgeleri ve katalitik
siklooksijenaz bolgesinde bulunan amino asitler.

COX enzim inhibisyonundaki Onemli gelismeler, selektif COX-2
inhibitorlerinin gelistirilmesinin Oniinii agmistir. Bu inhibitorlerden beklenen, etkili
ve giivenilir NSAI ilaglar olmalaridir. COX-2 selektif inhibitorler, etkili anti-
inflamatuar 6zelliklere ve klasik NSAI ilaglara gore daha iyi tolere edilebilme
ozelliklerine ragmen, bu bilesiklerin tam olarak giivenilir olmadiklar1 anlasilmistir
[42], [43]. Ayrica COX-2 enzimi renal (bobrek) homeostasisi gibi birgok fizyolojik
fonksiyonda rol oynasa da, COX-2 inhibitorlerinden terapétik etkinlik gostermeleri
beklenmistir [44].

Genel olarak COX-1 enzimi hemen her yerde mevcut iken, COX-2 sadece
inflamasyon bolgelerinde ya da belirli bazi patolojik durumlarda ortamda
bulunmaktadir. Yine de bir ¢ok gozlem COX-1 ve COX-2 arasinda ¢ok kompleks bir
iliskinin var olabilecegini gostermistir. COX-2 mRNA’s1 ve enzim beyin, mide,
bobrekler ve vaskiiler endotelyum gibi normal dokularda da bulunabilir [45]. Sigan
midesinde COX-1 ve COX-2’nin mevcut oldugu gosterilmistir. COX enzimlerinin

hiicresel dagilimi arastirildiginda  COX-2’nin  gastrik  sitoprotektif —etkisinin
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olabilecegi ongoriilmiistiir [46]. COX-2 mRNA’s1 bobreklerde bulunur ve sodyum
kisitlamasinda ekspresyonunda arti olmasi, COX-2 enziminin bodbreklerde
homeostatik rol oynayabilecegini diisiindiirmektedir [47]. Ayrica, spesifik COX-2
inhibitorleri hayvan ve insan modellerinde anti-inflamatuar, antipiretik ve analjezik

ozelliklere sahiptir [48].

2.2.2. 5-Lipoksijenaz Yolagi

Diger AA tiirevleri olan Idkotrienler, inflamasyonun olusumunda ve
stirdiiriilmesinde rol alan inflamasyon aracilari olarak kabul edilmektedir [44].
Lokotrienler, spesifik reseptorleri ile etkilerini olusturan giiclii aracilardir. Bu
aracilarin temel biyolojik etkileri; vaskiiler endotelyum, kardioyovaskiiler dokular,
solunum fonksiyonlari, gastrointestinal sistem ve alerjik hastaliklar {izerinedir.
Lokotrienler biyolojik etkilerini  spesifik reseptorlerine baglanarak meydana
getirirler. Lokotrien B4 (LTB,) icin sadece iki reseptor mevcuttur: BLT; ve BLTo,.
Bunlar genetik olarak kodlanabilmis 7-transmembran bolgesi bulunan reseptorlerdir
[49], [50]. Sisteinil I6kotrienler olan CysLT; ve CysLT, igin en az iki reseptor
mevcuttur. Bu reseptorler farmakolojik olarak karakterize edilmis ancak yapilari
heniiz tam olarak aydlatilmamigtir [51].

Sekil 2.6’da gosterildigi gibi, 16kotrienlerin biyosentezinde bir¢ok enzim rol
oynamaktadir. Bu enzimler arasinda “5-lipoksijenaz”, “LTA4 hidrolaz” ve “LTC,4
sentaz” en 6nemlileridir. Lipoksijenazlar (LOX), sikloksijenazlara benzer seklide AA
metabolizmasinda oksijenin AA molekiiliinde degisik pozisyonlara girisini katalize

eder. 5-LOX (EC 1.13.11.34), I6kotrienlerin olusumunda baslangi¢ enzimidir.
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Arasidonik asit

Baglanma proteini (FLAP)
5-Lipooksijenaz

OOH o
—_
OH
5-HPETE
‘ o
—_ o~ COOH
LTC, sentaz LTA, KTA, hidrolaz
'y OH
COOH o~
- COOH
Cys —ql,

G -glutamiltranspeptidaz

coon D]peptldaz =~ cooH
Cys —qly o Cys

LTD, LTE,

Sekil 2.6: Lipoksijenaz yolagindan sentezlenen l6kotrienler.

5-LOX enziminin aktif bolgesinde yer alan aminoasitler Sekil 2.7 ile
gosterilmistir. Temel baglanma oyugu, fenilalanin (Phel77) ve tirozinden (Tyrl81),
triptofan (Trp 599) ve l6sine (Leu420) kadar uzanir. Aktif bolgede yer alan
fenilalanin (Phe421) ile 16sinin (Leu368) olusturdugu ek oyuk ve izoldsin (11e406)
ile 16sin (Leu607) arasindaki bolge, hidrofobik etkilesim bdlgeleridir. Tirozin
(Tyr181) ile asparajin (Asn425), hidrojen bagi akseptor bolgeleridir. Asidik gruplarla
etkilesen bazik yapidaki arjinin (Arg411) de aktif bolgede yer almaktadir [52].

LOX vyolagimi bloke eden 5-LOX inhibitorleri ya da lokotrien reseptor
antagonistleri, asttmin etkili tedavisinde kullanilmalarina ragmen [53]-[55],
inflamasyonun terap6tik yaklasiminda tek basina etkili olamamaktadirlar. Bu nedenle
hem COX hem de LOX yolagini1 bloke eden dual inhibitorler gelistirilmis ve bu
inhibitorlerin farmakolojik 6zellikleri birgok in vitro ve in vivo c¢alismada
arastiritlmistir. Pro-inflamatuar o6zellikleri dikkate alindiginda, hem COX hem de

LOX vyolaklarinin inhibisyonunun, inflamasyon tedavisinde Onemli bir asama
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olabilecegi diisiiniilmiistiir. Kanser proliferasyonu gibi diger patolojilerde hem
l16kotrienler hem de prostanoidler rol oynadiklari i¢in dual inhibitdrlerin bu alanlarda

da kullanimi1 miimkiin goriillmektedir [56].

lle406 Phe177

Arg411
\/\/NH" Lys409
>/ NHa. - H
NH, NH.*

demir
baglanma

bolgesi
Leu368

\/( o ) Leu607
ek oyuk
| temel
Phe\421/® baglanmal
oyugu

Tyr1 81

Leu414

Leum

GIn363

Asn425

Sekil 2.7: Insan 5-LOX enziminin aktif bdlgesinin sematik gosterimi.

2.3. COX-2/5-LOX Dual inhibitorler

Dual inhibitorler hem COX hem de 5-LOX metabolizma yolaklarin1 esdeger
sekilde bloke edebilen ilaglardir. Boylece protanoidlerin ve lokotrienlerin olusumu
inhibe edilir. Dual inhibisyon, akut ve kronik hastaliklarda tercih edilen bir uygulama
seklidir. Ornegin farelerde kollajen indiiklii artritte olusan patoloji COX ya da 5-
LOX inhibitorleri ile inhibe edilemezken, COX ve 5-LOX inhibitorlerinin birlikte
uygulanmasi sonucu anlamli derecede inhibe edilmektedir. Diger taraftan in vivo
hayvan modellerinde, dual COX/5-LOX inhibitorlerinin anti-astmatik, antipiretik,

analjezik ve anti-inflamatuar etkilerinin oldugu, buna karsilik klasik NSAI ilaglarda

15



oldugu gibi 6nemli lilserojenik risklerinin olmadig1 gosterilmistir. Bu tiirden ilaglarin
geligtirilmesi, onemli yan etkiler olmadan inflamasyonun bulundugu artritlerin
tedavisini miimkiin kilmaktadir. Giinlimiize kadar, dual inhibitorlerin farkli yapisal
gruplar1 tasarlanmis olup, umut vaad eden yeni birgok COX-2 selektif inhibitoriin
klinik oncesi (pre-klinik) ve klinik ¢alismalari devam etmektedir. Elde edilen veriler
dual inhibitorlerin kanserlerin (6zellikle prostat ve kolon kanseri) ve ndrodejeneratif
hastaliklarin (alzheimer, parkinson, amyotropik lateral skleroz, multiple skleroz gibi)
Onlenmesi ve tedavisinde potansiyel kullanim alanlar1 bulabilecegini géstermistir. Bu
inhibitorler trombozun 6nlenmesi ve ateroskleroz tedavisinde de etkili ve giivenilir
ilag adaylaridir. Asagida literatiirde mevcut olan dual COX-2/5-LOX inhibisyon
etkisi gosteren NSAI bilesiklerine drnekler verilmistir.

Indometazin, flufenamik asit gibi birgok iyi bilinen NSAI ilaglarin yapisal
modifikasyonu sonucu, hem COX hem de 5-LOX enzimlerine kars1 inhibitor etkinlik
kazanan bilesikler elde edilmistir. indometazin, oral yoldan biyo-yararlanimi iyi olan
dual COX/5-LOX inhibitorlerinin tasarimi i¢in yapi iskeleti olarak kullanilmaktadir
(Sekil 2.8) [57].

indometazin CH;— N/

) {

CH,COOH CH, —NH 4

OMe OMe OMe
N N

Sekil 2.8: Indometazinden tiiretilen dual inhibitérler.

1990’1 yillarda bir¢ok fenamat tiirevleri sentezlenmis ve Parke-Davis
Farmakolojik Arastirma Bolimii’nde degerlendirilmistir [58], [59]. Boschelli ve
grubu meklofenamik asit, flufenamik asit, mefenamik asit ya da niflumik asit gibi bir
¢ok fenamatin karboksilik parcasint 1,3,4-oksadiazol-2-tiyon’larla degistirerek
selektif COX inhibitorlerini, dual COX/5-LOX inhibitorlere dontistiirmiislerdir
(Sekil 2.9).
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COOH H
=
NH NH NH N NH

CH;
cl Cl
CH:; CF3 CH3 CF3
Meklofenamik asit Flukonamik asit Mofenamik asit Niflomik asit

Sekil 2.9: Fenamat tiirevi dual inhibitorler.

Anti-inflamatuar ajanlarin ~ “di-tert-butilfenol” sinifi, dual COX/5-LOX
inhibitorlerin en Oonemli kaynagidir [60]. Bu ilaglarin antioksidan ve radikal
temizleyici 6zelliklerinden sorumlu olan fenolik pargalar1 anti-inflamatuar etkinlik ve
diisiik tilserojenik etki saglar [61]. Dual COX/5-LOX inhibitorlerin elde edilmesi i¢in
en ideal yol, benzen halkasinin 2,6-di-tert-biitil-1-hidroksi siibstitiisyonudur. Di-tert-
biitilfenol yapisinda benzen halkasinin 4 No.lu konumuna alkil zinciri baglanir. Bu
alkil zinciri ¢ogunlukla 5- ya da 6-liyeli heterosiklik bir yapidir. Bu siibstitiientler
benzen halkasina dogrudan veya bir alkildien grubu seklinde ya da karbonil grubuyla
baglanirlar. Anti-inflamatuar ajan olarak ¢ok sayida di-tert-butilfenol (Sekil 2.10) ve

pirazol tiirevleri (Sekil 2.11) sentezlenmis ve farmakolojik olarak degerlendirilmistir.

HO

Sekil 2.10: Di-tert-biitilfenoller sinifina ait dual inhibitorlerin genel yapilari.

Pirazol tiirevlerine ait dual inhibitorlerin en iyi bilinenlerinden bazilar1 Sekil

2.11°de gosterilmistir [62]-[64].
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FPL 62064 Tepoxalin ER-34122

Sekil 2.11: Pirazol tiirevi dual inhibitorler.

Pirazol ile ilgili bilesiklerden olan piridinil pirol-imidazollere ait seriler,
SmithKline Beecham tarafindan tasarlanip sentezlenmistir. Bu seriler arasinda birgok
bilesik dual COX/5-LOX inhibitor 6zelligi gostermektedir. Bu bilesiklerden en aktif
olanlar1 Sekil 2.12°de gosterilmistir [65], [66].

SMe

%y

7N\

SK&F 105561

7\

SK&F 105809

Sekil 2.12: Pirolimidazol tiirevi dual inhibitdrler.

Tiyofen tiirevi olan bir¢ok bilesigin giiglii dual COX/5-LOX inhibitor etkinlige
sahip olduklar gosterilmistir (Sekil 2.13) [67], [68].
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L-652,343 RWJ-63556

Sekil 2.13: Tiyofen tiirevi dual inhibitorler.

Birgok pirolizin tiirevinin de dual inhibitér etkinlige sahip olduklar
bulunmustur [69]. Bu smifin gii¢lii dual inhibitérleri Sekil 2.14°de gosterilmistir. Bu
inhibitdrlerin yapisinda, giicli dual inhibitorlerin elde edilmesi i¢in gerekli olan

pirolizin halkasinin 6,7-diaril siibstitiisyonu ve 8-pozisyonunda karboksimetil grubu

bulunmaktadir.
Me —_— Me Me -
) | g )
Me N S a Me Me o)
COOH COOH COOH
ML-3000

Sekil 2.14: Pirolizin tiirevi dual inhibitorler.

Dual COX/5-LOX inhibitorii olarak birgok pirazolinik [70], [71] ve hidrazon
tirevleri [72], [73] tanimlanmistir (Sekil 2.16).

DooDoD N
NN N ~

SN
CF3/© lolg i \J: @
BW755C CLI Phenidone

Sekil 2.15: Pirazolinik tiirevi dual inhibitorler.



CH; OH

. cH, H " NH,
— N
N /N\N/ N OH SN
T S
° [, on
CBS-1108 Cl1

Sekil 2.16: Hidrazon tiirevi dual inhibitorler.

Trisiklik siilfonamid grubu (celecoxib benzeri) ile ZD-2138 bilesiginin 4-
metoksi-tetrahidropiran ~ siibstitiientinden olusan COX-2 ve 5-LOX yapisal
karakteristiklerin kombinasyonu (Sekil 2.17), giiglii dual COX-2/5-LOX inhibitor
ozellik kazanilmasini saglarken, redoks ve demir ligand baglayic1 6zelliklerden

yoksundur [74].

5-LOX
tarafi

COX-1 > 10mM
lCSO: COX-2=0.05mM
5-LOX = 0.005 mM o

Sekil 2.17: Giiglit COX-2/5-LOX inhibitor etkinligi saglayan iki farmakofor grubun
birlesimi.
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3. KONU ile ILGILI CALISMALAR

Geronikaki ve grubu tarafindan, dual siklooksijenaz/lipoksijenaz (COX/LOX)
inhibisyonu yapan yeni 573 anti-inflamatuar ajanin bilgisayar destekli tasarimi
yapilmistir. Biyolojik aktivite tahmini PASS (Prediction of Activity Spectra for
Substances) programi ile gercgeklestirilmis ve sonuglar PharmaExpert yazilimi ile
analiz edilmistir. Fenil grubunun siibstitiisyonu ile farklilasmis 2-(tiazol-2-ylamino)-
5-phenylidene-4-thiazolidinone tiirevi dokuz bilesik sentez igin se¢ilmis ve
COX/LOX inhibitor etkinlikleri test edilmistir. En yiiksek anti-inflamatuar aktiviteye
sahip olan bilesikler i¢in molekiiler kenetlenme ¢alismalar1 yapilmis, sonug olarak
bilesiklerin COX-1 ve COX-2 enzimlerine baglanma bdlgelerinin genel olarak
benzer oldugu tespit edilmistir [75].

Baglanma bolgesindeki bu kiiglik farklilik, COX-2’de primer baglanma
bolgesinin disinda sekonder baglanma bolgesinin olugmasini saglar. Bu bolge COX-
1’de bulunmamaktadir. COX-2deki primer ve sekonder baglanma bdlgesinin hacmi
(394 Ag), COX-1 baglanma bolgesinin hacminden (316 A3) %25 oraninda daha
genigtir [76]. LOX’un degisik izoformlari, farkli hacimlerdeki baglanma bolgelerine
sahiptir; 5-LOX baglanma bdlgesi hacmi (470 A®), 15-LOX baglanma bolgesi
hacmine gore (390 A®) daha genistir [77].

Yeni celecoxib tiirevlerinin sentezlendigi ve COX/LOX anti-inflamatuvar
aktivitesinin  incelendigi  bir ¢alismada, n-diflorometil-1,2-dihidropirid-2-on
farmakofor gruplarinin bu aktivitede etkili oldugu ortaya koyulmustur [78].

Scholz ve grubu tarafindan diaril-ditiyolan ve izotioazol tiirevi COX-1, COX-2
ve 5-LOX inhibitorlerin sentezlenmis Ve bu inhibitorlerin anti-inflamatuar
aktiviteleri incelenmis; sonug¢ olarak bu inhibitorlerin yiiksek terapotik —etki
potansiyeline sahip oldugu agiklanmistir [79].

Mohammed ve grubu tarafindan likofelon tiirevi yeni bir COX-2/5-LOX dual
inhibitorii sentezlenmis ve kolon kanserinin olusumunu biyiik 6l¢iide 6nledigi ortaya
koyulmustur [80].

Anti-inflamatuvar etkili COX-2/5-LOX dual inhibitoérii olan flavokoksidin,
hem pankreas iritasyonuna karsi etkili oldugu, hem de antiseptik 6zellik gosterdigi

yapilan galismalarla tespit edilmistir [81], [82].
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Eleftheriou ve grubu tarafindan benzotiazol, benzizotiazol ve tiazol tiirevi
COX/LOX inhibitorlerinin sentezi, fragment bazli tasarimi, kenetlenme ve yapi-
aktivite ¢alismalar1 yapilmis, sonug olarak molekiiliin benzotiazolil kisminin yiiksek
inhibisyon etki gosterdigi gozlenmistir [83].

COX-2 ve 5-LOX dual inhibitérleri olarak di-ter-biitil fenol smifi bilesikler
sentezlenmis ve bu bilesiklerin COX/LOX inhibisyonu incelenmistir. Yapilan
molekiiler kenetlenme c¢alismalar1 sonucu, bu bilesiklerin her iki enzim {izerinde
kayda deger bir inhibisyon etki gosterdigi tespit edilmistir. Ayrica bu bilesiklerin
bazi kolon kanser hiicrelerinde de etkili inhibitdrler oldugu yapilan ¢alisma ile ortaya
koyulmug ve COX/LOX dual inhibisyonu i¢in yeni aktif bilesikler elde etmede bu
bilesik tiirevlerinin iyi bir baslangi¢ noktasi olabilecegi vurgulanmistir [84], [85].

Shang ve grubu tarafindan yapilan bir caligmada ise, g¢ok-hedefli dual
inhibitorlerin de novo tasarimi ve optimizasyonu igin fragment gelistirme yontemi
kullanilmistir. Literatiirden alinan dual etkili inhibitorlerin framentlerinden yola

cikilarak, yeni aktif bilesiklerin tasarimi yapilmis ve basarili sonuglar elde edilmistir

[86].
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4. MATERYAL ve YONTEM

4.1. Materyaller

4.1.1. Donanim Kaynaklari

Tez kapsaminda yapilan hesaplamalar i¢in donanim kaynagi olarak toplam RAM
kapasitesi 48 GB olan, Intel Xeon E5 islemcili bir is istasyonu ile 2 adet Intel core i7

islemcili bilgisayar kullanilmistir.
4.1.2. Kullanilan Yazilimlar

Bu tez c¢alismasi kapsaminda kullanilan yontemleri uygulamak ic¢in {i¢ farkl

yazilim kullanilmistir. Asagida bu yazilimlardan kisaca bahsedilmistir.

e ETM [87]-[90]
Anatoli DIMOLO ve grubu tarafindan C++ programlama dili ile yazilmis olan
bu program, elektronik-topolojik matrislerin olusturulmasi ve ETM-NN yaklagiminin

uygulanmasi i¢in kullanilmistir.

e MOE (Molecular Operating Environment) [91]

Molekiiler kenetlenme ydnteminin uygulanmasi i¢in kullanilan bu yazilim,
Chemical Computing Group tarafindan gelistirilmistir. Bu yontemle, inceleme
altindaki bilesiklerin enzimlere baglanma afiniteleri ve konformasyonlar1 elde
edilmis, enzim-inhibitor arasindaki kovalent olmayan etkilesimler analiz edilmistir.

MOE yazilimi ile goriintiilenen bu etkilesim tiirleri Sekil 4.1°de verilmistir.

O polar - sidechain acceptor O solvent residue ©@®@arene-arene

O acidic <+ sidechain donor O metal complex ©+arene-cation
basic  *~* backbone acceptor -~ solvent contact

O greasy =+~ backbone donor - metal contact

=, proximity - ligand O receptor

- contour exposure exposure

Sekil 4.1: MOE yazilimi ile goriintiillenen molekiiller arasi etkilesim tiirleri.
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e Gaussian 09 [92]

Konformasyonel analiz ve elektronik yap1 hesaplamalari igin kullanilmistir.

e GaussView 5.0 [93]
Molekiillerin ii¢ boyutlu yapilarimin insa edilmesi ve elde edilen sonuglarin

goriintliilenmesi i¢in kullanilmistir.

e Chimera-1.10.2 [94]
COX izoformlarinin (COX-1 ve COX-2) amino asit dizi hizalamalar1 ve

“standart sapmanin kare kokii” (RMSD) degerini elde etmek amaciyla kullanilmistir.

4.1.3. Enzimlerin Kristal Yapilar

Tez kapsaminda kullanilan oksijenaz enzimlerinin kristal yapilar1 protein data
bankasindan (PDB) temin edilmistir [95].

