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ONSOZ
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1. GIRIS

Farmasétik Biyoteknoloji, yasayan sistemlere ait bilginin, bu sistemleri veya bilesenlerini endiistriyel
amaglar icin kullanmaya yonelik bir uygulamasidir. “Biyoteknoloji” kelimesi ilk kez Macar zirai
ekonomist Kark Ereky tarafindan 1919 yilinda, “canli organizmalar yardimiyla her tilrlii tirfin tiretim
isi” anlaminda kullamlmigtir. Bu tanim daha sonra biraz daha genisletilerek iirfin olusturulmasinda
yeni teknolojilerin odaklaniimasini hedeflemistir. Bugiin i¢in biyoteknoloji, yasayan sistemlere ait
bilgilerin uygulamaya donitk kullammlari igin bilim ve teknolojinin pragmatik kombinasyonu olarak

tanimlanmaktadir (Bains ve ark., 1998).

Farmasdtik Biyoteknoloji kapsaminda proteomiks galigmalar: yakin zamanda 6nemli bir alam
olusturmustur. Hiicrelerdeki fonksiyonel molekiillerden olan proteinler ilag aksiyonu igin major
hedeflerdir. Proteomiks, protein yapisindaki hedeflerin ve hastabik siirecindeki biyokimyasal
yolaklarin tanimlanmasinda bilylk umutlar vaadetmektedir. Proteomiks, ¢ok basamakli ilag geligtirme
isleminde giderek dnemi artan bir rol oynamaktadir. Bu iglem hedef tammlanmasini, validasyonunu,
onder bilesik segimini, kiigk molekillerle tarama ve optimizasyonu ve de toksisite testlerini
kapsamaktadir. Bunun Gtesinde, bilgisayarh proteomiks, kimyasal proteomiks, yapisal proteomiks ve
topolojik proteomiks gibi alt disiplinler, 6zellikle bilgisayar destekli ila¢ tasarimmna belirgin katkilar
sunmaktadir. Akilc) ilag tasariminda, ilk olarak patogenezde hangi proteinlerin ilag hedefi

olabileceginin bulunmasi esastir (Wang ve ark., 2005).

Biyoteknoloji kapsaminda biyoinformatik, biyolojik bilginin bilgisayar kullanilarak
degerlendirilmesidir (Bioinformatics.org, 2005). Biyoinformatik, dort ana i bolimiinii kapsar: Bilgi
edinilmesi, veritabami gelistirimi, entegrasyon ve baglantilarin saglanmasi, ve analiz (Bains ve ark.,
1998).

Kemoinformatik ise, ilag tasarimi ve geligtirilmesini yonlendirmek i¢in kullamlan kimyasal
sentez, biyolojik tarama ve veri aragtirma-toplama yaklasimlarmin bir kombinasyonudur
(ColorBasePair.com, 2005).

Kemoinformatik terimi ilk kez 1998 yilinda, “bir bilim adaminin, temel olarak bir liganttan ilag
molekiiliine g egilebilmesi siirecinde 6zelliklerinin optimize edilmesi igin gereksinim duyacagi tim
bilgi ve veri kaynaklarinin bir kombinasyonu” anlaminda Brown tarafindan kullanilmistir (Brown,
1998).

Kemoinformatik baghg: altinda toplanan ve bilgisayar teknolojisinin kullanildigt metotlar

asagida siralanmigtir (ColorBasePair.com, 2005):



- Kimyasal verilerin toplanmasi, analizi ve islenmesi;
- Veri temsili ve iletigim;

- Veritabani tasarimi ve organizasyon;

- Kimyasal yap1 ve 6zelliklerin tahmini;

- Molekiiler benzerlik ve gesitlilik analizi;

- Bilesik veya kiitiiphane tasarimi ve optimizasyon;

- Veritabam taramasi ve sanal tarama;

- Bilesik siniflandirimi ve segimi;

- Kalitatif ve kantitatif yap1-etki veya yapi-dzellik iligkileri;
- Kimyasal problemlere uygulanan bilgi teorisi;

- Kimyasal tanimlayicilarin istatistiksel modelleri;

- Invivo bilesik karakteristiklerinin tahmini

Gunimiiziin en 6nemli saghk problemlerinden birisi olan tiiberkiiloz nedeniyle her yil t¢
milyondan fazla insan hayatini kaybetmektedir (Nuermberger ve ark., 2004). Direngli suslarin ortaya
¢ikisi nedeniyle, meveut klasik ilaglara direng gosteren hastalarin tedavisi igin acilen yeni ilaglarin
geligtirilmesi  gerekmektedir (Kochi ve ark.,1991). Tiiberkiiloz tedavisi igin topoizomeraz

inhibitdrlerinin ilag olarak kullanilmasi planlanmistir (Nagaraja ve ark., 2002).

Bu ¢alismamin amaci, giiniimiiz bilgisayar teknolojilerinden faydalanilarak DNA topoizomeraz

enzimi inhibitdril ilag etken maddelerinin rasyonel olarak tasarlanmasina 11k tutmaktir.

DNA topoizomeraz enziminin saflastirma c¢alismalari da, ticari olarak elde edilebilen

enzimlerin kullanimlarina alternatif bir yaklagim niteligi tagimaktadir.

Bu ¢alismada, benzoksazol, benzimidazol, benzotiyazol ve oksazolopiridin tiirevleri gibi bazi
yeni heterosiklik bilesiklerin Okaryotik Topoizomeraz Il enzimi iizerindeki inhibitér etkileri

incelenmigtir.

DNA Topoizomeraz II (Topo II) enzimi, memeli hiicrelerinin ¢ekirdeginde bulunan ve
DNA’nin topolojik izomerlerini fosfodiester baglarimi kirip tekrar birlestirmek suretiyle birbirine
doniigtliren bir enzimdir. Topo II, DNA sarimini iki basamakta modifiye ederek kapal sirkiiler gift-
iplik DNA molekiiliiniin slipersarmal formunu ATP gibi bir enerji kofaktdriintin varlifinda
rahatlatabilmektedir (Wang ve ark., 1989).



Topoizomeraz enzimleri baglica tip I ve tip 1l olmak lizere iki siifa ayrilmaktadir. Son yillarda
topoizomerazlar antibakteriyel ve antikanser etkiye sahip ¢esitli ilaglarin hedefi olarak 6nem
kazanmiglardir. Topoizomeraz inhibitdr etkisinin arastirilmasi, yeni ilag gelistiriimesinde yaygin

olarak kullanilan bir ydntem haline gelmistir (Pinar, 2005).

Enzim saflastirma c¢ahgmalarn, ayrica ticari olarak elde edilemeyen enzimlerin

saflastiriimasinda yol gosterici bir nitelik tagimaktadir.

1.1. Ila¢ Tasariminda Rasyonel Yaklagimlar

Gliniimiizde, 8zglin bir ilacin aragtirilmas: ve gelistirilmesi ¢aligmalar1 sirasinda harcanan emegi,
zamani ve yatirim maliyetlerini e n a za in dirgeyebilmek amaciyla bir ¢ok yeni teknik gelistirilmis
durumdadir. Geligtirilen bu tekniklerle, arastirma harcamalarini daha ekonomik diizeyde tutabilecek
yeni yaklagimlarin ortaya konulmasma galigtimaktadir. Yeni ilag etken madde Ar-Ge galigmalarindan
verimli sonuglar elde edebilmek igin &ncelikle gergekgi ve uygulanabilir hedeflere yonelmek

gerekmektedir (Aki-Sener ve Yalgin, 2003).

Gelismis ilag sanayisinin en 6nemli beklenti ve hedefi, yeni etken madde igeren orijinal ilaglar

tiretebilmektir (Yalgin ve Sener, 1996).

Yiiriitillen arastirmalar sonucunda yeni ilag etken maddesi olmaya aday 6zgiin bir kimyasal
bilesik ortaya ¢iktiginda, klinik ¢alismalarin baslatilmasina ancak s8z konusu ilag etken maddesinin
etkisi ve emniyeti hakkinda yeterli bilgi saglandifinda izin verilmektedir (Aki-Sener ve Yalgm, 2003).

Yeni bir teknoloji olan Bilgisayar Destekli ilag Tasarrmi (CADD), mevcut ilaglara ve
hastaliklara ait birikmis bilgileri diger sahalardaki disiplinleraras: girdilerle kombine halde kullanarak
ilag geligtirme siirecini hizlandirmaktadir (Carlson ve McCammon, 2000; Street ve Mayo, 1999;
Veselovsky ve Ivanov, 2003).

Rasyonel ilag tasarimi yaklagimi, ilag hedefinin molekiiler yapisini modelleyerek bu yapiya en
uygun ilac1 gelistirmeyi amaglamaktadir. Rasyonel ilag tasariminda, ilag hedeflerinin, genellikle de
proteinlerin kimyasal yaptlarinin bilinmesi ya da bulunmasi esastir. Roche firmasimin bir HIV proteaz
inhibitdrl olan ilact Saquinavir, 1996°da onay almis ve tamamen rasyonel ilag tasanim teknikleri ile

“tasarlanmig” bagarih 8rneklerden birisidir (Bains, 1998).



Temel olarak, ilag kesif ¢alismalari klinik denemeler dncesi “pre-klinik” basamaklar igerir. Bu
basamaklar hedef segimi, onder bilesik tanimlanmasi, ve klinik aday bilesik se¢imidir (Wang ve ark.,
2005).

lag tasarimindaki rasyonel yaklagimlar, ligant yapisina dayali tasarim ve hedef yapisina dayali
tasarim olmak lizere ikiye ayrilmaktadir. Ligant yapisina dayali tasarim igerisinde kantitatif yapi-etki
iligkileri galigmalar1 da 6nemli bir yer tutmaktadir.

Yirminci ylizyihn ikinci yarisindan itibaren aragtirmacilar, yeni ilag etken maddesi bilegiklere
ulasabilmek amaciyla kimyasal bilesiklerin molekiller yapilart ile biyolojik etkileri arasindaki iligkileri
tammlama ¢alismalarina yogunlagmiglardir. Bu siireg igerisinde s6z konusu ¢alismalar gelistirilerek
kantitatif yapi1-etki iligkilerinin ¢6ziimlenmesine imkan saglayan gesitli teknikler ortaya konulmugtur.
Bu yeni teknikler, yeni ilag etken maddesi niteligindeki kimyasal bilesiklerin gelistirmesi, daha ideal
etkili bilesiklere ulagilmasi, etki mekanizmalarinin tanimlanabilmesi e tkinliklerinin yiiriitilmesinde

giderek 6nemli rol kazanmiglardir (Aki-Sener ve Yalgin, 2003).

Farmasotik Endiistride Meveut CADD Uygulamalari:

Bilgisayar Destekli ilag Tasarimi (CADD), sadece potent bilesiklerin tasarimina degil, “konseptten
klinige” giden yoldaki basamaklarin goguna katki saglayabilmektedir. S6z konusu “kesif stireci” nde
yer alan bazi arastirma alanlar1 geleneksel olarak daha gok gelistirilmistir ve/veya bilgisayar destegine
digerlerine nazaran daha iyi adapte edilmigtir. Bu islemler igin ciddi bilgisayar destegi gereksinimini
artiran ¢ok sayida yaklasim mevcuttur. Interdisipliner bir ilag kesif ekibi igerisinde sonuglarin
paylasilmas gerekliligine ek olarak, tedavinin evde ve hastanede devam etmesi nedeniyle yiikli
miktarda veriler bulunmaktadir ve bu veriler kolaylikla idare edilememektedir. Bu dev veritabanlarim
degisik sekillerde analiz edebilmek igin, yapi-etki modellerini ortaya gikartmak igin ve yeni 6nder
bilesikler kesfedebilmek igin metotlar gelistirilmelidir.

Arastirma gruplari arasinda artan bir rekabet s6z konusudur. Yeni bir aragtirma kesfi bagararak
bunu yeni bir aktif onder bilesie gevirebilecek kadar hizli hareket eden bir arastirma grubu, g¢ok
biiyitk olasilikla da yeni alanda ilk terapotik ajani gelistirerek anahtar patentlere sahip olacak olan
gruptur. Efektif olarak kullanilan bilgisayar metotlar1 uzman bir ilag kesif ekibine biiylik bir
kompetitif avantaj saglayabilmektedir (Cohen, 1996).



1.1.1. Geleneksel Kantitatif Yapi-Etki Iliskileri 2D-QSAR)

1.1.1.1. Geleneksel 2D-QSAR’1n Tarih i¢erisinde Gelisimi

Kimyasal yapi ve biyolojik aktivite arasindaki iliskilere ydnelik ilk ifade, 1863 yilinda, Fransa’dan A.
Cros’un, bazi alkollerin sudaki ¢oziintirliklerinin azalmasiyla birlikte memelilerdeki toksik etkilerinin

de yiikseldigini g6zlemlemesine dayanmaktadir (Borman, 1990).

Lipofilisite ve toksisite arasindaki iligkinin niteligi, Richet’in, alkol, eter ve keton yapisi igeren
bir grup basit yapidaki organik bilesigin sudaki ¢6zliniirliik 6zellikleri ile toksik etkileri arasinda ters
bir orantt oldugunu gosterdigi calismasiyla ilk kez sistematik olarak oSrneklenmistir (Richet ve

Séances, 1893; Rekker, 1992; Tute, 1990; Aki-Sener ve Yalgin, 2003).

Kimyasal bilesiklerin molekiiler yapilar ile biyolojik aktiviteleri arasinda bir iliskinin var
oldugu disiincesi ilk defa 1868 yilinda, ingiltere’de, Crum-Brown ve Fraser tarafindan sitriknin tlirevi
kuaternize alkoloidlerin kiirarizan etkileri aragtirilirken ileriye stirtilmistir. “Fizyolojik aktivite (@),
bilesigin yapisina bagimlidir (C)" gorisil agagida verilen formil ile agiklanmigtir (Rekker, 1992; Tute,
1990; Crum-Brown ve Fraser, 1869; Kubinyi, 1993).

@ = f(C) 1

Bu ifade, ilag etken madde tasarim aragtirmalarinda kullanilan yapi-etki iliskileri galismalarinda
baslangic ilkesi olarak kabul edilmektedir. Bugiinkii bilgilerimiz, yap: ile etki arasindaki iligkilerin,
kimyasal yapinin, basta fizikokimyasal dzellikleri olmak {izere molekiiler niteliklerine bagli olarak
ortaya ¢iktifim gostermektedir.

19. yiizy1l sonlarinda, Overton ve Meyer, bu konuda parametrik deger igeren ilk kantitatif
caligmalar1 gergeklestirmigtirlerdir (Aki-Sener ve Yalgin, 2003).

1899 yilinda, Isvigre’de Charles Ernst Overton (1901) ve Almanya’da Hans Horst Meyer
(1899) ¢esitli bilesiklerin, zeytinyagi/su ortamindaki bagil ¢oziintirliik oranlar1 ile gdzlenen narkotik
potensleri arasinda dogrusal bir bagint1 oldugunu saptamiglardir (Rekker, 1992; Tute, 1990; Kubinyi,
1993). Bu gézlemlerin anlagilirhgi, 1939 yilinda Ferguson’un kimyasal bilesiklerin gdzlenen narkotik
veya toksik potenslerinin, organizmadaki disfaz ile biyofaz (etki yoresindeki faz) arasindaki

konsantrasyonlarina bagli oldugunu ifade etmesi ile artrmigtir.



Bir kimyasal bilesigin birbiri ile karismayan iki siv1 igerisindeki dagilimina dair ilk g¢alismalar,
1872 yilinda Berthold ve Jungfleish tarafindan bromiir ve iyodiirler tizerinden gergeklestirilmigtir.
Ancak dagihm ve partisyonla ilgili ¢6zlinurlik kavramlari, 1891 yilinda, Nernst’in sistematik
caligmalariyla birlikte ilgi odag1 olmustur.

Molekiller dzelliklerle biyolojik aktivite arasindaki iligkileri rasyonel bir gekilde ele alan ilk
kantitatif ¢aligmalar, 1930’lu yillarin sonunda Ingiltere’de Albert ve 1940’h yillarin baglarinda
Amerika’da Bell ve Roblin tarafindan gergeklestirilmigtir.

Albert, 1939 yilinda, 100°den fazla aminoakridin tiirevi tizerinde yaptig1 calismada bu
tiirevlerin iyonizasyon oranlar ile bakteriyostatik aktiviteleri arasinda bir iligkinin varligina dikkat
cekmistir. Bu goézlem, ortam pH sina bagl olarak, bilesiklerin molekiiler nitelikleri ile biyolojik
aktiviteleri arasinda nonlineer bir iligkiye isaret etmesi agisindan dnem tagimaktadir. Bunun yani sira,
Albert, bir bilesigin bigim ve boyut gibi yapisal niteliklerini de ele alarak, yapi-etki iligkilerinde

birden fazla parametrizasyonun s6z konusu oldugunu ortaya gikartmistir (Aki-Sener ve Yalgin, 2003).

Bell ve Roblin ise, 1942 yilinda 46 adet siilfonamid tiirevinin grafiksel analizini yaparak; bu
sulfonamid tiirevlerinin antibakteriyal etkinlikleri ile pH=7 deki pKa degerleri arasinda nonlineer
(bifazik) bir iliskinin varligini tespit etmislerdir.

Bell ve Roblin’in ¢ahigmalari, yapi-etki iliskilerinde molekiiler yapidaki stibstittientlerin de
dikkate alinmasi gerekliligini ve aktivite lizerinde dnemli rol oynayabileceklerini ilk defa gdstermis

olmasi bakimindan 8nem tagimaktadir.

1930’lu ve 1940°h yillarda, kimi medisinal kimyacilar bilegiklerin iyonizasyonu ve
antibakteriyal aktivite arasindaki iligkilerin tanimlanmasmna, kimi fizikokimyacilar ise organik
reaksiyonlarda iyonizasyonun gergeklesmesinde siibstitlientlere ait elektronik etkileri kantitatif olarak

tanimlayan parametrizasyonu belirlemeye ¢aligmiglardir Aki-Sener ve Yalgin, 2003).

Bu ¢ahigmalari takiben 1937 yilinda Louis Hammett, baza meta ve para-siibstitiic benzen
tiirevler ile nonstbstittie ttirevin belirli bir kimyasal reaksiyon ortamindaki iyonizasyon oranlarini
karsilagtirarak, gesitli aromatik siibstitiientlerin hidrojene gore potansiyel elektronik katki degerlerini
belirten sigma (o) slbstitiient sabite degerlerini hesaplayarak ilk kantitatif elektronik
parametrizasyonu gergeklestirmigtir. (Aki-Sener ve Yalgin, 2003).



Hammett’in aragtirmalarini yakindan takip eden R.W. Taft 1952 ve 1956 yillan arasinda, ilk
sterik parametre olan Es sabitesini kesfetmis ve 1959 yilinda Lewis ile ortak ¢alismalan sonucunda,
indiiktif (o 1) ve rezonans (o R) etkileri gosteren parametrizasyonla birlikte alifatik siibstitiientlerin
polar etkinliklerini igeren o* parametresini ortaya c¢ikarmigtir. Bu sayede organik kimyasal
reaksiyonlarda, siibstitlientlerin rol aldig: elektronik ve sterik etkilesmelerle ilgili lineer serbest enerji

iliskileri gosteren termodinamik olaylarin analizi miimkn olabilmigtir (Aki-Sener ve Yalgmn, 2003).

1962 yilinda birbirlerinden bagimsiz olarak, Hansen, Zahradnik ve Hansch Hammett'in
iyonizasyonla ilgili olarak ortaya ¢ikarttigi lineer serbest enerji iliskileri denklemini biyolojik
sistemlere uyarlayarak, benzes bir dizindeki bilesiklerde yer alan stibstitiientlerin sergiledigi kantitatif
yapi-etki iligkilerinin analizine y®nelik ilk galismalan gergeklestirmislerdir. Hansen ve Zahradnik
cahgmalarinda tek bir parametrizasyonu temel aldiklarindan bagarili olmamis, ancak Hansch,
mutliparametrik bir hesaplama yontemi (Hansch Analiz Yontemi) gelistirerek yapr ve etki arasindaki

iligkilerin kantitatif analizini gerceklestirebilmistir (Aki-Sener ve Yalgin, 2003).

