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Bu tez calismasinda 27 adet Kumarin tlrevi molekiliin, Karbonik Anhidraz, CA-XII
izo-enzimine karsi deneysel yolla 6l¢iimis biyolojik aktivite degerleri kullanilarak, QSAR
(Kantitatif Yapi-etki Analizi) ¢alismasi yapildi. Calismada Kumarinlerin t¢ boyutlu yapilari
ve bir ¢cok molekuler parametreleri Gaussian 03 yazilimi ile hesaplandi. Elde edilen bu
yaptlar CodessaPro yazilimina yiklenerek cok sayida molekiler tanimlayici (descriptor)
hesaplandi. Hesaplanan molekiler tanimlayicilarla literatirden alinan deneysel yolla
olctlmis biyolojik aktivite verileri Codessa yazilhimi kullanilarak Coklu Lineer Regresyon
(CLR) islemine tabi tutulmak suretiyle bir cok QSAR denklemi elde edildi.

Elde edilen QSAR denklemleri arasinda istatistik parametreleri en yiiksek olan; R? =
0.93 ve Ry 0.90 dir. Elde edilen QSAR modellerinin yorumuyla, biyolojik aktiviteye etki

eden faktorler agciklanmaya calisildi.

ANAHTAR KELIMELER: Karbonik Anhidraz, Kumarin, QSAR, Coklu Lineer
Regresyon



ABSTRACT

MSc Thesis
QSAR STUDY OF COUMARIN DERIVATIVES AS CARBONIC ANHYDRASE CA-
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This study presents Quantitative Structure Activity Relationships (QSAR) study on a
pool of 27 Coumarin compounds as Carbonic Anhydrase (CA-XII) isozyme inhibitors. 3D
structure and many molecular properties of Coumarin compounds have been calculated by
Gaussian 03 software. Several molecular descriptors have been calculated and QSAR
models have been drown up with the help these calculated descriptors and Carbonic
Anhydrase (CA-XII) inhibitory data of the molecules by using the Multiple Linear
Regression (MLR) technique which is implemented in CODESSA PRO software.

Among the obtained QSAR models presented in the study, statistically the most
significant one is a four parameters linear equation with the squared correlation coefficient
R? values of ca. 0.93 and the squared cross-validated correlation coefficient R%y values of
ca. 0.90. The results were discussed in the light of the main factors that influence the
inhibitory activity of the Carbonic Anhydrase (CA-Il) isozyme. The obtained models
allowed us to reveal some structural factors, which are strongly correlated with the

biological activity of the compounds.

KEY WORDS: Carbonic Anhydrase, QSAR, Coumarin, Multiple Linear Regression



TESEKKUR
Bu tez calismasinin hazirlanmasi sirasinda, sagladigi rahat calisma ortami ile

birlikte elinden gelen hi¢ bir yardimi esirgemeyen, danismanim Sayin Yrd. Dog. Dr.
Selami PALAZ' a tesekkuri bir borg bilirim.



SEKILLER DIiZINi

Sayfa No

Sekil 2.1 Karbonik Anhidraz izoenzimlerinin katalitik bolgeleri.............ooiiiiiie i 5
Sekil 2.2 Karbonik anhidraz enziminin CO, -hidratasyon reaksiyonunun kataliz mekanizmasinin
SEMALIK GOSTEITIISI. .. ettt e e e e e e e e e e e e ————— 7
Sekil 2.3. Karbonik Anhidraz inhibitori ilaglarin Kimyasal YapISI.........covviiieiiiiie e i e 8
Sekil 2.4 X-isinlari calismasina gére Kumarin’in cis-2-hydroxycinnamic aside donuserek CA-11’nin

aktif bdlgesin agzina tutunmus hali.............ooiir i 9
Sekil 2.5 Literatirdeki QSAR calismalarinda kullanilan Karbonik Anhidraz inhibitdri

stilffonamidlerin tlrevi molekUllerin yapilari..........ooooii i e 10
Sekil 4.1. QSAR calismasinda kullanilan 27 adet Kumarin tirevIeri ..o i 33
Sekil 4.2 1 nolu QSAR modeline gore deneysel aktivitenin hesaplanmis aktiviteye karsi
OraAF T e e e e e e e e e e e ——————— 37
Sekil 4.3 QSAR modelinin validasyonu: A+B training set (kare) ve C test set
(UTed T=] o) USRI 37
Sekil 4.4 QSAR modelinin validasyonu: B+C training set (kare) ve A test set
(UTed T=] 0 U RRP 38
Sekil 4.5 QSAR modelinin validasyonu: C+A training set (kare) ve B test set
(110 =T 0 PSSO 38



CIZELGELER DIZziNi

Sayfa No

Cizelge 3.1. BAzZ KUMEIETT ... ettt e e e e e e et e et e 27
Tablo 4.1 QSAR modelerinde yer alan molekiler tanimlayicilar, Kumarin molekillerinin deneysel
LogKi, I, 1l ve 111 nolu modellerle hesaplanan Log-Ki biyolojik aktivite