Calismanin COX-1/COX-2 inhibitér modellemelerini igeren bolimiinde
sirastyla 3N8X (R=2.75 A) [96] ve 1CX2 (R=3.0 A) [97] PDB kodlu enzimler
kullanilmigtir. 3N8X’in (COX-1) kristal yapisinda nimesiilid; 1CX2’nin (COX-2)
kristal yapisinda ise SC-558 (1-fenilstilfonamid-3-triflorometil-5-
parabromofenilpirazol) bilesigi bulunmaktadir. Bu bilesikler Sekil 4.2’de, etkilesime

girdikleri aktif bolge amino asitleri ile birlikte verilmistir [98].

Leu352A
Ser530A
Ala527A
O HN—S5=0
N\
\O‘
‘.‘\ His90A
Q FN — Ser353A
Voo P ’ Leu3s2A
\ . L
o=N* leszzay M\ "~ Ao
\\o Ser353A |'—|\ Mot SH 0
Tyr355A  N=— (\ NH@ ,"’
@ \H, y H
P ~-.|\‘|’
Arg120A Argﬁm\/\ NHO
3NBX (COX-1) 1CX2 (COX-2)

Sekil 4.2: COX-1 ve COX-2 enzimlerini kristal yapisinda bulunan inhibitdrler
ve aktif bolge amino asitleri.
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COX-1 ve COX-2 enzimlerinin amino asit dizi hizalamas1 Sekil 4.3’de

verilmistir. Sekilde goriildiigii gibi, iki enzimin aktif bdlge aminoasitlerinin

%57’si ortaktir. Bu enzimlerin amino asit homoloji orani %64’diir. Ust iiste

cakistirtlan iki enzimin atomlar1 arasindaki mesafeyi veren RMSD degeri ise 0.89

A’dur (Sekil 4.4).

COX-1 (3N8X)
COX-2 (1CX2)

COX-1 (3N8X)
COX-2 (1CX2)

COX-1 (3N8X)
COX-2 (1CX2)

COX-1 (3N8X)
COX-2 (1CX2)

COX-1 (3N8X)
COX-2 (1CX2)

COX-1 (3N8X)
COX-2 (1CX2)

COX-1 (3N8X)
COX-2 (1CX2)

COX-1 (3N8X)
COX-2 (1CX2)

COX-1 (3N8X)
COX-2 (1CX2)

COX-1 (3N8X)
COX-2 (1CX2)

COX-1 (3N8X)
COX-2 (1CX2)

COX-1 (3N8X)
COX-2 (1CX2)

COX-1 (3N8X)
COX-2 (1CX2)

COX-1 (3N8X)
COX-2 (1CX2)

PVNPCCYYPCQHQGICVRFGLDRYQCDCTRTGY SGPNCT I
-ANPCCSNPCQNRGECMSTGFDQYKCDCTRTGFYGENCTT

PEIWTWLRTTLRPSPSFIHFLLTHGRWLWDFVN-ATFIRD
PEFLTRIKLLLKPTPNTVHYILTHFKGVWNIVNNIPFLRS
E 3

TLMRLVLTVRSNLIPSPPTYNIAHDYI SWESFSNVSYYTR
LIMKYVLT SRSYLIDSPPTYNVHYGYKSWEAF SNLSYYTR

ILPSVPRDCPTPMGTKGKKQLPDAEFLSRRFLLRRKFIPD
ALPPVADDCPTPMGVKGNKELPDSKEVLEKVLLRREFIPD

PQGTNLMFAFFAQHFTHQFFKT SGKMGPGFTKALGHGVDL
PQGSNMMFAFFAQHFTHQFFKTDHKRGPGFTRGLGHGVDL

GHIYGDNLERQYQLRLFKDGKLKYQMLNGEVYPPSVEEAP
NHIYGETLDRQHKLRLFKDGKLKYQVIGGEVYPPTVKDTQ

VLMHYPRGIPPQSQMAVGQEVFGLLPGLMLYATIWLREHN
VEMIYPPHIPENLQFAVGQEVFGLVPGLMMYATIWLREHQ

RVCDLLKAEHPTWGDEQLFQTARLILIGETIKIVIEEYVQ
RVCDILKQEHPEWGDEQLFQTSKLILIGETIKIVIEDYVQ
* *
QLSGYFLQLKFDPELLFGAQFQYRNRIAMEFNQLYHWHPL
HLSGYHFKLKFDPELLFNQQFQYQNRIASEFNTLYHWHPL

MPDSFRVGPQDYSYEQFLFNT SMLVDYGVEALVDAF SRQP
LPDTFNIEDQEYSFKQFLYNNSILLEHGLTQFVESFTRQI

AGRIGGGRNIDHHILHVAVDVIKESRVLRLQPFNEYRKRF
AGRVAGGRNVPIAVQAVAKASIDQSREMKYQSLNEYRKRF
*
GMKPYTSFQELTGEKEMAAELEELYGDIDALEFYPGLLLE
SLKPYTSFEELTGEKEMAAELKALYSDIDVMEILYPALLVE
* * *
KCHPNSIFGESMIEMGAPFSLKGLLGNPICSPEYWKASTF
KPRPDAIFGETMVELGAPFSLKGLMGNPICSPQYWKPSTF

GGEVGFNLVKTATLKKLVCLNTKTCPYVSFHVPD 584
GGEVGFKIINTASIQSLICNNVKGCPFT S SFNVQD 584

*: Aktif bolge amino asitleri

71
70

110
110

150
150

190
190

230
230

270
270

310
310

350
350

390
390

430
430

470
470

510
510

550
550

Sekil 4.3: COX-1 ve COX-2 enzimlerinin dizi hizalamasi.
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Seq. identity = 64 %
RMSD = 0,89 A

Sekil 4.4: Ust iiste cakistirilmis olan COX-1 (3N8X) ve COX-2 (1CX2)
enzimlerinin sekonder yapilarinin gosterimi.

Calismanin  COX-2/5-LOX dual inhibitér modellemelerini igeren ikinci
boliimiinde ise sirasiyla 4COX [97] ve 308Y [99] PDB kodlu enzimler
kullanilmigtir. 4COX’un (COX-2) kristal yapist indometazin icerirken; 308Y enzimi
(5-LOX) inhibitor icermeyip, His367, His372, His550 ve 11673 amino asitleri

tizerinden katalitik demir ile koordine olmaktadir (Sekil 4.5).

Tyr355A

Argl20A

Val349A
Ala527A

ACOX (COX-2)

r— 414 |
4 b 6368 }" y (
N ) -
37 gk

Y.

406

55

308Y (5-LOX)

Sekil 4.5: COX-2 ve 5-LOX enzimlerinin kristal yapisinda bulunan ligandlar
ve aktif bolge amino asitleri.




4.2. Yontemler

Tez kapsaminda {i¢ yontem kullanilmigtir. Bunlar:

e Elektronik-topolojik metot (ETM) ve ETM-NN yaklasimi

ETM ile olusturulan matrislerle, aktiviteye neden olan ve aktiviteyi diisiiren
molekiiler fragmentler (farmakoforlar ve anti-farmakoforlar) belirlenmis; ETM-NN
yaklasimi ile de bu fragmentlere dayali olarak aktivite tahmin modelleri

gelistirilmistir.

e Molekiiler kenetlenme
Bu yontemle, inhibitorlerin  enzimlere baglanma  afiniteleri ve
konformasyonlar1 elde edilmis; baglanmada etkili olan kovalent olmayan etkilesimler

incelenmistir.

e Yogunluk fonksiyoneli teorisi (DFT)
DFT yontemiyle, enzimlerin aktif bolgesine kenetlenmis olan bilesikler i¢in

Frontier Molekiiler Orbital (FMO) ve Natural Bond Orbital (NBO) analizleri
yapilmistir.

ETM/ETM-NN, molekiiler kenetlenme ve DFT yontemlerine dayali veri analiz

semas1 Sekil 4.6’da verilmistir.

Veri Seti Olugturma

Enzim-inhibitor

ETM Molekiiler etkilesimine dayali
olusturulmast Kenetlenme optimizasyon
ETM-NN Kenetlenme DFT tabanl
parametrelerinin elektronik yap1
hesaplanmasi hesaplamalari

ETM fragment seti
olusturulmasi ve

ASNN pruning Aktivite
tahmini

Sekil 4.6: ETM-NN, kenetlenme ve DFT yontemleri ile veri analiz semasi.
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4.2.1. Elektronik-Topolojik Metot (ETM)

ETM’de her bir molekiil i¢in uygunluk elektronik-topolojik matrisi (electronic-
topological matrix of congruity, ETMC) olusturulur ve verilen bir molekiil serisinden
biyolojik agidan aktif veya inaktif olan molekiillerin, konformasyonel ve elektronik
yapilar1 belirlenir.

ETM kullanilarak arastirilmis konularin bir kismi, inceleme altindaki aktivite
tizerinde denenmis bilesik serileriyle yansitilmistir. Bu bilesiklerin aktiflik ya da
inaktiflikleri tahmin edilebilir, ya da kantitatif olarak ortaya konulabilir. Her
molekiiliin konformasyonel ve elektronik yapilart belirlenmis ve n. dereceden m
matrisinin bir seti olarak diizenlenmistir. Burada, n molekiildeki atomlarin sayisi, m
ise farkli elektronik karakterlerin sayisini gostermektedir. m degeri, serisi verilmis
bilesiklerin tiimii i¢in sabittir ve ayn1 atom veya baga verilmis olabilir. Bu sekilde,
herbir kesite tanimlanmis olan, yogunlastirilmis bir grafik olan ¢ok boyutlu ETMC
matrisi elde edilir. ETMC her bir kesite ve her bir kopriiye tanimlanmis olan
yogunlastiritlmis bir grafiktir. Bu ¢ok boyutlu matris, molekiiler yapinin tarif
edilmesinde ve kimyasal maddelerin 6zelliginin belirlenmesinde biiyilk 6nem

tasimaktadir. Sekil 4.7°de aktif bir molekiile ait 6rnek bir ETMC verilmistir.

ETMC

Compound 1 (Active)

1.000 26 atoms
-0.046 1.290 2.301 2.294 1.137 3.744 2.534 3.877 5.007 6.209 3.682 4.473 1.299 2.389 2.797 2.473 4.495 5.691 6.670 6.658 5.664 3.693 4.189 8.343 5.267 6.927
-0.025 1.082 2.283 2.323 3.692 3.718 4.836 6.135 7.221 2.514 3.397 2.458 2.774 2.394 1.282 3.473 4.795 5.788 5.744 4.693 4.152 5.024 7.546 6.552 8.020
-0.164 1.097 2.299 2.528 3.749 4.468 5.906 6.795 0.932 2.490 3.619 4.155 3.752 2.557 3.080 4.407 5.112 4.781 3.592 5.539 6.329 6.944 6.567 7.679
-0.002 1.593 0.992 2.628 3.097 4.565 5.395 2.536 3.298 3.673 4.616 4.621 3.667 3.926 5.072 5.620 5.202 4.087 5.964 6.465 7.360 5.328 6.293
-0.151 2.593 0.990 2.528 3.819 4.909 3.678 4.413 2.610 3.805 4.220 3.661 4.717 5.832 6.567 6.354 5.342 5.045 5.320 8.227 4.330 5.701
-0.170 3.318 3.070 4.514 4.985 3.042 3.553 5.095 6.091 6.068 5.025 4.470 5.414 5.600 4.899 3.825 7.431 7.869 7.254 5.527 5.945
-0.086 0.983 2.477 3.708 5.091 5.740 3.151 4.527 5.280 4.970 6.009 7.000 7.674 7.467 6.540 5.542 5.434 9.217 2.870 4.398
-0.153 0.934 2.392 5.611 6.154 4.651 6.014 6.672 6.189 6.617 7.492 7.919 7.537 6.660 7.054 6.913 9.382 2.478 3.233
0.304 1.044 7.090 7.641 5.490 6.881 7.736 7.429 8.052 8.883 9.311 8.959 8.129 7.737 7.331 10.692 1.796 1.923
-0.323 7.837 8.309 6.805 8.195 8.982 8.567 8.830 9.571 9.824 9.360 8.592 9.088 8.695 11.116 2.210 0.910
d.ad 0.022 0.961 4.929 5.240 4.518 3.154 2.520 3.801 4.301 3.797 2.513 6.593 7.534 6.173 7.856 8.763
? " -0.101 5.667 5.948 5.205 3.910 1.394 2.421 2.797 2.421 1.394 7.256 8.199 4.670 8.463 9.252
| ‘ -0.164 1.446 2.458 2.862 5.462 6.581 7.695 7.844 6.926 2.455 2.795 9.278 5.437 7.387
'y /‘\‘ 0.056 1.272 2.435 5.565 6.668 7.905 8.181 7.306 1.027 2.380 9.455 6.796 8.776
‘ : -0.133 1.513 4.794 5.935 7.189 7.471 6.598 2.348 3.646 8.769 7.827 9.656
a o "‘\ )J\v -0.119 3.693 4.960 6.108 6.244 5.290 3.637 4.811 7.798 7.735 9.335
‘ ‘ 3‘ ‘ -0.110 1.426 2.417 2.791 2.416 6.758 7.737 4.146 8.755 9.734
“ 9 -0.101 1.393 2.420 2.791 7.768 8.709 2.844 9.612 10.467
R -0.162 1.395 2.417 9.064 9.969 0.987 10.165 10.743
J 9 * f}x -0.105 1.424 9.444 10.335 2.843 9.917 10.309
-0.122 8.627 9.525 4.146 9.080 9.556
‘ -0.214 0.977 10.520 7.457 9.570
9 -0.076 11.386 6.842 9.049
0.056 11.543 12.002
-0.361 2.248
0.243

Sekil 4.7: Ornek bir ETMC.
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ETMC’nin her biri kosegen elementlere gore simetrik (aij(k):aji(k)) olan kare bir
matristir. Bu nedenle sadece matrisin {ist yarisi gosterilir. Elementlerin toplam
sayilari, n(n+1)/2 denklemi ile bulunur. Burada, n molekiildeki atomlarin sayisina
esittir. Atom yiiklerini gosteren kosegen elementler igin, aii(k) 1i=1, 2, 3,...., ndir.
Kosegen olmayan aij(k) elementlerde, i ve j birbirine yakin-komsu olan iki atom
olarak simiflandirilirsa, kimyasal baglanmanin meydana geldigini gostermektedir.
Sayet i ve | birbirine bagli olmayan atomlar olarak siniflandirilirsa, aij(k):Rji(k) atomlar
aras1 mesafeleri gosterir. Bu metotla bulunan her bir matris hem elektronik (aj;), hem
de geometrik (Rj;) ozellikleri ihtiva eder.

Diizenli n X n bir ETMC olustugu zaman, kullanici baslangigtaki ¢ok boyutlu
matrisin farkl tabakalarindan kdsegen ve kdsegen olmayanlar i¢cin degerler segebilir.
ETMC’nin simetrisinin incelenmesinde, yalnizca onun {ist iiggeni bilgisayarin
hafizasinda tutulur ve isletilir.

Bir kontrol bilesigi ile biitiin ETMC’lerin ikili kiyaslanma prosediirii asagida

strastyla verilmistir.

¢ Tiim bilesikler i¢cin geometrik ve elektronik 6zellikler hesaplanir.

e Hesaplanan o6zellikler kullanilarak biitiin bilesikler i¢in ETMC’ler olusturulur
(ylikler: kdsegen elemanlar, baglar: Wiberg indisleri, bagli olmayan atomlar:
mesafeler).

e Herhangi bir ETMC ciftinin kiyaslanmasi i¢in hassasiyet ve % olarak aktivite
tahmini i¢in bir baslangi¢ sartlar1 ayarlanir.

e En aktif bilesiklerden birisi kontrol bilesigi olarak alinir ve diger bilesiklerle
kiyaslanir. Kiyaslama bittiginde, aktif bilesiklerde en fazla ortak bulunan yapisal
fragmentler tespit edilerek (bu fragmentler kontrol matrisinin alt matrisleri olarak
kullanilir), aktif ve inaktif bilesik setinde bu fragmentlerle karsilagsma
ihtimaliyetini (P,) temsil eden sartlar ortaya cikartilir. Eger bazi fragmentler
yalnizca aktif bilesiklerde bulunup, inaktif olanlarda bulunmazsa; bu fragmentler
aktiflik Ozellikleri olarak degerlendirilir. Baska bir deyisle aktiflikten bu
fragmentlerin sorumlu oldugu kabul edilir. Pa ve o, katsayilari, sirasiyla Esitlik
4.1 ve Esitlik 4.2’den hesaplanir [100]:

Pa = (ny+1)/(ny+ng+2) (4.1)
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_ (nl‘nA. _nz'ns)

(24
NN, NN,

(4.2)

Bu esitliklerde S; aktivite 6zelligi; ny ve ny ise sirastyla bu 6zelligi gosteren ve
gostermeyen aktif bilesik sayilari; nz ve ng inaktif bilesik sayilaridir. a, serideki
biitiin bilesikleri dikkate alirken, P, ihtimaliyet katsayis1 yalnizca ETM ile bulunan
bir aktivite 6zelligini igeren bilesikleri dikkate alir.

Sonug olark elde edilen fragmentler yeterince bilgilendirici degilse, asagidaki

degisikliklerden birisi yapilarak ayni prosediir tekrarlanir:

e Matris elemanlar1 tiim bilesikler i¢in farkli bir hassasiyetle verilebilir,
e Kontrol bilesigi degistirilebilir,

¢ Baglangi¢ sartlarini olusturan limitler degistirilebilir.

Bu degisiklikler, uygun fragment bulununcaya dek siirdiirtiliir. Aktiviteyi azaltan
fragmentleri belirlemek igin, inaktif bilesiklerden birisi kontrol bilesigi olarak
alinarak, ayni yéntem uygulanir. incelenen bilesikler igin elde edilen fragmentler
kabul edilebilir seviyeye geldiginde, herhangi bir yeni bilesigin bu fragmenti tasiyip

tasimadigina bakilarak, o bilesigin aktivitesi hakkinda tahminde bulunulabilir.

4.2.1.1. Sinir Aglariyla Birlestirilmis ETM (ETM/NN)

ETM ile elde edilen verileri analiz eden ETM/NN algoritmasi, karsilagtirmali
molekiiler alan analizi (CoMFA) icin olusturulan hacim 6grenme algoritmasina
dayali olarak gelistirilmistir [101]. Bu yontem, Kohonen'in kendiliginden organize
olan aglar1 (SOMs) ve iliskili sinir aglarinin (ASNNs) iteratif bir uygulamasidir
(Sekil 4.8).
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SOM

‘ ETM molekul 1 ‘

Kimeleme
ETM molekil 2

’ ETM molekil N ‘

Yeni data tahmini

Sekil 4.8: ETM-NN data olusumu ve ASNN hesaplamart.

Sekil 4.9°da sematik olarak verilmis olan ETM-NN veri analiz siirecinde

strastyla asagidaki islemler uygulanir:

¢ Baslangi¢ girdi (input) dosyasi olarak ETM ile elde edilen ETMC’ler alinir.

e Kohonen'in ag parametreleri baglatilir ve herbir molekiiliin kendi ETMC’sinden
gelen kiimeler hesaplanir. Kohonen aginin baglangi¢c boyutu S = 2 * Sgryc olarak
alinir (Sgrmc: en biiylik molekiiler matrisin boyutu).

eHer molekiiler fragment igin (farmakofor/anti-farmakofor), Kohonen'in SOM
birimleri iizerindeki izdiisiimii ve Eq 1zdiisiim hatasi hesaplanir. Herbir fragmentin
agirhgr 1/E; olarak hesaplanir ve parametre olarak hesaplanan agirliklar
kullanilmak suretiyle, yeni bir veri seti olusturulur.

e Fragmentlerle ilgili ETM datalar1 (ETSC), ASNNs kullanilarak analiz edilir ve
ortalama tahmin hatasi (E) hesaplanir.

eE. degeri, bir 6nceki O6grenme asamasinda bulunan E, degeriyle kiyaslanir
(baslangicta Ep = 10°). Ec < Ep ise, fragmentin mevcut ETSC izdiistimii kaydedilir.
e Kohonen aginin boyutu kiigiiltiiliir. Ag boyutu minimum oluncaya kadar 2-6
basamaklari tekrarlanir (Smin 8 aga esittir).

¢ E.’nin minimum degerine gore fragment ETMC’lerinin en iyi izdiisiimleri segilir

ve yeni bilesiklerin aktiviteleri tahmin edilir.
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¢ ASNN egitiminden sonra, 6zel budama (pruning) metotlar1 kullanilarak [102],
[103], en fazla bilgi veren ETMC fragmentleri segilir.

¢ Yeni bilesiklerin aktiviteleri tahmin edilir. Optimize olmus ETMC fragmentleri,
inceleme altindaki bilesiklerin en Onemli aktivite gdsteren bdlgelerini

goriintiilemek i¢in kullanilir.

ETMC veri hesaplamalari

'

SOM’un baslatilmas1

!

Hayir Evet -
" SOM ETM noktalarinin Ortalama kiime
S>S — e . TP . . —>» degerleriyle
min egitimi kiimelenmesi ASNN egitimi

T SOM ag boyutunun

(S) kiigiiltiilmesi

Son modelin ETM fragment data Gereksiz pargalarin

S
secilmesi seti olugturulmasi ASNN budanmast
l l Fragmentlerin
Yeni data tahmini ETM fragment data goriintillenmesi ve
hesaplamalari yeni data tahmini

Sekil 4.9: ETM-NN veri analizinin islem basamaklari.

4.2.2. Molekiiler Kenetlenme

Molekiiler kenetlenme (docking), kararli bir kompleks olusturmak iizere bir
molekiiliin diger bir molekiile baglanirken tercih ettigi konformasyonlari belirleyen
bir metottur [104]. Molekiiler kenetlenme yontemi ¢ogunlukla bir ligandin enzime
baglanirken tercih ettigi konformasyonu ve baglanma afinitesini elde etmek igin
kullanilmaktadir. Bu yontem, ilag adayr kiiciik molekiillerin hedef proteinlerine
baglanma pozisyonlarim1 belirlemek amaciyla yapilan rasyonel ilag dizaym
caligmalarinda siklikla kullanilmaktadir [105].

