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1,3,4-OKZADIAZOL BULUNDURAN SULFON TUREVLERINDEKI
ANTIBAKTERIYAL AKTIVITELERININ MCET METOTLA 4D QSAR
INCELENMESINDE KLOPMAN INDEKSININ KULLANILMASI

Ertugrul ASLAN

Erciyes Universitesi, Fen Bilimleri Enstitiisii
Doktora Tezi, Ocak 2019
Tez Damismani: Prof. Dr. Yahya GUZEL

OZET

Bu tezde, ilk defa yeni bir tanimlayict olan Klopman indeksini hem elektrofilik hem de
niikleofilik ataklar1 igeren molekiiler sistemlerin lokal reaktif bolgelerini belirlemek i¢in
kullandik. Bu tanimlayici indeks, diger lokal reaktivite tanimlayicilarina benzerlikten
daha yiiksek bir seviyededir ve molekiiler yapinin yeni yonlerini kesfetmek i¢in daha
gergekcidir. Hesaplanan aktivite ile gozlemlenen aktivite sonuglari arasindaki uyumu en
ust dizeye ¢ikarmak i¢in reseptor tarafindaki parametreler nonlineer en kugiik kareler

(NLLS) yontemine dayanan Levenberg-Marquardt (LM) algoritmasi ile belirlendi.

Yeni olarak kulanilan Klopman indeksine bagli olarak sadece farmakoforun ¢ekirdek
yapisina gore degil ayni zamanda pozitif (yardimcr grup-AG) veya negatif (anti-
farmakofor koruyucu-APS) katkilar da bilesiklerin yapisal ozelliklerinde gosterilmistir.
4D-QSAR olan bu ¢aligmada, ayarlanabilir sabitleri belirlemek i¢in parametrik olmayan
regresyon analizi kullanmildi. Birini disarida birakip capraz dogrulama uygulayarak,
antibakteriyel aktivite (pEC50-uM) degerleri, 27 egitim seti ve 9 test seti bilesigi i¢in
strastyla rlo0.cv (q%) = 0.979, rzpred (r?) = 0.911 tahmin edilmistir. Ayrica, éngoriilen ve
gozlemlenen veriler arasindaki yakinlig gosteren rm’ degeri 0.957 olarak
hesaplanmigtir. Molekiiler Konformer Elektron Topolojik (MCET) yontemi, CoMFA ve
CoMSIA yontemleriyle belirlenen g2loo-cv ve Rzpred degerleri ile karsilagtirilmis ve

daha tatmin edici sonuglar elde edildigi gosterilmistir.

Anahtar Kelimeler: Tanimlayici, 4D-QSAR, Klopman indeksi, Siilfon Tirevleri.



vi

4D-QSAR STUDIES USING A NEV DESCRIPTOR OF THE KLOPMAN INDEX
ANTIBACTERIAL ACTIVITIES OF SULFONE DERIVATIVES CONTAINING
1,3,4-OXADIAZOLE MOIETY BASED ON MCET MODEL

Ertugrul ASLAN

Erciyes University, Graduate School of Natural and Sciences
Phd. Thesis, January 2019
Thesis Supervisor: Prof. Dr. Yahya GUZEL

ABSTRACT

In this thesis, we used the Klopman index, a new descriptor for the first time, to
determine the local reactive regions of molecular systems involving both electrophilic
and nucleophilic attacks. This descriptor index is at a higher level than the similarity to
other local reactivity descriptors and is more realistic to discover new aspects of
molecular structure. To maximize compatibility between the calculated activity and
observed activity results, the parameters on the receptor side were determined by the
Levenberg-Marquardt (LM) algorithm based on the nonlinear least squares (NLLS)
method. Depending on the new Klopman index, not only the core structure of the
pharmacophore but also positive (auxiliary group-AG) or negative (anti-pharmacophore
shielding- APS) additives are also shown in the structural properties of the compounds.
In this study, which is 4D-QSAR, nonparametric regression analysis was used to
determine the adjustable constants. Using leave one out-cross validation (LOO_CV),
the antibody activities of the compounds (pECso-2M) were calculated, respectively
, Ploo-cy (qz) = 0,979 for 27 training set and rzpred (rz) = 0,911 for 9 test set. In addition,
the rm® value indicating the proximity between the predicted and observed data was
calculated as 0.957. Molecular Conformer Electron Topological (MCET) method was
compared with q%joo-cy and Rzpred values determined by CoMFA and CoMSIA methods

and it was shown that more satisfactory results were obtained.

Keywords: Descriptor, 4D-QSAR, Klopman index, Sulfone derivatives.
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GIRIS

i. Antibakteriyel Aktiviteler

Mikroorganizmalarin neden oldugu hastaliklarin 6nlenmesi ve tedavisine yonelik
calisma ile ilgilenen bilim tibbi mikrobiyoloji olarak bilinir. Alt disiplinleri viroloji
(virtslerin  incelenmesi), bakteriyoloji (bakteri c¢aligmasi), mikoloji (mantar
incelemeleri), fitoloji (alg ¢alisma) ve protozooloji (protozoa) ¢aligmasidir.
Mikroorganizmalar1 6ldirmek veya buytimelerini onlemek i¢in kullanilan hastalik
onleyici kimyasallar, hastaliklarin tedavisi i¢in kullanilan antimikrobiyal ajanlar olarak
adlandirilir. Bunlar mikro organizmalari o6ldiren mikrop olduriciler olarak,
uygulamalarina ve aktivite spektrumlarina gore siniflandirilirken mikro-biyostatik
ajanlar patojenlerin biiylimesini inhibe eder ve konak¢inin 16kosit ve diger savunma
mekanizmalarinin statik istilacilarla basa ¢ikmasini saglar. Mikrop olduriculer, etkinlik
spektrumlarina bagli olarak secgici toksisite sergileyebilirler. Virisitler (virtisleri
oldiirme), bakteriyositler (bakteri 6ldurticii), algisitler (yosun oldurticii) veya fungusitler

(mantar 6ldiriicii) gibi davranabilirler.

Ralstonia solanacearum bakteriyel bir hastaliktir olup domates, patates, titiin, muz,
patlican gibi bitkilerin ciddi toprak kokenli bakteriyel solgunluk(hastalik) etmenidir.

Hastalik etmeni uzun yillar Pseudomonas solanacearum EF Smith olarak biliniyordu.

Ralstonia solanacearum (Smith) Yabuuchi ve ark. (eski adi Pseudomonas
solanacearum), diinya ¢apinda birgok sebze bitkisinin tretiminde énemli bir sinirlayict
faktor olan toprak kaynakli bir bakteriyel patojendir. Bu organizma, patatesin
kahverengi  curukliginin, bakteriyel solgunlugun veya domatesin  giines
solgunlugunun, tutiinin, patlicanin ve bazi siis bitkilerinin ve Moko muz hastaliginin

nedensel ajanidir [1-8].



Sekil 1.1 Ralstonia solanacearum’un bakteriyel etkisinin mikroskobik goériinimii

Bu etmen daha sonra R. picketi ve R. eutroph ile aynt RNA hololoji grub II igerisinde

yer almig ve yeni bir cins olan Ralstonia igerisine yerlestirilmistir. Bakteri gram negatif
¢ubuk (0.5-0.7 1.5-2.5 mikron), hareketli, oksidase ve katalaze pozitif bir bakteriyel
etmendir. Bakterinin bir¢ok irki biovar 2 hari¢, nitratdan nitrit Uretmektedir. R.
solanacearum ¢ok kompleks ¢esitli bakteriyel tiirlere sahiptir.

R. solanacearum yan koklerin olusumu ile ortaya ¢ikan mikroskopik yaralardan duyarli

bitkinin diger yollar ile yaralanmamis koklerini enfekte edebilir. Bakteri daha sonra
korteks dokularinda kolonize olur ve ksilem dokusu boyunca yukart dogru hizla bir
yayillma gosterir. Iletim demetlerindeki bakteriyel yigilmalar bitkinin koklerden
yapraklara su iletimini engeller ve sonugta bitkilerin solmasina neden olurlar. Hastaligin
siddeti toprak sicakligi, nemi, toprak tipi (toprak nemini ve mikrobiyal faaliyeti
etkilemesine gore), Konuk¢u duyarliligt ve irkin virilansine baglidir. 30-35° C gibi
yiksek sicakliklar ve toprak nemi ise hastaligin varligi ve siddetinde ana faktordiir. Bu
kosullar altinda bitkilerde solgunluklar gorilirken, bakterinin yiiksek populasyonu
koklerden topraga birakilir.

Hastalik, bitkiler tarlada daginik bir haldeyken ortaya g¢ikar. Bu yiizden bakteriyel
solgunluk genellikle tarlanin algak ve su birikmis alanlarda gorilmektedir. Salma
sulama yapilan alanlarda ise inokulum kaynagi su ile tagindigindan solgun bitkiler bir
sirada yan yana ortaya ¢ikmaktadir. Dogal kosullar altinda olgun biber bitkilerde
baslangi¢ belirtileri domates ve patates bitkilerinde gorilen belirtilere benzerdir. Bazen
yapraklarin solgunlugu sicak havalarda sadece bitkinin birka¢ dalinda ortaya ¢ikar ve bu

solgunluk belirtisi gece ve sabahin erken saatlerinde diizelir gibi olur. Solgun yapraklar



yesil renklerini muhafaza eder ve hastalik ilerleyinceye kadar bitkiden kopmazlar.
Uygun kosullarda bitkinin tamaminda solgunluk belirtisi bag gosterir. Solgun bitkilerin
alt kisimlarindaki govde iletim (ya da su tasiyan) demetleri koyu kahverengi renk alir.

Bu belirtiler “kok bogazi yaniklig1”, Phytophthora capsici, hastaligina ¢ok benzerdir.

Fakat kok yaniklig1 etmeninde alt govdenin dis yaniklig genellikle daha hakimdir.
Literattirde yapilin tarama sonucu bir dizi stlfon tiirevi ihtiva eden 1, 3, 4- Oksadiazol
halkasi bulunduran bilesiklere ait turbidimetre testi ile anti-bakteriyel aktiviteleri
deneysel olarak belirlenmistir. Caligilan bilesiklerin ¢ogu domates ve titin bitkilerinde
Ralstonia solanacearum’a (Rs) kargt anti-bakteriyel etki gostermiglerdir [9,10]. Bunlar
arasinda n01 ve n02 bilesiklerinin Rs olumsuz etkisini en kuvvetli olarak engelleyen
bilesikler oldugu tespit edilmistir (Tablo 2.1 molekiil yapilart ve aktiviteleri). Domates
ve tutiin bakteriyel solgunluk testi ile ECsy degerleri sirasiyla 19.77 ve 8.29 lg/mL
olarak bulunmustur. Ticari bakteristler Kocide 3000 ve Bakir tiodiazol kullanarak n0O1,
n02, bilesiklerinden daha giglii engelleyici etki elde etmislerdir. Rs’t domates’te
onleyen ECsy degerlerinin 93.59 ve 99.80 pug/mL oldugu, tiitin’de ise ECso degerlerinin
45,91 ve 216.70 pg/ml, oldugu belirlenmistir.

il Siilfon Tiirevlerinin Antibakteriyel Aktiviteleri

Silfon tirevi bilesiklerin grip A ve basit uguklara karst gosterdikleri aktiviteye ek
olarak bir silfon grubu i¢eren aminofenollerin HIV enfeksiyonuna karsi mitkemmel
aktiviteye sahip olduklar: bilinmektedir [11], Ote yandan, difenilsiilfon bilesiklerinin
antibakteriyel aktivite gosterdigi bulunmustur [12]. Ornegin, 4,4-diaminodifenilsiilfon
(dapson), para-aminobenzoik asit [13] ile rekabet ederek dihidrofolik asit sentezini
inhibe eden bakteriyostatik bir ilagtir [13]. Sulfiirlerin veya stulfoksitlerin perasitler veya
hidrojen peroksit kullanarak oksidasyonu, alkenlere ve alkinlere ilave reaksiyonlari,
Lewis veya Bronsted asit katalizorinin varliginda arenlerin Friedel-Crafts-tipi
sulfonilasyonu ve stlfinat tuzlarimin alkilasyonu i¢in dort geleneksel yontemdir.
sulfonlarin sentezi [14]. Asirt oksitleyici ajan, yiksek sicakliklar, sert reaksiyon
kosullar, digik regioselektivite, katalizoriin stoikiometrik miktarlari, tehlikeli atik
uretimi  ve izomerlerin bir karigiminin olusturulmast bu yontemlerin ana

dezavantajlaridir.



iii. Molekiiler Tanimlayicilar

Molekiiler yapimin yeni yonlerini kesfetmek icin yeni ve gergek¢i molekiiler
tanimlayicilar1 ortaya c¢ikarmak gerekir. “Yapisal degigsmezlerin tasariminda kisitlama
yoktur; sinirlayict faktor kisinin kendi imgesidir” [15]. Son yillarda molekiiler yapilar
karakterize edilmig bir¢cok tanimlayici tarafindan kategorize edilir. Yeni molekiiler
tanimlayicilarin  yapilandirilmast  sirasinda yapisal davraniglart  vurgulamak igin
1000'den fazla molekiiler tanimlayict tanitidmistir [16, 17]. Molekiiler yapi ile iligkili
aktivite ve fizikokimyasal 6zellikler, iyi bir tanimlayici se¢imi ile mimkiin oldugunca
kantitatif olarak ortaya ¢ikmistir. Birgok QSAR ¢alismasinda oldugu gibi, énemli bir
soru belirli bir yapi-aktivite iliski problemini ¢6zmek i¢in “en iyi” tanimlayiciy1
bulmaktir. “En 1yi” tammlayici, fiziko-kimyasal ozelliklerine bagli kalmaksizin
molekiliin uzaysal yapisindaki atomlarin kimyasal reaktivitesini temsil ederek
anlagilmaktadir. Molekiler bir karakteri tanimak i¢in 1yi bir tanimlayict kullanilmasi
onemli bir baglangictir. En gercek¢i tanimlayici, similasyon modelini molekiller
hakkinda daha anlamli kilar [18]. Bir molekiler etkilesim sisteminin bilinen
gergeklerinden yararlanilarak olusturulan similasyon modeli, o sistemin gelecekteki
olaylarin1 tahmin etmek i¢in iy1 bir tanimlayict gerektirir. Dogru tanimlayiciyr bulmak,
biyoaktif molekuller ile ilgilenenler i¢in 6zellikle degerli bir firsattir [19]. Molekiilleri
sembolik olarak gosterirken, kendisine ait ¢ok fazla kimyasal bilgiyi tutabilen bir
tanimlayici, Molekuli karakterize etmek igin yararli bir aragtir. Molekiler yapinin
karakteristik davraniglari sayisal ve grafiksel olarak gosterilebilir [20].

Tanimlayicilar iki ana kategoriye ayrilir: 1) logP gibi global fizikokimyasal 6zelliklerle
ampirik Olgtimleri olanlar, dipol momenti, molar kirilma, polarizasyon. 2) Teorik
molekiler tanimlayicilarla elde edilenler; a) atomlarin sayist b) yapisal pargalar, parmak
izleri c) topolojik degismezler d) 3D-MoRSE, WHIM, GETAWAY, kuantum-kimyasal,
boyut, sterik, yiizey ve hacim e) GRID, CoOMFA ve MCET yontemlerinden tiiretilenler.
MCET'de kullanilan atomik tanimlayicilar, pozisyonlart molekiler geometrisi ile
belirlenir, kuantum kimyasal tanimlayict simifindadir. En yaygin kullanilan atomik
tanimlayicilar atomik yikiin yani sira diger lokal reaktivite tanimlayicilaridir; Diger
arastirmacilar tarafindan HOMO/LUMO Kkatsayisi, Etkilesim Indeksi, yogun Fukui
indeksi kullanilmigtir. Bu ¢aligmada ilk olarak Klopman indeksini, Mulliken/Dogal
atomik yik, HOMO/LUMO katsayilar1, Fukui indeksi, polarizasyon gibi yerel reaktivite



tanimlayicilart ile benzer sekilde kuantum kimyasal hesaplarindan tiretmistik. Bu
tanimlayici, digerlerinden farkli olarak, her atom i¢in yik wve smir orbitalleri
(HOMO/LUMO) katsayisi gibi iki degere sahiptir.

"Klopman indeksi", basitlestirilmis Klopman-Salem denkleminin iki teriminde atomik
yikleri ve sinir orbital atomik katsayilart temsil eden ilk isimdir [21]. Bu ¢aligmanin
amacit daha iyi bir yerel reaktivite tanimlayicisi bulmaktir. Tanimlayicilar kadar 6nemli
olan, aktif molekiillerin stereoizomerlerini dikkate almak i¢in atomlarin konumlarinin
belirlenmesidir. Yeni tanimlayicilarin giciini gostermek i¢in her atom, gergek
geometrik ozelliklerini yansitan x, y ve z koordinatlariyla belirlenen konumlarda aktive
edildi. Olusturulan 4D-QSAR modeli ile elde edilen sonuglar, farmakofordaki
etkilesimin daha iyi anlagilmasina katkida bulunur.

Bu tanimlayicinin tiitiin bakteriyel solgunluguna (Bakterilerin bitkilerde neden oldugu
hastalik) ve domates bakteriyel solgunluguna karsi antibakteriyel aktiviteler igin
yeterliligi, bir gosterge olarak CoMFA ve CoMSIA caligmalariyla karsilagtirilmigtir.
Ligandlarin reseptor ile etkilegimi, temel farmakoforun (b-Pha) yani sira aktivite arttiric
(AG) veya indirgeyici (APS) gruplarinin ana yapist olarak dusunilmistir. L-R
etkilesimlerinde rol oynayan bu gruplar, bu gorevleri yerel reaktif tanimlayicilarin

say1sal degerlerine gore yaparlar.



1.BOLUM

GENEL BIiLGILER

1.1. Aktivitenin molekiil yapisi ile olan iliskisi

Bilegiklerin nicel yapi-aktivite iligkisi i¢ boyutlu (Three Dimension Quantitative
Structure-Activity Relationship 3D-QSAR) olarak incelenmistir. 3D-QSAR modelleri
“Karsilagtirmali Olarak Molekiiler Alan Analizi (CoMFA-Comparative Molecular Field
Analysis) ve “Karsilastirmali Molekiiler Benzerlik Indeksi Analizi’ne (CoMSIA-)
dayali domates ve tiitiin’e kars bilesiklerin bakteriyel biyo-etkinlikleri daha 6nce teorik
olarak incelenmigtir [22,23]. 3D-QSAR modelleri ile inhibe edici aktiviteleri ve
bilesiklerin sterik-elektrostatik ozellikleri arasindaki iligki korelasyon hesaplanarak

etkin bir sekilde tahmin edilmistir [24].

Daha 6nce 3D QSAR analizi i¢in farkli biyoaktif ve molekul serileride yapi-aktivite
iligskisi “Elektron Topolojik Metot” (ETM) kullanilarak yapilmistir (Bersuker, 1991)
[25]. Molekiiliin Gi¢ boyutlu elektronik yapisi ile deneysel biyolojik aktivitesi arasindaki
iliskinin ¢ temel 6zellige; (1) ¢ekirdek yap1 olan farmakofor (Pharmacophere, Pha), (2)
farmakofora destek olan (Auxiliary Group, AG) ve (3) bu yapiyr engelleyen (Anti-
Pharmacophore Sheilding APS) seklinde ele alinmistir. Her bir bilesik i¢in yalnizca en
dustk enerjili konformer degil ama ayni zamanda diger konformerler ele alinarak

inceleme 4D QSAR’a dontsturilmistiir (Bersuker, 1999) [26].

