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Bazi Topoizomeraz | Inhibitérleri Uzerinde Molekiiler Modelleme

Calismalar

OZET

Okaryotik topoizomeraz | inhibitorleri olarak etgisteren bir seri benzoksazin tiirevi
bilesikler tzerinde HypoGen ve HipHop teknikleri kullewak farmakofor analiz

calismalari gerceklgirilmi stir.

HypoGen methodu ile uygulanan farmakofor analizird®e bilesik kullanilmistir. Bu
yontem 16 bilgiklik bir calisma (training) serisi kullanilarak cfturulmustur.
Olusturulan farmakofor modelleri 22 bii&kten olwan test serisi Uzerinden

degerlendirilmistir.

Buna ek olarak gerceldérilen HipHop methodu ile, 6 adet Topoizomerazhibitdri
bilesikten olwan bir set tzerinden, ¢ boyutlu farmakofor hiptaezolusturulmustur.
Olusturulan farmakofor modelleri 25 bigin yer aldgl bir test serisi Uzerinden

haritalanmgtir.

Yapilan calgmalar sonucunda, topoizomeraz | enzim inhibitorabdécek yeni dnder

bilesiklerin yapilari belirlenmitir.

Anahtar kelimeler: Benzoksazin, Farmakofor analizi, HipHop, HypoGen,

Topoizomeraz |



Study On Molecular Modeling Of Some Topoizomerase Inhibitors

ABSTRACT

Pharmacophore analysis of a series of benzoxazeresetives having eucaryotic

topoisomerase | inhibitory activity were performed HypoGen and HipHop methods.

At the pharmacophore analysis using HypoGen me88cbmpounds were studied. This
method performed by a trainin set including 16 coommls. Pharmacophore models

created were evaluated using a test set composz2i @mpounds.
Additionally, three dimensional pharmacophore higeses were built by working on six
topoisomerase | inhibitors using HipHop method. Ttyened pharmacophores models

were mapped on a test set of 25 compounds.

As a result of studies, the structures of new legdopoisomerase | enzyme inhibitors

were determined.

Key words: Benzoxazine, Pharmacophore Analysis, HipHop, HypgGe

Topoisomerase |



ONSOZ

Organizmanin yapisi ve ilag molekulinin orgamidaki yolculgunun karmgikli g

g6z o6nune alinginda ve pek cok hastgin nedenleri tam olarak aciklanmamasi, ayrica
emek, zaman, yatinm maliyetlerinin ¢ok fazla olmgibi nedenlerle rasyonel bicimde
ilac tasarlama zorunlugw dogsmustur. Yeni bir teknoloji olan Bilgisayar Destekliag
Tasarimi (CADD), mevcut ilaclara ve hastaliklarabaiikmis bilgileri diger sahalardaki
disipilinlerarasi verilerle kombine halde kullankarailagc gelstirme slrecini
hizlandirmaktadir. Boylelikle; yeni terapotik etkbilesiklerin tasarimi, sentez dncesi
yeni biyo-aktif molekullerin etkisinin tahmin edd@mesi mimkin olabilmektedir.
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1. GIRIS

Farmasotik Biyoteknoloji, wayan sistemlere ait bilginin, bu sistemleri veykedainlerini

endustriyel amaglar igin kullanmaya yonelik bir ulgmasidir. ‘Biyoteknoloji’ kelimesi

ilk kez Macar zirai ekonomist Kark Ereky tarafindaf19 yilinda, ‘canli organizmalar
yardimiyla her turlt Grin Gretingii anlaminda kullanilmgtir. Bu tanim daha sonra biraz
daha genietilerek 0rin olgturulmasinda yeni teknolojilerin  odaklaniimasini
hedeflemgtir. Bugln icin biyoteknoloji, ygayan sistemlere ait bilgilerin uygulamaya
donuk kullanimlari i¢in bilim ve teknolojinin pragitik kombinasyonu olarak

tanimlanmaktadir (Bains ve ark., 1998).

Farmasotik Biyoteknoloji kapsaminda proteomiks sgaétlari yakin  zamanda
onemli bir alani olgturmustur. Hicredeki fonksiyonel molekullerden olan proker ilac
aksiyonu icin major hedeflerdir. Proteomiks, protgiapisindaki hedeflerin ve hastalik
surecindeki biyokimyasal yolaklarin tanimlanmasingi#yik umutlar vaadetmektedir.
Proteomiks, c¢ok basamakl ila¢ gélime isleminde giderek 6nemi artan bir rol
oynamaktadir. Buslem hedef tanimlanmasini, validasyonunu, o6ndersikilsecimini,
kicuk molekullerle tarama ve optimizasyonu ve dksigite testlerini kapsamaktadir.
Bunun 6tesinde, bilgisayarli proteomiks, kimyasabt@omiks, yapisal proteomiks ve
topolojik proteomiks gibi alt disipliner, 6zellikleilgisayar destekli ila¢ tasarimina belirgin
katkilar sunmaktadir. Akilci ilag tasariminda, diarak patogenezde hangi proteinlerin ilag
hedefi olabilecginin bulunmasi esastir (Wang ve ark., 2005).

Biyoteknoloji kapsaminda biyoinformatik, biyolojtdlginin bilgisayar kullanilarak
deserlendirilmesidir  (Bioinformatics.org, 2005). Biydormatik, bilgi edinilmesi,
veritabani geftirimi, entegrasyon ve lgantilarin sglanmasi, ve analiz olmak tzere dort

ana § boliminu kapsar (Bains ve ark., 1998).

Kemoinformatik ise, ila¢ tasarimi ve ggiilmesini yonlendiemek igin kullanilan
kimyasal sentez, biyolojik tarama ve veri gdmana-toplama yakkamlarinin bir

kombinasyonudur (ColorBasePair.com, 2005).



Kemoinformatik terimi ilk kez 1998 yilinda, ‘bir loh adaminin, temel olarak bir
liganttan ila¢ molekuliine gegilebilmesi surecindeeliklerinin optimize edilmesi igin
gereksinim duyaga tim bilgi ve veri kaynaklarinin bir kombinasyorarilaminda Brown
tarafindan kullaniingtir (Brown, 1998). Kemoinformatik khgH altinda toplanan ve
bilgisayar teknolojisinin kullanilga metotlar aagida siralanngtir (ColorBasePair.com,
2005):

-Kimyasal verilerin toplanmasi, analizi wéenmesi;
-Veri temsili ve iletsim;

-Veritabani tasarimi ve organizasyonu;

-Kimyasal yapi ve 6zelliklerin tahmini;

-Molektler benzerlik ve glilik analizi;

-Bilesik veya kuttuphane tasarimi ve optimizasyon;
-Veritabani tasarimi ve sanal tarama;

-Bilesik siniflandirma ve secimi;

-Kalitatif ve kantitatif yapi-etki veya yapi-ozedlili skileri;
-Kimyasal problemlere uygulanan bilgi teorisi;
-Kimyasal tanmlayicilarin istatiksel modelleri;

-In vivo bilesik karakteristiklerinin tahmini;

Olumcul hastaliklar icinde kalp hastaliklarindamrsoikinci sirada gelen ve son
yillarda Uzerinde en ¢ok atama yapilan hastaliklardan biri olan kanser; igjienlerde
olusan mutasyonlar sonucu gen ifadesinin miktarindaavegmanlamasinda meydana
gelen dgisikliklerle ortaya ¢ikan hicresel seviyedeki gendtik bozukluktur. Kanserli
hiicreler, kontrolsiiz bisekilde boélinerek okiuklari bélgelerden &a bir bélgeye goc
ederek bu bdlgelerde ikincil timorleri etururlar. Calgmalar bir taraftan kanserin
molekuler biyolojisi Uzerinde ygunlasirken, dger taraftan da cerrahi ve radyoterapi gibi
uygulamalarin yani sira kemoterapotik ilaglarla ijap tedavi etkili olmaya ve gun
gectikce bu konudaki ag@mrmalar hiz kazanmaya $amistir. Kanserin olgum
mekanizmalari molekiler dizeyde aydinlatiimayasgafak, hiicre dongusunin farkli

evrelerinde mudahakanslari denenmektedir.



Bu ilaglarin en 6nemli etksekillerinden biri de kanser hicrelerinde nikleikt as
sentezinin inhibe edilmesidir. Bu nedenle pek co&mkterapotik ilag, DNA-ilag
kompleksleri meydana getirerek DNA'yagiali RNA polimerazi inhibe ederler (Meyers
ve ark., 1976). Tumor hicrelerinde DNA metabolizmda yer alan enzimlerin sentez
hizinin yiksek olmasi nedeniyle antitimor ilac temanda DNA metabolizmasi ile ilgili
enzimler hedef molekdller olarak segilmektedir.

Topoizomerazlar, hem prokaryotlarda hem de Okaayddl DNA replikasyonu,
transkripsiyonu, rekombinasyon, kromozomgyolasmasi ve ayrilmasi gibislemlerde
mutlak gerekli olan enzimlerdir. Topoizomerazlarctelerdeki bu hayati 6nemlerinin
disinda antimikrobiyal ve antikanser ilaglar icin pamsitotoksik olmalari bakimindan da
cok dnemlidir. Son yillardaki farmakolojik cstinalar, genellikle DNA kicuk olugundaki
O0zgul dizilere balanarak antitimér aktivite gdsteren ilaclarin, DNW@poizomeraz
enzimlerini inhibe ederek de etkili olgunu gosternstir. Hiicre ¢@almasinda gerekli olan
topoizomeraz enzimlerinin bu ilaglar tarafindanilondyonu, kontrolstiz ve hizli bgekilde
bolinen kanser hicrelerinin ¢ogalmasini durduredgiie dusinidimektedir (Pindur ve
Lemster, 1998). Giderek artansitilikteki topoizomeraz inhibitdrleri, antitimdorkdiviteye
sahip ilaglarin tasarimi i¢in yeni bir kaynak glrmustur (Potmesil ve Kohn, 1991; Ralph
ve ark., 1994; Osheroff, 2003). Topoizomeraz irthibetkisinin argtirilmasi, yeni ilag
gelistiriimesinde yaygin olarak kullanilan bir yontenliha gelmitir (Pinar, 2005).

Bu calsmanin amaci, bazi 2H-3,4-dihidro-1,4-benzoksazom3-tirevlerinin
kemoterapotik etkiden sorumlu enzimlerden DNA-t@poneraz | Uzerinde inhibitor
aktivitelerinin Molektler Modelleme teknikleri il&~armakofor analizleri uygulanarak
O0zgun ilag etken madde tasarim gallarinin olgturulmasi ve gunimuiz bilgisayar
teknolojilerinden faydalanilarak DNA topoizomeraz enzimi inhibitéri ila¢ etken

maddelerinin rasyonel olarak tasarlanmasgriatutmaktadir.



2. KURAMSAL TEMELLER

2.1.ILAC TASARIMINDA RASYONEL YAKLA SIMLAR

Gunumuzde, 6zgun bir ilacin ateulmasi ve gektiriimesi ¢alsmalar sirasinda harcanan
emesi, zamani ve yatirnm maliyetlerini en aza indirgeymek amaciyla bir ¢ok yeni
teknik gelstirilmis durumdadir. Gedtirilen bu teknikler, argtirma harcamalarini daha
ekonomik dizeyde tutabilecek yeni yakfalarin ortaya konulmasina gahaktadir. Yeni
ilac etken madde Asarma-Gelstirme calsmalarindan verimli sonuclar elde edebilmek
icin Oncelikle gercekci ve uygulanabilir hedeflg@nelmek gerekmektedir (Algener ve
Yalgin, 2003).

Gelismis ilac sanayinin en dnemli beklenti ve hedefi, yetken madde iceren
orijinal ilaclar Uretebilmektir (Yalcin v&ener, 1996). Yuritilen agrmalar sonucunda
yeni ila¢ etken maddesi olmaya aday 0zgun bir ksayilgik ortaya c¢iktginda, klinik
calismalarin baglatilmasina ancak s6z konusu ilag etken maddestkisi ve emniyeti
hakkinda yeterli bilgi sdandginda izin verilmektedir (AkSener ve Yalc¢in, 2003). Yeni
bir teknoloji olan Bilgisayar Detekiia¢c Tasarimi (CADD), mevclitaglara ve hastaliklara
ait birikmig bilgileri diger sahalardaki disiplinlerarasi girdilerle kombimade kullanarak
ila¢ gelstirme sirecini hizlandirmaktadir (Carlson ve McCampm2000; Street ve Mayo,
1999; Veselovsky ve Ivanov, 2003).

Rasyonel ila¢ tasarimi yaklani, ila¢c hedefinin molekiler yapisini modelleyerek
bu yapiya en uygun ilaci ggirmeyi amaclamaktadir. Rasyonel ila¢ tasariminitieg
hedeflerinin, genellikle de proteinlerin kimyasapylarinin bilinmesi ya da bulunmasi
sarttir. Roche firmasinin bir HIV proteaz inhibitdadlian ilact Saquinavir, 1996’da onay
almis ve tamamen rasyonel ila¢ tasarim teknikleri iks&rlanmy basarili 6érneklerden
birisidir (Bains, 1998). Temel olarak, ilac siecalismalari klinik denemeler éncesi ‘pre-
klinik' basamaklar igcerir. Bu basamaklar hedef segionder bilgik tanimlanmasi, ve
klinik aday bilsik secimidir (Wang ve ark., 2005).



Ilag tasarimindaki rasyonel yakimlar, ligant yapisina dayal tasarim ve hedef
yapisina dayali tasarim olmak tzere ikiye ayrilradkt Sekil 2.1). Ligant yapisina dayall
tasarimda etki gosteren molekuillerin yapisindanddégnilarak reseptor yapisinin
yorumlanmasi amaclanmaktadir. Hedef yapisina dagalrimda ise bilinen reseptér

yapisindan hareketle etki gosterebilecek molekilasarlanmasi amaglanmaktadir.

Rasyonel ilag Etken Madde Tasariminda Molekiiler

Modelleme
.

Reseptor Yapisina Dayali Tasarim h Ligand Yapisina Dayal Tasarim (Ligand
(Structure Based Design)
=

|

Based Design)

CoMFA
CoMSIA

LEAD GENERATION &
OPTIMIZATION

Sekil 2.1. Rasyonel ila¢ etken madde tasarim yéntemleri

Yirminci yazyilin ikinci yarisindan itibaren agtarmacilar, yeni ila¢ etken maddesi
bilesiklere ulaabilmek amaciyla kimyasal bil&lerin molekuler yapilari ile biyolojik
etkileri arasindaki ikkileri tanimlama ¢atmalarina ygunlagsmislardir. Bu yeni teknikler,
yeni ila¢ etken maddesi nitgindeki kimyasal bilgiklerin gelistiriimesi, daha ideal etkili
bilesiklere  ulagilmasi, etki mekanizmalarinin  tanimlanabilmesi rdikierinin

yuruttlmesinde giderek dnemli rol kazaglardir (Aki-Sener ve Yalcgin, 2003).

Farmasotik Endustride Mevcut CADD Uygulamalar:

Bilgisayar Destekliilac Tasarimi (CADD), sadece potent kilkéerin tasarimina d#l,
‘konseptten klinge’ giden yoldaki basamaklarin @ana katki sglayabilmektedir. S6z
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konusu ‘keif sureci’ nde yer alan bazi gtama alanlarn geleneksel olarak daha cok
gelistirilmi stir ve/veya bilgisayar degime digerlerine nazaran daha iyi adapte editmi

Bu islemler icin ciddi bilgisayar desge gereksinimini artiran ¢ok sayida yaia
mevcuttur. interdisipliner bir ilac kgf ekibi icerisinde sonuclarin paygidmasi
gerekliligine ek olarak, tedavinin evde ve hastanede devanesetnedeniyle yukli
miktarda veriler bulunmaktadir ve bu veriler kol&ld idare edilmektedir. Bu dev
veritabanlarini dgsik sekilerde analiz edebilmek icin, yapi-etki modeleériortaya

citkartmak icin ve yeni dnder bililer kesfedebilmek icin metotlar geliirilmelidir.

Arastirma gruplari arasinda artan bir rekabet s6z kathws Yeni bir argtirma
kesfi bagararak bunu yeni bir aktif dnder hilge cevirebilecek kadar hizli hareket eden bir
aragtirma grubu, cok buyuk olasilikla da yeni alandtatdrapotik ajani gedtirerek anahtar
patentlere sahip olacak olan gruptur. Efektif dtakallanilan bilgisayar metotlari uzman

bir ilac kesif ekibine buyuk bir kompetitif avantaj giayabilmektedir (Cohen, 1996).

2.2. RASYONEL ILAC ETKEN MADDE TASARIMINDA MOLEKULER
MODELLEME TEKN IKLERI

Modern molekiler modelleme metotlari, gégtiiz yuzyllin bglarinda niukleer fizikte
molekuler yapilarin ilk bgarili temsillerinin ortaya ¢ikmasiyla birlikte 6nérhir gelisme

gOstermgtir (HOltje ve Folkers, 1997).

Molekuiler Modellemenin Tarihgesi:

Hueckel, Mullican ve d@erleri molekdllerin delokalize ‘molekuler orbitatledeki elektron
kimeleriyle cevrelenmicekirdekirden olgmus olabileceklerini varsayilnglardir. Bunu
takiben Pauling, Roberts, Streitwieser, Pople, Dewa diger argtirmacilarin ayrintili
calismalart molekuler yapilarin ve 6zelliklerinin hesapinasi igin yeni nesil molekuler

orbital programlarina 6énculik etgtir (Cohen, 1996).

Westheimer, Hendrickson, Wiberg, Boyd ve daha lkayo, bggimsiz olarak, kizil

Otesi spektral absorbanslarin aciklanmasi amadtityggen molekullein teorileri tizerine
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kurarak, yapilarin, konformasyonlarin, etkita enerjilerinin, molekiler dinargin ve
diger dzelliklerin hesaplanmasi i¢cin mevcut ‘klasikkaeik’ programlari geditirimislerdir
(Cohen, 1996).

Modern bilimsel bilgisayarcilik ve ticari bilimsefazilim sirketlerinin 1970’lerin
sonuna dgru ortaya cikgiyla hizli bir ilerleme yganmstir. GUnumuzde molekuler
modellemeckasirtici dizeyde donanim ve yazilim seti secenekkeyiyz yuzedir (Cohen,
1996).

Kristalografi, molekiler modellemenin ggtinde belirgin bir basamaktir. Kristal
yapilarin karmgkligina dair bilgilerin arti, kagit Gzerindeki iki boyutlu temsillerde bile
yogun hesaplamalar gerektirgtir. O donemlerde, molekuiler kitlerin kullanimi, skal
yapilarin 3D goérinumlerinin eldesi icin mumkin oleek yontem olmgtur. Dreiding
Modelleri, o zamanlarin yapisal kimya bilgilerinkamamini icerdiinden yg@un ilgi
gormistur. Prefabrik moduler elementler, opme hibridizasyon durumlarina ve aromatik
Ozelliklere gore dgru bg sayisina ve acilara sahip farkli azot atomlariistal yapilarin
bire bir 3D modellerinin olgturuimasina ve dolasiyla molekiler modellemeye alan
sgzlamistir. Ebatlar dgrusal olarak Angstrom boyutundan oranlagtmi Stbstitientlerin
sterik engelleri, hidrojen K& etkilesimleri, vb. 6zellikleri modellerle oldukga iyi bir
sekilde temsil edilmitir. Benzer kalitede bir modelleme, her ne kaddradaz tutarli olsa
da, ancak hacim dolum (space filling), Stuart-Blebgveya CPK modelleri tarafindan

sglanabilmstir.

Watson ve Crick, bazskesmesini ve dolayisiyla DNA cifte sarmalarinin ana
hatlarini bu tir molekuler kitler yardimiyla acikiglardir (Holtje ve Folkers, 1997).