Hansch, R. M. Muir ile birlikte fenoksiasetik asit tlirevierinin aktivite iligkilerini arastirirken,
s6z konusu bilegiklerin lipofilik karakterlerinin aktiviteyle iliskisi oldugunu farketmigtir. Bunu takiben
Hansch, Maloney ve Fujita ile birlikte, bilegiklerin 1-oktanol/su ortamindaki partisyon katsay:
sabitelerini (log P) hesaplayarak, benzen halkasi lizerinde bulunan siibstitiientlerin hidrofobik
6zelliklerini ifade eden pi (n) aromatik slibstitiient sabitesini ortaya koymuslardir (Hansch ve ark.,
1962). Fujita, belirlemis olduklar log P ve & sabitelerinin, Hammett’in ¢ elektronik sabitesi benzeri
bir serbest enerji degiskeni oldugunu farkederek biyolojik ortamdaki lineer serbest enerji iliskilerini
tanimlamak {izere bu hidrofobik parametreleri Hammett’in sigma (o) elektronik sabitesi ile birarada
kullanmay1 Onermistir (Fujita ve ark., 1964). Hansch ve arkadaslari, biyolojik yanitin ortaya
cikmasina tek bagma hidrofobik 6zellik neden oluyorsa esitlik 2 veya 3; hidrofobik ve elektronik
faktorler birarada etkin oluyor ise esitlik 4 veya 5 ile gosterilen denklemlerin ele gegecegini
ditstinmiiglerdir. Bu esitliklerdeki biyolojik aktivite degerini belirten log 1/C terimi, dogrusal serbest
enerji iliskileri formatina uymasi igin, bilesigin molar konsantrasyonunu (C) igeren dozun ters

logaritmasini belirtir bigimde kullanlmigtir.

log 1/C =k, log P + kg 2
logl/C =k +kq 3
log 1/C =k logP +k, 0 +kg 4
log l/C =k & +ko +k 5



Hansch ve arkadaglar, farkhi biyolojik aktivitelere ait birgok veriyi irdeleyerek yukarida
belirtilen bu dogrusal serbest enerji ilskilerini icerip igermediklerini arastirmiglardir ve genis bir
spektruma yayilan log P degerleri igeren bilesik dizinlerinin yer aldig1 analizlerde lineer nitelikteki
denklemlerle yeterli ¢oziimler iretemediklerini gérmiislerdir. Bunun iizerine Hansch (1969) asin
hidrofilik veya lipofilik 8zellik tagiyan bilegiklerin etki ydresine taginmasi sirasinda organizmadaki
sulu ve/veya lipid fazlarca engellenecegini belirterek, bilesigin, belirli bir zaman arahginda hedefe
maksimum konsantrasyonda ulagabilmesi igin optimum bir log P veya = siibstitilent sabite degerine
sahip olmasi gerekliligini ileri siirmistiir. Bu ifadeyi matematiksel olarak tanimlayabilmek amaciyla,
log 1/C ile hidrofobik parametreler arasindaki parabolik (nonlineer) iligkiyi gosteren asagidaki analiz
denklemlerini tiiretmigtir (Aki-Sener ve Yalgin, 2003).

log 1/C = k, log P —k, (log P> + ko 6
log 1/C = k; n -k, (m)* + ko 7
log 1/C = k; log P~ k; (log P> + ks 6 + ko 8
log 1/C = ki —k; (m)> +ks 0 +ko 9

Hansch, bu denklemlere Taft’in sterik siibstitilent sabitesini de (E;) katarak (Bkz. esitlikler 10
ve 11), kimyasal bilesiklerdeki sitbstitlientlere ait hidrofobik, elektronik ve sterik nitelikteki
fizikokimyasal ozelliklerin birarada rol aldif1 yapi-etki iligkilerini kantitatif olarak ¢oziimleme
olanagini saglamistir (Hansch, 1969).

log l/C =k +ko +tk E; +kg 10

log1/C = ki -k, (r)’ +ks 6 + k4 Es +ko 11

Hansch’in gergeklestirdigi bu ¢alismalar sonucunda, yap: ile etki arasindaki iligkilerin kantitatif
analizini saglayan matematiksel ¢oziimlemeler agiga gikarilmis ve bu gelisme, yeni ilag etken madde
tasarimi i¢in glinimiizde yuriitllen rasyonel galigmalarin baglamasina 6nayak olmustur. Hansch’m
belirledigi bu analiz denklemleri, daha sonraki yillarda gelistirilen degisik yontemlerle birlikte (Bkz.
Tablo 2), yapi ile etki arasindaki iligkilerin kantitatif ¢éztimlemelerini saglamak amactyla gitntimiizde

yaygin bir sekilde kullaniimaktadir (Aki-Sener ve Yalgin, 2003).

Yeni ilag etken madde tasarimi veya mevcut ilag molekiillerinin daha spesifik ve potent hale
getirilmeleri ¢caligmalari artik glinlimiizde, etki mekanizmalarinin tamimlanmaya ¢aligildig1 mekanistik

tasarim yontemleriyle gerceklestirilmektedir. Bu amagla, kimyasal bilegigin etki yoresindeki hedefle



etkilesmesiyle biyolojik yamtin ortaya ¢ikmasmma neden olan farmakodinamik etmenler
tanimlanmalidir. Bunun igin de s6z konusu kimyasal bilesigin fizikokimyasal/yapisal zellikleri ile

biyolojik aktivitesi arasindaki iligkilerin belirlenmesi 6nem tagimaktadir (Aki-Sener ve Yalgin, 2003).

Corwin Hansch’in 1962 yilinda baslattify c¢aligmalar sonucunda ortaya ¢ikan QSAR
(Quantitative Structure-Activity Relationships) terimi, giinlimiizde yaygin bir sekilde kantitatif yapi-
etki iligkilerini belirtmek lizere kullanilmaktadir. Kantitatif yapi-etki iligkileri (QSAR) analizleri,
kimyasal bilesiklerin molekiiler nitelikleri (fizikokimyasal/yapisal 6zellikleri) ile biyolojik aktiviteleri
arasindaki iliskileri matematiksel yontemlerle kantitatif olarak ¢6ztimleme g¢aligmalaridir. QSAR
analizlerinin yiiriitiilebilmesi i¢in,

= Sz konusu biyolojik etkiyi ayn1 mekanizmaya dayali olarak ortaya ¢ikaran bir dizin test
serisi kimyasal bilegige,

= Budizinde yer alan kimyasal bilesiklerin veya siibstitlientlerin fizikokimyasal/yapisal
niteliklerini kantitatif olarak ifade eden parametrik sabitelere,

= Bu dizindeki test serisi kimyasal bilegiklere ait biyolojik etkinin aym sart ve ortamda
kantitatif olarak saptanmasina,

= Molekiiler nitelikleri tanimlayan parametrik degiskenlerle, gozlenen biyolojik etkiyi
belirten degerler arasindaki iligkiyi ¢6ziimleyecek kemometrik ydntemlere gereksinim

duyulmaktadir.

Hansch analiz yonteminun ortaya ¢ikisindan sonra, yapi ile etki arasindaki kantitatif iliskilérin
¢oziimlenmesine yonelik farkli yontemler gelistirilerek kullanilmaya baslanmistir. Geleneksel QSAR
analiz yontemleri Tablo 1.1.’de gosterilmektedir (Aki-Sener ve Yalgin, 2003).

Tablo 1.1. Gelistirilen Geleneksel QSAR Analiz Yontemleri.

Tarih Arastiriei Analiz Yontemi
Hansch Analiz Yontemi
1964 Corwin Hansch (Kimyasal Bilesiklerin Fizikokimyasal Ozellikleri ile Biyolojik

Aktiviteleri Arasindaki Multiparametrik Iligkilerin Coziimlenmesi)
Free-Wilson Analiz Yontemi
Spencer M. Free,

1964 . (Kimyasal Bilesiklere Ait Yapisal Parametrelerle Biyolojik Aktiviteleri
James W. Wilson

Arasindaki {ligkilerin Cozumlenmesi)

1970 Toshio Fujita, Fujita-Ban Analiz Yontemi
Takashi Ban (Free-Wilson Analiz Yontemi’nun Modifiye Sekildeki Uygulamalari)
Karigim Analiz Yontemi
1976 Hugo Kubinyi (Hansch ve Fujita-Ban Yéntemi Analizlerdeki Parametrizasyonun
Birarada Kullanilmasi1 Sonucu Geligtirilen Cozamlemeler)
Bilineer Analiz Yontemi
1976 Hugo Kubinyi (Kimyasal Bilesiklerin Lipofiliseteleri ile Biyolojik Aktiviteleri

Arasindaki Bifazik Bilineer lliskilerin Coziimlenmesi)




Bu analiz metotlarindaki farkhilik ele alinan parametrizasyon bigiminden kaynaklanmaktadir.
Coziimlemeler Hansch analiz yonteminda fizikokimyasal parametreler araciligiyla gergeklestirilirken,
Free-Wilson (1964) ve Fujita-Ban (1971) analiz metotlarinda kimyasal bilegikler lizerinde yer alan
cesitli atom ve/veya atom gruplarmi iceren yapisal degisiklerin parametrizasyonu {izerinden

yiiriitilmektedir.

Kubinyi, 1976 yilinda, Fujita-Ban ve Hansch metotlarindaki fizikokimyasal parametrelerin
birarada kullanildii Karigim analiz yonteminu gelistirmigtir. Buna ilave olarak, kimyasal bilesiklerin
lipofilik ozellikleri ile biyolojik etkinlikleri arasinda rol oynayan nonlineer iliskileri ¢6ztimleyen

Bilineer analiz yontemini de tanimlamigtir. QSAR analizleri;

= Kimyasal bilesiklerin organizmadaki emilim, dagilim ve transportunda rol alan
farmakokinetik iligkilerln tammlanmasa,

=  Kimyasal bilesikler ve hedef (reseptr, enzim ve digerleri) arasindaki etkilesmelerde
rol alan dinamiklerin belirlenmesi,

= Kimyasal bilesiklerin organizmada biyotransformasyonunu saglayan enzimatik
iligkilerin tanimlanmasi ve

= Kimyasal bilesiklerin istenmeyen veya toksik etkilerden ardiriimas:

gibi ¢tziimlemelere ulagiimasini saglayarak, ilag etken maddesi olabilecek yeni dnder bilesiklerin
tasarim ve/veya gelistirilmesine 191k tutacak Onermelerin agifa ¢ikarttlmasina yardimci olmaktadir.
QSAR analizleri giiniimiizde medisinal kimya alam1 diginda da yaygin olarak kullanilmaktadir. Bu
analizlerde kullanilan kemometrik islemler, basta goklu regresyon analizi olmak iizere gesitli
istatistiksel yontemler aracilifiyla gerceklestirilmektedir. Karmagik hesaplamalar igeren bu
matematiksel iglemler, 1980 yilindan itibaren bilgisayar teknolojisinin hizla geligmesiyle giiniimiizde,

kolay ve hizl bir sekilde yapilabilmektedir.

QSAR analizleri igin vazgecilmez hale gelen bilgisayar teknolojisiyle ylirlitlilen ¢alismalar,
bilgisayar destekli ila¢ tasarimi (Computer Assisted veya Aided Drug Design, kisaca CADD) olarak
tanimlanmistir (Aki-Sener ve Yalgmn, 2003).

Aktif bilegikler ftizerindeki Kantitatif Yapi-Etki iliskileri (QSAR) analizleri Onemli
farmakoforlar 6nerebilir, ancak sadece hedef makromolekiille etkilesen bu bilegiklerin analizi bu
gruplarin fonksiyon i¢in neden Snemli olduklarim agiklayabilmektedir. Bu, “rasyonel ilag tasarimi”nm
temelini olusturur ve daha komplike sistemler incelendikge ve daha bitylik molekiillerin siki baglanma
ve yliksek spesifikligi garantilemesine ihtiyag duyulduk¢a giderek daha Onemli bir ara¢ haline
gelmektedir.
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1.1.1.2. Geleneksel 2D-QSAR Cahsmalarinda Fizikokimyasal Parametrizasyon

Bir kimyasal bilesigin molekiiler fizikokimyasal Ozelliklerini kantitatif olarak belirten sabiteler
olmaksizin, yap1 ile etki arasindaki iligskilerde rol oynayan kinetik ve dinamik etmenlerin

tanimlanmas! miimkiin olamamaktadir (Aki-Sener ve Yalgin, 2003).

Hammett’in sigma (o) siibstitiient sabitesi (1940) ve Taft’in Es sabitesinin (1956) ortaya

¢ikisindan bu yana yiizlerce parametre ortaya konulmustur.

Efektor-hedef arasmdaki etkilegsmelerde rol alan din amiklerin, v e de il ag e tken maddesi bir
kimyasal bilesigin organizmadaki transportunu kapsayan farmakokinetik olaylarin aydinlatiimasmda
hidrofobik (lipofilik), elektronik ve sterik etkinlikleri tamimlayan molekiiler ve/veya siibstitiient
sabiteleri, QSAR analizlerinde en yaygin olarak kullamlan fizikokimyasal parametrelerdir (Aki-Sener

ve Yalgin, 2003).

1.1.1.2.1. Hidrofobik Parametreler

Hidrofobik (Lipofilik) etkinlikler, biyolojik yanitin ortaya g¢ikisi sirasinda, ilag etken maddesi
bilesiklerin organizmada dagilimi, biyogevirimi, etki ydresine taginmasi ve/veya hedefle etkilesmeleri
kapsayan olaylarda 6nemli rol almaktadirlar (Kubinyi, 1979 ve 1993; Rekker, 1977; Hansch ve Leo,
1979; Van De Waterbeemd ve Testa; 1987; Taylor, 1990; Leo ve ark, 1971; Leo, 1990; Franke, 1984).

Kantitatif yapi-etki iligkileri analizlerinde kullanilan baglica lipofilik parametreler sunlardir:

= Partisyon Katsay: Sabitesi (log P),

=  Pi Aromatik Siibstitiient Sabitesi (),
= Kromatografik Dagilim Sabitesi (Ry),
= Hidrofobik Fragment Sabitesi (f)

1.1.1.2.2. Elektronik Parametreler

Molekiillere ait elektronik dzellikler, gesitli mekanizmalarla biyolojik yanitin ortaya ¢ikigmni saglayan
efektor-hedef etkilesmelerinde rol alan kimyasal reaksiyonlarda ve/veya kimyasal bilesigin
organizmadaki dagilim olaylarinda etkinlik gostermektedirler (Aki-Sener ve Yalg¢in, 2003). Yiik-

transfer etkilesimleri, hidrojen bag olusumlari, elektrostatik etkilesimler, polarizasyon ve iyonizasyon
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gibi olaylar bu etkinliklerdendir. Bu etkilesimieri tanimlamak amaciyla ytriitiilen QSAR analizlerinde
yer alan elektronik nitelikleri ifade eden parametreler, ti¢ degisik yolla elde edilen sabiteler halinde
kullaniimaktadirlar. Bunlar;

e Farkli atom ve/veya atom gruplarina ait saptanmig ve literattirde tanimlanmi§ durumda
bulunan gesitli elektronik siibstitiient sabiteleri seklindeki parametreler.

e Cesitli Slglim veya hesaplamalar sonucu saptanan meolekiiler nitelikli elektronik
parametreler.

¢ Kuantum mekanik hesaplamalar sonucu saptanan parametreler.

1.1.1.2.3. Sterik Parametreler

Kimyasal bilesikler ve/veya slibstitlientlere ait sterik etkilerin organik reaksiyonlarda oynadiklar
roliin tammlanmas: ile ilgili aragtirmalar ondokuzuncu ylizyihn son ¢eyreginde baglamis (Unger ve
Hansch, 1976) ve kantitatif sonuglar igeren ilk caligma 1895 yilinda Meyer tarafindan yaymlanmstir.
Meyer, galismasinda, orto-siibstitiie aromatik asitlerin esterifikasyon oranlar ile orto-siibstitiientlerin
atomik agirliklar arasindaki iligkiyi tanimlamistir. Siibstitiientlerin sterik 6zelliklerini kantitatif olarak
belirten ilk parametrenin ortaya ¢ikigim ise 1952 yilinda Taft gergeklestirmigtir.

Yapi-etki iligkileri analizlerinde, kimyasal bilesige ait sterik 6zelliklerin tanimlanmasi oldukga
karmasik olaylan igerir (Aki-Sener ve Yalgin, 2003). Ozellikle yapisal esneklik gosteren molekillerin
yer aldig ortamlarda, tek ve/veya iki boyutlu tamimlamalari igeren parametrik degerlerin kullaniimasi
yetersiz bazi yorumlarla kars: karstya kalinmasina yol agabilir. Bu gibi durumlarda, molekiiler yapinin
konformasyonel dzelliklerini daha net bigimde tanimlayan ti¢ boyutlu parametrik degerlerin yapi-etki

iligkileri analizlerinde yer almasi daha dogru olur.

Sterik parametreler molekiiler yapida yer alan siibstitiientler arasindaki ve/veya efektor-hedef
arasindaki intermolekiiler sterik etkilesmeler ile ilgili iligkileri tamimlarlar. Kantitatif yapi-etki
iligkileri analizlerinde kullanilan sterik parametreler, tagidiklar1 benzer fizikokimyasal niteliklere gore

biraraya toplandifinda, agagida belirtilen baghica gruplar olugtururlar.

= Geometrik Ozellikleri Tanimlayan Parametreler.
= Molekiiler Farkliliklar Tanimlayan Parametreler.

»  Polarize Ozellikleri Tanimlayan Parametreler.
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1.1.2. Molekiiler Modelleme Teknikleri

Modern molekiiler modelleme metotlari, gegtigimiz ylizyitlin baglarinda niikleer fizikte molekiiler
yapilarin ilk bagarili temsillerinin ortaya ¢ikmasiyla birlikte Snemli bir gelisme gdstermigtir (Holtje ve
Folkers, 1997).

Molekiiler Modellemenin Tarihgesi

Hueckel, Mullican ve digerleri molekiillerin delokalize ,molekiiler orbitaller deki elektron
kiimeleriyle g¢evrelenmis ¢ekirdeklerden olusmus olabileceklerini varsaymiglardir; bunu takiben
Pauling, Roberts, Sireitwieser, Pople, Dewar ve diger aragtirmacilarin ayrintih ¢alismalar: molekiiler
yapilarin ve 6zelliklerinin hesaplanmast igin yeni nesil molekiller orbital programlarina &nciilik
etmistir (Cohen, 1996).

Westheimer, Hendrickson, Wiberg, Boyd ve daha birgoklari, bagimsiz olarak, kizil Gtesi
spektral absorbanslarin agiklanmast amaciyla titresen molekiillerin teorileri lizerine kurarak, yaptlarin,
konformasyonlarin, etkilesim enerjilerinin, molekiller dinamigin ve diger dzelliklerin hesaplanmasi

i¢in mevcut ,,klasik mekanik* programlar: gelistirmislerdir (Cohen, 1996).

Modern bilimsel bilgisayarcilik ve ticari bilimsel yazilim sirketlerinin 1970lerin sonuna dogru
ortaya gikigtyla hizh bir ilerleme yasanmigtir. Glinimuizde molekiiler modellemeci sagirtic diizeyde

donanim ve yazilim seti secenekleriyle yliz yiizedir (Cohen, 1996).

Kristalografi, molekiller modellemenin gelisiminde belirgin bir basamaktir. Kristal yapilarin
karmagikhigina dair bilgilerin artig1, kagit {izerindeki iki boyutlu temsillerde bile yogun hesaplamalar
gerektirmigtir. O dénemlerde, molekiler kitlerin kullanimu, kristal yapilarm 3D goriinimlerinin eldesi
i¢in miimkiin olan tek yéntem olmugtur. Dreiding Modelleri, o zamanlarin yapisal kimya bilgilerinin
tamamim igerdiginden yogun ilgi gormiistiir. Prefabrik modiiler elementler, 8rnegin hibridizasyon
durumlarina ve aromatik 6zelliklere gore dogru bag sayisina ve agilara sahip farkl azot atomlariyla,
kristal yapilarin bire bir 3D modellerinin olugturulmasina ve dolayisiyla molekiiler modellemeye
olanak saglamigtir. Ebatlar dogrusal olarak Angstrom boyutundan oranlanmigstir. Siibstitiientlerin
sterik engelleri, hidrojen bad: etkilesimleri, vb. zellikleri modellerle oldukga iyi bir sekilde temsil
edilmigtir. Benzer kalitede bir modelleme, her ne kadar daha az tutarh olsa da, ancak hacim dolum

(space filling), Stuart-Briegleb veya CPK modelleri tarafindan saglanabilmistir.

Watson ve Crick, baz eslegmesini ve dolayistyla DNA ¢ifte sarmalinin ana hatlarini bu tiir

molekiiler kitler yardimiyla agiklamiglardir (Holtje ve Folkers, 1997).
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Molekiiler modelleme bir bilgisayar bilimi varsayimi degildir. islemcilerin gelismesine paralel
olarak bilgisayar teknolojisi de sinerjik bir gelisme gostermistir ve tiim bunlarm sonucunda
glinimiizde binlerce atom igeren protein molekiilleriyle kolaylikla basa ¢ikilabilmektedir (Hoéltje ve
Folkers, 1997).

Bir molekiiliin ilk yalanci-3D temsili, 1970 yilinda, renkli ve rotasyon yapabilen bir bigimde
sanal Dreiding modelleri yaratilarak ancak bilgisayar ekranlarinda miimkiin olabilmistir (Hé6ltje ve
Folkers, 1997).

Bilgisayar teknolojisi olmadan, protein gibi kompleks yapilardan dogan veri yigmm ile insan
giicliniin basa ¢ikmasi olanaksizdir (Proteinlerin Slgiimleri, bilgisayar teknolojisi olmadan X-iginlari
ktrinimi veya niikleer manyetik rezonans gibi metotlarla gergeklestirilemezdi.) (Holtje ve Folkers,
1997).

Bu metotlarin glinlimtizde tasidiklart dnem, bilgisayar teknolojisinin bir getirisidir. 1930’lardan
beri, nitkleer fizik, sadece analitik degil, ayn1 zamanda atom bombasinin yapiminda temel bir bilesen
olan sistematik diisiinceye ihtiya¢ duymaktadir. Bu nedenle, fiziksel durumlarin hesaplanmasi ve hatta

tahminleri icin matematiksel modelleme tekniklerine bagvurulmaktadir (Holtje ve Folkers, 1997).