Bu calismada; “Molekiler Konformer Elektron Topolojik” (Molecular Conformer
Electron Topological, MCET) metodu kullanilarak siilfon ttrevi ihtiva eden 1, 3, 4-
Oksadiazollarin bir serisinin antibakteriyal aktivitesi, hedef molekulin ligandla
kompleks olusturabilecegi en uygun yapiya sahip konformer secilerek aktif yapinin
ozellikleri tahmin edilecektir. Bu metot hem molekillerin aktivitelerinin

belirlenmesinde hem de onlarin biyolojik etkilesim modellerinde 6énemli bir ilerleme



saglayacaktir. Bakterilerin molekdller ile etkilesiminden sorumlu yapict mekanizmanin
ne kadar aktif oldugunu agiklamaya ¢aligacaktir. Bunun i¢in, molekiil tek bir konformer
degildir, ancak sorumlu konformer yoluyla tim konformerlerin her bir molekiilin
hesaplamasina katilarak 4D-QSAR analizi MCET yontemi ile gergeklestirilecektir. Ilag
tasarimi, farmakolojik aktiviteyi tahmin edebilen potansiyel ilag molekiillerini
tasarlamak i¢cin molekiiler yapinin elektronik 6zelliklerini ortaya ¢ikarmak igin yapi-

aktivite iligkilerini kullanir.

Biyolojik aktivite ( veya Fizikokimyasal Ozellikler) = f (Molekiillerin Yapisi,)
®=f(C) (1.1)

Cogu organik bilesigin yapist hentiz bilinmedigi igin bu iliskiyi kullanarak aktiviteyi
diger ornekler uzerinde agiklamakta yetersiz kaliyorlardi, fakat bugiin ilaglardaki her
atom ile ilgili ayrintilar bilinmektedir (¢ogu durumda baglanma bolgesinin ii¢ boyutlu
yapist). Bu etkilesimi, farkli kimyasal molekiiller ile etkilesim potansiyeli, ii¢ boyutlu
yapisi, yuzey Ozellikleri ve fizikokimyasal ozellikler gibi farkli yollar kullanarak

aciklayabiliriz.

1.2. QSAR metodolojisi

Kantitatif yapi-aktivite iligkisi (Quantitative Structure Activity Relationship, QSAR),
modelleri kimyasal ve biyolojik bilimler ve muhendislikte kullanilan regresyon veya
siniflandirma modelleridir. Diger regresyon modellerinde oldugu gibi, QSAR regresyon
modelleri bir dizi tahmin degiskenini (X) yanit degiskeninin (Y) potansiyeli ile
iligkilendirirken QSAR siniflandirma modelleri, tahmin degiskenlerini cevap

degiskeninin kategorik bir degeri ile iligkilendirir.

QSAR modellemesinde, tahmin ediciler, kimyasallarin fiziko-kimyasal 6zellikleri veya
teorik molekiiler tanimlayicilarindan olusur, QSAR yanit-deSiskeni kimyasallarin
biyolojik aktivitesi olabilir. QSAR modelleri énce kimyasal bir veri setindeki kimyasal
yapilar ve biyolojik aktivite arasindaki varsayilan bir iliskiyi ozetlemektedir. Ikinci

olarak, QSAR modelleri yeni kimyasallarin faaliyetlerini éngoérmektedir.

Ilgili terimler, bir kimyasal ozellik, yanit degiskeni olarak modellendiginde nicel yapi-
ozellik iligkilerini (QSPR) igerir."QSPR alaninda kimyasal molekillerin farkls

ozellikleri veya davranislari arastiridmistir[27, 28]. Bazi 6rnekler nicel yapidir. kantitatif



yapi-Reaktivite iligkileri (QSRR), kantitatif yapi-kromatografi iligkileri (QSCRs) ve
kantitatif yapi-toksisite iligskileri (QSTRs), kantitatif yapi-elektrokimya iliskileri
(QSER'ler) ve kantitatif yapi1-biyobozunurluk iligkileri (QSBR'ler) [29].

Ornek olarak, biyolojik aktivite, belirli bir biyolojik tepki vermek igin gerekli olan bir
maddenin konsantrasyonu olarak nicel olarak ifade edilebilir. Ek olarak, fizikokimyasal
ozellikler veya yapilar sayilarla ifade edildiginde, ikisi arasinda matematiksel bir iligki
veya niceliksel yapi-aktivite iligkisi bulunabilir [30-32]. Matematiksel ifade, eger
dikkatle iligkilendirilip kabul edilmigse diger kimyasal yapilarin modellenmis yanitini

tahmin etmek i¢in kullanilabilir [33].
1.2.1. QSAR analizinin asil hedefleri

QSAR analizinin temel amaglart sunlardir:

1. Daha iyi 6zelliklere sahip bilesiklerin yeni analoglarinin tahmini
2. Eylem modlarinin daha iyi anlagilmasi ve aragtirilmasi

3. Islak laboratuvar deneylerinin azaltilmasi

4. Bilimsel olarak daha az kapsamli bir yaklagim kullanarak daha etkili bilegikler

gelistirerek maliyet, zaman ve insan glicii gereksiniminin azaltilmasi.

Yukarida belirtilen hedeflere ulagmak i¢in, asagidaki hususlar hakkinda ayrintili bilgiye
sahip olmak gerekmektedir:

(1) Molekdllerin etki sekli hakkinda ayrintili bilgi.
(i1) Molekiillerin deney kosullarini kontrol eden ¢esitli faktorler.

(111) Molekiiler yapilarin ve 6zelliklerinin ayrintili bir incelemesi.

Kantitatif yapi-aktivite iligkisi, kimya, biyoloji ve istatistiklerin disiplinler arast bir
caligmasidir. Optimize edilmis aktivite/toksisite/ozellik ile bir molekiil elde etmek
icin gerekli olan temel yapisal gerekliliklerin Ongorilmesi ile QSAR analizi,
faaliyeti arttirilmig aktivite toksisitesi/ozelligi olan nispeten daha az sayida

kimyasalin sentezi i¢in iyi bir platform saglar.



1.2.2. QSAR yontemlerinin siniflandirilmasi
1.2.2.1. QSAR’1n Boyutsallig:

Cogunlukla QSAR yontemleri, yapisal gosterime veya (Tablo 1.1'de) tanimlayici

degerlerin turetildigi ve listelenmesine dayali olarak asagidaki siniflara ayrilir.

Tablo 1.1 Boyutuna Goére QSAR Tekniginin Siniflandiriimasi

Boyut Y ontemi Ref

0D-QSAR | Modeller, molekiler agirlik vb. Molekiiler formuli igeren [34]
tanimlayicilara dayanmaktadir.
ID-QSAR | Modelleri, molekiiler yap1 (simplex representation of [35]
molecular structure-SiRMS) yaklagiminin basit temsiline
dayanmaktadir.

2D-QSAR | Aktivitesi, bu ozelliklerin agik bir 3D gosterimini dikkate [20]
almadan molekiillerin fizikokimyasal ve yapisal modelleri
(baglanti, topoloji vb.) ile iligkilidir

3D-QSAR | Aktivitesi, ligandlarin i¢ boyutlu yapist ile iligkilidir. [36]

4D-QSAR | Ligandlar, konfigiirasyonlar toplulugu olarak temsil edilir. [37]

SD-QSAR | 4D-QSAR + olarak farkli indiklenmis modellerin agik [38]
gosterimi

6D-QSAR | 5D-QSAR + olarak farkli solvasyon modellerinin eg zamanli | [39]
degerlendirilmesi

1.2.2.2. Kemometrik Yontemlerin Tiirleri

QSAR yontemleri agagidaki gibi iki kategoriye ayrilir:
1) Dogrusal yontemler (Linear regresyon-LR)
a) ¢oklu dogrusal regresyon (Multiple Linear Regression-MLR),

b) Kismi en kiigiik kareler (Partial Least Square-PLS) ve temel bilesen analizi/regresyon

(Principal Companent Analysis/Regression-PCA/PCR)]
2) Nonlineer Yontemler
a) [Yapay sinir aglari (Artificial Neural Networks-ANN),

b) k-en yakin komsular sinir aglari-( k-nearest neighbors Neural Networks-kNN) [40].
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1.2.3. Gegen yiizyll boyunca sayisal modellerin gelisim siireci.

QSAR yontemleri on dokuzuncu yiizyilda ortaya ¢ikmigtir. Hansch yaklagimindan
baslayarak guinimiize kadar daha kesin olarak molekil yapisal ozelliklerine odaklanan

farkli metodolojilerin gelisim sirasi agagidaki paragraflarda verilmektedir.

1.2.3.1. Klasik QSAR modelleri.

a. Hansch Yontemi

1962 yilinda Hansch et. ark. fenoksiasetik asitlerin bitki buytime dizenleyici aktivitesini
Hammett sabitlerine ve bolme katsayilarina bagladi [41]. 1ki yil sonra, biyolojik
aktivitenin serbest enerji ile ilgili terimlerle dogrusal olarak iliskilendirilebilecegini
gosterdiler [42]. Bu model Dogrusal Serbest Enerji 1liskisi (LFER) olarak biliniyordu ve
daha sonra ekstra termodinamik yaklagim olarak degistirildi ve Denklem1.2'deki gibi
ifade edildi.

log= = am+bo +cE,+...... + sabit (1.2)
Burada,

C= belirlenmig biyolojik etkiyi olusturmak i¢in bilesigin molar

konsantrasyonu,

n = substitientlerin hidrofobik katkist ve logPX/PH ile temsil

edilmektedir.
o = substitientlerin Hammett elektronik tanimlayicisi.
Es = Taft'in sterik parametresi [43].
a,b,c = uygun sabitler

Daha sonra Hansch ve arkadaslart optimum konsantrasyona ulagtiktan sonra hidrofobik
ilaglarin etkinliginin azaldigini fark etti. Bunun nedeni, ilaglarin etki gosterme strecinin
lipid fazina sikigmasidir [44].Bu nedenle, bu tir molekiiller i¢in yeni bir model

(parabolik model) sundular(denklem 1.3).

log1/C= -k(log P)*+ k'logP+ k" (1.3)
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Yukaridaki denklemde C'nin anlami Onceki denklemle aymidir ve-k,k' K'en kugiik

kareler yontemiyle elde edilen sabitlerdir.

b. Free-Wilson Model
Free-Wilson yaklagimi, gercekten, bir yapt aktivitesine dayali metodolojidir ¢tinkii
cesitli yapisal fragmanlarin genel biyolojik aktiviteye katkida bulunmasini igerir

[45,46]. Denklem 1.4 ile temsil edilmektedir:

Burada, BA = biyolojik aktivite,

Xj = Molekiilde j. Ikame edici atom yada atom grubu mevcutsa 1, yoksa 0

degerini alir
aj = J. suibstitiientin biyolojik katkust,
u = genel ortalama biyolojik aktivite.

Bu yeni yaklagim, siibstitiient etkilerinin ilave ve sabit oldugunu varsaymaktadir [47].
Bu yaklagim fiziko-kimyasal sabite ihtiya¢ duymaz. Bununla birlikte, bazi sinirlamalar
bulunmaktadir. Degigsken ikame edicilere sahip ¢ok sayida molekiil ile birlikte daha az
sayida bilesigi tanimlamak i¢in ¢ok sayida degisken gereklidir. Ayrica, molekiillerarasi
etkilesimler ¢ok iyi olarak ele alinmamigtir. Sabit terim (p), modeli gelistirmek i¢in

kullanilan tiim bilegiklerin biyolojik etkinliginin genel ortalamasidir.
¢. Topolojik yaklasim

Topolojik tanimlayicilar, bilesigin yapisini, hidrojen iptal edilmis bir grafik olarak ele
alir; atomlar, koseler ve kovalent baglar kenarlart olarak kullanilir. Molekuller
cogunlukla boyutlari, dallanma dereceleri, esneklik ve genel sekilleri g6z oniinde
bulundurularak farkliliklarinin ~ belirlenmesine yardimecr olurlar. Bu yaklagima
dayanarak, Wiener endeksi ile baslayarak, molekiiler baglantiy1 sayisal olarak gosteren
bir¢ok indeks tanimlandi [48]. Bu, hidrojen olmayan tim ¢iftler arasindaki en kisa

yollarda toplam bag sayisini hesaplar.

Diger topolojik tanimlayicilar, verilen uzunluklardaki ve Balaban'in J dizinindeki

atomlarin kenar derecelerinin geometrik ortalamalari toplami olarak tanimlanan Randik
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indisleri igerir [49]. Balaban'in J dizini, kovalent yaricapa dayali molekilin geklini

karakterize eder [50].

1.2.3.2. QSAR analizinde kuantum kimyasal parametreler

Bu indeksler, kimyasal yapinin kiimulatif elektronik profili kadar bilesiklerin elektronik
etkileri hakkinda yeterli miktarda bilgi saglar. Kuantum kimyasal yontemlerin
uygulanmasi sonrasinda belirlenen endeksler (atomik yiik, bag derecesi, bag uzunlugu,
HOMO/LUMO katsayilar1), sinirli hesaplama kaynaklari nedeniyle uzun zamandan beri
Huckel Molecular Orbital (HMO) ve Genisletilmis HMO (EHMO) yontemlerindeki
yaklagimlarla sinirlandirilmigtir. Hartree-Fock kendinde tutarli alan (Self-consistent
field SCF) yontemi, elektronik Schrodinger denkleminin ¢oziimi igin kullanilan en
yaygin yaklagimdir [51]. Molekuler Schrodinger denklemleri, ab initio ve yar1 deneysel
kuantum-kimyasal yontemlerin genis bir yelpazesinin kesfi ve kullanimui ile 1yi derecede
uygulanmigtir [52,53]. Deneysel verilerin kullanilmadigi, teorik ilkeler tizerine kurulu
kuantum kimyasal hesaplamalara ab initio denir. Ab initio yonteminde genellikle
karmagik bir fonksiyonun daha basit fonksiyonlara indirgenmesi gibi matematiksel

yaklagimlar kullanilir.

HF hesabi1 olarak genel bir yapiya iliskin yar1 deneysel hesaplamalar, Hamiltonian ve
degerlik elektronlarini igeren bir dalga fonksiyonunu olusturur [54]. En sik kullanilan
yart deneysel yontemler, Pariser-Parr-Pople_(PPP), diferansiyel ortigsme (complete
neglect of differential overlap-CNDQO), kismen diferansiyel ortisme (*MINDO)
degistirilmis ara ihmal, diatomik ortigme (modified neglect of diatomic overlap,
MNDO) degistirilmig ihmal, diferansiyel ortiisme (*INDO), Orta Austin Modeli ihmal 1
(AM1), Parametrelestirme yontemi 3 (PM3) vb. Yar1 ampirik analizlerde kullanilan
tanimlayicilardan bazilari, atomik yikler (gX), molekiiler yoringe enerjileri (Enomo,
Erumo, Evumo-Enomo), super derigsimlilik (Sr), molekiler polarizabilite (o), dipol

momentleri (i) ve enerjilerdir.

1.2.3.3. 3D QSAR yaklasimi

3D-QSAR metodolojisi 2D-QSAR'dan ¢ok daha karmasik hesaplamalar igeren bir
yaklagimdir. Genel olarak, molekiiler yapinin sayisal tanimlayicilarini elde etmek igin

birkag¢ adim igerir.



13

Ik basamakta, bilesigin konformasyonu ya deneysel verilerden ya da molekiiler
mekaniklerden tayin edilmeli ve daha sonra enerjinin asgariye indirilmesi ile
diizenlenmelidir [55,56]. Ikinci basamakta, veri kiimesindeki konformerler, uzayda esit
olarak hizalanmalidir. Ugiincii basamakta ise, uzay i¢inde yer almis konformerin
alanlar1, hesaplamali olarak ¢esitli tanimlayicilar i¢in aragtirilir. Bilesik hizalanmasindan
bagimsiz bazi yontemler de gelistirilmistir. Bir ka¢ yaygin olarak kullanilan 3D QSAR

yontemi algoritmalari kisaca asagida tartigilmaktadir.

1.2.3.3.1. Hizaya dayal yaklasimlar

Bu teknikte, calisilan molekuller, bir referans bilesik kullanilarak incelenen tiim
molekiillerde bulunan ortak iskelete dayali olarak hizalanir. Molektllerin hizalanmasina
dayanarak tamimlayicilar hesaplanir ve ardindan kantitatif modelin gelistirilmesi igin
kullanilir. Tanimlayicilar, molekiillerin hizalanmasina dayanilarak hesaplandigindan,
daha iyi modeller ancak molekiller birbirleriyle diizgiin hizalanirsa elde edilir.

Dolayisiyla yontem, molekiillerin benzer bir dizisi igin 6zellikle yararlidir.

1.2.3.3.1.1. Karsilastirmali Molekiiler Alan Analizi (CoMFA)

Kargilagtirmali Molekiiler Alan Analizi (Comparative Molecular Field Analysis-
CoMFA) [37] kontrol bilesigi ile tanimlanan elektrostatik (Coulomb) ve sterik (van der
Waals) etkiler i¢in enerji alanlari kullanir. Hizalanmig molekiil, 3 boyutlu kiibik bir
1zgaraya yerlestirilir. Izgara orgusiiniin her bir noktasinda birim yiikli bir prob-atomu
caligtirilir ve enerji alanlarinin potansiyelleri (Coulomb ve Lennard-Jones) hesaplanir.
Ardindan, kismi en kugtk kareler (partial least squares-PLS) regresyonunu kullanarak,
daha ileri analizde bu tamimlayicilar gorev yapmaktadirlar. Bu analiz, s6z konusu
etkinlige olumlu ve olumsuz olarak yap1 bolgelerinin tanimlanmasina izin vermektedir.
Tripos'tan Sybyl Yazilimi [57] 'da uygulanan standart CoMFA prosediiri Inc, agagidaki

siralt adimlart izler:
I.  Her molekiliin biyolojik olarak aktif konformasyonlar: belirlenir.

II. Tuam molekiller, reseptor ile varsayilan etkilesim modu tarafindan
tanimlanan sekilde manuel veya otomatik yontemler kullanilarak bindirilir

veya hizalanir.

IMI.  Katlanmis molekiller, 2A aralikla kafes 1zgaranin merkezine yerlestirilir.
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IV.  Algoritma, ii¢ boyutlu olarak, kafesin tim kesisim noktalarina yerlestirilen
farkli prob gruplariyla molekiller ¢evresinde hesaplanan sterik ve
elektrostatik alanlar1 karsilastirir. CoMFA'da, standart Lennard-Jones islevi
van der Waals etkilesimlerini modellemek i¢in kullanilirken, elektrostatik

etkilesimler Coulomb yasasi ile belirlenir.

V. Etkilesim enerjisi veya alan degerleri, molekullerin biyolojik etkinlikleri
tizerindeki spesifik kimyasal ozelliklerinin kantitatif etkisini belirleyen ve

cikaran PLS teknigi kullanilarak biyolojik etkinlik verileri ile iligkilendirilir.

VI.  Sonuglar, her biri orijinal bagimsiz kafes tamimlayicilarin dogrusal bir
kombinasyonu olan gizli degisken terimlerin sayis1 ile korelasyon

denklemleri olarak ifade edilmistir.