Molekiler modelleme bir bilgisayar bilimi varsayimdezildir. Islemlerin
gelismesine paralel olarak bilgisayar teknolojisi deegjilk bir gelisme gdostermiir ve tim
bunlarin sonucunda gunumuizde binlerce atom icereteip molekulleriyle kolaylikla
basa c¢ikilabilmektedir (HOltje ve Folkers, 1997).



Bir molekdltn ilk yalanci-3D temsili, 1970 yilindeenkli ve rotasyon yapabilen bir
bicimde sanal Dreiding modelleri yaratilarak andalgisayar ekranlarinda mumkin
olabilmistir (Holtje ve Folkers, 1997).

Bilgisayar teknolojisi olmadan, protein gibi komkdeyapilardan dgan veri ygini
ile insan gucunin Ba c¢ikmasi olanaksizdir (proteinlerin dlgimlerigishyar teknolojisi
olmadan X«inlart kirnimi veya nikleer manyetik rezonans gilbnetotlarla

gerceklgtirilemezdi. (Holtje ve Folkers, 1997).

O yillarda ortaya cikartilan Monte Carlo Simulasypgaz partikillerinin fiziksel
durumlarinin tahmini icin uygulanmaktaydi. O zanaad&, molekiler sistemler Gzerine
mekanik analojilerin ilk uygulamalari ggfirilmis; glc alanlari kavrami ortaya atikni
optimize edilm§ ve zamanla inanilmaz bir yeterfé kavgmustur (Holtje ve Folkers,
1997).

Gunumuzde matematiksel teknikler hidrojen atomundaha biyuk sistemlerin
kuantum kimyalarina ait hesaplamalarina ve ligamre aktif bolge bglanis

simulasyonlarina olanak @amistir (Holtje ve Folkers, 1997).

Yeni terapotik ajanlarin tasariminda medisinal kaear icin emsalsiz firsatlar
yaratan Molekuler Modelleme, farmasotik gnamalarda etkiniini ispatlamsg bir disiplin
haline gelmgtir. Bilgisayar donanimindaki, yazilimindaki ve ti&omedisinal kimyadaki
gelismeler c@u akademik ve endustri laboratuvarlarinin kapsaakndbilgisayar
calismalarina ve grafik araclara yuksek performargasais, ve boylelikle de rasyonel ilag

tasariminda yararl yaldanlarin gelsmesine zemin hazirlagtir (Cohen, 1996).

flag tasariminda gunumizde goz 6ninde bulundurudseptorlerin varfi ve
anahtar-kilit kavramlari P. Erlich (1909) ve E.dhsr (1894) tarafindan formule edikti.
Yasamsal glemlerde rol alan mekanizmalarin detaylarindanlaam anlamak 1970 ‘lerde
muamkin olmgtur. Protein hedeflerinin  saf o6rnekleri izole edde X-isinlari

kristalografisi ile de molekuler yapilari gigrgina ¢ikartmgtir.



Uc boyutlu (3D) yapilarin y@amsal §lemlerini nasil kusursuzca kontrol ettiklerinin
ogrenilmesi boylelikle mimkun olabilrgtir. Boylesi bir gamayi daha ileriye goéturebilmek
amaclyla farmasotik endustide ilagskee yonelik akilci bir yaklggm ortaya konulmgtur
ve bu yaklaim, molekuler modellemenin tam bir disiplin olarakla gelsimine katkida
bulunmytur. Bu alan, 1980 ‘lerden bu yana daha da ivmeukarak molekuler biyolojide
ve deneysel/teorik yapisal kimyada ve de bilgisagknolojilerinde olgnustl gegmelere
neden olmstur. Bu gelgmelerin her biri, molekiler modellemenin temelindgemli bir
yere sahiptir. S6z konusu disiplin artik tamamenrtag ve aratirma slemlerine entegre
olmustur (Cohen, 1996).

Molekuler modellemenin amaci, bir molekulin kimylasa fiziksel 6zellikleri
arasindaki temel gkiyi, kimyasal yapisini ve almioldugu ¢ boyutlu (3D) yapiyi
anlamaktir. Bu anlay) bu o6zelliklerin molekullerin kimyasal, katalitigeya biyolojik
fonksiyonlariyla ilskilendiriimesi ve en dnemlesi ggen fonksiyona ait molekullerin
rasyonel olarak tasarlanmasina olanalglssaaktadir. Kimyasal yapi ve fonksiyon
arasindaki bu kganti, molekuler biyoloji, protein bilimi, ila¢ tasimi, kimyasal kataliz
veya materyal ve polimer bilimi gibi bircok bilimiseaba icin hayati 6nem ganaktadir
(Cohen, 1996).

Grafik ve Modelleme igin Donanim ve Yazilim Gerakisni:

Sinirlant kesin ayrilmamakla baraber, modellemeasigallarinda kullanilan ¢ belirgin

bilgisayar sinifi tanimlanmaktadir:

* Merkezi bolimsel hesap ve dosya sunuculari,
* Yiksek performansli grafilgiistasyonlari,

* Kisisel is istasyonlari.

Molekuler modellemede yazilim gereksinimi kullan@ayizleri ve bgdangic
modelinin olgturulmasinda (1 D, 2D veya 3D), eturulan modeline refine edilmesi,

manipule edilmesi, vektor grafiklerle gorsstiemde ortaya cikmaktadir.



Modelleme cakmalari, deneysel bir sistemi veya sonugclarini aalgnplanlanan
bir deneyden turetilecek olan bilginin optimizasyoo sglamak; veya bilimsel bir

probleme teorik veya yapisal bilginin uygulanmasgaiyla yurutilmektedir.

Molekiller inanilmaz derecede kugukturler, ancalimbi adamlari yillarca
molekuler kiralite, halka konformasyonu ve sterikrgjnlik gibi yararli kavramlar
anlamak icin cgtli mekanik modeller kullanilinglardir. Molekul kitleri bilgisayar
modelleri gibi gercek yapi hakkinda fikir vericidiancak bunun 6tesinde bilgisayar
modelleri cakgtirma, enerji hesaplamasi ve tifiraler gibi mekanik modellerle zor veya

imkansiz olan manipulasyonlara da izin vermektedir.

Bilgisayar modelleme programlari, bircok bilim adam elde hesap yapmakta
yetersiz kalaga sistematik ve yorucu camalarin ydritilmesinde de yararhdir. Ancak,
modelin etkisinde kalmanin bir bilim adaminin tarafigina gélge dilirmesine neden
olabilecggi durumu neredeyse her zamargdaur. Modeller test edilmek ve kullaniimak

icindir, ancak modellere tam olarak guvenilmemel{@ohen, 1996).

Molekuler Modellemenin Kullanim Alanlari:

Molekuler modellemenin bircok olasi metotlari ve gulamalari mevcuttur. Yapi
olusturma, yapinin  gorintilenmesi,  konformasyon swiwlmasi,  biyoaktif
konformasyonlarin  tlrevlendiriimesi, molekiler sifjmzisyon ve caktirma,
farmakoforik kaliplarin turevlendirilmesi, reseptdaritalandirma, biyolojik aktivitelerin
tahmini, molekuler etkilgmler; docking, molekuler 6zelliklerin hesaplanmasneriji

hesaplar gibi alanlarda molekuler modellemededdégnilmaktadir.

Molekiler Modellemede Temel Kavramlar:

Reseptor ve Ligant tasariminda Molekiler Tanimlanma

Reseptorler, ligatlarini molekiler iskeletler, atgeoziyonlari veya bunlar arasindaki
baglantilar olarak dgil, ligantin reseptorle olan Bh veya b&li olmayan durumlari
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arasindaki serbest enerji farkdili olarak algilamaktadirlar. Hedef reseptbre spesifi
baglanmada en 6nemli faktorler arasinda, molekgékildeki 3D uyumluluk ve ilag ile
reseptoriin ilac kgama yoresi arasindaki submolekiler 6zellikler dandadir. Bu, ¢
boyutlu gereksinimleri yerine getiren molekullen@septdriin spesifik liganti olabilege

anlamina gelmektedir.

Aktif Konformasyon:

Mevcut ilaglarin veya ligantlarin aktif konformasyarina ait bilgiler, yeni ilag
molekdullerinin rasyonel tasarimi i¢in yol gostedici 3D reseptor yapisi bilinmese bile, tek
bir aktif molekiltin aktif konformasyonu biliniyorsaeya rijit yapida tek bir aktif molekl

mevcutsa, bilinen ligantlarin yapilari temel aladatasarim ¢cagmasi gercekigirilir.

Reseptor yapisinin bilingii ve bilinmedgi durumlarda 3D yapi-etki gkilerini
yorumlamak ve yeni aktif yapilar tasarlamak icirkfayaklasimlar gecerlidir:

Uc Boyutlu Veritabani Tarama Yaklamlari:

Yeni bir onder bilgik, her zaman yeni bir bigk anlamina gelmemektedir. Dinyada
varhgl bilinen birkag milyon bilgigin bircogu bilinmeyen biyolojik aktiviteler
gosterebilmektedir. Genel olarak, s6z konusu heagihlain bilesik icin mevcut olan deney
sistemleriyle sadece birkac biyolojik aktivite vefgmksiyon test edilmi durumdadir. Bu
nedenle neredeyse butiun bilinen @keerin hemen hemen tum biyolojik aktiviteleri
arggtinimams haldedir denilebilir. Cgtli tarama programlari, reseptér yoresinde ligant
olabilecek bilgikleri bulma adina, bilinen biyoaktif bgeklerle yapisal yakinfi olan
molekdlleri tanimlama 06zefline sahiptir. 3D tarama programlarininggalugu halen
ligantlarin 6zelliklerine odaklanmidurumdadir. Reseptor yapisi biliniyorsa, molekille

reseptdrle uyumluluk agisindan taramak daha rasyangaklasimdir.
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Otomatiklestirilmi s Yapi Olwturum Metotlari:

Veritabani yaklgamlari, cok sayida toplangibilesikleri en iyi sekilde kullanarak yeni
onderler bulmak amaciyla oldukca yararl yakidar olarak gbze carpmaktadir. Eldeki
veya ticari olarak sunulan b§i&ler secildiyse, aktiviteleri de kimyasal sentegerek
kalmaksizin tayin edilebilmektedir. Bgi&ler elde edilmiyorsa bile, bifgklerin sentez
basamaklarina veya fiziksel Ozelliklerine skin  6nemli Dbilgiler literatirde vyer
alabilmektedir. Otomatikkgdiriimis yapr olgturum metotlari, reseptérin bilinen 3D

yapislyla ve bilinmeyen reseptér yapisiylasalaum olmak tzere iki siniftir.

Yap! olwturum metotlarinda molekdl i¢i validasyon ve stidjl aktif
konformasyonun stabilitesi, molekullerarasi stadbiliyapilarin secimi gibi hususlar

g6zonunde bulundurulmalidir.

Deneysel Teknikler ve Veri Bankalari:

X-Isinlari Kristaligrafisi:
Biyolojik makromolekdllerin G¢ boyutlu (3D) yapiiva ait bilgilerin temeli X4inlar
kristalografik incelemelerinden gelmektedir. Klasikisinlari kristalografisinin ardindan

makromolekiler Xginlari kristalografisi yontemi gafirilmi stir.

Nukleer Manyetik Rezonans (NMR):

1950 ‘lerin sonlarindan 1980 ‘lerin ortalarina kad&isinlari kristalografisi bir biyolojik
makromolekiliin tam 3-D yapisinin tayini icin tektoteolmustur. 1980 ‘lerin ortalarindan
itibaren, NMR spektroskoposine dayanan teknikleyolnjik makromolekillerin 3D
yapilarinin tam olarak aydinlatiimasina atomik gletana varana kadar imkangamistir.
NMR, molekdlleri kristal halde incelemek yerine etie inceler. Bundan dolayi, X-
Isinlar1 kristalograisi de kristal yapilar daha dtabir gortinti verirken, NMR yapilarin

dinamiklerini inceledii icin bu iki metot birbirini cok iyi birsekilde tamamlamaktadir.
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Molekuller yapilarin modellemesinde deneysel olaedde edilen veriler temel
olusturmaktadir. Ozellikle de makromolekiilerde deneyseriler daha da ©6nemli

olmaktadir.

X-1ginlan kristalografisi ile, makromolekill afwran bloklar, amino asitler ve
nikleozitlerin kantiteleri, bauzunluklari, bg acilari, grup planaritesi ve kiralitesine ait
hatasiz 6lcumler alinmaktadir. Proteinlerin alfdidseve beta tabaklari 1950’lerin ve
1960’larin sonlarinda hentiz sonuclar alinmadan ir@ledilmistir. DNA ‘nin ¢ifte sarmal
yapisi da, fiber difraksiyon verileri yardimiyla 32 deneysel olarak ortaya konulmadan
yorumlanmsgtir. Makromolekullerin dier makromolekiller veya kugiuk molekullerle
etkilesimleriyle ilgili yorumlamalar da deneysel kanitlaukssiimadan gercekkgirilmi stir.
(Cohen, 1996).

Deneysel Yapilarin Protein Modellemesindeki Kullammlari:

Deneysel yapilardan elde edilen en temel verileny&sal yapilarin genel prensipleridir.
Kicuk molekudl kristalografisinden, atomik pazunluklari ve acilari, temas uzakliklari ve
konformasyonel tercihler icin kesin gerler saptanngtir. Bir makromolekiler yapinin en

net oOzelliklerinden birisi modellemeciye Uzerindeodelleme yapabile@e bir iskelet

vermesidir.

Kimyasal bir Veritabaninin Bile senleri:

Kimyasal veritabanlari molekiler ve atomik verigebirlikte kodlanmy kimyasal yapilar
iceren veritabanlaridir. En genel anlamda, bir tabani (veya veritabani sistemi) U¢
bilesenden olgmaktadir; taranabilir formda veri, genel bir taramakinesi, verinin turtine

uygun bir sorgulama dili.

CADD-Bilgisayar Destekliflag Tasarimi

ilac Gelistirme Islemi
Bir hastalgin tedavisine yonelik kanitlangbir etkinlige sahip yeni bir kimyasal biggin
kesif ve gelistirilmesi yogun ¢abalar gerektiren uzun vadeli Biemdir.
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Endustriyel istatistikler, tibbi kullanim i¢in onalgulunan her bir ilag i¢in 10,000’e
yakin bilgigin sentezlenerek test edighe; bu bilgiklerden sadece 100 kadarinin emniyet
acisindan deerlendirmeye alingina; ve bunlarin icerisinden sadece 10 kadarinmikkl

olarak insanlarda test edilebigiie isaret etmektedir.

Bir ilacin piyasaya ciki onayl, baarinin garantisi anlamina gelmemektedir.
Piyasadaki ¢gu ilag, pratikte yeterli etkinje sahip olamadiklar icin, veya gerilcekli
deneyimler sonucunda istenmeyen yan etkileri ortakag icin kesif ve gelistiriimeleri
icin harcanmy olan yiksek maliyeti kadayamamaktadir. Ancak, cok @il bir ilac
uretici firmaya ve hissedarlarina ¢ok buyuk bir&agz getirebilmektedir.

Ilac kesif ve gelistirme islemi ti¢ faza ayrilabilmektedir:

1) Yeni 6nder kgf ve 6nder bilgigin optimizasyonu;
2) Preklinik ve kilinge yonelik dnder gedtirilmesi;

3) Piyasaya sirugisonrasi takip.

Bu basamaklar arasinda kesin sinirlar bulunmamaktdiériki basamaklarda
problemler yganmasi ihtimaline kar son basamak hari¢ cahalar tipik olarak birden

fazla 6nder bilgk Uzerinde yurutalmektedir.

flag Tasarim Ekipleri

Rasyonel ilag tasarimi ve ggirimi icin calisan ekiplerin kuvvetli bir karakterigi,
onlarin yetki ve disipliner agidan genellikle getir spektrum gostermeleridir. Bunun
nedeni, aday ilaclarin kimyasal ve biyolojik olarbikcok yonden arirmalar, optimize
edilmeleri ve belgelenmeleri gerekdiidir. Uretken argtirma ekiplerinde gtim ve teknik

dil farkhliklari gibi sorunlari kolayca ¢6zulebiimekte, ancak ekip icerisinde etkil@ ve
kooperasyonun gakli bir sekilde sdrddrilmesi ygun cabalar gerektirmektedir.
Bilgisayar metotlari bu etkifgm ve kooperasyona yardimci olabilmekte ve ekip

Uretkenlgini yukseltebilmektedir.
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Ilag-Reseptor Etkilgimlerinin Modellenmesi

Makromolekiler Hedefler:

Ilaclarin potansiyel hedefleri organizmay veya fatoolwsturan molekiler bilgenler

kadar fazladir. Bu etki yoreleri; proteinler, nikleasitler, lipitler ve sakkaritleri
icermektedir. Bilinen en yaygin hedefler enzimlenembran-bgl reseptorler, iyon
kanallari, antikor, ve yapisal proteindir. Birska yaygin ilag etkilgm yoresi de nukleer
ve mitokondriyal DNA ve mRNA ‘nin da dahil ol@u nikleik asitlerdir. Bununla birlikte

en yaygin ¢cagimalarda hedef alinan proteinlerdir.

Proteinlerin katlanmasina neden olan giglerin gé#énde tutulmasi, ilaglarin
proteinlere bglanmasindan hangi guclerin  sorumlu dldoa dair bir fakir

verebilmektedir, ¢ciinkd bu ikgllem bircok ortak karakteristik gamaktadir.

Mevcut bilgilere dayali olarak, ilag tasariminda ldelirgin modelleme stratejisi
kullanilabilir. ilag reseptor hedefinin net bir yapisi mevcugilde, ve de reseptore
baglanan birden ¢ok kompetetif ligant biliniyorsa, eptriin yapisi kendisine ganan
yapilara dayali olarak ¢ikartilabilir. Bu stratgjigeseptor haritalama adi verilmektedir. Ote
yandan, net 3D vyapi, kristalografi vea NMR gaalarindan veya homoloji
modellemesinden elde edilebilir, veya reseptoregerimi (fitting) kullanilabilir.

Sulu ve Susuz Solvan Modelleri:

Su, biyolojik olaylarin ¢gunu ve ilaglarin kendi makromolekiler hedeflerine
baglanmalarini ileri dizeyde etkilemektedir. Sulu amtailaclarin ve reseptérlerin
konformasyonel tercihlerinin saptanmasinda ve dgabana partnerleri arasinda gozlenen
kuvvetlerin modulasyonunda temel bir rol oynamaktaBolvan etkilerini hesaba katmak,

protein konformasyonlari ve dinamiklerinin yorumanemel olgturmaktadir.
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2.2.1. HGANT YAPISINA DAYALI TASARIM

2.2.1.1. UC BOYUTLU KANTITAT IF YAPI-ETK TILISKILERTANAL iZLER1 (3D-QSAR)

Bir molekiler modelleme c¢amasina bgarken yapilmasi gereken ilk,ibir kartezyen
koordinat seti ile atomlarin uzaydaki gha pozisyonlarin tanimlayarak molekdlin
bilgisayarda bir modelinin oturulmasidir. Makul ve guvenilir bir biangic geometrisi,
bundan sonra yuruttlecek temel saimanalarin kalitesini belirler. 3D molekiler yamla

olusturmak icin temel metotlaggunlardir (Holtje ve Folkers,1997):

X-Isinl Kristalografik Veritabanlarinin Kullanimi:

Kucguk molekillerle ¢agirken kristalografik bilgiler igin en 6nemli verttani Cambridge
Kristalografik Veritabani ‘dir. Bu veritabani 50@oama kadar olan organik ve inorganik
bilesiklerin deneysel olarak belirlengiatomik koordinatlarini icermektedir ve devaml
olarak guincellenmektedir. Cambridge Kristalograileri Merkezi, veritabanin ve hatta
veritabanin taramak ve sonuglari analiz etmek i¢giazirlanmg olan yazilimi
kiralamaktadir (leasing). Veritabani tasariminiktigi ilgilenilen molekulin 3D yapisal
bilgilerini iceren, basit, okunabilir bir dosyadiBu veri dosyasi mevut ticari molekiler
modelleme paket programlariningemlugu tarafindan acilabilmektedir. Dosya, molekuler
modelleme programi tarafindan agiitida, veritabaninda listelengniolan atomik
koordinatlar otomatik olarak kartezyen koordinatlalionigtirilmektedir. Bunu takiben,
yapl, molekuler grafik olarak goérintilenebilmektee vi¢c boyutlu yapisiyla

calisilabilmektedir.

