4. MOLEKULER MODELLEME TEKNIiKLERI

Organizmanin  yapist ve ilag molekiiliniin  organizmadaki
yolculugunun karmasikligi diisiiniildiigiinde, ilag tasariminin zorluklar
kolaylikla goriilebilir. Ayrica giiniimiizde pek¢ok hastaligin (romatoid artrit,
kanser, mental hastaliklar gibi) nedenleri tam olarak agiklanamamistir ve bu
hastaliklar i¢in ilag gelistirmek daha da giigtiir. Bu zorluklarin yaninda,
sentezi yapilan on bine yakin bilesikten ancak birkag¢1 ilag olarak kullanima
girebilmektedir ve bunlar1 gelistirebilmek icin ¢ok yiiksek miktarlarda
maliyet gerekmektedir. Tiim bu nedenlerden dolay1 giiniimiizde rasyonel
(akiler) bigimde ilag tasarlama zorunlulugu dogmustur. Bir¢ok fizyolojik ve
biyokimyasal mekanizmanin ve bunlarin hastaliklarla iligkilerinin molekiiler
diizeyde anlasilmasi, bazi reseptor ve yapilarinin aydinlatilmasi bilgisayar
destekli ilag tasarim yontemlerinin gelismesine katkida bulunmustur.

Bilgisayar yardimiyla ilag tasarlama yontemleri genellikle
mekanizmaya dayali olarak yapilmaktadir. Mekanizmaya dayali tasarim igin;

1- Biyolojik temel (fizyolojik yolak) bilinmeli

2- Tiim ¢alismalar molekiiler diizeyde gerceklestirilebilmelidir.

Molekiiler modellemenin amaci, bir molekiiliin kimyasal ve fiziksel
Ozellikleri arasindaki temel iliskiyi, kimyasal yapisini ve ii¢ boyutlu (3D)
yapisini anlamaktir. Bu anlayis, bu o6zelliklerin molekiillerin kimyasal,
katalitik veya biyolojik fonksiyonlariyla iliskilendirilmesi ve en 6nemlisi
degisen fonksiyona ait molekiillerin rasyonel olarak tasarlanmasina olanak
saglamaktadir. Kimyasal yapi ve fonksiyon arasindaki bu baglanti,
molekiiler biyoloji, protein bilimi, ila¢ tasarimi, kimyasal kataliz veya
materyal ve polimer bilimi gibi birgok bilimsel c¢aba igin hayati 6nem
tasimaktadir.

Molekiiler modelleme molekiiler grafik veya konformasyon analizi
olarak da adlandirilir. Bu yo6ntemle oncii molekiil veya analog tasarimi
icin bilgisayar programlar1 veya X-ismlar kristallografisi gibi yontemlerle
ilacin molekiiler sekli veya konformasyonu arastirilir.
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Molekiiler modelleme teknikleri kullanilarak;

1-  Molekiiliin ii¢ boyutlu yapisi

2-  Fizikokimyasal 6zellikleri

3-  Molekiiliin bagka molekiiller ile kiyaslanmasi

4- Tlag-reseptor etkilesimleri incelenebilir ve daha etkili bilesikler
tasarlanmasi i¢in bilgi saglanir.

Bilgisayar Ortaminda U¢ Boyutlu Yapinin Olusturulmast :

1- X-gmlarnn  kristallografisi  araciligt  ile olusturulan  veri
bankalarindan direk olarak molekiiliin ii¢ boyutlu yapisi aliabilir.
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Sekil 4.1. Protein veri bankasinda yer alan COX-2 enzimi ve (R)-Flurbiprofen yapisi
(pdb kodu: 3RR3)
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2- Programda yer alan fragman verilerinden yararlanilarak 3 boyutlu

yapi olusturulabilir.
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Sekil 4.2. ChemDraw programinda yer alan fragmanlar kullanilarak
molekiillerin olusturulmasi

3- Programda yer alan taslak ¢izme 6zellikleri yardimiyla molekiil

ii¢ boyutlu olarak ¢izilebilir.
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Sekil 4.3. ChemDraw programinda yer alan taslak ¢izme 6zellikleri
kullanilarak molekiillerin olusturulmast
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Molekiildeki atomlar degisik renklerle gosterilir. Genellikle kullanilan
renkler asagidaki gibidir:

Karbon — gri

Hidrojen — beyaz

Azot — mavi

Oksijen — kirmizi ile gosterilir.

Fizikokimyasal 6zelliklerden :
Hidrofilik bolge — mavi
Hidrofobik bolge - kirmizi

Elektrostatik potansiyel enerji :

Pozitif enerji — mavi
Negatif enerji — kirmizi
Notral enerji — yesil

Molekiiler Modelleme Teknikleri Kullanilarak Gergeklestirilen
Tasarim Uygulamalar

X-1ginlar1 kristallografisi ile kristal yapi ¢oziimlenerek ii¢ boyutlu yapi
aydinlatilabilir.

Molekiilin atomik koordinatlarini da igeren kristalografik analiz
sonucu elde edilen veriler ¢esitli veri dosyalari (database) seklinde temin
edilebilir.

Ornegin :Chambridge Crystallographic Database
Protein Data Bank (NLI, Brookhaven)

Protein-ligand ve enzim-inhibitér komplekslerinin kristallografik

analizleri ile yapilar1 aydinlatilarak kompleksin olusumundaki bag tipleri
saptanabilir.
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Ug boyutlu tasarimda molekiillerin grafiksel gésterimleri, 6zel calisma
istasyonlar1 (Workstation) ile ¢alisan bilgisayar programlari kullanilarak
gerceklestirilmektedir.

Unix isletim sistemi ile ¢alisan bu bilgisayarlkar SGI (Silicon
Graphics International) adi verilmektedir. En yaygin olarak kullanilan
bilgisayar programlari arasinda Tripos® firmasi tarafindan gelistirilen
Sybyl™, Amber™, Schrodinger® tarafindan gelistirilen MacroModel™,
Maestro™, Accelerys® firmasi tarafindan gelistirilen Catalyst™, Cerius™,
Discovery Studio sayilabilir.

Ayrica PC ve Macintoshlarda kullanilan programlar da bulunmaktadir.
Ornegin; Hyperchem 6.0, Alchemy 2000, Spartan, Gaussian 03, MOPAC,
CS ChemDraw Pro da yer alan CS Chem3D Pro’dur.

Molekiiler Modelleme Teknikleri Uygulama

Asagida verilen bilesikler, 3D Molekiiler modellemede kullanilan
programlardan ChemDraw ile ¢izilerek uzantisi .cdx olarak kaydedilir.
Chem3D Pro programinda ayni dosya agilip ortaya ¢ikan molekiiliin
geometrisi MM2 metodu kullanilarak optimize edilir.