VII.  Gorsel anlamada PLS ¢ikisi, kafes orgii noktalarinda ilgili alan
degiskenlerinin katsayilarinin sayisal degerlerine gore renkli kontur
¢izimlerini igermektedir. Ug boyutlu alanda olumlu ve olumsuz bolgelerin
onemleri olgusinde yer aldigini gosteren etkilesimler, bir grafik seklinde

biyolojik etkinlikle iligkili olarak sunulmaktadir.

1.2.3.3.1.2. Karsilastirmalh Molekiiler Benzerlik Endeksleri (CoMSIA)

Kargilagtirmali Molekuler Benzerlik Endeksleri (CoMSIA) [58], molekiillerin batirildig:
dizenli 1zgara kafes boyunca atom sipirme yoninde CoMFA'ya benzemektedir.
CoMFA ile kargilagtirildiginda, CoMSIA farklt bir potansiyel fonksiyonu, yani Gauss
tipi fonksiyonu kullanir.

CoMSIA'da, modifiye benzerlik alanlarindan hesaplanan molekiil benzerlik indekslert,
tanimlayict olarak, sterik, elektrostatik, hidrofobik ve hidrojen baglama ozelliklerini
aym anda goz oniine almak igin kullamlir. CoMSIA'da, 1A vyaricapli, +1 yikli ve
hidrofobiklik +1 olan prob atomu ¢evreleyen bir kafesin kesigme noktalarina
yerlestirilir. Lennard-Jones ve Coulombic fonksiyonlari yerine Gauss tipi potansiyel
fonksiyonu kullanilmasi, molekil i¢inde bulunan 1zgara noktalarinda dogru bilgi saglar.
CoMFA'da, potansiyel iglevlerin dogasi ve uygulanmasi gereken rasgele kesmeler

nedeniyle bu noktalarda kabul edilemeyecek kadar biiyiik degerler elde edilmektedir.
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1.2.3.3.1.3. Kendi kendini diizenleyen molekiiler alan analizi (SOMFA)

Kendi kendini diizenleyen molekiiler alan analizi (Self-organizing molecular field
analysis-SOMFA) [59] teknigi molekiler benzerlik analizi ve CoMFA ile benzerlik
gostermektedir. Ayrica, Doweyko ve arkadaglarinin varsayimsal aktif bolge orgusi
(hypothetical active site lattice-HASL) yontemi ile benzerlikleri vardir [60]. SOMFA'da
"ortalama merkezli etkinlik" ¢ok Onemlidir. Her bir molekilin aktivitesi kullanilarak
denenmeyle ortalama aktivitesi tiretilir ve her bir molekiil i¢in ortalama merkezli
aktivite degeri buna gore ¢ikartilir. En aktif molekiller pozitif degerlere sahipken en az
aktif molekuller negatif degerlere sahiptir. 3B 1zgaralar, sekil veya elektrostatik
potansiyeli temsil eden 1zgara noktalarindaki degerlerle birlikte diger QSAR
tekniklerinde oldugu gibi olusturulur. Izgara noktalarinda elektrostatik potansiyel

degerleri, atom merkezleri boyunca dagilmis kismi yiklerden normal sekilde hesaplanir.

1.2.3.3.1.4. Molekiiler alan analizi (MFA)

MFA, bir prob ile bir dizi hizalanmig molekil arasindaki etkilesim enerjisini
nicellestirmek i¢in bir yontemdir [61]. Bu yaklagim, aktivite bilgisinin mevcut oldugu
fakat reseptor alaninin yapisinin bilinmedigi veri setlerinin analizi i¢in etkilidir. MFA,
kendisine baglanan molekiillerin hizalanmis ortak 6zelliklerinden bir reseptor alaninin
temel ozelliklerini varsayar ve temsil etmeye g¢alisir. Bu yontem gegerlilik agisindan
istatistik degerlerle ( R* vb.) kolayca kontrol edilebilecek birden fazla model iretir.
MFA formulizasyonu, aktif molekil demetinin etrafindaki dikdortgen bir 1zgaradaki
prob etkilesim enerjilerini hesaplar. Yiizey, bir "Sekil Alam" ndan olusturulur. Katkida
bulunan modellerin atomik koordinatlari, bir 3D 1zgaranin her bir noktasindaki alan
degerlerini hesaplamak igin kullanilir. Izgara boyutu 2.00 A varsayilan degere
ayarlandi. MFA, bir prob (H + ve CH3) ve molekiiller model arasindaki enerjiyi
dikdortgen bir 1zgarayla tanimlanan bir dizi noktada degerlendirir. Molekul alanlari,
MFA'daki 1zgaralar kullanilarak temsil edilir ve bir MFA 1zgara noktasi ile iligkili her

enerji, bir QSAR'in hesaplanmasi igin girdi olarak kullanilabilir.

1.2.3.3.1.5. Kafes Ag Yap1 (GRID)

GRID orijinal CoMFA yaklagimina bir alternatif olarak tibbi kimya i¢in tasarlanmig ilk
ismarlama programdir. Molekiiler alan analizinde etkilesim enerji alanlarini hesaplar ve

bilinen yapidaki molekiiller tizerinde enerjik olarak olumlu baglanma yerlerini belirler.
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Yaklagim, CoMFA'ya benzer; bilinen U¢ boyutlu yapmin bir molekili ile
makromolekil boyunca ve etrafindaki bir kafes tzerindeki numune konumlarinda
bulunan bir prob (diger bir deyisle kullanici tanimli 6zelliklere sahip kiigtik bir kimyasal
grup) arasindaki agik baglanmamig (veya kovalent olmayan) etkilesimler. Diizenli sterik
ve elektrostatik potansiyel hesaplamanin yani sira, bir hidrojen bag vericisi ve aliciyt
kullanarak hidrojen baglama potansiyelini ve bir "DRY probu" kullanarak hidrofobik
potansiyeli hesaplayan program. Olup daha sonra hidrofobik etkilesimleri hesaplamak

icin bir su probu eklendi [62].

1.2.3.3.1.6. Alic1 yiizey analizi (RSA)

Reseptor yiizey analizi (RSA), reseptoriin 3D yapisinin bilinmedigi durumlarda faydali
bir aragtir [63], ¢linkii reseptor alaninin varsayimsal bir modeli olusturulabilir. RSA,
oncelikle reseptor hakkinda temel bilgileri yakalamaya calisin ve sonra reseptore
baglanan bilesiklerin uyumlulugu hakkinda bilgi yakalamaya c¢alisgan farmakofor
modellerinden farklidir. Bir reseptor yiizey modeli, varsayilan reseptor alani hakkinda
hidrofobiklik, kismi yuk, elektrostatik (ELE) potansiyel, van der Waals (VDW)
potansiyeli ve hidrojen baglanma egilimi gibi 6zelliklere sahip ti¢ boyutlu bir yiizey
olarak onemli bilgiler icermektedir. Reseptor ylzey modelleri, CoMFA gibi diger
tekniklerdeki g¢esitli Kafes ag noktalardaki prob etkilesimleri kullanilarak hesaplanan
her yiizey noktasinda steerik ve elektrostatik alanlar agisindan etkilesim enerjilerinin g

boyutlu bilgilerini nicel tanimlayicilar ile saglar.

1.2.3.3.1.7. Molekiiler sekil analizi (MSA)

Molekiiler sekil analizi (MSA) [61] genel amaci, biyolojik olarak alakali
konformasyonu reseptdr geometrisi bilgisi olmadan tanimlamaktir. Konformasyonel
arama metodu kullanilarak her bir molekilin birden fazla konformasyonu
olusturulabilir. Incelenen bilesiklerdeki tiim yapilarin (st Uste g¢akigmasi ile
hizalanabilecegi bir sekil referans bilesigi, en aktif bilesigin bir konformerinden segilir.
Bu hizalama prosediiri, molekulleri noktalar ve ¢izgiler olarak gorir ve kaliplar
tanimlamak i¢in grafik teorisi tekniklerini kullanir. Béylece, caligma tablosundaki tim
yapilar tarafindan paylasilan ve hizalama i¢in bu alt kiimeyi kullanan sekil referans

bilesigindeki atomlarin en buyuk alt kiimesini bulur. Her bir konformer, sekil referans
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bilesiginin iizerine yerlesecek sekilde st Gste bindirmek i¢in siki bir atom eslestirmesi

islemi uygulanir.

1.2.3.3.1.8. Molekiiler kuantum benzerlik dlciileri (MQSM)

Molekiiler kuantum benzerlik 6lgtimleri (MQSM), karsilastirilan iki nesne i¢in karsilik
gelen yogunluk fonksiyonu (DF) arasindaki hacim integrali olarak hesaplanir.
Diferansiyel olmayan pozitif belirleyici operator, yani kuantum benzerlik operatori,
tarafindan sayisal olarak belirlenir [64]. MQSM, bir sistemden digerine degisen elektron
yogunlugunun o&zelliklerini tanimlayarak kargilagtirilan nesneler arasinda iligki
kurmanin basit bir yolunu olusturmaktadir. Bu yaklagimda, bagimsiz degiskenler,
molekiiler ¢iftler arasinda MQSM'den olusan bir kare simetrik matristir oldugundan,
degisken sayisini azaltmak icin PCA (Principle Compenent Analysis bagimsiz
degiskenlerin birbirini etkilemiyor yani ortagonal olan normalize olmayan)
uygulanabilir. MQSM, bir sistemden digerine degisen elektron yogunlugunun
ozelliklerini tamimlayarak kargilastirilan nesneler arasinda iligki kurmanin basit bir
yolunu olusturur. Bu yaklagimda, bagimsiz degiskenler molekiiler ¢iftler arasinda
MQSM'den olusan kare simetrik bir matriks oldugu i¢in, degisken sayisini azaltmak igin
PCA(Principle Compenent Analysis= bagimsiz degiskenlerin birbirini etkilemeyen yani

ortagonal olan normalize olmayan) yapilabilir.

1.2.3.3.2. Hizadan bagimsiz yaklasimlar

Hizalamadan bagimsiz tanimlayicillar ¢ok umut vericidir ¢inkii uzayda molekil
rotasyonu ve c¢evrimi (donme, egilme, gerilme vb.) degismeyen 3D tanimlayicilar
saglarlar. Bu nedenle, bilesiklerin herhangi bir ust tste binmesi ( siperpozisyonu )

gerekli degildir.

1.2.3.3.2.1. Karsilastirmal Molekiiler Moment Analizi (CoMMA)

Kargilagtirmali Molekiller Moment Analizi (CoMMA) [65], kitle dagiliminin ve yik
dagilimlarinin ikinci dereceden momentlerini kullanir. Momentler dipolin ve kiitlenin
merkezi ile ilgilidir. CoMMA tamimlayicilari, temel atalet momentleri, dipol
momentinin buyukliklerini ve asil dortli momenti igerir Ayrica, yiki kutle
dagilimlariyla iligkilendiren tanimlayicilar tammlanmaktadir, yani temel atalet
momentleri tizerine dipol uglarinin buytklikleri ve kiitle merkezi ile dipol merkezi

arasindaki yer degistirme olarak tanimlanir.
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1.2.3.3.2.2. Agirlik Kesriyle Diizenlenmis Degismez Molekiiler Hal (Weighted
Holistic Invariant Molecular-WHIM)

Agirlik Kesriyle Diuzenlenmis Degismez Molekiler Hal ( Weighted Holistic Invariant
Molecular-WHIM) [66] ve Molekiiler Yizey WHIM [67] tamimlayicilar,, molekiili
olusturan atomlarin kaydedilen koordinatlar1 tzerinde (PCA- ana bilesen analizi)
kullanan degigmeyen bilgileri saglar. Bu, molekiili en ¢ok degisimi yakalayan alana
donugturir. Bu alanda birkag istatistik hesaplanir ve varyans, oranlar ve simetri iceren
yon tanimlayicilart olarak kullanilir. Yon tanimlayicilarini  birlestirerek  yonsiiz
tanimlayicilar da tanimlanir. Atomlar, kitle, van der Waals hacmi, atomik
elektronegatiflik, atom polarizasyonu, Kier ve Hall elektrotopolojisi indeksi ve

molekiler elektrostatik potansiyel ile desteklendirilir.

1.2.3.3.3. Reseptor temelli 3-boyutlu QSAR

Reseptore dayali yaklasimlar, reseptorin kristal yapisinin mevcudiyetinden sonra
gelistirildi. Reseptor veya protein tabanli yontemler, X-igin1 kristalografisine ve

homolog protein yapilarindan ¢ikarilan bilgiye dayanir.

1.2.3.3.3.1. Karsilastirmal Baglayic1 Enerji Analizi (COMBINE)

3D-QSAR paradigmasinda, ligand-makromolekiil komplekslerinden gelen yapisal
veriden yararlanmak i¢in Kargilagtirmali Baglayict Enerji Analizi (COMBINE) yontemi
geligtirildi. Teknik, baglanmanin serbest enerjisinin, baglanmig ve baglanmamig
formlarda reseptorlerin ve ligandlarin yapilarindan hesaplanan enerji bilesenleri alt
kiimesiyle iligkilendirilebilecegi hipotezine dayanmaktadir [68]. Ligandlar fragmanlara
boliinir ve ayni sayida fragman tim bilesiklere dagitilir ve belirli bir fragmanin
olmadig: ligandlara "kukla" fragmanlar eklenir. Baglanmamig (van der Waals ve
elektrostatik) etkilesim enerjileri, bir molekiler mekanik kuvvet alani kullanilarak,
reseptoriin her bir kalintisi ile ligandin her bir pargasi arasinda hesaplanir. Enerjiler
ayrica, kompleksler icin ve serbest ligandlar ve reseptor i¢in tim kalinti/fragman ¢iftleri
arasinda hesaplanir. Degiskenler program kullanilarak se¢ilmis ve sonu¢ olarak
molekillerin biyolojik aktiviteleri PLS teknigi kullanilarak etkilesim enerji degerleri ile

iligkilendirilmigtir.
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1.2.3.3.3.2. Karsilastirmali Kalint1 Etkilesim Analizi (CoRIA)

Kargilagtirmali Kalint1 Etkilesim Analizi (CoRIA), ligand reseptor tanima strecinin
nitel ve nicelik yonlerini kesfetmek i¢in, ligand baglanmasina katilan termodinamik
olaylari tamimlayan tanimlayicilart kullanan bir 3D-QSAR yaklasimdir. Baslangigta
CoRIA metodolojisi, ligand ile etkilesime giren reseptorin aktif bolgesi kalintilar
arasindaki bag yapmayan etkilesim enerjilerinin (van der Waals ve Coulombic etkilesim
gibi) hesaplanmasindan olugsmustur [69]. PLS tekniginin (G/PLS) genetik versiyonunu
kullanarak, bu enerjiler daha sonra molekillerin biyolojik aktiviteleri ile baglanma
termodinamigini, lipofilitesi, molar refraktifligi, yiizey alani vb. tanimlayicilara ait diger

fizyokimyasal degiskenlerle iligkilendirir.

1.2.3.3.3.3. Kenetlenme (Docking)

Molekiiler kenetlenme (Docking), iki veya daha fazla molekiiler yapinin, érnegin ilag ve
enzim reseptorli veya ligand ve protein reseptoriiniin birbirine nasil uyduguna dair bir
calismadir [70]. Bir proteinin kii¢itk molekiiller ile etkilesime girme kabiliyeti, biyolojik
fonksiyonunu arttiran/inhibe edebilen protein dinamiklerinde buyik bir rol
oynamaktadir. Stiper molekiiler kompleksi olusturmak i¢in, proteinler ve nukleik asitler
gibi biyik molekilleri baglama yetenegi, biyolojik aktivitenin kontrol edilmesinde
onemli rol oynar. Hedef proteinlerin baglayict ceplerindeki kugik molekiillerin
davranigi, molekiiler kenetlenme ile tanimlanabilir. Baglant1 prosedirleri, bir proteinin
baglama cebinde dogru ligand pozlari belirlemeyi ve ligand ile protein arasindaki
afiniteyi (baglanma miktarini) tahmin etmeyi amaglar. Molekiler kenetlenme su sekilde

siniflandirilabilir:
i. protein-kii¢itk molekiil kenetlenmesi
ii. protein-niikleik asit kenetlenmesi ve
iil. protein-protein kenetlenmesi.

Protein-kii¢iik molekil/ligand kenetlenme, karmagiklik spektrumunun daha basit bir
ucunu temsil eder ve potansiyel olarak proteinleri inhibe edebilecek molekulleri
ongodrmede ¢ok iyi performans gosteren bir¢ok program bulunmaktadir. Protein-protein
kenetlenme genellikle ¢ok daha karmagiktir. Bunun nedeni, proteinlerin esnek olmasit ve

yapisal alanlar1 olduk¢a genig olmasidir. Kenetlenme, klinik aragtirma, geometrik karma
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ya da pozisyon kiimelemesi gibi farkli yaklagimlar1 kullanarak kati molekiilleri ya da
fragmanlar1 proteinin aktif alanina yerlestirerek gerceklestirilebilir. Bir Kenetlenmenin
performansi, arama algoritmasina baglidir (Monte Carlo yontemleri, Genetik
algoritmalar, Fragment tabanli Yontemler, Mesafe geometrisi yontemleri) ve puanlama
fonksiyonu (6rnegin, Kuvvet-alan yontemleri, Ampirik serbest enerji puanlama
fonksiyonlari, Ortalama kuvvetin bilgi temelli potansiyeli). Birincisi, ligand ile
eslestirilen proteinin tim olast konformasyonlarinin ve yonlendirmelerinin bilesimi.
Birincisi, ligand ile eslestirilen proteinin tim olast konformasyonlarinin ve
yonlendirmelerinin bilesimi. Kayit etme islevi, girdi alir ve favori etkilesimi belirten bir
say1 dondirir. Kenetlenme yaziliminin en 6nemli uygulamasi, daha ileri arastirmalar
icin mevcut bir veri tabanindan segilen en ilging ve umut verici molekullerin sanal

olarak taranmasidir [70].

1.2.3.3.3.4. 3-Boyutlu Farmakofor Haritalama

Bir farmakofor, spesifik bir biyolojik hedef yapisi ile optimal siper molekiiler
etkilesimleri saglamak ve biyolojik cevabi ortaya ¢ikarmak (veya bloke etmek) igin
gerekli olan sterik ve elektronik 6zelliklerin birlesimidir [71]. Farmakofor, ilgili bir
farmakolojik hedefle optimal etkilesim i¢in gerekli olan temel, sterik ve elektronik
fonksiyon belirleme noktalarini tanimlar. Farmakofor, ger¢ek bir molekili veya
fonksiyonel gruplarin gercek bir birlesimini temsil etmez, fakat bir grup bilesiklerin
hedef yapilarina yonelik ortak molekiiler etkilesim kapasitelerini agiklayan tamamen
soyut bir kavramdir [72]. QSAR elektrostatik ve termodinamik 6zellikler gibi bir dizi
tanimlayiciya odaklandiginda, Farmakofor haritalandirma geometrik bir yaklagimdir.
Bir farmakofor da, bazi bosluklarin doldurulmas: gereken bir molekalin kismi bir
tasviri olan bir sablon olarak distnulebilir. Bu, farmakofor modelinin olusturulacagi
ligandlarin se¢imi ile baglar. Ligand molekiillerinin ¢esitleri, veri seti buyuklugi ve
cesitliligi, ortaya ¢ikan farmakofor modeli tizerinde buyuk bir etkiye sahiptir. Ligandlar,
bir pozitif yikin konumu veya bir hidrojen vericisinin konumu gibi uyusan yapisal
ozelliklerin ortaya ¢ikmasi igin karsilastirilabilir. Konformasyonel genisleme en kritik
adimdir, ¢iinkii buradaki amag¢ yalnizca bir molekiliin konformasyonel uzaymni en 1yi
sekilde temsil etmek degil, ayn1 zamanda uretilen konformasyonlarin tiim setlerinin bir
parcasi olabilmek veya en azindan konformasyonlarin bir kimesinde biyoaktif

konformasyona sahip olmaktir.
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Bu konformasyon arastirmasi dort kategoriye ayrilabilir: torsiyon agisiyla uzayda
sistematik arama, istege bagli olarak kumeleme, stokastik (rastgele belirlenmis)
yontemler, 6rn. Monte Carlo, 6rnekleme, Poling [73] ve molekiiler dinamik. Bir sonraki
adim, 6nceki agamada bulunan paylasilmig 6zelliklerin formullestirilmig bir tarifi olan
3D farmakofor tretimidir. Hipojen ve HipHop, 3D farmakofor tretiminde en yaygin
kullanilan algoritmadir [74]. Daha sonra, tiretilmis farmakofor modeli, bilesik
veritabanlarini (ktitiiphaneler) aramak i¢in kullanilabilir, yani ilging olabilen giiglii ilag

adaylarini tarayabilir.