Molekiiler kentelenme yontemi genelde, reseptoriin tamamini ya da biyiik bir

kismuni rijit kabul eder; segilen bazi kovalent baglar1 donme serbestisinde birakirken,
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bag uzunluklarin1 ve acilar1 sabit tutar. Ciinkii enzim gibi makromolekiiler bir yap1
icin tiim konformasyonlarin teker teker incelenmesi ve bu konformasyonlarin her biri
i¢cin hesaplama yapilmasi, uzun zaman alan bir islemdir.

Molekiiler kenetlenme yonteminde kullanilan iki 6nemli kavram, tarama

algoritmasi ve skorlama fonksiyonudur (scoring function).

e Tarama Algoritmasi

Molekiiler kenetlenme islemi, ligandin hedeflenen baglanma bolgesine
pozlanmasiyla baslar. Poz, ligandin enzimin aktif bolgesindeki tahmin edilen
konformasyonu ve yonlenmesi olarak tarif edilebilir. Baglanma bolgesine en iyi uyan
konformasyonun elde edilebilmesi igin, serbestlik dereceleri yiiksek dogrulukta
belirlenmeli ve bu islem binlerce bilesik {izerinde uygulanalabilecek kadar da hizl
olmalidir.

Bir kenetlenme programinin algoritmasi, ligand esnekligini goz Oniinde

bulundurarak, onu enzimin hedeflenen bolgesine yerlestirir.

e Skorlama Fonksiyonu
Bir molekiiler kenetlenme programinda skorlama fonksiyonu, ligandin
pozlanmasini ve siralanmasini igerir. Tarama algoritmasi, skorlama fonksiyonunun

minimizasyonu i¢in kullanilir.

4.2.3. Yogunluk Fonksiyoneli Teorisi (DFT)

Yogunluk Fonksiyoneli Teorisi (Density Functional Theory, DFT), ¢ok
pargacikli bir sistemin elektronik yapisinin incelenmesinde yaygin olarak kullanilan
giiclii bir kuantum mekanik tabanli yontemdir. DFT hesaplamalar1 yapisal, enerjetik
ve titresimsel Ozellikleri saptar. Diger yandan DFT yontemiyle kati fazlarin
elektronik, optik ve manyetik Ozelliklerini tahmin etmek miimkiindiir. Kiigiik
molekiillerden komplekslere, periyodik ve amorf katilara kadar bir¢cok sistem ve
proses lizerinde (yiizeyin tekrar yapilanmasi, molekiillerin sogurulmasi, kimyasal
reaksiyonlar gibi) ¢alisilabilmektedir. DFT ile elde edilen sonuglar, kullanilan degis-
tokus (varyasyon) potansiyeline biiyiik olgiide baghdir. Bu HF tabanli metotlarla

onemli kavramsal bir farktir.
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DFT’de karmasik n-elektron dalga fonksiyonu (%) yerine, daha basit olan
elektron yogunlugu dikkate alindigi igin, hesaplama sonuglar1 diger ab initio
yontemlere gore daha hizli elde edilebilmektedir. DFT’ye gore bir sistemin toplam
enerjisi, elektron yogunlugunun bir fonksiyonelidir [106]. Cekirdek ve elektronlarin
nokta kiitleler olarak kabul edilmesi durumunda (spin orbital etkilesimi ve diger
rolativistik etkilesimler ithmal edilirse), molekiiler Hamiltonian Esitlik 4.3 deki gibi

yazilabilir.

2 12 12
S I R Pl
a m 2m a B>0 ij>i i'

a

Burada a ve S ¢ekirdegi, i ve j ise elektronlari ifade eder. 1k terim ¢ekirdegin kinetik
enerji operatdriidiir. Ikinci terim elektronun kinetik enerji operatoriidiir. Ugiincii
terim atom numarast Z, ve Zz olan, a ve f cekirdegi arasindaki uzakligi r,s olan,
cekirdekler arasindaki itme potansiyel enerjisidir. Dordiincii terim i elektronu ve o
cekirdegi arasinda ri, uzaklhifinda olan, g¢ekirdek ve elektronlar arasindaki ¢ekim
potansiyel enerjisini gosterir. Son terim i ve j elektronlart arasinda rj; uzakliginda
olan elektronlar arasindaki itmeyi gosterir.

Cok atomlu bir molekiil i¢in, rélativistik olmayan, tam elektronik Hamiltonian,

Esitlik 4.4°deki gibi verilir.

Z.e'"?

+ ZZ— (4.9)

ij>i i'

ve atomik birimlerle asagidaki sekilde yazilir:

RN NN I o

i ]>I |J

n elektronlu molekiiliin elektronik dalga fonksiyonu, 3n uzay koordinatlar1 ve n
spin koordinatlarina baglidir. Hamiltonian operatérii (£) bir ve iki elektronlu uzaysal
terimleri ihtiva ettigi i¢in, molekiiler enerji sadece alt1 tane uzaysal koordinati iceren

terimlerle yazilabilir. Bir anlamda ¢ok elektronlu molekiiliin dalga fonksiyonu,
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ihtiya¢ duyulandan daha fazla bilgi ihtiva eder ve fiziksel 6nemi yoktur. Bu durum,
enerji ve diger Ozellikleri hesaplamak icin, kullanilabilen ve dalga fonksiyonundan
daha az degiskenler igeren fonksiyonlarin arastirilmasina neden olur.

Esitlik 4.6 ile verilen Kohn-Sham formiiliine gore bir sistemin toplam enerjisi;
kinetik enerji, sistemdeki biitlin ylikli parcaciklar arasindaki klasik elektrostatik
etkilesmeden kaynaklanan bir Coulomb enerjisi ve biitlin ¢ok pargacikli etkilesmeleri
kapsayan degis-tokus korelasyon (XC) enerjisi olarak bilinen bir terimden olusur
[107].

E=Et+Ey+E;+ Exc (46)

DFT’nin Hartree—-Fock (HF) metoduyla ortak yonleri vardir. DFT’de toplam
elektron yogunlugu, bir elektronlu dalga fonksiyonlarindan meydana gelen bir
elektronlu yogunluklara ayristirilir. Bu bir elektronlu dalga fonksiyonlari, HF
teorisinin dalga fonksiyonlarina benzerdir. Molekiiler sistemler i¢in DFT, HF

yaklagimina kiyasla bir molekiiler orbital (MO) tanimlamayi gerektirir [108].
4.2.3.1. Hohenberg-Kohn Teoremi

1964’de Hohenberg ve Kohn, dejenere olmayan temel haldeki molekiillerin,
molekiiler enerjinin, dalga fonksiyonu ve diger biitiin molekiiler elektronik
ozelliklerin, sadece ii¢ degiskenin fonksiyonu olan, temel hal elektron olasilik
yogunlugu ile po(X,y,2) saptanabilecegini kanitlamiglardir. Temel hal elektronik
enerjisi Eq, po’1n bir fonksiyonelidir. DFT, E, ve diger temel hal molekiiler 6zellikleri
elektron yogunlugundan (p,) hesaplamaya calisir.

Hohenberg-Kohn teoremine gore, n elektronlu bir molekiilin temel hal
elektronik dalga fonksiyonu, tam elektronik Hamiltonian’in bir 6zfonksiyonudur ve

atomik birimler cinsinden asagidaki sekilde yazilir.

A= 23W2 Du)+ T3 2 (4.7)
i=1 i=1 J

i il

i)=Y 22 (4.8)
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i elektronu ve ¢ekirdek arasindaki etkilesimin potansiyel enerjisi olan V(ri)
niceligi, i elektronunun x;,V;,z koordinatlarina ve c¢ekirdek koordinatlarina

baghdir. Elektronik dalga fonksiyonu g¢ekirdegin sabit durumu i¢in ¢oziildiigiinden
cekirdek koordinatlar1 elektronik Schrédinger esitliginde degismez. Bu nedenle,

elektronik Schrodinger esitligindeki sadece V(ri), vektor notasyonu kullanilarak,
gosterilen x;,Y;,z;nin bir fonksiyonudur. DFT de v(r;) ye, i elektronuna etkiyen dig

potansiyel denir.
4.2.3.2. Yerel Yogunluk Yaklasim

Hohenberg ve Kohn, p nun son derece yavas bir pozisyonu degistirilirse

Exc [p] nin hassas bir sekilde asagidaki esitlikle verildigini gostermislerdir.

E:Alo]= [ plr)exc (o)r (4.9)

Burada integral tiim uzay iizerinden almir. dr = dx dy dz dir ve exc[p],

elektron yogunlugu p olan homojen elektron gazindaki her bir elektron icin

varyasyon ve korelasyon enerjisinin toplamidir. Jellium pozitif yiikiin devamli ve
homojen bir sekilde dagildigi bir uzayda hareket eden sonlu sayida etkilesen,
elektronlardan olusan elektriksel olarak hayali, nétr, sonlu hacim sistemidir.

Birim hacimdeki elektronlarin sayisinin sifir olmadig1 sabit p degeri vardir.

Jelliumdaki elektronlar homojen elektron gazi olusturur. EXLCDA nin fonksiyonel tiirevi

alindiginda asagidaki esitlik elde edilir:

5ELDA
WA= Ee (o) plr) ) (410
0 op

Eyc » varyasyon ve korelasyon kisimlarinin toplami olarak yazilabilir.

5xc(p):gx(p)+‘9c(p) (4.11)
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Burada;

ax(p>=—§[if(p(r»é (4.12)

ec(p) korelasyon kismi hesaplanmis ve sonuglar; Vosko, Wilk ve Nusair

(VWN) tarafindan p nun komplike fonksiyonu /"N olarak ifade edilmistir.

ze(p)=2"(p) (4.13)

YLDA _yLDA L LDA  (IDA_ _[(3)) (r)i2 yLDA _ VN (4.14)
4

£0A = [ piycr %@ [lolr e (4.15)

KS, DFT’de kullanim i¢in, yaklasim fonksiyonelleri gelistirilmesine yardim

etmek i¢in yardimci fonksiyonel E,.; varyasyon enerji fonksiyoneli E,, ve

korelasyon enerji fonksiyoneli E, nin toplami olarak yazilir.

E,.=E, +E, (4.16)

E,, Hartree-Fock teorisinde kullanilan enerji varyasyonu formiilii ile ayni

sekilde tamimlanir. Sadece Hartree-Fock orbitalleri yerine Kohn-Sham orbitalleri
kullanilir. Kapali kabuk molekiiliiniin Hartree-Fock varyasyon enerjisi:

n non

2 23 4.17
Epe = 2D HiT + D (235 —Kj) +Viy (4.17)
—

i=1 i=1l j=1

ile verilir ve burada Kj varyasyon integralidir.

3j = (409, (2)\%\%(1)@ (2); Ky =(604;2|—|¢;04(2) (4.18)
1

1
P
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Bu esitlikte Hartree-Fock orbitalleri  yerine  Kohn-Sham orbitalleri

yerlestirildiginde kapali kabuk molekiilii i¢in asagidaki esitlik elde edilir:

n

Zi(qﬁ“ g, (2)\ \¢KS 4 2) (4.19)
=

i=1

1

E, 2
KS orbitalleri pratikte Hartree-Fock orbitallerine benzedigi i¢in DFT degisim
enerjisi Hartree-Fock degisim enerjisine yakindir. E, bir kez tanimlandigi zaman
korelasyon enerji fonksiyonel E., E,. ile E, arasindaki fark olarak tanimlanir.

E. =E,. —E, dir. E;’in tanimu kullanilarak ve E. mevcut modellerden biri olarak

(LDA gibi) degerlendirildiginde, molekiiler 6zellikler i¢in zayif sonuclar elde edilir.

Boylece pratikte, hem E, hem de E. ile modellemek en iyisidir. Ciinkii bu,
hatalarin elimine edilmesine yol agar ve en iyi sonuglar1 verir. Bu nedenle, E, ve E,

nin her ikisini de bulmak i¢in LDA kullanilir.

4.2.3.3. Yerel Spin Yogunluk Yaklasimi

Acik kabuk molekiilleri ve molekiiler geometrisi, dissosiasyona yakin olanlar
icin LSDA, LDA’dan daha iyi sonuglar verir. LDA da ¢ift zit spinli orbitallerin ayn1
uzaysal KS orbitali vardir, oysa LSDA elektronlarm farkli 6° Hilﬁs KS

P
orbitallerinde olmasina izin verir. Bu nedenle LSDA farkli spinleri olan elektronlar
icin farkli Hartree-Fock orbitalleri veren UHF metoduna benzerdir. Hohenberg,
Kohn, ve Sham teoremleri farkli spinleri olan elektronlar icin farkli orbitaller
kullanmay1 gerektirmez (dis manyetik alan olmadigi siirece) ve tam fonksiyon
biliniyorsa boyle yapilmaz. KS DFT hesaplamalarinda kullanilan yaklasik E,.
fonksiyonelleri ile farkli spinleri olan elektronlar icin farkli orbitallerin olma
olasiligi, geometrisi, dissosiasyona yakin Orneklerin ve agik kabuk orneklerinin
hesaplamalarini iyilestirmek icin bir avantajdir.

Farkli spinleri olan elektronlarin farkli orbitallerinin olmasini saglayan DFT

nin genellestirilmesine spin yogunluk fonksiyonel teorisi denir. Spin DFT de, p2(r)

elektronlari, spin a elektronlar1 ve spin 8 elektronlarnim p”(r) yogunlugu nedeni
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ile ayr1 bir sekilde degerlendirilir ve E,. gibi fonksiyoneller bu iki niceligin
fonksiyonelleri olur. E, = Exc[p“, oP ] orbitalleri i¢in ayr1 Kohn-Sham 6zdeger
esitlikleri ile ilgilenilir. Bu esitlikler v%, V& =& ™ e ﬁ]/ op” seklindedir. Benzer
sekilde vfc icinde yazilir. CH3 ve O, gibi {iclii temel durumu olan elektronlar i¢in «

elektronlarinin n® sayisi elektron sayisindan farklidir. Bu nedenle burada p® = p”

dir ve spin DFT farkli spinli elektronlar i¢in farkli orbitaller verecektir.
4.2.3.4. Polarize Spinli Yogunluk Fonksiyoneli Teorisi

Bu teoride hem elektron yogunlugu hem de spin yogunlugu, yukari spin ve
asag1l spin elektronlarinin yogunluklar1 arasinda fark olan net spin yogunlugunun

temel 6zelligidir ve asagidaki gibi ifade edilir:

a(r):pT(r)—pL(r) (4.20)

Toplam elektron yogunlugu sadece elektronlarin iki tiriiniin yogunluk
toplamidir. Degis-tokus korelasyon fonksiyoneli, polarize olmus spinli Kohn-Sham

esitliklerinin bir dizisine sebep olan, iki durum i¢in tipik olarak farklidir.

Y o)+ [l ) dr o) ) - (r), oSN @2
2 ‘r—r‘

Burada p(r)=p;(r)+p,(r) dir. Bu her bir spin i¢in sinirsiz HF teorisine

benzeyen dalga fonksiyonlarimnin iki dizisine neden olur [108].
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5. BULGULAR ve TARTISMA

5.1. COX-1/COX-2 Inhibitor Modellemeleri

Calismanin ilk boliimiinde literatiire dayali olarak, yap1 ve aktiviteleri bilinen
bir bilesik seti olusturulup, bu bilesiklerin COX-2 enzimine karsi selektiviteleri
molekiiler modelleme yontemleriyle incelenmistir. Bu amagla ilk olarak ETM ile
farmakofor ve anti-farmakofor analizleri yapilmig; daha sonra ETM-NN
yaklagimiyla aktivite tahmini icin modeller gelistirilmistir. Bir sonraki asamada
bilesiklerin COX-1 ve COX-2 enzimleriyle etkilesim mekanizmalart molekiiler
kenetlenme ve elektronik yapi hesaplamalariyla incelenmistir. Elde edilen bilgiler

1s18inda yeni selektif COX-1/COX-2 inhibitor aday1 bilesikler tasarlanmstir.
5.1.1. Bilesik Serilerinin Olusturulmasi

Baslangi¢ verisi olarak, yap1 ve aktiviteleri bilinen, farkl iskeletlere sahip 209
molekiilden olusan bir bilesik seti olusturulmustur. Bu bilesikler, molekiiler yapilar
yoniinden 17 gruba ayrilmistir (A-R). Bu inhibitérlerin yapr iskeletleri Sekil 5.1°de,
stibstitiientleri ise Tablo 5.1°de verilmistir. Bilesikler, COX-2 inhibisyonlarina gore
selektif (110 bilesik) ve non-selektif (99 bilesik) olarak siniflandirilmistir (Tablo
5.1). Selektivite indeksi (SI=ICso(COX-1)/ICs0(COX-2)) 100’den biiyiik olan

bilesikler selektif, bu degerin altindakiler ise non-selektif gruba dahil edilmistir.
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E [116] H [115], [122]

QO

I [120], [123]

M [127] N [128]

R10.8 R0,S,

Ry R,
/ \( Ry / \(Ra
~ _ ) ()
Y |

O [129] P [129] R [130]

Sekil 5.1: incelenen COX-1/COX-2 inhibitdrlerinin yapr iskeletleri.
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Tablo 5.1: Siniflandirilan bilesiklerin siibstitiientleri (R;) ve selektiviteleri.

No Grup R, R, R; Ry SINS**
1* A -(CH,),COOH 4-Br H  -H S
2 A -CH,CONHCgH; 4-Cl =0 S
3 A -CH,COOH 4-Cl =0 NS
4 A -CH,CH(CH;)CH,COOH 4-Br H  -H S
5 A -CH(CH3)COOH 3-Cl H -H S
6 A -(CH,)sCOOH 3-Br H  -H S
7 A -(CH,)COOCH; 4-Cl =0 S
g* A -(CH,)CONH(CH,),0H 4-Cl =0 S
9 A -CONHPh-4"-NHC(O)CH; 4-Cl =0 S
10 A -(CH,)COOPh-4"-OCH; 4-Cl =0 S
11* A -(CH,)COOPh-2"-SCH, 4-Cl =0 S
12 A -CONHPh-4'-SCH; 4-Cl =0 S
13* A -CONHPh-4'-F 4-Cl =0 S
14 A -CONH(CH,),Ph 4-Cl =0 S
15 A -CH,COO(CH,),Ph 4-Cl =0 S
16 A -CONHCH; 4-Cl =0 S
17 A -CONHPy*** 4-Cl =0 S
18 A -(CH,)COOH 4-Cl =0 NS
19 A -(CH,)COOPh-4"-SCH, 4-Cl =0 NS
200 A -(CH,)COOPh-4-F 4-Cl =0 NS
21 A -CONH, 4-Cl =0 NS
22 A -CH,-Thzt-4"-BrPh 4-Cl =0 S
23 A -CH,-Thz-4"-FPh 4-Cl =0 S
24 A -CH,-Thz-4*-CIPh 4-Cl =0 S
25 A -CH,-Thz-Bthp+ 4-Cl =0 S
26 A -CH,-Thz-4*-CIPh 4-Cl H -H S
27 A -CH,-Thz-4'-NO,Ph 4-Cl H  -H S
28 B -NH(CH,),0Ph 3CH; -Cl -Cl S
29 B -NHOPh-4'-NO, 3CH; -Cl <Cl S
30* B -NHOCH;§ 3-CH; -Cl -Cl S
31 B -NHOCH,Ph-4"-NO, 3CH; -Cl <Cl S
32 B -NHOCH,Ph 3-CH; -Cl -Cl S
33* B -OH 3CH; -H -CHy S
34 B -ONa 3CH; -Cl -Cl NS
3B* B -OH 4-CF, H  -H NS
36 B -O(CH;,);0(CH,),0H 3-CF, H -H NS
37 B -OH 3-CH; -Cl -H NS
38 B -OH 3CH; -Cl <Cl NS
39 B -NHCH; 3CH; -Cl -Cl NS
40 B -NH(CH,),Ph 3-CH; -Cl -Cl NS
4 B -NHCH,COOH 3CH; -Cl <Cl NS
42* B -NH(CH,),0OH 3-CH; -Cl -Cl NS
43 B -NH(CH,):Cl 3CH; -Cl <Cl NS
44 B -NH(CH,),Br 3-CH; -Cl -Cl NS
45 B -NH(CH,),0CHs 3-CH; -Cl -Cl NS
46* B -NH(CH,);0CHs 3CH; -Cl <Cl NS
47 B -NHO-t-Butyl 3-CH; -Cl -Cl NS
48 B -NH-NHCH,Ph 3CH; -Cl -Cl NS
49 B -NHCH,COOCH,3 3-CH; -Cl -Cl NS
50 B -NHCH,COOH 3-CH; -Cl -Cl NS
51 B -NHCH(CH3)COOCH; 3CH; -Cl <Cl NS
52 B -NHCH(CH3)COOH 3-CH; -Cl -Cl NS
53 B -OCH; 3-CH; -Cl <Cl NS




Tablo 5.1: Devam.