Optimize olan bilesigin enerjisi, torsiyon acilari, bag agilari, bag

uzunluklari, molekiillerin sterik (MW, MR), hidrofobik (Log P) ve yapisal
ozellikleri incelenir.

oo O

Benzen Siklohekzan Siklohekzan-1,2-diol
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2CH2CH,N(CH3), CH,
Klorpromazin Lidokain
Sorular

1. Siklohekzan yapisinin en kararli oldugu konformasyonu
hangisidir? Nedeni ile agiklayiniz.

2. Enzim-ilag etkilesmelrinde rol oynayan faktoérler nelerdir?

3. Efektoriin tanimini yapiniz.

4. Biyolojik etkinin tanimini yapiniz.

Odev
Ikincil yap1 (Secondary structure), ve onun igeriginde yer alan a

sarmal (o helix) ve B yaprak (3 sheet) ne demektir arastiriniz. Sekil 4.8°de
goriilen Topoizomeraz | enziminin yapisini irdeleyiniz.
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4.1.  BILGISAYAR DESTEKLI iLAC ETKEN MADDE
TASARIM VE GELISTIRME YONTEMLERI

Yirminci yiizyilin ikinci yarisindan itibaren arastirmacilar, yeni ilag
etken maddesi bilesiklere ulagabilmek amaciyla kimyasal bilesiklerin
molekiiler yapilari ile biyolojik etkileri arasindaki iligkileri tanimlama
calismalarina yogunlagmiglardir. Bu yeni teknikler, yeni ilag etken maddesi
niteligindeki kimyasal bilesiklerin gelistirilmesi, daha ideal etkili bilesiklere
ulagilmasi, etki mekanizmalarmin tanimlanabilmesi  etkinliklerinin
yiiriitiilmesinde giderek 6nemli rol kazanmiglardir.

Bilgisayar destekli ilag etken maddesi tasrimi igin iki kaynak hareket
noktasi kullanilmaktadir.

1- Hedef = Reseptorler, enzimler, niikleik asitler

2- Efektor = Hedefin etkili yiizeyini isgal eden, hedefi olumlu ya
da olumsuz etkileyen dogal endojen maddeler veya ilaglar olabilir.

Bilgisayar destekli ilag molekiilii tasarim ve gelistirme ¢aligmalar1 iki
grupta incelenir.

1-  Efektor (Ligand) Yapisina Dayali Yontemler

Ll Kantitatif yapi-Etki iliskileri Analizleri (QSAR)
Ll Farmakofor analizi

2-  Hedef Yapisina Dayali1 Yo6ntemler
. Molekiiler Doking

Ligand yapisina dayali tasarimda etki goOsteren molekiillerin
yapisindan faydalanilarak reseptor yapisinin yorumlanmasi
amaglanmaktadir. Hedef yapisina dayali tasarimda ise, bilinen reseptor
yapisindan hareketle etki gosterebilecek molekiillerin  tasarlanmasi
amaglanmaktadir.
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4.1.1.  Efektor Yapisina Dayah Yéntemler
4.1.1.1. Kantitatif Yapi-Etki Iliskileri (QSAR)

Kantitatif yapi-etki iligkileri (QSAR), kimyasal bilesiklerin molekiiler
nitelikleri (yapisal/fizikokimyasal ozellikleri) ile biyolojik aktiviteleri
arasindaki iligkileri matematiksel yontemlerle tanimlama islemleridir.

QSAR analizlerinin amaci, ila¢ etken maddesi olarak tasarlanan
bilesiklerin molekiiler nitelikleri ile biyolojik etkileri arasindaki iligkileri
degerlendirerek, ideal ilag etken maddesi olabilecek yeni molekiilleri
tasarlamaktir.

Bir seri bilesik iizerinden gelistirilen yapi-etki iligkileri analiz
denklemi kullanilarak heniiz sentezi yapilmamis ve etkisi saptanmamis bir
bilesigin etki degerini tahmin etmek ve bdylece daha iyi etki gosterebilecek
yeni bir bilegigi tasarlamak amaci ile kullanilabilir. Ancak, QSAR analizleri
daha ¢ok var olan bir bilesigin toksisitesini azaltmak, secilen bir bariyeri
(6rnegin kan-beyin bariyeri veya digerleri) gecmek i¢in optimum lipofilik
ozellige sahip lider yapiy1 optimize etmek gibi amaglar i¢in yararli olmustur.
QSAR c¢alismalarinda her ¢esit biyolojik yanit veri olarak kullanilabilir.
Bunlar;

1-  Afinite verileri: substrat veya reseptore baglanma

2- Hiz sabiteleri: assosiyasyon, disosiyasyon

3- Inhibisyon sabiteleri: ICsy, enzim inhibisyon degerleri

4- Farmakokinetik parametreler: absorbsiyon, dagilim,
metabolizma, atilim

5-  Invitro biyolojik aktivite verileri

6- In vivo biyolojik aktivite verileri

7-  llaglarin farmakodinamik verileri (ilag-reseptor etkilesimi)

8- Toksik etki parametreleridir.

Kantitatif yapi-etki iliskileri analiz c¢aligmalarinda kullanilan
parametreler, ilag reseptor etkilesimini saglayan intramolekiiler giigleri ve
ilacin taginma, dagilim gibi faaliyetlerini nicel olarak tanimlamak igin
kullanilan sabitelerdir.
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Yapi-etki ¢caligmalarinda kullanilan parametreler Tablo 4.1.’de yer
almaktadir.

Tablo 4.1. Yapi-etki ¢alismalarinda kullanilan fizikokimyasal parametreler

FIZIKOKIMYASAL PARAMETRELER SEMBOLU
HIDROFOBIK PARAMETRELER

Partisyon Katsayisi Log P, (log Py
Pi Siibstitiient Sabitesi 7, (1)’
Swvi-stvi Kromatografi Dagilim Katsayisi Rum
Hidrofobik Fragman Sabitesi f
ELEKTRONIK PARAMETRELER

Iyonizasyon sabitesi pK.

Sigma Aromatik Siibstitiient Sabitesi Gm» Om
Modifiye o Aromatik Substitiient Sabiteleri ¢',67,61,0r,0°
Sigma Alifatik Suibstittient Sabitesi ¢
Sibstitiient Rezonans Etkisi R
Substitiient Alan Etkisi F
KUANTUM MEKANIK PARAMETRELER

Atomik ¢ Elektron Ag: Yiikii q°,Q°
Atomik © Elektron Ag1 Yikii q, Q"
Niikleofilik Siiperdelokalize Durum SN
Elektrofilik Siiperdelokalize Durum S, B
Endiisiik Bos Molekiiler Orbital Enerjisi Erumo
Enyiiksek Dolu Molekiiler Orbital Enerjisi Exomo
STERIK PARAMETRELER

Sterik Siibstitiient Sabitesi Eg

Molar Voliim MV

Molar Refraktivite Stibstitlient Sabitesi MR
Molekiiler Agirlik MW

Van der Waals Yarigapt R

Sterimol Genislik ve Uzunluk Parametreleri L, B;-B,

Kantitatif  yapi-etki iligskileri  c¢alislmalarinda  fizikokimyasal
parametrelerin disinda kullanilan yapisal (indikator) degiskenlerde s6z
konusudur. Yapisal parametre kantitatif yapi-etki iliskileri analizinin
uygulandig1 kimyasal bilesiklerin molekiiler yapilarinda yer alan herhangi
bir konum eger yeterli sayida siibstitiient degisimini igermiyorsa
kullanilmaktadir. Indikatér degiskenler (yapisal parametreler) analizlenen
molekiildeki siibstitiientin (niteligin) var veya yok olmasia gore sirasiyla
“1” veya “0” olarak belirlenir.