1.2.3.4. Hologram QSAR (HQSAR)

Hologram QSAR (HQSAR) [75], yapisal aktivite modeli olugturmak i¢in herhangi bir
fizikokimyasal tanimlayict veya 3D yap1 gerektirmeyen nispeten yeni bir tekniktir. Bu
yontemde 2D yapilar ve biyolojik aktiviteler girig degerleri olarak verilir ve yapilar
miimkiin olan tiim dogrusal, dalli ve ¢akisan pargalara dontsturilir. Bu fragmanlar, bir
dongi i¢inde azaltici kontrol algoritmast kullanarak tamsayir degerlerine atanir. Bu
tamsay1 degerleri sabit uzunlukta bir tamsay1 dizisi yapmak i¢in kullanilir. Bu diziler
molekiiler hologram olarak bilinir ve molekiiler hologramlarin alan doluluklar:
tanimlayict olarak kullanilir. Diger fragman temelli tekniklerle temel fark, tst tiste gelen
pargalar da dahil olmak tizere tim muhtemel pargalari kodlamasidir. Tek-¢ikiglt bir
yontemle dogrulanan modelin olusturulmasi i¢in PLS regresyonu kullanilir. Nihai
modelin gelistirilmesi Ulzerine, asagidaki denklem, PLS ile etkinlikle korelasyonlu
hologram kutular1 elde edilir.
L

Ai = C + XilCil (15)
=1

Yukaridaki denklemde, A; = I bilesiginin aktivitesi,
Xj =1 konumundaki veya kutu I’deki hologram doluluk degert,
C = sabit,
Cii = PLS kosusundan ilgili kutu i¢in katsayi,
L = hologram uzunlugu.

1.2.3.5. 4D-QSAR

4-Boyutlu QSAR metodolojisi [37], Hopfinger ve digerleri tarafindan gelistirilen 3-
boyutlu QSAR metodolojisinin bir uzantisidir [76]. Bu yontemin CoMFA'dan temel
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farki, konformasyonel topluluk érneklemesi yaparak biyolojik aktivite verileri igeren bir
dizi yapidan model gelisimine konformasyonel ve uyum saglamasidir. 4D QSAR
analizinin dordinci boyutu, topluluk ortalamasindan gelir. Metoda gore, aktif
konformasyon, diger birgok 3D QSAR yonteminin aksine, minimum enerji
konformasyonu degil, 3D QSAR modellerini optimize eden "aktif' konformasyon.
Sistematik konformasyon arastirmast yerine, konformasyonel topluluk profillerini
olusturmak i¢in ¢ok sicaklikli molekiler dinamikler (MDS) kullanilir. Hizalama sorunu
benzer bir 6érnekleme ve degerlendirme teknigi ile ¢ozuliir. Her bilesigin konformerleri,
PLS teknigine gore onceden tanimlanmis bir Kafes ag hiicresine (CoMFA'ya benzer

sekilde) yerlestirilir[77].

1.2.3.6. SD-QSAR

4D-QSAR ¢aligmasina ¢ok benzer. Ligandin topolojisine gore proteinin uyarilmig
uyumlu yap1 tezahiirti ve buyukligi, bireysel molekiiliin hedef proteine baglanmasi igin
degisiklik gosterebileceginden, farkli uyarilmig uyumlu yap1 protokollerini dikkate alir

[38].

1.2.3.7. 6D-QSAR

QSAR kavraminin en yeni uzantisi, altt boyutlu niceliksel yapt aktivite iligkileri (6D-
QSAR) 'dir. Bu uygulama, farkli ¢ozicilere gore ¢oziillme modellerinin esanli
degerlendirilmesini saglar. Bu, agik¢a ylizey alanlarinin bazilarini ¢oziici ozelliklerle

haritalandirarak elde edilebilir [39].

1.2.4. QSAR modellerinin gelistirilmesine iliskin asamalar

QSAR modelinin gelistirilmesi igin strateji, istatistiksel deneysel tasarim ve ¢ok
degiskenli veri analizine dayanan birka¢ tekrarlanan adimdan olusur. Bu strateji
bilesiklerin tasarimina, kimyasallar veya farmasotik trinlerin toksikligini tahmin
etmeye yol agar [78, 79]. Sekil 1.2'de, nicel bir yapi-aktivite iligkisi modelinin

geligtirilmesi i¢in akig semast sunulmusgtur.

1.2.4.1. Kimyasal yapilardan molekiiler tanimlayicilarin iiretilmesi

Birincisi, kimyasal yapilar genellikle gosterdikleri aktivite ile ilgili bilgileri agik bir
bi¢imde gostermezler. Bu bilgi molekiiler yapidan ¢ikarilmalidir. Birgok ticari ve

akademik bilgisayar destekli molekiler tasarim (CAMD) paketleri, bu tur bir
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hesaplamay1 ¢ogunlukla kolaylikla halletmek ig¢in gelistirildiginden, molekiillere ait
tanimlayict degerlerin  hesaplanmasi genellikle basittir. Cesitli rasyonel olarak
tasarlanmis molekiler tanimlayicilar, molekiliin yapisinda ortigen farkli kimyasal
ozellikleri vurgularlar. Sadece bu tanimlayici 6zellikler, aktivite ile dogrudan dogruya

iligkilendirilebilir.
1.2.4.2. Ozellik Secimi

Bir¢ok uygulama ile yiizlerce veya binlerce farkli molekiler tanimlayicilar turetilebilir.
Tipik olarak, yalnizca bunlardan bazilar1 aktivite ile 6nemli derecede iliskilidir. Ayrica,
tanimlayicilarin birgogu birbiriyle baglantilidir. Bu birbiriyle alakadarlik, QSAR analizi
tizerinde bir takim olumsuz etkiler olusturur. Bazi istatistiksel yontemler, bilegik
sayisinin tanimlayicilarin sayisindan 6nemli 6lgide daha fazla olmasini gerektirir. Yani
bagimli degiskenlerin sayist bagimsiz degiskenlerin sayisindan ¢ok daha fazla olmalidir.
Biytk tanimlayict kiimelerini kullanmak biyiik veri kiimelerini gerektirir. Bu ytzden
yeterli sayida molekiil olmayan (6rnegin; toplam molekil sayisinin %20’den az olanlar

icin s6z konusu kiime hesap igine katilmaz) kiimeler ihmal edilebilir.

1.2.4.3 . Model kiimesinin model gelistirme ve sonraki dogrulamalar icin ayrilmasi

Egitim seti bilesiklerinin se¢imi, QSAR analizinde son derecede onemlidir [80, 81].
Bununla birlikte, egitim setinin se¢iminde en mantiklt yaklagim, molekullere ait
secilmis ilgili fizikokimyasal tanimlayicilara (atomik yukler, molekal hacim veya
yuzeyleri, hidrojen baglari, bag uzunluklart vs.) ve yapisal benzerlik ilkesine
dayanmaktadir. Siireg, egitim seti molekiillerine fizikokimyasal veya yapisal olarak ¢ok
benzer test setindeki bir molekuliin iyi tahmin edilecegi varsayimina dayanir. Cinku
egitim setiyle kurulmus model sayesinde, egitim seti molekilleri tanitildigi kadar test
serisindeki yeni molekuller de tamitilabilir. Test seti bilesiklerinin egitim seti
bilesiklerinin yapisal alani igerisinde kalacag: sekilde, egitim ve test setlerinin se¢imi
sirasinda  dikkat edilmelidir. Aksi halde, test seti kimyasallarinin yapisal
benzerliklerinde egitim setindeki kimyasallardan tamamen degisiklik yapilmasi, egitim

seti kullanilarak gelistirilen model tarafindan koétii bir tahminle sonuglanacaktir.

1.2.4.4. Model kurma

Farkli ozelliklerin, yani tanimlayicilarin hesaplanmasindan sonra, QSAR modelinin

yapimi, parametre tahmin problemi olarak da adlandirilan 6zellik esleme(haritalama)
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prosediirii kullanilarak yapilir. Amag, tanimlayicilar (bagimsiz degiskenler) ile inceleme
altindaki cevap (bagimli degiskenler) arasinda net bir matematiksel iligki kurmaktir.
Dogrusal (¢oklu dogrusal regresyon, kademeli regresyon, kismi en kiigik kareler
regresyonu vb.) Veya dogrusal olmayan (yapay sinir agi, rasgele orman vb.) Dabhil
olmak iizere genis bir yelpazede haritalama fonksiyon aileleri, en iyi modelin
geligtirilmesi gereksinimine baglh olarak kullanilabilir. Degigsken se¢im araglari, secilen
degiskenlerden gelistirilen ilgili modelin istatistiksel degerlendirmesiyle birlikte verilir.
Ornek iki ortak dogrusal yontemin kullamimini igerir Genetik Fonksiyon Yaklagimi
(GFA), kademeli ¢oklu dogrusal regresyon (kademeli MLR) degiskenlerin genetik ve
basamakli yontemlerle segilmesi i¢in yapilir ve daha sonra modellerin gelistirilmesi i¢in
dogrusal regresyon analizine tabi tutulur ve nihayet model gegerlilik kriterlerine

dayanarak en iyi model daha ileri analiz i¢in segilir [81].

1.2.4.5. Model dogrulama

Bir modelin dogrulanmasi, matematiksel bir denklemin istatistiksel giivenilirliginin
belirlenmesinde 6nemli bir kriterdir. QSAR modelinin gecerliligi, bir son nokta igin
(6rnegin hesaplanan aktivite degerleri i¢in) modelin tahmini kalitesini, uygulanabilirlik
gicuni ve etkilesim mekanizmasinin temelini degerlendirmek olarak tanimlanabilir. En

iyi dogrulama amaciyla bes farkli dogrulama stratejisi uygulanabilir:

1.2.4.5.1. Capraz dogrulama

Bu yontem ayni zamanda birini digirida birakarak (leave-one-out-LOO) veya birden
fazlasini digarida birakarak (leave-several-out-LSQO) yapilmig ¢apraz dogrulama olarak
da bilinir. Kisacasi, incelenen set igerisindeki n sayidaki molekillere ait bir dizin boyutu
icin, molekillerin her biri sirayla (veya tek tek) c¢ikarlir ve bu g¢ikan molekilin
aktivitesinin tahmininde kullanilan kalan (n-1) molektle bagli olarak modelleme

yontemi uygulanir. Islem, tiim molekiilleri kapsayincaya kadar tekrarlanir [82].

1.2.4.5.2. Tasarlanms Bir Dogrulama Kiimesi Kullanarak Dis Dogrulama

Bir QSAR modelinin dig tahmini, QSAR analizinin nihai hedefine ulagmak i¢in, yani
test edilmemis veya yeni bilesiklerin ongorilmesi igin kontrol edilmelidir. Test
edilmemis benzer herhangi bir bilesik harici set olarak mevcut degilse, ana setteki
molekiillerin biyik bir kismi egitim seti olarak geri kalan kiigiik bir kismi harici bir

dogrulama seti olarak ikiye boluniir. Egitim seti ile yapilan model gelistirme sirasinda
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test setindeki bu molekiiller kullanilmamaktadir. D1g dogrulama igin test set molekulleri

iy1 bir bilesik kiimesi olarak hizmet edebilir.

1.2.4.5.3. Bagimh Degiskeninin Rastgele Olusturulmasi

Modelin sans eseri olarak gozlemin bir sonucu olmadigt arastirilir. En ¢ok kullanilan
yaklagim, bagimsiz degiskenlere ait tanim degiskenini sabit tutarak aktivite olan cevap
degiskeninin randomize edilir. Bagimli degiskenler olan Y degerleri permutasyona
ugratilir ve bunu takiben yeni randomize modellerin istatistiksel degerlendirmesi yapilir
[83]. Ortalama kareli korelasyon katsayisi, orijinal QSAR modelinin korelasyon

katsayisindan yeterince diisiikse, gelismis modelin saglam oldugu dogrulanmaktadir.

1.2.4.5.4. Gelistirilen modelin uygulanabilirlik alaninin kontrolii

Bir QSAR modelinin gelistirilmesinde, molekillerin uygulanabilirlik alani, modeli
olusturmak i¢in kullanilan bilesiklere ne kadar benzedigine bagli olarak belirli bir
molekilin tahmininde belirsizligi tahmin etmek igin kritik bir rol oynamaktadir. AD
(applicability domain) konseptinin pratik uygulamasi, bir modelin AD'sini belirlemek
icin otomatik (bilgisayarli), nicel bir prosedur tasarlamayi gerekli kilmistir. Boylece
tanimlayict alanda egitim seti ara degerleri, AD tahmininde bulunma kriterlerini énerir.
Ideal olarak, QSAR vyalnizca o alan iginde enterpolasyonla tahminler yapmak igin

kullanilmalidir [84].

1.2.4.5.5. Gercek Dis Dogrulama

Bu yontem, gelismis QSAR modelinin tahmin potansiyelini belirlemek i¢in dogru bir
yaklagim saglar. Modelin gelistirilmesi i¢in kullanilan benzer sinifa ait molekiillerden
olusan harici bir veri kiimesi segilir ve daha sonra gelistirilen QSAR modeli tarafindan
bu hari¢ tutulanlarin degerleri ongorulir. Egitim setindeki molekillerin degerlerinin
tahmini i¢in ongorilen model, uygulanabilirlik alanina giren test settekiler icin

kullanildiginda ileri striilen modelin giicint gosterir.

1.2.4.6. Diizenleyici Amaglar ig:in Bir QSAR Modelinin Kabul Edilebilirligine
iliskin Esaslar

Genel olarak, disg dogrulama gegerliligi onaylanmig QSAR ve QSAR modellerinin hem
bilimsel hem de diizenleyici amaglar i¢in giivenilir olabilecegi kabul edilmektedir [85].

Mart 2002'de Portekiz'in Setibal kentinde diizenlenen bir QSAR uzmanlari
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toplantisinda, ozellikle dizenleme amagli [86] QSAR modellerinin gegerliligi igin
kilavuz ilkeler olusturuldu. Alt1 temel ilke onerildi, daha sonra Ekonomik Isbirligi ve
Kalkinma Orgiiti (OECD) [87] tarafindan bese indirilerek kabul edildi. QSAR

modelinin gegerliligini gosteren talimatlar agagidaki gibidir:

i Bagimli degisken cevap parametresinin sabit bir bitig noktas: olmasi
gerekir. Yani bu parametrelerin degerleri tist ve alt limitleri olmak tzere belirli bir

aralikta olmalidir.

il. Model agik bir akis diyagramina (algoritmaya) dayali olarak
olusturulmali ve akis diyagrami konuya yakin ilgili kisilerin anlayabilecegi kadar agik

olmalidir.

iil. Modelin  uygulanabilirlik  alani, model gelistirmeden  oOnce
tanimlanmalidir. Tanimlanan modele uygulanabilecek bilesiklerin iskeletleri ve ne tip

biyoaktiviteye sahip olduklar1 bilinmelidir.

iv. Geligtirilen modelin uyumluluk, saglamlik ve o6ngorilebilirlik uygun

olgilere dayanarak yeni bilesiklerle kontrol edilmelidir.
V. Model, etkilesim i¢in mekanistik bir yorum saglayabilmelidir.

Bu yonergelere artik QSAR'larin gegerliligi icin OECD ilkeleri adi verilmektedir.
OECD, ilkelerin yorumlanmasina iligkin rehberlik saglamak i¢in bir kontrol listesi de

temin etmigtir [88].

Boylece bir QSAR modelinin gelistirilmesi siirecindeki mevcut zorluk, sadece egitim
seti i¢indeki aktiviteyi tahmin ederek istatistiksel bir yolla makul bir model olusturmak
degil, ayn1 zamanda test edilmemis kimyasallarin aktivitelerini dogru bir sekilde tahmin

edebilme yetenegi olan bir model gelistirme de bugiin i¢in yeterli degildir.

Yuksek uyumlu dogruluguna ve gorinen mekanistik agiklayiciligina ragmen, bazi
yaymlanmig QSAR modelleri titiz dogrulama testlerinde basarisiz olur. Bu nedenle,
givenilir tarama araglar1 olarak pratik yarar saglayamayabilir [89]. Esasinda, tahmin
gici, QSAR modellerinin en o6nemli o6zelliklerinden biridir. Model gelisiminde
kullanilmayan bilegiklerin hedef 6zelliklerini (biyolojik aktivite gibi) dogru bir sekilde

tahmin edebilecek bir modelin yetenegi olarak tanimlanabilir.
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OECD
2. 1lke

OECD
3. Ilke

Veri Seti Segimi: a) benzer molekiillerin bir serisini tagiyan

veriler olmalidir b) birden ¢ok logaritmik birime sahip genis OECD
bir aktivite araliginda belirlenmis cevap degiskenlerin birimleri 1. Tlke
olmalidir.

Molekiiler yapi: Konformasyonel analiz ve (gerekirse)
hizalamay1 takiben molekiille in ii¢ boyutlu olmasi

4

Tammlayici secimi: Bilesiklerin yapisal 6zelliklerini
rakamsal olarak gést ren parametrelerin
- hesaplanmasi. 7

Egitim ve test seti se¢imi: aktivite siralamasi, molekiil
benzerligi gibi kiimeleme temel alinarak yapilir

>

Egitim seti: Kesin bir Test seti: Test kiimesi

algoritmayi takiben molekiillerinin aktivite gibi 6zellik
kemometrik araglar tahminine dayanan dis dogrulama.
kullanarak model olusturma.

v v

I¢c dogrulama & Y-rasgeleligi: Dis dogrulama parametreleri:
Q>0.5, T 100y>0.5, ‘R,>>0.5 R%ea>0.5, T (1es>0.5, T (eamu>0.5

o~

Uygulanabilirlik alan kontrolii: Model uygulanabilirlik alani,
gelismis QSPR modelinin uygulamasinin alanini dogrulamak
icin belirlenmisgtir.

Modelin tatminkar olup-olmadigi: Farkli
dogrulama 6lciimlerinin degerlerine dayal

olarak belirlenmistir.

v

Yorum: Modeller igerisinde ortaya ¢ikan tammlar, optimum
ozellik profilini sergileyecek molekiillerin esas yapilarim
belirlemek icin yorumlanir.

v

OECD
4. 1lke

OECD
5. Tlke

Ozellik tahmini & Tasarim: Yeni seri test edilmemis bilesiklerin
(in silico = bilgisayar ortami) aktivite tahmini, gelismis QSAR modelleri tarafindan
ortaya konan 6nemli 6zelliklere dayanan yeni bilesiklerin dizayn edilmesidir.