Standart Geometrilerle Fragman Kutiphanelerinden Deleme:

ikinci en yaygin yapi okiurma yontemi ise mevcut fragman kitiiphanelerindienan
molekullerin kullanilmasina dayanmaktadir. Bu meté@tistalografik veritabanlarina
ulasilamadgl veya istenilen yapilar icin Xginlar verileri bulunmadn hallerde tercih
edilmektedir. GUnimuzde nerdeyse tim ticari mokkilodelleme programlari fragman
katiphaneleri kullanarak molekil @turma secengni de sunmaktadir. Fragman
katiphaneleri kolay kullanima sahip elektronik b8D yapisal ara¢c seti gibi
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kullanilmaktadir. Fragman havuzundaki 6énceden dpénedilms standart geometriler
sayesinde ortaya c¢ikartilan 3D yapilar kabul editdlir geometriye sahip olmaktadir.

‘Skec¢’ Yaklasimiyla 2D yapilarin Basit Cizimi:

Bu yaklgimda bilgisayar ekraninda fare imleciyle istenitealekilin 2D formula cizilir.
Bazen kituphanede yer alan sinirli sayidaki kigithekidiler standart fragmanlar bu
amagcla bglangic noktasi olarak kullanabilmektedir. Cizigtemi bitirilirken ekrandaki 2D
goruntd 3D bilgilere ¢cevrilmektedir. Bylem nedeniyle dgru atom tiplerinin secgimlerine
Ozellikle dikkat etmek gerekmektedir. Skec yakia cok basit bir metot oldiwndan, elde
edilen geometriler genel olarak ¢ok tatmin ediciildiér. Bu nedenle molekuler geometriyi
rahatlatmak icin kabaca bir geometri optimizasybeu bir basit g§lemi sonunda otomatik

olarak yapiimaktadir.

2.2.1.1.1. Kasilastirmali Molekuler Alan Analizleri Yontemi (Comparat ive
Molecular Field Analysis) (CoOMFA)

CoMFA yontemi, 1988 yilinda ortaya ggkadan bu yana 3D-QSAR cgainalari icerisinde
en kuvvetli araglardan birisi olngtur. CoMFA yontemi temelde, gdzlenen biyolojik
Ozelliklerin, bir set ligant molekdlini cevreleyemon-kovalan alanlarin uygun sterik
(Lennard-Jones) ve elektrostatik (Coulomb) 6rneldsiyie anlailabilecesi ve korele

edilebilecgi varsayimina dayanmaktadir (Zhaoa ve ark., 2005).

Benzer etki mekanizmasina sahip biyolojik etki goésh bir seri molekile
uygulanmakta olan CoMFA vyontemi, 1988 yilinda Cramee ark. tarafindan
gelistirilmi stir. CoMFA’nin avantajlari, molekdillerin biyolojiktkilerini tahmin edebilmesi
ve de sterik/elektrostatik 6zelliklerle biyolojikkder arasindaki ikkileri kontir haritalari
halinde temsil edebilmesidir. CoMFA kontur haritatan kalitatif bilgileri sadece ligant-
reseptor etkilgmleri hakkinda dgil, ayni zamanda resepttr topolojisi hakkinda dendli
Ozellikleri ortaya koymaktadir. COMFA'nin kapsammrgensletildigi Gelismis CoMFA’'da
H-bagi ve indikatér alanlar da kullanilarak kompleks Q@SAanalizleri kolayca
yapilabilmektedir. CoMFA’dan farkl olarak CoMSlAprelasyon icin daha iyi sonuclar
uretmektedir. CoMFA ve CoMSIA metotlari, yapilan hgmalarda toksisite
mekanizmalarina da aciklik getirmektedir. CoMFA hard-Jones ve Coulomb
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potansiyellerine goére sterik ve elektrostatik dkkdli hesaplarken, CoMSIA yontemi
ligant baglanmasindan sorumlu major katkilari ele almak iga& farkli ozelligi (sterik,
elektrostatik, hidrofobik, ve hidrojen @& donori veya akseptéri) g6z Oninde
bulundurmaktadir. CoMFA'dan farkli olarak, CoMSIAd CoMFA’nin orijinal
versiyonunda kullanilan Lennard-Jones ve Coulomiarmyellerinin fonksiyonel
formlarindan kaynaklanan hatalar s6z konusgilde. CoMSIA kontlr haritalarina yorum
getirmek, varyansin farkli alan tiplerine boélumletichesine izin verildgi icin daha
kolaydir (Xu ve ark., 2002).

CoMFA yontemi, U¢ boyutlu QSAR canalarinda yaygin kullanima sahip bir
metottur. Substitient parametrelerine dayal olatergeksel Hansch analizinden farkli
olarak, CoMFA, bir seri molekulin biyolojik aktiesini molekil etrafinda genbir 3-D
hacim tanimlayarak sterik ve elektrostatik alamglari iliskilendirmektedir. CoMFA
sutunlar (deskriptorleri), her bir molekul icingwyn bir prob kullanilarak (genellikle yiki
+1 olan bir sp3 karbon atomu) ayri ayri her birarag noktasinda hesaplanan sterik

(Lennard-Jones) ve elektrostatik (Coulomb) potagiyden olgmaktadir.

CoMFA, sadece standart sterik ve elektrostatik kider alanlara dayal olgw icin,
reseptor-ligant etkigmlerini modellemek icin tim kdanma kuvvetlerini uygun olarak
temsil edemeyebilmektedir. CoMFA, ligant-reseptdkilesmelerinin sadece entalpik
bilesenini temsil etmektedir. Ek bir alan olarak sunulgeni molekuler lipofilisite
potansiyelinin  (MLP), CoMFA’nin tahmin gucini belin bir sekilde artirdg
saptanmygtir. MLP, sterik ve elektrostatik alanlarla yeteslarak tanimlanamayan hidrojen
bagl ve hidrofobik etkilgimleri kodlamaktadir ve ayrica bir entropi Bgai icermektedir
(Barreca ve ark. 1999).

Boeckler ve ark., Dopamin {reseptdr agonist serisinin uzantisi olan 3-siiestit-
aminotetrahidroindolizinler Uzerinde vyaptiklari galalarda CoMFA ve CoMSIA
analizlerinde yeni gediirilen ve ¢akstirma secimini kontrol eden bir program uygulamasi
(IRAS) kullanmglardir. CoMFA/CoMSIA katki haritalarindan faydalaak D3
reseptorinin daha o6nceden stlwulmus homoloji modelini inaktif durumdan aktif
duruma dongtirmislerdir. Bu calsmanin neticesinde, tamamen ligant yapisina dayal

metotlar olarak CoMFA ve CoMSIA'nin yapiya dayalorholoji modellemesiyle olan
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kombinasyonunun QSAR verilerinin yorumlanabifimii ve aktive edilm§ GPCR
baglanma yoresi modellerinin gdumuna olan katkisini arttiggll sonucuna varilmgtir.
(Boeckler ve ark., 2005)

Genel olarak, CoMFA uygulamalarinda, modelleriratistiksel tahmin yeterge ve
arggtinlan ilag-ligant etkilgiminin fizikokimyasal acidan yorumlanabiligi 6nemli iki
husustur. Yapilan camadasans korelasyonlarinin olagini minimuma indirmek icin 3D
korelasyonlari etkileyecek olan CoOMFA parametretiriincelenngtir. Standart CoOMFA
sterik ve elektrostatik alanlariyla paralel olaraltta yatan en iyi aktivite gkilerini
bulabilmek amaciyla hidrofobik alanlar da incelemeslinmstir. En iyi korelasyonlar,
hidrofobisitenin argtirilan c¢oklu ilagc direnclilgini donistirict aktivitedeki rolint
gosteren bu alanlarla bulungtur. Modellerle gelen grafiksel sonuclarin analiggygin
olarak tanimlanan kritik alanlara (polisiklik hallsasstemi ve N-slbstitie kisim) paralel
olarak hidrofobisitenin molekuler profilinin bu gkarin aktiviteleri icin yapisal acidan
spesifik belirleyicilgini ortaya cikartmgtir. CoMFA modellerinde lipofilik alanlarin
kullanildigi aratirmalarin sayisi az olmakla beraber, hidrofobmsitesimdiye kadar
gercekten tam olarak aglamadg distnuldiginden c¢gu durumda bu alanlarin
yorumlanmasi nispeten zor olmaktadilag-membran etkikgmlerinin coklu ilag
direncliliginin geri déngumuntnde aracilik ettikleri varsayid bu 6zel durumda

hidrofobisitenin temel bir rol oynagi distiniimektedir (Pajeva ve Wiese, 1998).

2.2.1.1.2. Kasilastirmali Molekiler Benzerlik Indisleri Analizleri Yoéntemi

(Comparative Molecular similarity Indices Analysis) (CoMSIA)

Gerhard Klebe ve agarma grubu tarafindan 1994 yilinda getilmis olan CoMSIA
yontemi, ortak bir hizaya (alignment) getirigniolan ilag molekullerinin benzerlik
indislerine dayali olarak 6Ozellik alanlarinin hdsamin hesaplanmasi icin alternatif bir
yaklasimdir. Farkli fizikokimyasal 6zelliklerin alanlaGaussian-tipi uzakhk Ighli gina
gore kullandgindan atomik pozisyonlarda sorunsgamamaktadir. Bu nedenle, cutoff
limitlerinin keyfi tanimlamalariyla ve alanin farkégimlerinden kaynaklanan eksikliklerle
de kasilasiimamaktadir. Alanlar CoMFA formalizmine benzer HRLS analizi ile

deserlendirilimektedir.
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Klebe ve grubunun c¢ammasinda, kortikosteroid Bkyan globuline bganan ve
termolizin inhibitéru olan iki steroid veri setielgneksel CoMFA yontemi (Lennard-Jones
ve Coulomb potansiyel alanlari) ile ve de fstirmali Molekiler Benzerlikindisleri
Analizi (CoMFA) yontemi ile analiz edilmiir. Karsilastirmali istatistiksel 6nem modelleri
elde edilmg ve farkh modeller igin alan katki haritalari theitistir. COMFA alanlarindaki
kessimler nedeniyle ve de molekiler ylzeye yakin pdtaierin dikligi nedeniyle,
CoMFA haritalari parcall ve ayrik B@anmstir. Bu durum, yorum yapilmasini
zorlastirmaktadir. CoMSIA yakkamiyla elde edilen haritalarin yorumlanmasi isealah
kolaydir. CoMFA haritalari, bolgeleri, varsayilair lgevre ile etkilgimlerin beklendgi
molekullerden ayri olarak gosterirken, CoMSIA halati aktivite icin 6nemli bir
fizikokimyasal Ozellik gerektiren ligant iskeletiein bulundigu alandaki bélgelerisaret
etmektedir. Yapilan ¢caimada 6zellikle yeni bikgklerin tasarimi s6z konusu olgunda
onemli olan Ozelliklerin izlenmesinde CoMSIA yont@m yol gdstericilginin daha
yuksek oldgu saptanmstir (Klebe ve ark., 1994).

CoMSIA yontemi, CoMFA yonteminde kullanilan ster{§) ve elektrostatik (E)
alanlara ek olarak hidrofobik (H) ve hidrojen gbadonorii (D) ve akseptorid (A)
tanimlayicilarini da net biekilde gosterir. Xu ve ark., yaptiklari bir gmhada, CoMFA
ve CoMSIA metotlarinin tahmin guclerini 20 molekill bir test setinden faydalanarak
karsilastirmiglardir. CoMFA ve CoOMSIA metotlarinin  her ikisininediyi tahmin
yetenekleri oldgu sonucuna varirken, PLS istatistiklerinin CoMSI&maha iyi bir metot
olduguna karet ettgini de belirtmglerdir (Thaimattam ve ark., 2004).

2.2.1.2. FARMAKOFOR ANALiZi

Ilag tasariminda sik kalasilan, terapotik olarak stz konusu reseptoriin Gquthoywapisi
bilinmedigi durumlarda, molekiler modelleme gahalaryla, ligatlarin yapilari iyice
karakterize edilir ve bazen biyolojik etkide rol mayan konformasyonlari kesin bir
bicimde ortaya c¢ikartiimaktadir. Reseptorin yadeha sonra bu tir ligantlardan ortaya
cikartilabilmekte veya ‘haritalanabilmektedir’; bélkle mevcut yapi-etki ikkilerini
rasyonelize etmek ve yeni ila¢g adaylarini tasarkaman kullanabilmektedir. Ligantlarin
biyolojik aktiviteleri icin gerekli olan temel forgkyonel gruplarin bgi yonlendirimleri

farmakoforu tanimlamaktadir. ger bir ifadeyle farmakofor, belli bir biyolojik aikite
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icin gerekli olan yapisal elemanlarin uzaysal diemesidir. Olgturulan model bganma
veya inhibisyon prosesi hakkinda bilgi verebilirahd c¢ok sayida aktif biesin
olusturulmasi icin bir temel okiurabilir ve ayni farmakoforu iceren molekdllerin
tanimlanmasina yardimci olabilir. Bir farmakofoapysal olarak farkl ligantlarin ortak bir

reseptore banmasina aciklama getirmektedir (Cohen, 1996).

Bilgisayar kullanilarak gerceldgrilen yapi-aktivite c¢akmalarinin ortaya
ctkmasinin ardindan,fadrmakofof terimi Farmasotik kimya icin oldukca populer hale
gelmistir. Bununla beraber bilimsel altyapr ve/veya gelderine b&l olarak farkli
Farmasotik kimya gruplari bu terimes¢é anlamlar yiklemglerdir. Bu nedenle dncelikle
tarihsel bir perspektif kullanilarak, ardindan darrRasétik kimyaci gézinden bu terim

aciklanacaktir.

Pek cok yayimci biyolojik aktivite gosteren fonksinel veya yapisal elementleri
tanimlamak Uzere farmakofof terimini kullanmaktadir. Bu IUPAC tarafindan
benimsenen ve 1998 yilinda verilen resmi tanimayyekamaktadir; bu tanima gorbir
farmakofor, spesifik bir biyolojik hedef ile onuikéemek Utzere optimal supramolekiler
etkilesimin gerceklgmesi icin gerekli olan sterik ve elektronik yapitartoplamidir”

(Wermuth ve ark., 1998). Bunun sonucunda;

1. Farmakofor terimi uygun bir farmakolojik hedef igptimal etkilgim
icin gerekli olan sterik ve elektronik olmak Uzef@nksiyon goésteren
esansiyel noktalari tanimlamaktadir.

2. Farmakofor gercek bir molekil veya fonksiyonel danm gercek
birlesimini temsil etmez, bunun yerine belli bir grupegikin kendisine
ait hedef yapisiyla genel molekiler etkifeinin hesaplanmasi igin
sadece soyut bir konsepti kapsamaktadir.

3. Farmakoforlar spesifik fonksiyonel gruplar (6rn.lfsdamidler) veya

“molekdl pargalari (6rn. Dihidropiridinler, arilpiperazinler) dgdir.

Bir farmakofor, hedef proteinin ayni bdlgesi tamafan taninarak benzer

farmakolojik profile sahip olan bir grup molekilien buyidk ortak bdéleni olarak
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disunalebilir. Bununla beraber her ne kadar yukarieami tanim ve bazi aciklamalar
yapillms olsa da bazi Farmasotik kimyacilar, 6zellikle dgolojik aktivite ile iliskili
olduklart gorulen bazi spesifik fonksiyonel gruptar farmakofor oldgunu

sOylemektedirler.

Iyi Bir Farmakofor Modelin Sahip Olmasi Gereken Ofigler

Bir farmakofor modelinin iyi bir ara¢ olarak tanamabilmesi icin bu modelin yapi-
aktivite iliskilerini aragtiran Farmasotik kimyaci icin gecerli vegkam veriler sunmasi

gerekmektedir.

1. ilk olarak bu modelin hedefle etkjien icerisinde bulunan fonksiyonel gruplara,
non-kovalent bglanabilir olmali ve farkh i¢ yik uzakliklarina bebir mesafede olmasi,
gerekmektedir. Dolayisiyla, etkgien ciftinin molekller yapilarini géstermeyen yarars
serit ve spagetti modellerinden kaginilmalidir. Mindeayni zamanda daha etkili
olabilecek bilgikleri 6nerme gucunidn olmasi ve daha yeni, iyi giderin bulunmasina

olanak sglamasi gerekir.

2. Gecerli bir farmakofor modeli igin ikinci kritemodelin stereoizomerleri ayirt
etmesidir. Stereospesifiklik farmakolojik resepédmh temel 6zelliklerinden bir tanesidir
ve ligand ile bglanma boélgesi arasindaki stereokimyasal uyumluluksgk affinite ve

secicilik icin de gereklidir.

3. Benzer bir yakkamla ideal modelin agonist ve antagonistler arasidd ayrim
yapabilmesi gerekmektedir. Antagonistler icin burwhun aciklanmasi kismen daha
kolaydir; c¢unkl, antagonistler agonistlerden geklellek ba&lanma boélgelerinde roll
bulunan fazladan aromatik halkalara sahip olmakaifarklilasirlar.

4. Bazen iyi bir farmakofor modeli paradoksik gamleri aciklayabilir. Orngin,

sulpirid serilerinin R- ve S- enantiyomerlerinin-a¥ll turevlerini N-benzil tirevlerine

donisturiarken gorilen beklenmeyen ters affinite gostéeme
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5. Son olarak aktif yapilarin bazi analoglarindakitivite yoklusunu hesaba
katabilmelidir. Aktivitesi son derece glik olan veya inaktif olan bitgklerin bu duruma
sebep olan yapisal ve elektronik parametreleriilinrbesi hem maliyeti dgiirir, hem de

sentezlenecek by sayisini azaltir.

Gunumuzde, bazi bilgisayar programlarinda yarar&dndarmakofor hipotezleri
olusturabilmektedirler Farmakofor olgturuimasi amaciyla kullanilan en yaygin

programlar:

* DISCO (DIStance COmprasions)

* GASP (Genetic Algorithm Similarity Program)
* Catalyst/HIPHOP

e Catalyst/HypoGen

» Discovery Studio

Batin bu programlar farkli algoritmalar kullanaraktif bilesikleri Ust Uste

cakstirmak suretiyle ortak bikenlerin belirlenmesi icin ¢ailir.

Hirashima ve ark., 10 adet oktopamin (OA) agongsim olgan bir setten (¢
boyutlu farmakofor hipotezleri getirmistir. Catalyst HipHop programiyla 10 ortak
Ozellikli model ortaya konulmgtur. OA agonistleri Uzerinde yapilgnolan bu cakmalar
molekilde lokalize bir HpAr, ¢ HpAr ve bir HBA1 k@lerine OA-agonist aktivite icin
temel oldgunu gosternstir (Hirashima ve ark., 2002).