81



QSAR c¢alismalarinda en fazla kullanilan ve ilgi gosterilen
fizikokimyasal nitelik lipofilik 6zellik olmustur. Lipofilisite su ve yag fazi
arasindaki dagilma olarak tanimlanabilir. Bu dagilimi gosteren parametreler
Log P ve Ry, ’dir.

Log P = Partisyon katsayisi

Kimyasal  bilesigin  lipit-su  tabakalar1  arasmma  dagilan
konsantrasyonunu ifade eden bir parametredir. Bu amagla en uygun solvan
sisteminin 1-oktanol / su oldugu bulunmustur.

Su olarak, fizyolojik pH’y1 (pH=7.4) taklit etmek {izere hazirlanan
tampon ¢ozelti ifade edilir.

1-Oktanol’iin organizmadaki lipit katmaninin bir modeli olarak
secilmesinin ve uygun olusunun nedeni, uzun alkil zinciri ve polar hidroksil
(OH) grubu nedeniyle hidrofobik kuyruk ve polar bir baglik tastyan hiicre
membrani lipitlerine giizel bir 6rnek olusudur. 1-oktanoliin tagidigt OH
grubu hidrojen bagi olusumunda alic1 ve verici 6zellige sahiptir ve ¢ok ¢esitli
polar gruplar ile etkilesebilir. 1-oktanol diisiik buhar basincina sahiptir.
Boylece dlgiimlerin tekrarlanabilmesine imkan verir. 1-oktanol genis bir UV
gecirgenlik araligia sahiptir ve iginde ¢6ziinen pek ¢ok bilesigin kantitatif
olarak miktarmin saptanmasini kolaylastirir.

Partisyon Katsayis1 (Log P) Hesab1

1- Fragmantasyon yontemi ile teorik Log P hesabi

Hanch ve arkadaslari tarafindan hesaplanan ¢esitli atom ve atom
gruplarina (gesitli fragmanlara) ait hidrofobik etki degerlerinin toplamindan
yararlanilarak molekiiliin hidrofobik sabite (Log P) degerinin teorik olarak
hesaplanma yontemini igerir.

Matematiksel ifade sekilleri olarak asagidaki semboller ve ifadeler
kullanilmustir.

f, = zincirdeki fragmanlarla tek bag arasindaki etkilesme

f» = halkadaki fragmanlarla tek bag arasindaki etkilesme
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(diiz zincirde ilk C-C bagindan sonra gelen her tek bag molekiiliin
esnekligini kisitlar ve bilesigin lipofilitesi fb degeri kadar azalir.)

fer = zincirdeki dallanma

foor = gruptaki dallanma (Yapida H atomu yerine polar fragmanlarin
yer almasi durumunda kullanilir.)

f, = bir aromatik halkaya tutunan bir fragman

fyy = 1ki aromatik halkaya tutunan bir fragman

Baz1 atom ve atom gruplari i¢in saptanan Log P katki degerleri
asagidaki tabloda 6zetlenmistir.

Tablo 4.2. Diizenlenmis Fragman (parga) sabiteleri

A
fu=0.225 f, =-0.12 tek bag (zincir ile fragman arasindaki)
fons = 0.89 f»=-0.09 tek bag (halka ile fragman arasindaki)
forn = foms - fy = 0.66 foor =-0.13  (zincirdeki dallanma)
foy = fom - fu =043 foor =-0.22  (gruptaki dallanma)
fo =feu- 3 =10.20
B
Fragman sabiteleri

Polar grup f fo fod

-Br 0.20 1.09

-Cl 0.06 0.94

-F -0.38 0.37

-1 0.60 1.35

~

N -2.16 -1.17 -1.29

-NO, -1.26 -0.02

-0- -1.81 -0.57 0.53

-S- -0.79 0.03 0.77

-NH - -2.11 -1.03 -0.18

-NH, - -1.54 -1.00

-OH -1.64 -0.40

-CN -1.28 -0.34

O
LN -3.20 -2.82 -2.09
~
0
e -2.71 -1.81 -1.06
-CeH; 1.90
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Bazi1 molekiiller i¢cin 6rnek hesaplamalar
1) Izobutan: CH;CH(CH;),

3fems + 1 fep 21+ 1 fir = 3(0.89)+ (0.43)+2(-0.12)+ (-0.13)
=2.73 (bulunan log P : 2.76)

2) ii 3fcm + 2f5 =3(0.66) +2(-0.09)
= 1.80 (bulunan log P : 1.72)
3) 5fem + 4f5 =5(0.66) + 4 (-0.09)
Q = 2.94 (bulunan log P : 3.00)
4) 6 fCHZ + Sfb =6 (066) +5 (-009)
O = 3.44 (bulunan log P : 3.44)

5) C6H5CH2CH20H fC6H5 + 2 fCH2 + fOH + Zfb
=(1.90) +2(0.66) + (- 1.64) + 2 (-0.12)
=1.34 (bulunan log P : 1.36)

=(1.90) +2 (0.66) + (- 1.54) +2 (-0.12)
= 1.44 (bulunan log P : 1.41)

7) C¢HsCH,CH,CI feous + 2fcm+ fa +2f,
=(1.90) +2(0.66) +(0.06) +2 (-0.12)
=3.04 (bulunan log P : 2.95)

8) HOCH(CHj3), 2fcms + 1feutfont 2+ fu
=2 (0.89) +(0.43)+(-1.64) + 2 (- 0.12) +
(-0.22) = 0.11 (bulunan log P : 0.05)

9) H,NC(CHs); 3feps + 1t fnmt 316 +2 £y,
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=3(0.89)+(0.20) + (- 1.54) + 3(-0.12) +
2 (-0.22)=0.53 (bulunan log P : 0.40)

2- ACD Log P programi kullamlarak bilgisayarla dagilma
katsayisi hesabi

Aspirin molekiili ACD(Advanced Chemistry Development)/Labs
firmasinin  ChemSketch ¢izim programi ile ¢izilerek Log P modulu
kullanilmak  suretiyle hidrofobik parametrelerden Log P degeri
hesaplanmigtir.