No Grup R, R, Rs R, SINS**
54 C -CHs -OCH; -CHs NS
55 c -CH, 4-F -CH, NS
56*  C -CH, 3-F -CH, NS
57 C -NH, 4-OCH, -CH, NS
58 C -NH, 4-F -H NS
50*  C -NH, 3,4¢-(CH,)s- H NS
60 C -NH, 3,4¢-(CH,)s- -3,4¢-(CH,) - NS
61 C -CHs -H -H -COCH; NS
62 c -CH, -H H -COCF, NS
63 D -SO,CH; -F H S
64* D -SO,NH, -CH, -H S
65 D -SO,NH, -Br H S
66 D -SO,NH, -Cl -H S
67* D -SO,CH; -Cl -H S
68 D -SO,NH, -F -H S
69 D -SO,NH, -H -OCH; S
70 D -SO,NH, -Cl -C,Hs S
71 D H -CH, -H S
72 D Nj -CH, -H S
73 D -SO,N; -CH, -H NS
74 D -OCH, -Cl -H NS
75 D -SO,NH, 2,5-Cl, -H NS
76 E -SO,CH; F -Br S S
77 E -SO,NH, -F -H S S
78 E -SO,CHs -F -H S S
79 E -C(O)CHs -H -H S NS
80 E -F -C(O)CHs -H S NS
81 E -F -C(O)NH, -H S NS
82* E -H -CN -H S NS
83 E -F -S(0)CHs -H S NS
84 E -H -COOH -H S NS
85* E -F -CH,0H -H S NS
86 E -H -COOCH, -H S NS
87 E -H -C(O)H -H S NS
88 E -F -CN -H S NS
89 E -SO,CH; -F H c S
90 F -SO,NHCOCH; H -CH, N S
91 F -SO,NH, -H -CH, N S
92 F -H -SO,CH;, -CF, N S
93 F -SO,CH; 3-F -CH, >C=0 NS
94 F -SO,CHs H H >C=0 NS
95* F N3 4-CH;, -H >C=0 NS
9% F -SO,CH; 2-OC(O)CH, H >C=0 NS
97 F -SO,CHs 3-OC(O)CHs H >C=0 NS
98 F -SO,CH; 4-OC(O)CH, H >C=0 NS
99 F -SO,NHCOCH; 4-SO,CHs H >C=0 S
100 F -SO,CHs 4-SO,NHCOCH;  -H >C=0 NS
101 F -SO,CHs 4-OH H >C=0 NS
102 F -SO,CH; -H -OH >C=0 NS
103 F -SO,CHs 4-F H >C=0 NS
104 F -SO,CHs -SO,NH, H >C=0 NS
105 F -SO,NH, -SO,CH; H >C=0 NS




Tablo 5.1: Devam.

No Grup R; R, R; R, SINS**
106 G -SO,CH, -H S
107* G -S0,CH, -F S
108 G -SO,CH, -CH,4 S
109 G -S0,CH, -OCH, S
110 H -F -SO,CH;  -CHj- -H S
111 H -SO,CH, -H -NH -H S
112 H -H -SO,NH,  -NH -H S
113* H -H -SO,CH;  -NH -H S
114 H -F -SO,CH;  -NH -H S
115* H -OCH; -SO,NH,  -NH -H S
116 H -OCHj -SO,CH;  -NH -H S
117 H -CH,4 -SO,NH,  -NH -H S
118* H -CH, -SO,CH;  -NH -H S
119 H -SO,CH, -H -NH -Cl S
120 H -Cl -SO,NH,  -NH -Cl S
121 H -H -SO,NH,  -NH -Cl S
122 H -H -SO,CH;  -NH -Cl S
123 H -H -SO,NH,  -NH -CH,4 S
124 H -H -SO,CH;  -NH -H S
125 H -F -SO,NH,  -CHj- -H NS
126* H -F -SO,NH,  -NH -H NS
127 H -Cl -SO,NH,  -NH -H NS
128 H -Br -SO,NH,  -NH -H NS
129 H -OH -SO,NH,  -NH -H NS
130* H 2-Cl (ortho) -SO,CH;  -NH -Cl NS
131 H 2-ClI (ortho) -SO,NH,  -NH -Cl NS
132 I -SO,CHs -H -Ph -C4H, S
133 I -SO,CHs -OCH, -COOH -H NS
134* | -SO,CH, -H -C(O)OCH,ONO,  -H NS
135 I -SO,CH, -H -Ph -CH, NS
136 I -H -H -Ph -CsHy; NS
137* | -SO,CH, -H -COOH -H NS
138 I -SO,CHs -OCH, -C(0)OCH,0ONO,  -H NS
139 I -SO,CH, -F -C(O)OCH,ONO,  -H NS
140 I -SO,CH, -H -Ph -CsHy; NS
141 J -CH, 4-F -H (-CHy-)s S
142* -CH, 4-F -H -H S
143 J -CH, 4-F -H 2(-CHy) S
144 J -NH, 4-F -H (-CH3), NS
145 J -CH, 4-F -H (-CHz)s NS
146* ) -CH,4 4-Cl -H -(CH5), S
147 J -CH,4 4-CH,4 -H -(CH,),- S
148 J -CH, 3-F 4-OCHj -(CH,),- S
149 J -CH; 3-Br 4-OCH; -(CH,),- S
150 J -CH,4 3,5-Cl, 4-OCHj -(CH,),- S
151 J -CH, 3-Cl 4-OCHj -(CH,),- S
152 J -CH, 4-F -H -(CH,),- S
153 K -SO,CHs -H S
154 K -H -S0,CH,3 S
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Tablo 5.1: Devam.

No Grup R, R, Rs R, SINS**
155 L 3-Cl, 4-F -SO,CH3 -H -H S
156 L 3,5-Cly, 4-OCH; -SO,NH, -H -H S
157 L 3-OCH,, 4-OCH;  -SO,NH, H H S
158 L 4-F -SO,CH3 -H -H S
150 L 3,5-Cl,, 4-OCHs -S0,CHs H H S
160 L 4-F -SO,CH3 -F -F S
61 M CH, F CH, H S
162 M -CH;3 -F -H -H NS
163 M -CH, -CF, -CHs H S
164* M -CH;3 -CH;3 -CH;3 -H S
165 M -CH, -C(O)CH;, -CH, -H NS
166* M -CH; -F -CH; -H NS
167 M -CH,3 -F -CF; -H NS
168 M -Et -F -H -H NS
169 M -Ph -F -H -H NS
170* M -CH; -F -H -Cl NS
171 M -NH, -F -H -H S
172 M -NHCH;3 -F -H -H NS
173 N -CH,3 -CF; -mPy -H S
174 N -CH;3 -CF; -oPy -H S
175 N -CH, -CF, -pPy -H NS
176* N -CH;3 -CF; -Ph -H S
177 N -CH; -CR; -mPy -4CHj,3 NS
178 N -NH, -CF; -mPy -H S
179 N -NH, -CR; -mPy -4CHj,3 NS
180 N -CH, -CH, -mPy -H NS
181* N -NH, -CF; -mPy -5CH; S
182 N -CH; -CO,Et -mPy -H NS
183* N -CH; -CH,0OH -mPy -H NS
184 N -CH; -CR; -oPy -4CHj,3 S
185 N -CH; -CF; ThP# -3Br S
186 N -NH, -CR; Thz -3CH;3 S
187 O -CH, -CH, 4F NS
188 (0] -CH, -CH,OH -H S
189 0O -CH; -CH,Ph 4-F NS
190* O -CH; -CH,OCH,Ph -H S
191 (0] -CH, -CF; 3-F,4-OCH; S
192 0O -NH, -CH; -H S
193* O -NH, H -H NS
194 0O -NH, -CH,OCHj,4 -H S
195 o -NH; -CH=CH, -H S
196 O -NH, -SH -H NS
197 P -CH, -CH, 4-F NS
198 P -CH; -CH,0OH -H S
199 P -CH; -CH,Ph 4-F NS
200 P -CH; -CH,OCH,Ph -H S
201 P -CH, -CF, 3-F,4-OCHs S
202* P -NH, -CH, H NS
203 P -NH, -CH,0OH -H S
204 P -NH, -CF, 3,4-Cl, S
205 R -SO,CH3 -H -CH,- =CH, S
206 R -SOchg -H 'C(CHg)Z =0 S
207 R -SO,CH3 -H -C(CHsy), =NOH S
208 R -H -SO,CH3; -C(CHsy), =0 NS
209 R -SO,CH3 -H -CsHg =0 NS

*Test seti; **S/NS Selektif/Non-selektif; ***Py-Piridin; f-Thz-Tiyazol; {1Bthp-Benzotiyofen, # ThP-

Tiyofen
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5.1.2. ETM ile Farmakofor ve Anti-farmakofor Analizleri

Ilk olarak, biitiin bilesiklerin konformasyonel ve elektronik yapi ozellikleri
Gaussian 09 programi ile incelenmistir. Elde edilen sonuglar bilesiklerin
ETMC’lerini olusturmak i¢in kullanilmistir. Késegen elemanlar olarak atomik yiikler
(gi), kosegen olmayan eclemanlar olarak da kimyasal bagli atomlar igin Wiberg
indisleri (W), bagli olmayan atomlar i¢in iki atom arasindaki optimum mesafe (R;)
alinmustir.

Matrisler kiyaslanirken, atom ve baglarin eslestirilmesinde miimkiin olan
varyasyonlarin optimum degeri kosegen elemanlar (¢;) icin A;=+0.06 ve kosegen
olmayan elemanlar (Wj; ve R;j) igin A,=+0.10 olarak bulunmustur. En fazla bilgi
veren aktivite 6zelliklerini belirlemek i¢in, o, ve P, degerleri sirasiyla 0.5 ve 0.8
olarak belirlenmistir. Anti-farmakoforlar (APh;) i¢in, Esitlik 5.1°de (n;+1) yerine

(nz+1) kullanilmistir.

Pa = (n1+1)/(n1+n3+2) (51)

Selektif ve non-selektif bilesikler i¢in olusturulan ETMC’lerden bes tane
farmakofor (Ph1-Ph5), bes tane de anti-farmakofor (APh1-APh5) elde edilmistir.
Sekil 5.2°de, selektif bilesiklerde bulunan iki farmakofor (Phl ve Ph2) ve bu
farmakoforlara ait ETMC alt matrisleri (ETSC), yiiksek selektivite indeksine sahip 6
(Ph1) ve 7 (Ph2) No.lu kontrol bilesikleri iizerinde gosterilmistir.

2 3 5 6 7 ) 10 18 20 1 6 8 13 14 15 16 18 19 20 21
-0.04 146 274 240 365 435 625 833 7.8 -0.07 1.03 247 3.19 4.55 5.27 4.90 6.94 7.46 7.68 7.28
016 243 282 244 312 504 705 599 005 137 344 468 557 546 713 756 806 721
0.12 138 246 341 580 785 742 02 009 460 583 685 682 837 867 936 842
-0.05 374 463 694 908 845 a J lf -0.13 1.44 243 2.79 3.98 429 4.92 4.58
2 021 101 373 552 518 J/xs’ 002 138 241 268 292 378 339
) ‘ 7 P 20 002 243 448 426 200 9 " P 9082 138 059 253 253 258
39 A& PO 014 244 2 &P P 002 268 378 292 339

.5 @ 9 014 244 244 . ) 2" | 02 2. 3. 292 33
f = f' 9 017 217 @ 19 3P s 286 125 125 063
# 2 % 9 0.17 16 ] ; B9 093 240 252
W29 2 o <o 9 240 252
~ J ‘ , 093 232
9 = 9 V‘ . 9 -0.93

a) b) o3 .,)J PS

Sekil 5.2: Selektif bilesiklerde bulunan Ph1 ve Ph2 farmakoforlarinin sirasiyla a)
6, b) 7 No.lu kontrol bilesikleri lizerinde gésterimi.

6 No.lu bilesik tlizerinde gosterilmis olan ve selektif bilesiklerin 21 tanesinde

bulunan Phl’in ger¢eklesme ihtimaliyeti (Py) 0.97°dir. Bu farmakofor molekiiliin
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farkli bolgelerinde bulunan 9 atomdan olugsmaktadir (Sekil 5.2.a). Bu atomlar piridin
ve fenil halkalari, bu halkalara bagli -NH grubu ve fenil halkasina bagli —CF3; grubu
tizerinde bulunmaktadir. En biiyiik negatif yiikler F atomlar1 (g = -0.17 €) ve N
atomlar1 (g = -0.16 ve -0.21 €) {izerinde bulunmaktadir. Fonksiyonel gruplara bagl
olan Cs ve Cyp karbon atomlar1 da yiiksek negatif yiik degerlerine sahiptir (-0.12 ve -
0.14 @). Diger atomlarin yikleri sifira yakindir. —COOH fonksiyonel grubu
farmakofor yapisina dahil olmamustir.

7 bilesigi lizerinde gosterilmis olan Ph2 farmakoforu ise selektif bilesiklerin
40 tanesinde bulunmus olup, ger¢eklesme ihtimaliyeti 0.95’dir (Sekil 5.2.b). Bu
farmakofor, fenil halkalar1 ve metilsiilfonil (-SO2CH3;) grubu iizerinde bulunan 11
atomdan olusmaktadir. Negatif yiikler metilsiilfonil grubu iizerindeki O19, Cyg Ve Cy;
atomlari lizerinde bulunmaktadir. S;g atomu ise yiiksek pozitif yiik degerine sahiptir.
Ph3-Ph5 farmakoforlari da benzer sekilde elde edilmis olup, bu farmakoforlarin
gerceklesme ihtimaliyeti 0.87-0.93 arasindadir.

Selektiviteyi diisiiren fragmentleri tayin etmek amaciyla, non-selektif bilesikler
icin ETMC alt matrisleri olusturulmus ve bes tane anti-farmakofor bulunmustur
(APh1-APh5). Sekil 5.3’de, APhl ve APh2’ye ait matrisler sirasiyla 80 ve 38 non-

selektif bilesikleri lizerinde gosterilmistir.

2 3 3 5 s 10 1 12 1 2 3 5 6 8 10 _1a__15 21
017 144 243 280 244 633 698 655 019 137 242 243 146 428 423 745 712 476
009 138 242 280 534 617 592 006 147 280 240 507 426 630 609 447
9, 004 138 242 441 537 538 5 @ 020 243 278 483 246 503 479 330
o @ 2008 143 469 552 554 P 017 135 243 245 651 599 263
v 017 579 641 619 2 9 004 201 373 752 707 402
J’on)’JJ 0 *") 9 J’ o e 2n 9, fz‘ @ 036 410 833 77 377
S I@n B 9 009 137 I 10 b 026 423 376 088
a/‘ 9 06 P , 99 P9 012 138 471
‘k‘/‘ 9 8 o 9@ 005 403
9 ? @ 9 025

ﬂ h) 9
a9 b)

Sekil 5.3: Non-selektif bilesiklerde bulunan APh1 ve APh2 anti-farmakoforlarinin
sirastyla a) 80, b) 38 No.lu kontrol bilesikleri izerinde gosterimi.

Sekil 5.3.a’da 80 No.lu bilesik {izerinde gosterilmis olan, non-selektif
bilesiklerin 22 tanesinde ve selektif bilesiklerin 1 tanesinde bulunan APh1’in
gerceklesme ihtimaliyeti 0.89’dur. APh1, iki fenil halkasna bagli 8 karbon
atomundan olusmaktadir. 38 No.lu bilesik {izerinde gosterilmis olan APh2 ise 10

atomdan olusmaktadir ve gerceklesme ihtimaliyeti 0.88’dir (Sekil 5.3.b).
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APhl ve APh2’ye ait alt matrisler farkli kontrol bilesikleri i¢in hesaplanmig
olmalarina ragmen, birbiriyle benzerlik tagimaktadir. Prognoz sistemine giren bes
farmakofor (Ph;) ve bes anti-farmakofora (APh;) ait karakteristik istatistiksel
parametreler Tablo 5.2’de verilmistir. Tabloda goriildiigii gibi, ilk iki farmakofor ve
anti-farmakoforun gerceklesme ihtimaliyeti, digerlerinin gergeklesme
ihtimaliyetinden daha yiiksektir. Kontrol bilesikleri i¢in ortalama P, degerleri
sirastyla 0.91 ve 0.85°dir.

Tablo 5.2: ETM ile hesaplanan bazi farmakofor (Ph;) ve anti-farmakoforlara
(APh;) ait istatistiksel parametreler.

Farmakofor Anti-farmakofor

(kontrol bilesigi) P, Pia (kontrol bilesigi) P, Pia
Phi (6) 0.97 0.03 APh; (80) 0.11 0.89
Ph2 @) 0.95 0.05 APh, (38) 0.12 0.88
Ph3  (114) 0.89 0.11 APhz (74) 0.15 0.85
Ph4  (120) 0.88 0.12 APhs (53) 0.17 0.83
Ph5  (141) 0.87 0.13 APhs (58) 0.19 0.81
Ortalama 0.91 0.09 Ortalama 0.15 0.85

Farmakofor ve anti-farmakoforlarin yapisi kiyaslandiginda, uzaysal ve
elektronik o6zelliklerinin farkli oldugu goriilmektedir. Bu 6zellikler bir biitin olarak
ele alindiginda, yeni ilaglarin tasariminda ve selektivitelerinin tahmininde 6nemli bir
rol oynamaktadir. Sonug olarak ¢alismanin bu boliimiinde, yeni bilesiklerin COX-2
selektivitesinin tahmini igin gelistirilecek olan sistemin temelini olusturan
selektif/non-selektif fragment setleri elde edilmistir. Bu fragmentler daha once
yapilmis olan ¢alismalarla uyum icerisindedir. Ornegin ETMC ile Ph2 i¢gin elde
edilen parametreler, literatiirle biiyiik 6l¢iide benzerlik gostermektedir [131], [132].

5.1.3. ETM-NN Yaklasimiyla Gelistirilen Aktivite Tahmin Modelleri

ETMC’ler olusturulduktan sonra, ETM-NN yonteminin Vveri Setine
uygulanmasi sonucu, COX-2 enzimine kars1i selektif ya da non-selektif olan
bilesikler i¢in karakteristik olan farmakoforik ve anti-farmakoforik molekiiler
fragmentler (aktivite oOzellikleri) elde edilmistir. Bu ozellikler, selektif COX-2

inhibitdrlerini tahmin etmek tizere gelistirilecek model i¢in baz alinacaktir.
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ETM-NN yontemi ile veri analizinin ilk basamagi, veri seti i¢in Tablo 5.3’de

verildigi gibi bir kiime (cluster) dagilim modeli gelistirmektir.

Tablo 5.3: COX-1/COX-2 inhibitérleri i¢in ¢apraz onaylama (cross-validation) ile
hesaplanan g katsayilari.

Biitiin Farmakoforlar
WD* Molekiil
Veri seti sayist ~ Toplam Tahmin edilen (P,)
Egitim seti 267 163 150 (0.92)
Test seti 267 46 38 (0.84)
Toplam 267 209 188 (0.91)

* WD: weight descriptor

Bu asamada egitim seti i¢in 267 kiime bulunmustur. ASSN’lerin selektivite
tahmin orani egitim seti igin %92 (163 bilesikten 150°si), test seti igin %84 (46
bilesikten 38’1) olarak elde edilmistir. Toplam set i¢cin bu oran %91’dir (209
bilesikten 188°1). Elde edilen bu sonuglar, kiime dagilim modelinin dogrulugunu ve
yeni veri setlerine ait farmakoforlarin analizinde kullanilabilir oldugunu ortaya
koymaktadir.

Ikinci asamada egitim ve test setleri igin yalmzca 165 fragment secilmistir.
ETMC’lerle gosterilen molekiiler fragmentler ig¢in hesaplanmig olan agirliklara
dayali olarak, iligkili sinir aglarinin (ASNNS) selektiviteyi egitim seti i¢in %94 (163
bilesikten 153°1), test seti i¢in %90 (46 bilesikten 41°1) ve toplam set igin %93 (209
bilesikten 194°{i) oraninda dogrulukla tahmin edebildigi goriilmektedir (Tablo 5.4).

Tablo 5.4: COX-1/COX-2 inhibitérlerinin fragment veri setlerine dayali olarak
capraz onaylama (cross-validation) ile hesaplanan g katsayilari.

e Pruning metoduyla segilen
Biitiin farmakoforlar farmakoforlar
Param. Molekiil Param. Molekiil
Veri seti sayist ~ Toplam  Tahmin (P,) sayist  Toplam  Tahmin (P,)
Egitim seti 165 163 153 (0.94) 27 163 155 (0.95)
Test seti 165 46 41 (0.90) 27 46 43 (0.94)
Toplam 165 209 194 (0.93) 27 209 198 (0.95)

Pruning (budama) metotlarinin uygulanmasi sonucu, en etkili 27 tane ETMC

fragmenti secilmistir. ASNN, egitim seti i¢in 163 bilesikten 155’ini (P,=0.95), test
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seti i¢in 46 bilesikten 43’iini (P,=0.94), toplam set iginse 209 bilesikten 198’ini
(0.95) dogru bir sekilde ayirmistir (Tablo 5.4)

Kiime dagilimi ve ETMC fragmentlerine dayali olarak uygulanan iki model
birbiri ile benzer sonuglar vermistir. Bununla birlikte kiime dagilim modelinin
yeterince kararli olmadigi ve biiyiik Olgiide egitim seti i¢in secilen bilesiklerin
yapisina bagli oldugu goriilmektedir.

Bu modellere bagli olarak uygulanan selektivite tahmin sisteminin, bilesiklerin
%95’ini selektif olarak teshis edebilmis olmasi, oldukc¢a tatmin edici bir sonugtur. Bu
sonuglar, her iki modelin de yeni selektif COX-2 inhibitorlerinin tasarimi igin
uygulanabilir oldugunu ortaya koymaktadir. Dolayisiyla, bu bulgular hem tasarlanan
bilesiklerin COX-1/COX-2 selektivitesini tahmin etmek, hem de ¢esitli molekiiler
yaptya sahip potansiyel selektif COX-2 inhibitorler sentezlemek amaciyla

kullanilabilir.

5.1.4. Molekiiler Kenetlenme Bulgular

Calismanin bu boliimiinde, inceleme altindaki bilesiklerin COX-1 ve COX-2
enzimlerinin aktif bolgelerine baglanma afinitelerini ve konformasyonlarmi elde
etmek amaciyla molekiiler kenetlenme hesaplamalar1 gerceklestirilmistir. Bu sayede,
selektivitede onemli bir rol oynayan, enzim-inhibitor arasindaki kovalent olmayan
etkilesimler elde edilmistir.