Sekil 1.2 QSAR modeli gelistirme yolunun sematik gosterimi



2. BOLUM
MATERYAL VE YONTEMLER

2.1. Molekiiler Modelleme

Molekiller modelleme kuantum kimyasal hesaplamalar ile yapilir ve onlarin
konformerleri ortaya ¢ikar. Capraz Dogrulama ile, molekiiler set egitim ve test setine
ayrilmigtir. Her iki kiimedeki molekiiller ayn1 ortak aday farmakofor 6zelliklerine gore
ust uste yerlestirilir ve atomlarimin konumlari yeni Kartezyen koordinatlarinda
belirlenir. Ust iiste bindirmenin amaci, kuantum benzerligi alanini ve st liste binmeye
bagli olarak etkilesim tanimlayicilarini belirleyebilmektir. Bunu yaparak, ilag
tasariminda daha gergek¢i 3D/4D-QSAR ¢alismalart saglanmaktadir. Stuperpozisyon
aktif bilegiklerin ortak o6zelliklerini ortaya ¢ikarabilir ve ayrica bir farmakoforun agiga
cikarilmast i¢in bir temel saglayabilir. Lokal reaktivite tanimlayicilarina dayanan bir
yaklagimda, atomlar, st Gste binmis ligandlarin 3 boyutlu yapilarindan uzamsal olarak
kiimelenir. Kiime atomlarinin ¢ogunun veya hepsinin biyolojik aktiviteye bagli olmasi
olabilir. Dogrusal olmayan bir model kullanilarak, bu iligki, proteinin varsayilan
baglanma cebinin ti¢ boyutlu yapisi ile ligandin Klopman indeks tanimlayicilari

arasindaki etkilesim mekanizmast ile agiklanabilir.

CoMFA [22] ve CoMSIA [65], veri kiimesindeki tim bilesiklerin birbiri Gzerine
hizalandig1 ve bir prob atomu kullanilarak her bir grid noktasinda sterik ve elektrostatik
tanimlayicilarin hesaplandigt alan bazli veya grid bazli yontemlerdir. Gelistirdigimiz
MCET metodu, ayn1 zamanda uzay aracilik yontemidir, mevcut ligandlarin st tste
binmig atomlarinin konumlarini kullanir. Mekan bazli bir yontem olan MCET yontemi,
mevcut ligandlarin  Gst Uste bindirilmis atomlarinin - konumlarini, reseptoriin
aktivitesinde rol oynayan atomik pozisyonlari konumlandirmak i¢in kullanilir. Hayali

alic1 ile ligand molekiillerinin farkli bilesenleri arasindaki 3D etkilesimleri i¢in, alict
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tarafin etkilesim sabitleri hesaplanmistir. Bu yaklagimda, etkilesim enerjileri, protein

baglama cebinin dogasina uymast i¢in afinite baglanmasiyla dogrulanabilir.

SPARTAN'10 [90] molekiler mekanigini kullanarak molekiiler modelleme yapmak
icin, ayar meniisi altindaki uygunluk dagilimi ve geometri optimizasyon hesaplamalari

secilmistir. Konformasyonlarin denge geometrisi hesaplamalari, 6-31 G*ile Hartre-Fock

kullanilarak yapilmistir.

Equilibrium G ry v at|G d ~ state
Calculate: = = :
with |Hartree-Fock + |6-31G* > in Water | ! L Pseudopotential
[
Start From: ! Current ¥ geometry
Subject To: Constraints Frozen Atoms Symmetry Total Charge: Neutral =]
Compute: | ¥ IR I NMR Ll UVjvis Multiplicity:) Singlet |7
Print: Orbitals & Energies [ Thermodynamics [ Vibrational Modes Atomic Charges
Options: | ELCHARGE PRINTLEV=2 BTABLE=B BONDORDER QSAR Converge
Global Calculations . OK || Cancel | Submit |

Sekil 2.1. 6-31 G * ile Hartree-Fock Spartan’10 programinin ara yizii.

Her bir molekiil i¢in kuantum-kimyasal hesaplamalar su i¢inde tamamlandiktan sonra,
konformerleri 2 kcal/mol'den daha az bir nisbi enerjiye sahip olanlar secilmistir ve
MolFiles olarak *.txt dosyastyla kaydedilmistir. Bir 6rnek *.txt dosyasinin bir boliimi
asagida verilmigtir.

SPARTAN '08 Quantum Mechanics Program: (PC/x86) Release 132v4
WARNING: Parallel not implemented with this method

Job type: Geometry optimization.

Method: RHF

Basis set: 6-31G(D)

Number of shells: 77

Number of basis functions: 245

Multiplicity: 1
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SCF model:

A restricted Hartree-Fock SCF calculation will be

Performed using Pulay DIIS + Geometric Direct Minimization
1 -1082.262330159 5.71E-002

2 -1075.973527594 6.90E-003

Solvation: water [SM8]

1 -1076.338902263 4.24E-004
2 -1076.336952993 2.13E-004
Optimization:

Step  Energy Max Grad.  Max Dist.
1 -1076.641583346 3.10E-003

2 -1076.350626937 5.00E-004

Job type: Frequency calculation.
Method: RHF

Basis set: 6-31G(D)

1 -1076.350041569 5.55E-004
2 -1076.353704926 2.19E-004
10 -1076.354179933 1.74E-007

Solvation: water [SM8]

1 -1076.354179890 4.23E-004

2 -1076.352303782 2.07E-004

3 -1076.351575293 1.08E-004



10 -1076.350063005 1.64E-007

Free Energy of Solvation : -69.1595619 kJ/mol
Reason for exit: Successful completion

Quantum Calculation CPU Time : 3:47:59.65
Quantum Calculation Wall Time: 5:12:09.76
SPARTAN '08 Properties Program: (PC/x86)

Use of molecular symmetry enabled

Cartesian Coordinates (Angstroms)

Atom X Y Z
1C C7 0.7308894  0.5942936  0.0000000
2N NI 0.2412941 1.7764580 0.0000000
3N N2 -1.1310040  1.6371662  0.0000000
40 Ol -0.2414027 -0.3413239  0.0000000
5C C8 -1.3518975  0.3924203  0.0000000
6S Sl -2.9192526 -0.4494101  0.0000000
70 02 -2.9937731 -1.1712816 -1.2412624
80 O3 -2.9937731 -1.1712816  1.2412624

Point Group = CS Order = 1 Nsymop = 2
Geometry information

Bond Lengths

Release 132

31
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I J R T J R IJ R TI17JR
) 1- 212795 1- 413493 1- 914602 2- 31.3793
5) 3- 51.2642 4- 513310 5- 61.7791 6- 71.4378
9) 6- 81.4378 6- 201.7633 9- 101.3932 9- 17 1.3908
13) 10- 11 1.0727 10- 12 1.3802 12- 13 1.0737 12- 14 1.3880
17) 14- 151.0742 14- 16 1.3850 16- 17 1.3833 16- 19 1.0736
21) 17- 18 1.0730 20- 21 1.0786 20- 22 1.0822 20- 23 1.0786

Molecular descriptors:

Molecular volume: 197.62 (Ang**3)
Surface area: 223.53 (Ang**2)
Ovality: 1.362

Atomic weight: 224238 g
Emomo): -0.3407

Ewumo): 0.0707
Electronegativity: 0.14

Hardness: 0.21

Est. polarizability: 54.770

LogP (Ghose-Crippen):  1.57
Closed-Shell Molecular Orbital Coefficients

MO: 1 2 3 4 5
Eigenvalues: -92.22533 -20.70327 -20.57961 -20.57959 -15.64992

(ev) -2509.57988 -563.36486 -559.99997 -559.99944 -425.85619



1C7

2C7

3C7

4 C7

5C7

6 C7

7C7

48 O1

49 O1

5001

5101

5201

5301

54 01

5501

56 O1

5701

58 01

5901

60 O1

33

A' A' AIY A' A'

S -0.00001  0.00000 0.00000 -0.00000 0.00000

S -0.00003  0.00039 0.00000 0.00000 -0.00014

PX

PY

PZ

0.00004 -0.00027 0.00000 0.00002 0.00004

0.00001 -0.00025 0.00000 0.00000 -0.00008

0.00000 0.00000 -0.00001 0.00000 0.00000

S -0.00007 -0.00020 0.00000 -0.00003 -0.00118

PX

PX

PY

PZ

PX

PY

PZ

DXX

DYY

DZz7z

DXY

DXZ

DYZ

-0.00073 -0.00025 0.00000 -0.00046 -0.00062

0.00000 -0.00021 0.00000 -0.00001 0.00005

-0.00002 0.00139 0.00000 0.00000 -0.00004

0.00000 0.00000 -0.00001 0.00000 0.00000

0.00022 0.00402 0.00000 0.00002 -0.00009

0.00004 0.00009 0.00000 0.00003 -0.00016

0.00016 -0.00084 0.00000 -0.00000 -0.00014

0.00000 0.00000 0.00005 0.00000 0.00000

-0.00005 -0.00416 0.00000 0.00000 0.00004

0.00000 -0.00408 0.00000 0.00000 0.00002

-0.00004 -0.00401 0.00000 -0.00000 -0.00010

-0.00002 -0.00003 0.00000 0.00000 -0.00003

0.00000 0.00000 -0.00001 0.00000 0.00000

0.00000 0.00000 0.00001 0.00000 0.00000
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Her bir konformer i¢in (6rnek nO1) MolFiles veritabani, ETM Programlayict (ETMP)
kullanilarak Elektron Topolojik Matriks (ETM) formatina dontstirildi [25, 91]. ETM,
bir konformerin dijital (matris) formuna sahip reaktivite ve topolojidir. Anti-bakteriyel
aktiviteler olarak stlfon turevleri bazli bilesikler tizerinde 4D-QSAR modelleri elde

etmek i¢in; Yeni bir ligand tabanli yaklagim olan C # yazilim tabanli programimizi

kullandik.
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2.2. Veri Setlerini Egitim ve Test Setlerine Bolmek

Caligmaya, 1,3,4-oksadiazol igeren bir dizi sulfon tirevinin titin bakteriyel
solgunluguna ve domates bakteri solgunluguna karsi antibakteriyel aktiviteler aldik
[92]. Guvenilir modelleri tanimlamak i¢in egitim ve test setleri, egitim seti test setini
temsil edecek sekilde dizenlenmelidir. Setlerde kullanilacak molekiillerin se¢iminde
asagidaki kurallar uygulanmistir: Egitim setindeki bilesikler, test kiimesinin molekiiler
iskeletini ve aktivite degerlerini gosterebilmelidir. Bu nedenle, her iki gruptaki
bilesiklerin ikameleri, pECso degerlerini dikkate alarak uygun kimyasal cesitliligi
saglamalidir. Incelenen bilesiklerin aktivite dagilimi goz oniine alindiginda, egitim
setinde en aktif ve en az aktif molekiillere sahip olmak ve test setinde genis bir aktivite
dagilimi1 olmasi gerekmektedir. Bu kosullar g6z oniine alindiginda, egitim setleri (27

bilesik) ve test (9 bilesik * ile isaretli) Tablo 2.1'de 3: 1 oraninda boliinmuistiir.

2.3. Hizalama, Siiperimpoze ve Siiperpozisyon

Reseptore baglanmasindan sorumlu olan farmakoforun bilinmedigi durumlarda, ligand
bazli aktif saha hizalamasi, L-R komplekslerinin yapisal analizi i¢in yaygin olarak
benimsenen bir tekniktir. L-R'nin etkilesim haritasini anlamak i¢in 3B molekiil
yapilarinin benzerligini arastirmak i¢in yararli bir yaklagimdir. Bu yaklagimla, mevcut
ilaglar veya ilag benzeri ligandlar i¢in onerilen farmakoforu bulmak mimkiindiir.
Farmakofor tespit edildikten sonra, bu yapiya sahip yeni molekullerin aktivitesi

hesaplanabilir [93].
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Tablo 2.1. Egitim ve test seti molekullerinin yapilar1 ve biyolojik aktiviteleri. Testseti *

ile isaretlendi.

R,
ol io ol
2t
N- N 0]
Comp. R, R; Exp. Values Pred.
No pECso(uM) Values

01 H -CH3 4.050 4.050
n02* 4-F -CH3 3.780 3.933
n03 4-Cl -CH3 3.450 3.470
n04 4-Cl -CH2CH3 3.290 3.291
n05S 4-Br -CH3 3.290 3.310
n06* 4-Br -CH2CH3 3.140 3.150
n07 3-F -CH3 3.920 3911
n08* 3-Cl -CH3 3.660 3.656
n09 3-Cl -CH2CH3 3.370 3.471
nl0 3-Br -CH2CH3 3.310 3.327
nll 2-F -CH2CH3 3.670 3.590
nl2 2-Cl -CH3 3.720 3.685
nl3 2-Cl -CH2CH3 3.360 3.326
nl4 2-Br -CH2CH3 3.470 3.477
nls 4-OCH3 -CH3 3.350 3.361
nl6 4-OCH3 -CH2CH3 3.220 3.200
nl7 3-OCH3 -CH3 3.490 3.442
n18* 3-OCH3 -CH2CH3 3.260 3.053
nl9 2-OCH3 -CH2CH3 3.510 3.515
n20 2.4-di-Cl -CH2CH3 2.920 2.938
n21 2.3-di-Cl -CH3 3.100 3.121
n22* 2.3-di-Cl -CH2CH3 2.780 2.859
n23 3.4 -di-Cl -CH3 3.320 3.230
n24 3.4 -di-Cl -CH2CH3 3.090 3.125
n25 H -CH2CH3 3.880 3.837
n26 4-F -CH2CH3 3.770 3.684
n27%* 3-F -CH2CH3 3.640 3.540
n28 3-Br -CH3 3.570 3.557
n29 2-4-di-F -CH3 3.810 3.772
n30 2-4-di-F -CH2CH3 3.480 3.579
n31 3.4-di-OCH3 -CH3 3.050 3.082
n32 3.4-di-OCH3 -CH2CH3 2.750 2.798
n33* 2-F -CH3 3.880 3.832
n34 2-Br -CH3 3.660 3.703
n35 2-OCH3 -CH3 3.730 3.752
n36 2.4-di-Cl -CH3 3.810 3.776
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Ligand bazli bir ¢aligma olan 3D/4D-QSAR'daki farmakofor yapisini tanimlamanin en

buyiik problemlerinden biri, reseptorlere gore ligandlarin yerlestirilmesidir.

Bu nedenle, QSAR'dan 6nceki 6nemli bir adim, arastirmaya tabi tutulan bilesikleri st
uste koymaktir, bu da ortak bir hizalama modeli anlamina gelir. Tim molekiillerin st
uste gelmesi i¢in, sablon molekiliinde mevcut olmasi muhtemel olan "Aday b-Fa"
yapisinin atomlart kullanilir ve kalan tim atomlar bu gerceveye gore yonlendirilir. Son
cergeve, tum yapilarin ortalamalar1 olarak donatillan yonelimlerde elde edilir [94].
Bununla birlikte, eger bilesikler ger¢ek bir ortak yapiya sahip degilse, ust Uste
bindirmeleri zordur ve karmagiktir [95]. Cogunlukla, iki 6zdes yap1 karsilastirilsa bile,
¢ogu zaman farkli bir yonelim ve pozisyona sahip olduklart i¢in kolaylikla st tiste
gelemezler. Bu iki yapi, ortak bir yapida hizalanmalidir, boylece ayni mekansal forma
gore c¢alisilacaklardir. Ortak bir yapiya sahip olmanin zorlugunun aksine, molekiller
arasinda farmakofor yoluyla uyumlulugun saglanmasi i¢in rasyonel bir yaklagim
gelistirilmistir [94]. Boylece; Analiz edilecek molekullerin 3D yapilart bindirilerek
eslestirilir. Bu yontem, bilesiklerin ortak bir makromolekiiler hedefe ayni dogrultuda
baglanmasini saglar. Ligandlar yapisal ve farmakolojik olarak uygun bir sekilde

bindirildikten sonra, farmakofor yoluyla reseptore baglanma gergeklesebilir.

Aktif ligandin, basit bir iskelet ve iskeletteki az sayida elemandan dolay1 az sayida
uyusmaya sahip olmas: miimkiindiir. Ozellikle, tek bir konformer degilse, bir ligandin
en az sayida konformer ile en distik enerji uyumu sablon olarak segilebilir. Boylece,
farmakoforun ortak yapisi kolayca bulunur ve tim molekiller en iyi sekilde st tiste
bindirilir. Uygun bir sablonun secilemeyecegi durumda, tim esnek molekiillerin
konformerleri aragtirilmalidir. Bu ¢ok uzun ve zaman alic1 bir yoldur. Ttm ligandlar1 bir
sablon olarak temsil edebilen bir ligandin en dusik enerji konformerini se¢mek igin
yaygin olarak kullanilan bir yontemdir. Hem sablondaki hem de mevcut konformerdeki
atomlar, tanimlayicilarina ve mekansal konumlarina gore birbirleriyle kargilastirilir.
Superpozisyon, bu iki konformerdeki en fazla ortiisen atomlarin sayisiyla bulunur.
Superpozisyon ile, tim ligandlar reseptor ile ayni pozisyonlarda etkilesime girecektir
[96]. Farmakoforun kesfi, bindirme ile olusan ortak yapiyi igeren siiperpozisyona

dayanir [22, 97, 98].
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2.4. Kartezyen Koordinatlarda Atomik Konumun Belirlenmesi

Bagka bir problem, molekiillerin uzayda farkli uyumlarla temsil edilmesinin yaninda,
gergege yakin araglarla tammlanmis olmalaridir. I¢ koordinat degerleri, molekiiler
yapilart dogru bir gekilde temsil etmek igin yetersizdir ve stereoizomerde bir ¢oziim
uretememis ve Ozellikle dizlemsel olan atomlar i¢in kaosa neden olmustur [99, 100].
Kartezyen koordinatlar, dogal bilimler, mithendislik ve diger birgok geometri alani ile
ilgili farkli disiplinler i¢in 6nemli bir aragtir. Bilgisayar grafikleri, bilgisayar destekli
geometrik tasarimlar ve geometri ile ilgili diger veri islemlerinde kullanilan en yaygin

koordinat sistemidir.

Molekiiliin uzaysal yapisint dogru olarak yansitmak i¢in bir Kartezyen koordinat sistemi
secilmistir. Molekulin stereokimyasal 6zelliklerinde farki gosteren ve konformerlerin
¢ boyutlu uzamsal diizenlemesini temsil eden Kartezyen koordinatlarin [98, 100],
kullanilmasi, atomlarin pozisyonlarina gore kiumelenmesi i¢in ¢ok onemlidir.
Molekiillerin bu mekansal dokiimantasyonla hizalanmasi, boylesine rasyonel bir sisteme

gore gergeklestirildi.