O yillarda ortaya gikartilan Monte Carlo Simiilasyonu, gaz partikiillerinin fiziksel durumlarinin
tahmini igin uygulanmaktaydi. O zamanlarda, molekiiler sistemler iizerine mekanik analojilerin ilk
uygulamalar geligtirilmis; glic alanlar1 kavrami ortaya atilmig, optimize edilmis ve zamanla inanilmaz

bir yeterlilige kavusmustur (Holtje ve Folkers, 1997).

Giiniimiizde matematiksel teknikler hidrojen atomundan daha biiyik sistemlerin kuantum
kimyalarina ait hesaplamalarina ve ligant-enzim aktif bolge baglanig simiilasyonlarma olanak

saglamigtir (Holtje ve Folkers, 1997).

Yeni terapétik ajanlarin rasyonel tasarimmda medisinal kimyacilar igin emsalsiz firsatlar
yaratan Molekiiler Modelleme, farmasdtik arastirmalarda etkinligini ispatlamig bir disiplin haline
gelmigtir. Bilgisayar donanimindaki, yazihmmdaki ve teorik medisinal kimyadaki gelismeler ¢ogu
akademik ve endiistri laboratuvarlarmin kapsamindaki bilgisayar ¢aligmalarma ve grafik araglara
yilksek performans saglamis, ve boylelikle de rasyonel ilag tasariminda yararli yaklagimlarin

gelismesine zemin hazirlamigtir (Cohen,1996).

Ilag tasariminda giiniimiizde gz 6niinde bulundurulan reseptorlerin varligi ve anahtar-kilit

kavramlar1 P. Erlich (1909) ve E. Fischer (1894) tarafindan formiile edilmistir. Yagamsal islemlerde
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rol alan mekanizmalarin detaylarindan bazilarint anlamak 1970’lerde mitmkiin olmustur. Protein
hedeflerinin saf 6mekleri izole edilerek X-iginlari kristalografisi ile de molekiiler yapilar ginigigina

cikartmistir.

Ug boyutlu (3D) yapilarin yasamsal islemlerin diizenlenigini nasil kusursuzca kontrol
ettiklerinin  Orenilmesi bdylelikie miimkiin olabilmigtir. Boylesi bir asamayi daha ileriye
gotiirebilmek amaciyla farmasotik endistride ilag kesfine yonelik akilei bir yaklagim ortaya
konulmustur ve bu yaklagim, molekiiler modellemenin tam bir disiplin olarak hizla geligimine katkida
bulunmustur. Bu alan, 1980’lerden bu yana daha da ivme kazanarak molekiiler biyolojide ve
deneysel/teorik yapisal kimyada ve de bilgisayar teknolojilerinde olaganiistii geligmelere neden
olmugtur. Bu gelismelerin her biri, molekiiler modellemenin temelinde 6nemli bir yere sahiptir. S6z

konusu disiplin artik tamamen taninmig ve arastirma iglemlerine entegre olmustur (Cohen,1996).

Molekiiler modellemenin amaci, bir molekiiliin kimyasal ve fiziksel 6zellikleri arasindaki temel
iliskiyi, kimyasal yapisin1 ve almis oldugu ii¢ boyutlu (3D) yapryr anlamaktir. Bu anlayis, bu
ozelliklerin molekiillerin kimyasal, katalitik veya biyolojik fonksiyonlariyla iliskilendirilmesi ve en
onemlisi degisen fonksiyona ait molekililerin rasyonel olarak tasarlanmasina olanak saglamaktadir.
Kimyasal yap! ve fonksiyon arasindaki bu baglanti, molekiiler biyoloji, protein bilimi, ilag tasarim,
kimyasal kataliz veya materyal ve polimer bilimi gibi birgok bilimsel gaba igin hayati Gnem
tasimaktadir (Cohen, 1996).

Grafik ve Modelleme i¢in Donarum ve Yazilim Gereksinimi:

Sinirlari kesin ayrilmamakla beraber, modelleme ¢aligmalarinda kullamlan t¢ belirgin bilgisayar sinifi
tanimlanmaktadir: merkezi boliimsel hesap ve dbsya sunucular, yiksek performansl grafik is

istasyonlar1 ve kigisel i istasyonlar.

Molekiiler modellemede yazihm gereksinimi kullanict araylzleri ve baglangic modelinin
olusturulmasinda (1D, 2D veya 3D), olusturulan modelin refine edilmesi, manipule edilmesi, vektor

grafiklerle gorsellestirimde ortaya ¢ikmaktadir.

Modelleme ¢aligmalar, deneysel bir sistemi veya sonuglarini anlamak; planlanan bir deneyden
tiiretilecek olan bilginin optimizasyonunu saglamak; veya bilimsel bir probleme teorik veya yapisal

bilginin uygulanmasi amaciyla yiriitiilmektedir.

Molekiiller inanilmaz derecede kiigiktiirler, ancak bilim adamlar: yillarca molekiiler kiralite,
halka konformasyonu ve sterik gerginlik gibi yararh kavramlari anlamak igin ¢esitli mekanik modeller
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kullanmiglardir. Molekiil kitleri bilgisayar modelleri gibi ger¢ek yapi hakkinda fikir vericidir ancak
bunun Otesinde bilgisayar modelleri ¢akistirma, enerji hesaplamasi ve titresimler gibi mekanik

modellerle zor veya imkansiz olan manipulasyonlara da izin vermektedir.

Bilgisayar modelleme programlari, birgok bilim adammin elde hesap yapmakta yetersiz
kalacag: sistematik ve yorucu ¢ aligmalarin yliriitilmesinde de yararlidir. Ancak, modelin e tkisinde
kalmanin bir bilim adaminin tarafsizliina golge disiirmesine neden olabilecegi durumu neredeyse her
zaman dogrudur. Modeller test edilmek ve kullanilmak icindir, ancak modellere tam olarak

giivenilmemelidir. (Cohen, 1996).

Molekiiler Modellemenin Kullanim Alanlarr:

Molekiiler modellemenin birgok olast metotlar1 ve uygulamalari mevcuttur. Yap: olugturma, yapmin
goriintiilenmesi, konformasyon olugturulmasi, biyoaktif konformasyonlarin tiirevlendirilmesi,
molekiiler siiperpozisyon ve ¢akistirma, farmakoforik kaliplarin tiirevlendirilmesi, reseptor
haritalandirimi, biyolojik aktivitelerin tahmini, molekiiler etkilesimler; docking, molekiiler &zelliklerin

hesaplanmasi, enerji hesaplari gibi alanlarda molekiiler modellemeden faydalanilmaktadir.

Molekiiler Modellemede Temel Kavramlar:

Reseptor ve Ligant tasariminda Molekiiler Tamimlama: Reseptorler, ligantlarini molekiiler iskeletler,
atom poziyonlari veya bunlar arasindaki baglantilar olarak degil, ligantin reseptbrle olan bagli
(associated) veya bagli olmayan (unassociated) durumlari arasindaki serbest enerji farkhilig1 olarak
algilamaktadirlar. Hedef reseptdre spesifik baglanmada en Onemli faktdrler arasinda, molekiiler
sekildeki 3D uyumluluk ve ilag ile reseptoriin ilag baglama ydresi arasindaki submolekiiler 6zellikler
on plandadir. Bu, ti¢ boyutlu gereksinimleri yerine getiren molekiillerin reseptriin spesifik liganti

olabilecegi anlamina gelmektedir.

Aktif Konformasyon: Mevcut ilaglarn veya ligantlarin aktif konformasyonlarina ait bilgiler, yeni ilag
molekiillerinin rasyonel tasarimi igin yol gostericidir. 3D reseptor yapisi bilinmese bile, tek bir aktif
molekiiltin aktif konformasyonu biliniyorsa veya rijit yapida tek bir aktif molekiil mevcutsa, bilinen

ligantlarin yapilari temel alinarak tasarim ¢aligmasi gergeklestirilir,

Reseptor yapisinin bilindigi ve bilinmedigi durumlarda 3D yapi-etki iligkilerini yorumlamak ve

yeni aktif yapilar tasarlamak igin farkli yaklagimlar gecerlidir:
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U¢ Boyutlu Veritabani Tarama Yaklagimlar::

Yeni bir onder bilesik, her zaman yeni bir bilesik anlamina gelmemektedir. Diinyada varhig: bilinen
birkag milyon bilesigin bircogu bilinmeyen biyolojik aktiviteler gosterebilmektedir. Genel olarak, s6z
konusu herhangi bir bilesik i¢in mevcut olan deney sistemleriyle sadece birkag biyolojik aktivite veya
fonksiyon test edilmis durumdadir. Bu nedenle neredeyse biitiin bilinen bilegiklerin hemen hemen tiim
biyolojik aktiviteleri aragtirilmamis haldedir denilebilir. Cesitli tarama programlan, reseptér yéresinde
ligant olabilecek bilesikleri bulma admna, bilinen biyoaktif bilesiklerle yapisal yakmhdi olan
molekiilleri tammlama 6zelligine sahiptir. 3D tarama programlarinin ¢ogunlugu halen ligantlarin
ozelliklerine odaklanmis durumdadir. Reseptdr yapisi biliniyorsa, molekiilleri reseptdrle uyumluluk

agisindan taramak daha rasyonel bir yaklagimdir.

Otomatiklegtirilmis Yapi Olusturum Metotlarr:

Veritabani yaklagimlari, ¢ok sayida toplanmig bilesikleri en iyi sekilde kullanarak yeni &nderler
bulmak amaciyla olduk¢a yararh yaklagimlar olarak gbze ¢arpmaktadir. Eldeki veya ticari olarak
sunulan bilesikler segildiyse, aktiviteleri de kimyasal senteze gerek kalmaksizin tayin edilebilmektedir.
Bilesikler elde edilemiyorsa bile, bilesikierin sentez basamaklarma veya fiziksel ozelliklerine iligkin
Snemli bilgiler literatiirde yer alabilmektedir. Otomatiklestirilmis yapt olusturum metotlari, reseptdriin

bilinen 3D yapisi ile veya bilinmeyen reseptdr yapistyla olusturum olmak Uzere iki simiftir,

Yapi olugturum metotlarinda molekill i¢i validasyon ve stabilite, aktif konformasyonun

stabilitesi, molekiillerarasi stabilite, yapilarin se¢imi gibi hususlar gézéniinde bulundurulmalidir.

Deneysel Teknikler ve Veri Bankalar:

X-Isinlart K ristalografisi: Biyolojik makromolekiillerin i¢ boyutlu (3D) yapilarina ait bilgilerin
temeli X-Isinlari Kristalografik incelemelerinden gelmektedir. Klasik X-iginlari kristalografisinin

ardindan makromolekiiler X-1ginlar1 kristalografisi yontemi gelistirilmistir.

Niikleer Manyetik Rezonans (NMR): 1950’lerin sonlarindan 1980’lerin ortalarmna kadar, X-isinlar
kristalografisi bir biyolojik makromolekiiliin tam 3-D yapisimin tayini i¢in tek metot olmugtur.
1980°lerin  ortalarindan itibaren, NMR spektroskopisine dayanan teknikler biyolojik
makromolekiillerin 3D yapilarinin tam olarak aydinlatilmasina atomik detaylarina varana kadar imkan
saglamigtir. NMR, molekiilleri kristal halde incelemek yerine ¢ozeltide inceler. Bundan dolayl, X —
1inlan kristalografisi de kristal yapilar daha statik bir goriintii verirken, NMR yapilarin dinamiklerini

inceledigi igin bu iki metot birbirini ¢ok iyi bir gekilde tamamlamaktadir.
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Molekiiler yapilarin modellemesinde deneysel olarak elde edilen veriler temel olugturmaktadir.

Ozellikle de makromolekiilerde deneysel veriler daha da Snemli olmaktadir.

X-1ginlari kristalografisi ile, makromolekiilii olugturan bloklar, amino asitler ve niikleozitlerin
kantiteleri, bag uzunluklari, bag agilari, grup planaritesi ve kiralitesine ait hatasiz olglimler
alinmaktadir. Proteinlerin alfa heliks ve beta tabakalari 1950°lerin ve 1960’larin sonlarinda heniiz
sonuglar alinmadan tahmin edilmistir. DNA’nin gifte sarmal yapisi da, fiber difraksiyon verileri
yardimiyla 3D olarak ve deneysel olarak ortaya konulmadan yorumlanmigtir. Makromolekiillerin
diger makromolekiiller veya kiiglik molekiillerle etkilesimleriyle ilgili yorumlamalar da deneysel
kanitlara ulagilmadan dnce gergeklestirilmistir. (Cohen, 1996).

Deneysel Yapilarin Protein Modellemesindeki Kullanimlarr: Deneysel yapilardan elde edilen en temel
veriler, kimyasal yapilarin genel prensipleridir. Kiigik molekiil kristalografisinden, atomik bag
uzunluklar ve agilar, temas uzakliklar1 ve konformasyonel tercihler igin kesin degerler saptanmustir.
Bir makromolekiller yapinin en net Ozelliklerinden birisi modellemeciye {izerinde modelleme

yapabilecegi bir iskelet vermesidir.

Kimyasal bir Veritabammn Bilegenleri: Kimyasal veritabanlari molekiiler ve atomik verilerle birlikte
kodlanmig kimyasal yapilar iceren veritabanlaridir. En genel anlamda, bir veritabani (veya veritabani
sistemni) g bilesenden olugmaktadir; taranabilir formda veri, genel bir tarama makinesi, verinin tiiriine

uygun bir sorgulama dili.
CADD - Bilgisayar Destekli Ilag Tasarimi

llag Gelistirme Islemi

Bir hastaligin tedavisine yonelik kanitlanmmg bir etkinlige sahip yeni bir kimyasal bilesigin kesfi ve

geligtirilmesi yogun gabalar gerektiren uzun vadeli bir iglemdir.

_ Endilstriyel istatistikler, tibbi kullanim igin onayi bulunan her bir ilag igin 10.000°e yakin
bilesigin sentezlenerek test edildifine; bu bilesiklerden sadece 100 kadarmin emniyet agisindan
degerlendirmeye alindigina; ve bunlarin igerisinden sadece 10 kadarmm klinik olarak insanlarda test

edilebildigine isaret etmektedir.
Bir ilacin piyasaya ¢ikis onayl, basarinin garantisi anlamma gelmemektedir. Piyasadaki ¢ogu

ilag, pratikte yeterli etkinlige sahip olamadiklart igin, veya genis &lgekli deneyimler sonucunda

istenmeyen yan etkileri ortaya ¢ikt1f1 i¢in kegif ve gelistirilmeleri i¢in harcanmis olan ytiksek maliyeti
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kargilayamamaktadir. Ancak, ¢ok bagarili bir ila¢ diretici firmaya ve hissedarlarina ¢ok biiylik bir
kazang getirebilmektedir.

Ilag kesif ve gelistirme iglemi ii¢ faza ayrilabilmektedir: 1) yeni dnder kesfi ve 6nder bilesiZin
optimizasyonu; 2) preklinik ve klinige ydnelik onder gelistirilmesi; ve 3) piyasaya siiriiliis sonrasi
takip. Bu basamaklar arasinda kesin sinirlar bulunmamaktadir. {leriki basamaklarda problemler
yasanmasi ihtimaline karsi son basamak hari¢ calismalar tipik olarak birden fazla 6nder bilegik

tizerinde yiiriitiilmektedir.

llag Tasarim Ekipleri

Rasyonel ilag tasarimi ve gelistirimi i¢in galisan ekiplerin kuvvetli bir karakteristigi, onlarin yeti ve
disipliner agidan genellikle genis bir spektrum gdstermeleridir. Bunun nedeni, aday ilaglarin kimyasal
ve biyolojik olarak birgok yonden arastirilmalari, optimize edilmeleri ve belgelenmeleri gerekliligidir.
Uretken arastirma ekiplerinde egitim ve teknik dil farkhiliklar1 gibi sorunlar kolayca ¢oziilebilmekte,
ancak ekip igerisinde etkilesim ve kooperasyonun saglikli bir sekilde siirdiiriilmesi yogun gabalar
gerektirmektedir. Bilgisayar metotlar1 bu etkilesim ve kooperasyona yardimci olabilmekte ve ekip

firetkenligini ylikseltebilmektedir.

llag-Reseptor Etkilegimlerinin Modellenmesi

Makromolekiiler Hedefler: llaglarin potansiyel hedefleri organizmayr veya patojeni olusturan
molekiiler bilesenler kadar fazladir. Bu etki yoreleri; proteinler, niikleik asitler, lipitler ve sakkaritleri
icermektedir. Bilinen en yaygin hedefler enzimler, membran-bagh reseptorler, iyon kanallan, antikor,
ve yapisal proteindir. Bir bagka yaygin ilag etkilesim yoresi de niikleer ve mitokondriyal DNA ve
mRNA’nm da dahil oldugu niikleik asitlerdir. Bununla birlikte en yaygin ¢aligmalarda hedef alinan

proteinlerdir.

Proteinlerin katlanmasina neden olan giiglerin géz 6niinde tutulmasi, ilaglarin proteinlere
baglanmasindan hangi giiglerin sorumlu olduguna dair bir fakir verebilmektedir, ¢iinkii bu iki iglem

birgok ortak karakteristik tagimaktadir.

Mevcut bilgilere dayali olarak, ilag tasariminda iki belirgin modelleme stratejisi kullanilabilir.
ilag reseptdr hedefinin net bir yapist mevcut degilse, ve de reseptdre baglanan birden gok kompetetif
ligant bilinivorsa, reseptoriin yapisi kendisine baglanan yapilara dayali olarak g¢ikartilabilir. Bu
stratejiye reseptor haritalama adi verilmektedir. Ote yandan, net 3D yap, kristalografi veya NMR
calismalarindan veya homoloji modellemesinden elde edilebilir, veya reseptor yerlestirimi (fitting)

kullanilabilir.
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Sulu ve Susuz Solvan Modelleri: Su, biyolojik olaylarin ¢ogunu ve ilaglarin kendi makromolekiiler
hedeflerine baglanmalarimi ileri diizeyde etkilemektedir. Sulu ortam, ilaglarin ve reseptérlerin
konformasyonel tercihlerinin saptanmasinda ve de baglanma partnerleri arasinda gbzlenen kuvvetlerin

modiilasyonunda temel bir rol oynamaktadir.

Solvan etkilerini hesaba katmak, protein konformasyonlar1 ve dinamiklerinin yorumunda temel

olusturmaktadir.

1.1.3. Geometrik Optimizasyon

Molekiiller siirekli hareket etmekte, sekil degistirmekte ve bazen de reaksiyon veya tekrar diizenleme
sonucu parga kaybetmekte veya kazanmaktadirlar. Bazi konformasyonlar digerlerinden daha az
enerjilidir, ¢link(l baglar daha az gergindir, veya istenmeyen VAW etkilesimlerini engellerler. izole bir
sistemde bir molekiil enerji kaybedemez, boylece diigitk enerji konformasyonlar1 daha hizli hareket
etmeli ve kendi dusgiik gerilim enerjilerini bilyiik kinetik enerjiyle dengelemelidirler (Goodman, 1998).

Bu iskeletlerin gogu Mzli hareket etmediginden iskelet modelini desteklemiyor gibi
goriilmektedir. Iskelet ¢tkerse, yine de potansiyel enerjisini kaybeder ve bu, ortam tarafindan gesitli
titresim gekilleriyle absorbe edilir. Bu, bir molekiiler model igerisinde simtile edilebilir. Enetjinin
kaldinlmasiyla molekiil diisiik enerji konformasyonuna sokulabilir. Bu isleme genel olarak enerji

minimizasyonu denir (Goodman, 1998).

Harici bir enerji kaynag1 olmaksizin diizensiz bir halden daha diizgiin [ordered] bir hale gegis
olmaz. Entropi kangikhgin bir Slcisidiir. Bu ayni zamanda izole bir molekiilin neden belirli
konformasyonlart tercih ettiini de agiklar. Molekiil, sisteme en yliksek entropiyi verecek
konformasyonlar1 segmektedir. Sikloheksanin kayik ve sandalye formlan arasindaki enerji farki
yaklasik olarak 20 kJ mol™' kadardir Aslinda, bu, bir molekitler modelleme yontemiyla hesaplanmig
olan bir i¢ enerji farklihgidir, serbest enerji farkliii degildir. Sandalye sikloheksani kayik
sikloheksana gevirmek igin bariyer 40 kJ mol”! kadardir. Bu da cevrimin saniyenin 100.000°de birinde
gergeklesecegi anlamina gelmektedir. 100 kJ mol™ enerji gerektiren bir islem sadece iki haftada bir
gergeklesecektir.