Tromelin ve Guichard, tat veren hilkler ve p-lactoglobulin arasindaki
etkilesimlerin dazasini aciklamak amaciyla Catalyst yazilmini kdlak bir 3D-QSAR
calismasi gercekigirmislerdir. 35 bilgikten olusan bir set Uzerinden yapilan gatada set
uc alt sete bolunmstir. HypoGen vyazilimi sayesinde, otomatki@mis hipotez
olusumuyla kayda dger bir afinite tahmini yapan bir model ggirilmistir. Sonuclarf-
laktoglobulin aroma k#anisinda hem hidrofobik etkigmlerin hem de hidrojen
baglarinin kritik rolt old@gunu goésternstir (Tromelin ve Guichard, 2003).
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Krovat ve Ark., LigandScout ve Catalyst yazimlakollanarak insan Xa faktoriine
bagll inhibitorlerin temel farmakofor yapilarini saptak amaciyla kimyasal Ozelliklere
dayali bir modelleme yakjami uygulamglardir. Ortaya cikarttiklari kimyasal-6zelliklere
dayali hipotezler WDI gibi ticari molekiler veriblarinin sanal aramasinda
kullaniimistir. Bunun yani sira, Xa faktort inhibitorleri veopeinler arasindaki ilgili
kimyasal etkilgimleri temsil eden ortak-Ozellik hipotezleri eldémek amaciyla ligant
yapisina dayali bir molekuler modelleme yakia uygulamglardir. Bir sonraki basamakta
ise, bilinen inhibtorlerle benzer kimyasal ve uzdy$zelliklere sahip yeni bijekler
olusturmak icin sanal bir kombinatoryel kitiphane tkesaglardir. De novo olarak
turetilmis olan ve farmakofor kriterlerini yeterli seviyederine getirebilen bu molekuler
iskeletler, aday bikgklerin gelistirilmesi icin umut verici niteliktedir (Krovat verk.,
2005).

Deng ve ark., bir seri temsili HIV-I intergaz (IKpnformasyonundan getirilmi s
olan, IN aktif bolgesinin komplementer Ozelliklaritemsil eden dinamik ve reseptore
dayali bir farmakofor modeli getirmistir. Elde ettikleri sonugclar, aktif inhibitdrlerin
%72'sinden fazlasinin dinamik model olarak sdrdl olarak tanimlanabilegei
gostermgtir. Statik farmakofor modellerinin ¢aftirnmiyla dinamik bir farmakofor modeli
elde edilmgtir. Bu calsmada kullanilan Ornekleme ve farmakofor modeli giefe
metotlari etkin birsekild kombine edilmitir ve yapiya dayall ila¢ tasarimi icin gka
sistemlere de gegietilebilmektedir (Deng ve ark., 2005).

Schuster ve ark., gois kanserinde tedavisinde kullaniimak Uzere ligadagali
tasarim yaparak sitokrom P450 19 (aromataz) itdreri gelstirmeyi hedeflemglerdir.
Bu amag¢ dgrultusunda Catalyst programi aragmda HipHop veHypogen algoritmalarini
kullanmslardir. P450 19 icin okiurulan farmakofor modelinde ortak 6zellikleri iki
aromatik halka ve iki hidrojen aalicisi olarak bulmglardir. Oluturduklar farmakofor
modelini NCI veritabaniyla cagtirarak iki yeni P450 19 inhibitorii olabilecek kile
kesfetmislerdir (Schuster ve ark., 2006).

Dessalew ve ark., yeni ve daha etkili glikojen st kinaz-3 (GSK-3)
inhibitorleri gelstirmek amaciyla farkli molekiler yapiya sahip 21 K5% inhibitori

Uzerinden farmakofor analiz c¢ghasi gercekigirmislerdir. Catalyst programinda
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HipHop yontemini kullanarak odturduklari farmaofor modellerin icerisindeki en iyi
hipotezin iki hidrofobiklik, bir hirojen bg alicisi ve bir hidrojen a vericisi tgidigini
gostermglerdir. Sectikleri bu hipotezi NCI2000 veri bankadaki molekullerle
cakstirmiglar ve bu cakgtirma sonucunda ©6ne cikan molekiller Gzerinden rapki
calsmasi yapnglar sonucunda da yeni GSK-3 inhibitori olabileceklegdikler
onermslerdir (Dessalew ve ark.,2006).

Hu ve ark., KDR kinase inhibitorii olabilecek yenolekullerin k&fi amaciyla
oncelikle Catalyst programinda HipHop yontemi kaitaslardir. Elde ettikleri farmakofor
modeli bir hidrofobiklik, bir hidrojen b& alicisi, bir hidrojen ba vericisi ve bir aromatik
halka olmak Uzere dort 6zeli barindirmaktadir. Bu hipotezi MayBridge veritabda

karsilastirmiglar sonrasinda dokinglémi uygulamglardir (Hu ve ark., 2007).

Su ve ark., selektif COX 2 inhibitéri olan nimesule analoglarinin COX 2
enziminin inhibisyonundan ansiz olarak aromataz enzim ekspresyonunu azaltohas!
yola cikarak; kombinatoryal yakiemlari kullanip SK-BR-3 g@ls kanser hucrelerinde
aromataz aktivitesinin supresyonunuglagan c¢eitli yeni sibstitiie sulfonanilidleri
parallel sentezle elde etgtifler. Bu bilesiklerden aktivitesi en yiuksek olan on Lilg
kullanarak Catalyst Hiphop algoritmasinda farmakeofmdeli olgturmuslardir. Bu model
icerisinde bir hidrofobiklik, iki hidrojen k@ alicisi ve bir aromatik halka olmak tzere dort
ortak 6zellik belirlemglerdir. Bu calsma sonucunda aromataz aktivitesinin supresyonunu
sgglayan yeni bilgiklerin kesfi icin sulfonanilid analoglarinin dnder bgi& olarak

kullaniimasi gerekgini ortaya koymsglardir (Su ve ark., 2008).

Kim ve ark., tip 2 diyabet, alzheimer, kanser venik enflamasyonlarda 6énemli bir
terapotik hedef olan Glikojen sentetaz kinaz-3 (G3IK enzimini inhibe edebilecek yeni
kimyasal iskeletleri kgetmek icin Catalyst/HipHop yontemiyle farmakofor odel
olusturmuwlardir. Elde ettikleri hipotezi Prous ve Asinex ghanelerindeki molekullerle

cakstirmiglardir (Kim ve ark., 2008).

Sarma ve ark., Mitogenle aktif olan protein (MA#38 kinaz inhibitoru olarak etki
gosteren farkh kimyasal yapilardaki molekdiller fimden Catalyst/HypoGen yontemi ile
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farmakofor analizini gercekdarmislerdir. En iyi farmakofor modeli bir hidrojen pa
alicisi, bir hidrojen ba vericisi, bir hidrofobiklik ve bir aromatik halkézelligi tastyan,
korelasyon katsayisi 0,959 ve RMSDgde 1,069 olan hipotez olarak seciktii. Test
serisindeki 119 bilgk bu hipotez ile caktiriimistir ve bu bilgiklerle korelasyon
katsayisini 0,851olarak bulglardir. Elde ettikleri hipotez yardimiyla yeni p38AP
kinaz inhibitbri olabilecek molekiller icin ondeildgikleri tanimlayabilecgini ortaya

koymaktadirlar (Sarma ve ark., 2008).

Wang ve ark., Polo benzei kinaz 1 (PLK1) inhibigdihin, Catalyst programinda
HipHop ve Hypogen algoritmalariyla farmakofor mddehi olusturmwlardir. Bu
modeler arasindan en yuksek korelasyon katsayssim@ olan ve bir hidrojrn l3aalicisi,
bir hidrojen ba vericisi, bir hidrofobiklik ve bir alifatik hidrfobiklik 6zelligini tasiyan
hipotezi en uygun hipotez olarak segleridir. Sectikleri hipotezi Specs, NCI, Maybridge,
ve Chinese Nature Product Database (CNPD) verilb@nkdahil olmak Uzere pekcgok
veribankasindaki molekuller ile kalastirmiglardir. En uygun molekuller arasindan
Lipinski kuralarina uyan ve docking gahalarinda 6ne c¢ikan yirmi biiggi secmglerdir
ve bu bilgikler Gzerinden in vivo ve in vitro camalar balatmilardir (Wang ve ark.,
2008).

Vadivelan ve ark., hematoljojik kanserlerin ve ddiiimerlerin tedavisinde dnemli
bir hedef olan Histon deasetilazi (HDAC) inhibe egeni bilgikler gelistirmek amaciyla
Catalyst programinda HypoGen yontemiyle farmakofoanaliz  calgmasi
gerceklgtirmislerdir. Bu calgmada 3 farkh kimyasal iskeletteki 20 molekdl
kullanmslardir. Elde ettikleri hipotezin korelasyon katsagi 0,897 olarak bulmlar
ayrica bu hipotezin bir hidrojen giaalicisi, bir alifatik hidrofobiklik ve iki aromdt halka
Ozelligi tasidigint ortaya koymglardir. Secilen farmakofor modelini 238,819 farkl
molekill iceren NCI veribankasiyla kdastirmiglardir. En iyi uyumu sglayan
bilesiklerin bircok kanser hast@nin tedavisi icin gegtirlecek olan ilaglar icin 6nder
bilesikler olabilecegini gostermglerdir (Vadivelan ve ark.,2008).
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2.2.1.2.1. HipHop Yontemi

Gunumuzde, ortak bir reseptor yoresine yapisalakldarkli molekullerin nasil
baglanabildigini ¢cozmek, argtirmacilar icin zorlu bir gorev $&il etmektedir. Yapisal
bilinmeyen bir reseptér goz 6niine alhidda, ligant setinin analizi bu molekillerin hem
aktif konformasyon secimine, hem de birbiriyle olaarsayillan hizamalarina yutksek
derecede kg olmaktadir. Molekdller farkli bilgk yapi siniflarina ait olmalarinagaen,

Ozelliklerin ortak ¢ boyutlu dizenlenmesini icahetektedirler.

HipHop yontemi, spesifik bir terap6tik alanda aktifrak bilinen bir seri bikgkten
biyolojik aktiviteleri g6z dnunde bulundurmaksiziortak 6zellik farmakofor modelleri
olusturmaktadir. Bu 6zellikler reseptoregb@nma icin gerekli olan karakteristikleri simule
eden genellgdiriimis fonksiyonlardan olgmaktadir. Ortaya cikartilan ¢ boyutlu
konfigurayon, dier olasi 6nder bikgk adaylarini saptamak amaciyla bir 3D veritabanini

taramak igin tarama sorgusu olarak kullanabilmeakted

HipHop, molekillerin  konformasyonel modellerini véir seri kimyasal
Ozelliklerinden vyararlanarak g#di standart dosya formatlarinda belirli molektler
cakstinmlar Uretmektedir. Bu siem, bir set molekilde ortak olan 6zelliklerin
konfigurasyonlarinin tanimlanmasi ileslzanaktadir. Bir konfigtirasyon 3D uzayda bir set
bagil lokasyonlardan ve buna gla6zellik ¢esitlerinden olgmaktadir. Bir molekul belirli
bir tolerans cercevesinde ideal konumlardan stakabilecek yapisal o6zelliklere ve

konformasyonlara sahipse konfiglrasyonlaslas.

HipHop, Ust Uste cagtirilacak serideki molekillerin  kismi 6zelliklerinde
haritalamaktadir. Bu, caitirma klemi sirasinda “kismi haritalama” secgme de
beraberinde getirmektedir. Kismi haritalama, farofek Ozelliklerinin  hepsini
haritalamasi gerekmeyen Gilderin gdzden kacirilmasi riski olmaksizin dahgiki daha
cesitli, daha belirgin hipotezlerin ve cakirma modellerinin tanimlanmasina izin

vermektedir.
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Hiphop yontemi kullanilarak farmakofor modelinin uglurulmasi gleminde
oncelikle spesifik bir terapotik alanda biyolojiktevitesi oldusu bilinen bir seri bilgik
programa aktarilir ve molekillerin konformerleriughrulur, sonrasinda molekdllerin
yapisina gore ortak 6zellikler belirlenir. MolelénlUst Uste cagtirilir ve secilen ortak
Ozelliklere gore hipotezler ofturulur, olsan hipotezler de skorlarina gére siralanirlar.
Hipotezler arasindan en fazla Ozglltasiyan, skoru ytiksek olan ve molekilerle en iyi
haritalanmay1 sdayan hipotez secilir. Secilen hipotezle test savlarak secilen veya
veritabanlarindan elde edilen bircok bile haritalanarak yeni 6énder bgi&lerin secimi

yapilabilmektedir.

Ideal bir HipHop cadmasi gercekkgirebilmek icin aagida verilen kurallara

uymak gerekmektedir.

* 2-32 molekulden okan bir ¢calgma serisi olgturulmalidir.
o Enideali 6 molekilden ofan bir seridir.
* Molekuller 6zellik bakimindan zengin olmalidir.

» Molekullerin biyolojik aktiviteleri yiksek olmalidi

HipHop yontemi sayesinde, bilinen bir aktiviteyehgaolan kicuk bir bilgk
serisinden yola cikarak bir projenin erken basaaraktla bir farmakofor
olusturulabilmektedir. Olsturulan farmakofor modeli, veya hipotez, yeni Onder

adaylarinin kefi icin basamaklar halinde daha da optimize editabktedir.

2.2.1.2.2. HypoGen Yontemi

HypoGen yontemi, spesifik bir terapottik alanda Iyt aktivite deserleri bilinen bir seri
bilesikten hareketle, bikgklerin biyolojik aktiviteleri ile molekiler yapila arsindaki
ili skiyi tanimlayan farmakofor modelini o§turur. Ortaya cikarilan bu farmakofor modeli
aracllglyla ilag adayi olabilecek 6nder hilklerin tahmini biyolojik aktivite dgerleri

hesaplanabilir.

Inaktiften aktife dgru desisen calsma dizisini olgturan bilgiklerin tamaminin

ortaya konmasiyla, HypoGen algoritmasi aktif molekin tamaminda bulunan ortak
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Ozellikleri iceren, inaktif molekillerde bulunantak 6zellikleri ise icermeyen bir hipotez
olusturmak Uzere calmaya balar (Li, H., Sutter, J., and Hoffman, R. 2000). bligz

olusturulmasi glemi G¢c gamada gerceksérilir:

* Yapi basama,
* Cikarma basanga

* Optimizasyon basania

Yapi basama&nda aktif bilgiklerin tamaminda bulunan ortak hipotezler tanimtan
bu basamak normal bir farmakofor modelstlmulmasi glemine olduk¢ca benzemektedir.
Cikarma basangnda ise bir dnceki basamakta elde edilen sonushaiabktif bilgiklerin
tamaminda bulunan ortak hipotezlerin ¢ikartilmglemi gerceklstirilir. Elde edilen sonug
hipotezleri daha sonra model kalitesini daha iylehgetirmek amaciyla optimize edilir.
Tahmini aktiviteleri, 6lctlen aktiviteler ile eniikorelasyonu gosteren ve en basit yaplya
sahip olan 10 hipotez gerlendirilir ve sonraki gamalarda gercekdarilecek olan secme
islemine alinir. Yiksek korelasyon ve tahmini farmfakelde etmek igin gegibir aralikta
aktiviteye sahip ¢cajma serileri tercih edilir.

Tahmin edilen ve gb6zlenen aktivite gdeleri arasindaki yapr aktivite
korelasyonunun Kkalitesr, degerinden hareketle tahmin edilebilir. Dizenlenenotegin
istatistiksel 6Gnemi, cevap gigkeninin 10 kere permute edilmesi ile belirlenebidirnesin,
calisma serisi bilgiklerinin aktivite ve yapilarinin 10 defa kstirilmasiyla her bir dger
orijinal molekulden farkli hale gelir. Daha sonra kO calgma serisinin her biri icin
Catalyst hipotez okiurma glemi tekrarlanir. Olgan farmakoforlarin toplam enerjisi,
hipotezin komplekslii (6rnegin, farmakofor yapilarinin sayisi) ileslenmis bir sekilde
tahmin edilen ve go6zlenen aktiviteler arasindakpnsadan hareketle hesaplanabilir.
Normalde ortalamalari ¢cevresindezdam gosteren deneysel aktiviteler ve veriler arda
bir iliski bulunmadgini gosteren bir gecersiz hipotez de hesaplanalflindan dolayi
olusturulan hipotez ile gecersiz hipotezin enerjgeideri arasindaki fark arttikca, hipotezin

korelasyon gostermg@ansi azalmaktadir.

Ideal bir Hypogen caimasi gercekkgirebilmek icin gagida verilen kurallara

uymak gerekmektedir.
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» 18-25 molekilden okan bir calgyma serisi olgturulmalidir.
oistatistiksel sonugclarin gou olabilmesi icin en az 15 molekil gereklidir.
oCalisma serisindeki bilgkler arasinda hem aktif olan bjlkler hem de
inaktif olan bileikler yer almalidir.
» Bilesiklerin biyolojik aktivite deerleri 4 log birimlik bir aralga yayillms
olmalidir.
o Her biyolojik aktivite arakgini temsil eden en az 3 bjlk olmalidir.
0 Yapi-aktivite iligkisi hakkinda HypoGen'in spesifik beyleri
gosterebilmesi igin 4-5 ¢ift icermesi gerekir.
o Benzer yap! tayan bilsiklerin biyolojik aktivite siralamasina gore
aktiviteleri farkli olmalidir.

0 Benzer aktivite gosteren bgigler yapisal olarak farkli olmalidir.

HipHop ve HypoGen yontemleri arasindaki farklarelge 2.1'de 6zetlenrfir.

Cizelge 2.1. HipHop ve HypoGen yontemleri arasindaki farklar

HipHop HypoGen
Bilesik Sayisi 2-32 10’dan fazla
Bilesiklerin aktivitesi Aktif Akif ve inaktif
Aktivite de geri Kullaniimaz Kullanilir
Farmakofor modelin sekli Ozellige dayali Tahmini aktiviteye dayal
Farmakofor modeller Aktivite degerleri
arasindaki farklar Yapisal farkliliklara bgi arasindaki buyukige bali
Hipotez sayisi Kullanici tanimli En fazla 10 hipotez
Tahmini aktivite sonucu Vermez Verir
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2.3. TOPOIZOMERAZ ENZ iMLER i

Topoizomerazlar DNA'nIn tersiyer yapisini, nuklésekansiyla belirlenmiolan primer
yapisini dgistirmeksizin modifiye (izomerize) edebilen enzimlerdProkaryotlarda ve
Okaryotlarda bu enzimlerin yiksek derecede korunaimasi hiicre biyolojisinde dnemli
bir role isaret etmektedirinsanlarda tip | ve tip Il olmak Uizere iki topoizame sinifi iyi
bir sekilde karakterize edilrgiir. DNA’nin tim fizyolojik fonksiyonlari tersiyer
konfigirasyonuna kdir, ve bu nedenle DNA iceren tum hucreler icopdizomeraz
aktivitesi hayati 6nem gamaktadir .Yapisi cifte sarmal olglundan dolayi, DNA bukimsel
bir gerginlik altindadir. Replikasyon ve gen eksyau glemleri icin DNA
supersarmalinin polimerazlara veya transkripsiy@kamizmasinin bikenlerinin girgine
aclk olmasi gerekmektedir. Bugigm DNA topoizomerazlarin ggeme ve dolgk DNA
ipliklerinin ¢ozulmesi slemlerini gerceklgtirmesini gerektirmektedir (Kellner ve ark.,
2002).

1971 yilinda, ilk kez Wang tarafindan E.coli DNAptizomeraz | enzimi
kesfedildi. Bu enzim, DNA'nin tek iplikgiinde DNAaz aktivitesi ile kirik olgturarak
herhangi bir enerji gerektirmeden negatif stiperkairDNA'nin relaks (geyemis) forma
donUmUuni katalizler. E.coli DNA topoizomeraz | ayninmnda yine herhangi bir
enerjiye gereksinim duymadan DNA ligaz aktivitdsi gecici olarak kirllmis fosfodiester
baglari arasinda ytiksek enerjili kovalentgbausturur (Chen ve Liu, 1994).

Liu ve ark. (1979) tarafindai.coli'yi enfekte eden T4 bakteriyofajindan, T4 DNA
topoizomeraz enzimi izole edildi. T4 DNA topoizoraey ATP hidrolizini gerektiren bir
reaksiyonla hem pozitif hem de negatif superkivridiNA'nin relaks forma dongiimana
katalizler. T4 DNA topoizomeraz, Okaryotik DNA tapomeraz Il ile ayni enzimatik
aktiviteye sahiptir (Miller ve ark., 1981). T4 DN#opoizomerazin kataliz mekanizmasi

Uzerindeki cahmalar, topoizomerazlarin ikekilde siniflandiriilmasina yol acgtir.