CH,
(@)
1 (|) 20
° )k
i
8\ /4

Increments of the functional groups:

1. -1.1231 (experimental value)
2. +0.1253 (experimental value)
Increments of the carbon atoms:

3. -0.0793 (experimental value)
4. +0.3697 (experimental value)
S. -0.0793 (experimental value)
6. +0.3697 (experimental value)
7. +0.3697 (experimental value)
8. +0.3697 (experimental value)
9. +0.9091 (experimental value)

Interactions through aromatic system:
1-2 -0.0416 (experimental value)
Calculated logP: 1.19 +0.23

Sekil 4.4. Aspirin’in ACD Log P hesabiyla dagilma katsayis1 hesabi
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3- Deneysel yontemle Log P degerinin hesaplanmasi
Log P Caligmalarinda kullanilacak olan 1-oktanol ve tampon
¢ozeltilerin hazirlanist:

20.4 g Potasyum dihidrojen fosfat, 53.72 g disodyum hidrojen
fosfat.12 H,O tartilarak ayr1 ayri su ile 1000 ml’ye tamamlanir. Boylece her
birinden 0.15 M ¢6zelti hazirlanmis olur. 250 ml tampon ¢6zelti hazirlamak
icin 0.15 M potasyum dihidrojen fosfat (KH,PO,)¢o6zeltisinden 49 ml,
disodyum hidrojen fosfat (Na,HPO,) ¢ozeltisinden 201 ml alinarak
karistirihir ve ¢ézeltinin pH”1 pH metrede 6lgiilerek fizyolojik pH ile uyumlu
oldugu goriiliir. Hazirlanan bu tampon ¢ozeltiden 250 ml almarak 1 L’lik
ayirma hunisine aktarilir. Uzerine 250 ml 1-oktanol ilave edilir. Uygun
sekilde karigtirilarak solvanlarin birbiri igerisinde doymasi saglanir. Daha
sonra yagli (tampon ¢ozelti ile doyurulmug 1-oktanol) ve sulu (1-oktanol ile
doyurulmusg tampon ¢6zelti) fazlar birbirinden ayrilir.

Bu sekilde;
1-oktanol (tampon ¢dzelti ile doyurulmus) tampon ¢dzelti (1-oktanol
ile doyurulmus) hazirlanmis olur.

Deneyin Yapilisi

10 mg civarinda tam tartilmig dagilma katsayisi tayin edilecek olan
bilesik 50 mI’lik bir balon jojeye aktarilir. 1-oktanol ile 50 ml’ye tamamlanir
(A ¢ozeltisi). Bu ¢ozeltiden 10 ml alinip kapakli bir erlen igine aktarilir.
Daha sonra iizerine 10 ml tampon ¢ozelti ilave edilir. Erlen icine uygun
biiyiiklilkte bir magnet atilarak 37°C’lik (viicut 1sis1) su banyosunda
magnetik karistirict {izerinde 1 saat karistirilir. Bu siire sonunda erlen icerigi
ayirma hunisine alinarak 1-oktanol ve su (sulu tampon ¢ozelti) tabakalari
ayrilir. Oktanol tabakasindan 1 ml alinarak 1-oktanol ile 20 ml’ye
tamamlanir. Bu ¢o6zeltinin 190-400 nm arasinda alinan UV spectrumunda
maksimum verdigi dalga boyundaki absorbans degeri (y;) belirlenir.

Standart ¢ozeltilerin ve kalibrasyon egrisinin hazirlanmasi

Deneye baglarken hazirlanan (A) ¢ozeltisinden 3 ayr1 balonjojeye 1’er
ml aktarilir. Daha sonra balonjojeler 1-oktanol ile ayr1 ayr1 25, 50 ve 100
ml’ye tamamlanir. Hazirlanan standart ¢ozeltilerin UV spektrumlar1 190-400
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nm arasinda alinir ve maksimum verdikleri dalga boyundaki absorbans
degerleri okunur.

Elde edilen absorbans degerleri kullanilarak iki ayri1 calisma
yapilabilir.

1- Regresyon analizi yontemi

Matematiksel olarak 0 noktasindan gecen y = ax + b dogru denklemi
kullanilarak uygulanan bu yontemde y (standart ¢ozeltinin absorbansi)
yerine, ¢esitli konsantrasyonlarda hazirlanmig olan standart ¢ozeltilerin
absorbans degerleri, x yerine bu c¢ozeltilerin konsantrasyon degerleri
konularak a ve b degerleri bulunur.

Daha sonra log P degeri tayin edilecek olan bilesigin UV
spektrumunda maksimum verdigi dalga boyundaki absorbans degeri (y;)

y; = ax; + b denkleminde y, (6rnegin absorbansi) yerine konularak ve
daha once bulunmus olan a ve b degerleri de yerine konularak x; yani;
oktanol tabakasina gegen bilesik konsantrasyonu (miktar1) bulunmus olur.

Su tabakasma gegen bilesik miktari, 1/20 oraninda hazirlanmis olan
standart ¢6zelti i¢indeki bilesik miktarindan x; miktari ¢ikarilarak bulunur.

Elde edilecek sonuglarin giivenilir olabilmesi icin regresyon analizi
¢alismalarinda elde edilen (korelasyon katsayis1)® (r”) degerinin 1’e yakin
olmasi gerekmektedir. Bu da ¢aligmalarin uygun konsantrasyonlarda dikkat
ve Ozenle yapilmasi ile saglanabilir.

2- Grafik Yontemi

Cesitli konsantrasyonlarda hazirlanmis olan standart ¢6zeltilerin
konsantrasyon degerleri x eksenine (absise), 6l¢iilen absorbans degerleri y
eksenine (ordinata) yerlestirilir. Daha sonra standart kalibrasyon egrisi
cizilir. Bu egrinin Lambert- Beer kanununa uygun, yani absorbans ile
konsantrasyon arasinda diizgiin dogrusal bir iliski oldugunu g6steren ‘0’
noktasindan gegen bir dogru olmasi gerekmektedir.
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Daha sonra numunenin absorbans degeri (y;) grafikte isaretlenerek
oktanol tabakasina gecen bilesik konsantrasyonu (miktari) x; bulunur. Su
tabakasina gecen bilesik miktar1 regresyon analizi yonteminde belirtildigi
gibi hesaplanir.

Her bilesik i¢in bulunmus olan 1-oktanol ve su tabakasina gecen
bilesik miktarlar1 agagida verilen formiilde yerine konularak log P degerleri

bulunur.

Oktanol tabakasina gegen bilesik miktar

LogP=1log
Su tabakasina gegen bilesik miktari

Ry Tayini

Kromatografik Ry degerleri, kimyasal yap1 ile biyolojik etki
arasindaki iligkilerin arastirildigi  ¢alismalarda kullanilan bir diger
parametredir. Ry degerleri bilesiklerin lipofilik 6zelliklerini kabaca tahmin
etmek konusunda yararlidirlar.

Ince tabaka kromatografisi (ITK) yontemi kullanilan Ry, tayini
calismalarinda

1-Oktanol (veya uygun olan baska bir lipofilik solvan) ile doyurulmusg
plaklarin organizmadaki lipit fazi temsil ettigi diisiiniiliir.

ITK plaklar iizerine Ry degeri tayin edilecek olan bilesikler tatbik
edilir. Bu plaklar tizerindeki bilesikler organizmadaki sulu fazi temsil ettigi
diisiiniilen hareketli bir faz ile siiriiklenir. Elde edilecek olan Rf degerleri
bilesiklerin lipofilik 6zelliklerine yani kimyasal yapilarina gore birbirinden
farklt olacaktir. Bulunan Rf degerleri asagidaki formiilde yerine konularak
Ry degerleri elde edilir.