Bir baslangi¢c noktasi olarak, b-Pha atomlarinin ilk Gi¢ atomu merkez koordinatlarina
yerlestirilir ve boylece tim konformerlerin sablon konformer [101-103] 'e gore st Uste
gelmesi i¢in hizalanirlar. B-Pha'daki ilk (orijinal), ikinci ve tglnct atomlar sirasiyla
Kartezyen koordinat degerleri (0, 0, 0), (x, 0, 0) ve (x, y, 0) olarak dizenlenmistir.
Kalan atomlar, koordinat merkezinde bu t¢ atoma gore yonlendirildikten sonra yeni
koordinat degerlerine sahip olacaktir. Her iki incelenen konformer ve sablon
konformerinin b-Pha igindeki ti¢ atomu hizalayarak diger atomlar en iyi sekilde tst tiste
yerlestirilebilir. Bu durumda, atomlar daha kolay kiimelenir ve stereoizomerik
yapidakiler de dahil olmak tizere tiim atomlar ger¢cek konumlarinda degerlendirilebilir.
Bunu yapmak i¢in, tanimlayict toleransi (Aq) degerleri ve uzunluk toleransi (Ar)
degerleri, mevcut molekiler konformasyonun atomlarinin gablon konformasyonunun
atomlariyla uyusup uyusmadigini kontrol etmek i¢in kullanilir. Ar degeri, her iki
konformerin atomlarinin x, y ve z koordinatlarina denk olan esnekliktir. Bag uzunlugu
(1.0-1.5 A) dikkate alindiginda, Ar 'nin limit degeri, 0.1 ile 1.0 arasinda degisir . Aq 'nun
degeri ise; minimum ve maksimum tammlayici araliklarindaki sinir degerlerine gore
belirlenir. Degisen tolerans degerlerine gore, en iyi sonucu vermek i¢in yerel atom

pozisyonlarinin optimum kiimelenmesi otomatik olarak elde edilir.
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Sablon konformasyonlarinin konumlari, kiimelenmelerin kaynagi olabilen atomik
konumlarin olugturulmasi sirasinda genellikle yetersiz kalabilir. Diger konformerlerin
pozisyonlari, atomlar1 uzayda kiimelemeye yardimci olan kaynaklar olusturmak igin
kullanilir. Bunun i¢in en aktif ve en az aktif olan toplam on ligandin atomik
pozisyonlart da kullanilir. Ctunkti bu ligandlar bu pozisyonlardaki atomik etkilesimleri
nedeniyle az ya da g¢ok aktiviteye sahip olabilirler. Arastirma altindaki ligandlarin
sayisinin 1/10'unun atomlarin bir pozisyonda olmasi ile kiimelenmesi durumunda, bu
pozisyondaki atomlar, istatistiksel hesaplamalar i¢in yeterli sayida oldugunu varsayarak,
yanit degiskenleri olarak hesaplanabilir. Atomlarin  kiimelenmesi, tanimlayici
degerlerinin ve konumlarinin verilen tolerans degerleri icinde olup olmadigina gore

gergeklesir.

2.5. Molekiiler Konformer Elektron Topolojik (MCET) Metottaki Adimlar
2.5.1. Pharmacophore Yaklasimi

Atomlarin veya molekil gruplarinin 3D uzaysal duzenlemelerinden olusan
farmakoforlar, enzimler veya reseptorler ve sonugta ortaya ¢ikan biyolojik aktivite ile
spesifik etkilesimlerden sorumludur. Farmakofor se¢imi ¢ogunlukla subjektiftir. Bunun

icin, bir dizi bilesikten 'konsensiis imaji' iretmenin daha hassas yollari gereklidir.

MCET calismamizda, farmakoforda ¢ ayirt edici 6zellik vardir: Farmakofor, (1)
aktivitenin temel yapist olan b-Pha ve (2) pozitif ve (3) olumsuz katki 6zelliklerinden
olusur. B-Pha gereklidir, ancak yeterli bir aktivite kogulu degildir. B-Pha varliginda,
molekiiliin aktivitesi APS tarafindan kismen veya tamamen azalir, bu da reseptore

dogru yerlestirilmesini veya AG tarafindan giiclendirilmesini 6nler [26].

Cok noktali farmakofor modelleri bi¢iminde, farmakofor modellerinin, incelenen
molekillerin bilinen veya tahmin edilen aktif konformasyonuna gore nasil tiretildigi
gosterilebilir. Atomlardan, gruplardan veya o6zelliklerden olusan ¢ ve dort noktali
farmakoforlar, ortak bir ¢ergeveden belirlenen i¢ boyutlu bir gekil ile temsil edilebilir.
Buna gore dort noktali bir farmakofor dort nokta ve altt mesafeden olugsmaktadir [104].
Aday b-Pha’lar, tim molekillerin olusturdugu siiperpozisyonun ortak c¢ercevesi
tizerindeki atomlarin kombinasyonuyla olusturulur. Benzer b-Pha’lar en az bir nokta ile
birbirinden farklidir. Seri molekillerdeki bu farklilikla, b-Pha’nun yapisinin gortnip

gorinmedigini belirlemek igin evet/hayir cevaplart kullanilir. Tam aktif molekiillerin en
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az bir uyumlu yapisinda, yapiy1 sorgularken "evet" gelmezse bu yapi b-Pha olamaz.
Geleneksel olarak kullanilan 3-nokta b-Pha ile baslayarak, b-Pha yapisindaki noktalarin

say1st, tim molekiillerdeki ortak pozisyonlarin sayisina genisletilmisgtir [ 105].

Farmakofor modeline ulagmak i¢in, MCET yontemi asagidaki varsayimlar: yapar;

a) Aragtirilan aktif molekullii konformerlerin en ust Uste bindirilmis olant farmakofor
icerebilir. Bu c¢aligmada, "aktif konformasyon" terimi belirtildiginde, ligandin

farmakofor yapisini igeren konformer animsanmalidir.

b) Farmakofordaki atomlar, ligandin reseptor ile etkilesime girmesi ig¢in gerekli olan

lokal reaktivite tanimlayicilarina sahiptir.

¢) Yapisal olarak farkli ligandlardan olusturulan farmakofor, reseptorin tek bir uygun

yapist ile etkilesimi sirasinda nasil baglandigini gosterir.

d) Farmakofor b-Pha, AG ve APS gruplarini igerir. B- Pha, tim aktif molekillerin aktif
yapisindaki ortak yapida bulunur, ancak inaktif molekullerin herhangi bir uyumunda
bulunmaz. Bu nedenle, b-Pha yapisi etkinlik i¢in 6nemli bir 6zellige sahiptir. Diger
taraftan, b- Pha yapist ile birlikte biyolojik aktivitede rol oynayan AG veya APS
gruplart sirasiyla aktiviteyi arttirmakta veya azaltmaktadir. Aktiviteye katilan tim

gruplar, ligandlarin her birinde ayni seviyede mevcut olmayabilir.

e) Her bir ligandin aktivite degeri, reseptorde etkilesime gegmek igin aktif

konformasyon uizerindeki farmakofor sablonunun sayisal degerlerine baglidir.

f) Oksijen veya nitrojen atomlar1 gibi en az bir fonksiyonel atom igeren templateligand

tizerindeki Gi¢lii atom kombinasyonu, temel-Pha adayinin éncii atomlarini olugturur.

g) Ust iiste bindirilen ligandlarin karsilastirilmasinin bir sonucu olarak, hepsinin bir

araya getirildigi ortak yapi, yerlesik siiperpozisyonu olusturabilir [106].
h) Ligandlarin reseptorle etkilesimi, farmakofor yoluyla gergeklesir.

i) Aktif bir konformasyon, ayni zamanda, ligandinin diger uyum saglayicilarini,
farmakofor vasitasiyla da temsil etmektedir. Bunu yapmadan once, bu konformer
reseptor disindaki diger konformerlerle dinamik dengeyi kurar.Ligand simdi birgok

farkli konformer yapidan bagimsiz olarak reseptor ile etkilesime giren belirli ve kat1 bir
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yaptya sahiptir. Bu nedenle, ligandlar, reseptorle kompleksler olusturmak i¢in uygun
sekilde uist tiste geldiklerinden emin olmak igin rijit bir hizalamanin énemi buyuktir, bu

noktada, aragtirma daha az dikkat, daha kolay ve daha giivenli bir diizenleme gerektirir
[93].

2.5.2. MCET Yontemin’de Kullanilan Algoritma

A. Veri Kiimelerinin
Hazirlanmasi ve Tiim
Bilesikler Icin Baslangictaki 3D
Modellerin Olusturulmasa.

|

Toplam N sayidaki bilesiklerin deneysel
aktivitelerinin siralanmasi.

|

“— n=17N

]

n.ci bilesik i¢in toplam I sayisinda konformerlerin
olusmas1 ve optimizasyonun yapilmast.

!

i=1, 1 <
v

1. konf. E<5 J/mol

‘t‘;
Her bir konformerin ETM'ini ve koordinat
degerlerini dosyalarda tutulmast.

a
\ 4

Sekil 2.4 Molekiler Konformer Elektron Topolojik (MCET) Metodun uygulama basamaklari
A,B,C,D ve E basmaklari



B. Konformerlerin karsilastirilmasi ve

farmakofor elementlerinin tutulmasi.

\ 4
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Referans olarak, temel iskeleti olusturmak igin basit
ve en aktif molekiiliin tek bir konformerini se¢in.

[

Biyolojik aktivitedeki ilk tanimlayici olarak, referans
konformerde bulunan atomlarin kombinasyonu ile
olas1 K-sayisinda cekirdek yapilarini olustuma.

!
4 > k=1, K

X

k-Pha i¢in gerekli uygun
tolerans degerini gir.

N4

i=1, |

a

1

i-konformerin atomic kombinasyon
yaparak referansin gekirdek yapidaki
atomlari ile kargilagtir.

Cekirdek yapiya sahip
konformerlerin en iyl
cakigmasina gore siraya
koyun.

-

i-conformer Evet
cekirdek yapiya
sahip mi?

Konformerin ¢ekirdek
yapisina ait ilk tg
atomunu kartezyen
koordinat merkezinde

s

. L Hayir

Sekil 2.4. ‘in devami




C. M-say1 egitim setinde AG veya
APS gruplarinin tanimlanmasi i¢in,
asagidakilerle cok adimh analiz
yapilmasi

\ 4

Radyal mesafe, a¢1 ve dihedral(torsiyon)
acinin tolerans araliklarini ayarlama.

!

En aktif veya daha az aktif bes molekiiliin konformerlerinin j
pozisyonundan kaynaklanan J-toplam sayisini tanimlayin.

\ 4

Tim konformerler ig¢in Genetik Algoritmay1 uygulayan 6zellik
secimine AG ve APS'yi gonderin.

L
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D Ayni anda cahsan iki veya daha

fazla tanimlayicimin bir
kombinasyonunu kullanma

J1 ve j2 konumlariyla iki tanumlayicinin alt
kamelerini kullanim.

Modelde kullanmilacak
AG ve APS ozelliklerini
ve ayarlanabilir sabitleri

kodlayn.

AG / APS i¢in reseptor-ligand etkilesimlerinin temas
noktalar: oldugu diistiniilen Newton Raphson tarafindan
ayarlanabilir sabiti hesaplaymn.

Model, daha
hatasiyla daha kesin sonuglar
verdi mi?

az karekok

Hayir

Alma, tekrarlama ve cgesitli kombinasyonlar1 ikiden
fazla tammlayiciy kullanin.

|

Son modelin en iyi tamimlayici alt kimeleriyle
istatistiksel PLS yontemini temel alarak olusturuldu.

:

E.Test setinde korelasyonu analiz etmek

icin nicel (matematiksel) modeller
olugturulur.
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2.6. Degrade tabanh dogrusal olmayan en kiiciik kareler ile(NLLS) en iyi duruma

getirme algoritmasi kullanma

NLLS, bilinmeyen parametrelerde (m> n) lineer olmayan bir modelle bir dizi gozleme
uymak i¢in kullanilan en kugik kareler analizidir. Dogrusal olmayan modeller
(NLM'ler), hemen hemen her miihendislik uygulama alaninda bir¢ok fenomeni
modellemek i¢in yaygin olarak kullanilan bir ¢6ziimdur. Dogrusal olmayan elastik
deformasyon ile makromolekillerin elektrostatik potansiyel alani arasindaki etkilesime
yonelik bir matematiksel model tarif edilmis ve analiz edilmistir. Bu tiir dogrusal
olmayan modeller, cesitli elektrostatik etkilesimler sirasinda buytik makromolekiillerin
konfigtirasyon degisiklikleri ve yapisal stabilitesinin ¢alisilmasinda muazzam bir
potansiyele sahiptir [107]. Yuzyili agkin bir siiredir, biyolojik bilimciler dogrusal
olmayan esitlige dayanan makroskopik siirekli modeller kullanarak Ligand-Reseptor
(LR) etkilesimlerini modellediler [108, 109]. NLM'ler, ¢oklu parametrelerin varligi
nedeniyle kismi diferansiyel denklemlerin kullanilmasini gerektirir. NLM'ler, regresyon
veya yanit ylzey modelleri ile en uygun parametreleri belirlemede yardimci olur.
Modelin bagimli degisken olarak ¢iktisi, parametrelerin ve yanit degiskenlerinin

dogrusal olmayan bir islevidir [110].

L-R arasinda bir tir simiilasyon modeli olan NLM'ye sahibiz. Boyle bir simiilasyon
modeli kurmak i¢in, modeli kalibre etmek igin kullanilabilecek verileri
gozlemledigimizi varsayiyoruz. Kalibrasyon genellikle similasyon modeli ig¢in en
uygun parametre ayarlarint belirlemek igin bir optimizasyon probleminin ¢oziminu
gerektirir. Bu ¢aligmada, L-R arasindaki etkilesim mekanizmasinin simulasyon
modelini kurmak i¢in NLM'yi kalibre ederek aktivite degerlerini belirledik. Bunun igin,
kalibrasyon, similasyon modeli i¢in optimum parametre ayarlarini (ayarlanabilir
sabitler) belirlemek i¢in en iyi optimizasyona sahip ¢oziimdir. NLLS algoritmasinin,
fitness fonksiyonunun hata karelerinin en kiigiik toplami ile belirlendigi gergegine gore
bir en aza indirme algoritmasi olarak kullanildig: varsayilabilir [111]. LM algoritmas,
gradyanlt bir NLLS optimizasyon algoritmasi, evrim sirasinda sembolik ifade
agaclarindaki sabit degerleri ayarlamak i¢in kullanilir. Cesitli uygulamalar tarafindan
bilinen bu algoritma ayn1 zamanda klasik birlesik optimizasyon problemlerini ¢ozmek
icin kullantlir ve otomatik farklilagsma ile elde edilen agaglarin kismi tiirevlerinden

olusan gradyan bilgisine dayanir [111-114]. Boylece, LM kismi diferansiyel denklem
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sistemleri kullanilarak optimum sayida parametre ve bu parametrelerin optimal
degerlerinin bulunmasina yardimci olur. LM yontemi, projeksiyon tabanli ve parametrik
olmayan regresyon yontemlerine benzerdir, ancak LM'nin genellikle projeksiyon tabanli
yontemlerden daha kapsamli bir model (daha az skor vektorleri) urettigi bilinmelidir.
LM uygulamast ¢ok sayida QSAR denkleminin turetilmesine izin verir, ancak benzer
veya gereksiz cevap degiskenlerinden kaginilir. LM tarafindan kurulan modelde atomik
tanimlayicilar birbirinden bagimsiz olarak ¢ boyutlu alanlarda davranir ve aktivite

degerleri verir.

Yanit degiskenlerinin bir kombinasyonu, ayni anda reseptor ile etkileserek otomatik
olarak teshis edilir. Ilk olarak, aday b-Pha yapisinin ilk ii¢ atomunun cevap degiskenleri
olarak etkilesimi sonucunda elde edilen en iyi 100 istatistiksel deger, yonlendirilmig
atomik pozisyonlarin daha sonraki incelemeleri i¢in ele alinir. Daha sonra, d, e, f, vb.
Konumlardaki atomlarin eklenmesi, istatistiksel sonuglardaki artisin% 1'den daha buyuk
olmasina gore korunur. Sonug olarak, b-Pha, AG ve APS, 3D konumdaki atomlardan
LM'de belirlenen en 1iyi istatistiksel sonuglarla birlikte goriiniir. Her aday b-Pha i¢in
uretilen kiime kombinasyonlarindan olusan farmakofor hipotezleri tretilir. Yeni lokal
reaktivite tanimlayicilari, L-R arasindaki toplam baglanmayan enerjiye bagli olarak

aktiviteyi hesaplamak i¢in LM'de cevap degiskenleri olarak kullanilmigtir.

2.7. Yeni Yerel Reaktivite Tanimlayicisi: Klopman Index

Organik kimya reaksiyonlar1 i¢in kullanilan Klopman-Salem denkleminden elde edilen
yeni bir reaktivite tanimlayicisi, ilk olarak QSAR c¢aligmalari i¢in tarafimizdan tanitildi.
Regio/stereo selektivite reaksiyonlari, denklem 1 araciligiyla ortiisen orbitallerin
katsayis1 tarafindan kontrol edildi [115, 116]. Ilgili Klopman-Salem kavrami “6n ve sarj
kontrollii reaksiyonlar” dogru bir sekilde elektrofil ve nukleofiller arasindaki
reaksiyonun regio/stereo segiciligini tanimlar. Klopman-Salem, kimyasal reaktivite igin
asagidaki basitlestirilmis denklemde verilen iki molekiil arasindaki orbitaller st tste
bindiginde kazanilan enerji (AE <0) veya (AE> 0) i¢in bir ifade elde etmek i¢in
pertiirbasyon teorisini kullandi [117, 118].

AE = QnucQelec 2 cnucCelecB ? (21)

eR EHoMo nuc ~ELuMO elec
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Esitlik 2.1'deki ilk terim sadece Coulombic itme veya c¢ekimdir. Ikinci terim, sinir
orbitallerindeki etkilegimleri temsil eder. Quuc ve Qelec'in niikleofil ve elektrofil atomlari
tizerinde toplam yiik oldugu, atomlar arasindaki R mesafesi, € lokal dielektrik sabiti, 8
rezonans integralleri, molekiler orbitalde atomik orbital katsayisi, nikleofil/elektrofilin

molekiiler orbitalindeki Egomo/ELumo enerjisi.

2

AE = ] Qnuc,jQelec,j ] 2 CpucjCelec,j Bj 2.2

— =1 R, J=1E —E (2.2)
€y HOMO nuc LUMO elec

J'nin her bir atomu farmakoforda gosterdigi ve J, bu konformasyonun toplam atom
sayisini temsil eder. Ligandlar veya reseptorlerden biri nuikleofil ve digeri elektrofil
olarak kullanilir. Yazilimimizda, ligandlar istege bagli olarak program arayiiziinden
niikleofil veya elektrofil olarak tanimlanabilir. Eger ligandlar niikleofil olarak secilirse,
reseptor bir elektrofile veya tam tersi olarak hareket edecektir. Ornegin, ligandlar
esitlik 2.2'deki niikleofiller olarak disinin. Bu denklemde kullanilan etkilesim
noktalarindan ortaya ¢ikan enerji araciligiyla farmakoforun yapisimi kesfetmek igin
reseptorin Epumo (elecy degerini tahmin etmemiz gerekir. Ligand Qnue, Cnue ExoMo (nue),
ELumo (elec) Vb. Degerleri kuantum kimyasal hesaplamalardan elde edildikten sonra, bu
reseptor degerlerini iceren bazi sabitler ligand ile etkilesimi sirasinda tahmin edilebilir.
Reseptoriin  yan tarafindaki atomik tanimlayicilart igeren Kappa (k) ve Xi (&)
sabitlerinin hesaplanmasinda kolaylik saglamak i¢in, c¢alisma altindaki ligandlarin
ELumo (elecy degerti, alicinin Epumo (elec) degeri yerine kullanilir. Tam ligandlarin reseptorle
nikleofilik  etkilesimi, denklem 2.2'de goruldugt gibi, etkilesimli enerji
hesaplamalarinda paydadaki Erumo elec) degeri nedeniyle sadece kiigik ve yaygin bir
hataya yol agar. Varsayima dayanarak, K (Q igeren) ve & (igeren-c) reseptor tarafindaki
her bir etkilesim atomu i¢in ayarlanabilir sabitler bilinmemektedir. Bu ayarlanabilir

sabitler, asagidaki esitlikler 2.3 ve 2.4 ile ifade edilir.