Bir yapinin gerginlik enerjisini (Eyy) minimize etmis olmak, titm baglarinin uzunluklarin,

acilanim dofru saptamak, istenmeyen VAW etkilesimlerini engellemek az enerjili konformasyonu

olusturur; ancak yine de bunun molekiiliin adapte oimak istedigi konformasyon olduguna dair bir
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kesinlik yoktur. Ancak degisik molekiiler modelleme ytntemleri uygulanarak konformasyon taramasi
gerceklestirilebilir. Molektler modellemede molekiiler orbital ve kuantum mekanigi ¢ok yararh
bilgiler saglamaktadir. Yukaridaki 6rnekte, sandalye formu tercih edilmesine ragmen minimizasyon
kayik formu verebilir. Daha basit bir 6rmek butan ile verilebilir. Butan dort karbon tagiyan bir alkan
yapist oldufu i¢in agik formiilinii ¢izmek kolaydir, biikiili konformasyonu da rahathkia
olugturulabilir. Bu konformasyon yaklagik olarak 3.5 k} mol” daha yiiksek e nerjilidir. Bu tan ig in
rastgele bir konformasyon olugturulacak olsaydi ve enerjisi minimize edilseydi, sadece bir yapi elde
edilecekti ve sadece agik zincir veya bitkilli} sekillerinden birisi elde edilecekti. Bu yapilarm her ikisi
de dogrudur. Biiyiik molekilllerde fazla sayida, yiizlerce, binlerce hatta milyonlarca konformasyon
olabilir. Burada ¢bziimleme yapmak ¢ok zordur. Molekiiler orbital teorisi, kuantum mekanigine gore
daha da kesin bilgiler vermektedir. Ozellikle de elektronik bilgilere kusursuz ulagilmaktadir. Dekalin
gibi kiigiik bir molekiiliin molekiller mekanik hesaplamalar: belki bir saniyeden daha kisa siirmektedir,
¢linkii burada gdzonlinde bulundurulacak sadece birkag atom ve bag bulunmaktadir. Ayni sistem
tizerinde molekiiler orbital hesaplar1 tiim atomik gekirdekler ve tiim elektronlari ve her birinin
birbiriyle etkilesimini ele alacagindan oldukga uzun siirmektedir. Dekalinin iki kat1 kadar bir
molekiiliin zelliklerini hesaplamak molekiiler mekanik ile dort kat daha uzun siirmektedir (hesaplar
N? olarak oranlanir). Bu sistemin molekiiler orbital hesaplamasi ise (hesaplar N* olarak oranlanir, bazi
kesin metotlarca N® olarak oranlanir) onalt kez daha uzun siirebilmektedir. Molekil biytiditkge isler
daha hizhi bir sekilde zorlagmaktadir. Konformasyon taramasi problemi bununla baglantili oldugunda
molekiller orbital teorisinin ¢ok zor oldugu ve ¢ok fazla bilgisayar giicline ihtiyag duydugu
soylenebilir. Bu nedenle de minimizasyon g¢aligmalarinda molekiiler dinamik hesaplamalardan
yararlamlmaktadir (Goodman, 1998).
Molekiiler mekanik enerji, Eyy, belirli sayidaki bilesenlerden meydana gelmektedir.

- Bag Enerjisi (Epeg)

- Bag Aqis1 Enerjisi (Eqgyiar)

- vdW Etkilesimleri (E,4)

- Bukiim Agisi Enerjisi (Epaxim)
- Yiik-Yik Etkilesimleri (Eyq)
- Cesitli Etkilegimler (Egegin;)

Minimizasyon, bir molekliin geometrisinde kiigitk dfizenlemeler yapma islemidir. Islem, ttim
kiigiik diizenlemeler sonucunda enerjide bir diigise ulagilmasiyla durmaktadir. Minimizasyon ¢ok

yararli bilgiler saglayabilmektedir.

Eger bir molekiil rijit ise, potansiyel enerji yiizeyinde sadece bir adet minimum olabilir, ve
molekitltin 8zellikleri hakkinda minimze etmek yolu ile bilgi alinabilir. Eger esnek bir yapiya sahipse,

minimizasyona bagh olarak konformasyon tarama tekniklerinin de kullaniimasi gerekmektedir.
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Bu problemi ¢ozmek i¢in degisik birgok algoritma gelistirilmistir. Belirli bir durumda en iyi
cevap c¢alistlan molekiilin ve kullanilan gil¢ alaminin karakteristiklerine ve de cevapta istenilen
kesinlige baglidir. Minimizasyon algoritmalar tilrevsel ve tiirevsel olmayan yontemler olmak iizere
ikiye ayrilmaktadir. Tiirevsel Olmayan Yontemler; potansiyel enerji alaninin tlirevinin (egim)
hesaplanmasini gerektirmez. Bunlar igin program yazilmas: daha kolay, ancak daha az yeterlidir. En
yaygin kullamlan tiirevsel olmayan yéntem ,.Simplex Minimizasyonu* dur. Tiirevsel bilgi kullanan
dort yontem smifi; 1) Dik inis (Steepest Descents), 2) Newton Raphson, 3) Konjuge Derece
(Conjugate Gradients) ve 4) Degisken Metrik (Variable Metrics) olarak ayrilmaktadir (Goodman,
1998).

Dik Inig Yéntemi (Steepest Descents): Bu metot lokal minimuma ulagmak igin yaygin kullamlan bir

metottur (San Diego Supercomputer Center).

En dik egim ydniinde hareket ederek en dik egim ¢izgisindeki minimumu saptayarak en dusiik
enerjili hale ulagana kadar o minimumdan yeni yonleri hesaplamaktadir. Bu metot, yon segerken
onceki tarama yonlerine ait bilgileri gbzard ettigi igin sinirh bir metottur. Bu yetersizlik gofu zaman

fazladan hesap basamag sayis1 anlamina gelmektedir (Payne ve ark., 1992).

Dik inis ydnteminin avantaji, mutlaka bir minimum degere ulagabilmesi ve enerjiyi de
diigiirebilmesidir. Daha sofistike metotlarin fonksiyon degerini disiiremedigi durumlarda hizli bir

relaksasyon saglamak amaciyla kullaniimaktadir.

Konjuge Derece Yontemi (Conjugate Gradients): Bu yontem dik inis yontemiyle iliskilidir, ancak
mevcut basamaktaki egim ydniinii dogrulamak igin 6nceki noktalardaki egim bilgisini kullanmaktadir.
Ik basamak dik inig ile gergeklestirilir, bundan sonra gelen her basamak bir ¢izgi lzerinde mevcut
negatif egiminin ve 6nceki tarama ydnlerinin bir karigum olarak yuritiiliir. Dik inis ySntemina gére
daha yararlt bir minimizasyon yontemidir. Dik inis yonteminda tim ardisik tarama yonleri dikken,
konjuge derece yoOntemi, onceki tlim ydn bilgilerini kombine ederek onceki yonlerden bagimsiz
(konjuge) bir ardigik tarama ydni olusturur. Bu, 8nceki tiim yOnlerin degil, bir dnceki tarama ydniintin
hafizaya alinmasiyla basarilmaktadir. Konjuge derece yontemi aynt zamanda bir —boyutlu vektor-
uzayinin minimumunun basamaklar halinde saptanmasini da garanti etmektedir. Konjuge yon, dnceki
konjuge yonler ve mevcut dik egim yoni kullanilarak belirlenmektedir. Bu teknik bilgisayar yiikiini
azaltan bir tekniktir (Condensed Matter Theory Web Site). Bu yontemin dezavantaji, dnceki egimleri

ve mevcut efimi hafizaya alma gerekliligidir (San Diego Supercomputer Center).

Newton Raphson Yontemi: Bu yontem sabit bir noktaya yaklagmay: artirmak amaciyla ikinci tiirev

bilgisini kullanmaktadir. Lokal minimum ve maksimumlarin saptanmasinda kullanilabilmektedir.
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Hessian koordinatlarimi kullandig: igin bilgisayar yiikiinit artirmasi ise bu ydntemin en gdze garpan

dezavantajidir (San Diego Supercomputer Center).

1.1.4. U¢ Boyutlu Kantitatif Yapi-Etki iliskileri Analizleri (3D-QSAR)

Bir molekiiler modelleme galismasina baslarken yapilmasi gereken ilk i, bir kartezyen koordinat seti
ile atomlarin uzaydaki bagil pozisyonlarini tanimlayarak molekiiliin bilgisayarda bir modelinin
olusturulmasidir, Makul ve giivenilir bir baslangic geometrisi, bundan sonra yiiriitiilecek temel
aragtirmalarin kali:cesini belirler. 3D molekiller yapilar olusturmak igin temel metotlar sunlardir

(Holtje ve Folkers, 1997):

X-Isit Kristalografik Veritabanlarimn Kullammi: Kugiik molekillerle ¢ahgirken kristalografik
bilgiler igin en dnemli veritabam Cambridge Kristalografik Veritabani’dir. Bu veritabant 500 atoma
kadar olan organik ve inorganik bilesiklerin deneysel olarak belirlenmis atomik koordinatlarini
icermektedir ve devamh olarak glincellenmektedir. Cambridge Kristalografik Veri Merkezi,
veritabanini ve hatta veritabanim taramak ve sonuglar analiz etmek i¢in hazirlanmig olan yazilimi
kiralamaktadir (leasing). Veritabani taramasmin ¢iktis1 ilgilenilen molekiiliin 3D yapisal bilgilerini
igeren, basit, okunabilir bir dosyadir. Bu veri dosyas: mevcut ticari molekiiler modelleme paket
programlarinin ¢ogunlugu tarafindan agilabilmektedir. Dosya, molekiiller modelleme programi
tarafindan agildiginda, veritabaninda listelenmis olan atomik koordinatlar otomatik olarak kartezyen
koordinatiara doniistiiriilmektedir. Bunu takiben, yap:, molekiiler grafik olarak goriintlilenebilmekte
ve ii¢ boyutlu yapisiyla cahigilabilmektedir.

Standart Geometrilerle Fragman Kiitiiphanelerinden Derleme: ikinci en yaygin yapi olusturma
yontemi ise mevcut fragman kiitiiphanelerinden alman molekillerin kullanilmasina dayanmaktadir.
Bu metot, kristalografik veritabanlarina ulagilamadigi veya istenilen yapilar i¢in X-Igmlar: verileri
bulunamadig) hallerde tercih edilmektedir. Gliniimiizde neredeyse tiim ticari molekiiler modelleme
programlan fragman kiitliphaneleri kullanarak molekill olusturma segenegini sunmaktadir. Fragman
kiitliphaneleri kolay kullanima sahip elektronik bir 3D yapisal arag seti gibi kullamlmaktadir. Fragman
havuzundaki 8nceden optimize edilmis standart geometriler sayesinde ortaya gikartilan 3D yapilar

kabul edilebilir bir geometriye sahip olmaktadr.

“Ske¢” Yaklagimiyla 2D Yapilarin Basit Cizimi: Bu yaklagimda bilgisayar ekraninda fare imleciyle
istenilen molekiiliin 2D formili gizilir, Bazen kiitiiphanede yer alan simirli sayidaki kilglik molekiiler
standart fragmanlar bu amagcla baglangig noktas: olarak kullanilabilmektedir. Cizim islemi bitirilirken
ckrandaki 2D goriintii 3D bilgilere ¢evrilmektedir. Bu islem nedeniyle dofru atom tiplerinin
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segimlerine 6zellikle dikkat etmek gerekmektedir. Skeg yaklasimi gok basit bir metot oldugundan,
elde edilen geometriler genel olarak ¢ok tatmin edici degildir. Bu nedenle molekiiler geometriyi
rahatlatmak igin kabaca bir geometri optimizasyonu her bir basit ¢izim iglemi sonunda otomatik

olarak yapilmaktadir.

1.1.4.1. Karsilagtirmah Molekiiler Alan Analizleri Yontemi (CoMFA)

CoMFA yo6ntemi, 1988 yilinda ortaya ¢ikisindan bu yana 3D-QSAR ¢alismalan igerisinde en kuvvetli
araglardan birisi olmustur. COMFA yéntemi temelde, gbzlenen biyolojik 6zelliklerin, bir set ligant
molekiiliinii g¢evreleyen non-kovalan alanlarin uygun sterik (Lennard-Jones) ve elektrostatik
(Coulomb) orneklemesiyle anlasilabilecegi ve korele edilebilecegi varsayimina dayanmaktadir (Zhaoa
ve ark., 2005).

Benzer etki mekanizmasina sahip biyolojik etki gosteren bir seri molekiile uygulanmakta olan
CoMFA yontemi, 1988 yilinda Cramer ve ark. tarafindan geligtirilmistir. COMFA’nin avantajlari,
molekiillerin biyolojik etkilerini tahmin edebilmesi ve de sterik/elektrostatik 6zelliklerle biyolojik
etkiler arasindaki iligkileri kontiir haritalar1 halinde temsil edebilmesidir. COMFA kontiir haritalarinin
kalitatif bilgileri sadece ligant-reseptor etkilesimleri hakkinda degil, aym zamanda reseptor topolojisi
hakkinda da 8nemli ozellikieri ortaya koymaktadir. COMFA’nin kapsaminin genigletildigi Gelismis
CoMFA’da H-bagi ve indikatér alanlar da kullanilarak kompleks QSAR analizleri kolayca
yapilabilmektedir. COMFAdan farkli olarak CoMSIA, korelasyon igin daha iyi sonuglar tretmektedir.
CoMFA ve CoMSIA metotlar, yapilan caligmalarda toksisite mekanizmalarma da agiklik
getirmektedir. CoMFA Lennard-Jones ve Coulomb potansiyellerine gére sterik ve elektrostatik
oOzellikleri hesaplarken, CoMSIA yoéntemi ligant baglanmasindan sorumlu major katkilar ele almak
icin bes farklr ozelligi (sterik, elektrostatik, hidrofobik, ve hidrojen bagi dondrii veya akseptoril) goz
oniinde bulundurmaktadir. CoMFA’dan farkli olarak, CoMSIA’da, CoOMFA’nin orijinal versiyonunda
kullanilan Lennard-Jones ve Coulomb potansiyellerinin fonksiyonel formlarindan kaynaklanan hatalar
stz konusu degildir. CoMSIA kontlr haritalarina yorum getirmek, varyansin farkh alan tiplerine

boliimlendirilmesine izin verildigi i¢in daha kolaydir (Xu ve ark., 2002).

CoMFA yontemi, fi¢ boyutlu QSAR galigmalarinda yaygm kullanima sahip bir metottur.
Stibstitlient parametrelerine dayal: olan geleneksel Hansch analizinden farkl olarak, CoMFA, bir seri
molekiiliin biyolojik aktivitesini molekiil etrafinda genis bir 3-D hacim tanimlayarak sterik ve
elektrostatik alanlartyla iligkilendirmektedir. COMFA siitunlar: (deskriptorleri), her bir molekiil igin
uygun bir prob kullanilarak (genellikle yiikii +1 olan bir sp3 karbon atomu) ayr1 ayr1 her bir 1zgara
noktasinda hesaplanan sterik (Lennard-Jones) ve elektrostatik (Coulomb) potansiyellerden
olusmaktadir.
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Bagimsiz degiskenler (sterik ve elektrostatik potansiyeller) ve de biyolojik aktivite (bagimli
degisken) arasinda iligki, Partial Least Squares (PLS) regresyon yontemi ile kurulmaktadir. PLS
analizi bagimsiz degiskenler agisindan hedef 6zelliklerdeki varyansi agiklayan model denklemleri
iiretmektedir, O ptimum bilegen sayist (latent degiskenler) gapraz-validasyon ile saptanmaktadir ve
tahmin giicii gapraz-validasyon 1 (r’cv, q?) ile degerlendirilmektedir. COMFA sonuglarimnin (izokontur
haritalarimin) grafiksel temsili, bir veri setindeki farkli molekillerin sterik ve elektrostatik
ozelliklerinin varyasyonunun biyolojik aktivitenin varyasyonu ile nerelerde korelasyona girdigini

gostermektedir.

CoMFA, sadece standart sterik ve elektrostatik molekiiler alanlara dayal oldugu igin, reseptor-
ligant etkilesimlerini modellemek i¢in tim baglanma kuvvetlerini uygun olarak temsil
edemeyebilmektedir. CoMFA, ligant-reseptdr etkilesmelerinin sadece entalpik bilegenini temsil
etmektedir. Ek bir alan olarak sunulan yeni molekiler lipofilisite potansiyelinin (MLP), CoMFA nin
tahmin gliciinii belirgin bir sekilde artirdigi saptanmigtir. MLP, sterik ve elektrostatik alanlarla yeterli
olarak tanimlanamayan hidrojen bag ve hidrofobik etkilesimleri kodlamaktadir ve ayrica bir entropi

bilegeni igermektedir (Barreca ve ark. 1999).

Boeckler ve ark.,, Dopamin D; reseptdr agonist serisinin uzantisi olan 3-siibstitiie 7-
aminotetrahidroindolizinler tizerinde yaptiklari ¢aligmalarda CoMFA ve CoMSIA analizlerinde yeni
gelistirilen ve gakigtirma segimini kontrol eden bir program uygulamas: (IRAS) kullanmiglardir.
CoMFA/CoMSIA Kkatki haritalarindan faydalanarak D3 reseptoriiniin daha onceden olusturulmus
homoloji modelini inaktif durumdan aktif duruma doniistirmislerdir. Bu g¢alismanin neticesinde,
tamamen ligant yapisina dayali metotlar olarak CoMFA ve CoMSIA’nin yapiya dayah homoloji
modellemesiyle olan kombinasyonunun QSAR verilerinin yorumlanabilirligini ve aktive edilmis
GPCR baglanma yoresi modellerinin olusumuna olan katkisim artirdifi sonucuna varilmigtir.
(Boeckler ve ark., 2005)

Peng ve ark., bir seri opioid reseptdr antagonistleri (izerinde karsilagtirmali molekiiler alan
analizleri teknii (CoMFA) kullanarak ii¢ boyutlu QSAR modelleri olusturmustur. Yaptiklan
calismalar sonucunda, opioid antagonistlerin baglanma afinitelerindeki varyasyonlarin elektrostatik
etkilesimlerden ¢ok sterik etkilesimlerce baskin oldufunu gostermiglerdir. Bu yapi-etki iliskileri
gézlemleri, CoMFA modelleriyle birlikte 8, p, ve x opioid reseptorlerinin bagil baglanma

afinitelerinin rasyonel tasarimlarinda 6nem tagimaktadir (Peng ve ark., 2005).

Pajeva ve Wiese, fenotiyazin, tiyoksanten ve ¢oklu ilag direncliligine sahip yapisal olarak

benzer 40 adet bilegikten olugan bir set lizerinde uyguladiklar1 CoOMFA ¢aligmalarinda 350°den fazla
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model tiiretmigtir. Secili atom gifilerine veya alan uyumu c¢akistirmalarina dayali olarak dort
cakigtirma stratejisini karsilagtirmiglardir. Elde edilen tlim modeller istatistiksel agidan dnemli ve
¢ogunluunun tahmin yetenegi yiiksek bulunmustur. Tiim alanlarin ¢oklu ilag direngliligini geri
déndtirmede aktivitesine katkida bulundugu saptanmugtir. Hidrofobik alanlar, her durumda modellerin
korelatif ve prediktif giictinl artirmigtir.

Genel olarak, CoMFA uygulamalarinda, modellerin istatistiksel tahmin yetenegi ve arastirilan
ilag-ligant etkilesiminin fizikokimyasal agidan yorumlanabilirlii Snemli iki husustur. Yapilan
galismada sans korelasyonlarinin olasihgint minimuma indirmek i¢in 3D korelasyonlar: etkileyecek
olan CoMFA parametreleri de incelenmigtir. Standart CoMFA sterik ve elektrostatik alanlariyla
paralel olarak, altta yatan en iyi aktivite iligkilerini bulabilmek amaciyla hidrofobik alanlar da
incelemeye alimmigtir, En iyi korelasyonlar, hidrofobisitenin aragtirilan ¢oklu ilag direngliligini
doniigtiiriiclt aktivitedeki roliinii gosteren bu alanlarla bulunmugtur. Modellerle gelen grafiksel
sonuglarin analizi, yaygin olarak tanimlanan kritik alanlara (polisiklik halka sistemi ve N-siibstitiie
kisim) paralel olarak hidrofobisitenin molekiiler profilinin bu ilaglarin aktiviteleri igin yapisal agidan
spesifik belirleyiciligini ortaya ¢ikartmistir. COMFA modellerinde lipofilik alanlarmn kullanildig:
arastirmalarin sayis1 az olmakla beraber, hidrofobisitenin simdiye kadar gergekten tam olarak
anlagilamadig diigtinildigiinden ¢ogu durumda bu alanlarin yorumlanmasi nispeten zor olmaktadir.
[lag-membran etkilesimlerinin ¢oklu ilag direngliliginin geri donlstimiiniinde aracilik ettikleri
varsayildigi bu 6zel durumda hidrofobisitenin temel bir rol oynadifi diisiinilmektedir (Pajeva ve

Wiese, 1998).