Molekiiler kenetlenmeye baslamadan once, enzim-inhibitor kompleksine
hidrojen atomlar1 eklenmis ve AMBER99 kuvvet alani ile enerji minimizasyonu
yapilmistir. Enzimin aktif bolgesi disinda bulanan su molekiilleri silinmis, aktif
bolgedeki su molekiilleri hesaplamalara dahil edilmistir. Inhibitdriin en iyi
kenetlenme pozunu bulmak i¢in, biitiin pozlar London dG fonksiyonu ile
skorlanmistir. Hidrasyon serbest enerjisi, GB/VI (Generalized Born/Volume Integral)
¢ozlinme modeli ile hesaplanmistir [133].

Kontrol bilesiklerinin (6, 7, 38 ve 80), COX-1/COX-2 aktif bolgelerine
kenetlenmeleri sonucu elde edilen etkilesimler Sekil 5.4’de iki boyutlu olarak

verilmistir.
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Sekil 5.4: Kontrol bilesikleriyle COX-1 ve COX-2 amino asit rezidiileri arasindaki
etkilesimlerin iki boyutlu gosterimi.
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Sekil 5.5°de, kontrol bilesiklerinin COX-1 enzimine kenetlenme pozlari ii¢ boyutlu
olarak verilmistir. 7 bilesiginin metilsiilfonil grubuna bagli oksijenlerle Ser530 ve
Tyr385 amino asitleri arasinda iki hidrojen bagi ve karboksil grubu ile Tyr355
arasinda bir hidrojen bag1 olusmaktadir. 6 No.lu bilesigin karboksil grubu ile Argl120
arasinda hidrojen bagi, yapisal olarak 6’ya benzeyen 38 ise Ser530 ile hidrojen bagi
etkilesimi yapmaktadir. 80 bilesigi Tyr385 ile hidrojen bagi ve fenil halkasi

tizerinden Phe518’le zayif n-n etkilesimi yapmaktadir.

Sekil 5.5: Kontrol bilesiklerinin COX-1 enzimine kenetlenme pozlari.

Sekil 5.6°da, kontrol bilesiklerinin COX-2 enzimine kenetlenme pozlar ii¢
boyutlu olarak verilmistir. Selektif 7 bilesiginin metilsiilfonil grubu, His90 ve
Arg513 aminoasitleri iizerinden hidrojen bagi etkilesimi vermektedir. 6 ise
triflorometil grubu iizerinden Argl20 ve Tyr355 rezidiileriyle polar etkilesimler
yapmaktadir. Bununla birlikte Gly526 ile karboksil grubu arasinda uzun mesafe
hidrojen bag1 bulunmaktadir. 38’in karboksil grubu ile Ser530 ve Tyr385 amino
asitleri arasinda iki hidrojen bagi olugmaktadir. Non-selektif 80 bilesigi ise COX-2

enzimiyle karakteristik bir etkilesimde bulunmamaktadir.
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Sekil 5.6: Kontrol bilesiklerinin COX-2 enzimine kenetlenme pozlari.

Tablo 5.5’de, kontrol bilesikleri i¢in molekiiler kenetlenme ile elde edilen
enerji parametreleri verilmigtir. Bu parametreler iizerinden bilesiklerin COX-2
enzimine selektivitesini agiklamak igin, deneysel olarak elde edilen 1Csy’ye benzer
sekilde enerjilerin oran1 alinarak bir indeks elde edilmistir. Bir bilesik i¢in bu
parametrenin sayisal degeri kiiciildiikge, bilesigin COX-2 selektivitesi artmakta;

yiikseldikg¢e de selektivitesi azalmaktadir.

Tablo 5.5: Kontrol bilesikleri igin elde edilen skorlama (S) ve hidrasyon serbest
enerji (MM/GBVI) degerleri.

S (kcal mol™)  MM/GBVI (kcal mol™)

Bilesik COX-1 COX-2 COX-1 COX-2 SCOX-l/COX-Z MM/G BVICOX—l/COX—Z
6 -15.11 -19.81 -17.66 -20.28 0.76 0.87
7 -3.86 -15.24  -7.69 -19.73 0.25 0.39
38 -14.30 -17.80 -16.79 -22.69 0.80 0.74
80 -13.24 -14.47  -16.86 -15.75 0.92 1.07
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Selektif 6 ve 7 bilesiklerinin skorlama enerjilerinin oranina bakildiginda, non-
selektif 38 ve 80 bilesiklerinin enerji oranlarindan daha diisiik oldugu goriilmektedir.
Sonug¢ olarak, molekiiler kenetlenme yontemi ile elde edilen enerji parametreleri,
bilesiklerin selektivitelerinde siiphe doguracak sonuglar vermemistir. Bir sonraki
boliimde bilesiklerin aktivitesi, liglincii bir enerji parametresi (stabilizasyon enerjisi)

tizerinden tartisilacak ve bu sonuglar desteklenecektir.
5.1.5. DFT Yontemiyle Elektronik Yapi1 Hesaplamalari

Calismanin bu asamasinda, enzim-inhibitér arasindaki etkilesimleri daha
kapsamli incelemek amaciyla, bir 6nceki boliimde COX-1 ve COX-2 enzimlerinin
aktif bolgesine kenetlenmis olan kontrol bilesikleri igin elektronik yap1 hesaplamalari
yapilmistir. Bu hesaplamalar Gaussian 09 yazilimi kullanilarak, Becke-3—Lee-Yang-
Parr (B3LYP) DFT fonksiyoneli ile 6-31G (d,p) seviyesinde yapilmistir. Kuantum
kimyasal hesaplamalarda yaygin olarak kullanilan B3LYP fonksiyoneli, Becke nin
tic parametreli hibrit fonksiyonellerinde lokal ve lokal olmayan terimleri igeren LYP

B3LYP
Exc

(Lee, Yang ve Parr) korelasyon fonksiyonellerini ifade etmektedir. enerjisi;

EBYP _ (1-ay)ESPA + 2, EP® + 2 ELP + (1—ac) BV (5.2)

seklinde yazilir [134], [135].

Enzim-inhibitér kompleksine ait HOMO/LUMO sinir orbitalleri tizerindeki
elektron yogunlugu dagilimlari, enzim ve inhibitér arasinda meydana gelen
etkilesimlerin dondr-akseptor karakterini ortaya koymaktadir. Sinir orbitaller
tizerindeki elektron yogunlugu dagilimlari, Sekil 5.7’de COX-1/inhibitor
kompleksleri i¢in, Sekil 5.8’de ise COX-2/inhibitdr kompleksleri i¢in verilmistir.

Sekil 5.7 de gorildiigii gibi COX-1’¢e selektif 6 ve 7 bilesikleri baglandiginda,
smir orbitalleri sadece birka¢ amino asit rezidiisii lizerinde olusmakta; non-selektif
38 ve 80 baglandiginda ise elektron yogunlugu hem bilesik hem de amino asit

rezidiileri lizerinde toplanmaktadir.
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Sekil 5.7: COX-1 aktif bolgesiyle kontrol bilesikleri i¢in elde edilen HOMO/LUMO
sinir orbitalleri tizerindeki elektron yogunlugu dagilimlari.

Sekil 5.8’ye bakildiginda, COX-2’ye selektif bilesikler baglandiginda elektron
yogunlugunun enzim-inhibitér kompleksi {izerinde toplandigi; non-selektif
bilesiklerde ise sadece enzim iizerinde toplandigi dikkati ¢gekmektedir. Dolayisiyla
elektron yogunlugu analizleri, selektif inhibitdrlerin COX-2’ye; nonselektif
inhibitorlerin ise COX-1’e daha iyi baglandigin1 ortaya koymaktadir.
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Sekil 5.8: COX-2 aktif bolgesiyle kontrol bilesikleri i¢in elde edilen HOMO/LUMO
sinir orbitalleri iizerindeki elektron yogunlugu dagilimlari.

Biitin bu etkilesimleri degerlendirmek i¢in Dogal Bag Orbital (NBO)
analizleriyle enzim-inhibitér komplekslerinin stabilizasyon enerjileri hesaplanmistir.
Dogal bag orbitallerindeki Fock matrisinin ikinci-mertebeden pertiirbasyon teorisine
dayali analizi, Gaussian programinin igerisinde bulunan NBO modiilii kullanilarak
yapilmistir [136]. Bu analiz, “dolu” (dondr) Lewis tipi NBO’lar ve “bos” (akseptor)
Lewis tipi olmayan NBO’lar arasindaki tiim olasi etkilesimler incelenerek ve ikinci
dereceden pertiirbasyon teorisi ile enerjetik Onemleri tahmin edilerek
yiriitiilmektedir. Herbir donor (i) ve akseptor (j) NBO igin, i — j delokalizasyonuyla
iligkili olan E(2) stabilizasyon enerjisi Esitlik 5.3 ile hesaplanir:

1(21'1')
E =AE;; = q; —— 5.3
ij qi g — & ( )
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Bu esitlikte Qi donor orbital dolulugu, & ve g kosegen elemanlar (orbital
enerjileri), F(i,j) ise kosegen olmayan NBO Fock matris elemanidir [137].
Enzim-inhibitér kompleksleri i¢in elde edilen E(2) stabilizasyon enerjileri

Tablo 5.6’da verilmistir.

Tablo 5.6: Enzim-inhibitér kompleksleri i¢in elde edilen E(2) stabilizasyon
enerjileri.

E(2), kcal mol™
Bilesik COX-1 COX-2 E(Z) COX-1/COX-2

6 5.44 7.71 0.71
7 8.95 9.94 0.90
38 9.68 4.62 2.10
80 14.09 3.47 4.06

Selektif inhibitorler COX-2’ye baglandiginda, non-selektif inhibitorlere gore
daha yiiksek stabilizasyon enerjilerine sahipken; COX-1’e baglandiginda bu enerji
degerleri daha diisiiktiir. Ayrica stabilizasyon enerjilerinin oranindan elde edilen
selektivite indeksleri de deneysel olarak elde eldilen verilerle uyumludur. Enzim-
inhibitér kompleksleri i¢in elde edilen elektronik yapir oOzellikleri, molekiiler
kenetlenme ve ETM-NN yontemiyle elde edilen sonuglarla birlikte degerlendirilerek,
yeni selektif COX-2 inhibitorleri tasarlanabilir.

COX-1/COX-2 inhibitorleri igin yapilan molekiiler kenetlenme ve molekiiler
orbital analizleri, ETM ile olduk¢a uyumlu sonuglar vermistir. ETM sonuglari, Phl
ve Ph2 farmakoforlarina ait molekiiler fragmentlerin (Sekil 5.2; —CF3, piridin
halkasi, —SO,CHj3, fenil halkas1), bilesiklerin enzimle etkilesiminde 6nemli bir rol
oynadigini; APhl ve APh2 anti-farmakoforlarmin ise (Sekil 5.3) bu etkilesimlere
daha az katkida bulundugunu ortaya koymustur. Bu sonuglar molekiiler orbital
analizleriyle desteklenmistir (Sekil 5.7 ve Sekil 5.8).

5.1.6. Yeni COX-1/COX-2 inhibitér Tasarimlar

COX-1/COX-2 inhibitér modellemeleri kapsaminda son olarak, selektivite
tahmini i¢in ETM-NN yaklasimiyla gelistirilmis olan sistem baz alinarak, diklofenak
tirevi yeni bilesikler tasarlanmistir. COX-2 selektivitelerine gore tasarlanan bu

bilesikler, Tablo 5.7’de verilmistir.
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ETM-NN ile elde edilen sonuglara dayali olarak modellenen dokuz bilesikten 6
tanesi (t1-t6) COX-2 selektif (SI > 100), 3 tanesi de (t7-t9) non-selektif (SI < 100)
inhibitér olarak tahmin edilmistir. Bu sekilde, bircok potansiyel COX-2 selektif
inhibitorler tasarlanabilir. COX-1/COX-2 inhibitorleri igin gelistirilen bu tahmin
sistemi, ¢ok sayida bilesigin COX-2 selektivitesinin son derece hizli bir sekilde

degerlendirilmesine imkan tanimaktadir.

Tablo 5.7: COX-2 selektivitelerine gore tasarlanan yeni bilesikler.

R4
Ry / /‘
Ry ” \
R, O—Rs

(e}
No R, R, R3 R4 R5 SINS*
tl -Cl -Cl -CF; -H -H S
t2 -CH; -CHj; -CF; 6-Cl -H S
t3 -CH; -CH; -Cl -H -CH; S
t4 -Cl -CHs; -N(CHs), -H -CH; S
t5 -Cl -Cl -H 5-SO,NH, -H S
t6 -Cl -H 4-SO,CHj; -H -NHOH S
t7 -CH; -CH; -SO,CHj; -OCHj; -H NS
t8 -Cl -CH; -Cl 6-SO,CHj; -CH; NS
t9 -Cl -Cl 4-Br -H -CH; NS
*S/NS: Selektif/Non-selektif

5.2. COX-2/5-LOX Dual inhibitor Modellemeleri

Tez ¢alisgmasinin COX-2/5-LOX dual inhibitér modellemelerini i¢eren ikinci
asamasinda, literatiire dayali olarak genis bir bilesik seti olusturulmus ve bu
bilesiklerin dual inhibisyon aktiviteleri, bir onceki boliimle aym1 metodoloji

tizerinden incelenmistir.

5.2.1. Bilesik Serilerinin Olusturulmasi

Bu boliimde ilk olarak, yap1 ve aktiviteleri bilinen, farkli iskeletlere sahip 160
bilesikten olusan bir veri seti olusturulmustur. COX-2/5-LOX inhibitorleri olan bu
bilesikler, molekiiler yapilar1 yoniinden 21 gruba ayrilmistir (A-V). Bu inhibitorlerin
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yapt iskeletleri Sekil 5.9°da, siibstitiientleri ise Tablo 5.8’de verilmistir. Bilesikler,
COX-2/5LOX inhibisyon aktivitelerine gore aktif (105 bilesik) ve inaktif (55 bilesik)
olarak siniflandirilmistir (Tablo 5.8). Her iki enzim igin de ICsp degeri 15 pM’dan
kiiciik olan bilesikler aktif, 15 pM’dan biiylik olanlar ise inaktif gruba dahil

edilmistir.
R R,,\ .
N—NH ———-R /_\ — . /
WA/K zﬁ)\ //\)\ < % 7/ CL o
7 a 2
A [59], [138] B [139]-[147] C [148], [149] D [150]
S g N:
Ry V
G [157]-[159] H [160] [161]

L1 e
I [162] J [163] K[164] L [165]
R, ) \RZ/Rs E\Ra S\Q@W
/ 2/R3 N - N S \ " %{N Rs (Rg)
—§—< NH, o—‘ "
Ry o o1 HO/N‘<O 02 ﬂf\{ R/©/ "
M [166] [167] N [168] O[68]. [169] P [170], [171] R[172]
2 //R1
Rea ety
S [173] [177] T [178], [179] U [L177] V [180]

Sekil 5.9: Incelenen COX-2/5-LOX inhibitdrlerinin yapi iskeletleri.
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Tablo 5.8: Siniflandirilan bilesiklerin siibstitiientleri (R;) ve aktiflikleri.

No Grup R, R, R; R4 (Rs) Aktivite"
1 A -COOH -Cl -CHj -Cl A
2 A -COOH -H -CF, -H A
3 A -COOH -CH; -CHj, -H A
4 A -COOH -H -CF, -H A
5 A -Al -Cl -CF, -H (=S) A
6 A -Al -H -CF, -H (=S) A
= A -Al -CH, -CHj, -H (=S) A
8 A -A1(Py) -H -CF, -H (=S) A
9 A -Al -Cl -CHj Cl (=0) A
10 A -Al -CH; -CHj -H (=0) A
1 A -Al -Cl -CHj Cl (=9) A
2 A -A2 -H -CF, -H (=9) A
13 A -Al -H -CF, -H (-NHy) A
14* A -A2 -H -CF, -H (-NHy) A
15 A -COO(CH,),0(CH,),0OH -H -CFs -H NA
16 B >C=0 -B1 S -H (H) A
17 B -CH= -B2 0 -H (H) A
18 B -CH= -B2 N-OCH;  -H (H) A
19 B -CH= -B2 N 0 (-OH) A
20 B -A2 - - - (=S) A
21* B -CH= -B1 S0, NC,Hs (-H) A
22 B >C=0 -(CH,)sCCH - - A
23 B -CH=CH- -B1 0 N (-CHg) A
24 B -CH=CH- -B1 N NH (-CHg) A
25 B -CH= -B2 N S (-NH,) A
26* C >C=0 -(CH,)sCCH - - A
27 C >C=0 -C4Hy - - A
28 C >C=0 -Cl - - A
29 C >C=0 -Ph - - A
3 C >C=0 -(CHpsC-c-Pr - - A
31* C >C=0 -CH,C(CHg).Cl - - A
32 C >C=0 -NH(CH),0CH; - - A
33 C -Thiophene - - - A
34 C -CH= -B2 - - A
35 C -CH=CH- -Thiophene - - A
36 C -C2 - - - A
37 o >C=0 -Thiophene - - A
38 C -COCH=CH- -CHy-c-Pr - - NA
39* C -COCH,- -SO-CHp-c-Pr - - NA
40 C -CO- -CsHy - - NA
41 C -COCH,- -S0,-CH,-c-Pr - - NA
42 C -CO- -NH(CH,),0CH; - - NA
43 C -CO- -NH-c-Pr - - NA
4 D -CH,COOH -CHj >C=0 -4CI-Ph A
45 D -NHC(O)N (CH3)OH  -CHj >C=0 -4CI-Ph A
46* D -CH,N(OH)C (O)NH,  -CHj >C=0 -4CI-Ph A
47 D -C(O)NHOH -CHj >C=0 -4CI-Ph A
48 D -CHNNHC(O)NH, -H -CH,CH= =C(CH3);  (-H) NA
49 D -CHNNHC(S)NH, -H -CH,CH= =C(CH3);  (-H) NA
50 D -CHNNHC(O)NH, -H -CH,CH= =C(CHj), (-CN) NA
5. D -CHNNHC(S)NH; -H -CH,CH= =C(CHj), (-CN) NA
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Tablo 5.8: Devam.

No Grup R; R, R; R, (Rs) Aktivite"
52 E -Cl -OCH,4 -CH,CO- -NHCHj A
53 E -OCH,4 -OCH,4 -C(OCHg),-  -Ph-3-CONH,-4-Cl A
54 E -Cl -OCH, -CH,CO- -N(CH;)OH A
55 E -CHj -OCH, -CCCH,- -N(OH)CONH, A
56* E -Cl -OCH,4 -CCCHCH,-  -N(CH5)OH A
57 E -H -SO,CH, -CH,O(3FPh)  5-E1 A
58 E -H -H -CH,O(3FPh)  5-E1 A
59 E -H -SO,NH, -CH,O(3FPh)  5-E1 A
60* F -SCH; - - - A
61 F -SOCH, - - - A
62 G -(CHs), -CH,COOH  2-Cl-Thiophene - A
63 G -(CH3), -CH,COOH  4-CI-Ph - A
64 G -(CHa), -CH,COOH  2-Furan - A
65* G -H -H 4-SO,CHs-Ph  -4-CH,4 A
66 G -(CHa), -CH,COOH  4-tBu-Ph - A
67 G -(CHa), -CH,COOH  -Ph - A
68 G -H -CO-Ph -H -COOH NA
69 G -H -H -Ph -H NA
70 H -NH, -CF, - - A
71 H -NH, -Cl - - A
72 H =0 -H - - A
73* I -OCH; -OCH; -N= -H NA
74 I -OCH, -CHj -N= -H NA
75 I -Cl -CHj -N= -H NA
76* I -OCH; -Cl -N= -H NA
77 I -SO,CH;  -F -N= -H NA
78 | 'SOZCH3 'CH3 -S- =S A
79 I -F -SO,CH,4 -N= CH (Se) A
80 I -SO,CH;  -H -S- = NA
81 I -SO,CH;  -F -S- = NA
82 I -Cl -CHj -S- = NA
83 I -OCH,4 -OCH,4 -S- = NA
84+ I -CH,4 -OH -S- = NA
85 I -Cl -CHj -N= CH () NA
86 I -OH -OH -N= CH () NA
87 I -CH,4 -Cl -S- C=S () NA
88 I -H -S0,CH,4 -S- c=S () NA
89* I -Cl -CHj -S- C=0 (S) NA
90 I -CHj -Cl -S- C=0 (S) NA
91 I -SO,CH;  -F -CH= -S- (CH) NA
92 I -F -SO,Et -CH= -S- (CH) NA
93 I -F -SO,NHCH; -CH= -S- (CH) NA
94 I -F -SOCH,4 -CH= -S- (CH) NA
95 I F -CONH, -CH= -S- (CH) NA
96* I -F -COOH -CH= -S- (CH) NA
97 I -F -COOCH; -CH= -S- (CH) NA
98 I(Py) -H -COOCH, -CH= -S- (CH) NA
99 I(Py) -H -CH,COOH -CH= -S- (CH) NA
100  I(Py) -H -COH CH -S- (CH) NA
101 I -F -SO,CHs CH -0- (N) NA
102 I -F -SO,CHs (-C,Hs), -CH,- (CH,) NA
103 J -2-SO,CH; -1 - - A
104* -3-SO,CH; -1 - - A
105 J -4-SO,CH; -J1 - - A
106 J -4-SO,NH, -J1 - - A
107 J -4-SO,CH;  -J2 -4-CN - A
108* -4-SO,CH; -J2 -4-OH - A
109 J -4-SO,CH; -J2 -3-OCH, - A
110 J -4-SO,CH;  -J2 -3,4-F, - A




Tablo 5.8: Devam.