1—Rf 1

Rf = logR—f—l
88
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Log P c¢aligmalarina gore daha kolay ve daha az zaman alan Ry
calismalarinin ayrica asagida belirtilen iistiinliikleri vardir.

e Genig aralikta hidrofilik ve hidrofobik 6zellige sahip bilesikler ile
calisilabilir.

o Eser miktarda madde ile ¢aligabilmeye imkan verir.

e Pratik olarak c¢ozuniirliigii olmayan bilesiklerin Ry, degerlerinin
saptanmasi problem yaratmaz.

e Ry degeri saptanacak olan bilesigin mutlaka ¢ok saf olmasi
gerekmez.

e Bircok bilesigin Ry degeri bir arada (aynm1 plak iizerinde)
saptanabilir.

® Ry degerlerinin, log P degerleri ile uyumlu bir iligkisi vardir.

e Onemli bir dezavantaji tekrarlanabilme o&zelliginin %100
olmayigidir.

Bilesiklerin Ry Degerlerinin Saptanmasi

Tampon ¢6zelti log P’nin deneysel yontemle bulunusunda anlatildig
gibi hazirlanir. Hazirlanan bu tampon ¢6zeltiden 250 ml alinarak 1 L’lik
ayirma hunisine aktarilir. Uzerine 250 ml 1-oktanol ilave edilir. Uygun
sekilde karigtirilarak solvanlarin birbiri igerisinde doymasi saglanir. Daha
sonra yagli (tampon ¢6zelti ile doyurulmus 1-oktanol) ve sulu (1-oktanol ile
doyurulmus tampon ¢6zelti) fazlar birbirinden ayrilir.

Ry calismalarinda kullanilacak olan 1-oktanol (tampon ¢ozelti ile
doyurulmus) ve tampon ¢ozelti (1-oktanol ile doyurulmus) hazirlanmis olur.

Ry Calismasinda:

Sabit faz: 1-oktanol ile doyurulmus plaklar

Hareketli faz: Tampon ¢ozeltinin, su ile karisabilen ve Ry tayini
yapilacak olan bilesikler i¢in uygun olan bir solvan ile uygun orandaki
karigimidir.

Ornek:  Etanol : Tampon ¢ozelti (50 : 20) veya (85 : 15)
Aseton : Tampon ¢6zelti (75 : 25) veya (90 : 10)
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Deneyin yapilisi

Iginde uygun miktarda 1-oktanol : eter (5 : 95) (v/v) solvan sistemi
bulunan kromatografi tankina silikajel ile hazir kaplanmis kromatografi plagi
yerlestirilerek, yaklasik 3 saat solvan sistemi i¢inde doyurulur. Bu siirenin
sonunda plak tanktan ¢ikarilir. Normal oda 1sisinda eteri ugurulur. Bu sekilde
organizmadaki lipit fazi temsil edebilecegi diisiiniilen 1-oktanol ile
doyurulmus plaklar elde edilir.

Bilesiklerin 10° M konsantrasyonda uygun bir ¢oziicii icinde
hazirlanmig ¢6zeltilerinden, 1-oktanol ile doyurulmus kromatografi plaklari
izerinde ayr1 ayr1 noktalara {iger damla tatbik edilir. Daha sonra plak, i¢inde
hareketli faz olarak kullanilan solvan sistemi bulunan kromatografi tankina
yerlestirilir. Hareketli faz plak iizerinde yeterli seviyeye yiikselince plak
cikarilir ve 105 °C’lik etiivde kurutulur. Lekelerin belirlenmesi igin; UV
1s1gindan, Dragendorf belirtecinden, iyot buharindan ya da uygun olan baska
belirteclerden yararlanilir. Her bilesigin Rf degerleri ayr1 ayr1 hesaplanir.
Bulunan bu degerler formiilde yerine konularak bilegiklerin Ry degerleri
hesaplanir.

Hansch Analiz Metodu

1960’11 yillarda iki ayr1 kantitatif yap1 aktivite iligkileri analiz yontemi
gelistirilmistir. Birisi Hansch ve Fujita, digeri Free ve Wilson tarafindan
olmak tiizere gelistirilen bu metodlar, biyolojik aktivite ile fizikokimyasal
parametreler ve yapisal parametreler arasinda iliskileri analizlerler.

QSAR metodlar: arastiricinin kendisi tarafindan uygun oldugu veya
olabilecegi diisiiniilerek segilen ve istatistiksel kurallar ile de uygunlugu
saptanan molekiiler nitelik (yapisal ve/veya fizikokimyasal 6zellik) degerleri
ile biyolojik etki arasindaki iliskiye dayanan hipotezleri ispatlamak igin
gelistirilen metodlardir.

Kimyasal bilesige ait molekiiler nitelikler olarak fizikokimyasal
parametrelerin  kullanildigzt QSAR analizlerinde Hansch tarafindan
gelistirilen korelasyon denklemi biyolojik etki ile yap1 arasindaki iliskileri en
iyi aciklayan denklem olmustur.
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Hansch, gelistirdigi analiz metodunda homolog bir seri igerisindeki
bilesiklerin goézlenen biyolojik etkilerinin, bu bilesiklerin fizikokimyasal
ozelliklerinin bir fonksiyonu oldugunu ifade ederek asagida verilen formiili
geligtirmistir.

biyolojik etki = f (hidrofobik) + f (elektronik) + f (sterik) + c (sabite)

Boylece homolog bir dizin igerisindeki molekiillerdeki siibstitiientlerin
elektronik, sterik, hidrofobik ve diger degisik 6zelliklerinin biyolojik etki
iizerine gosterdikleri olast katkilarin kantitatif degerleri bulunabilmektedir.
Boylece, giiclii aktivite ic¢in gerekli olan fizikokimyasal 6zelliklerin
belirlenmesi ve buna uygun olarak gerekli yapisal modifikasyonlarm
gerceklestirilerek lider bilesige ulasmak miimkiin olabilir.

Hansch analizleri, sentezleri gerceklestirilen bir seri kimyasal bilesigin
gozlenen biyolojik etkileri ile nicel olarak belirlenen fizikokimyasal
ozelliklerini gosteren parametrik degerler arasindaki iliskilerinin bilgisayar
aracihigit  ile  gerceklestirilen istatistiksel = metodlarla  ¢6ziimiine
dayanmaktadir. Daha ¢ok homolog bir dizin igerisinde yiiriitiillen Hansch
analiz metodu, matematiksel olarak asagida verildigi sekilde tanimlanabilir.

Y (biyolojik aktivite) = ko + ki X + koXo + ... + kX

X = Parametrik degerler seklindeki fizikokimyasal sabiteler

k., = Fizikokimyasal 6zelligin biyolojik aktiviteye olan + veya —
katkisini tanimlayan sabiteler (regresyon katsayilari)

k, = Aciklanamayan artik kismin biyolojik aktiviteye olan katkisini
gosteren sabit (korelasyon sabiti)

Y = Log 1/C = Logaritmik olarak bulunan biyolojik etki

Sentezlenen Bir Seri Bilesigin Kantitatif Yapi-Etki Iliskileri

Analizi

Bir seri 2,5-disiibstitiie benzimidazole, benzoksazol ve 2-siibstitiie
oksazolo (4,5-b) piridin tiirevleri (Sekil) sentezlemis ve K. pneumoniae’ye
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kars1 in vitro olarak test edilmislerdir. Elde edilen aktivite sonuglarindan
yararlanarak ¢oklu regresyon analiz yontemi kullanilarak bilgisayar yardimi
ile bilesiklerin kantitatif yapi-etki iliskileri Hansch analiz yontemi
uygulanarak acgiklanmistir (Farmasétik Kimya Anabilim Dalimizda yapilmis
bir ¢alismadir).