Jiang ve ark., peptidil inhibitorlerinin trombinle inhibisyon mekanizmasim molekiiler
modelleme, molekiiler mekanik ve CoMFA istatistiksel analizi kullanarak ele almiglardir. Baglanma
konformasyonlarinin aydinlatilmasi igin BCSPL adinda yeni bir islem tanitan grup, bu islemi
tripeptidil trombin inhibitdrlerinin bir serisinin baglanma konformerlerini elde etmek amacAlyla
kullanmigtir. Tiretilmis konformerlerin enerjetik calismalar1 ve QSAR analizleri, s6z konusu
bilesiklerin hesaplanmis olan baglanma enerjileriyle ve insan o-trombiniyle inhibitér aktiviteleri
arasinda bir korelasyona igaret etmigtir. BCSPL ¢akistirmasina ait COMFA analizi tatmin edici bir

trombin modeli ile sonuglanmigtir (Jiang ve ark., 1997).
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1.1.4.2. Karsilagtirmal Molekiiler Benzerlik indisleri Analizleri Yontemi
(CoMSIA)

Gerhard Klebe ve aragtirma grubu tarafindan 1994 yilinda gelistirilmis olan CoOMSIA yontemi, ortak
bir hizaya (alignment) getirilmis olan ilag molekiillerinin benzerlik indislerine dayali olarak 6zellik
alanlarinin hesaplarimin hesaplanmas i¢in alternatif bir yaklagimdir. Farkh fizikokimyasal dzelliklerin
alanlart Gaussian-tipi uzaklik bagimhilig1 (dependence) kullandigindan atomik pozisyonlarda sorun
yaganmamaktadir. Bu nedenle, cutoff limitlerinin keyfi tanimlamalariyla ve alanin farkli eZimlerinden
kaynaklanan eksikliklerle de karsilasiimamaktadir. Alanlar CoMFA formalizmine benzer bir PLS

analizi ile degerlendirilmektedir.

Klebe ve grubunun ¢ahgmasinda, Kortikosteroid baglayan globuline baglanan ve termolizin
inhibitdrii olan iki steroid veri seti, geleneksel CoMFA yontemi (Lennard-Jones ve Coulomb
potansiyel alanlar) ile ve de Karsilagirmali Molekitiler Benzerlik indisleri Analizi (CoMFA) yontemi
ile analiz edilmistir. Karsilagtirmali istatistiksel dnem modelleri elde edilmis ve farkli modeller igin
alan katki haritalan iiretilmigtir. CoOMFA alanlarindaki kesigimler nedeniyle ve de molekiiler yiizeye
yakin potansiyellerin dikligi nedeniyle, COMFA haritalar1 pargali ve ayrk baglanmistir. Bu durum,
yorum yapilmasini zorlagtirmaktadir. CoMSIA yaklasimiyla elde edilen haritalarin yorumlanmast ise
daha kolaydir, CoMFA haritalari, bolgeleri, varsayilan bir ¢evre ile etkilesimlerin beklendigi
molekiillerden ayn olarak gdsterirken, CoOMSIA haritalar1 aktivite i¢in Snemli bir fizikokimyasal
ozellik gerektiren ligant iskeletlerinin bulundugu alandaki bolgeleri isaret etmektedir. Yapilan
calismada Ozellikle yeni bilegiklerin tasartmi s6z konusu oldugunda Snemli olan dzelliklerin
izlenmesinde CoMSIA yonteminin yol gostericiliginin daha yitksek oldugu saptanmistir (Klebe ve
ark., 1994).

CoMSIA yontemi, CoOMFA ydnteminda kullanifan sterik (S) ve elektrostatik (E) alanlara ek
olarak hidrofobik (H) ve hidrojen bag: dondrii (D) ve akseptdril (A) tamimlayicilarim da net bir sekilde
gosterir. Xu ve ark., yaptiklari bir ¢alismada, CoMFA ve CoMSIA metotlarmin tahmin giiglerini 20
molekilllik bir test setinden faydalanarak karsilagtirmiglardir. COMFA ve CoMSIA metotlarmin her .
ikisinin de iyi tahmin yetenekleri oldugu sonucuna varirken, PLS istatistiklerinin CoMSIA’nin daha
iyi bir metot olduguna isaret ettiZini de belirtmiglerdir (Thaimattam ve ark., 2004).
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1.1.5. Farmakofor Analizi

Ilag tasanminda sik kargilagilan, terapttik olarak s6z konusu reseptoriin li¢ boyutlu yapisi bilinmedigi
durumlarda, molekiiler modelleme ¢aligmalaniyla, ligantlarin yapilan iyice karakterize edilir ve bazen
biyolojk etkide rol oynayan konformasyonlar kesin bir bigimde ortaya gikartilmaktadir. Reseptoriin
yapisi daha sonra bu tir ligantlardan ortaya ¢ikartilabilmekte veya “haritalanabilmektedir”; béylelikle
mevecut yapi-etki iliskilerini rasyonelize etmek ve yeni ilag adaylarmi tasarlamak igin
kullanilabilmektedir, Ligantlarin biyolojik aktiviteleri igin gerekli olan temel fonksiyonel gruplarin
bagil yonlendirimleri farmakoforu tanimlamaktadir. Bir farmakofor, yapisal olarak farkli ligantlarin
ortak bir reseptdre baglanmasina agiklama getirmektedir. Giiniimlizde, baz bilgisayar programiari
(6rnegin APEX, Catalyst ve DISCO), biyolojik aktiviteye baglh olarak farmakofor hipotezi
olusturabilmektedirler (Cohen, 1996).

Giiniimiizde, ortak bir reseptér yoOresine yapisal olarak farkh molekiillerin nasil
baglanabildigini ¢bzmek, aragtirmacilar i¢in zorlu bir gorev teskil etmektedir. Yapisi bilinmeyen bir
reseptdr gbz Oniine alindiginda, ligant setinin analizi bu molekiillerin hem aktif konformasyon
secimine, hem de birbirleriyle olan varsayilan hizalamalarina yiiksek derecede bagh olmaktadir.
Molekiiller farkh bilesik yapr simiflarina ait olmalarma ragmen, zelliklerin ortak ii¢ boyutlu
diizenlemesini igerebilmektedirler. Catalyst HipHop programi, spesifik bir terapotik alanda aktif
olarak bilinen bir set bilesikten ortak 6zellik farmakofor modelleri olugturmaktadir. Bu ozellikler
reseptore baglanma igin gerekli olan karakteristikleri simiile eden genellestirilmis fonksiyonlardan
olusmaktadir. Ortaya ¢ikartilan ¢ boyutlu konfigiirasyon, diger olasi onder bilesik adaylarini
saptamak amaciyla bir 3D veritabanini taramak i¢in tarama sorgusu olarak kullanilabilmektedir. Bu
genellestirilmis sorgular yardimiyla bir veritabam taramasindan getirilen bilegikler, eger sorgu sadece
topolojiye dayaliysa, siklikla yapisal olarak gesitlidir. Catalyst HipHop program, aktif molekiller i¢in
olas1 ¢akigtirmalar (alignment) 6nermek igin de kullamilabilmektedir. Bu, alana dayali 3D-QSAR
metotlarinda anahtar basamaktir. Sonug olarak, Catalyst HipHop programi sayesinde, bilinen bir
aktiviteye sahip olan veya olmayan kiigilk bir bilesik setinden yola gikarak bir projenin erken
basamaklarinda bir farmakofor olusturulabilmektedir. Olusturulan farmakofor modeli, veya hipotez,

yeni dnder adaylarimin kesfi i¢in basamaklar halinde daha da optimize edilebilmektedir.

Hirashima ve ark., 10 adet oktopamin (OA) agonistinden olugan bir setten ii¢ boyutlu
farmakofor hipotezleri geligtirmistir. Catalyst HipHop programiyla 10 ortak 6zellikli model ortaya
konulmugtur. OA agonistleri 01zerinde yapilmig olan bu ¢aligmalar molekiilde lokalize bir HpAr, ii¢
HpAl ve bir HBAI yorelerinin OA-agonist aktivite i¢in temel oldugunu g8stermistir (Hirashima ve
ark., 2002).
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Tromelin ve Guichard, tat veren bilegikler ve B-lactoglobulin arasindaki etkilesimlerin dogasini
agiklamak amaciyla Catalyst yazilimini kullanarak bir 3D-QSAR caligmasi gergeklestirmislerdir. 35
bilesikten olugan bir set {izerinden yapilan ¢aligmada set ti¢ alt sete bSlinmiistir. HypoGen yazihmi
sayesinde, otomatiklestirilmig hipotez olusumuyla kayda deger bir afinite tahmini yapan bir model
geligtirilmigtir. Sonuglar, $-laktoglobulin aroma baglaniginda hem hidrofobik etkilesimlerin hem de

hidrojen baglarinin kritik rolti oldugunu gdstermistir (Tromelin ve Guichard, 2003).

Krovat ve ark., LigandScout ve Catalyst yazilimlarim kullanarak insan Xa faktbrilne bagh
inhibitdrlerin temel farmakofor yapilarimi saptamak amaciyla kimyasal ozelliklere dayali bir
modelleme yaklagimi uygulamiglardir. Ortaya ¢ikarttiklar kimyasal-6zelliklere dayali hipotezler WDI
gibi ticari molekiiler veritabanlarinin sanal taramasinda kullanilmistir. Bunun yam sira, Xa faktoril
inhibitérleri ve proteinler arasindaki ilgili kimyasal etkilesimleri temsil eden ortak-6zellik hipotezleri
elde etmek amaciyla ligant yapisina dayah bir molekiiler modelleme yaklasimi uygulamislardir. Bir
sonraki basamakta ise, bilinen inhibitdrlerle benzer kimyasal ve uzaysal Gzelliklere sahip yeni
bilesikler olugturmak igin sanal bir kombinatoryel kiitiiphane tasarlamislardir. De novo olarak
tiiretilmis olan ve farmakofor kriterlerini yeterli seviyede yerine getirebilen bu molekiiler iskeletler,

aday bilegiklerin gelistirilmesi i¢in umut verici niteliktedir (Krovat ve ark., 2005).

Deng ve ark., bir seri temsili HIV-1 integraz (IN) konformasyonundan gelistirilmis olan, IN
aktif bolgesinin komplementer 6zelliklerini temsil eden dinamik ve reseptdre dayali bir farmakofor
modeli gelistirmigtir. Elde ettikleri sonuglar, aktif inhibitorlerin %72’sinden fazlasinin dinamik model
olarak basarilt olarak tanimlanabilecegini gstermistir. Statik farmakofor modellerinin gakigtirimiyla
dinamik bir farmakofor modeli elde edilmigtir. Bu ¢aligmada kullamlan 6rnekleme ve farmakofor
modeli gelistirme metotlar etkin bir sekilde kombine edilmistir ve yapiya dayah ilag tasarim igin

bagka sistemlere de genisletilebilmektedir (Deng ve ark., 2005).

Catalyst/HipHop programi, bir grup bilesik (zerinden aktiviteleri g6z Oniinde
bulundurmaksizin, 6zelliklere dayali bir ¢akistirma yapmaktadir. ilag etken maddesi adayr olan
bilesiklere kargi bir molekiilin kimyasal ozelliklerini eslestirmektedir. HipHop, molekiillerin
konformasyonel modellerini ve bir seri kimyasal 6zelliklerinden yararlanarak gesitli standart dosya
formatlarinda belirli molekiiler ¢akistirnmlar tiretmektedir. Bu islem, bir set molekiilde ortak olan
ozelliklerin konfigiirasyonlarinin tanimlanmasi ile baslamaktadir. Bir konfigiirasyon 3D uzayda bir set
bagil lokasyonlardan ve buna bagh 6zellik gesitlerinden olugmaktadir. Bir molekiil belirli bir tolerans
cercevesinde ideal konumlardan cakistirilabilecek yapisal 6zelliklere ve konformasyonlara sahipse

konfigiirasyonlarla eglesir.
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HipHop, st iiste ¢akistirilacak setteki molekiillerin kismi 6zelliklerini de haritalamaktadir. Bu,
cakigtirma islemi sirasinda “kismi haritalama” segenegini de beraberinde getirmektedir. Kismi
haritalama, farmakofor 6zelliklerinin hepsini haritalamas: gerekmeyen bilesiklerin gzden kagiriimasi
riski olmaksizin daha biiyiik, daha ¢esitli, daha belirgin hipotezlerin ve g¢akistirma modellerinin

tanimlanmasina izin vermektedir.

1.2. Enzim Saflagtirma

1980’lerden sonra topoizomerazlar klinik 6nemi olan birgok sitotoksik ilacin primer hedefi olarak
bilyilk 8nem kazanmiglardir. Topoizomerazi hedef alan ilaglar bakteriyel veya kanserli hiicreleri
benzersiz bir bigimde oldiirmektedirler. Bu ilaglar kinolonlar gibi yliksek etkinlifi olan genis
spektrumlu antibakteriyellerden, etoposid gibi insan malinitelerinde olduk¢a yaygm kullanilan
antikanser ajanlara kadar uzanmaktadirlar. Topoizomerazi hedef alan ilaglarmn etki mekanizmalarim
anlamak ve daha efektif yeni ajanlari yapi-etki iligkisine dayanarak sentezlemek giinimiizde biiyiik
ilgi geken bir arastirma sahasi yaratmistir (Bu stiregte enzim saflagtirma ¢aligmalari da ayr1 bir Snem
kazanmigtir) (Pinar, 2005).

1.2.1 DNA Topoizomeraz II Enzimi Hakkinda

Bir ¢ekirdek enzimi olan DNA Topoizomeraz 11, gogils, akciger, prostat kanserleri, sarkomalar ve
hematolojik malignitelerin tedavisinde kullamilan antineoplastik ilaglarin major hedefidir.
Topoizomeraz 1'yi hedef alan tiim ilaglar enzimin katalitik dongiisiine en az bir basamakta
mildahalede bulunmaktadirlar (Sekil 1.1.). Kovalan DNA Topoizomeraz II kompleksini geleneksel
olarak stabilize edebilen ilaglar “Topoizomeraz Il zehirleri” olarak adlandirilmaktadiriar. Katalitik
doéngiiniin diger basamaklarinda rol alan ilaglar ise “katalitik inhibitSrler” olarak adlandirilmaktadir.
Katalitik Topoizomeraz II inhibitorieri ise DNA ve Topoizomeraz Il arasindaki baglanmaya miidahale
eden, nonkovalan DNA Topoizomeraz II komplekslerini (merbarone, ICRF-187 ve yapisal olarak
benzer bisdiokopiperazin tlirevleri) stabilize eden, veya ATP baglanmasin: inhibe eden (novobiyosin)
heterojen bir bilesik grubunu olusturmaktadirlar. Topoizomeraz Il zehirleri, Topoizomeraz II
inhibitdrlerinin simdiye kadar klinikte en sik kullanilan smifin1 olugturmaktadirlar. Topoizomeraz Il
zehirleri antitlimor etkilerinden dolay: kullamlirlarken, katalitik inhibitSrler antineoplastik (aclarubisin
ve MST-16), kardiyoprotektér (ICRF-187), veya diger ilaclarin etkisini artiran (suramin ve
novobiyosin) modiilatsr gorevlerinden dolay: farkli amaglar i¢in kullanilabilmektedir (Larsena ve ark.,
2003).
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Sekil 1.1. DNA Topoizomeraz I1"nin Katalitik dongiisii.

Sekil 1.1."de, Topoizomeraz II'nin ATPaz bolgesi agik mavi ile, gekirdek bolgesi koyu mavi ile,
aktif bolge tirozin rezidiisii ise kirmizi ile gosterilmistir. Katalitik dongii, enzimin, G segmenti
(kirmizi renkte gosterilmistir) ve T segmenti (yesil renkle gosterilmistir) adi verilen iki ¢ifte-iplik
DNA segmentine baglanmasi ile baslatilmaktadir. Bunu takiben, ATPaz bolgelerinin
dimerizasyonunda iki ATP molekiilii baglanmaktadir (2. Basamak). G segmenti yarlir (3. Basamak),
ve T segmenti bir ATP molekiiltiniin hidroliziyle birlikte G segmentindeki kirik igerisinden gegirilir (4.
Basamak). G segmenti daha sonra tekrar birlegir ve geriye kalan ATP molekiilii de hidrolize olur (5.
Basamak). iki ADP molekiiltintin disosiyasyonunu takiben T segmenti enzimin C-terminal kismindaki
agikliktan gegirilir (6. Basamak) ve bu agiklik kapanir. En son olarak, N-terminal ATPaz bdlgeleri

tekrar agilir, boylelikle enzimin DNA’dan ayrilmasi miimkiin olur.

Topoizomerazlar DNA'nin tersiyer yapisini, niikleotit sekansiyla belirlenmis olan primer
yapisini degistirmeksizin modifiye (izomerize) edebilen enzimlerdir. Prokaryotlarda ve okaryotlarda
bu enzimlerin yiiksek derecede korunmug olmast hiicre biyolojisinde &nemli bir role isaret etmektedir.
insanlarda tip 1 ve tip 1l olmak iizere iki topoizomeraz smifi iyi bir sekilde karakterize edilmistir.
DNA’nm tiim fizyolojik fonksiyonlar: tersiyer konfigiirasyonuna baghdir, ve bu nedenle DNA igeren
tiim hiicreler igin topoizomeraz aktivitesi hayati dnem tagimaktadir (sekil 1.1.). Yapisi ¢ifte sarmal
oldugundan dolayi, DNA biikiimsel bir gerginlik altindadir. Replikasyon ve gen ekspresyonu islemleri
i¢in DNA siipersarmalinin polimerazlara veya transkripsiyon mekanizmasinin bilesenlerinin girigine
agtk olmasi gerekmektedir. Bu degisim DNA topoizomerazlarin gevseme ve dolasik DNA ipliklerinin

¢oziilmesi iglemlerini gergeklestirmesini gerektirmektedir (Kellner ve ark., 2002).
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SeKil 1.2. Topoizomeraz IT'nin varsayilan yapist ve Katalitik dongiisi.
Pe y yap g

Sekil 1.2.°de gosterildigi tizere, bir DNA ipligi “G” (Gate) yarilirarak bir diger DNA ipligi “T™
(Transport) nin gegisine izin vermektedir. Enzim, bir ATPaz (iist), bir aralik (B) ve bir C-terminal (A)
kismi olmak iizere {i¢ fonksiyonel segmentten olusan bir homodimerdir. Topoizomeraz-11 zehirleri
DNA ipliginin yarildigi 3. veya 4. basamag: stabilize ederek etki gostermektedirler. Katalitik
inhibitérler ya 1. (klorokin ve aklarubisin) ya da 5. (deksrazoksan gibi bisdioxopiperazinler)

basamakta miidahalede bulunurlar.

Topoizomeraz II ¢ifte-iplikli DNA’y1 kesen ve tekrar birlestirebilen tek enzimdir. Bu enzim
gen transkripsyonu sirasinda replikasyon catali ilerlerken akiimiile olan DNA siipersarmalinin
gevsetilmesinde rol almaktadir. Topoizomeraz II'nin fonksiyonu genellikle homodimer formunda
dimerizasyon gerektirmektedir. Bu enzimlerin ikisi de her iki DNA ipligini kesen ve yeni DNA 5’
ucuna kovalan olarak baglanan ATP bagiml endoniikleaz ve ligazlardir. Katalitik faaliyet, enerjiden
bagimsiz bir endoniikleik DNA kesimiyle ve 5° kovalan baglanigiyla baglamaktadir (sekil 1.2.). Cifte
iplik kesimi, disiilfit baglarmin Topoizomeraz Il dimerini kdpriilemesiyle sabitlenmektedir. ATP
hidroliziyle, kesilmis olan DNA gifte ipligi tekrar birlestirilir ve Topoizomeraz 11 dimeri boylelikle
DNA’dan ayrilir. Bu faaliyet DNA metabolizmasinin (transkripsiyon, replikasyon, kromozom
kondensasyonu ve segregasyonu gibi) bazi basamaklarinda neden Topoizomeraz I1 aktivitesine ihtiyag
oldugunu da agiklamaktadir. Topoizomeraz II, hiicre biyolojisinde vazgegilmez bir fonksiyona sahip

oldugu igin ¢ok basaril bir ilag hedefidir (Kellner ve ark., 2002).
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Topoizomeraz 11 zehirleri DNA’da kiriklar olugturmak igin, yarilmig kompleksi stabilize eden
ilaglar olarak tanimlanmaktadirlar (Tablo 1.2.). Zehir denilmelerinin sebebi bu temel cekirdek
enzimini Sliimciil bir zehire ¢evirmelerinden kaynaklanmaktadir. Topoizomeraz 1l katalitik
inhibitérleri, Topoizomeraz I zehirlerinden farkh olarak DNA kiriklarim indiiklemezler. Yarilmig
kompleks haricinde imatik dongiiniin herhangi bir basamaginda etki gosterirler (Sekil 1.2.).

+ B!

Topoizomeraz II'yi hedef alan ilaglar, kanser kemoterapisinde daunorubisin’in 1964 yilinda ilk kez

tedaviye giriginden bu yana genis ¢apta kullaniimaktadir (Kellner ve ark., 2002).

VP-16. VM-26. VP-16 phosphate, TOP-33. NK-611
Doxorubicin, Epirubicin. Daunorubicu. [darubicin. Purarubicin

; Mitoxantroue
Aitrapirazotler C1.937. CL941. CE942
Anusenbishidazontar Bisautrene
Indol Tarevter Ellipticine. 9 2 Methyl-9-hydeossyeltipticin
Amimoakiduer AMSA (1921
Benzizokinuhdiontar Amounfids
{zofluvontar Gemstem

2 'lopo-2 Kauditik Inbibitotieri
Brsdioksopipersanler

ICRF-159 ICRE-186. [CRF-187

Tisobarbrank Asaler Merbarons
ler Fosmiecn. Aclamubicin. Notobioci

3. Topo-2 Dual Inibitorlers

Tupo-§ lahibitorkeri Tnzoplicine. Actinomyen: D

Tablo 1.2. Topoizomeraz IT'yi hedef alan ilaglarin siniflandiriimast.