K = Qelec/ER (2.3)

&= (CeIGCB)Z (2.4)

Esitlik 2.1, hesaplanacak ayarlanabilir sabitleri (x ve &) iceren denklem 2.5'e
dontstiralir.

j 2*(er.lucni)2
AEni = 5:1 Kj * Qni] - 5:1 Ej * ' (25)

Eyomo nucni —ELuMO elec
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Esitlik 2.5'deki j-pozisyonlarinin her biri igin, L-R arasindaki ayarlanabilir sabitler (x ve
&) oldugu kadar liganda ait atomik tanimlayicilar da vardir. Kolayca manipiile edilen
degiskenlerden etkilenen L-R sisteminde, tanimlayicilarin gereksiz veya anlamsiz
ozelliklerde olmasini 6nlemek i¢in kurulacak modeli tasarlamak gereklidir. Her aktif

ligand kendi basina b-Pha'ya sahip olabilir.

Her aktif ligand, kendi en 1yi st Uiste gelme konformer formu vasitasiyla b-Pha'ya sahip
olabilir. Bu yap1 i¢in karsilik gelen reaktivite tanimlayict degerleri, aktivitenin
hesaplamasina  dahil  edilir. =~ Pharmacophore'a  karsilik  gelen  ligandlarin
siperpozisyonunda atomik degerleri kullanarak, reseptor tarafinda ayarlanabilir sabitler
hesaplanabilir. Bu sabitler, reseptoriin reaktivite tanimlayicisi, L -R arasindaki mesafe,
ortamin dielektrik sabiti, vs. gibi, denklestirilemeyen degerleri igerir. Esitlik 2.5'de hem
ligand hem de reseptor, yanlardaki atom veya gruplarin pozitif veya negatif katkilara
gore etkilesim enerjisine kugiik ya da buyluk degerlerde katkida bulunur. Lidand ile
reseptor etkilesiminde ligand ve reseptore baglt atom ya da atom gruplarinin etkilegim
degerleri negatif-negatif veya pozitif-pozitif ise, etkinlik APS etkisi ile azalir; Aksi
takdirde, negatif- pozitif veya pozitif- negatif ise AG etkisi artar. Bu etkilesimlere ait
enerjinin tamami L-R arasindaki i¢ enerji degisimi AE’dir. Sabit basingta yapilan
termodinamik iglemler i¢in enerji degisimlerini AE yerine entalpi degisimi (AH) olarak

gostermek alisilmistir. Entalpi degisimi ile i¢ enerji degisimi esitlik (2.6)’deki gibidir.
AH = AE - A(PV) (2.6)

Katilarda ve sivilarda esitlik (2.6)’daki A(PV) degisimi ¢ok diisiik olmasindan dolay1
ihmal edilir ve L-R arasindaki etkilesim i¢ enerji degisim entalpi degisimine esitlik (2.7)

gibi olur.
AH = AE (2.7)

Aktivite degerleri L-R arasindaki denge sabitine bagli olan AG Gibbs etkilesim
enerjisinin miktarina gore hesaplanir. Bununla birlikte, bir molekil igindeki aktif
konformasyon ve diger konformerler arasindaki olusum enerjisindeki farkliliklar thmal
edilir ve bunlar arasindaki dinamik denge reseptorin disinda kurulur. Tek bir aktif
konformasyonun reseptor i¢inde etkilestigini hesaba katarak, baglanma sonucu toplam

entropi degisimi (baglanma entropisi AS) iki entropik terimle ifade edilir:
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AS = ASsolv + ASr/t (28)

ASsolv, ¢oziicii ile kaplanmig molekiiliin yiizeyi tizerindeki ¢oziciinin salinmasindan
kaynaklanir ve ¢ogunlukla pozitif degeri nedeniyle baglanma entropisine olumlu bir
katki yapan entropi degisimini temsil eder; ASr/t, molekiil ve reseptor kompleksi
olusumu sirasinda translasyonel ve rotasyonel serbestlik derecelerinin kaybina bagl
olarak soliisyondaki partikiil sayisini azaltir ve baglanma entropisine olumsuz katkida
bulunur. Yukaridaki iki entropic terim net entropi degisikligine neden olur. Genellikle,
baglanma tepkimeleri meydana gelmesi durumunda, baglanma reaksiyonlari, biyik
¢oziict entropi kazanci (pozitif ASsolv) veya uygun protein-ligand etkilesimleri yoluyla,
kaginilmaz entropik degisimlerin (yani negatif ASr/tupon baglanma) [119, 120]

ustesinden gelmek zorunda kalacaktir [121].

Esitlik 2.8'de oldugu gibi, pozitif ve negatif entropi degisimleri yaklasik olarak birbirine
esit ise (ASsolv = ASr/t), net entropi degisimi (AS = 0), baglayic1 serbest enerjiye

olumlu ve olumsuz bir katk1 saglamamaktadir.

AG = AH-T AS (2.9

AG =AH = AE (2.10)
Ligand ve reseptor arasindaki reaksiyon sirasinda AE enerjisiyle dengedeki denge
miktarinda ligand aktivitesi olusur.

L+R < L-R.

Bu nedenle, aktivite AE enerji ile tstel olarak iliskilidir. Esitlik 2.11'de, her ligandin
biyolojik aktivitesi bagimli degisken olarak ve ligandin lokal reaktivite
tanimlayicisindan kaynaklanan etkilesim enerjisi olarak cevap degiskenleri olarak

kullanilmaigtir.

A, = Ay * eAEn/RT (2.11)

Esitlik 2.11°de AE, degeri'0' iken, L-R arasinda bir etkilesim yoktur, ve A, = Ao, bir
sabittir. Egitlik 2.5'te her bir j-pozisyonu i¢in K ve & LM algoritmast kullanilarak

digerleri ile eszamanli olarak olusturuldu. Bunlar, denklem 2.11'de Gs olarak kullanilan
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AE,'deki cevap degiskenleri ile ¢garpma bi¢imindedir. Boylece, alict bolgedeki etkilesim
bolgeleri i¢in ayarlanabilir sabitler, ligandlardaki atomik tanimlayicilara dayanarak
belirlenebilir. K ve & 'nin onerildigi denklem 2.11°in dogrusal olmamasi nedeniyle,
aktivitelerinlerin hesaplanmast NLLS ¢oziimtnin istatistiksel sonuglarina gore yapilir.

Referans molekiili I¢in n = 1 aldiktan sonra, esitlik 2.11, esitlik 2.12'e dontistarilir.

A; = Ay x e AEURT (2.12)
Asagidaki esitlik 2.13, esitlik 2.11'in esitlik 2.12’¢ ile bolinmesiyle elde edilir.

e—AEn/RT

An = Alm (2.13)

Esitlik 2.13, esitlik 2.14'e yeniden diizenlenir ve n numarali molekler (A,) referans (A;)
aktivitesine gore hesaplanir.

A, = A;eAE=4En)/RT (2.14)

A, n. molekuliniin aktivitesidir, A; ise [-inci referans molekilinin aktivitesidir.
Modelin ¢iktisi, ligand iizerindeki atomik tanimlayicilardan ve reseptor tarafindaki

ayarlanabilir sabitlerden kaynaklanan dogrusal olmayan bir iglevdir.



3. BOLUM

BULGULAR

3.1. Calisilan Bilesik Serisindeki Bulgular
Bu caligmada:

1) Spartan’08 software paket programinda:

la. Molekiler konformerlerin belirlenmesi i¢in, molekiiler mekanik hesaplamalar,

1b. Her bir konformere ait kuantum kimyasal hesaplamalar yapilmisgtir.
2) Y. GUZEL tarafindan gelistirilen;

2a. Her bir konformer i¢in Spartan paket programinda elde edilen kuantum kimyasal

sonuglar1 Elektron Topolojik Matris’e (ETM) dontistiren program kullanilmistir.

2b. Aktiviteleri hesaplamak i¢in MCET program: kullanilmigtir. Bu programin

isleyisi sirasinda:

2bl.. Referans molekil konformeri ile ETM matrislerinin karsilastirilmasi
sonucu ortak yapilardaki atomlarin kombinasyonundan Pha atom
gruplarini éngoren,

2b2.. Pha’1 tagtyan konformerlerin Pha atomlarint align yaptiktan sonra her
bir konformerdeki tiim substitiientleri yeni kartezyen koordinatlarina
tagtyan,

2b3.. Genetik Algoritma (GA) kullanilarak Pha etrafindaki AG ve APS
gruplar1 tahmin eden,

2b4.. Basit Leave One Out Cross Validation (LOOCYV) igerisinde istatistik
sonuglara dayanarak egitim ve test setleri ig¢in aktiviteyi belirleyen

onemli adimlar vardir.
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2¢. Excelde Model Analizi (EMA) ile tiim sonuglari istatistik degerleriyle dogrulugunu

gosteren program kullanilmistir.
3.2. MCET Yonteminin Uygulanmasi

Deneysel aktivitesi bilinen 1,3,4-Okzadiazol Bulunduran Siilfon tiirevlerinin 36 adet
bilesigi literatiirden alinmistir [24]. Tablo 2.1 ‘de caligilan bilesik serilerinin temel

iskeleti ve bu iskelete bagli olan substituentler deneysel aktiviteleri gosterilmistir.

En aktif, en basit ve konformasyonel olarak en kati1 bilesik Tablo 2.1'den referans n01
olarak se¢ilmistir. Bu referansa gore, bitin bilesikler, Sekil 3.1'de gosterildigi gibi a, b

ve ¢ olarak adlandirilan atomlarla hizalanir ve kalan atomlar bindirilir.

Sekil 3.1.a b-Pha yapist; model-1 (a) ve model-2 (b) i¢in tanimlanan AG veya APS
gruplari, burada gruplar sirasiyla, Tablolar 3.1 ve 3.2, a, b, ¢ vb.

Sekil 3.1.b b-Pha yapisi; model-1 (a) ve model-2 (b) i¢in tanimlanan AG veya APS
gruplari, burada gruplar sirasiyla, Tablolar 3.1 ve 3.2, a, b, ¢ vb.
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Tiam ligandlarin, her bir aday b-fazinin ilk i¢ atomunun bagslangi¢ noktalari olarak (0, 0,
0), (x, 0, 0) ve (%, y, 0) hizalanmasiyla en 1yi sekilde st iste yerlestirilmesi saglanir. En
fazla ve en az aktif olan 4 ligandin (n01, n20, n31 ve 32) yonelimli atomlarinin
pozisyonlari, model-1 i¢in b-Pha (Tablo 3.1) ¢evresinde yeni konumsal noktalar ve
yonelimli atomlarin pozisyonlart olusturur. 3 ligand (n01, n32 ve 36), model-2 i¢in b-
Pha (Tablo 3.2) etrafinda yeni konum noktalart olusturur. Her bir ligand konformeri
icin x, y ve z yonleri ile belirlenen pozisyonlardaki atomlar, belirtilen tolerans degerleri
dahilinde etiketlenmis ve kiimelenmistir (Aq = 0.1, Ar = 0.6). Konumdaki molekiillerin
say1st, incelenen toplam molekiillerin 1/10'undan daha buyiikse, bu pozisyonlardaki
atomlar, aktivitede rol oynayip oynamadiklarini belirlemek i¢in reaksiyon degiskenleri

olarak isaretsiz kalirlar.

B-Pha'in "en iyi" ¢ atomlu baglangic modeli tim cevap degiskenleri arasinda
geligtirildi, ardindan "en iyi" dort atomlu bir model bulmaya galisti. Diger yanit
degiskenlerinin eklenmesi, modelde en yiiksek q° artisina gére korunur. Regresyon
olarak maksimum r* iyilesmesi (MAXR) i¢in kademeli kademeli prosediir kullanilir
[122]. Bu teknik, basit bir asamali prosediirden daha tstindir ¢inki tek bir modele
yerlesmez. B-Pha'in "en iyi" ti¢ atomlu baslangi¢ modeli tiim yanit degiskenleri arasinda
gelistirilmigtir. Ardindan, "en iy1" dort degiskenli modeli bulmaya cabalar ve benzer

sekilde, R*deki en bityiik artist veren sey eklenir [122, 123].

Tablo 3.1. Model-1’1 olusturan atomlar ve konumlari.

X, ¥, z Cartesian Coor.

Comp. Atom X y z Ip q2 2contr. | Kappa- Xi-§
n01 01 0 0 0 a - - 27.348 242.485
n01 02 3.131 0 0 b - - -18.202 77.483
n01 C8 0.782 | 1.077 0 c | -0.604 - 8.815 -15.907
n32 N1 0.595 | 1.957 | 0.720 | d | -0.498 0.067 -1.728 -251.61
n32 S1 2.433 | 0.700 | -0.896 | e | -0.297 0.127 10.424 148.102
n32 C3 -2.150 | -0.297 | 1.062 | f | -0.020 0.175 -1.698 -35.662
n32 Cl -4.278 | -0.525 | 2.156 | g | 0.361 0.241 -0.691 -117.13
n32 Co6 -4.453 | -1.783 | 1.554 | h | 0.450 0.056 -1.232 2.721
n20 Co -4.312 | -2.270 | 0.944 | i 0.567 0.074 0.547 -0.267
n20 C4 -2.364 | -1.457 | -0.144 | ] 0.625 0.037 -0.561 14.372
n20 CI12 -5.640 | -3.388 | 1.025 | k | 0.720 0.060 -1.525 18.384
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n3l 04 -5.565 | -0.527 | 2.357 | 1 0.860 0.088 -1.005 99.962
n32 C7 -0.955 | 0.495 | 0.811 | m | 0.906 0.029 -5.331 -153.67
n32 N2 -0.639 | 1.654 | 1.254 | n 0.941 0.022 12.423 111.840
n32 C4 -2.319 | -1.536 | 0472 | o 0.978 0.023 0.297 -6.562

' Atomlarin pozisyonlari a, b, ¢ vs. gibi harflerle gosterilmistir.

Her bir pozisyonun eklenmesi ile Q degerlerindeki bagil artig miktar:

Tablo 3.2. B-Phamin ilk u¢ atomunun ve sonraki cevap degiskenlerinin
istatistiksel degerlerindeki yiizde artis.

X, ¥, z Cartesian Coor.

Comp. Noy Atom 1p q2 2katke.| Kappa- | Xi-C const.
No X y Z A Kconst.

n01 o1 0 0 0 a - - 13.240 15.151
n01 Cl 2.424 0 0 b = - 0.792 -23.445
n01 C9 |-3.503] 1.996 0 c | -0.459 - -0.300 39.154
n32 03 |-2.781|-0.415]|0.952 | d | -0.319 0.098 -11.047 12.144
n32 N1 |-0.453|2.035 0.597 | e | -0.128 0.133 0.445 -51.271
n32 02 |-2.949/-0.130|-1.51 f | -0.045 0.058 -23.890 91.065
n32 N2 0.917 | 1.890 |-0.551| g 0.045| 0.063 -2.689 -6.838
n32 05 6.083 |-1.799| 0.548 | h 0.512] 0.326 -1.511 -21.538
n32 04 5.979 1 0.779 |1-0.195]| i 0.558| 0.032 -0.660 11.457
n32 Cl 4.818 | 0.073 |-0.026]| j 0.679| 0.084 -0.657 -37.664
n32 C6 4.864 |-1.271]0.385 | k 0.943] 0.184 -0.619 4.350

n36 CI2 |6.487 |-1.960]|-0.349| 1 0.963] 0.014 0.164 17.680
n32 C8 1-0.934|0.913 |-0.265| m 0.974| 0.008 14.164 19.554

Dort degiskenli bir model elde edilirken, modeldeki her degisken model dis1 degiskenle
kargilagtirilir. Her bir kargilagtirma icin MAXR yontemi, bir degiskenin kaldirilip
cikarilmayacagini ve bagska bir degiskenle degistirilip degistirilmeyecegini belirtir. Tim
olasi anahtarlar1 karsilastirdiktan sonra MAXR yontemi, r*'deki en bilyik artisa neden
olan anahtarlar1 belirler. Boylece, elde edilen dort model, teknigin bulabilecegi "en iyi"
dort model olarak kabul edilmektedir. Karsilastirmalar bir sonraki besinci degisken igin
tekrar baglar ve MAXR metodu, herhangi bir anahtarin artirilamayacagint ve buna
benzer oldugunu fark edinceye kadar devam eder.

Denklem 2.11'1 kullanarak, bu tanimlayicilar anlamli bir QSAR modeli elde etmek i¢in
cevap degiskeni ile iligkilidir. Farmakofor vyapist tzerindeki lokal reaktivite

tanimlayicilari, NLLS denklemi tarafindan verilen en iyi istatistiksel sonuglara sahip bir
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modele ulagtirir. Bireysel (6zgilin) tanimlayici tarafindan yapilan katkilar, model yoluyla
kolayca bulunabilir. Modelin matematiksel yapisi, cevap degiskenlerinin L-R arasindaki
etkilesimin simiilasyonundan olusturulan hipotezlerle dogrudan karsilagtirilmasini
saglar [124].

Denklem (q% + 1-0%)/(q*max-q min)> 0,01in q*'ye bagli olarak, modelin gelisimi énemli
bir yiizde artigla devam etti ve yeni bir cevap degiskeni eklendi. Cevap degiskeninin
istatistiksel degerlerinde yiizde artiglar1, her bir cevap degiskeninin digerlerinden daha

biiyiik bir q* degerine sahip oldugunu belirledikten sonra Tablo 3.1'de verilmistir.

Her bir liganddaki aktivite degeri igin, yanit degiskenleri, Sekil3.I'deki (a ve b)
gosterildigi gibi mevecut konumlardaki atomik tanmimlayicidan tiretilmistir. Bu ¢aligsma,
bilesiklerin aktivitelerini yapilarindan tahmin etmenin basit ve anlasilir bir yolunu
saglad1 ve molekillerin tutulmasiyla ilgili yapisal 6zellikler hakkinda biraz bilgi verdi.
Bir bilesigin atomik tanimlayicilart (bu farmakoforun bir bileseni olarak her lokal

reaktivite tanimlayicisi ile) ve biyolojik aktivitesi arasinda bir iligki vardir.

Model, ¢oklu yanit degiskenleriyle ¢aligmak tizere yapilandirilmistir. Buna gore, ¢oklu
cevap degiskenleri es zamanli olarak modellenir ve ayri regresyona sahip modellerin
sonuglart tartigtlir. Bagimsizlik Onemsiz oldugunda ve yeni bagimsizin eklenmesi
durduruldugunda, model belirir. Modelden hesaplanan bagimli degiskenin tahmin
edilen degeri dikkatle incelenmelidir. Herhangi bir istatistiksel modelleme yontemi
uygulanmadan o6nce, aymi sistemdeki QSAR verilerinin dogrulugu, modelin
givenilirligine buytk o6lgiide katkida bulunur. Bu baglamda, QSAR'1 kalibre etmek i¢in
kullanilan verilerin kalite givencesi, QSAR''n tahmini giici i¢in ¢ok Onemlidir.
Modellerin éngérii yetenegi, q° degerleri ile degerlendirilir. Capraz dogrulama (CV) bu
ongoriilen degeri test etmek igin ¢ok pratik ve giivenilir bir yoldur. Ongoriilen kare
hatalarinin toplami (PRESS) temelinde ¢apraz dogrulama katsayist q ile degerlendirilip
teyit edildigi tahmin etme yetenegi ile “bir ¢ikis” tekniginin uygulanmasiyla QSAR'in

bir son seti tantmlanmigtir [ 125].