X I =X: NH, Y: CH, Z: CH,
| />—ZA< >~R1 Il=X:0, Y:CH, Z: CH,
R Y~ N

Mm=X:0, Y:N, Z-

Bilegiklere ait fizikokimyasal parametreler, daha 6nceden hesaplanan
ve kaynaklarda yer alan verilerden alinmistir. Bilesiklerin kimyasal yapilari,
bilesiklere ait baz1 fizikokimyasal parametreler ve aktivite sonuglar1 Tablo
4.3.°de yer almaktadir. Stat Graphics istatistik programi kullanilarak
bilesiklere ait tiim fizikokimyasal parametreler ve aktivite sonuglari
bilgisayara yiiklenmis ve ileri basamakli ¢oklu regresyon analizi kullanilarak
sonuglarin istatistiksel anlami kontrol edilmistir.

Hesaplamalara Hansch denklemi kullanilarak adim adim gelistirilen
esitlikler seklinde optimum sonug¢ alinincaya kadar devam edilmistir. Elde
edilen sonuglar Tablo 4.3.’de aciklanmistir. Tablo 4.3.’de yer alan eyitlik 1,
R* = %97 ve p< 0.001 degerleri ile en uygun korelasyon (dogrusal iliski)
elde edilmistir. Egit/ik 1 incelendiginde, bitisik halka sistemindeki R
grubunun K. pneumoniae’ye karsi biyolojik etkinlik i¢in 6nemli oldugu
anlasilmaktadir. Bu pozisyonda hidrojen yakalayici 6zellikteki (Haccepror)
stibstitiientlerin ~ aktivite {izerinde artirict  (pozitif) etki sagladigi
anlasilmaktadir. Ayrica bu esitlik, R gruplarinin negatif alandaki elektronik
etkilesmeleri de R (Fy) etkinligi artirmaktadir.

Bu bulgulara ilave olarak yapisal parametreler Iy, Iy, I 'in de aktivite
icin belirleyici oldugu goriilmektedir. p-Siibstitiie fenil yapisi ile bitisik
halka sistemi arasindaki metilen grubunun (Iz) 6nemli oldugu ve aktivitede
artig sagladigi tespit edilmistir. Diger yapisal parametreler olan Ix ve Iy,
oksazolo(4,5-b)piridin halka sisteminin diger heterosiklik ¢ekirdeklere gore
tercih edilmesi geregini belirtmektedir.
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Diger yandan aktivite ile R; grubu ve fenil halkasinin p-konumunun
veya benzil yoresindeki siibstitiisyonun arasinda herhangi belirgin bir
istatistiksel iligki bulunmamustir.

Ozet olarak analiz sonucunda K. pneumoniae’ye karsi etkili oncii
bilesik 2 no’lu konumunda benzil grubu igeren oksazolo (4,5-b) piridin
yapisi oldugu belirlenmistir. Bitisik halka sisteminde 5. konumda yer alan R
yerinde negatif alan etkisi olugturan ve hidrojen akseptor 6zelligi olan bir
siibstitiientin bulunmasinin, aktiviteyi arttiracagt bulunmustur.
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Kinolonkarboksilik asit yapisi tagiyan antibakteriyal etkili yeni bir ilag
etken maddesi olan NORFLOXACIN in tasarlanmasi kantitatif yapi-etki
iligkileri analizi sonucunda elde edilen Hansch denkleminden yararlanilarak
yaptlmistir  (Ayrmtili  bilgi igin bakiniz Aki-Sener, E., Yal¢in, 1.,
Farmasotik/Medisinal Kimya'da lla¢ Etken Madde Tasarim Yontemleri-I
Kantitatif Yapi-Etki [liskileri Analizleri (OSAR)  Ankara Universitesi
Eczacilik Fakiiltesi Yayinlart No:86, sayfa 226-234) .

Bu ¢aligmada 6ncii madde antibakteriyal etkili Nalidiksik asittir.
0]

N COOH

BDe
HsC” N7 N
CzHs
Nalidiksik Asit
Bunun igin asagidaki genel formiil iizerinden bir seri bilesik

sentezlenmis E. coli NIH JC-2 ye kars1 gosterdikleri minimum inhibisyon
konsantrasyon (MIK) degerleri saptanmustir.

(0]

Re COOH
|
Ry N
Rg Ry

71 Bilesik tizerinden basamak basamak yapilan kantitatif yapi-etki
iligkileri analizi sonucunda elde edilen Hansch denklemi asagidaki gibidir.

Logl/C = 3.04(£2.21) Lg;- 3.35(£0.73)Esge + 0.99(£0.24) Iz, —
- 0.73(£0.27) I ryn-coyt3.72(£0.92) B4 pg — 0.49(£0.10)2] [ ror7r8—
- 0.68(+0.39) XF gorons - 4.57

R,= Et, Me, vinil, propil, allil, hidroksietil, benzil, dimetilaminometil,
R¢=H, F, Cl, Br, I, NO,, Me, OMe
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R;=H, Cl, NO,, Ac, Me, OMe, NMe,, N-CO, piperazin, N’-
metilpiperasin
Rg=H, F, Cl, Me, Et, OMe, OEt

Aragstiricilar, ele gecen bu denklemden yararlanarak, Norfloksazin

bilesigini en uygun yap1 olarak sentezlemiglerdir.
(@)
F COOH

N N
H/ii::J CoHs

Norfloksazin

Sorular

1. Norfloksazin yapisinin bulunmasinda yararlanilan Hansch denkleminin
kisaca agiklamasini yapiniz.

2. Yapilan bir QSAR c¢alismasinda, sentezlenen bir seri bilesikteki
siibstitiientlere ait ¢esitli parametreler ile biyolojik aktivite (logl/C)
arasindaki iliski asagidaki sekilde bulunmustur.

CH,CHNH—COCH3 1 degerleri B, degerleri I degerleri
Ri B “H=0 “H=1 SN=1
xZ N -CH;=0.56 -CH;=1.52 -CH=0
-CI=0.71 -CI=18
-OCH;=-0.02 -OCH;=1.35
-NO,=-0.28 -NO,=1.7
R, _F=014

Logl/C =1.024 + 0.097znR, - 0.026B,R,+ 0.185Ix
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CH,CHNH—COCH, Bilesiginin log 1/C degerini,

cl
N gerekli olan parametreleri ve
N verilen QSAR  sonuglarini
kullanarak hesaplayiniz.
HsCO

b) En aktif olmas1 beklenen bilesigin formiiliinii ¢iziniz. Bu molekiile nasil
ulagtigimizi agiklaymiz.

¢) log 1/C ifadesindeki “C” neyi ifade etmektedir agiklayiniz.