Topoizomeraz II'yi hedef alan ilaglarin siiflandirimi Tablo 1.2.°de verilmistir (Chena ve ark.,

2001). Sekil 1.3.’te ise bazi topoizomeraz I1 inhibitorlerinin yapilar gosterilmistir.
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Sekil 1.3. Bazi Topoizomeraz Il inhibitorlerinin yapilari.
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Baz1 Topoizomeraz II inhibitérlerinin yapilari sekilde verilmistir (Burden ve ark., 1998).
Topoizomeraz II inhibe eden antineoplastik ajanlar giiniimiizde kanser terapisinde en efektif
antineoplastik ilaglar arasinda yer almaktadir. Ancak bu ilaglar belirgin toksisiteye sahiptir (Hande,
1998).

1.2.2. Topoizomerazlarin Saflastiriimalar:

J. C. Wang, 1971 yilinda, " proteini™ olarak isimlendirdigi DNA siipersarmallarini gevseten proteini
E. coli‘den, 1000 kez saflastirmistir. E. coli, topoizomeraz izoenzimlerinin en g¢ok saflastirilip
incelendigi prokaryotik kaynak olmustur. 70’li yillarda E. coli'den DNA giraz ve Topoizomeraz I
(Wang, 1971; Gellert ve ark., 1976) ve 80°li yillara DNA Topoizomeraz III (Srivenugopal ve ark.,
1984) saflastinlmis ve ozellikleri incelenmistir. Topoizomeraz I'in D. melanogaster’den (Javaherian
ve ark., 1982) ve Topoizomeraz 1 ve II'nin S. cerevisiae'den saflagtirilmasi (Goto ve ark., 1984)
okaryotik kaynakh enzim saflagtirma ¢aligmalarina drnek olarak gosterilebilir. Giinlimiizde, ilag
gelistirme galigmalarinda kullanilmak iizere insan kaynakli topoizomerazlar da saflagtiriimakta

(Holden ve ark., 1999; Boege ve ark., 1992) veya ticari olarak da elde edilebilmektedir.

Farkli antibakteriyel ve antikanser etkiye sahip birgok ilacin hedefi olarak &nem kazanan
topoizomerazlara kargi inhibitér etkilerin aragtinlmasi yeni ilag tasanm ve gelistirilmesi
caligmalarinda yaygin bir yaklasim halini almistir (Burden ve Osheroff, 1998; Cho ve ark., 2000;
Holden ve ark., 1999).

34



2. GEREC ve YONTEM

Tiim bilgisayarh deneyler IRIX 6.5 isletim sistemine sahip bir Silicon Graphics O, is istasyonu
tizerinde gergeklestirilmistir. Veri setinden hipotez olusturulmasi Accelrys Catalyst/HipHop (versiyon
4.9) kullanilarak yapilmistir. Geometrik Optimizasyon, COMFA ve CoMSIA ¢alismalari ise Tripos
SYBYL (Tripos Inc., St. Louis, MO, USA) paket programi (7.0) kullanilarak ger¢eklestirilmistir. Bu
calismalarda molekill olusturulmasi islemi de SYBYL programinda mevcut olan ske¢ teknigi ile

yapilmistir.

2.1. Geometrik Optimizasyon

SYBYL paket programiyla (versiyon 7.0) gergeklestirilen minimizasyon isleminde Powell metodu
secilmistir. Baslangi¢ optimizasyonu ise Simplex ydntemiyle yapilmistir. Maksimum hesap basamagi

sayist 2000 olarak ayarlanmigtir. Kuvvet alani olarak Tripos Giig Alani segilmistir.

Minimizasyon islemine ait ekran goriintiileri Sekil 2.1.’de verilmistir.

Sekil 2.1. (a) Sybyl 7.0 Minimizasyon Penceresi (b) Minimizasyon Islem Detaylari (¢) Minimizasyon Islemi Enetji Ayarlari.

[
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2.2. CoMFA Caliymasi

Okaryotik topoizomeraz inhibitorleri olarak etki gdsteren bir seri benzazol iizerinde PLS uyumlu
Kargilastirmali Molekiiler Alan Analizleri (CoMFA) teknigi kullamlarak 3D-QSAR galigmalar
gerceklestirilmistir. 23 Bilesik kullanilarak yapilan bu ¢alismada QSAR modeli 16 bilesiklik bir
caligma (training) serisi kullanilarak olusturulmustur. QSAR modelinin tahmin yetenegi 7 bilesigin

yer aldig1 bir test serisinin yardimiyla degerlendirilmisgtir.

Ug boyutlu yapilarin olusturulmasi ve tim modelleme islemleri SYBYL paket programi
(versiyon 7.0) kullamlarak IRIX 6.5 isletim sistemine sahip Silicon Graphics is istasyonunda
gergeklestirilmigstir. Geometri optimizasyonu MAXIMIN molekiiler mekanigi ve SYBYL igerisinde
meveut olan Tripos kuvvet alanlari kullanilarak 0.05 kcal/(A mol) seviyesinde birlesik kriter seti ile
yapilmistir. Cahigma (training) serisi molekiillerinin gakistirilmasi islemi SYBYL igerisinde dahili
bulunan FlexS modiilii ile gergeklestirilmistir. Aktif oldugu bilinen molekiillerden 1 nolu molekiile ait
2-fenilbenzoksazol halkasmin Sekil 2.2. te gosterilen agir atomlar goz oniinde bulundurularak

¢akistirmada sabit atomlar belirlenmistir.

H,CO,

Sekil 2.2. 1 nolu kitlde cakistirma igleminde sabitlenen atomlar.

Her bir bilesik igin hesaplanan tim degerler Gasteiger yiikleri ve valans ile doldurulmusgtur.

CoMFA modelleri 16 molekiil kullanilarak 2.0°lik bir siitun filtreleme degeri (o) ile hazirlanmigtir.

Topoizomeraz Il inhibitorleri i¢in CoMFA calismalari da Silicon Graphics is istasyonu
tizerinde SYBYL 7.0 molekiiler modelleme programi yardimiyla gergeklestirilmistir. Bu molekiillerin
kargilagtirmali molekiiler alan analizleri, varsayilan degerler kullanilarak sterik ve elektrostatik alanlar
lizerinden yiriitilmiistir. Tim yonlerde 1zgaranin molekiiler boyutlari 4 A genigliginde olmasim
carantiye almak amaciyla bu molekiillerin etrafinda otomatik olarak 2 A 1zgara aralikh ii¢ boyutlu
kiibik bir kafes olusturulmugtur. Analizi hizlandirmak igin ve anlamsizligi miktarini azaltmak igin 2.0
keal/mol diizeyinde esik siitun filtrelemesi ayarlanmistir. Sterik ve elektrostatik alanlar, her molekiil
igin yiikii 1 olan (SYBYL'de varsayilan prob atomu) sp® karbon atom probu yardimiyla ve sterik ve
elektrostatik alanlarin her ikisi igin de 30 kcal/mol enerji kesim (cut-off) degerleri kullanilarak ayri

ayri hesaplanmistir.
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Metodoloji geregi her bir 1zgara diigiimiine otomatik olarak bir prob atom yerlestirilmistir ve
molekiildeki her bir atomla olan sterik ve elektrostatik etkilesimleri COMFA standart oranlama teknigi

kullamlarak hesaplanmistir.

Final analizde kullamilacak olan bilesenlerin optimum sayisini saptamak igin baslangic PLS

analizi Leave-One-Out segenegi (¢apraz-validasyon) kullanilarak yapilmistir.

PLS regresyon analizinde, standart sapmasi <2.0 kcal/mol olan CoMFA alani 6rnek
noktalarindan meydana gelen bir altset kullamlmistir. Sonu¢ olarak, daha &nceden belirlenen
bilesenlerin optimum sayisi kullanilarak ¢apraz-validasyon olmayan bir analiz gergeklestirilmistir ve

CoMFA’nin sonucunu analizlemek igin kullanilmigtir.

2.3. CoMSIA Calismasi

Ug boyutlu yapilarin olusturulmasi, modelleme iglemleri, geometri optimizasyonu ve galisma
(training) serisi molekiillerinin gakistirilmasi iglemleri CoMFA ¢aligmasi sirasinda SYBYL igerisinde

dahili bulunan FlexS modiili ile gerceklestirilmistir.

PLS Calismas::

SYBYL programinda PLS g¢ahsmasini gerceklestirebilmek amaciyla mevcut bilesik tablosuna
¢akistirma isleminden sonra bu bilesiklerle tablo olusturulmustur. Tabloya bilesiklerin ICs, olarak cle
gegen aktiviteleri log 1/C sekline cevrilerek ilave edilmistir. AutoFill segenegiyle CoMSIA
komutundan default tiim deskriptorler segilerek tabloya yerlestirilmistir. Bu deskriptorler sirasiyla
sterik (ST), elektrostatik (EL), hidrofobik, Hidrojen bag dondrii ve Hidrojen bag akseptorii’diir.

Cahisma tablosunun bulundugu QSAR meniisiinden “Do PLS™ komutu verilerek PLS hesap
ayarlarina girilmistir. PLS islemini ger¢eklestirmeden dnce SAMPLS teknigi kullanilarak optimum
bilesen sayisina karar verilmistir. Bilesiklerin biyolojik aktivitelerine kargi bagimsiz parametreler tek
tek ve degisik kombinasyonlar seklinde ele alinarak PLS galismasi yapilarak ql degerlerine bakilmig

ve bu degerler Tablo 2.1."te sunulmustur.
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Tablo 2.1. PLS analizinde kullanilan bilegenler ve ortaya gikan q” degerleri.

Bilesenler q’ Degeri Bilesen Sayisi
ST,EL 0434 4
ST, HYD 0.614 4
ST, HDONOR 0.088 1
ST, HACC 0.236 3
EL,HYD 0.397 4
EL, HDONOR 0.292 3
EL, HACC 0.176 3
HYD, HDONOR 0.322 5
HYD, HACC 0.566 8
HDONOR, HACC 0.286 1
ST,EL, HYD 0.426 4
ST, EL, HDONOR 0.362 3
ST, EL, HACC 0.433 4
ST, HYD, HDONOR 0.478 6
ST, HYD, HACC 0611 6
ST, HDONOR, HACC 0317 1
EL, HYD, HDONOR 0.266 4
EL, HYD, HACC 0.323 5
HYD, HDONOR, HACC 0.256 4
ST, EL, HYD, HDONOR 0.352 5
ST, HYD, HDONOR, HACC 0416 6
ST, EL, HDONOR, HACC 0.390 10
ST, EL, HYD, HACC 0.458 4
EL, HYD, HDONOR, HACC 0.312 4
ST, EL, HYD, HDONOR, HACC 0.396 4

Sirasiyla isaretlenen satirlar igin birer kez daha no-validation komutuyla PLS islemi

gergeklestirilmistir.

2.4. Farmakofor Analizi Calismasi

Farmakofor analizi galismas igin molekiiller Catalyst programinda bulunan dahili 2D/3D gorselleyici
kullanilarak hazirlanmigtir. Catalyst programi, her bir bilesik i¢in konformasyonel modelleri Poling
Algoritmasi (Smellie, 1995) kullanarak otomatik bir sekilde olusturmustur. “En iyi konformer
olusturulmasr” iglemi global minimumdan 0-20 kcal/mol’lik bir simir igerisinde, maksimum sayida

konformer olugumu igin varsayilan olarak 250 segilerek uygulanmistir.



Olusturulan konformasyonlar ortak molekiiler dzellikleri ¢akistirmak ve farmakofor hipotezi
olusturmak igin kullanilmistir. HipHop programu, gahsilan setteki molekiillerde ortak olan ve kimyasal
agidan onem tagtyan fonksiyonel gruplari gakistirirken konformasyonlardan yararlanmistir. Bu

cakistirilan yapilar tizerinden farmakoforik bir hipotez ortaya konulmustur.

Olusturulan hipotezdeki ozelliklerin hepsini haritalamasi gerekmeyen molekill sayisi, yani
“gdzden kaginlanlar™ 3; olusturulan hipotezdeki her bir 6zelligi haritalamasi gerekmeyen maksimum
molekiil sayisi, yani “6zellikten kaganlar™ 2; ve hipotezdeki herhangi bir ozelligi haritalamasi

gerekmeyen molekiillerin sayisi, yani “tam kaganlar” 2 olarak ayarlanmistir.

2.5. Enzim Saflagtirma Calismalari

Bu ¢alismada kullanilan topoizomeraz enzimi, M. Tuberculosis‘e yakin benzerligi olan M. phlei’den
izole edilmigtir. M. phlei iireme kosullarinin optimizasyonu ve yiiksek verimde bakteri elde
edilebilmesi igin bes besiyerinde, 37°C’de, duragan ve ¢alkalanarak olmak iizere bakterilerin

tiremeleri takip edilmistir.

iIk saflagtirma galigmalari hiicrelerin homojenizasyonundan sonra amonyum siilfat ¢oktiirmesi,
DEAE, fosfoseliiloz, hidroksiapatit, DNA seliiloz kolon kromatografisi gibi yontemlerden olugmakta
(Wang, 1971; Gellert ve ark., 1976; Baase ve ark., 1974; Bauer ve ark., 1977; Biersack ve ark., 1999),

da yapilan ¢aligmalar ise bu klasik yontemlere ek olarak FPLC, heparin agaroz,

daha yakin
novobiosin agaroz afinite kromatografisi gibi daha modern yontemleri de (Srivenugopal ve ark., 1984;

Boege ve ark., 1992) igermektedir.

2.6. Topoizomeraz Aktivitesi Olgiimiinde Kullanilan Yontemler

Aktivite elektroforetik olarak enzimin, plazmidin ve ATP nin inhibit6rlii veya inhibitorsiiz karigiminin
inkiibasyonundan sonra tayin edilmistir. Inkiibasyon sonrasinda gevsemis olan plazmid bandindaki

artis kantitatif olarak tayin edilmistir. inhibitor etki i¢in referans ilag olarak etopozit kullantlmistir.

Tip 1 topoizomerazlar genel olarak benzer tepkime sartlarinda optimum aktivite
gostermektedirler. Prokaryotik tip 1 topoizomerazlar Mg®* bagimliyken, oOkaryotik tip 1

24

topoizomerazlar Mg™"’ye gerek duymamaktadirlar. Tip I topoizomerazlar i¢in ATP gerekmez, ancak

tip 11 topoizomerazlar igin Mg®' ve ATP gereklidir. Bunun bir istisnast DNA girazin siiper sarmali
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gevsetme tepkimesidir (Stewart ve Champoux, 2001). Gevseme tepkimesi igin okaryotik
Topoizomeraz 11, M g*' ve ATP’ye gerek duyarken, DNA girazin bu tepkimeyi katalizlemesi igin
sadece Mg®' gerekir (ATP gerekmez). DNA girazin gevsetme aktivitesi, siiper sarmal olusturma
aktivitesinden 20-40 defa daha azdir. Okaryotlardan enzim saflastirma sirasinda gevseme
reaksiyonundan faydalaniimaktadir. Okaryotik tip I ve tip 11 topoizomerazlar birlikte saflagtirilmig ise
gevseme tepkimesi ATP varken ve yokken yapilir. Boylece ATP bagiml Topoizomeraz II aktivitesi
ATP-bagimsiz Topoizomeraz | aktivitesinden ayrilabilir (Pinar, 2005). Topoizomeraz aktivite
¢alismalarinda kullamlan iki reaksiyon daha vardir: 1) diugiimleme/diigiim ¢dzme ve 2) zincir
olusturma/zincir agma reaksiyonlari. Bu yontemler, dkaryotik Topoizomeraz 11 i¢in kullanilmaktadir
(Barrett ve ark., 1990).

Siipersarmalin  gevsetilmesi tepkimesinde genellikle substrat olarak siipersarmal pBR322
kullanilir. Bu reaksiyon, tip I ve 11 topoizomerazlarin aktivitelerini incelemek igin kullanilabilmektedir
(Fortune ve O sheroff, 20 01). Siiper sarmal substrat ve onun gevsemis iriinii, etidyum bromiir ile
agaroz jel tizerinde gosterilebilmektedir. Gevseyen her topolojik izomer siiper sarmal DNA’dan
kademeli olarak daha yavas ilerler (Bjornsti ve Megonigal. 1999). Olusan topoizomerler HPLC ile de
dlgiilebilmektedir (Onishi ve ark., 1993). Etidyum bromiirin, DNA ile baglandiginda floresanas
kompleks olugturmasindan yararlanilarak, zamana karsi floresans veren degisimi ile enzim

aktivitesinin izlenmesi de miimkiin olmaktadir.
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3. BULGULAR

3.1. CoMFA Cahsmasi

Benzoksazol, benzimidazol ve oksazolo(4,5-b)piridin tiirevleri olan (Tablo 3.1.) 16 benzazol
bilesiginden olugan bir ¢aligma (training) serisi kullanilarak gergeklestirilen CoMFA galismasinda in
vitro aktivite log 1/C degerleri bagimli degisken olarak kullaniimistir. 16 bilesigin CoOMFA analizinin
istatistiksel parametreleri, Tablo 3.2.de ozetlenmistir. Cahisma setini olusturan bilesiklerin iist iiste

cakigtirllmig goriintiileri Sekil 3.1."de verilmistir.

Tablo 3.1. Caligma (training) serisinde kullamilan molekiillerin yapilan ve biyolojik aktiviteleri

R,
R,
R

Bilesik Z X Y A R R, R, R; 1Cso
(M)

1 (0] - Fenil H NO, H OCH; 17.0
2 0 - Fenil NH, H Colls H 1155
3 O - Fenil CH; H CH; CH; 444
4 O = Fenil NO, H H H 324
L (0] - Fenil CH; H NHCH; H 128.4
I O - Fenil NO, H OC,H; H 224
i [¢) - Fenil H H C,yHs H 45.6
8 0O - Fenil H H Cl H 1195
9 (8] - Fenil H H CHs H 91.2
10 O CH, Fenil H H OCH; H 86.6
1 NH CH, Fenil CH; H NH, H 46.8
12 NH CH,S Fenil CH; H H H 274
13 NH CH,S Fenil COOCH; H H H 17.0
14 NH CH,O Fenil NO, H H |8 284
15 0] - Siklohekzil (o] NO, H H 101.9
16 NH C,I, Siklopentil H H H H 216.6

Sekil 3.1. Topoizomeraz 11 inhibitorleri calisma (training) setinin gakitrima.
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Tablo 3.2. CoMFA 3D-QSAR Modelinin PLS Istatistikleri.

PLS istatistikleri CoMFA

q* (Modelin Leave-One-Out gapraz-validasyon tahmin giici) 0.435

* (PLS analizinin korelasyon katsayisinin karesi) 0.997

N (Cap: lidasyon PLS analizinden elde edilen opti bilegen sayist ve son gapraz-validasyon 5
olmayan analizde kullamlanin aynist)

X (Stitun filtrel 12.0 kcal/mol yapildiktan sonra PLS e giren deskriptor sayisi) 208

SEE (Tahminin standart hatasi) 0.024

F Degeri (F s, 10,005) 597.602

F Tablo Degeri: 333

Alan Katkist (COMFA’dan Sterik ve Elektrostatik Alanlar)

Sterik %32.2

Elektrostatik %67.8

En iyi modelin Leave-One-Out (LOO) gapraz-validasyon PLS analizi, modelin Topoizomeraz
11 inhibitor etkinligin tahmininde yararli bir arag olduguna isarct cden 0.435 gapraz-validasyon (%)
degerini vermistir. Hesaplanan ve deneysel olarak bulunan aktiviteler arasindaki 0.024 standart hatah
0.997 degerindeki gapraz-validasyon olmayan (r*) korelasyon katsayis, analizlenen sonuglarmn % 99.7

oraninda deneysel sonuglarla uyumlulugunu gostermektedir.

Sterik ve elektrostatik alanlarin bagl katkilar sirasiyla %32.2 ve %67.8 olarak bulunmustur.

Bu sonuglar elektrostatik alanin daha predominant oldugunu gstermektedir.

Caligma (training) serisinin en iyi modelinin gergek ve hesaplanan log 1/C degerleri Tablo
3.4.’te verilmistir. Gozlenen ve hesaplanan Topoizomeraz 11 aktivitelerin grafigi Sekil 3.2.’de
sunulmugtur. 3D-QSAR modeli, model olusturma asamasinda kullanilmayan ve Tablo 3.3.’te

gosterilen, 7 bilesik igeren bir test serisi kullamlarak valide edilmistir.

Sekil 3.2. CoMFA daki ¢alisma (training) set molekilllerinin gozlenen aktiviteye kargi hesaplanan aktivitelerin
farkl agilardan grafiksel goriintiisii (aktivite log 1/C olarak ifade edilmistir).
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Tablo 3.3. Test serisinde kullanilan molekillerin yapilari ve biyolojik aktiviteleri.