No Grup R; R, Rs R, (Rs) Aktivite'
111 K -K1 -CH; -2-Thiophene - A
112 K -Ph -NH, -Ph - A
113* K -3-CI-Ph -CH3 -2,3,4-(OH); - A
114 K -K2 -CO- -Ph - A
115 K -K2 -CO- 3-Py - A
116 K -K2 -CO- 4-Py - A
117 L -4-OH -SO,CH3 -COOH -H A
118 L -4-NHAc -SO,CH3 -COOH -H A
119 L -4(2,4-F»-Ph) -SO,CH3 -COOH -H A
120* L -L1 -SO,CH3 -CH3 -Ph A
121 L -H -SO,CH3 -COOH -H NA
122 L -3Br -SO,CH3 -COOH -H NA
123 L -3(2,4-F,-Ph) -SO,CH3 -COOH -H NA
124 M -Furan 2-Py - - A
125 M 2-Thiophene 2-Thiophene - - A
126 M -2-Py 2-Thiophene - - A
127 M -3"-OH-Ph -3,4-(OH),-Ph - - A
128 M -4>-OH-Ph -3,4-(OH),-Ph - - A
129* M -2°,4-(OH),-Ph  -3,4-(OH),-Ph - - A
130 N -2-Py -S- -CH- - A
131 N -2-Py -CH- -S- - A
132 N -2-Py -O- -CH- - A
133 N -Ph -S- -CH- - A
134 N -Thiophene -O- -CH- - A
135 N -2-Cl-Thiophene -O- -CH - A
136 N -3-Py -CH- -O- - A
137 O -NH- -Pirazole -Ph -CH, A
138 0 -O- -Thiophene -NH-SO,CHj,4 -F A
139 0] -O- -Ph-CH=CH-  -CH,;N(OH)Ac -H A
140 0] -O- -Ph-CH=CH- -CH(CH3)N(OH)Ac -H A
141 6] -S- -02 -01 -F A
142 P -01 - - -H A
143 P -CONH-CH=C< -Thiophene -Ph -CF3 A
144 R -F -SO,CH3 -C(O)N(R4)OH -H A
145 R -CF; -SO,CH3 -C(O)N(R4)OH -H A
146 R -Br -SO,CH3 -C(O)N(R4)OH -H A
147 R -Br -SO,CH3 -C(O)N(R4)OH -CH;3 A
148* R -Br -S0O,CH; -N(OH)C(O)NH, - A
149 R -CF, -4-SO,NH,  -N(OH)C(O)NH, - A
150 S -SO,CH3 -CH,3 -CH- -N=(CI) NA
151 S (Py) -SO,CHj -CH3 -CH- -N= NA
152 S(Py) -H -COOH -S- -CH= NA
153* T -COOH - - - NA
154 T -CH,COOCH; - - - NA
155 U -H -H -H - NA
156* U -H -CH,3 -H - NA
157 U -H -CF3 -H - NA
158 \ -3-NO, - - - NA
159 \Y -4-NO, - - - NA
160* V -2-Cl - - - NA

*Test seti; "A- aktif; NA- inaktif; Py- piridin; Ph- fenil; c-Pr- siklo-propan.
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5.2.2. ETM ile Farmakofor ve Anti-farmakofor Analizleri

Biitiin bilesiklerin konformasyonel ve elektronik yapi1 6zellikleri Gaussian 09
programu ile incelenmistir. Elde edilen sonuclar bilesiklerin ETMC’lerini olusturmak
i¢in kullanilmistir. Késegen elemanlar olarak atomik yiikler (q;), kdsegen olmayan
elemanlar olarak da kimyasal bagli atomlar i¢in Wiberg indisleri (Wjj), bagl olmayan
atomlar i¢in iki atom arasindaki optimum mesafe (R;jj) alinmustir.

Matrisler kiyaslanirken, atom ve baglarin eslestirilmesinde miimkiin olan
varyasyonlarin optimum sayist kdsegen elemanlar (Qi) icin A;=+0.12 ve kosegen
olmayan elemanlar (Wj; ve R;j) igin A,=+0.20 olarak bulunmustur. En fazla bilgi
veren aktivite 6zelliklerini belirlemek i¢in, o, ve P, degerleri sirasiyla 0.5 ve 0.8
olarak belirlenmistir.

ETM yonteminin bilesik serilerine uygulanmasi sonucu, COX-2/5-LOX dual
inhibisyon aktivitesi tizerinde etkili olan farmakoforik ve anti-farmakoforik
molekiiler fragmentler elde edilmistir. Aktiviteyi arttiran ya da aktiviteyi diisiiren bu
fragmentlerin 6zellikleri kullanilarak, anti-inflamatuar ilag aday1 yeni bilesiklerin
aktivitelerini tahmin etmede baz alinacak bir prognoz modeli olusturulacaktir.

Sekil 5.10°da, karsilastirma yapmak {izere aktif bilesikler icerisinden segilen

44 ve 16 i¢in olusturulan ETMC alt matrisleri (ETSC) verilmistir.

C2 C5 N7 C10 C12 018 C4 Co6 Cc7 Cc9 C10 C11 C13 Cil4 022

-0.19  2.79 3.77 6.09 5.35 2.46 -0.09 241 248 298 294 432 522 500 3.67
-0.03 232 3.74 2.59 3.61 -0.08 432 499 500 247 383 292 3.68

-0.19 257 3.73 3.55 -0.01 097 097 521 5.43 6.16 296

-0.19  5.70 135 -0.21 249  6.09 641 7.19 398

* 18 q) -0.08 549 -0.21 6.13 642 6.80 4.11
| -0.21

14
i3] 2 f’i’ ? ., Q 001 098 097 2098
,f‘ !\As "\.:“O d?g(é\(‘(}, 020 246 263
133% " : .4 J‘- 9

B 021 4.16
J;J“‘r.t_ ';ﬁ 9 -0.28
@ 7 *"\; 9 22 j*;,)
Fe 10
*t & a) 9 4 79 b)
F o o
9

Sekil 5.10: Aktif bilesiklerde bulunan Ph1 ve Ph2 farmakoforlarinin sirasiyla a) 44,
b) 16 No.lu kontrol bilesikleri lizerinde gdsterimi.

44 No.lu bilesik iizerinde gosterilmis olan ve aktif bilesiklerin 41 tanesinde

ortak olarak mevcut olan farmakoforlardan biri (Phl), indol halkasina bagli 6
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atomdan olusmaktadir (Sekil 5.10.2). Bu farmakoforun ger¢eklesme ihtimaliyeti (P,)
0.96°d1r. En biiyiik negatif yiik C2, N7, Cyo (0i = -0.19 €) ve O atomlar1 (¢; = -0.21 &)
tizerinde bulunmaktadir. Cs ve Ci, karbon atomlari da kiigiik negatif yiiklere sahiptir
(-0.03 ve -0.08 €). 16 bilesigi tizerinde gosterilmis olan bir diger farmakofor (Ph2)
ise 37 aktif bilesikte ortak olarak bulunmaktadir (Sekil 5.10.b). Aktif bilesiklerde
gerceklesme ihtimaliyeti 0.93 olan Ph2, fenil halkasina baglh tert-butil ve hidroksil
gruplar1 iizerinde bulunan 6 atomdan olusmaktadir. Negatif yiikler tert-butil
gruplarina ait Cgy, Cyg, Cy3, C14 atomlar1 (q; = -0.21 €) ile hidroksil grubuna ait O,
atomu (gi = -0.28 ¢€) iizerinde toplanmistir. Ph3-Ph5 farmakoforlar1 da benzer sekilde
elde edilmis olup, gergeklesme ihtimaliyetleri 0.86—0.90 araligindadir.

Aktiviteyi diisiiren fragmentleri tayin etmek amaciyla, inaktif bilesikler i¢in
ETMC alt matrisleri olusturulmus ve bes tane anti-farmakofor bulunmustur (APh1-
APR5). Sekil 5.11’de, APhl ve APh2’ye ait matrisler sirasiyla 69 ve 77 inaktif

bilesikleri lizerinde gosterilmistir.

N3 €7 Cll CI2 CI3 CI8 C19 C2 Cc4 C6 SO Cll FI8 020
014 226 362 482 515 646 578 016 242 244 607 491 239 690
010 322 456 528 425 378 004 243 394 254 416 74l

010 143 242 502 424 017 623 437 239 893

i X 013 141 587 489 808  7.64
*,"‘{’7 { 013 681 566 648 876

\ ‘(/‘\ 014 141 010 882
JJ‘(‘\ 0.13 -0.94

19 » ? ! J’
ll;). 3

Sekil 5.11: Inaktif bilesiklerde bulunan APh1 ve APh2 anti-farmakoforlarinin
sirasiyla a) 69, b) 77 No.lu kontrol bilesikleri {izerinde gdsterimi.

Sekil 5.11.a’da 69 No.lu kontrol bilesigi lizerinde gosterilmis olan APh1, 7
atomdan olusmaktadir. 25 inaktif ve 1 aktif bilesikte bulunan bu farmakoforun
gerceklesme ihtimaliyeti 0.93°diir. Sekilde verilen matriste goriildiigii gibi, APh1 N3
atomu ile iki fenil halkas: tizerindeki karbon atomlarini igermektedir. Bu atomlarin
hepsi -0.10 ile -0.14 € araliginda degisen kiiglik negatif yiik degerlerine sahiptir.

77 No.lu kontrol bilesigi iizerinde gosterilmis olan APh2 ise 7 atomdan
olusmaktadir ve gerceklesme ihtimaliyeti 0.88’dir (Sekil 5.11b). APhl’den farkl
olarak bu anti-farmakofor, degisen yiikler degerlerine sahiptir. Maksimum pozitif
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yik, kiikiirt atomu iizerinde (gs=0.55 €), maksimum negatif yiik ise metilsiilfonil
grubunda (-SO,CH3) bulunan oksijen atomlari tizerinde bulunmaktadir.

APhl ve APh2’ye ait alt matrislerin analizi sonucu, farkli kontrol bilesikleri
icin hesaplanmis olmalarina ragmen, bu anti-farmakoforlarin birbiriyle benzerlik
tasidigr goriilmektedir. Prognoz sistemine giren bes farmakofor (Ph;) ve bes anti-
farmakofora (APh;) ait karakteristik istatistiksel parametreler Tablo 5.9°da
verilmistir. Tablo’da goruldigi gibi, ilk iki farmakofor ve anti-farmakoforun
gerceklesme ihtimaliyeti, digerlerinin ger¢eklesme ihtimaliyetinden daha yiiksektir.

Kontrol bilesikleri i¢in ortalama P, degerleri sirasiyla 0.91 ve 0.86’dr.

Tablo 5.9: ETM ile hesaplanan bazi1 farmakofor (Ph;) ve anti-farmakoforlara
(APh)) ait istatistiksel parametreler.

Farmakofor Anti-farmakofor

(kontrol bilesigi) P, Pia (kontrol bilesigi) P, Pia

Phl (44) 0.96 0.04 APh1 (69) 0.07 0.93
Ph2 (16) 0.93 0.07 APh2 (77) 0.13 0.87
Ph3 (2) 0.90 0.10 APh3 (82) 0.14 0.86
Ph4 (54) 0.89  0.11 APh4 (140) 0.16 0.84
Ph5 (137) 0.86 0.14 APh5 (152) 0.18 0.82
Ortalama 0.91 0.09 Ortalama 0.14 0.86

Farmakofor ve anti-farmakoforlarin yapis1 kiyaslandiginda, uzaysal ve
elektronik karakteristiklerinin farkliligi dikkati ¢ekmektedir. Bu nedenle farmakofor
ve anti-farmakoforlar bir biitiin olarak ele alindiginda, yeni ilaglarin tasariminda ve
aktivitelerinin tahmininde 6nemli bir rol oynamaktadir. Sonug olarak ¢alismanin bu
boliimiinde, yeni bilesiklerin anti-inflamatuar aktivitesinin tahmini igin gelistirilecek
olan sistemin temelini olusturan bir dizi aktiflik/inaktiflik fragmentleri elde

edilmistir.

5.2.3. ETM-NN Yaklasimyla Gelistirilen Aktivite Tahmin Modelleri

ETM-NN yontemi ile veri analizinin ilk basamagi, veri setleri i¢in bir kiime
(cluster) dagilim modeli gelistirmektir (Tablo 5.10).

Bu asamada egitim seti i¢in 231 kiime bulunmustur. ASSN’lerin aktivite
tahmin orani egitim seti i¢in %94 (134 bilesikden 126’s1), test seti i¢in %86 (26
bilesikten 22’si) olarak elde edilmistir. Toplam set i¢in bu oran %92°dir (160
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bilesikten 148°1). Elde edilen bu sonuglar, kiime dagilim modelinin yiiksek kalitesini
ve farmakoforlarin incelenmesi gibi yeni veri setlerinin analizine uyumlulugunu

ortaya koymaktadir.

Tablo 5.10: COX-2/5-LOX inhibitorleri i¢in ¢apraz onaylama (cross-validation) ile
hesaplanan g katsayilari.

Biitiin Farmakoforlar
WD* Molekiil
Veri seti sayist ~ Toplam Tahmin edilen (P,)
Egitim seti 231 134 126 (0.94)
Test seti 231 26 22 (0.86)
Toplam 231 160 148 (0.92)

* WD: weight descriptor

Ikinci asamada egitim ve test setleri i¢in yalnizca 125 fragment secilmistir.
ETMC’lerle gosterilen molekiiler fragmentler icin hesaplanmis olan agirliklara
dayali olarak, ASNN’lerin aktiviteyi egitim seti i¢in %95 (134 bilesikden 127’si),
test seti i¢in %91 (26 bilesikten 24’{) ve toplam set i¢in %94 (160 bilesikten 151°1)
oraninda dogrulukla tahmin edebildigi goriilmektedir (Tablo 5.11).

Tablo 5.11: COX-2/5-LOX inhibitorlerinin fragment veri setlerine dayali olarak
capraz onaylama (cross-validation) ile hesaplanan g katsayilari.

Biiitiin farmakoforlar Pruning metoduyla segilen
farmakoforlar
Param. Molekiil Param. Molekiil
Veri seti saytst ~ Toplam  Tahmin (P,) sayist  Toplam  Tahmin (P,)
Egitim seti 125 134 127 (0.95) 23 134 129 (0.96)
Test seti 125 26 24 (0.91) 23 26 24 (0.93)
Toplam 125 160 151 (0.94) 23 160 153 (0.95)

Pruning metotlariin uygulanmasi sonucu, en etkili 23 tane ETMC fragmenti
secilmigtir. ASNN, egitim seti i¢in 134 bilesikten 129’unu (P,=0.96), test seti igin 26
bilesikten 24’iinii (P,=0.93), toplam set i¢inse 160 bilesikten 153’{inii (0.95) dogru
bir sekilde ayirmistir (Tablo 5.11).

Kime dagilimi ve ETMC fragmentlerine dayali olarak uygulanan iki model

birbiriyle kiyaslandiginda, sonuglarin benzerlik tasidigi dikkati ¢ekmektedir. Bununla
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birlikte kiime dagilim modelinin yeterince kararli olmadig1 ve biiyiik dl¢iide egitim
seti i¢in secilen bilesiklerin yapisina bagli oldugu goriilmektedir.

Bu modellere bagli olarak uygulanan aktivite tahmin sisteminin, bilesiklerin
aktifligini %93 dogrulukla teshis edebilmis olmasi, yaygin olarak kullanilan diger
yontemlere kiyasla oldukga tatmin edici bir sonugtur. Elde edilen sonuglar, her iki
modelin de potansiyel COX-2/5-LOX inhibitorlerinin tasarimi i¢in uygulanabilir
oldugunu ortaya koymaktadir. Dolayisiyla, bu bulgular hem yeni tasarlanan
bilesiklerin COX-2/5-LOX inhibitor aktivitesini tahmin etmek, hem de c¢esitli
molekiiler yapiya sahip potansiyel dual inhibitérler sentezlemek amaciyla

kullanilabilir.

5.2.4. Molekiiler Kenetlenme Bulgular

Calismanin bu boliimiinde, inceleme altindaki bilesiklerin hem COX-2 hem de
5-LOX aktif bolgelerine baglanma afinitelerini ve konformasyonlarini elde etmek
amaciyla molekiiler kenetlenme hesaplamalar1 gergeklestirilmistir. Bu sayede,
aktivitede Onemli bir rol oynayan, enzim-inhibitér arasindaki kovalent olmayan
etkilesimler elde edilmistir.

Kontrol bilesiklerinin (44, 16, 69 ve 77), COX-2 ve 5-LOX aktif bolgelerine
kenetlenmeleri sonucu elde edilen etkilesimler Sekil 5.12’de iki boyutlu olarak

verilmistir.
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44

16

69

77

Sekil 5.12: Kontrol bilesikleriyle COX-2 ve 5-LOX amino asit rezidiileri arasindaki

etkilesimlerin iki boyutlu gosterimi.
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Sekil 5.13’de, kontrol bilesiklerinin COX-2 enzimine kenetlenme pozlari iig
boyutlu olarak verilmistir. Genel olarak biitiin bilesiklerin Val ve Leu amino asitleri
ile zayif hidrofobik etkilesimler yaptigi, bununla birlikte hidrojen baginin
karakteristik etkilesim oldugu dikkati c¢ekmektedir. Aktif bilesiklerden 44’{in
karboksil gruplart ile Arg120, Tyr355 ve Ser530 amino asitleri arasinda ii¢ tane
hidrojen bagi, 16’nin ise yine karboksil grubu ile Tyr355 rezidiisii arasinda bir
hidrojen bag1 olustugu goriilmektedir. Inaktif bilesiklerden 69 ile COX-2 arasinda
hidrojen bagi etkilesimi bulunmazken, 77°nin metilsiilfonil grubu ile Arg513

arasinda bir hidrojen bag1 bulunmaktadir.

Ala 527

Sekil 5.13: Kontrol bilesiklerinin COX-2 enzimine kenetlenme pozlari.

Sekil 5.14’de ise kontrol bilesiklerinin 5-LOX enzimine kenetlenme pozlari {i¢
boyutlu olarak verilmistir. 5-LOX enzimi ile bilesikler arasindaki etkilesimler,

hidrojen bagi ile birlikte COX-2’den farkli olarak aromatik n-7m etkilesimleri ile
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karakterize edilmektedir. 44’{in karboksil ve metoksi gruplari ile Tyrl81, GIn363 ve
Thr364 amino asitleri arasinda ii¢ tane hidrojen bagi; klorfenil grubu ile His372
arasinda ise aromatik m-m etkilesimi olugmaktadir. 16’nin karbonil oksijeni ile
Tyr181 arasinda hidrojen bagi; 69’un fenil halkasi ile Phe421 arasinda ise aromatik
n-n etkilesimi goriilmektedir. Son olarak 77 bilesiginin metilsiilfonil grubu ile
Thr364 arasinda hidrojen bagi; floro-fenil halkasi ile His372 arasinda aromatik m-7

etkilesimi gerceklesmektedir.

lle 415
Asn 407

44 69

lle 673

His 372

His 367

16 77

Sekil 5.14: Kontrol bilesiklerinin 5-LOX enzimine kenetlenme pozlari.

Tablo 5.12°de, kontrol bilesikleri i¢in elde edilen molekiiler kenetlenme
sonuglar1 verilmistir. Tabloda goriildigii gibi, aktif 44 bilesigi yiiksek skorlama
enerjisi (COX-2 ile -26, 5-LOX ile -21 kcal mol™) ve hidrasyon serbest enerjisi (-27
kcal mol™) degerlerine sahiptir. 16°nin skorlama enerjisi ise COX-2 ile -10.7 ve 5-

LOX ile -18 kcal mol™ olarak elde edilmistir. 16 icin enerji degerlerinin diisiik
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olmasi, bu bilesigin tert-butil gruplar1 ile COX-2/5-LOX aktif bolge amino asitleri
arasindaki hidrofobik etkilesimlerden kaynaklanabilir. Bir diger faktor de, tert-butil
gruplarinin —OH grubu tizerindeki perdeleme etkisinden 6tiirii, -OH grubunun amino
asitlerle hidrojen bagi yapmasina engel olmasidir. 69 ve 77 bilesiklerinin enerji
degerleri ise, 16’ya nispeten biraz daha vyiiksektir. Sonu¢ olarak, molekiiler
kenetlenme yontemi ile elde edilen enerji parametreleri, bilesiklerin aktifliklerinde
stiphe doguracak sonuglar vermemistir. Bir sonraki boliimde bilesiklerin aktivitesi,

stabilizasyon enerjisi iizerinden tartisilacak ve bu sonuglar desteklenecektir.

Tablo 5.12: Kontrol bilesikleri i¢in elde edilen skorlama (S) ve hidrasyon serbest
enerji (MM/GBVI) degerleri.

Bilesik S (keal mol™) MM/GBV!I (kcal mol™)
COX-2 5-LOX COX-2 5-LOX
44 -26.1 -21.1 -26.9 -26.8
16 -10.7 -18.0 -11.1 -20.3
69 -19.8 -195 -20.2 -25.3
77 -17.2 -19.2 -18.2 -15.6

5.2.5. DFT Yontemiyle Elektronik Yapi1 Hesaplamalar

Enzim-inhibitér arasindaki etkilesimleri daha kapsamli incelemek amaciyla,
COX-2 ve 5-LOX enzimlerinin aktif bolgesine kenetlenmis olan kontrol bilesikleri
icin elektronik yap1 hesaplamalart yapilmistir. Bu hesaplamalar B3LYP/6-31G (d,p)
seviyesinde yapilmigtir.

Enzim-inhibitér kompleksine ait HOMO/LUMO sinir orbitalleri iizerindeki
elektron yogunlugu dagilimlari, enzim ve inhibitér arasinda meydana gelen
etkilesimlerin donor-akseptor karakterini ortaya koymaktadir. Sinir orbitaller
tizerindeki elektron yogunlugu dagilimlari, Sekil 5.15’de COX-2/inhibitor
kompleksleri igin, Sekil 5.16°da ise 5-LOX/inhibitér kompleksleri igin verilmistir.