I. Tip DNA topoizomerazlar E.coli DNA topoizomeraz | ve Okaryotik
topoizomeraz 1), gecici olarak tek zincirde DNAIgIrolusturarak DNA'nin geseme hale
donusuminid katalizler. 1. Tip DNA topoizomerazi@.coli DNA giraz ve okaryotik

DNA topoizomeraz 1l ) ise gegici bir ¢ift zincirDNA kirigl olusturarak DNA'da olgan
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topolojik stresin azalmasini katalizler (Geller@81; Chen ve Liu, 1994). Bu iki temel
grubunda fonksiyonel ve yapisal 6zelliklerine géree B olarak adlandirilan alt gruplari
bulunmaktadir (Mathews ve Van Holde., 1996; Bjtras ark., 1989; Corbett ve Berger,
2004)

2.3.1. . Tip topoizomerazlar

DNA'nin tek zincirinde gecici olarak bir kirik ofturup daha sonra uclardan birini
kirilmayan zincir etrafinda cevirirler ve kirilaglar tekrar ligaz aktivitesi ile birfgirerek
superkivrimli DNA'yi relaks hale getirirler. Bglem igin herhangi bir enerjiye gereksinim
yoktur. DNA‘daki superkivrimlarin kaldiriimasi efieacisindan uygun bir tepkimedir.
Enzim DNA'ya ba&lanir ve bir zinciri keser. KesilmiDNA zinciri, kesilmems DNA
zincirinin alt kismindan gecer ve kirilgnolan iplik tekrar kapatilir. Busiem sonunda (-)
superkivrim sayisinda bir tane eksilme olur. Benglen sorumlu enzim ailesi I. Tip
topoizomerazlar olarak adlandirilir. E. coli topmizeraz | enzimi, (-) stperkivrimli
DNA'yI relaks haldeki DNA'ya déngturirken, 6karyotik topoizomeraz | enzimleri hem (-

) hem de (+) superkivrimli DNA'y1 relaks forma dgtiirebilirler (Pindur ve Lemster,
1998).

l. Tip topoizomerazlar kendi iclerinde tip IA v@tiB olmak Uzere 2 alt gruba daha

ayrilir;

Tip IA grubutopoizomerazlar ilk olarak Wang tarafindan (19%d)imlanmgtir.
Tip 1A enzimler monomerik olup, tek zincirli DNA'yagslanmay tercih eder, tek zinciri
belirli bir bolgeden kopararak negatif supersararallkismen geyetirler. Katalizleri
sirasinda DNA parcalarinin 5 ucu ile kovalent &sbzin ba yaparlar. ATP
kullanmadan ilgili DNA segmentinden gelen serbestrg ile reaksiyon ilerlemektedir
(Wang, 1971; Champoux and Dulbecco, 1972; Kirkedjyaarark., 1984; Bjornsti ve ark.,
1989).
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Tip IB grubu enzimler ilk olarak Champoux ve Dulbecco tarafmd@d972)
tanimlanmgtir. Tip IB enzimler de monomerik olup ¢ift zingiDNA'ya baglanmay! tercih
eder, tek diziyi kopararak negatif ve pozitif sigarmallart ATP kullanmadan tamamen
gewetirler. Bu enzimler katalizleri sirasinda DNA pasgiin 3’ ucu ile bdanti kurar ve
kopan dizinin sglam fosfodiester dar etrafinda bir veya birden fazla d@idae izin verir
(Corbett ve Berger, 2004).

Tip | DNA topoizomerazlar, supersarmallasmaygigirmekten baka centikli
dsDNA veya ssDNA halkalarinin gamlerini de ¢ozebilmektedirler ( Tse-Dinh, 1998).

2.3.2. 1l. Tip topoizomerazlar

DNA'nin her iki zincirini birden kesip yeniden lagtirerek DNA’nin topolojisini
degistirirler. Bu islem icin ATP hidrolizi gereklidir. Tip IA grubu feoizomerazlar, ilk
olarak Gellert ve ark. (1976) tarafindan izole muftir. Tip IIA grubu enzimler, ikili DNA
sarmalinin her iki zincirini gegici olarak kirdiktassonra ATP harcayarak gk@ bir ikili
heliksi bu araliktan gecirirler. Bu sirada kullaml sarmallarin her ikisi de ayni DNA
parcasina ait is@\L'yi +/-2 olarak desisir. Tip Il grubu enzimler DNA siper sarmal
sayisini dgistirebildikleri gibi, c¢ift sarmal DNA’nin halkalarin agabilir veya i¢ ice
sokabilirler (Levine ve ark., 1998; Bjornsti ve l@soff, 1999; Corbett ve Berger, 2004).

Bu enzimler birden fazla alt birimli proteinler @lukatalitik aktiviteleri icin ATP
gereklidir. Bu grupta yer alan Tip IIA topoizomelazlan bakteriyel olanlar
heterotetramer, 6karyotik olanlar ise homodimeedirE. coli DNA giraz ise 400 kDa
agirlinda olup A2B2 heterotetramer yapidadir. Sacmmgces cerevisiae (maya) enzimi
320 kDa olup (BA)2 homodimer yapidadir. Okaryotikzienler B-A alt birimlerinin
fuzyonu olan proteinin homodimeridirler. Girazinv®@ A (GyrB ve Gyr A) alt birimleri
mayanin sirasi ile N- ve C- terminal yarilar ilenfologtur (Lynn ve ark., 1986). B alt
biriminin N terminal ucu ATP baglama ve hidroliztakesi g0Osterir. A alt Unitesi ise
DNA'y! kiran aktif bolge tirozini ve oligomerlgneyi sglayan dimer ara yuzuna igerir. C
terminali ve GyrA birbirinden hamsizdir, bu bolgenin fosforilasyonu proteinin HKitita

aktivitesini duzenler (Ullsperger ve Cozzarelb98; Levine ve ark., 1998).
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Tip 1IB grubu topoizomerazlar ise Bergerat ve arkl994) tarafindan
tanimlanmistir. Tip IIA grubu enzimlerden yapis#édrak farklilik gostermektedirler. Tip
[IB topoizomerazlar tim prokaryotik tip Il ler gilieterotetramer (A2B2) olup, prototipi
arkeal DNA topoizomeraz VIdir. ATP'ye kaml olarak negatif ve pozitif siper
sarmallari gesetirler, stper sarmal adturamazlar ve kuvvetli dekatenasyon aktivitesine
sahiptirler (Bergerat ve ark., 1997; Corbett vedgey 2003).

Il. tip topoizomerazlar icinde ilk 6nce izole edisnolan enzim E.coli DNA
topoizomeraz Il ya da Giraz olarak isimlendirigtm. Bu enzim, pozitif stperkivrimli
DNA'yl o6nce relaks haldeki DNA'ya, sonra da ATP falizi ile tekrar negatif
superkivriimli DNA'ya dongumunt katalizlemektedir (Gellert ve ark., 1976; d@in ve
Lemster, 1998). Okaryotik DNA topoizomeraz |l enzige, ATP hidrolizini gerektiren bir
reaksiyonla hem pozitif hem de negatif superkivridiNA'nin relaks forma déngiimana
katalizlemektedir. Okaryotlarda histonlarin glemasi, slperkivrilma potansiyelini
arttirabilecgi icin Okaryatik topoizomeraz II'nin DNA'y1 tekrassuperkivrimli forma
dondirme aktivitesi yoktur. Okaryotik hiicrelerdékitip enzimler hem (+) hem de (-)
supersarmal yapiyi relaks hale getirebilirlertig.topoizomerazla her iki DNA zincirini de

kesebildikleri i¢in, buglem sonunda (-) stperkivrim sayisinda iki taneledesolur.

2.3.3. Topoizomeraz | Hedefli Kemoterapi

2.3.3.1. Topoizomeraz | Hedeflflaclar ve Bullaglara Direnclilik

2.3.3.1.1. Kamptotesin (CPT)

Son zamanlarda, birga anti-kanser Ozellik tayan ve Okaryotik topoizomeraz | ile
etkilesim icinde bulunan bir¢ok ilag bulunrgtwr. Bunlar birgcok d@gal drunlerden ve
antibiyotiklerden olgur. Topoizomeraz | ile etkigm icinde olan ilaglarin sayisi her gecen
gun artmakta ve her biri yeni bir makalenin anausamu olusturmaktadir (Pommier,
1995; Bailly, 2000).
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Su anda kliniklerde kullanilan topoizomeraz | hedaéficlar CPT turevlidir (Sekil
2.2). Cin’de bulunan Camptotheca acumina@acandan 1966 yilinda izole edilen ilacin ilk
calismalarda anti-kanser o6zelliklerinin saptanmasingmen klinik tartsmalar sonrasi,
kabul edilemez toksisiteleri oldugu gostergmie Uzerinde calilmasi durdurulmgtur.
1985 yilinda topoizomeraz | in CPT’nin molekiledbé oldugu kesfedilnstir (Hsiang ve
ark., 1985). Daha sonra yapilan calismalarla daitomeraz I' in CPT'ler igin tek
molekiler hedef oldugu gosterilgtir (Wall ve Wani, 1996).

W

HO O

Sekil 2.2. Kamptotesin

Insan topoizomeraz | enzimininin son kristalografi& molekiler modelleme
calismalari, CPT’e kan olusan hicresel duyarlgin, enzimin ortamdaki seviyesine gha
oldugunu gosterngtir. Topoizomeraz I'in sekans 0zgigii olmamasina fanen, CPT
genellikle kesik zincirin +1 pozisyonundaki G ramdina ilgi gosterir ve DNA
dubleksinden 1+G rezidusunu uzaklearak kesimden sonra enzimin DNA ile yeniden
birlesmesini engellenmiolur. CPT'nin DNA ve topoizomeraz | ile etkgienini aciklayan
mekanizma “ila¢ yiilim mekanizmasi” olarak adlandirilir (Fan ve ad998; Stewart ve
ark., 1998).

Bu mekanizmaya gore CPT, topoizomeraz | ve +1 pilgietkilesime girmektedir.
CPT; enzim ile spesifik etkiggmini, yapisinda icergi lakton E halkasi ve S izomerik
konfigirasyonundaki 20. hidroksil grubu ilegkmaktadir. Ayrica enzim aktivitesini ve
ilac direncini etkiledgi bilinen topoizomeraz | genindeki mutasyonlar, ifakitlgeyi
cevreleyen amino asit rezidularini da etkilemekte@ddylece CPT, kesimden sonra
enzimin yeniden birlgirme aktivitesini engelleyerek nick atilsnDNA’nin yari émrind
uzatir. Bu olay tek bana hicre d6lumine sebep olmaz fakat ilacin stabiitci DNA
kirigl, bir replikasyon catali ile karssiagi zaman DNA zincir kil hicre 6lumtne sebep
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olabilen ¢ift zincir kirgina yol acar. CPT molekilu tarafindan indiklen®NA tek zincir
kiriklari, replikasyon sirasinda sadece kesiksicimle olgyursa muhtemelen cift zincir
kirklarina dongurler. Boylece; bu tip ilaclar topoizomeraz | malkékni DNA'ya hasar
veren bir ajan haline cevirgolurlar. Bu duruma “stokiyometrik etkigan” denilmektedir
(Nitiss ve Wang, 1996). Sonuc¢ olarak, bir topoizceme| molekdlt ile bir CPT
molekulinun birlgimi her zaman bir DNA kign ile sonuclanmaktadir ve bu durum
hiicrede her bir topoizomeraz | molekudld icin bir ®Xirig potansiyelinin olmasinin ve
hicrelerin CPT'ye olan duyarlginin neden topoizomeraz I'in yiksek seviyesingliba
oldugunun kaniti olmaktadir. Yani daha fazla topoizomdradaha fazla DNA hasari ve
daha fazla hicreyi éldirngansidir (Strumberg ve ark., 2000).

2.3.3.1.2. Topotekan vérinotekan

Topotekan $ekil 2.3.) veirinotecan $ekil 2.4.) suda ¢ozilebilen CPT analoglaridir. CPT
molekulinun lakton halkasi, enzimin aktif bolgek tam olarak etkilgebilmesi igin
gereklidir. Fizyolojik pH'da lakton halkasi, inaktolan karboksilat formuna cevrilmek
Uzere hidroksillenir ve ayrica en 6énemlisi CPT ydlkoranda ¢6zinmez durumdadir.
Topotekan ve irinotekan ise CPT‘den daha ¢ozlnlitehee lakton formlari serumda daha
kararli durumdadir. Farkli substitientleringdgk pozisyonlarda yapiya eklenmesi ile
karboksilat formlarinin insan serum albuminineglbamasi engellenmektedir (Mi ve
Burke, 1995; Burke, 1996)jnsan serum albumini, tercihen CPT’nin karboksitathfuna
baglanir. Boylece serumda lakton-karboksilat dengesimnaktif karboksilat molekull
lehine d@&isimi saslanms olur. insan serum albuminine, irinotekan ve topotekan
molekuliniin bglanmasi ile olgan diren¢ sonucu serumda yiksek oranda aktif lakton
formu olusmaktadir. Ayrica florourasil direngli metastatiklé&kieral kanser hastalari igin
irinotekan tedavisi, daha kaliteli bir hayat ve té&teyici tedavilerle kaulastirildiginda
daha uzun bir yam suresi gdadigi gordlmistir. Ayrica irinotekanin inaktif oldgu
malignansilerde SN-38 isimli aktif metaboliti olustilarak daha etkili bir tedavi
sgglanmaktadir (Cunningham ve ark., 1998; Rougierrke 4998; Saltz ve ark., 2000).
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Sekil 2.4.irinotekan

Bu bilesiklerin son zamanlarda glisinat esterleri sentanektedir. Bu esterler
CPT'nin aksine bilgiklerin suda c¢oOzunurliklerini artirmakta, fizyolojipH'da aktif
ilaglara hidrolize edilebilmekte ve daha az miktardsetilkolin esteraz inhibisyonu
gostermektedirler. Bu bijéklerle yapilacak tedavi, timor hicrelerinde DNAiklarinin
birikimini saglayarak timorli hicrenin 6luminu kolagtiamaktadir (Wadkins ve ark.,
1999).

Bu konu Uzerine yapilan cginalar; topoizomeraz | enziminin mayada ifade
edilebilmesi hicre duyarlgi ile, enzim ifadesinin engellenmesi ise ilaca kalisenc ile
sonuclandiini gostermgtir (Bjornsti ve ark., 1989). Topoizomeraz | gerenctheydana
gelebilecek mutasyonlar ilaca karsi direncglatr (Benedetti ve ark., 1993; Pommier ve
ark., 1999).
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2.3.4. Apoptozis ve Topoizomeraz | - Hedefliag Hasarinin Onarimi

Topoizomeraz | hedefli ilaglarin aiturdusu DNA hasarinin, hicrenin 6lumu Gzerinde
izledigi yolun isleyis mekanizmasi daha tam olarak aydinlatiimaw@imasina rgmen
apoptosis yolu kullanilarak yapifgdidistintlmektedir (Pantazis ve ark., 1999; Zhang ve
proteini anti-kanser ilagla indiklenen DNA hasarapoptotik yol aracify ile hicre
oliumine yonlendirmektedir. p53 geninde mutasyomiyda kanserli hastalarin da
topoizomeraz | hedefli kemoterapiye direncli durugeddigi bilinmektedir. Topoizomeraz
I'e karsi yuratulen ilag tedavisinde hiicre dluminin p53’dasimsiz baka mekanizmalar
tarafindan da olabilege belirtiimektedir (Lowe ve ark., 1993; McDonald véBrown,
1998).

Yapilan bir cagmada; topoizomeraz | ve DNA kovalent kompleksimiyabilen
olasi bir enzim aktivitesinin vagh belirtilmigtir. Bu aktiviteyle topoizomeraz | hedefli
ilaclarla olymus hasarlarin taninip onarifgdidistiniimektedir. Bu enzim topoizomeraz |
Uzerindeki aktif bélge tirozini ile kirlk DNA zindi arasinda 3’ fosfodiester tirozin fa
olusturan tirozil-DNA fosfodiesterazdir. Bu topoizomerd-DNA kompleksi, CPT
analoglari ile muamele edilen hicrelerde olmasldmsh bir yapidir. Bu enzimi kodlayan
RAD9 geni mayadan izole edilmistir. Caha sonucunda; RAD9 geninde mutasyon
tastyan ve ilac indikli DNA onarim mekanizmasina satopnayan mayalarin,
topoizomeraz | hedefli ilaclara kar duyarli oldgu tespit edilmgtir. RAD9 gen
aktivitesinin artmasi ile gézlenen bu durum, topomeraz | hedefli ila¢ terapisine kar
olusan olasi bir diren¢ mekanizmasinin vana saret etmektedir (Pouliot ve ark., 1999).

Topoizomeraz | hedefli ilag toksisitesine direnglabilecei diustintlen baka bir
mekanizma da CPT ile muamele edilen hicrelerin BFdkikleer faktor kappa B)'yi
aktive etmesidir. NF-kB transkripsiyon faktérl oldnir protein kompleksi olup tim
hiicrelerde bulunur ve oksidatif stres, serbestkedigir, sitokinler, UV. vb. etkilere kar
hiicresel cevapta ve immuin cevabin dizenlenmesindenld gorevleri vardir. Ayrica
retroviral onkoproteinlerle ayni homolojide olan bkompleksin gen ifadesinin
dizenlenmesi bozul@gunda kanserkgne ile ilgisi olabilecgi dustnilmektedir (Albensi ve

Mattson, 2000; Gilmore, 2006). NF-kB’ nin aktivasyn tium antiapopitotik etkileri olan
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genlerin ifadesini arttirir. Bu durumun, CPT-indiildpoptozise kar bir hiicrenin dgal
direnci olabilecgi ve boylece timor hiicresinin topoizomeraz | hadefimoterapiye kar

asiri duyarli hale gelebile@ebelirtiimistir (Wang ve ark., 1999).

Topoizomeraz | hedefli anti-kanser ila¢ tedavisikarsi kanser hicrelerinin
olusturaca& direncleri argtirmada ¢ok cgtli mekanizmalar 6nemli roller oynamaktadir.
Insan kanserleri bazi konularda fare ksenografdanrdaha komplekstir. Ama her gin bir
yenisi sentezlenen bu tip anti-kanser ilaclarin otopmeraz | e aktif birsekilde
hedeflenebildii gibi insan malignansilerine karsi da etkili oldak kayda dger ve kanser
tedavisinde umut verici bir durumdur. Topoizometdzedefli ilaglar sadece laboratuvar
calismalarinda degil, tespit edilen etkili mekanizmaldan dolay! klinikte de yaygin bir
sekilde kullaniimaya bgamistir (Chen ve ark., 1999).

2.4. BENZOKSAZIN VE TUREVLER INiN BIYOLOJIiK AKT IVIiTELERI

Virtanen ve Hietala tarafindan cavdar bitkisindearole edilen glikozitin enzimatik
parcalanmasi sonucunda 1,4-benzoksazin-3-on hadasan DIBOA (2,4-dihidroksi-1,4-
benzoksazin-3-on)Sekil 2.5.) bilgigi elde edilmistir(Virtanen ve Hietala, 1960). Daha
sonra Gramineae familyasinda yer alagiday ve misir bitkilerinde de ayni bisiklik halka
sistemini iceren bilgklere rastlanilmgtir. 1,4-benzoksazin-3-on yapisisitgan bu
tirevlerin bgday bitkisinde DIMBOA (2,4-dihidroksi-7-metoksi-tienzoksazin-3-on)
(Sekil 2.6.) ve musir bitkisinde DIMBOA (2,4-dihidroksi-7,8-dimetoksi-1,4-benzoksazin-
3-on) Sekil 2.7.) olduklari belirlenngtir (Niemeyer, 1988; Otsuka et al.,1988).