R -

1 X
| . )—v@sz

R 25 N

Bilesik 7 X Y A R R, R, R; 1Cs
17 -CH= (0] - Fenil H CHy H F 4332
18 -CH= 0 - Fenil H CH: H NO, 18.8
19 -CH= 8] - Fenil CHy H H OCH; 433.0
20 -N= 0 - Fenil H H C(CH3); H 108.3
21 -CH= o} CH» Fenil CHy H CH;y H 101.9
22 -CH= S CH,O Fenil H H H H 14
23 -CH= NH CH, Sikloheksil Cl H H H 308.1

CoMFA 3D-QSAR modelinin PLS istatistiklerine dayanarak, test serisinin rezidiiel degerleriyle
ek bir validasyon gergeklestirilmistir (Tablo 3.4.).

Tablo 3.4. CoMFA Modelinde test seti bilesiklerinin gergek ve hesapl iyolojik aktiviteleri ve farklari.
(rezidiel degerleri)

Topoisomeraz I1 g
Bilesik inhill:isyonu Gozlenen Hesa‘;ﬂ:';“:;ivm Fark
Aktivitesi *
17 3363 43445 0,982
18 4726 4378 0,348
19 3364 4208 0,844
20 3965 4381 0416
21 3992 429 0,304
22 4943 4343 06
23 3511 4285 0,774
* Topoi 1L inhibi ktivitesi log (1/C) olarak ifade edilmigtir.

Sekil 3.3., COMFA 3D-QSAR modeli test serisinin gergek log 1/C degerlerine karsi gozlenen

log 1/C degerlerini gostermektedir.
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Sekil 3.3. CoMFA 3D-QSAR test seti molekllerinin gozlenen log 1/C dederlerine karsi hesaplanan log 1/C
degerlerinin grafigi

Topoizomeraz |1 inhibitorleri igin 1. ve 13. bilesikler referans alinarak gergeklestirilen CoOMFA
¢ahsmasimin grafiksel temsilleri asagidaki sekillerde verilmistir. Yesil alanlar sterik etkinin biyolojik
aktiviteyi artirdigr alanlara, sar alanlar ise sterik etkinin biyolojik aktiviteyi distirdiigii bolgelere
isaret etmektedir. Mavi renkli alanlar elektropozitif gruplarin, kirmizi alanlar ise elektronegatif
gruplarin Topoizomeraz II inhibitor aktiviteyi yiikselttigi alanlar1 géstermektedir. Topoizomeraz I1'ye
karsi inhibisyonu artirmaya yardimcet olan, sterik etkinin istendigi iki Snemli yesil alan bulunmaktadir.
Sekil 3.4.°te gorildigi tizere, bunlardan birisi dstte, digeri ise sol taraftadir. 2-fenil-5-nitro
benzoksazol’iin orto konumunda bulunan ve hacimli bir siibstitiient olan metoksi grubu, iistte bulunan
yesil kontiire oturmaktadir (Sekil 3.4., ilk resim). Bilesik 13 igin benzimidazoliin ikinci konumundan
siibstitiie fenil grubunun hem meta hem de para konumlari soldaki yesil kontiire oturmaktadir. (Sekil
3.4., ikinci resim). Buna ek olarak, yiitksek aktiviteye sahip 6. bilesidin etoksi grubu ve 12. bilesigin

fenil grubu, 13. bilesik gibi yesil kontiire oturmaktadir,

Sekil 3.4. 1 ve 13 bilegikleriye COMFA stdev*coefT. sterik alanlan; yesil alanlar genis hacimli gruplann aktiviteyi

artirdig1 bolgelere, sar alanlar ise genis hacimli gruplann aktiviteyi digirdag
ctmektedir

bolgelere igaret

Sekil 3.5.’te verilen elektrostatik kontiir haritasinda R konumuna denk gelen kirmizi polihedral

alan elektronca zengin gruplarin aktiviteye katkida bulunduguna isaret etmektedir. 1 Nolu bilesigin
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nitro grubu ve 13 numaral bilesigin ester grubu aktiviteyi artiran bir sekilde kirmizi bdlgeye

oturmaktadirlar. Buna ek olarak, kirmuzi alanlar 4, 6, 14 ve 15 nolu bilesiklerin benzazol

halkalarindaki R pozisyonuna denk gelmektedir.

Sekil 3.5. 1 ve 13 numaral bilesiklerle CoMFA stdev*coefT. elektr
gruplarn aktiviteyi arirdigi bolgelere. kirmzi alanlar ise n
isarct etmektedir.

statik alan plotlari; mavi alanlar pozitif
if yikiin aktiviteyi artirh@ bolgelere

3.2. CoMSIA Cahsmasi

Etkili bilesiklerden 1 numaral bilesik referans bilesik olarak segilmistir. Calisma (training) serisinde

kullanilan molekiillerin yapilari ve biyolojik aktiviteleri Tablo 3.5.’te verilmistir.

Tablo 3.5. Cahisma (training) serisinde kullanilan molekiillerin yapilari ve biyolojik aktiviteleri

R;
X
/ ¥ A RZ
N

Bilesik 7 X Y A R R, R, R; 1Cso
= (M)

1 -CH= ) - Fenil H NO, H OCH; 17.0
2 -CH= (6] - Fenil NH, H C,Hs H K535
3 -CH= [e] - Fenil CH; 1§ CH; ClH; 444
4 -CH= O - Fenil NO, H H H 324
5 -CH= [0) - Fenil CH; H NHCH; |8 128.4
6 -CH= O - Fenil NO- H OC,Hs H 224
o N= (8] - Fenil H H C,Hs H 45.6
8 N= O - Fenil H H Cl H 119.5
9 N= [¢] - Fenil H H CH; H 91.2
10 -CH= [¢] CH, Fenil H H OCH; H 86.6
11 -CH= NH CH, Fenil CH; H NH, H 46.8
12 -CH= NH CH.S Fenil CHs H H H 274
13 -CH= NH CH.S Fenil COOCH; H H H 17.0
14 -CH= NH CH,O Fenil NO, H H H 28.4
15 -CH= O - Siklohekzil Cl NO, H H 101.9
16 -CH= NH CyHy Siklopentil H H H H 216.6




Sekil 3.6. Topoizomeraz 11 Inhibitdrleri galigma (training) setinin gakigtirima.

Tablo 3.6. CoMSIA Calismast igin Partial Least Squares Analizi Detaylart

PLS Istatistikleri CoMSIA
q° (Modelin Leave-One-Out ¢apraz-validasyon tahmin giicii) 0.391
r* (PLS analizinin korelasyon katsayisinin Karesi) 0.997

N (Capraz-validasyon PLS analizinden elde edilen optimum bilesen sayisi ve son ¢apraz-validasyon 4
olmayan analizde kullanilanin aynisi)

X (Siitun filtrelemesi 2.0 keal/mol yapildiktan sonra PLS e giren deskriptor sayisi) 356
SEE (Tahminin standart hatasi) 0.097
F Degeri (Fq 11.005) 44.838
F Tablo Degeri: (F 4 11 00s) 3.36
Alan Katkisi (CoMSIA Alanlarr)

Sterik %10.4
Elektrostatik %46.3
Hidrofobik %16.1
Hidrojen Bagi Akseptorit %2173

View meniisiinden QSAR > CoMSIA penceresi agildiktan sonra, alan ayarlarini degistirmek
tizere “Show Contour Details™ komutu verilmistir. Alan detaylar penceresi $ekil 3.7.de sunulmustur.
Istenen ve istenmeyen ozellikleri gdsterecek olan alanlarin temsilleri icin renkler belirlenmistir.

Ozellikleri temsil eden renkler Tablo 3.7.°de verilmistir.
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Tablo 3.7. CoMSIA alan haritalarinda kullanilmak iizere istenilen ve istenmeyen ozellikleri temsil eden renklerin segimi.

P Renk
Ozellik Tstenil Ter
yen
Akseptor Turkuaz Mor
Hidrofobik Turuncu Beyaz
Sterik Yesil Sarn
Elektrostatik Mavi Kirmizi

SeKil 3.7. View CoMSIA — Alan Detaylan penceresi.

CoMSIA ¢alismasinda donér 6zellik diginda diger 6zelliklerin tamami kullanilmigtir.

CoMSIA ile Aktivite Tayini

Bu cahsmada secilen esitligi valide etmek iizere rastgele segilen bilesiklerden test serisi
olusturulmustur. Test serisi aym1 zamanda CoMFA calismasi i¢in de kullanilmigtir. Test serisini
olusturan bilesikler molekiller galisma alanina getirilmistir. QSAR meniisiinden segilen “Predict
Property” komutu ile molekiillerin CoMSIA degerlerinin hesaplamasi gergeklestirilmistir. Degerler,
Tablo 3.8."de verilmistir.
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Tablo 3.8. Test serisi bilesikleri ile COMSIA galismasindan elde edilen aktivite tahminleri

—_ Topoizomeraz II e
Bilesik [nihibitsr Gozlenen ) CoMSIA L Fark - CoMSIA
: Hesaplanan Aktivite
Etki

17 3.363 4.325 -0,962

18 4.726 4.243 0,483

19 3364 4.100 20,736

20 3.965 4.290 -0,325

21 3.992 4.172 -0,18

22 4.943 4.220 0,723
I 23 3511 4.154 0,643

Topoizomeraz Il inhibitérleri igin 1 ve 13. bilesikler referans alinarak gergeklestirilen CoMSIA
calismasina ait grafiksel temsiller 3.8, 3.9, 3.10 ve 3.11'de sunulmustur. Sekillerde yer alan yesil
renkli alanlar sterik etkinin biyolojik aktiviteyi olumlu etkiledigi alanlara, sari renkli alanlar ise sterik
etkinin biyolojik aktiviteyi diisiirdigii alanlara isaret etmektedir. Turkuaz renkli alanlar hidrojen bag:
akseptoril olan gruplarin istenildigi, mor renkli alanlar ise hidrojen bagi olan gruplarin biyolojik
aktiviteyi diistirecegi alanlar1 temsil etmektedir. Turuncu renkli alanlar aktivite i¢in hidrofobik

gruplarin istenildigi alanlari; mavi renkli alanlar ise elektropozitif gruplarin aktiviteyi yiikselttigi

alanlara isaret etmektedir.

Hidrofobik Elektrostatik

Sekil 3.8. 1 nolu bilesige ait sterik, hidrojen bagi akseptori, hidrofobik ve elektrostatik ozelliklerin CoMSIA
¢aligmasiyla elde edilen grafikleri
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Sekil 3.8°de 1 nolu bilegige ait 2. konumdaki fenil siibstitiientinin turuncu renkle gosterilen hidrofobik
gruplarin biyolojik etkiyi yiikselttigi bolgeye oturdugu gozlenmektedir. Aymi bilesige ait nitro
grubunun turkuazla gosterilen ydreye uyumu goze carpmaktadir. Nitro grubunun hidrojen bagi

akseptorii olmast, ve bu ydreye uyumu, bilesigin aktif olusuna da bir agiklama getirmektedir.

Sekil 3.9.da, aktif bir bilesik olan I3 numaral bilesigin fenil grubunun ve ester grubunun yesil
bolgeye net bir sekilde oturdugu goriilmektedir. Bu durum, reseptdr tizerinde o bolgelerde bir cep
oldugunu, ve bilegikte hacimli bir grubun varhgmm aktiviteyi artiracagini gostermektedir. Fenil
grubu, turuncu ile gosterilen ve hidrofobik bir grubun istendigi bdlgeye de uyum gostermektedir.
Bilesigin ester grubunun da hidrojen bag: akseptorii olan ve turkuazla gosterilen bélgeye oturdugu

goriilmektedir.

Sterik

Hidrofobik Elektrostatik

Sekil 3.9. 13 numarali bilesigin sterik, hidrojen bag akseptord, hidrofobik ve elektrostatik dzelliklerinin grafikleri.
Ester grubu akseptor ozelliklerin gosterild fikte turkuaz renkli bolgenin igerisinde goriilmektedir

Sekil 3.10.’da, 1 ve 13 numarali bilesiklerin sterik ve elektrostatik 6zelliklere ait; Sekil 3.11.te ise
elektrostatik, hidrofobik, hidrojen bag: akseptor dzelliklere ait CoOMFA modellerine uyumlar: birarada
verilmigtir. Yorelerin transparan temsili, molekiillerin ve ¢akismalarinin daha net olarak goriilmesine
imkan saglamakta, uyumlarinin karsilagtirilmasim da kolaylastirmaktadir. Her iki molekiilin de

alanlara benzer bir sekilde uyum sagladigi goriilmektedir.
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Sekil 3.10. 1 ve 13 numarali bilesikler bir aradayken sterik ve elektrostatik dzelliklerin transparan temsili

Sekil 3.11. 1 ve 13 numarali bilesikler bir aradayken elektrostatik, hidrofobik ve hidrojen bag: akseptor ozelliklerin
transparan temsili.



3.3. Farmakofor Analizi Caliymasi

Bu ¢ahsmada okaryotik Topoizomeraz Il inhibisyonundan sorumlu 7 aktif bilesik iceren bir sete

dayali olarak ii¢ boyutlu farmakofor hipotezleri olusturulmustur.
Tablo 3.9.da goriildiigii gibi, 28 adet benzoksazol, benzimidazol, benzotiyazol ve oksazolopiridin

tiirevleri gibi bazi yeni birlesik heterosiklik bilesiklerin karyotik Topoizomeraz II iizerindeki

inhibitor etkileri incelenmistir.

Tablo 3.9. Okaryotik DNA Topoizomeraz 1 inhibitor Aktivite igin test edilmis olan bilesiklerin caliyma (training) seti.

R,
R, \ o
e
R z/ N
Bilesikler R R, R, R; VA 1C5(uM)
Ia -H -NO, -OCH; -H CH= 17.0
1b -H -CH, -F -H CH= 4332
Ie -H -CHs -NO; -H -CH= 18.8
1d -NH; -H -H -C;Hs -CH= 1155
le -CH; -H -CH; -CH; -CH= 444
1f -l -H -H -CHs -CH= NE
Ig -CH; -H -OCH; H -CH- 4330
1h -NO, -H -H -H -CH= 324
1i -l -H -H -Cl -CH= NE
1j -CH; -H -H -NHCH; -CH= 1284
1k -NO, -H -H -OC,H;s -CH= 224
1 -H -H -H -CoHs N= 456
Im -H -H -H -Cl N= 1195
In -H -H -H -C(CHs)x N= 183
1p -H -H -H -CH, N= 912
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/>—(?| 1, R,
R N
Bilesikler R R, R; 1Cso(uM)
2a -NO, -Br -0- NE
2b -H -OCH; -0- 86.6
2c -CH; -NO, -NH- NE
2d -CHy -CHy -NH- 1019
2e -CHx -NH, -NH- 46.8
X,
/>7(‘H,—\' R,
R N
Bilesikler R R, X Y 1Cso(1M)
3a -H -Cl -S- -0- NE
3b -CH; -H -NH- -S- 274
3c -COOCH: -H -NH- -S- 17.0
3d -H -H -NH- -CH,- NE
3e -NO, -H -NH- -0- 248
3f -H -H -S- -0- 1.4
0,
I
R
S / l
R N N
Bilesikler R R, 1Cso(uM)
4a -H 24.1
_< >—p
4b ( ) -CyHs 3151
—HC i
4c @ -F 2069
G
4d _@_ -H 420.1
—HC NO,
4e -F 420.1
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R, X

- N
Bilesikler R R, R, X 1C5y(uM)
5a H CH; %/;‘)\ -0- NE
sb <l NO, T 0- 1019
s¢ H H 0- NE

5d -l H s - NH- 308.1

Se H H _:!x_ﬂx_G NH- 2166

sf -l H _O -NH- NE

ETOPOZIT - - - - 218

Topoizomeraz II inhibitérlerinin spesifikligini agiklamak ftizere hipotezler olusturulmustur.
Hedef ¢alisma (training) serisi olarak 7 molekiilliik bir seri se¢ilmistir. Calisma (training) serisindeki 7
molekiiliin igerisinden hipotezi kismi olarak haritalamasina izin verilen 3f bilesigi referans olarak

segilmistir (Tablo 3.10.).
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Tablo 3.10. Uygul Ortak Ozellik Hipotezinin Karakteristikleri.

Bilesikler Confs* Features/Confs" Principal” | MaxOmitFeat®
Ia 16 1294 i 2
Ie 6 13.00 | 2
3b 24 11:33 1 2
3¢ 45 14.07 1 2
3e 16 12.00 1 2
3f i 1155 2 0
4a 18 14.50 1 2

Bu siniflandirmanin diginda, molekiillerin aktiviteleri analizde kullanilmamistir. HipHop,
molekiillerin tek baglarina hipoteze olan uyumlariyla molekiilin aktivitesi arasinda korelasyon

kurmaya imkan saglayan hipotezler olusturmaktadir.

3D-Hipotez ¢aligmasi Catalyst (versiyon 4.9) paket programi ile yapilmistir. Hazirhk agamasi
testi hidrojen bag: akseptorii (HBA), hidrofobik (Hp) ve aromatik halka (R) 6zellikleri ile yapilmigtir
(Greene ve ark., 1994). Hipotezlerin HBA ve Hp ile iyi bir korelasyon gosterdigi bulunmustur.

Olusturulan 10 hipoteze ait karakteristikler 3 numarali tabloda listelenmistir.

Tablo 3.11. Uygulanan Ortak Ozellik Hipotezinin Sonuglan.

Hipotez No Fonksiyon * Sgﬁ:?:a Direkt Hit " Kismi Hit ®
1 f{(Hp Hp HBA HBA) ;8,3931 [ARRRRNI 0000000
2 e(Hp Hp HBA HBA) 48,3489 T 0000000
3 h(Hp Hp HBA HBA) 47.0964 T 0000000
4 (R Hp HBA HBA) 45.1632 1101110 0010001
5 k(R Hp HBA HBA) 44.9256 1101110 0010001
6 p(R Hp HBA HBA) 41.6595 1101110 0010001
7 R Hp HBA HBA) 41.0508 1101110 0010001
8 s(R Hp HBA HBA) 40.9759 1101110 0010001
9 (R Hp HBA HBA) 204197 1101110 0010001
10 u(R Hp HBA) 39.5094 i 0000000

2 Hp. Hidrofobik; HBA, Hidrojen bag: akseptoril; R, Aromatik Halka
® Direkt hit, Hipotezin tim ozellikleri haritalanmistr. Direkt Hit =1 evet anlamina gelmektedir; Kismi Hit,

hipotezin kismi olarak haritalandigima edildigine isaret eder. Kismi Hit = 0 hayir anlammna gelmektedir. Her
numara Tablo 3.10.’daki bir molekiile karsilik gelmektedir (ayni sira ile).

10 numarali hipotez disindaki diger hipotezlerin tiimii 39.5094 ile 48.3931 arasinda degisen
skora sahip 4 ozellik igermektedir. 11k @i¢ hipotez (1-3) iki Hp ve iki HBA'nin aym ortak-6zellik

fonksiyonlarindan olusmaktadir.



Sonraki alti hipotez (4-9) bir R, bir Hp ve iki HBA ozellikleriyle karakterizedir. 10 numarali
hipotez bir R, bir Hp ve bir HBA olmak iizere 3 6zellik tasimaktadir. Hipotez 3 (Sekil 3.12.), daha
sonraki degerlendirmelerde kullamilmak iizere segilmistir. Sekil 3.13. ve Sekil 3.14., en aktif bilesik
3fi ve diigiik Topoizomeraz Il inhibitdr aktivitesi olan analogu 1b’yi hipotez 3"e haritalanmus sekliyle

gostermektedir.

HBA 4.21

HBA 3.21

HBA=G11 HBAB.11

HYDROPHOBIC 2.11
HYDROPHOBIC 111

Sekil 3.12. 2 HBA (yesil) ve iki Hp (mavi) igeren 3 numarali Hipotez.

HBA 4.21
HBA 3.21

HBA*11 HB&=8.11

HYDROPHOBIC 1.i1 \HYDROPHOBFC 2.11

Sekil 3.13. 3f bilegiginin 3 Numarali hipoteze harital

W
vy



HBA 3.21

HBA4.11  HBA3.11

HYDROPHOBIC 2.11

HYDROPHOBIC 1.11

Sekil 3.14. 1b bilesiginin 3 It hipoteze harital

3f molekiilii 3 numarah hipotezin dort 6zelligine de iyi bir sekilde haritalanmaktadir. HBA
ozelliklerinden birisi 1b molekiilii ile haritalanamamaktadir. Sekil 3.15., ¢alisma (training) serisindeki
tim yapilarin hipotez 3’e haritalaniglarint gostermektedir. Bunlarin yaninda, referans bilesik olarak

kullanilan etopozit, 3 numarali hipoteze belirgin bir sekilde haritalanmistir (Sekil 3.15.).

HBA4.21
HBA -

HBAA 1T B0, 11

HYDBOPHOBICH .14

Sekil 3.15. Tam ¢aliyma (training) molekiillerinin 3 numarali hipoteze haritalanmast.
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HBA 421

HBA 411

. -

HYDROPHORI .11 - HBA 3.11

HYDROPHOBIC 2.1

>

Sekil 3.16. 3 Numarali hipoteze etopozitin haritalanst.