COX-2 aktif bolgesine baglanmis olan 44 ve 16 bilesiklerinin elektron
yogunlugu dagilimlarina bakildiginda, sinir orbitallerinin amino asit rezidiileri ile
bilesikler {izerinde olustugu goriilmektedir. 44 bilesigi hem oksijen igeren
fonksiyonel gruplart (-COOH, —OCHj3), hem de aromatik halkasi iizerinden Arg120,
Tyr355, Gly526, Leu531, Ser530 ve Ser353 amino asitleriyle etkilesmektedir. 69
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bilesigi ise konjuge m-sistemi {izerinden Gly526, Ser353 ve Val349 amino asitleriyle

etkilesmektedir (Sekil 5.15).
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Sekil 5.15: COX-2 aktif bolgesiyle kontrol bilesikleri i¢in elde edilen HOMO/LUMO
sinir orbitalleri lizerindeki elektron yogunlugu dagilimlari.

5-LOX aktif bolgesine baglanmis olan 44 bilesiginin konjuge rn-sistemi ile His

372, Thr364, Ile415 ve Asn425 amino asitleri arasinda elektron etkilesimleri

gerceklesmektedir. 69 bilesigi ise 5-LOX enziminin sadece His372, GIn363 ve
Phed21 rezidiileri ile etkilesmektedir (Sekil 5.16).
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Sekil 5.16: 5-LOX/inhibitor kompleksleri i¢in elde edilen HOMO/LUMO sinir
orbitalleri lizerindeki elektron yogunlugu dagilimlari.

Biitiin bu etkilesimleri degerlendirmek i¢in enzim-inhibitér komplekslerinin

stabilizasyon enerjileri hesaplanmigtir. Enzim-inhibitér kompleksleri i¢in elde edilen

E(2) stabilizasyon enerjileri Tablo 5.13’de verilmistir.
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Tablo 5.13: Enzim-inhibitor kompleksleri igin elde edilen E(2) stabilizasyon
enerjileri.

. .. E(2)/kcal mol?
Bilesik c&-z 5-LOX
44 41.2 27.8
16 41.7 21.6
69 16.3 0.4
77 13.5 6.4

Tablo 5.13’de goriildiigi gibi, aktif 44 ve 16 bilesikleri hem COX-2 (44 i¢in
41.2, 16 igin 41.7 kcal mol™) hem de 5-LOX (44 igin 27.8, 16 i¢in 21.6 kcal mol™)
ile oldukca yiiksek E(2) degerleri vermektedir. Inaktif 69 ve 77 bilesikleri ise daha
diisiik stabilizasyon enerjisine sahiptir. 69 icin COX-2 ile 16.3, 5-LOX ile 0.4 kcal
mol™, 77 igin COX-2 ile 13.5, 5-LOX ile 6.4 kcal mol™ enerji degerleri elde
edilmistir. Enzim-inhibitér kompleksleri i¢in elde edilen elektronik yap1 &zellikleri,
ETM-NN yontemiyle elde edilen sonuclarla birlikte degerlendirilerek, yeni aktif
COX-2/5-LOX dual inhibitorleri tasarlanabilir.

COX-2/5-LOX dual inhibitorleri i¢in yapilan molekiiler kenetlenme ve
molekiiler orbital analizleri, ETM ile olduk¢a uyumlu sonuglar vermistir. Bu
analizler, Phl ve Ph2 farmakoforlarina ait molekiiler fragmentlerin (Sekil 5.10),
bilesiklerin enzimle etkilesiminde 6nemli bir rol oynadigini;; APhl ve APh2 anti-
farmakoforlarinin ise (Sekil 5.11) bu etkilesimlere daha az katkida bulundugunu

ortaya koymustur.

5.2.6. Yeni COX-2/5-LOX Dual inhibitér Tasarimlari

Calismanin son asamasinda, COX-2/5-LOX dual inhibitorlerinin aktivite
tahmini igin ETM-NN yaklagimiyla gelistirilmis olan sistem kullanilarak, yeni aktif
bilesikler tasarlanmistir. Sekil 5.17°de bu bilesikler, molekiiler kenetlenme ve DFT
yontemleriyle hesaplanan enerji degerleriyle birlikte verilmistir.

ETM-NN ile elde edilen sonuglara dayali olarak modellenen bu alt1 bilesik (t1-
t6), dual inhibitérlerde bulunan karakteristik farmakoforlari icermekte, anti-
farmakoforlar1 ise icermemektedir. Bu bilesikler i¢in yapilan molekiiler kenetlenme
ve DFT hesaplamalar1 sonucunda yiiksek skorlama ve stabilizasyon enerji degerleri

elde edilmistir. Ornegin t1 bilesigi COX-2 ile -22.0 kcal mol™ skorlama enerjisi, 12.6
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kcal mol™ stabilizasyon enerjisi degerlerine, 5-LOX ile de sirasiyla -23.7 ve 22.2
degerlerine sahiptir. Diger bilesiklerin skorlama enerjileri COX-2 ile -16.2 ve -26.5
kcal mol™ araliginda, 5-LOX ile -18.2 ve -26.0 kcal mol™ araliginda degismektedir.
Stabilizasyon enerjileri ise sirasiyla 12.6 — 35.9 kcal mol™ ve 15.0 — 27.1 kcal mol™

araliklarinda degisen degerlere sahiptir.

\0
CH;
ci HiCO 0‘—\< cl
—_—
° ° COOH S o
NH Z “NH
o OCH;
cl OH
cl
HiCO,S 3
t3

t1 t2
COX-2/5-LOX
S, keal mol -22.0/-23.7 -17.6/-20.4 -24.7/-24.1
E(2), keal mol"  12.6/22.2 13.3/18.5 17.2/15.5
COOH
HO SO,CH;
3 O
N\) k/N
P
o JH
t4 tS t6
COX-2/5-LOX
S, keal mol -26.5/-26.0 -18.0/-18.2 -16.2/-195
E(2), keal mol"  13.5/20.6 24.8/15.0 35.9/27.1

Sekil 5.17: Tasarlanan potansiyel COX-2/5-LOX dual inhibitérlerinin 2D
yapilar1 ve enerji degerleri.

Bu bulgular 1s181nda, tasarlanan t1-t6 bilesiklerinin, COX-2/5-LOX dual etkili
aktif (1C50<15 uM) inhibitérler oldugu tahmin edilmektedir. Benzer sekilde, bilesik
geometrisi optimize edilip, elektronik yapisi hesaplandiktan sonra ETMC matriksi
olusturulup, aktivite tahmin sistemi igin gereken parametreler kontrol edilerek, yeni
potansiyel dual inhibitérler tasarlanabilir. Dual COX-2/5-LOX inhibitorleri igin
gelistirilen bu tahmin sistemi, bilesiklerinin aktifliklerinin olduk¢a hizh
degerlendirilmesine imkan tanimakta ve ¢ok sayida bilesigin taranmasi i¢in alternatif

bir yol teskil etmektedir.
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6. SONUCLAR ve ONERILER

Bu tez c¢alismasi kapsaminda, COX-2 selektif inhibisyonu ve COX-2/5-LOX
dual inhibisyonu iizerine etki eden yapisal ve elektronik faktdrler, hesaplamali
yontemler kullanilarak incelenmistir. Bir yapi-aktivite yontemi olan ETM
kullanilarak, inceleme altindaki bilesiklerin yapisinda bulunan farmakofor ve anti-
farmakoforlar tespit edilmis ve ETM-NN yaklasimina dayali aktivite tahmin
modelleri gelistirilmistir. Calismada kullanilan bir diger hesaplamali yontem olan
molekiiler kenetlenme yontemiyle, inhibitorlerin enzimlere baglanma afiniteleri ve
konformasyonlar1 elde edilmis; baglanmada etkili olan kovalent olmayan etkilesimler
incelenmistir. Son olarak DFT yontemiyle, enzim-inhibitor etkilesimleri; Sinir
Molekiiler Orbital (FMO) analizleriyle elektron yogunlugu dagilimi {izerinden ve
Dogal Bag Orbital (NBO) analizleriyle stabilizasyon enerjileri {izerinden
tartisilmistir.

Birinci béliimde; yapilar1 ve biyolojik aktiviteleri bilinen, farkli molekiiler
yapiya sahip 209 bilesik COX-2 inhibisyon selektivitelerine gore siiflandirilmistir.
Bu bilesiklerin konformasyonel ve elektronik yap1 6zellikleri Gaussian 09 programi
ile incelenmis; elde edilen sonuglar, selektif ve non-selektif bilesiklerin elektronik-
topolojik matrislerini olusturmak i¢in kullanilmistir. Olusturulan bu matrislerden
prognoz sistemine giren bes farmakofor (Ph1l-Ph5), bes tane de anti-farmakofor
(APh1-APh5) elde edilmistir. Farmakoforlarin selektif bilesiklerde gerceklesme
ihtimaliyeti ortalama 0.91; anti-farmakoforlarin non-selektif bilesiklerde ger¢eklesme
ihtimaliyeti ise ortalama 0.85 olarak tespit edilmistir. Gergeklesme ihtimaliyetleri en
yiiksek olan Ph (Ph1-Ph2) ve APh (APh1-APh2) fragmentleri, kontrol bilesigi olarak
belirlenen inhibitérler iizerinde 3-boyutlu olarak gosterilmis; hangi fonksiyonel
gruplarin bu fragmentlere dahil olduklari, ka¢ atom icerdikleri ve atomlarin yiikleri
incelenmistir.  ETM  sonuglari, Phl ve Ph2 farmakoforlarina ait molekiiler
fragmentlerin (—CF3, piridin halkasi, —SO,CHj3, fenil halkasi), bilesiklerin enzimle
etkilesiminde dnemli bir rol oynadigini; APhl ve APh2 anti-farmakoforlarinin ise bu
etkilesimlere daha az katkida bulundugunu ortaya koymustur. Farmakofor ve anti-
farmakoforlarin uzaysal ve elektronik Ozelliklerinin farkli oldugu goriilmiistiir.
Calismanin devaminda, bilesik serilerine ETM-NN yaklasimi uygulanarak, iki farkli

model iizerinden gelistirilen (kiime dagilim modeli ve fragment veri setleri) prognoz
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sistemi, incelenen bilesik serilerinin COX-2 selektivitesini %95 dogrulukla tespit
etmistir. Bu sonuglar, gelistirilen sistemin, COX-2 inhibitérlerinin tasarimi igin
uygulanabilir oldugunu ortaya koymaktadir. Bir sonraki asamada, c¢alisilan
bilesiklerin COX-1 ve COX-2 enzimlerinin aktif bolgelerine baglanma afinitelerini
ve konformasyonlarim1 elde etmek amaciyla molekiiler kenetlenme ydntemi
kullanilmistir. Bu yontemin uygulanmasi sonucunda, enzim-inhibitér kompleksleri
arasindaki karakteristik etkilesimler analiz edilmis ve bilesiklerin selektiviteleri, bu
etkilesimler ve skorlama enerjileri tlizerinden tartisilmistir. Son olarak, enzim-
inhibitor arasindaki etkilesimleri daha kapsamli incelemek amaciyla, COX-1 ve
COX-2 enzimlerinin aktif bolgesine kenetlenmis olan kontrol bilesikleri igin DFT
tabanli elektronik yapi hesaplamalar1 yapilmistir. FMO analizleriyle elde edilen
HOMO/LUMO simnir orbitalleri lizerindeki elektron yogunlugu dagilimlari, enzim-
inhibitér kompleksleri arasindaki etkilesimlerin dondr-akseptor karakterini ortaya
koymus; NBO analizleri ise stabilizasyon enerjilerini vermistir. Selektif inhibitorler
COX-2’ye baglandiginda, non-selektif inhibitorlere gore daha yiiksek stabilizasyon
enerjilerine sahip oldugu; COX-1’e baglandiginda bu enerji degerlerinin daha diisiik
oldugu saptanmistir. Ayrica stabilizasyon enerjilerinin oranindan elde edilen
selektivite indeksleri ile deneysel olarak elde eldilen veriler arasinda bir uyum elde
edilmistir. ETM-NN yaklasimiyla gelistirilen; molekiiler kenetlenme ve DFT
yontemleriyle enzim-inhibitor etkilesimleri tizerinden desteklenen prognoz sistemine
dayali olarak, diklofenak tiirevi 9 yeni hedef molekiil tasarlanmistir. Bu
molekiillerden 6 tanesi (t1-t6) COX-2 enzimine kars1 selektif (SI > 100), 3 tanesi ise
(t7-t9) non-selektif (SI < 100) inhibitor olarak tahmin edilmistir.

Ikinci béliimde, yapilar1 ve biyolojik aktiviteleri bilinen ve dual inhibisyon
aktivitelerine gore gruplandirilan toplam 160 COX-2/5-LOX dual inhibitorii, bir
onceki boliimle ayni metodoloji lizerinden incelenmistir. Benzer sekilde, bilesik
geometrisi optimize edilip, elektronik yapisi hesaplandiktan sonra ETMC matriksleri
olusturulup, bir dizi Ph ve APh elde edilmistir. Farmakoforlarin aktif bilesiklerde
gerceklesme ihtimaliyeti ortalama 0.91; anti-farmakoforlarin inaktif bilesiklerde
gerceklesme ihtimaliyeti ise ortalama 0.86 olarak tespit edilmistir. ETM-NN
yaklasimi ile elde edilen aktivite tahmin sistemi, bilesiklerin aktifligini %96
dogrulukla teshis edebilmistir. Bu sonug, yaygin olarak kullanilan diger yontemlere
kiyasla oldukga tatmin edicidir. Dual COX-2/5-LOX inhibitorleri igin gelistirilen bu
tahmin sistemi, ¢ok sayida bilesigin aktiflikliginin olduk¢a hizl bir sekilde ve yiiksek
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dogruluk derecesiyle degerlendirilmesine imkan tanimaktadir. COX-2/5-LOX dual
inhibitorleri i¢in yapilan molekiiler kenetlenme ve molekiiler orbital analizleri, ETM
ile olduk¢a uyumlu sonuglar vermistir. Bu analizler, Ph1 ve Ph2 farmakoforlarina ait
molekiiler fragmentlerin, bilesiklerin enzimle etkilesiminde ©Onemli bir rol
oynadigini; APhl ve APh2 anti-farmakoforlarinin ise bu etkilesimlere daha az
katkida bulundugunu ortaya koymustur. ETM-NN yaklasimiyla gelistirilen;
molekiiler kenetlenme ve DFT yontemleriyle desteklenen prognoz sistemine dayali
olarak, 6 yeni hedef molekiil tasarlanmistir. Bu bilesikler dual inhibitorlerde bulunan
karakteristik farmakoforlar1 igermekte, anti-farmakoforlari ise igermemektedir.
Ayrica bu bilesikler i¢in yapilan molekiiler kenetlenme ve DFT hesaplamalari
sonucunda yiiksek skorlama ve stabilizasyon enerji degerleri elde edilmistir. Bu
bulgular 1g181nda, tasarlanan bilesiklerin tamami aktif olarak tahmin edilmistir.

Bu calismada, ETM/ETM-NN yontemiyle elde edilen sonuglar, enzim-
inhibitor kompleksleri igin elde edilen molekiiler kenetlenme parametreleri ve
elektronik yap1 6zellikleri ile birlikte degerlendirilmistir. Bu sekilde kademeli bir
yaklagim ile yapilan bilgisayar destekli ila¢ tasarimlari, aktiviteyi arttiran ve azaltan
molekiiler fragmentlerin daha detayli ve dogru bir sekilde analiz edilmesini saglar.
Elde edilen sonuglardan hareketle, hedefin veya hedefle etkilesen etken maddenin
sahip olmasi gereken molekiiler nitelikler tanimlanmaya calisilarak, hastalik-hedef-
efektor tiggenindeki iliskiler aciga cikarilir. Ayrica bu yontemlerin uygulanmasi
sonucu ortaya konulan prognoz modeli, farkli molekiiler yapiya sahip ¢ok sayida
potansiyel bilesigin; hem sentez Oncesi tarama, hem de in silico tasarim
caligmalarinda basarili bir sekilde kullanilarak, bir ilacin iretilmesi ig¢in gegen
islemleri kisaltir. Dolayisiyla bu strateji, ortalama 10 yil siiren yeni ilag gelistirme
caligmalarin1 ¢ok daha kisa bir siireye indirgeyebilir ki, bu da zaman ve maliyet
acisindan ciddi bir tasarruf saglamaktadir.

lleriye yonelik olarak; bu calisma ile elde edilen bulgular 1s131nda, farkli bilesik
serileri icin aktivite taramasi yapilarak, daha fazla sayida yeni molekiiller
tasarlanacak ve imkanlar dahilinde bu molekiillerin biyolojik aktiviteleri laboratuvar
ortaminda test edildikten sonra patent alma siirecine girilecektir. Ayrica, olduk¢a
basarili sonuglar veren bu kademeli yaklasim farkli enzim-inhibitér sistemleri
tizerine de uygulanabilir oldugundan, bu sayede deneysel c¢alisan gruplarla proje

tabanli igbirligine zemin olusturmustur.
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EKLER

Ek A: Tez Calismas1 Kapsaminda Yapilan Yayinlar

Aksakal F., Shvets N., Dimoglo A., (2015), “The study of dual COX-2/5-LOX
inhibitors by using electronic-topological approach based on data on the ligand-
receptor interactions”, Journal of Molecular Graphics and Modelling, 60, 79-88.

Ek B: Temel Amino Asitler

Kiigiik Niikleofilik
OH OH
e i L By L
H;N~ “COOH H:N“ “cooH  H:N" “cooH H:N" “cooH HN""cooH
Eltisi (=i, ©) Alanin (Ala, A) Serin (Ser, S) Threonin (Thr, T) Sistein (Cys, C)
Hidrofobik
idrofobi S/
L IJ Lo
HN" “NcooH COOH COOH H2N" “cooH COOH
Valin (Val, V) L&sin (Leu, L) 1zolosin (lle, I) Metiyonin (Met, M)  Prolin (Pro, P)
Aromatik Asidik
o. OH
H,N
cooH COOH COOH 2 COOH
COOH
Fenilalanin (Phe, F)  Tirozin (Tyr, Y) Triptofan (Trp, W) Aspartik Asit (Asp, D) Glutamik Asit (Glu, E)
Amid Bazik H,N NH2+
(o) (o) NH2
fL b Aj
H,N
N H,N” "COOH COOH
2 COOH HN™ “cooH
HN" “cooH
Asparagin (Asn, N)  Glutamin (GIn, Q) Histidin (His, H) Lisin (Lys, K) Arginin (Arg, R)

Sekil B1.1: Temel amino asitlerin 2-boyutlu yapilari, 3 harf ve tek harf kodlari.
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Ek C: Ornek Girdi/Cikt1 (Input/Output) Dosya I¢erikleri

Tablo C1.1: ETM yazilimu ile elde edilen 6rnek bir elektronik-topolojik alt matrisi

(ETSC) ¢iktist.

CONTROL COMPOUND: 5
ad= 0.0500 an= 0.1000 in %
-sd: alfa=0.2500 Palfa=0.7500

#378

s=6

250

alfa= 0.2626 Palfa= 0.9630

in contr: 1 2 3 4

1.3870

2.4120 1.4240

2.8030 2.4240 1.3860

2.4260 2.7970 2.4180 1.3690
1.0010 2.6680 3.9640 4.5030 4.0020

IN MOLECs:

5-1.00 9-1.00 13-1.00 17-1.00
18-1.00 19-1.00 20-1.00 23-1.00
24-1.00 38-1.00 45-1.00 54-1.00
61-1.00 62-1.00 64-1.00 70-1.00
75-1.00 76-1.00 81-1.00 82-1.00
93-1.00 94-1.00 99-1.00 111-1.00
115-1.00

diagonal -0.0900 -0.1110 -0.1210 -0.0530 -0.0580 0.0020 | diagonal -0.0900 -0.1110 -0.1210 -0.0580 0.0020

#1136

s=5

310

alfa= 0.2988 Palfa= 0.9697

5 18 in contr: 1 2 3 5 18

1.3870

2.4120 1.4240

2.4260 2.7970 2.4180
1.0010 2.6680 3.9640 4.0020

IN MOLECs:

2-1.00 3-1.00 4-1.00 5-1.00
9-1.00 13-1.00 17-1.00 18-1.00
19-1.00 20-1.00 22-1.00 23-1.00
24-1.00 34-1.00 38-1.00 45-1.00
54-1.00 56-1.00 61-1.00 62-1.00
64-1.00 70-1.00 75-1.00 76-1.00
81-1.00 82-1.00 93-1.00 94-1.00
99-1.00 111-1.00 115-1.00

#1126

s=5

26 0

alfa= 0.2687 Palfa= 0.9643

2.4240 1.3860
2.7970 2.4180 1.3690
2.6680 3.9640 4.5030 4.0020

IN MOLECs:

5-1.00 9-1.00 13-1.00 17-1.00
18-1.00 19-1.00 20-1.00 23-1.00
24-1.00 38-1.00 39-1.00 45-1.00
54-1.00 61-1.00 62-1.00 64-1.00
70-1.00 75-1.00 76-1.00 81-1.00
82-1.00 93-1.00 94-1.00 99-1.00
111-1.00 115-1.00

in contr: 2 3 4 5 18 in contr: 1 3 4 5 18
diagonal  -0.1110-0.1210 -0.0530 -0.0580 0.0020 diagonal -0.0900 -0.1210 -0.0530 -0.0580 0.0020
1.4240 2.4120

#1142

s=5

27 0

alfa= 0.2748 Palfa= 0.9655

2.8030 1.3860
2.4260 2.4180 1.3690
1.0010 3.9640 4.5030 4.0020

IN MOLECs:

5-1.00 9-1.00 13-1.00 17-1.00
18-1.00 19-1.00 20-1.00 21-1.00
23-1.00 24-1.00 32-1.00 38-1.00
45-1.00 54-1.00 61-1.00 62-1.00
64-1.00 70-1.00 75-1.00 76-1.00
81-1.00 82-1.00 93-1.00 94-1.00
99-1.00 111-1.00 115-1.00
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Tablo C1.1: Devam.