OCH,

OIOH HsCO OIOH HsCO | OIOH

: |\|| N0 : |\|| No : ||\1 o)
OH OH OH

Sekil 2.5. DIBOA Sekil 2.6.DIMBOA Sekil 2.7.DIM ,BOA
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Bu bilesikler tGizerinde yapilan biyolojik etki camalari sonucunda ise DIBOA ve
DIMBOA bilesiklerinin insektisit gibi etki gosterdikleri belimmistir (Virtanen, 1961,
Barria et al., 1992). Ayrica bu bgi&lerin tahillara kagi yumwak curitict olarak etki
gosteren bazi mikroorganizma tirlerine skamntibakteriyel ve/veya antifungal etki

gosterdikleri de belirlenrgiir (Corcuera et al., 1978 ).

Daha sonraki vyillarda, yapisinda 1,4-benzoksazitkahasistemi iceren ve
antibakteriyel etkili bir ila¢ olan ofloksazinintaya ciksi ile arastirmacilarin benzoksazin
turevlerine olan ilgisi artrtir (Sekil 2.8) (Hayakawa et al., 1986). 1,4-bersadin halka
sistemine sahip ofloksazin molekult klinik olarakullenilan diger antimikrobiyal
ilaclardan daha avantajli bir yapi olarak ortaydigi saptanmy ve bu bilgigin DNA giraz
inhibitéra olduwgu belirlenmitir (Osada et al., 1987; Willmott and Maxwell, 1993

Sekil 2.8. Ofloksazin

Wu ve ark.,Capparis sikkimensisubsp.formosanabitkisinden 1,4-benzoksazin
yapisindaki kappamensin bikgini (Sekil 2.9.) izole etnylerdir. Bilesigin yapisini 2D
NMR teknikleri kullanarak aydinlatrglardir. Bilesigin over, akcger, ilyum, meme,
nazofarengal ve vinkristine direncli timor hicrelerkagi yapilan in vitro ¢cahmalarda

yuksek aktivite gosterdini saptamglardir (Wu ve ark., 2003).

O Me

I
NTO
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Sekil 2.9. Kappamensin

MeO
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Da-Hye Kang ve ark., yaptiklari bir gghada antitimor aktiviteye sahip A-62176
(Sekil 2.10) bilgiginden hareketle kinofenoksazin yapisiyan bileikler sentezlemeyi ve

topoizomeraz enzimlerine karetkilerini incelemeyi amaclagiardir.

O O
F
| OH
N N
O
HoN HCI

Sekil 2.10. A-62176

Bu amac dgrultusunda antimikrobiyal aktiviteye sahip florokion tirevlerinden
siprofloksazin ve norfloksazin biiklerini kinofenoksazin yapisi ofturacak sekilde
gensleterek 6 bilgik elde etmglerdir. Elde ettikleri kinofenoksazin tirevi bgi&lerin
topoizomeraz | ve Il enzimlerine karinhibitér ve sitotoksik etkilerini incelererdir.
Calsmanin sonucunda benzoksazin grubuna fenil halkasiagli oldugu tlrevlerin
topoizomeraz | ve Il enzimlerine kar daha iyi aktivite sonuclari verdiklerini

saptamylardir (Da-Hye Kang ve ark., 2007) .
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3. MATERYAL VE YONTEM

Hypogen farmakofor modelleme analizinde veri setmdhipotez olgturulmasi IRIX 6.5

isletim sistemine sahip bir Silicon Graphics O istasyonu uzerinden Accelrys
Catalyst/HypoGen (versiyon 4.9) programi kullaralarHipHop farmakofor modelleme
analizinde veri setinden hipotez giurulmasi ise PC versiyonlu Accelrys Discovery

Studio 2.1 programi kullanilarak gercedtiglmi stir.

3.1. FARMAKOFOR ANAL izZi CALI SMASI

3.1.1. HypoGen Cakmasi

HypoGen farmokofor modeli icin Accelrys CatalystfptyGen (versiyon 4.9) programi
kullaniimistir. HypoGen analizinde caima serisi olarak Cizelge 3.1'de verilen 16 adet
2H-3,4-dihidro-1,4-benzoksazin-3-on turevi bilesecilmgtir. Bilesiklerin topoizomeraz |
enzim inhibisyonlari Foto tarafindan Olculgnive 1Go degerleri 1,61-9304,15g/ulL
arasinda bulunngtur (Foto, 2007).

Cizelge 3.1HypoGen analizinde kullanilan ¢gha serisi

Rj:Oio CH,COOGHs
Ry 'TII\O
R

1

BI|E§|k Kodu Ry R, Rj ICso
S1 -H -H -H 1,96
S2 -H -CH -H 7,97
S3 -H -Cl -H 8,95
S4 -H -COOGH:;s -H 24,84
S5 -H -H -NQ 4,96
S6 -H -H -NH 1058,49
S7 -H -Cl -NQ 9304,15
S8 -CH -H -H 17,31
S9 -CH -CHs; -H 16,18
S11 -CH | -COOGHs -H 532,58
S12 -CH -H -NG;, 11,29
S13 -CH -Cl -NO, 6,46
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S14 -GHs -H -H 5,17
S15 -GHs -Cl -H 6,16
S16 -GHs -H -NO, 3,63
S17 -GHs -Cl -NO, 3,71

Calismamizda kulanilan 2H-3,4-dihidro-1,4-benzoksazior3+trevi bilgiklerin
sentezi grubumuz tarafindan gercektémistir. (Yalcin ve ark., 2003; Alper-Hayta ve
ark., 2006). Farmakofor analizi cgahlarinda kullandiimiz bu bilgiklerin ikinci
konumunda asimetrik karbon atomu bulunmaktadirnBdenle 19 Mayis Universitesinde,
Fizik boliminde Ersin Temel tarafindan ¢(nlari kristalografisi kullanilarak S3
bilesiginin yapisi tam olarak aydinlatilgtir. Bilesigin bir rasemik kagim olmadgl S
izomeri yapisinda oldiu tespit edilmgtir. Dolayisiyla, cakmada kullanilan tim 2H-3,4-

dihidro-1,4-benzoksazin-3-on turevleri S izomedrak ele alinngtir.
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Sekil 3.1. S3 bilsigine ait kristalografi sonucu

Bilesikler, Catalyst programinda bulunan dahili 2D/3Drggleyici kullanilarak
hazirlanmgtir. TUm bilssikler S konfiglirasyonunda cizilgtir. Catalyst programi, her bir
bilesik icin konformasyonel modelleri Poling AlgoritmagSmellie, 1995) kullanarak
otomatik bir sekilde olgturmutur. “En iyi konformer olgturulmasi” slemi global
minimumdan 0-20 kcal/mol’lik bir sinir icerisind@maksimum sayida konformer glumu
icin varsayilan olarak 250 secilerek uygulagtmi
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Olusturulan konformasyonlar ortak molekuler 6zellikleakstirmak ve farmakofor
hipotezi olgturmak icin kullaniimgtir. HypoGen programi, c¢allan setteki molekullerde
ortak olan ve kimyasal acidan ©Onemsiyan fonksiyonel gruplari cagtirirken
konformasyonlardan yararlangtir. Bu cakstirilan yapilar Gzerinden farmakoforik bir

hipotez ortaya konulnstur.

Farmakofor hipotezinin oktiurulmasinda; daha 6nceden Topoizomeraz | enzirkang
aktivitesi test edilmi bazi substitiie 2H-3,4-dihidro-1,4-benzoksazin-3ioavi bileiklere
ait aktivite degerleri pg/ml cinsinden 165 olarak, molekiillere ait ortak Ozellikleri ortaya
koymak icin hidroien bg alicisi (HBA), hidrofobik 6zellik (Hyd) ve aromkthalka (RA)
Ozellikleri secilmgtir. Bu ¢alsma sonucunda 10 adet hipotez elde egtimiBu hipotezler
icerisinde istatistiksel parametreleri en uygurralkagérdiglimiz bir numarali hipotez ile
calismalar ydrutulméttr. Secilen hipotez Cizelge 3.2.’de goriulen 2ésikten olusan test
serisine uygulanngtir. Bu cizelgede gortlen ilk 6 b Topoizomeraz I'e kar etkili
bilesiklerdir. Diger molekuller ise daha 6nceden antimikrobiyal ateleri test edilmy
bilesiklerdir (Yalgin ve ark., 2000; Oren ve ark., 20@gir ve ark., 2003; Yildiz ve ark.,
2004; Cheng ve ark., 2004; Xiao ve ark., 2006; iekve ark., 2008; Ertan, 2005; Bolelli,
2007; Yilmaz, 2008).

Cizelge 3.2HypoGen analizinde kullanilan test serisi

Bilesikler R3
Kamptotesin -H -H -H
Topotekan -OH -CBN(CHg), -H

(6]
frinotekan { :N@N— C—o- -H -CoHs
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| N
NS
N \
X
R{
Bilesikler X R;
Luotonin A -N- -H Cagir ve ark., 2003
Rosettasin -CH- -H Cheng ve ark., 200
Hidroksiakuminat -CH- -CpDH Xiao ve ark., 2006

Ry N
Bl|e§|k X Y R, R,
Kodu
TO1l -O- -CH- -H -H Yalgin ve ark., 2000
T02 -O- - -H -H Yalgin ve ark., 2000
TO3 -NH- -CH- -H -H Yalgin ve ark., 2000
TO4 -NH- -GHs- -H -H Yildiz ve ark., 2004
TO5 -S- -CHO- -H -H Yildiz ve ark., 2004
TO6 -S- -CHO- -H -Cl Yildiz ve ark., 2004
TO7 -O- -CHS- -H -H Yildiz ve ark., 2004
TO8 -S- -CHS- -H -H Yildiz ve ark., 2004
TO9 -NH- -CHS- -H -H Yildiz ve ark., 2004
0
T10 -S- -Ch- H _NH_&@O% Yilmaz, 2008
0
T11 -S- -CH- “H _NH_%_CHZO Yilmaz, 2008
0
T12 -S- - -H —NH—g@CI Bolelli, 2007;
0
T13 -S- - -H —Nny‘,fCHzA@—CHg Bolelli, 2007;
OH
T
NH—C— X@
Bilesik Kodu X
T14 - Ertan, 2005
T15 -CH- Ertan, 2005
T16 -CHS- Ertan, 2005
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3.1.2. HipHop Calsmasi

Hiphop farmokofor modeli icin Accelrys Discoveryusiio 2.1. programi kullanilngir.

HipHop analizinde ¢ajma serisi olarak Cizelge 3.3'de (Cinelli ve ark)02) verilen 6

bilesik secilmitir. Bilesikler programda cizildikten sonra ‘clean geometiyfemi ile

minimize edilmgtir. Bilesikler icerisinden topotekan referans kileolarak secilmg ve bu

bilesigin MaxOmitFeat dgeri O, Principal dgeri 2 olarak girilmgtir. Diger bilesiklerin ise

MaxOmitFeat dgerleri 2, Principal dgerleri 1 olarak girilmgtir.

Cizelge 3.3HipHop analizinde kullanilan ¢aima serisi

R, Rs

Bilesikler R, R3
Kamptotesin -H -H -H
Topotekan -OH -CBEN(CHj3); -H
Irinotekan 7 -CoHs

{ N4<:\/N—C—O— -H
= (0]
| N—¢
N\
N \
X
R{
Bilesikler X R1
Luotonin A -N- H
Rosettasin -CH- -H
Hidroksiakuminat -CH- -CpDH

Bilesiklerin konformerleri Discovery Studio 2.1. ile bé&nmistir. “En iyi

konformer olgturulmasi” slemi enerji dgeri 0-20 kcal/mol'luk bir sinir icerisinde,

maksimum sayida konformer glumu igin dnerilen 255 dgeri secilerek uygulanrgtir

Farmakofor hipotezinin okturulmasi icin hidroien ka alicisi (HBA), hidrojen

bagl vericisi (HBD), hidrofobik Ozellik ve aromatik ha Ozellikleri secilmgtir ve bu
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islem sirasinda tum konformerler kullaniitm. Sonucta elde edilen 5 hipotezden en uygun
olani 1 nolu hipotez olarak belirlenghr. Secilen hipotez test serisindeki 28 kikée

(Cizelge 3.4) caktirihrak kontrol edilmgtir.

Cizelge 3.4HipHop analizinde kullanilan test serisi

R3: : O R
Ry '}‘IO
Ry

Bl|e§|k Kodu R, Rs Rs R
S1 H H H CHCOOGHs
S2 H ChH H CH,COOGHs
S3 H Cl H CHCOOGHs
S5 H H NQ CH,COOGHs
S13 CH Cl | NO, CH,COOGHs
S14 GHs H H CH,COOGH:;s
S15 GHs | CI H CH,COOGH:;s
S16 GHs | H | NG, CH,COOGHs
S17 GHs | Cl | NO, CH,COOGHs
S18 H H H OH
X
Josas
Ry N
Bilesik Kodu | X Y R; R2
T01 -O- -Ch- -H -H
T02 -O- - -H -H
T03 -NH- | -CH- -H -H
T04 -NH- | -GH4- -H -H
T0S5 -S- -CHO- -H -H
T06 -S- -CHO- -H -Cl
TO7 -O- -CHS- -H -H
T08 -S- -CHS- -H -H
T09 -NH- | -CHS- -H -H
T10 -S- -CH- -H Q
—NH—C@OCHg
T11 -S- -CH- -H |C|>
—NH—C—CH2—©
T12 -S- - -H Q
—NH—CO—Q
T13 -S- - -H Q
—NH—C—CHZ—QCHg
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OH

Bilesik Kodu X
T14 -
T15 -CH-
T16 -CHS-
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4. ARASTIRMA BULGULARI

4.1. HypoGen METODUILE FARMAKOFOR MODELLEMES 1 CALI SMASI

Bu calsmada Topoizomeraz | enzimi tzerinde biyolojik aktési tayin edilmg 16 adet
2H-3,4-dihidro-1,4-benzoksazin-3-on tiurevi bikken olusan calsma serisinden hareketle
(Cizelge 4.1.) ¢ boyutlu farmakofor hipotezleri ugbrulmustur. Bilesiklerin

topoizomeraz | enzim inhibisyon glerleri 1Goolarakug/uL cinsinden kullaniimtir.

Cizelge 4.1 HypoGen farmakofor modellemesi icin kullanilan gaa serisi ve biyolojik aktivite

degerleri
R3: : O R
Rz 'TII\O
Ry
Iilloecsl:]k R1 R> Rs ICso
S1 -H -H -H 1,96
S2 -H -CH -H 7,97
S3 -H -Cl -H 8,95
S4 -H -COOGHs -H 24,84
S5 -H -H -NQ 4,96
S6 -H -H -NH 1058,49
S7 -H -Cl -NQ 9304,15
S8 -CH -H -H 17,31
S9 -CH -CHs -H 16,18
S11 -CH -COOGH:s -H 532,58
S12 -ChH -H -NO, 11,29
S13 -CH -Cl -NG, 6,46
S14 -GHs -H -H 5,17
S15 -GHs -Cl -H 6,16
S16 -GHs -H -NG; 3,63
S17 -GHs -Cl -NO, 3,71

HypoGen farmokofor modelinin eldesi igin Accelrys’i Catalyst/HypoGen
(versiyon 4.9) programi kullanilgtir. Bilesikler Catalyst programinda bulunan dahili

2D/3D gorselleyici kullanilarak hazirlanghr. Catalyst programi, her bir bgi& icin
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konformasyonel modelleri Poling Algoritmasi (Smellil995) kullanarak otomatik bir
sekilde olgturmustur. “En iyi konformer olgturulmasi” glemi enerji dgeri 0-20
kcal/mol’lik bir sinir icerisinde, maksimum sayianformer olgumu icin 6nerilen 250

deseri secilerek uygulanrtir.

Farmakofor hipotezinin okturulmasi icin hidroien ka alicisi (HBA), hidrojen
bagl vericisi (HBD), hidrofobik 6zellik ve aromatik ha ozellikleri secilmgtir ve tim
bilesikler icin uncert dgeri 3 olarak girilmgtir. Sonucta elde edilen 10 hipotezden en

uygun olani istatistiksel parametrelere (Cizelde)dakilarak belirlenngtir.

Cizelge 4.2HypoGen farmakofor hipotezlerinin istatistiksednsiclar

Maksimum Totalcoast RMS Korelasyon
uyum katsayisi
Hipotez 1 11,0892 84,4311 1,18083 0,873271
Hipotez 2 0 88,5201 2,08274 0

Hipotez 3 10,2255 88,8848 1,4655 0,741578
Hipotez 4 8,63568 91,6012 1,6377 0,6196311
Hipotez 5 8,85076 91,6126 1,63395 0,623686
Hipotez 6 8,90474 91,8293 1,64098 0,620078
6
4
U
0

Hipotez 7 8,73163 92,0413 1,65271] 0,61118
Hipotez 8 8,95092 92,371 1,66038 0,60889
Hipotez 9 9,67338 92,6965 1,64814 0,63532
Hipotez 10| 8,03908 93,006 1,5995 0,76105

En uygun hipotez; korelasyon katsayisi ve uyugtederi en yuksek, ayni zamanda
RMS deeri en diguk olan birinci hipotez olarak belirlengtir. Hipotezin korelasyon
grafigi Sekil 4.1.’de verilmgtir.
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Sekil 4.1. Birinici hipotezin korelasyon grafi

En uygun olarak secilen birinci hipotezdgekil 4.2.) yail ile gosterilenler hidrojen
bagl alicisi, mavi ile gosterilenler hidrofobik 6zé&llituruncu ile gosterilenler aromatik

halka 6zelliklerini tanimlamaktadir.

HBA 1.21

Accaptorl

HB&:E.11

HYDROPHOBIC 3.11

RING AROK

HB#&2 11
Accentor?

HBA 221

Sekil 4.2. HypoGen farmakofor modellemesi i¢in uygun bulungotez
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Calisma serisindeki molekullerden biyolojik aktivitesn g/iiksek olan S1 kodlu
bilesik secilen hipotez ile haritalangr (Sekil 4.3). S1 kodlu molekdl, hipotezin 2
hidrojen bg alicisi (HBA), 1 hidrofobik 6zellik (Hyd) ve 1 amatik halka (RA)
Ozellikleriyle iyi bir sekilde haritalanmaktadir. Hipotezde gorilen herHBA da karbonil
oksijenleri ile tam olarak haritalangtr. Hyd 6zellik 2H-3,4-dihidro-1,4-benzoksazin-8-0
yapisinin ikinci konumunda bulunan etil zincirinenkigclanmgtir. RA 6zelligi ise 2H-3,4-
dihidro-1,4-benzoksazin-3-on yapisinin benzen salka haritalanngtir.