Rasyonel ila¢ tasariminda, belirli bir proteinin aktif bolgesinin ii¢ boyutlu yapisina ait bilgiler
meveut degilken, sdz konusu protein iizerinde etki gosteren bir seri bilesigin biyolojik aktivite

verilerinin bilindigi durumlara sik rastlanmaktadir.

Bilinen verilerle uyumlu bir farmakofor hipotezi, yeni bilesiklerin degerlendirilmesinde ve
daha ileri sentezlerin yiiriitilmesinde yararhdir. Bir farmakofor modeli, bir molekiiliin, aktif bdlge
tarafindan taninmasi igin sahip olmasi gereken fonksiyonel gruplarin temel bir 3D diizenlemesi
oldugunu varsayar ve bir molekiildeki ilaglar ve aktif bolgeleri arasindaki 6nemli etkilesmelerde rol
alan gruplar temsil etmeye gahsan, 3D uzaya dagilmig olan ortak ozellikleri biinyesinde toplar.
Boylelikle bir farmakofor modeli, s6z konusu molekiiliin ortak &zelliklerinin hipotez modeliyle ne
diizeyde ortiistiigtine dair temel bilgiler saglamaktadir. Farmakofor modeli, ayn1 zamanda enerji
agisindan  makul  konformasyonlarla, molekiillerin aktif bir bolgeye uyabilmek igin
konformasyonlarini degistirme yetileri hakkinda da bilgi vermektedir. Bu tiir karakterize edilen 3D

modeller Snemli bilgiler sunmaktadur.

Bu ¢alisma bir set Topoizomeraz II inhibitoriiniin aktivitelerinin yiiksek aktivite igin temel olan
molekiiler karakteristikleri ortaya ¢ikartmak igin istatistiksel olarak nasil kullanilacagint
gostermektedir. Hipotezler aktif veya inaktif bilesikleri haritalamak igin olusturulmus ve
uygulanmistir. Topoizomeraz Il inhibisyonu igin iki modelin Hp ve iki HBA gibi belirgin dzellikleri

bulunmugtur.
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3.4. Enzim Saflastirma Calismalar:

M. phlei’nin idreme hizi Middlebrook 7H9 sivi besiyerinde izlenerek logaritmik evrede olan
bakterilerin elde edilmesine galigilmigtir. Bir hafta durgun olarak iiretilen M. phlei’nin 9-10 giinde
logaritmik faza geldigi saptanmistir. Ug giin inkiibasyondan sonra, toplam 8 litre besiyerinden
yaklagtk 2 g bakteri hiicresi elde edilmistir. Bir haftahik siire sonunda bu miktarin 10 g oldugu

belirlenmistir.

OADC ve % 0.3 (w/v) Tween 80 igeren Middlebrook karigimi kullanildiginda, galkalanarak 3-4
giinde maksimum tireme sagladigi, 1 litre besiyerinden 8g bakteri eldesinin miimkiin oldugu tesbit
edilerek saflagirma g¢ahgmalarinda kullanilacak bakterilerin bu kosullarda iiretilmesine karar

verilmistir.

Mikobakterilerin  homojenizasyonunda Lanigan ve ark. (2004) mikobakterilerin proteom
analizlerinde kullandiklari sekilde cam boncuk kullaniimislar ve verime ulagsmiglardir. Bu sekilde hizli

iireyen bakterilerde sonikasyona gore iki kat daha fazla protein elde edildigini bildirmislerdir.

Prokaryotik tip 1 topoizomerazlarin prototipi kabul edilen E. coli Topoizomeraz I'i yogun
olarak incelenmigtir (Wang, 1971). Prokaryotik tip I topoizomerazlarin molekiil bilytikliikleri 75-112
kD arasindadir (Slesarev ve ark., 1991; Wang, 1971; Bouthier ve ark., 1998; Anderluzzi ve Pedrini,
1993). M. tuberculosis’in Topoizomeraz | geninin klonlanmasi ile elde edilen 900 aminoasitlik
polipeptidin molekiil agirligr 99.353 kD bulunmustur (Yang ve Rubin, 1996). M. s megmatis’ten

saflastirilan Topoizomeraz I’in molekiil agirhgr ise 110 kD bulunmustur.

Topoizomeraz 1 enzimi Mycobacterium phlei’den, sonikasyonu takiben DNaz muamelesi,
Sephadex G50 kromatografisi ve Heparin Sepharose kromatografisi yontemleriyle % 1.7 verimle, 5.05
kez saflagtmlmistir. Kismen saflagtirilan enzimin SDS poliakrilamid jel elektroforezinde molekiil
agirhg 125 kD olarak tesbit edilmistir. Enzim aktivitesinin pH 6.0 - 8.5 arasinda oldukga stabil
oldugu, aktivite igin Mg’', ATP ve spermidine gerek duymadigi, Skaryotik Topoizomeraz I'in
inhibitorii olan kamptotesin tarafindan, ¢aligilan konsantrasyonlarda inhibe edilmedigi gozlenmistir.
ilag etkisi aragtirmalarinda ¢6ziicii olarak kullanilan dimetil siilfoksit, 6karyotik Topoizomeraz I
tizerinde kuvvetli bir inhibitor etki gostermesine ragmen, mikobakteriden saflastirilan enzimin bu

¢ozlicti tarafindan inhibisyonunun gok daha diistik diizeyde oldugu gozlenmistir

Klorokinli ortamda elektroforezler tekrarlanarak, homojenatta topoizomeraz aktivitesine ek
olarak niikleaz aktivitesinin de bulundugu gdzlenmis, daha ileri saflagtirma kademelerinde lineer

plazmidde artig gbzlenmemistir.
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4. TARTISMA

Yapilan COMFA ¢alismasi sonucunda, ¢ahgma (training) serisindeki 10. bilesigin fenil halkasinin para
pozisyonunda bulunan ~OCH; grubunun istenmeyen sterik alani temsil eden sari alana ¢ok yakin
olmasindan dolay1 diger bilesiklere gore daha az aktiviteye sahip oldugunu gdstermistir.
Bilesiklerdeki benzen halkasinin iizerindeki negatif yiikiin, alanlara katkida bulunmus olabilecegi
diistiniilmiigtiir. -NO, siibstitiientine sahip 1 (17 pg/ml), 4 (32 pg/ml), 6 (22 pg/ml), 14 (28.4 pg/ml)
nolu bilesiklerin ve benzazol halkasinin R veya R1 pozisyonunda -COOCH; siibstitiientine sahip 13
(17 pg/ml ) nolu bilesigin, ayni pozisyonda ~NH, tagiyan 2 (115.5pg/ml) nolu bilesige gore daha
yitksek aktiviteye sahip olduklar1 goriilmiistiir. Bunun sebebi yilksek aktiviteye sahip bilesiklerdeki
gruplarin kirmizi alanlara uyum saglamasi ve soz konusu diger bilesigin ilgili grubunun kirmizi alanin
digina tagmasidir. 15 nolu bilesigin nitro grubu kirmizi alana uyum goéstermesine ragmen 4, 6 ve 14
numarali bilesiklerden daha az etkiye sahip olmasinin nedeni R konumundaki klor atomunun
elektropozitif alani temsil eden mavi alana degmesidir. Elektrostatik alan haritasindaki benzazol ve
fenil gruplan arasindaki mavi alan, pozitif yiilk tagiyan bir grubun aktiviteyi yiikseltecegine isaret
etmektedir. 2-tiyometilen grubuna sahip 13 numarali molekiilin digerlerine nazaran daha yiiksek

inhibitér aktivite gdstermesinin nedeni de budur.

CoMSIA g¢ahsmasinda 1 nolu bilesie ait 2. konumdaki fenil siibstitiientinin turuncu renkle
ebsterilen hidrofobik gruplarin biyolojik etkiyi yiikselttigi bolgeye olan uyumu ve yine aymi bilesige
ait nitro grubunun turkuazla gosterilen (hidrojen bagi akseptor) yoreye uyumu bilesigin digerlerine
gbre daha aktif olusunu agiklayici niteliktedir. 13 numarali aktif bilesigin ester grubu yesille
gosterilen yoreye net bir sekilde oturmustur; sterik olarak biiyiik bir gruba olan ihtiyaci simgeleyen bu

yesil bolge, reseptdr yilizeyinde bir cebe isaret etmektedir.

Farmakofor analizi cahsmasinda Catalyst HipHop programi kullamlmistir. HipHop programi,
calisilan setteki molekiillerde ortak olan ve kimyasal agidan ©nem tasiyan fonksiyonel gruplari
cakistirirken konformasyonlardan yararlanmaktadir. C akistirilan bu yapilar tizerinden farmakoforik
bir hipotez ortaya konulmustur. Cahsmada, en aktif bilesigin, 2-(fenoksimetil)benzotiyazol'in (3f)
hipotezlerdeki tim ozelliklere iyi bir sekilde haritalandig1 gostermistir. Molekiilde lokalize olan iki

HBA ve iki Hp’nin Topoizomeraz 11 inhibisyonu i¢in temel oldugu sonucuna variimaktadir.

Enzim saflagtirma ¢alismasinda saflasma veriminin diisiik olmasinin nedeninin Sephadex G50
kolonunda niikleaz aktivitesinin uzaklastirilmis oldugu diistiniilmigtiir. Disiik verimin diger bir
nedeni ise bakterilerin tirettigi proteazlarin, proteaz inhibitdrleri kullamlsa da, dzellikle ilk saflagtirma
kademelerinde etkilerinin yitksek olmasidir. Heparin Sepharose kromatografisinden sonra
uygulanacak bir jel filtrasyonu kademesinin daha ileri bir saflasma elde etmek igin gerekli oldugu

diigtiniilmektedir.



Ortam pH’sinin enzim aktivitesi iizerine etkileri incelenmis, enzim aktivitesinin pH 6-8.5

arasinda oldukga stabil oldugu izlenmistir.

Kismen saflastirilan enzimin, okaryotik Topoizomeraz I'in inhibitorii olan kamptotesin
tarafindan, ¢ahsilan konsantrasyonlarda inhibe etmedigi gozlenmesi literatiir ile de uyumlu bir sonug
olarak degerlendirilmigtir. Dimetil siilfoksit, 6karyotik topoizomeraz tizerinde kuvvetli bir inhibitér
etki gdstermesine ragmen, mikobakteriden saflastirilan enzimin bu ¢6ziicii tarafindan inhibisyonunun
¢ok daha diisiik diizeyde oldugu gozlenmistir. Enzimin dimetil siilfoksit tarafindan inhibe edilmemesi,

ilag etkisi aragtirmalarinda ¢oziicii olarak DMSO kullanilmasi nedeniyle énemlidir.

Enzim saflagirmaya yonelik daha ileri gahgsmalarda daha yiiksek saflikta enzim elde edebilmek
ve verimi artirmak i¢in yiiksek basingli kromatografi tekniklerinin uygulanmasi, Heparin Sepharose
kademesinden sonra elde edilen kismen saf enzimin, molekiiler elek yontemine tabi tutulmas

planlanmaktadir.
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5. SONUC VE ONERILER

Gegtigimiz 25 yil siiresince, ilag kesif islemleri ve bilgi t eknolojilerinin 6n emli b ir b 6limii, b asit
aragtirmalarla baglayan ve daha sonra hastalifa 6zgiin ilaglarla sonuglanan bir siirecin ayrilmaz

®

pargalari haline gelmislerdir. Herceptin®™ i gelistirenler, in silico molekiiler modellemeden, HTS den,
ve de genomik ve proteomik bilgi igeren veritabanlarindan faydalanmuglardir. Bilgisayar
teknolojisindeki gelismeler yeni bir in silico biyoloji uygulama simifinin gelisimine 6nayak olmustur.
Bu calismalarda en biiyiik hedef bir hastahigi molekiiler seviyede modelleyerek, genetik olarak belirli
bir hasta populasyonunun tedavisine en uygun kimyasal bilesigin bulunmasi, bu bilesigin tim
baglanma deneylerinin in silico olarak gergeklestirilmesi ve de bilesigin ADME &zelliklerinin kesin
olarak tahmin edilebilmesidir. Bu hedefleri in silico olarak basarmak ilag kesif iglemini inanilmaz
derecede hizlandiracak, emek ve kaybi ve masrafi engelleyecektir. Hastayr ve hastaligi molekiiler
diizeyde, mekanizma bazinda anlayabilen kisisellestirilmis tibba giden yolu da saglamlagtiracaktir.
Deneysel olarak yapilari aydinlatilamayan proteinlerin ¢ok bilyiik bir bolimi igin 3D bilgi
saglayabildikleri igin bilgisayarl yapi tahmin teknikleri ¢ok bilyiik bir 6nem tagimaktadir. Yakin bir
gelecekte hedefler genetik ve metabolik islemlerin modellenmesiyle kesfedilecek ve de onder
bilesikler neredeyse tamamen in silico olarak sentezlenip test edilebilecektir. /n silico ADME
modellemesi de klinik denemelerin 6niine gegerek ilacin metabolik &zelliklerinin tahmininde
kullanilacaktir. Gelecegin ilag firmalari, giiniimiiz ilag firmalarindan g¢ok farkli olacaktir. Bilgi
teknolojisi altyapisi, biyoinformatik araglarinin etkin kullamimi ve bilgisayar giiciinii biyokimyasal ve

genetik anlayisa karsi yaristirabilecek olan firmalar fark yaratacaklardir (Augen, 2002).

Molekiiler modelleme farmasotik arastirmada 1980’lerden itibaren hizla gelismis yeni bir
disiplin halini almistir ve yeni dncii bilesiklerin kesfine katkida bulunmustur. Bu disiplinin evrimi
giderek ¢oziilmekte ve ila¢ tasariminda daha akilci yaklasimlar ¢agina oncillik etmektedir. Bu
emsalsiz gabalarin sonucunda yeni yararl terapdtik ajan simflariin ortaya ¢ikmasi beklenmektedir

(Cohen, 1996).

Yapilan ii¢ boyutlu kantitatif yapi-etki iliskileri analizlerinde molekiiler 6zellik alanlarinin
ortaya konulmasi suretiyle reseptdr yapisiyla uyum gosteren yeni bilesiklerin aktiviteleri tahmin
edilmisti. COMFA yéntemi kullanarak yapilan 3D-QSAR analizi basarili olarak yeni sentezlenmis
olan benzazol tiirevlerinin bir setine uygulanmistir. Hesaplanan ve deneysel olarak bulunan aktiviteler
arasindaki 0.024 standart hatali 0.997 degerindeki capraz-validasyon olmayan (") korelasyon

Kkatsayisi, analizlenen sonuglarin % 99.7 oraninda deneysel sonuglarla uyumlulugunu gostermektedir.
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Alan haritalari inhibitdr aktivite ile yapisal 6zellikler arasindaki iliskilere faydali agiklamalar
saglamigtir ve belirgin Topoizomeraz II inhibitor aktiviteden sorumlu fizikokimyasal 6zelliklere dair

yorum getirmistir.

CoMSIA yontemi kullamlarak yapilan 3D-QSAR analizi basarih olarak yeni sentezlenmis olan
benzazol tiirevlerinin bir setine uygulanmistir. Analizlenen CoMSIA modelinin q” degeri 0,391; ve I
degeri 0.997 olarak bulunmustur. CoMSIA alanlarimin katkis sterik alanlar igin %10.4, elektrostatik
alanlar igin %46.3, hidrofobik alanlar igin %16.1 ve hidrojen bag akseptorii alanlar igin %27.3 olarak
bulunmugtur. Alan haritalari inhibitdr aktivite ile yapisal Ozellikler arasindaki iligkilere faydali

agiklamalar saglamugtir.

CoMFA ve CoMSIA yontemleri, farkh ozellik alanlari tanimlamalariyla, mevcut
molekiillerden harcketle yeni etken madde aday: bilesiklerin aktivite tayinlerinin gergeklestirilmesine,

daha yiiksek aktiviteye sahip yeni yapilarin 8nerilmesine olanak saglamistir.

Bunlara ek olarak, yapilan farmakofor analizi ¢ahsmasinda Catalyst/HipHop (Accelrys Inc.,
2004) programi ile olugturulan on ortak-6zellik modelleri arasindan, iki hidrojen bagi akseptor (HBA)
ve iki hidrofobik (Hp) ézellik igeren bir hipotezin Topoizomeraz Il inhibitor aktivite i¢in temel oldugu
diisiintilmektedir. Cahsmada, 7 adet Topoizomeraz 11 inhibitdrii bilesikten olusan bir set tizerinden iig
boyutlu farmakofor hipotezleri olugturulmustur. Catalyst/HipHop yazilimiyla olusturulmus olan bu on
ortak-6zellik modeli igerisinden, iki hidrojen bagi akseptorii (HBA) ve iki hidrofobik (Hp) ozelligi
igeren bir hipotezin Topoizomeraz Il inhibisyonunun degerlendirilmesinde onemli oldugu
bulunmugtur. En aktif bilesik olan 2-(fenoksimetil)benzotiyazol (3f) hipotezin tim HBA ve Hp

ozelliklerine iyi bir sekilde uyum saglamistir.

Cahsmalarimiz sonucunda, 2. konumda fenil gibi hidrofobik bir grup tasiyan, ve ayrica
yapisinda nitro grubu gibi hidrojen bagi akseptorii bir grup bulunduran yeni benzazol tiirevlerinin timit

vaadeden topoizomeraz II enzimi inhibitorleri olabilecegine karar verilmistir.

Mikobakteri topoizomerazinin tanimlanmasinin, tiiberkiilozlu hastalarin tedavisinde yeni
segenekler yaratacak mikobakterileri segici olarak etkileyen ilaglarin gelistirilmesine imkan verecegi

ve bu 6nemli saglik probleminin ¢6ziimiine katkida bulunacag diisiiniilmektedir.

Yeni gelistirilen topoizomeraz inhibitdrii olma olasih@ yiiksek ilaglarin bu enzim iizerinde
denemesinin ve segici olarak mikobakteri enzimini inhibe eden ilaglarin tesbitinin tiiberkiiloz

tedavisinde yeni ufuklar agacagina inanmaktay)z.
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OZET

Bilgisayar Destekli Rasyonel Kemoterapotik Etkili ila¢ Etken Madde Tasarim Cahsmalari ve

Enzim Saflastirma

Okaryotik topoizomeraz inhibitorleri olarak etki gdsteren bir seri benzazol iizerinde PLS uyumlu
Karsilastirmali Molekiiler Alan Analizleri (COMFA) ve Karsilastirmali Molekiiler Benzerlik indisleri
Analizi (CoMSIA) teknikleri kullanilarak 3D-QSAR galigmalari gergeklestirilmistir. 23 Bilesik
kullanilarak yapilan bu g¢aligmada, QSAR modelleri 16 bilesiklik bir ¢aligma (training) serisi
kullantlarak olugturulmustur. Olusturulan QSAR modellerinin tahmin yetenegi 7 bilesigin yer aldigi

bir test serisinin yardimiyla degerlendirilmistir.

Bunlara ek olarak gergeklestirilen farmakofor analizi gahsmasinda Catalyst/HipHop (Accelrys Inc.,
2004) programi ile 7 adet Topoizomeraz 11 inhibitdrii bilesikten olusan bir set lizerinden ii¢ boyutlu

farmakofor hipotezleri olusturulmustur.

Yapilan ¢aligmalar sonucu; reseptoriin yapisi yorumlanmig ve topoizomeraz Il enzim inhibitorii yeni

onder bilesiklerin tasarimlarinda 6nerilecek molekiillerin yapilari belirlenmistir.

Ayrica, bu ¢alisma kapsaminda in vitro etki tayininde kullamlan topoizomeraz enziminin saflagtirma
calismalari, sonikasyonu takiben DNaz muamelesi, Sephadex G50 kromatografisi ve Heparin

Sepharose kromatografisi yontemleri kullanilarak gergeklestirilmistir.

Anahtar Kelimeler: Heterosiklik Bilesikler, Kemoterapotik Etki, Kantitatif Yapi-Etki iligkileri,

Molekiiler Modelleme, Enzim Saflastirma
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SUMMARY

Computer Aided Drug Design Studies on Chemotherapeutically Active Compounds and

Enzyme Purification

3D-QSAR studies have been performed on a series of benzazoles that act as eukaryotic topoisomerase
II inhibitors, using Comparative Molecular Field Analysis (CoMFA) and Comparative Molecular
Similarity Indices Analysis (CoMSIA) with partial least squares (PLS) fit. The studies were carried
out using 23 compounds and the QSAR models were developed using a training set of 16 compounds.

The predictive abilities of the QSAR models were assessed using a test set of 7 compounds.

In addition to these studies, three-dimensional pharmacophore hypotheses were built from a set of 7

topoisomerase II inhibitors using Catalyst/HipHop (Accelrys Inc., 2004) program.

With the present study, the structure of the receptor has been characterized with molecular biological
means, thus uncovering the essential molecular characteristics for new possible lead compounds with

high activity.

This work also includes the purification studies (with a method including homogenization followed by
DNase treatment, Sephadex G50 and Heparine Sepharose column chromatography steps) of
topoisomerase enzyme, which is being widely used for in vitro determination of inhibitory activity of

new lead compounds.

Keywords:
Heterocyclic Compounds, Chemotherapeutical Activity, Quantitative Structure Activity Relationships,

Molecular Modeling, Enzyme Purification
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