CONTROL COMPOUND: 5
ad= 0.0500 an=0.1000 in %
-sd: alfa=0.2500 Palfa=0.7500

#1167

s=5

28 0

alfa= 0.2809 Palfa= 0.9667

in contr: 1 2 4 5 18
diagonal  -0.0900 -0.1110 -0.0530 -0.0580 0.0020
1.3870

2.8030 2.4240

2.4260 2.7970 1.3690

1.0010 2.6680 4.5030 4.0020

IN MOLEC:s:

5-1.00 9-1.00 13-1.00 17-1.00
18-1.00 19-1.00 20-1.00 21-1.00
23-1.00 24-1.00 38-1.00 45-1.00
54-1.00 56-1.00 58-1.00 61-1.00
62-1.00 64-1.00 70-1.00 75-1.00
76-1.00 81-1.00 82-1.00 93-1.00
94-1.00 99-1.00 111-1.00 115-1.00

#1975

s=4

27 0

alfa= 0.2748 Palfa= 0.9655

in contr: 4 5 17 18
diagonal  -0.0530 -0.0580 0.0160 0.0020
1.3690

2.6810 1.0080

45030 4.0020 5.4010

IN MOLECs:

5-1.00 9-1.00 13-1.00 17-1.00
18-1.00 19-1.00 20-1.00 21-1.00
23-1.00 24-1.00 25-1.00 26-1.00
27-1.00 28-1.00 29-1.00 30-1.00
31-1.00 32-1.00 38-1.00 54-1.00
61-1.00 62-1.00 64-1.00 70-1.00
75-1.00 76-1.00 115-1.00

#1189

s=5

230

alfa= 0.2501 Palfa= 0.9600

in contr: 1 2 4 5 17
diagonal  -0.0900 -0.1110 -0.0530 -0.0580 0.0160
1.3870

2.8030 2.4240

2.4260 2.7970 1.3690

3.9970 4.4960 2.6810 1.0080

IN MOLECs:
5-1.00 9-1.00 13-1.00 17-1.00
18-1.00 19-1.00 20-1.00 21-1.00
23-1.00 24-1.00 40-1.00 41-1.00
51-1.00 54-1.00 56-1.00 58-1.00
61-1.00 65-1.00 70-1.00 75-1.00
79-1.00 106-1.00 107-1.00

#2850

s=4

36 0

alfa= 0.3281 Palfa= 0.9737

in contr: 2 4 5 18
diagonal  -0.1110 -0.0530 -0.0580 0.0020
2.4240
2.7970 1.3690
2.6680 4.5030 4.0020

IN MOLECs:

5-1.00 9-1.00 13-1.00 17-1.00
18-1.00 19-1.00 20-1.00 21-1.00
23-1.00 24-1.00 32-1.00 38-1.00
39-1.00 45-1.00 54-1.00 56-1.00
58-1.00 59-1.00 61-1.00 62-1.00
64-1.00 70-1.00 75-1.00 76-1.00
81-1.00 82-1.00 93-1.00 94-1.00
99-1.00 111-1.00 114-1.00 115-1.00
116-1.00 117-1.00 118-1.00 120-1.00
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Tablo C1.2: ETM yazilimu ile elde edilen, fragmentlerin i¢erdigi atom sayilar1 ve

istatistiksel parametrelere ait ¢ikt1 dosyast.

Reading from file Cox2.frg, Output to file Cox2.tbl
Number of good fragments is 127, Template compound = C-24

1. Reading fragments:

Fragment 1 - no atom=16 -------- no cmpd = 20
Fragment 2 ——m————- no atom=16 -------- no cmpd = 20
Fragment 3 - no atom=16 -------- no cmpd = 20

Fragment 4 ———————- no atom=15 -------- no_cmpd 20
Fragment 5 ——————-- no atom=15 -------- no_cmpd 20
Fragment 6 ——————-- no atom=15 -------- no_cmpd 20
Fragment 7T == no_atom=15 -------- no_ cmpd 21
Fragment 8 ———————- no atom=14 -------- no_ cmpd 21
Fragment 9 ———————- no atom=14 -------- no_ cmpd 21
Fragment 10 --—-—-——-- no atom=14 -------- no_cmpd 21
Fragment 11 --—-——--- no atom=13 -------- no_ cmpd 25
Fragment 12 --—-—---- no atom=13 -------- no_ cmpd 28
Fragment 13 -------- no atom=13 -------- no_cmpd 28
Fragment 14 --—-—-—--- no atom=12 -------- no_cmpd 25
Fragment 15 --——-—--- no atom=12 -------- no_ cmpd 28
Fragment 16 —--—-—---- no atom=12 -------- no_cmpd 29
Fragment 17 —--———-——-- no atom=12 -------- no cmpd 40
Fragment 18 -------- no atom=12 -------- no cmpd 40
Fragment 19 -------- no atom=12 -------- no cmpd 40
Fragment 20 -------- no atom=12 -------- no cmpd 31
Fragment 21 -------- no atom=12 -------- no cmpd 25
Fragment 22 -------- no atom=11 -------- no cmpd 22
Fragment 23 -------- no atom=11 -------- no cmpd = 17
Fragment 24 -------- no atom=11 -------- no cmpd = 40
Fragment 25 -------- no atom=11 -------- no cmpd = 40
Fragment 26 -------- no atom=11 -------- no cmpd = 40
Fragment 27 --—-————- no atom=11 -------- no cmpd = 12
Fragment 28 --—-—-———- no atom=10 -------- no cmpd = 16
Fragment 29 --—-————- no atom=10 -------- no cmpd = 20
Fragment 30 -—-—————- no atom=10 -------- no cmpd = 22
Fragment 31 --—————- no atom=10 -------- no cmpd = 19
Fragment 32 -—-—-————- no atom=10 -------- no cmpd = 20
Fragment 33 --—————- no atom=10 -------- no cmpd = 20
Fragment 34 --—————- no atom=10 -------- no cmpd = 20
Fragment 35 --—------ no atom=9 --------- no cmpd = 27
Fragment 36 —--—------ no atom=9 --------- no cmpd = 22
Fragment 37 —-------- no atom=9 --------- no cmpd = 27
Fragment 38 —-------- no atom=9 --------- no cmpd = 12
Fragment 39 -------- no atom=9 --------- no cmpd = 12
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Tablo C1.2: Devam.

Fragment
Fragment
Fragment
Fragment
Fragment
Fragment
Fragment
Fragment
Fragment
Fragment
Fragment
Fragment
Fragment
Fragment
Fragment
Fragment
Fragment
Fragment
Fragment
Fragment
Fragment
Fragment
Fragment
Fragment
Fragment
Fragment
Fragment
Fragment
Fragment
Fragment
Fragment
Fragment
Fragment
Fragment
Fragment
Fragment
Fragment
Fragment
Fragment
Fragment
Fragment
Fragment
Fragment
Fragment

40 —-——————- no
41 ———————- no
42 ——————-- no
43 ———————- no
44 -——————- no
45 ———————- no_
46 ——————-- no
47 —-——————- no__
48 —----—--- no
49 ----—-—- no
50 —=—=————- no
51 —=—=—=———- no
52 —==————- no
53 —==————- no
54 ———————- no
55 —=—=————- no
56 ———————- no
57 ——==———- no_
58 —-—=————- no
59 ——-————- no
60 -—-=-———- no
6l ———————- no
62 ——-————- no
63 ——--———- no
64 ——--———- no
65 ——-—-———- no
66 ——-—-———- no
67 ———————- no
68 ———————- no
69 ———————- no
70 ———————- no
71 ——=————- no_
12 ——=———== no_
713 ——=————= no
74 ———————- no_
75 ———————- no_
76 ———————- no
T ——mm——- no_
78 ———————- no
79 ———————- no
80 --——-——--- no_
8l —-——————- no_
82 —--—-—-—- no
83 —-——————- no_

atom=9 ---—----—- no cmpd
atom=9 --—-—----—- no cmpd
atom=9 --—-—----—- no cmpd
atom=9 --——-—----—- no cmpd
atom=9 --—-—----—- no cmpd
atom=9 --—-—----—- no cmpd
atom=9 --—-—----—- no cmpd
atom=9 --——-----—- no cmpd
atom=9 --——-----—- no cmpd
atom=9 --——-----—- no cmpd
atom=9 --—-——----—- no cmpd
atom=9 --—-——----—- no cmpd
atom=9 --—-——----—- no cmpd
atom=8 --—------ no cmpd
atom=8 --—------ no cmpd
atom=8 --—-—----- no cmpd
atom=8 --—-—----- no cmpd
atom=8 --——-—----—- no cmpd
atom=8 --——-—----—- no cmpd
atom=8 --——-—----—- no cmpd
atom=7 --—-—-—-——- no cmpd
atom=7 --—-—-—-———- no cmpd
atom=7 --—-—-—-———- no cmpd
atom=7 --—-—-—-——- no cmpd
atom=7 --—-—-—-——- no cmpd
atom=7 --—-—-—-——- no cmpd
atom=7 --—-—-—-——- no cmpd
atom=7 -———----—- no cmpd
atom=7 -———----—- no cmpd
atom=6 --—------ no cmpd
atom=6 --—------ no cmpd
atom=6 ---—----- no cmpd
atom=6 ---—----- no cmpd
atom=6 ---—----- no cmpd
atom=6 ---—----- no cmpd
atom=6 ---—----- no cmpd
atom=6 ---—----- no cmpd
atom=5 ---—-—-———- no cmpd
atom=5 ---—-—-—-—-—- no cmpd
atom=5 ---—--———- no cmpd
atom=5 ---—-—-———- no cmpd
atom=5 ---—--———- no cmpd
atom=5 ---—-—--—-—- no cmpd
atom=5 ---—-—--—-—- no cmpd

22
29
25
12
16
16
27
35
21
22
30
54
27
28
31
51
23
35
25
44
54
52
23
25
46
28
35
25
54
55
55
61
46
58
48
26
55
58
64
47
58
20
29
56
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Tablo C1.2: Devam.

Fragment
Fragment
Fragment
Fragment
Fragment
Fragment
Fragment
Fragment
Fragment
Fragment
Fragment
Fragment
Fragment
Fragment
Fragment
Fragment
Fragment
Fragment
Fragment
Fragment
Fragment
Fragment
Fragment
Fragment
Fragment
Fragment
Fragment
Fragment
Fragment
Fragment
Fragment
Fragment
Fragment
Fragment
Fragment
Fragment
Fragment
Fragment
Fragment
Fragment
Fragment
Fragment
Fragment

Fragment

84 ———-——-- no atom=5 ------
85 ———————- no atom=5 ------
86 ———————- no atom=5 ------
87 ———————- no atom=5 ------
88 ———————- no atom=5 ------
89 ———-———- no atom=4 ------
90 -—--=———- no atom=4 ------
91 - ——————- no atom=4 ------
92 -—-————- no atom=4 ------
93 ———————- no atom=4 ------
94 —-——-———- no atom=4 ------
95 ———-———- no atom=4 ------
96 ———————- no atom=4 ------
97 ——=————- no atom=4 ------
98 ———-———- no atom=4 ------
99 ———————- no atom=4 ------
100 ——==———- no atom=4 ------
101 -———————- no atom=4 ------
102 ——==———- no atom=4 ------
103 ——==———- no atom=4 ------
104 -——————- no atom=4 ------
105 —-—==————- no atom=4 ------
106 ———————- no atom=4 ------
107 ——==———- no atom=4 ------
108 ——==———- no atom=4 ------
109 -——————- no atom=4 ------
110 -——=———- no atom=4 ------
111 - no atom=4 ------
112 ——-————- no atom=4 ------
113 ——==———- no atom=4 ------
114 ———-————- no atom=4 ------
115 -——————- no atom=4 ------
116 -—————-- no atom=4 ------
117 ——=————- no atom=4 ------
118 -——————- no atom=4 ------
119 -———-——- no atom=4 ------
120 -———-——- no atom=3 ------
121 -———————- no atom=3 ------
122 -———-——- no atom=3 ------
123 -———-——- no atom=3 ------
124 -———-——- no atom=3 ------
125 -———-——- no atom=3 ------
126 -———-—-- no atom=3 ------
127 ——=—-—-- no atom=3 ------

68
56
22
32
32
65
30
27
26
65
62
26
39
68
68
50
30
57
57
65
47
57
58
58
41
37
33
39
59
16
55
56
23
49
56
43
68
40
66
52
69
55
29
55
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Tablo C1.2: Devam.

2. Statistical processing:

a) Atom occurencies in the fragments:
atom 1: 46 | atom 2: 8 | atom 3: 45 | atom 4: 30
atom 5: 10 | atom 6: 15 | atom 7. 17 | atom 8: 11
atom 9: 3 | atom 10: 13 | atom 11: 57 | atom 12: 11
atom 13: 61 | atom 14: 65 | atom 15: 2 | atom 16: 25
atom 17: 19 | atom 18: 32 | atom 19: 67 | atom 20: 34
atom 21: 27 | atom 22: 27 | atom 23: 68 | atom 24: 57
atom 25: 69 | atom 26: 81 | atom 27: 55 | atom 28: 3
b) Compound occurencies in the fragments:
c 1g-1.00: 92 | c 1h-1.00: 79 | c 1i-1.00: 93
c 1j-0.00: 53 | c 1o-1.00: 69 | c 1g-1.00: 84
c 1t-1.00:108 | c 1u-1.00:101 | c 1v-0.00: 94
c 1x-1.00:113 | c laa-1.00: 95 | c lac-1.00:114
c lae-1.00: 84 | c lan-1.00: 82 | c lap-1.00: 96
c lar-1.00: 98 | c 20a-1.00:117 | c _24-1.00:127
c 25a-1.00: 89 | c _25b-1.00:122 | c 1d-1.00: 34
c 11-0.00: 33 | c_1ah-1.00: 63 | c 1ai-0.00: 10
c lam-1.00: 46 | c 28b-1.00: 56 | c 1a-1.00: 39
c 1£f-1.00: 93 | c 1k-0.00: 45 | c 1y-1.00:106
c 25d-1.00: 26 | c 26-0.00: 27 | c 28a-1.00: 35
c 1b-1.00: 26 | c 1c-0.00: 28 | c le-1.00: 50
c In-1.00: 28 | c 1r-1.00: 38 | c 1w-0.00: 41
c 1z-0.00: 49 | c lab-1.00: 57 | c lad-1.00: 91
c laf-1.00: 46 | c lao-0.00: 68 | c lag-1.00: 50
c las-1.00: 34 | c 25¢c-0.00: 16 | c 2d-0.00: 13
c 2g-1.00: 68 | c 2h-1.00: 43 | c 2i-1.00: 70
c 23-1.00: 61 | c 2k-1.00: 40 | c 13a-1.00: 47
c 3a-0.00: 39 | c 12a-1.00: 17 | c 21a-1.00: 18
c 20c-1.00: 64 | C-22d-1.00: 47 | c 15a-1.00: 63
c 14a-0.00: 49 | c 17a-1.00: 54 | c 9b-1.00: 51
c 2a-1.00: 55 | c 20b-1.00: 11 | c 19-0.00: 21
¢ Im-0.00: 10 | c 2n-1.00: 23 | c 16a-1.00: 37
c 20d-1.00: 44 | c 20£-1.00: 30 | c 21-0.00: 42
c 22e-1.00: 37 | c lat-1.00: 23 | c lag-0.00: 20
c 2c-0.00: 30 | c 2e-0.00: 38 | c 2f-0.00: 33
c 22b-0.00: 12 | c 1aj-0.00: 3 | c 9a-1.00: 17
c 10a-0.00: 33 | c 11a-0.00: 34 | c_22c-0.00: ©
c _23-0.00: 4 | c 8a-0.00: 35 | c 1lak-0.00: 14
c 20g-0.00: 19 | c 22a-0.00: 5 | c _29-0.00: 15
c 1s-0.00: 39 | c 20-1.00: 36 | c 2m-0.00: 8
c 2b-1.00: 32 | c 30-0.00: 9 | c 31-0.00: 2
c 1p-0.00: 10 | c 38-0.00: 4 | c 37-0.00: 3
c _36-0.00: 4 | c 20e-0.00: 7 | c 39-1.00: 7
c 32-0.00: 1 | c 33-0.00: 1 | c 34-0.00: 1
c 22f-0.00: 4 |

The total number of compounds possessing the fragments is 106.
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Fi Dock - B
Output: | 1g-coxl md.li Browse...

Receptor: Receptor Atoms ¥ j
Site: Ligand Aloms ¥ ﬂl‘ Use Wall Constraint
Pharmacophore: None v|
| Browse...
Ligand: Ligand Atoms ¥ jl_ Selected Entries Only
| Browse...

F Rotate Bonds

Placement: Triangle Matcher v| Cunﬂgure...‘
Rescoring 1: Lendon dG v| Configure... ‘
Retain: |30 v The initial £coring methodology. [ Remove Duplicates.
Refinement: Forcefield v| Configure... ‘
Rescoring 2: None v| Configure... ‘

Retain: | 30 v [ Remove Duplicates.

0K I Isolate I Cancel

Sekil C1.1: Kenetlenme hesaplamalari i¢in olusturulan *.mdb uzantili (MOE
Molecular Database) 6rnek bir MOE girdi dosyas1 igerigi.

m Database Viewer : Sl wfdock.mdb_sel/103_dock.mdb

File Edit Display Compute Window Help

mol mseq s rmsd E_conf E_place E_scoret E_refine
1 |1cxz.a 1| -22.2114 8.3695 2.8000 | -116.8979| -13.9887( -22.2114
2 |icxz.a 1| -19.3857 8.7876 1.49080| -81.2713| -13.6483( -19.3657
3 |1cxz.a 1| -17.9289 8.8131 8.8037 | -188.8485| -14.9729( -17.9289
4 |1cxz2.a 1| -17.4266 8.7497 1.6088| -97.6599| -13.6288( -17.4266
5 |icxz.a 1| -16.3861 8.8032 2.8000| -96.9172| -14.3293( -16.9861
6 |1cxz.a 1| -16.8248 8.8428 2.4937 | -96.2332| -13.8491| -16.8248
7 |icxz.a 1| -12.2983 8.8545 @.e000 | -106.2385| -14.8281( -12.2963

Sekil C1.2: Kenetlenme hesaplamalari ile elde edilen ve inhibitor pozlarina ait
kenetlenme parametrelerini igeren drnek bir MOE ¢ikt1 dosyast.
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Tablo C1.3: Gaussian 09 yazilimi ile yapilan NBO analizine ait 6rnek bir ¢ikti
dosyasinin bir boliimii.

%nprocshared=2

Will use up to 2 processors via shared memory.
%mem=200MW
%chk=C:\Users\Fatma\Desktop\1.chk

# b3lyp/6-31g(d,p) pop=nbo

1/38=1,57=2/1;
2/12=2,17=6,18=5,40=1/2;
3/6=3,11=2,16=1,25=1,30=1,74=-5/1,2,3;
4411,

5/5=2,32=1,38=5/2;
6/7=2,8=2,9=2,10=2,28=1/1,7;
99/5=1,9=1/99;

OXIDOREDUCTASE

Second Order Perturbation Theory Analysis of Fock Matrix in NBO Basis
Threshold for printing:  0.25 kcal/mol
(Intermolecular threshold: 0.03 kcal/mol)

E(2) EG)-E() F(i.j)

Donor NBO (i) Acceptor NBO (j) kcal/mol a.u. au.
within unit 1
1.BD( 1)C 1-H 2 1629.BD*( 1)N 3-H 4 0.92 0.90 0.036
1.BD( 1)C 1-H 2 /632.BD*( 1)C 6-H 8 0.37 0.94 0.024
1.BD( 1)C 1-H 2 /633.BD*( 1)C 6-C 9 0.46 0.93 0.026
1.BD( 1)C 1-H 2 /638.BD*( 1)C 12-H 14 0.41 0.90 0.024
1.BD( 1)C 1-H 2 /648.BD*( 1)C 24-0 25 0.79 1.09 0.037
1.BD( 1)C 1-H 2 /649.BD*( 2)C 24-0 25 147 056 0.037
1.BD( 1)C 1-H 2 /650.BD*( 1) C 24-0 26 0.36 091 0.023
2.BD( 1)C 1-N 3 /629.BD*( 1)N 3-H 4 0.51 0.99 0.029
2.BD( 1)C 1-N 3 /630.BD*( 1)N 3-H 5 0.62 0.98 0.031
2.BD( 1)C 1-N 3 /631.BD*( 1)C 6-H 7 0.36 1.04 0.025
2.BD( 1)C 1-N 3 /632.BD*( 1)C 6-H 8 0.51 1.02 0.029
2.BD( 1)C 1-N 3 /649.BD*( 2)C 24-0 25 1.65 0.65 0.043
3.BD( 1)C 1-C 6 /626.BD*( 1)C 1-N 3 0.41 091 0.024
3.BD( 1)C 1-C 6 /635.BD*( 1)C 9-H 11 0.89 0.97 0.037

from unit 1 to unit 8

7.BD( 1)C 6-H 7  /897.BD*( 1) O 253 -H 254 062 082 0.028
11.BD( 1)C 9-H 11  /896. BD*( 1) C 251 -0 253 005 091 0.008
20.BD( 1)N 18-H 19 /892. BD*( 1) C 247 - H 249 003 1.13 0.008
21.BD( 1)N 18-H 20 /892. BD*( 1) C 247 - H 249 006 1.12 0.010
533. LP*( 1) C 17 /893. BD*( 1) C 247 - H 250 0.03 059 0.009
534.LP( 1)N 18 /889. BD*( 1) C 245 - C 247 0.03 0.6 0.006
534.LP( 1)N 18 /892. BD*( 1) C 247 - H 249 027 0.69 0.019
534.LP( 1)N 18 /893. BD*( 1) C 247 - H 250 0.04 0.69 0.007
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