HBA 1.21

HBA®.11
&.@.s:.e-pt-:a‘_ &
HBA 221

Sekil 4.3.S1 kodlu bilgigin hipotez ile haritalanmasi

Calisma serisindeki tim bikgkler secilen hipotez ile Ust Uste haritalandirgimni
(Sekil 4.4.). Tum bilgiklerin hipotezde gérulen dort 6zdiile oldukca iyi bir sekilde
cakstigl gortlmistar. Olwturulan hipotez ile biyolojik aktiviteleri arasinkikorelasyona
gore bilgiklerin tahmini aktivite sonuclari hesaplarghm. Tahmini biyolojik aktivite

sonugclari Cizelge 4.3.’de verilgtir.
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Sekil 4.4. Calisma serisindeki tim molekullerin hipotez ile haatamnasi

Cizelge 4.3Calsma serisindeki bikgklerin tahmini biyolojik aktivite sonuclari

| current Hypothesis:

pothesis Data

0w

Spreadsheet: training02a Hypothesis: OutHypo-2680.1 Score: 1.18159 16 Compound

Hame |: Activ :| Uncert

Color Estimate Error |: Molwt :| |:Principal:| |: N
| 321.329

J14.682

249.266
794 763

2802357

0730z

ZB4.28

308.29

237738

J2a.7o9

263283

z63.293

J42.735

Z35.234

249 266

Z269.664
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Belirlenen hipotez Uzerinde test serisindeki (@jeeld.4.) bilgikler teker teker
haritalanmg ve tahmini biyolojik aktivite sonuclari hesaplagtmi

Cizelge 4.4HypoGen analizinde kullanilan test serisi

Bilesikler R, R, R3
Kamptotesin -H -H -H
Topotekan i - i

OH CH:N(CHa): H
Irinotecan Q -CoHs
{ N@N—C—O— -H
= O
| Nj;/
NS
N \
X
R{

Bilesikler X R1
Luotonin A -N- -H
Rosettasin -CH- -H
Hidroksiakuminat -CH- -CH,OH

X
O
Ry N
Bilesik Kodu X Y R; R>
TO1 -O- -CH,- -H -H
T02 -O- - -H -H
T03 -NH- -CH,- -H -H
TO4 -NH- -CoHy- -H -H
TO05 -S- -CHO- -H -H
TO6 -S- -CH0O- -H -Cl
TO7 -O- -CH,S- -H -H
TO08 -S- -CHS- -H -H
T09 -NH- -CH,S- -H -H
o)
T10 -S- -CH- -H —NH—IC|:4©700H3
I
T11 -S- -CH- -H —NH—C—CH2—©
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o)
T12 s i H _NH_%OQ
T
T13 -S- - -H — NH—C—CH2~©—CH3
OH
i
NH—C— x@
Bilesi Kodu X

T14 -

T15 -CH,-

T16 -CH,S-

Kamptotesin
oA ET |

& FastFit

& BestFit

€ This Conf

< Find Best Conf

HYDROPHOBIG! +&

S HBA2.11
Hea SR HRAL

Uyum degeri: 8,09968
Tahmini biyolojik

HBA 1.21

b aktivitesi: 320

HBA 1.11

2 hidrojen ba
alicisi,1 hidrofobik ve
1 aromatik halka
ozelligi ile
haritalanmaktadir.

Uyum degeri: 8,96469

Topotekan

© This Conf
& Find Best Conf

Mex, omitted features

Tahmini biyolojik
aktivitesi: 43

2 hidrojen ba
alicisi, 1 hidrofobik ve
1 aromatik halka
Ozelligi ile
haritalanmaktadir.

Sekil 4.6. Topotekan bilgginin hipotez ile haritalanmasi
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irinotekan ;
T ]

< FastFit
§ BestFit
@ This Conf

Energy Lirit
(kealimol) [Z27

@ FastFit

4 BestFit

4 This Conf

4 Find Best Conf

Max omitted features [2

Rosettasin

Energy Limit
(kealfmol)

< FastFit

4 BestFit

< This Canf

< Find Best Gonf

Max. omitted features

Fit:

. —
(kealfmol):

Sekil 4.9. Rosettasin bilgginin hipotez ile haritalanmasi
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Uyum degeri: 8,25532
Tahmini biyolojik
aktivitesi: 220

2 hidrojen bgi
alicisi, 1 hidrofobik ve
1 aromatik halka
Ozelligi ile
haritalanmaktadir.

Uyum degeri: 6,58512
Tahmini biyolojik
aktivitesi: 10000

2 hidrojen bgi
alicisi, 1 hidrofobik ve
1 aromatik halka
Ozelligi ile
haritalanmaktadir.

Uyum degeri: 6,76726
Tahmini biyolojik
aktivitesi: 6800

2 hidrojen bgi
alicisi, 1 hidrofobik ve
1 aromatik halka
Ozelligi ile
haritalanmaktadir.



Hidroksi-
akuminat

T01

T02

| R

@ FastFit
o BestFit

& This Cenf
& Find Best Conf

Max omitted features

|| © FastFit

4 BestFit

< This Canf
& Find Best Conf

Conf Ene:
fkecalmol

Energy Limit
(kcalfmol)

@ FastFit

<» Best Fit

4 This Conf

<p Find Best Conf

Max. omitted features

Sekil 4.12 TO2 bilssiginin hipotez ile haritalanmasi
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Uyum dezeri:8,90458
Tahmini biyolojik
aktivitesi: 50

2 hidrojen bgi
alicisi, 1 hidrofobik ve
1 aromatik halka
Ozelligi ile
haritalanmaktadir.

Uyum degeri: 7,57104
Tahmini biyolojik
aktivitesi: 1100

1 hidrojen bai
alicisi, 1 hidrofobik ve
1 aromatik halka
Ozelligi ile
haritalanmaktadir.

Uyum degeri: 5,42124
Tahmini biyolojik
aktivitesi: 130000

1 hidrojen bai
alicisi, 1 hidrofobik ve
1 aromatik halka
Ozelligi ile
haritalanmaktadir.



TO3

Sekil 4.13 TO3 bilssiginin hipotez ile haritalanmasi

T04

TOS

Sekil 4.15 TO5 bilssiginin hipotez ile haritalanmasi

Energy Limf
(kealimol)

& FastFit

&pBestFit

& This Conf

@ Find Best Conf

Iax. omitted features

4 Best Fit

<& This Conf
<P Find Best Conf

e, omitte
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Uyum degeri: 7,15982
Tahmini biyolojik
aktivitesi: 2800

1 hidrojen bai
alicisi, 1 hidrofobik ve
1 aromatik halka
Ozelligi ile
haritalanmaktadir.

Uyum degeri: 8,01533
Tahmini biyolojik
aktivitesi: 360

1 hidrojen bai
alicisi, 1 hidrofobik ve
1 aromatik halka
Ozelligi ile ozelligi ile
haritalanmaktadir.

Uyum deseri: 7,817
Tahmini biyolojik
aktivitesi:610

1 hidrojen bai
alicisi, 1 hidrofobik ve
1 aromatik halka
Ozelligi ile
haritalanmaktadir.



TO6

Uyum degeri: 7,86854
Tahmini biyolojik
aktivitesi: 540

o f
e
& FastFit
< BestFit
& This Conf
< Find Best Conf

Max.onited eatwes 2|

1 hidrojen bai
alicisi,1 hidrofobik ve

1 aromatik halka

Ozelligi ile

haritalanmaktadir.

Sekil 4.16. TO6 bilssiginin hipotez ile haritalanmasi

TO7

TO8

Uyum degeri: 8,06545
Tahmini biyolojik
aktivitesi: 340

1 hidrojen bai
alicisi,1 hidrofobik ve
1 aromatik halka

Ozelligi ile

haritalanmaktadir.

Uyum degeri: 7,99026
Tahmini biyolojik

Energy Limit [ P .
B aktivitesi: 410
& BestFit 77

< This Conf

< Find Best Conf

1 hidrojen bai
alicisi,1 hidrofobik ve

Conf Energy [
(kealmal): |

1 aromatik halka

Ozelligi ile

haritalanmaktadir.

Sekil 4.18 TO8 bilssiginin hipotez ile haritalanmasi
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T09

T10

T11

Uyum degeri: 7,89608
Tahmini biyolojik
S 2288 aktivitesi: 510

@ FastFit
< BestFit

@ This Canf

& Find Best Conf

[ ERNE N 1 hidrojen b
alicisi,1 hidrofobik ve
1 aromatik halka

Ozelligi ile

haritalanmaktadir.

Uyum degeri: 7,96184
Tahmini biyolojik
aktivitesi: 430

& FastFit
< BestFit
4 This Canf

4 Find Best Conf

e 2 hidrojen bagi
alicisi,1 hidrofobik

ozellisi ile

haritalanmaktadir.

Uyum degeri: 8,46701
Tahmini biyolojik
aktivitesi: 140

& Fast Fit

&> BestFl

& This Conf

4 Find Best Conf

2 hidrojen bgi
alicisi,1 hidrofobik ve
1 aromatik halka

ozellisi ile

haritalanmaktadir.

Sekil 4.21 T11 bilssiginin hipotez ile haritalanmasi
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T12

T13

T14

tkealrmal) | 2001
& FastFit
& BestFit
< This Conf
& Find Best Conf

Sekil 4.24 T14 bilssiginin hipotez ile haritalanmasi
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Uyum degeri: 7,54713
Tahmini biyolojik
aktivitesi: 1100

1 hidrojen bai
alicisi, 1 hidrofobik ve
1 aromatik halka
Ozelligi ile
haritalanmaktadir.

Uyum degeri: 8,1709
Tahmini biyolojik
aktivitesi: 270

1 hidrojen bai
alicisi,1 hidrofobik ve
1 aromatik halka
ozelligi ile
haritalanmaktadir.

Uyum degeri: 9,70693
Tahmini biyolojik
aktivitesi: 7,8

2 hidrojen ba
alicisi,1 hidrofobik ve
1 aromatik halka
ozelligi ile
haritalanmaktadir.



Uyum degeri: 10,1687
Tahmini biyolojik
aktivitesi: 2,7

T15

4 Best Fit
< This Cont
4 Find Best Conf

2 hidrojen bgi

alicisi,1 hidrofobik ve

1 aromatik halka
Ozelligi ile
haritalanmaktadir.

Uyum degeri: 10,2503
Tahmini biyolojik
aktivitesi: 2,2

T16

2 hidrojen bgi
alicisi,1 hidrofobik ve
1 aromatik halka

Ozelligi ile

haritalanmaktadir.
Sekil 4.26. T16 bilssiginin hipotez ile haritalanmasi

4.2. HipHop METODU iLE FARMAKOFOR MODELLEME CALI SMASI

Bu calsmada Topoizomeraz | enzim inhibitorlerinin spedifikni aciklamak Uzere
topoizomeraz | enziminin inhibisyonundan sorumlwbiesik (Cizelge 4.5.) lGzerinden
(calisma serisi) ¢ boyutlu farmakofor hipotezleri glirulmustur. Calgsma serisindeki 6
molekul igerisinden yapilan HypoGen farmakofor miteeesi analizinde en etkili sonucu

veren Topotekan bi§gsi referans olarak secilmtir.
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Cizelge 4.5HipHop farmakofor modellemesi igin kullanilan gahia serisi

Bilesikler R, R, Rs
Kamptotesin -H -H -H
Topotekan -OH -CH,N(CHs), H
Irinotecan C @ 0 -CoHs

N —C—O- -H
= 0
| N
X
Ri
Bilesikler X R,
Luotonin A -N- H
Rosettasin -CH- -H
Hidroksiakuminat -CH- -CH,OH

Referans olarak secilen topotekan pgain MaxOmitFeat dgeri 0, Principal

degerini 2 olarak girilmgtir. Diger bilesiklerin ise MaxOmitFeat derleri 2, Principal

degerleri 1 olarak girilmgtir.

Bilesiklerin konformerleri Discovery Studio 2.1. ile bé&nmistir. “En iyi

konformer olgturulmasi” slemi enerji dgeri 0-20 kcal/mol'luk bir sinir icerisinde,

maksimum sayida konformer glumu icin 6nerilen olarak 255 secilerek uygulagtmi

Cizelge 4.6.de molekullerin konformasyon analizitnacunda elde edilen sonuclar

verilmistir.

Cizelge 4.6 Konformasyon analizi sonuclari

Konformer Absolut Rolatif

Bilesikler sayIsi Enerji MaxOmitFeat | Principal Enerji
Kamptotesin 5 60,211 - 76,184 2 1 0-15,973
Topotekan 30 64,442 — 83,686 0 2 0-19,243
Irinotekan 69 72,165 - 91,833 2 1 0 — 19,669
Luotonin A 1 70,173 2 1 0
Rosettasin 1 57,400 2 1 0
Hidroksiakuminat 3 65,113 - 67,534 2 1 0-2,422
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Farmakofor hipotezinin okturulmasi icin hidroien ka alicisi (HBA), hidrojen
bag vericisi (HBD), hidrofobiklik ve aromatik halkazéllikleri segilmitir. Sonucta elde
edilen 5 hipotezden bir numarall hipotez bugpahda kullanilmytir. (Cizelge 4.7).

Cizelge 4.7HipHop farmakofor hipotezlerinin sonuclari

1 HHHAA Rank: 59.370 DH: 101111 PH: 010000XVit: 5 |
2 HHHAA Rank: 59.353 DH: 101111 PH: 010000x\At: 5 |
3HHAA  Rank: 53.041 DH: 111111 PH: 000008x Fit: 4|
4 HHAA  Rank: 51.793 DH: 111111 PH: 000008x Fit: 4]
5RHAA  Rank: 51.733 DH: 111111 PH: 000088x Fit: 4 |
Halted normally. |

ICPU time = 3 s System time = 0 s |

H, Hidrofobik; A, Hidrojen bai alicisi; R, Aromatik Halka
DH (Direkt hit) Hipotezin tim 6zellikleri haritalamstir. Direkt Hit = 1 evet anlamina gelmektedir; PH

(Kismi Hit) hipotezin kismi olarak haritalarigina saret eder. Kismi Hit = 0 hayir anlamina gelmektedir
Her numara ayni sira ile Cizelge 3.1.’deki bir nkale kasilik gelmektedir.

Hipotezler 59,370 — 51,733 arasindagigen skora sahip doért veya so@zellik
icermektedir. Birinci ve ikinci hipotezlerde 2 Hajen ba& alicisi ve 3 Hidrofobiklik
olmak lzere 5 6zellik ortaya ¢ikarken tc¢linct veddicu hipotezlerde 2 Hidrojen ga
alicisi ve 2 Hidrofobik 6zellik olmak tzere 4 o#elbrtaya ¢cikmgtir. Besinci hipotezde ise
2 Hidrojen b& alicisi, 1 Hidrofobik 6zellik ve 1 aromatik halkeelligi tanimlanmgtir.
Bu calsmada bir numaral hipotez seciktii. Secilen hipotezdeSekil 4.27.) ysil ile

gosterilenler hidrojen kg alicisi, mavi ile gosterilenler hidrofobik 6zé&llibzelliklerini
tanimlamaktadir.

Sekil 4.27. HipHop farmakofor modellemesi icin uygun bulunapdiez
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Camptothecin

Topotecan

Luotonin A

Rosettacin

Sekil 4.28.Calsma serisindeki molekdllerin tek tek hipotez ileitdanmasi

Sekil 4.28. veSekil 4.29'da cajma serisindeki tim yapilarin secilen hipotez ile
haritalanglarini goéstermektedir. Referans olarak secilen Tegn molekull hipotezin be

Ozelligini de iyi bir sekilde haritalamaktadir. Kamptotesin Ri@nde 1 hidrofobik;
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irinotekan bilgiginde 2 hidrojen ba alicisi; Luotonin A, Rosettasin ve Hidroksiakumatin

bilesiklerinde ise 1 hidrofobik 6zellik ve 1 hidrojendalicisi haritalanamamaktatir.

Name AbsoluteEnergy Confiumber Fitvalue HEA 4 | HBA_S HYDROPHOBIC 1| HYDROPHOBIC 2 | HYDROPHOBIC 3 | MaxOmitFeat Principal
1 Topotecan 77.314 15 4,293 1 1 1 1 1 0 2
? Camphotecine 76,134 5 4871 1 H 1 i i 2 i
3 Innotecan 83,743 37 3.087 1 1 1 1 1 2 1
4 Rosettacin 57.4 1 3,045 1 1 1 0 2 1
5 Hydroxyacumina 65.116 2 1313 1 1 1 4 1 2 1
6 Luotonin A 70,173 1 1503 t 1 L 1 1 2 1

Sekil 4.29. Calsma setindeki tim molekullerin hipotez ile haritatzasi

Calisma serisinde verilen molekullerin uyumggeleri cizelge 4.8.’de verilngiir.

Cizelge 4.8 Calisma serisinin hipotezle uyum sonuclari

Bilesikler Uyum Degeri
Topotekan 4,999
Kamptotesin 4,871
Irinotekan 3,0873
Rosettasin 3,045
Hidroksiakuminat 1,813
Luotonin A 1,503

Secilen hipotez ile Cizelge 4.9 da go0sterilen tesrisindeki bilgiklerde
cakstirlarak haritalandiriingtir.
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Cizelge 4.9 HipHop analizinde kullanilan test serisi

2

OO

R1
BI|E§|k Kodu Ry R, R; R
S1 H H H CH,COOGH:;s
S2 H CH; | H CH,COOGHs
S3 H Cl H CH,COOGH:;s
S5 H H NO, CH,COOGHs
S13 CHjs Cl | NG, CH,COOGHs
S14 CoHs H H CH,COOGH:;s
S15 CHs | CI H CH,COOGH:;s
S16 CoHs H NO, CH,COOGHs
S17 CHs | ClI | NG CH,COOGHs
S18 H H H OH
2
O
Ry XN
Bilesik Kodu X Y R R,
T01 -O- -CH- -H -H
T02 -O- - -H -H
T03 -NH- -CH,- -H -H
T04 -NH- | -CoHas- -H -H
TO5 -S- -CHO- -H -H
T06 -S- -CHO- -H -Cl
TO7 -O- -CH,S- -H -H
T08 -S- -CHS- -H -H
TO9 -NH- | -CH)S- -H -H
T10 Q
-S- -CH- -H —NH—CAQ—OCHg
T11 Q
-S- -CH- -H —NH—C—CHZ—Q
T12 Q
-S- - -H —NH—C@CI
T13 Q
-S- - -H —NH—C—CH2~©—CH3
OH
o)
NH—C— XO
Bilesik Kodu X
T14 -
T15 -CH,-
T16 -CH,S-
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S1 Uyum deseri: 2,577

1 hidrojen b alicisi, 2
hidrofobik 6zellgi ile
haritalanmaktadir.

Sekil 4.3C. S1 bilaiginin hipotez ile haritalanmasi

Uyum degeri: 2,737

1 hidrojen b alicisi, 2
hidrofobik 6zellgi ile
haritalanmaktadir.

Uyum degeri: 2,769

1 hidrojen bai alicisi, 2
hidrofobik ozellgi ile

haritalanmaktadir.

Sekil 4.32. S3 bilgiginin hipotez ile haritalanmasi
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Uyum deseri: 2,694

1 hidrojen bg alicisi, 2
hidrofobik 6zellgi ile

haritalanmaktadir.

S13 Uyum degeri: 2,565

1 hidrojen b alicisi, 2
hidrofobik 6zellgi ile

haritalanmaktadir.

Uyum degeri: 2,599
1 hidrojen bgi alicisi,

S14

2 hidrofobik 6zellgi ile
haritalanmaktadir.

Sekil 4.35. S14 bilgiginin hipotez ile haritalanmasi
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S15 Uyum deseri: 2,642

1 hidrojen b alicisi, 2
hidrofobik 6zellgi ile
haritalanmaktadir.

S16 Uyum degeri: 2,576

2 hidrojen ba alicisi, 2
hidrofobik 6zellgi ile

haritalanmaktadir.

S17 Uyum degeri: 2,614
1 hidrojen bai alicisi, 2
hidrofobik 6zellgi ile

haritalanmaktadir.

Sekil 4.38. S17 bilgiginin hipotez ile haritalanmasi
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S18 Uyum degeri: 2,044

2 hidrojen bai alicisi, 1
hidrofobik 6zellgi ile
haritalanmaktadir.

Sekil 4.3S. S18 bilgiginin hipotez ile haritalanmasi

TO1 Uyum degeri: 1,917

hidrojen bg alicisi,1
hidrofobik 6zellgi ile

haritalanmaktadir.

T02 Uyum deseri: 1,91

1 hidrojen b alicisi, 1
hidrofobik 6zellgi ile
haritalanmaktadir.

Sekil 4.41. TO2 bilesiginin hipotez ile haritalanmasi
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T03 Uyum deseri: 1,166

2 hidrofobik 6zellgi ile

haritalanmaktadir.

T04 Uyum deseri: 2,32

1 hidrojen b alicisi, 2
hidrofobik 6zellgi ile
haritalanmaktadir.

Sekil 4.43. TO4 bilesiginin hipotez ile haritalanmasi

TO5 Uyum degeri: 2,256

1 hidrojen bai alicisi, 2
hidrofobik 6zellgi ile

haritalanmaktadir.

Sekil 4.44. TO5 bilesiginin hipotez ile haritalanmasi
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TO6 Uyum degeri: 2,808

1 hidrojen b alicisi, 2
hidrofobik 6zellgi ile
haritalanmaktadir.