Farmakofor modeli-1, her bir bilesigin antrenman setinden ¢ikarildig1 ve aktivitesinin
onceden tahmin edildigi, bir ¢apraz c¢apraz dogrulama (LOO-CV) prosediri
kullanilarak gergeklestirildi [126-128]. Test seti i¢in deney modelinin 6ngort yetenegi,

asagidaki q°'ye benzer r* formiili kullamlarak hesaplanan r’y.q degeriyle ifade
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edilmigtir. Test seti yontemi, farmakofor model-1'in, egitim setinde bulunmayan

bilesiklerin aktivite degerlerini tahmin etme yetenegini dogrulamak i¢in kullanilmistir.

q’, "= 1- (PRESS")/SD"den tiiretilebilir. PRESS' (The Predicted Residual Error Sum
of Square-Tahmini kalan hata kareleri toplami), LOO ¢apraz dogrulamast sirasinda her
bir molekdl i¢in gercek ve tahmin edilen aktivite verileri arasindaki farklarin toplami
oldugunda;

R
2
(PRESST = 1 Ytahmini,r — Ygozienen,r )

r=

ve SDr (Standart Deviation-Standart sapmalarin karelerinin toplami), R molekiilleri
egitim setindeki her bir r-molektlinin 6lgilen ve ortalama aktiviteleri arasindaki

karesel sapmalarin toplamidir.

R 2

r
(SD - 1 yg(’jzlenen,r _yortalama_r )
=

2
s —
PRESS® = Ytanminis — Ygézlenen,s

s=1

Elde edilen 4D-QSAR modellerinin tahmini gictni degerlendirmek i¢in molekillerinin

test setinin aktivitesi tahmin edildi

N S

2 2
s _ 5 —
(PRESS - 1 Ytahini,s _Ygézlenen,s ve SD° = 1 Ygézlenen,s _YOrtalama_s )
S= S=

Incelenen serideki molekiil sayisimin kiigiikk olmast (36) oldugu igin test seti
kullanilmadan tiim molekiillere sadece LOO yontemi uygulanmis ve degerlendirilen
model- 2'ye gore Tablo 3.3'de aktivite degerleri tahmin edilmigtir. Farkli bir farmakofor

model-2 varliginda, biiyiik bir regresyon katsayist (Q* = 0.97) de bulunmustur.

Degisken 1, (genel), Roy ve ark. tarafindan rapor edilmistir. [129] 1, parametresi
(genel) tiim veri kiimesine, hem dahili hem de harici olarak uygulanir. ., (genel)
parametresi, gegerlilik istatistiklerine dayali olarak gelistirilen QSAR modelini analiz
eder, boylece model tahmin yeteneginin genel bir Slgiisiinii saglar. r,” (genel) degeri,

tahmin edilen ile onlarin gozlenen gozlemlenen verileri arasindaki yakinligi belirten

0.96 olarak hesaplanmustir. Etkilesim noktalari, baglanma alani modelinin, Tablo 3.3 ve
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Tablo 3.4'te gosterildigi gibi b-Pha'in yani sira, uygun (AG) ve elverigsiz (APS)
bolgeleri ile tanimlandigini gostermektedir. Ciinki, reseptor alaninin yapist ve atomik
aktivite degeri sadece ligandlarin elverigsli ve elverigsiz

ozellikleri, etkilesim,

bolgelerindeki yap: ve lokal reaktivite tammlayicist tarafindan degistirilir. Ornegin,
reseptorin farmakoforunun bir pozisyonuna tekabil eden ligandin atomu AG olarak
etkilesebilir, diger ligandin atomu ayni pozisyonda APS olarak davranabilir. Daha
sonra, bu pozisyondaki etkilesim nedeniyle, ilkin aktivitesi ikincisinden daha buyuktiir.
Ayrica, birinci ligandin aktivitesi, ikinci ligandin bu konumunda etkilenecek bir atom
yoksa ikinci ligandin aktivitesinden daha biiyiik hale gelir. Ornegin, ligandin atomik
yikiiniin lokal reaktivite tanimlayicisi olarak kullanildigini varsayarak, asagidaki gibi
L-R arasindaki elverigli veya elverigsiz noktalar1 agiklayabiliriz. Farmakoforun bir
pozisyonundaki etkilesim, ligand/reseptor tarafinda negatif yuk/pozitif yilk (veya tersi)

arasindaysa, bu noktada L-R etkilesimi ¢ekicilik seklinde olacaktir ve ligandin bu

noktast AG olarak hareket edecektir

Tablo 3.3. MCET tarafindan belirlenen farmakofor model-1’den tahmin edilen
aktivitelerin CoMFA ve CoMSIA analiz degerleriyle karsilastirilmasi

Lomp: | P | MR CoMPApredCoMSTA pre TES:;‘];‘;;‘; 2positions

n01 4.050 4.050 4.01 4.09 -2825957.09 [abcdefghijmno
n02* 3.780 3.933 3.92 3.87 -3085490.17 [abcdefghijkmno
n03 3.450 3.470 3.42 3.52 -4030795.26 [abcdefghijkmno
n04 3.290 3.291 3.19 3.29 -4133287.46 [abcdefghijkmno
n05 3.290 3.310 3.36 3.27 -9577483.45 |abcdefghijkmno
n06* 3.140 3.150 3.13 3.04 -9679975.67 |abcdefghijkmno
n07 3.920 3911 3.90 3.88 -3085484.68 |abcdefghijlmno
n08* 3.660 3.656 3.65 3.68 -4030791.99 |abcdefghijlmno
n09 3.370 3.471 3.42 3.44 -4133284.20 |abcdefghijlmno
nl0 3.310 3.327 3.33 3.28 -9679972.87 |abcdefghijlmno
nll 3.670 3.590 3.65 3.59 -3187964.17 [abcdefghijmno
nl2 3.720 3.685 3.67 3.71 -4030766.31 [abcdethimn

nl3 3.360 3.326 3.44 3.48 -4133256.35 |abcdethimno
nl4 3.470 3.477 3.44 3.44 -9679942.65 |abcdethimn

nls 3.350 3.361 3.45 3.56 -3124953.97 |abcdefghijkmno
nl6 3.220 3.200 3.21 3.33 -3227445.83 |abcdefghijkmno
nl7 3.490 3.442 3.66 3.49 -3124949.33 |abcdefghijlmno
nl8* 3.260 3.053 3.43 3.26 -3227440.83 [abcdefghijmno
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nl9 3.510 3.515 3.57 3.52 -3227427.05 |abecdethimno
n20 2.920 2.938 2.86 291 -5338091.73 Jabcdethijkmn
n21 3.100 3.121 3.09 3.11 -5235584.09 Jabcdefhjmno
n22* 2.780 2.859 2.85 2.88 -5338076.19 Jabcdefhjmno
n23 3.320 3.230 3.30 3.29 -5235614.10 |abcdefghijklmno
n24 3.090 3.125 3.07 3.06 -5338106.48 |abcdefghijklmno
n25 3.880 3.837 3.77 3.85 -2928449.00 Jabcdefghijmno
n26 3.770 3.684 3.68 3.63 -3187982.24 Jabcdefghijkmno
n27* 3.640 3.540 3.67 3.65 -3187976.88 Jabcdefghijlmno
n28 3.570 3.557 3.57 3.52 -9577480.62 Jabcdefghijlmno
n29 3.810 3.772 3.81 3.60 -3345083.64 |abcdefghijkmno
n30 3.480 3.579 3.56 3.37 -3447496.45 Jabcdefghijkmno
n31 3.050 3.082 3.02 3.01 -3423927.94 |abcdefghijklmno
n32 2.750 2.798 2.78 2.78 -3526418.45 Jabcdefghklmno
n33* 3.880 3.832 3.90 3.82 -3085472.31 Jabcdefghijmno
n34 3.660 3.703 3.69 3.67 -9577452.93 Jabcdefhjmno
n35 3.730 3.752 3.81 3.75 -3124935.37 Jabcdefghijmno
n36 3.810 3.776 3.79 3.84 -5235601.33 Jabcdefhjmno

B-Pha yapist a, b, ¢, d, e, f, h, m ve n ile isaretlenmig konumlardan olusur. Kalan atom

pozisyonlart AG veya APS olarak distiniilebilir.

Tablo 3.4. Tum molekiiller i¢in sadece LOO yoéntemi kullanilarak MCET
tarafindan belirlenen farmakofor modeli-2'den tahmin edilen aktiviteler.

Comp. Exp. MCET  1Qlusum Entalpisi 2positions

No Values Pred

n01 4.050 4.050 -2825957.090 abcdefgjkm
02* 3.780 3.870 -3085490.170 abcdefehiklm
03 3.450 3.458 -4030795.260 abcdefehiklm
04 3.290 3.195 -4133287.460 abcdefehiklm
05 3.290 3418 -9577483.450 abcdefehiklm

n06* 3.140 3.225 -9679975.670 abcdefehiklm
07 3.920 3.845 -3085484.680 abcdefoiikm

n08* 3.660 3.647 -4030791.990 abcdefeiikm
09 3.370 3.361 -4133284.200 abcdefeiikm
10 3.310 3.256 -9679972.870 abcdefeiikm
11 3.670 3.668 -3187964.170 abcdefoikm
12 3.720 3.808 -4030766.310 abcdefokm




61

nl3 3.360 3.374 -4133256.350 abcdfgikm
nl4 3.470 3.456 -9679942.650 abcdfgikm
nlS 3.350 3.356 -3124953.970 abcdefehiklm
nl6 3.220 3.216 -3227445.830 abcdefehiklm
nl7 3.490 3.468 -3124949.330 abcdefgiikm
n18* 3.260 3.325 -3227440.830 abcdefgikm
nl9 3.510 3.544 -3227427.050 abcdefgikm
n20 2.920 2.878 -5338091.730 abcdefghikm
n21 3.100 3.062 -5235584.090 abcdefekm
n22%* 2.780 2.820 -5338076.190 abcdefekm
n23 3.320 3.341 -5235614.100 abcdefghiiklm
n24 3.090 3.046 -5338106.480 abcdefehiiklm
n25 3.880 3.882 -2928449.000 abcdefgikm
n26 3.770 3.698 -3187982.240 abcdefehiklm
n27* 3.640 3.739 -3187976.880 abcdefgiikm
n28 3.570 3.584 -9577480.620 abcdefgiikm
n29 3.810 3.824 -3345083.550 abcdefehiklm
n30 3.480 3.469 -3447496.450 abcdefehiklm
n31 3.050 3.055 -3423927.940 abcdefghiiklm
n32 2.750 2.750 -3526418.450 abcdefghiikm
n33* 3.880 3.903 -3085472.310 abcdefgikm
n34 3.660 3.668 -9577452.930 abcdefokm
n35 3.730 3.688 -3124935.370 abcdefgikm
n36 3.810 3.738 -5235601.330 abcdefoklm
1.1
‘5‘ 3.9
A
wn 3T
3
E 35
-]
g 33
E 31 @ Training set
a M Test set
29 ' m
27 +—
2.7 3.2 3.7

Observed values (uM)
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Sekil 3.2.a. Model-1 i¢in gozlemlenen ve tahmin edilen baglanma afiniteleri arasindaki
uygunluk grafigi gosterilmistir.
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53.9

i3

27 3.2 37

Observed values (uM)

(b)

Sekil 3.2.b. Model-2 i¢in gozlemlenen ve tahmin edilen baglanma afiniteleri arasindaki

uygunluk grafigi gosterilmistir.

Benzer sekilde; eger ayni pozisyondaki bagka bir ligand/reseptor arasindaki etkilegim,
her iki tarafta da ayni tipte (pozitif/pozitif veya negatif/negatif) bir yiik ile etkilesiyorsa,
bu noktada etkilesim, itme seklinde ve bu noktada ligand APS olarak davranir. Atomik
yik yerine bagka yerel reaktivite tanimlayicilart kullaniliyorsa benzer yorumlar
yapilabilir. Atomik negatif pozitif yukler i¢in yapilan yorumlarda oldugu gibi, bu
noktalarin sinir yoriingesindeki atomik orbitallerdeki katsayilara (HOMO/LUMO) veya
yogun Fukui indeksinin (niikleofilik veya elektrofilik) buyuklugine bagli olarak bu
noktalarin AG veya APS oldugunu soyleyebiliriz. Bununla birlikte, Klopman indeks
tanimlayicist hem atom agirligini hem de sinir orbitallerindeki katsayiyr temsil eder.
AG ve APS ozellikleri tim ligandlar i¢in genellestirilemez. Bunun yerine, her bir
ligandin kargilik gelen pozisyonda AG veya APS olarak islev gordugt ve bunlara bagl
olarak ligandin aktivitesinin agik¢a hesaplanabilecegi gosterilebilir. Tablo 3.3-3.4'te
tanimlanan a, b, ¢ gibi pozisyonlar, hangi ligandin model-1 ve model-2 i¢in hangi

konumda etkin rol oynadigini gosterir.

MCET tarafindan belirlenen farmakofor model-1'in tahmini gticti, harici bir test setinde
(Tablo 2.1'de "*" ile isaretlenmis molekiller) daha da teyit edilir. Sulfon tirevlerinin
test setindeki antibakteriyel aktiviteleri, ilgili egitim setindeki faaliyetlerle tam olarak
ayniydi. Model-1 ve model-2 i¢cin tahmin edilen ve deneysel aktiviteler arasindaki

korelasyonlar Sekil 3.2'de gosterilmigtir.



4. BOLUM
TARTISMA, SONUC VE ONERILER

4.1. Tartisma

Bir tane disarda birakmak (LOO) suretiyle MCET yonteminin buldugu capraz
dogrulama (q*eecv) Ve capraz-gecerlilik katsayr degerleri(R*moncy), 0.979 ve 0.960,
CoMFA ve CoMSIA yontemlerinde bulunan 0,937 ve 0,969 ve 0,909 ve 0,971
degerlerden daha tatmin edici niteliktedir [92]. Ayrica, sadece LOO yontemi ile elde
edilen 4D-QSAR model-2, Q2 olarak 1iyi bir sonu¢ verdi. AG ve APS olarak
molekiillerin aktivite egilimlerini incelemek i¢in elde edilen konumlardaki etkilegimi
analiz edildi. Reseptoriin farmakofor yapisi, aktif ligandlarda ortak yapi b-Pha ile
birlikte negatif bir destek olan APS ve aktivite i¢in pozitif bir destek olan AG tarafindan
aydinlatilmistir. Bu c¢ergevede, etkilesim o6zelliklerinin detayli agiklamalart yapildi.
Modellerden elde edilen sonuglar, 1, 3, 4-oksadiazol-grubunu igeren siilfon tiirevlerinin
sentezinden once antibakteriyel aktivitelerin tasariminda oOnemli yapisal bilgileri
gostermektedir. MCET metodu ile 4D-QSAR analizi i¢in kurulan modelde ligand-
reseptor arasindaki etkilesim noktalart biyo-yapiyr geometrik olarak ortaya ¢ikartacak
sekilde belirtilmigtir. Biyo-yap1 igerisinde aktivitenin temel sart1 olan Pha ve diger etkili
tanimlayicilar bulunmaktadir. Ligand bazli bir ¢alisma ile reseptoriin biyo yapist
hakkinda 6nemli bir yorum getirilmistir. Reseptoriin bu yapisina bagli olarak daha aktif
ve basit yapili yeni molekiiller ileri strtlebilir.

Bilesiklerin yapisal ozelliklerini, “Klopman indeksi” tanimlayicilarini kullanarak
aktivite degerlerini agiklamaya ¢alisildi. Klopman indeksi ile ilk kez, Klopman
denkleminde QSAR g¢alismalarina kullamilan yerel reaktivite tanimlayicist tanitildi.
Klopman indeksi, molekiiler iskelet uzerindeki atomlarin bulundugu topolojik
oryantasyona gore tanimlayici degerlerin diizeltilmesine dayanan yeni bir indeks olarak
onerildi. Yeni atomik tanimlayict Klopman indeksi, QSAR'n 6zellikle ¢aligma alanlari

ile dagmmik atomik etkilesimler iceren alanlarda iligki ¢aligmalarinda yararl
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olabilecegini gostermektedir. Ligand tzerindeki bu yeni tanimlayict indeksi, en iyi
yorlngelerdeki yiikk ve katsayiya bagli olarak atomun kimyasal karakterini temsil eder
ve reseptor ile daha gercek etkilesimli enerjiye neden olur. Bu yorumlari agik¢a yapmak
icin, MCET hesabinda yeterli belge degerleri belirtildi. Ek olarak, 4D-QSAR
caligmalarinda  aktif konformasyon atomlarinin  Klopman indeksi basariyla
kullanilabilir. Reseptor tarafi tizerindeki her bir farmakofor katsayist hem yiikk hem de
sinir orbitalleri i¢in yapildigr i¢in, etkilesim enerjisi daha detayli olarak sonug¢landirilir.
Bu nedenle, aktivite hesaplamalar1 gdzlenen sonuglara daha yakin degerlere sahiptir. Bu
caligmada, dogrusal olmayan model-1 araciligiyla egitim setindeki 27 yapisal olarak
farkli siilfon turevlerini incelendi ve ayni zamanda 9 analogdan olugan bir test seti ile
dis dogrulama gerceklestirildi. Ayni siilfon tirevindeki tim molekiiller i¢in Model-2'yi
gelistirmek i¢in sadece LOO metodu uygulandi ve dahili dogrulama yapildi.
Farmakofor ile ilgili agik yapisal bilginin olmamasina ragmen, gigli inhibitorlerin

tasarimi, aktif konformasyonlar iizerinde Klopman indeksini kullanan iyi kurulmus bir

4D-QSAR analizinde test edilebildi.
4.2. Sonuc ve Oneriler

Genel olarak, MCET modeli iyi sonug¢ verdi. Bu modele 6nemli katki saglayan on
pozisyondaki atomlar eszamanli olarak kullanildi MCET analizindeki her bir
pozisyonun rolii, sirastyla, Tablo 3.1 ve Tablo 3.2'de, q> ve Q*deki yiizde artislarla
gosterildi. Molekullerin  aktiviteleri ile milkemmel korelasyon, bu 4D-QSAR
modellerinin giivenilir oldugunu, bu bilesiklerin baglanma afinitesinin anlagildigini ve

farmakoforu kullanan bir kilavuzun saglandigini géstermektedir.

MCET metodunda; atomik Fukui indisleri ve Klopman esitligi ile verilen tanimlayicilar
ilk kez bu ¢aligmada uygulamaya konulmustur. Fukui indisi ile QSAR ¢alismalarina
literatirde karsilagildigt  halde Klopman esitligi ile yapilmig bir ¢alisma
bulunmamaktadir. Buna gore ilk kez Klopman esitligi bu caligmada kullanildi ve
olduk¢a basarili sonuglar elde edildi. Ileride yapilacak hesaplamalarda farkli

tanimlayicilar goz oniinde tutularak MCET yontemine yeni bakis agilar1 kazandirilabilir.
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