3. Asagidaki molekiiliin teorik olarak logP degerini hesaplayiniz.

QCHZCHZCN

4. Indikator parametreyi tanimlayiniz.
5. LogP tayininde neden n-oktanol kullanilmaktadir agiklayiniz.
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QSAR Uygulamasi

S. aureus lzerindeki antibakteriyel etkileri saptanmis benzamid ve
fenil asetamid yapisindaki bilesiklerin formiilleri ve etki degerleri asagidaki

tabloda verilmistir.

R4 HO
8, X
R
X ” 2

Comp. Rl R2 R3 X lllvg[/lﬂcll Ix OR3 BlRI
1 -C(CHj); -H -NO, - 1,95 0 0,78 2,59
2 -H -H -NO, - 125 0 0,78 1
5 H NO, | H 3 156 ] 0] 0 1
6 -C,H; -NO, -H - 7,8 0 0 1,52
7 -F -NO, -H - 15,6 0 0 1,35
8 Br H | NO, | CHy | 125 1 | 078 | 1.95
9 -l H | NO, | |CH, | 125 T | 078 | 1.80
12 -CH; -NO, -H -CH,- 125 1 0 1,52
15 -H -H -NH, - 15,6 0 -0,66 1
16 -F -H -NH, - 15,6 0 -0,66 1,35
18 -C,Hs -H -NH, - 7,8 0 -0,66 1,52
19 -H -NH, -H - 31,25 0 0 1
20 -C,Hs -NH, -H - 15,6 0 0 1,52
21 -F -NH, -H - 15,6 0 0 1,35
22 -Br -H -NH, | -CH,- 31,25 1 -0,66 1,95
23 -Cl -H -NH, | -CH,- 31,25 1 -0,66 1,80
24 -CH, -H -NH, | -CH,- 62,5 1 -0,66 1,52
25 -F -H -NH, | -CH,- 62,5 1 -0,66 1,35
26 -CH, -NH, -H -CH,- 62,5 1 0 1,52

a) Tablodaki veriler ile Minitab programini kullanarak en uygun korelasyon
denklemini belirleyiniz.
b) Uygun bulunan korelasyon denklemini kullanarak en etkili bilesik ile en
diistik etkili bilesiklerden birinin Log 1/C degerlerini hesaplayiniz.
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4.1.1.2. Farmakofor Analizi

flag tasariminda sik Kkarsilasilan, terapdtik olarak sdz konusu
reseptoriin iic boyutlu yapisi bilinmedigi durumlarda, molekiiler modelleme
caligmalariyla, ligandlarin yapilar1 iyice karakterize edilir. Boylece biyolojik
etkide rol oynayan konformasyonlari kesin bir bicimde ortaya ¢ikarilabilir.
Reseptoriin yapisi daha sonra bu tiir ligandlardan ortaya ¢ikartilabilmekte
veya ‘haritalanabilmektedir’. Boylelikle mevcut yapi-etki iligkilerini
kullanilarak yeni ilag adaylarini tasarlamak miimkiin olmaktadir.

Farmakofor ligandlarin biyolojik aktiviteleri i¢in gerekli olan temel
fonksiyonel gruplar olarak tanimlamaktadir. Diger bir ifadeyle farmakofor,
belli bir biyolojik aktivite i¢in gerekli olan yapisal elemanlarin uzaysal
diizenlemesidir.

Farmakofor modeli ise molekiiliin ti¢ boyutlu yapisini kapsayan;
hidrofobik gruplar, yiiklii veya iyonize olabilen gruplar, hidrojen bagi verici
(donor) ve alicilart (akseptdr) gibi molekiil 6zelliklerini gosterir. Farmakofor
model olusturmak i¢in bilesikler {ist iiste cakistirilarak sahip olduklart ortak
Ozellikler tespit edilir. Bu 6zellikler, reseptore baglanmak i¢in gerekli olan
karakteristik 6zelliklerle benzesen kimyasal fonksiyonlari igerir. Olusturulan
farmakofor modeli ile uyumlu olan bilesikler ti¢c boyutlu veri tabanlari olarak
kullanilabilir ve sonugta etkin yeni aday molekiillerin 6nerilmesini saglanir.

HBD 221

Dogort

HBB 211

Sekil 4.5. iki hidrojen bag alicisi, bir hidrojen bagi vericisi ve bir hidrofobik
Ozellikten olusan farmakofor model ve bu modelle haritalandirilan bilesikler
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Farmakofor analiz ile etki gosteren molekiillerin yapisindan yola
cikilarak reseptér yapisinin yorumlanmasi amaglanir. Bu ydntem
kullanilirken;

= Reseptoriin yapisi bilinmemekte
= Etki mekanizmasi bilinmekte veya bilinmemekte
= Ligant ve ligandin biyolojik aktivitesi bilinmektedir.

Farmakofor gruplarin ézellikleri

Hidrojen bagi ahicisi: Uzerinde serbest elektron ¢ifti tastyan atomlar
Or: O, N, S...
Hidrogen bag: vericisi: Uzerinde en az bir tane H atomu tastyan
atomlar
Or: -OH, -NH-, R;NH', -SH...
Hidrofobik Ozellik:
e Nonpolar gruplar hidrofobik 6zelligi arttirr.
Or: R, -X, -Ar
e Polar gruplar ise hidrofobik 6zelligi azaltir.
Or: -COOH, -OH, -NH,
Aromatik Halka Ozelligi: Aromatik yapidaki halkalar
Or: -Ar
benzen, tiyofen, pridin, naftalen...
Elektrostatik 6zellik: Anyon veya katyan halinde bulunan atomlar
Or: -NH;" (pozitif iyonize olabilen grup)
-COO" (negaitif iyonize olabilen grup)

Serotonin 5-HT; Reseptorii Kismi Agonistleri Uzerine Farmakofor
Analiz Uygulamasi

Serotonin 5-HT; reseptorleri ¢ok sayida fizyolojik olaylarin
olusumundaki etkileri nedeniyle potansiyel terapotik hedefler olarak
aragtirtlmigtir.  Bu  reseptdriin -~ agonistler tarafindan aktive edilmesi
durumunda;
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e santral sinir sisteminde; beyin sapinda mide bulantisi ve kusma
merkezi uyarilmasi, anksiyete ve felg

e periferik sinir sisteminde; sinir hiicrelerinin uyarilmasi (otonom ve
agr1 sinirleri) kusma gibi etkiler gézlenmektedir.

Serotonin 5-HT3 reseptorii kismi agonistleri, ¢esitli gastrointrestinal
sistem rahatsizliklarinda ozellikle irritabl barsak sendromunda (spastik

kolon) kullanilmaktadir.