TO7 Uyum degeri: 1,989

1 hidrojen b alicisi, 1
hidrofobik 6zellgi ile
haritalanmaktadir.

Sekil 4.4€. TO7 bilesiginin hipotez ile haritalanmasi

TO8 Uyum degeri: 1,00

1 hidrojen b alicisi, 1
hidrofobik 6zellgi ile
haritalanmaktadir.

Sekil 4.47. T0O8 bilesiginin hipotez ile haritalanmasi
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T09 Uyum degeri: 1,865
1 hidrojen bgi alicisi,
1 hidrofobik 6zellgi ile

haritalanmaktadir.

Sekil 4.48. TO9 bilesiginin hipotez ile haritalanmasi

T10 Uyum deseri: 2,602

1 hidrojen b alicisi, 2
hidrofobik 6zellgi ile
haritalanmaktadir.

Sekil 4.48. T10 bilesiginin hipotez ile haritalanmasi

T11 Uyum deseri: 1,925
1 hidrojen bai alicisi, 1
hidrofobik 6zellgi ile

haritalanmaktadir.

Sekil 4.5C. T11 bilesiginin hipotez ile haritalanmasi
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T12 Uyum deseri: 2,417

1 hidrojen b alicisi, 2
hidrofobik 6zellgi ile
haritalanmaktadir.

Sekil 4.51. T12 bilesiginin hipotez ile haritalanmasi

T13 Uyum deseri: 2,767
1 hidrojen bai alicisi,
2 hidrofobik 6zellgi ile

haritalanmaktadir.

T14 Uyum deseri: 1,978

1 hidrojen b alicisi, 1
hidrofobik 6zellgi ile
haritalanmaktadir.

Sekil 4.53. T14 bilsiginin hipotez ile haritalanmasi

75



T15 Uyum degeri: 2,503

2 hidrojen ba alicisi, 2
hidrofobik 6zellgi ile
haritalanmaktadir.

T16 Uyum deseri: 2,119
1 hidrojen bai alicisi, 2
hidrofobik 6zellgi ile

haritalanmaktadir.

Sekil 4.51. T16 bilesiginin hipotez ile haritalanmasi
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5. TARTISMA ve SONUC

Gegctigimiz 25 yil sUresince, ila¢ ki i slemleri ve bilgi teknolojilerinin 6nemli bir b6lumu
basit argtirmalarla bglayan ve daha sonra hasgalizgin ilaglarla sonuglanan bir stirecin
ayrilmaz parcalari haline gelgterdir. Bilgisayar teknolojisindeki gealineler yeni birin
silico biyoloji uygulama sinifinin galimine 6nayak olmgtur. Bu calgmalarda en blyuk
hedef bir hastaht molekiler seviyede modelleyerek, genetik olaradirlb bir hasta
populasyonunun tedavisine en uygun kimyasalsigie bulunmasi, bu bikgin tim
baglanma deneylerininin silico olarak gercekigiriimesi ve de bilgigin ADME
Ozelliklerinin kesin olarak tahmin edilebilmesidBu hedefleriin silico olarak baarmak
ilac kesif islemini inanilmaz derecede hizlandiracak, emek kaylen masrafi
engelleyecektir. Hastayl ve hasgalmolekuiler diizeyde, mekanizma bazinda anlayabilen
kisisellestiriimis tibba giden yolu da gkmlastiracaktir. Deneysel olarak yapilar
aydinlatilamayan proteinlerin ¢ok buyuk bir boltngin 3D bilgi salayabildikleri icin
bilgisayarl yapi tahmin teknikleri ¢cok biyuk biném tgimaktadir. Yakin bir gelecekte
hedefler genetik ve metabolikglemlerin modellenmesiyle ki&dilecek ve de o6nder
bilesikler neredeyse tamamen silico olarak sentezlenip test edilebilecekiin. silico
ADME modellemesi de klinik denemelerin 6nine gekalacin metabolik 6zelliklerinin
tahmininde kullanilacaktir. Gelega ilac firmalari, gunumuz ilag firmalarindan ¢odrkh
olacaktir. Bilgi teknolojisi altyapisi, biyoinforrtik araclarinin etkin kullanimi ve
bilgisayar guiciint biyokimyasal ve genetik argayas! yaristirabilecek olan firmalar fark

yaratacaklardir (Augen, 2002).

Molekuler modelleme farmasoétik gtamada 1980’lerden itibaren hizla gefis
yeni bir disiplin halini almgtir ve yeni 6nci bilgklerin kesfine katkida bulunmgiur. Bu
disiplinin evrimi giderek ¢ozilmekte ve ila¢ tagamda daha akilci yalkdanlar ¢aina
onculik etmektedir. Bu emsalsiz c¢abalarin sonucumgdai yararl terapotik ajan
siniflarinin ortaya ¢ikmasi beklenmektedir (CotHeI96).

Ligantlarin biyolojik aktiviteleri icin gerekli olatemel fonksiyonel gruplarin pe
yonlendirimleri farmakoforu tanimlamaktadir. Bir rifi@akofor, yapisal olarak farkli

ligantlarin ortak bir reseptdre glanmasina agiklama getirmektedir. Glnumuzde, drtiak
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reseptor yoresine yapisal olarak farkli molekitierasil bglanabildigini cozmek amaciyla
farmakofor analiz yontemlerinden faydalaniimaktadiarmakofor analizi icerisinde yer
alan HypoGen yonteminde, spesifik bir terapotikndkabiyolojik aktivite dgerleri bilinen
bir seri bilsikten hareketle, bikgklerin biyolojik aktiviteleri ile molekiler yapila
arsindaki ilgkiyi tanimlayan farmakofor modelleri alturur. Diger bir farmakofor analiz
yontemi olan HipHop’da ise spesifik bir terapoétikarada aktif olarak bilinen bir seri

bilesikten ortak dzellikli farmakofor modelleri odturmaktadir.

Bu calsmada, tkaryotik topoizomeraz | inhibitorleri olarakki gosteren bir seri
2H-3,4-dihidro-1,4-benzoksazin-3-on turevi bikder Uzerinden HypoGen ve HipHop
teknikleri kullanilarak farmakofor analiz ¢cgrinalari gergeklgirilmi stir.

HypoGen yodntemi kullanilarak farmakofor modelin gluulmasi gleminde
kullanilan bilgiklerden bazilarinin oldukca aktif, bazilarinin sortderecede aktif,
bazilarinin ise inaktif olmasi gerekmektedir. 3Do ve korelasyon deri 1'e yakin bir
hipotez olgturabilmek icin biyolojik aktiviteler arasindaki rla matematiksel olarak
yaklasik 4 logaritmik birim olmalidir. Bilgiklerin biyolojik aktivite deserleri ile elde
edilen hipotezin korelasyonundan hareketle; kuldemibilesiklerin ve daha sonrasinda
tasarlanan bilgklerin biyolojik aktiviteleri tahmini olarak hes&mabilir. HypoGen
yontemi kullanilarak olgturulan hipotezlerden ve tahmin edilen aktivite wsgarindan
yararlanilarak belli bir terapétik alanda aktif abilecesi dustinilen yeni 6nder biggkler

olarak tasarlanabilir.

HypoGen farmokofor modelinin eldesi icin Accelrys’i Catalyst/HypoGen
(versiyon 4.9) programi kullanilgtir. Yapilan HypoGen c¢aimasinda topoizomeraz |
inhibisyonu gosteren 16 adet 2H-3,4-dihidro-1,4#4mdksazin-3-on tlrevi Uzerinden bir
farmokofor modeli geftiriimis ve test serisini okiuran 22 bilgik bu model ile
haritalanmgtir. Elde edilen hipotezlerden en uygunu korelasyatsayisi 0,873271ve
RMS deeri 1,18083 olan birinci hipotez olarak belirlegtini En uygun olarak secilen
birinci hipotez; iki hidrojen bg alicisi, bir hidrofobiklik ve bir aromatik halk@zellikleri
olmak Uzere toplam 5 adet 6zgilitanimlamaktadir. Okiurulan hipotez ile biyolojik
aktiviteleri arasindaki korelasyona gore kiéerin tahmini aktivite sonuclari

hesaplanmnstir.
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Calisma serisindeki molekullerden biyolojik aktivitesn g/iiksek olan S1 kodlu
bilesik secilen hipotez ile haritalangtir. S1 kodlu molekil, hipotezin 2 hidrojen gra
alicisi (HBA), 1 hidrofobik 6zellik (Hyd) ve 1 aratik halka (RA) 6zellikleriyle iyi bir
sekilde haritalanmaktadir. Hipotezde goérilen herHBA da karbonil oksijenleri ile tam
olarak haritalanmgtir. Hyd 6zellik 2H-3,4-dihidro-1,4-benzoksazin-&-yapisinn ikinci
konumunda bulunan etil zincirine konuglagtm RA 6zellisi ise 2H-3,4-dihidro-1,4-
benzoksazin-3-on yapisinin benzen halkasi ile dlanistir. Calsma serisindeki gier

bilesikler de hipotezde gortlen dért 6zellikle oldulgiabir sekilde ¢aksgtigi gorulmigtir.

Uygun olarak secilen hipotez test serisindekisidderi ile haritalanmg ve tahmini
biyolojik aktivite sonugclari hesaplangtir. Elde edilen sonuglara gére amid yapisiy@n
T16, T15 ve T14 bilgklerinin tahmini aktivite dgerleri sirasiyla 2.2; 2.7; 7.8 olarak
oldukca iyi sonuc verngiir. Diger taraftan Topotekan ve Hidroksiakuminagiklerinin de

aktiviteleri sirasiyla 43 ve 50 olarak tahmin editmn.

Topoizomeraz inhibitdord olarak oldukga aktif olararptotesin ve Irinotekan
bilesiklerinin de tahmini biyolojik aktiviteleri sirasiy 320 ve 220 olarak belirlengtir.
Test serisindeki benzoksazol / benzimidazol / beyapol tlrevilerinden T11, T13, TO7,
TO4, TO8, T10, TO9, TO6 ve TOS5 hjlkleri sirasiyla 140, 270, 340, 360, 410, 430, 510,
540 ve 610 tahmini biyolojik aktivite sonuclari wagtir. Topoizomeraz enzim
inhibisyonunda oldukca aktif olan Kamptotesin vendtekan bilgiklerinin tahmini
biyolojik aktiviteleriyle kagilastirildiginda test serisindeki bu bgi&lerin, topoizomeraz

enzimine kagi etkili olabilecekleri dgtiniimektedir.

Test serisindeki bikgklerden TO1, T12, TO3, Rosettasin, Luotonin A v@271100
ila 130000 arasinda ggen tahmini biyolojik aktivite sonuclari versgtir.

Elde edilen sonuclara bakifgizaman molekilde lokalize olan iki HBA ve bir
hidrofobiklik ve bir aromatik halkasinin Topoizoragr| inhibisyonu icin temel oldiw

sonucuna variimaktadir.
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Spesifik bir alanda terap6tik etkipiioldugu bilinen aktif molekillerden hareketle
HipHop yontemi kullanilarak farmakofor model giurulabilir. Bu yontemde biyolojik
aktivite degerlerinin bir 6nemi yoktur ancak kullanilan Bilderin hepsinin ayni terapotik
alanda yuksek aktivite gostermeleri gerekmekte@alisilan serideki molekdllerin ortak
olan ve kimyasal acidan Onemsitan fonksiyonel gruplari catirilirken, bilssiklerin
konformasyonlarindan yararlanmaktadir ve giaklan bu yapilar Gizerinden farmakoforik
hipotezler ortaya konulmaktadir. Elde edilen hiptge tasarlanan veya bircok veri
bankasinda bulunan bjigler ile kawilastirilarak ortak 6zellik gosteren molekiller
belirlenebilir. Bu molekiller de belli bir terapktialanda yeni ila¢ etken maddesi
olabilecek bilgiklerin tasarlanmasinda kullanilan 6nder @keer olabilir.

HipHop farmokofor modelinin eldesi igin DiscoverytuSiio 2.1. programi
kullaniimistir. Bu ¢alsmada topoizomeraz | inhibisyonu gosteren Kampiotasal@u 6
bilesik Gzerinden bir farmokofor modeli ggliirilmi s ve test serisini okiuran 26 bilgik bu
model ile haritalanngtir.

Hypogen yontemiyle farmakofor analizinin sonuclecelendginde Kamptotesin
analoglarindan Topotekanin tahmini biyolojik akiginin en yiksek oldiw saptannsgtir.
Bu verilerden yola cikarak Topotekan kilg referans alinarak HipHop farmakofor
modellemesi yapilmasi uygun bulungtur. Bu amag¢ dgrultusunda topoizomeraz enzim
inhibisyonu yiksek oldgu saptanan 6 bi& (Kamptotesin, Topotekan, Irinotekan,
Luotonin A, Rosettasin ve Hidroksiakuminat) Gzedand HipHop cakmasi

gerceklgtirilmi stir.

Topotekan bilgigi referans alinarak gercektegilen bu calsmada elde edilen
hipotezde iki hidrojen kA alicisi ve Ug¢ hidrofobiklik 6zellikleri ortayalgnistir. Calsma
serisinde kullangamiz 6 bilsikten Kamptotesin, Topotekan, Irinotekan, Luoto/irnve
Hidroksiakuminat elde edilen hipotezdeki 6zellikier bire bir haritalanirken, Rosettasin

bilesigi iki hidrojen basi alicisi ve iki hidrofobiklik 6zellikleri ile hatalanabilmgtir.

Uygun bulunan hipotez test serisindeki 4Hiéerle de teker teker
haritalandiriimgtir. Bu bilssiklerden 2H-3,4-dihidro-1,4-benzoksazin-3-on tlrelan S16
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ve amid yapisi tayan T15 bilgikleri iki hidrojen ba alicisi ve iki hidrofobiklik
Ozellikleri olmak tizere hipotezdeki dort 6zellikle derecede haritalanabilgtir.

2H-3,4-dihidro-1,4-benzoksazin-3-on turevi olan SP, S3, S5, S13, S14, S15,
S17; amid yapis! sayan T16, benzimidazol yapisindaki TO4 ve benzatyaapisindaki
TO5, TO6, T10, T12, T13 bigekleri bir hidrojen b& alicisi ve iki hidrofobik 6zellikleri
olmak Uzere hipotezdeki Uu¢ Ozellikle haritalanalglerdir. 2H-3,4-dihidro-1,4-
benzoksazin-3-on yapisindaki S18 gige ise iki hidrojen bgi alicisi ve bir hidrofobiklik

Ozellikleri olmak tzere hipotezdeki t¢ 6zelliklerib@anabilmitir.

Test serisindeki benzoksazol / benzimidazol / beyawpol turevlerinden TO1, T02,
TO7, TO8, TO9, T11 ve amid yapisindaki T14 kkeri bir hidrojen b& alicisi ve bir
hidrofobik 6zellikleri olmak Uzere hipotezdeki ikozellikle haritalanabilngierdir.
Benzimidazol turevlerinden TO3 bgigi ise hipotezdeki iki hidrofobik 6zefli ile

haritalanabilmgtir.

5.1. ONERILER

Sentezleri daha 6nceden grubumuz tarafindan gestiekinis olan ve test serisi olarak
kullanilan bileiklerden HypoGen ¢calmasina gore aktiviteleri yiksek bulunan ve HipHop
degserlendirmesine gore ortaya c¢ikan sonuclar grdibusunda, bazi bilglerin
Topoizomeraz | enzimi Uzerinde inhibisyonunun kagiéger bir ¢calsma olacgl sonucuna

varilarak, ileriye donik bir ¢gima olarak planlanngiir.

Ayrica, calgmamizda doktora tezine yoOnelik olmak Uzeregikatzerinde
tasarladgimiz bir seri benzoksazol ve benzimidazol turelegitleri HypoGen ve HipHop
yontemleri ile elde edilen hipotezlerle haritalamathrak, topoizomeraz | enzimine kar
inhibitor olarak yararlanilabilecek bii&ler olup olmayacg ortaya konmaya calimistir.

Bu calsmaya gore tasarlanmibilesiklerden sadece Cizelge 5.1." de gdsterilen
benzoksazol ve benzimidazol turevi bkikderin kayda dger sonuclar verebilege

distndlmektedir.
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Cizelge 5.1 Calsmalar sonucunda tasarlanan Lilkéer

X
@—CHZ—HN—NH— N

X
TS1 | N',2-dibenzilbenzo[d]oksazol-5-karbohidrazid a
TS2 | N',2-dibenzil-1H-benzo[d]imidazol-5- karbohidrazid N
X
O CH
o [T gl )
CH=N—NH-
X
TS3 | 2-benzil-N'-benzilidenbenzo[d]oxazol-5- karbohidtaz 0]

TS4 | 2-benzil-N'-benziliden-1H-benzo[d]imidazol-5- katbdrazid | N

Tasarlanan bu bijkler HypoGen ve HipHop caimalari sonucunda elde edilen
hipotezlerle ortaya konmharitalariSekil 5.1 —Sekil 5.8 arasinda gosterilgtir.

HypoGen hipotezi ile tasarlanan Bilderin haritalanmasi:

T e ReporeSite Tols  Wiridows

TS1 Uyum degeri: 8,95883

Tahmini biyolojik aktivitesi:44

2 hidrojen bg alicisi, 1
hidrofobik ve 1 aromatik halka

Ozelligi ile haritalanmaktadir.

Sekil 5.1. TS1 bilsiginin HypoGen hipotezi ile haritalanmasi
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TS2

TS3

TS4

Sekil 5.4. TS4 bilsiginin HypoGen hipotezi ile haritalanmasi

& FastFit
<> BestFit

< This Conf
& Find Best Conf

Ivtax, omitted features

Conf Energy

(kealimal):

Energy Limit [- |
et ETI |

@ BestFit

§ This Conf
< Find Best Conf

Max. omitted features

Conf Enert
(keal/mol):

Energy Limit
(kealimol)

& FastFit

4 BestFit

@ This Conf

< Find Best Conf.

s ntt e L]
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Uyum degeri: 8,97951
Tahmini biyolojik aktivitesi: 42

2 hidrojen bg alicis, 1
hidrofobik ve 1 aromatik halka

Ozelligi ile haritalanmaktadir.

Uyum deseri: 7,63696
Tahmini biyolojik aktivitesi: 920

1 hidrojen b& ahcisi, 1
hidrofobik ve 1 aromatik halka
Ozelligi ile haritalanmaktadir.

Uyum degeri: 7,41189
Tahmini biyolojik aktivitesi: 1500

1 hidrojen bg alcisi, 1
hidrofobik ve 1 aromatik halka
Ozelligi ile haritalanmaktadir.



Hiphop hipotezi ile tasarlanan hglklerin haritalanmasi:

TS1

TS2

TS3

Sekil 5.7. TS3 bilgiginin HipHop hipotezi ile haritalanmasi
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Uyum degeri: 2,317

1 hidrojen bg alicisi, 2
hidrofobiklik  6zelligi ile

haritalanmaktadir.

Uyum degeri: 2,321

1 hidrojen ba alicisi, 2
hidrofobik Ozellgi ile

haritalanmaktadir.

Uyum deseri: 1,958

1 hidrojen bg alicisi, 2
hidrofobik Ozellgi ile

haritalanmaktadir.



TS4 Uyum degeri: 1,986

1 hidrojen ba alicisi, 2
hidrofobik Ozellgi ile

haritalanmaktadir.

Sekil 5.8. TS4 bilgiginin HipHop hipotezi ile haritalanmasi

Sonu¢ olarak; tasarlanan Bilderin HypoGen ve HipHop calmalarinda elde
edilen hipotezlerle karastirlmasi sonucunda, bu bgiglerin topoizomeraz | enzimini
inhibe edebilecek etkili molekuller olabilegedustinilmektedir. Bu verilere dayanarak
tasarlanan bu biggkler ve bunlarin tirevlerinin sentezlenmesi topomeraz | enzimi
Uzerine aktivitelerinin kemoinformatik ve biyoinfoatik verilerle incelenmesi doktora tezi

calismasi olarak planlanstir.
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