Tablo 4.4. Calisma seti olarak kullanilan etkili Serotonin 5-HT; reseptor agonistleri

— - X S
[x\ N/ S N@ N A N
PP )
e T U0 e
N
K/N‘R K/N‘R
1-6 7 89
XN/ N/ N/
L .
pZ _0 N fo) /
Y N - i,
N @ SN R, N— O N
N. /
R
10-18 19-21 22
— R, ~
N Y% N —
| ) N\, _-0
N
s N \/\N/ \/\NH2
23 / 24-25
F— Activite
Bilesik X Y R R, (-log IC5y)
1 N C H - 8,83
2 N C allil - 11,40
3 N C benzil - 12,09
4 N C 4F-benzil - 8,59
5 C C Benzil - 9,45
6 C C 4F-benzil - 8,62
7 - - - 7,34
8 - - allil - 7,71
9 - - benzil - 7,51
10 S C H - 7,92
11 S C CH, - 6,09
12 S C allil - 8,58
13 S C benzil - 8,85
14 S C 4F-benzil - 7,67
15 C S CH, 6,62
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Tablo 4.4.”in devami
16 C S allil - 9,04
17 C S benzil - 8,34
18 C S 4F-benzil - 8,93
19 - - H H 6,66
20 - - CH;3 CH;4 8,24
21 - - benzil H 6,54
22 - - - - 7,85
23 - - - - 8,46
24 - - tiyenil - 6,05
25 - - fenil - 6,00

1. Konformasyonel veribankasi olusturma
e Calismada biyolojik aktivitesi bilinen 25 bilesik ve 19000 fakli bilesik
iceren bir veribankasindan bu 25 bilesige yapisal olarak benzerlik
gosteren 250 inaktif bilesik kullanilir.
e Olusturulan ¢alisma setindeki 275 bilesik i¢in konformasyonel analiz
calismasi baglatilip ve bu bilesikleri farkli konformasyonlari elde edilir.
o Olusturulan konformerlerin biyolojik aktivite degerleri girilir.

2. Farmakoforun olusturulmasi

Biyolojik aktivitesi en yilksek olan bilesik iizerinde, iki aromatik
halka, bir hidrojen bagi akseptdrii, bir hidrojen bagi vericisi ve katyonik
bolge 6zelliklerini igeren farmakofor model gosterilir.

3. Farmakofor analizi
Calisma serisindeki 275 molekiil ve bunlarin konformerleri olustrulan
farmakofor modeli ile ¢akistirilir.

4. Sonuclarin degerlendirilmesi

Calisma serisindeki bilesiklerin farmakofor model ile ¢akistirilmasi
islemi sonucunda elde edilen sayisal veriler incelenir. Molekiillerin
farmakofor model ile uyumlart RMSD degeri ile agiklanir.

RMSD (Root-mean-square deviation): Gergekte gozlenen deger ile bir
model olusturularak tahmin edilen deger arasindaki farkliligi olgen bir
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degerdir. Bu deger sifira ne kadar yakinsa molekiil farmakofor model ile
uyumu o kadar yiiksektir.

B e ot P DT - S

Pick atom to delete... (ESC 1o cancel]

Show »

veasure
Remoue s

Seect »

Extond »

Disis v Rotste: x [T Dy oz I T0 Transiste: X I Ty I oo P T zoom: KT o

Sekil 4.6. Calisma sonucunda olusturulan farmakofor model
Turuncu: aromatik halka, agtk mavi: hidrojen bagi alicisi, mor: hidrojen bagi vericisi
ve katyonik merkez

»/ Database Viewer : c:/ph4out.mdb _ 7 ;lgl_x.l

File Entry Field Compute Display Window Help ’Canoel
mol rmsd I mseq row hitmap -logIC50 | &
0.311s & L2 2729 12.0500
0.3115‘ 4‘ 2| 73T 23 25v 11.4000‘
0.2584 3 = A I e Sy B G 4 5.4500
0.3035 4 413 13 23 24 9.0400
0.3035. 5‘ 5‘3 13 28 29. 8.9300
0.254¢ @ 6|3 13 27 28 8.8500
0.3101 7| 7|7 :X7 2022 8.8300
0.2984 8 | 8|7 17 28 30 8.8200
0.3115. 9 9|7 17 28 30. 8.5%00
n ’?Qd.’-. 14’\; 1n 94 19:. 99 ":4. 2 :an‘ LJ
[»]
1152 entries, 39 selected, 39 visible. € fields, 0 selected, all visible.

Sekil 4.7. Farmakofor analizi ¢aligmasi sonucunda elde edilen sonuglar
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Sorular

1) Farmakofor model nedir? Nasil olusturulur?

2) Serotonin 5-HT; reseptorii kismi agonistleri iizerine olusturdugunuz
farmakofor modelde ortaya ¢ikan en 6nemli 6zellikler nelerdir?

3) Serotonin 5-HT; reseptorii kismi agonistleri tizerine olusturdugunuz
farmakofor modelini esas alarak Serotonin 5-HT; reseptorii kismi agonisti
olabilecek yeni bir molekiil tasarlayniz.

4.1.2. Hedef Yapisina Dayah Yontemler
4.1.2.1. Doking Yontemi

Protein-ligand doking yontemlerinin, ila¢ tasarimi konusundaki 6nemi
tartismasizdir. Ilag tasariminda, kiigiik molekiiller ile reseptdrler arasinda
yapilan doking ¢alismalar1 gittik¢e artan bir 6nem kazanmaktadir.

Doking c¢alismalarinda reseptor olarak ele alinan yapi, protein
yapisindadir. Reseptoriin yapisinin tanimlanmasinda en ¢ok X 1sinlart
kristallografisi ve niikleer manyetik rezonans (NMR) teknikleri
kullanilmaktadir. Kristal olarak elde edilebilen bir protein iizerine X 1sinlari
gonderilerek, bu proteinin yapisi belirlenebilmektedir. Daha kompleks olan
NMR yonteminde, su ortaminda ¢oziinen proteinin konformasyonu
saptanabilmektedir. Ancak, NMR yontemi olduk¢a karisik ve kompleks
coziimlemelere gereksinim duymaktadir. Dolayisiyla, tercih edilen yontem X
1isinlar1 kristallografisidir.

Molekiiler doking teknikleri, bilgisayar destekli rasyonel ilag
tasariminda ilag ya da ilag adaylar1 ile enzim, niikleik asit, reseptor
proteinlerinin birbirine nasil uyum gosterdiklerini arastirmak icin siklikla
kullanilmaktadir. Doking c¢aligmalarinda, ti¢ boyutlu yapist belli olan
reseptore baglanma enerjileri belirlenebilmekte ve reseptoriin baglanma
bolgesinde ligandin pozisyonu canlandirilabilmektedir. Bu durum, baglanma
tipinin anlasilmasi ve proteinleri hedefleyen kii¢iik molekiillii, daha uyumlu
ligandlarin tasarlanmasi i¢in faydali olabilmektedir.
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Bagka bir deyisle; doking, ligandin uygun konformasyonu ile reseptor
arasinda anahtar-kilit iligkisine benzer bir uyum olmast durumudur.
Ligandlar genellikle hareketlidir (flexible) ve ¢oziicii igerisinde birgok farkli
konformasyonda bulunmaktadirlar. En ¢ok kullanilan doking yontemi; sabit
tutulan proteinin aktif yoresi ile ligandin bir seri konformasyonu arasinda
yapilan doking islemidir. Sekil 4.8 ve Sekil 4.9 da protein ilag etkilesimleri
goriilmektedir.

Sekil 4.8. Topotekan bilesiginin (sar1 renkli) Topoizomeraz [ enzimi ve DNA ile
etkilesimi (Pdb: 1K4T)
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Sekil 4.9. Topotekan bilesiginin doking pozu (Hidrojen baglari ve pi etkilesimleri)
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