0 1oL =T o 1T PP (< |
Tablo 4.2 27 Kumarin tiirevlerinin CA-XII izo-enzimine karsi aktivitelerinin (Ki) Coklu Lineer Regresyon
QSAR MOUBHEII ...ttt e e e e e e sre e et sre e nreenenneenne e e B0
Tablo 4.3 QSAR modellerinin ValidasyOnU. ..........cou i e e e 41
Tablo 4.4 QSAR molellerinde olan molekiler tanimlayicilarin inter-koralasyonu.............ccccoevevennn 42



AOCB
CA
HCA
YFT
HF
MP
MO
STO
GTO
QSAR
HOMO
LUMO
AM1

SIMGELER DI ZiNi

Atomik Orbitallerin Cizgisel Birlesimi
Karbonik Anhidraz

Human Karbonik Anhidraz

Yogunluk Fonksiyonel Teori
Hartree-Fock

Moller-Plesset

Molekler orbital

Slater tipi orbitaller

Gaussian tipi orbitaller

Quantitative Structure-Activity Relationships
Highest Occupied Molecular Orbital
Lowest Unoccupied Molecular Orbital
Austin Method 1

Vi



1. GIRIS Mehmet KIYTAK

1.GIRIS

1.1. Giris

Karbonik anhidraz (CA, EC 4.2.1.1) en basitinden en gelismis olana kadar
dogadaki tim canlilarda var olan bir metalo-enzimdir. Bu enzimin dogada pek cok
formu olmakla beraber, bulunduklari canliya bagli olarak bes guruba (a-CA, B-CA,
5-CA, yCA ve &-CA) ayriimistir. Bu guruplardan a-Karbonik anhidraz memelilerde

bulunur ve temel fonksiyonu kanda ve diger dokularda
CO,+H,0 & HCO, +H" (1.2)

reaksiyonunu katalize etmek vasitasi ile asit baz dengesini ayarlamak ve dokulardan
karbondioksit transferini saglamaktir. Karbonik anhidrazin bio-aktif bolgesinde
Cinko (Zn*?) atomu vardir. Bu enzimin inhibisyon ve aktivasyon mekanizmasi Zn*?
atomu Uizerindendir. Zn*? atomu enzim icerisinde i farkli Histidin ile (6rnegin CAII
izo-enziminde His94, His96 ve His119) tek bag ve su/hidroksil iyonu ile de dordunci
bag olmak (izere tedrahedral geometridedir. inhibasyon veya aktivasyon
mekanizmasi genellikle inhibitor veya aktivatoriin N atomu dzerinden enzimin aktif
sitesindeki ¢inkodaki su/hidroksil iyonunun yerini almasi seklinde gergeklesir
(SUPURAN ve WINUM, 2009).

Su ana kadar insandan hicre igerisindeki lokalizasyonu farkli ve yapisal
olarak bir birine benzer 15 farkhi Karbonik Andidraz izo-enzim belirlenmistir.
Bunlardan CA IX, CA XIlI ve CA XIV izo-enzimlerinin lokalizasyonu trans
memberan olup inhibasyonu anti kanser etki ile iliskilendirilmektedir. Bunlardan CA
IX diger ikisiyle kiyaslandiginda dokuda en fazla miktarda bulunan izo-enzimdir.
Bununla beraber, lokalizasyonu sitozol olan CA I, CA Il, CA 11I, CA VII, CA VIII,
CA X, CA XI, CA XIII ve diger lokalizasyonlarda olan (CA IV; plasma membrani,
CA VA ve CA VB; mitokondri, CA VI; secreted milk/saliva ) izo-enzimler icerisinde
insanda en fazla olan izo-enzim CA II’dir. Halihazirda, CA 11 izo-enzimini inhibe
etmekle etki gosteren, glokom ve diiretik tedavisi basta olmak (izere bir¢ok hastaligin
tedavisinde kullanilan silfonamid tabanl alti adet ticari ila¢c vardir. Ancak bu

ilaclarin hepsinin sistematik yan etkileri mevcuttur. Yan etkilerin en 6nemli sebebi



1. GIRIS Mehmet KIYTAK

bu ilaglarin CA 1l disinda diger izo-enzimleri de inhibe ediyor olmalaridir
(SUPURAN, 2004; CONWAY, 2004; SCOZZAFAVA, 2004).

Bu nedenle bir reseptor olarak Karbonik Anhidraz enziminin inhibasyonu ile
etki eden ilaglarin gelistirilmesinde istenilen etkinin yaninda istenmeyen yan etkilerin
ortadan kaldirilabilmesi igin izo-enzim secici inhibitorlerin dizayn edilmesi hayati
6nem tasir. Son zamanlara kadar, geleneksel olarak sulfonamitler basta olmak tizere
fenol, sulfamate bilesikleri inhibitor olarak calisiimistir (SUPURAN, 2010). Son
olarak Kumarin tarevlerinin de Karbonik Anhidraz enzimine karsi inhibitor etkisinin
oldugu kesfedilmistir. Bu kesfin en dénemli tarafi diger gruplardaki inhibitérlerden
cok farkli bir mekanizma ile ¢alistyor olmasidir. Ayrica Kumarin turevlerinin diger
inhibitor gruplarina gore daha fazla izo-enzim segiciligi gozlenmistir (SUPURAN ve
ark., 2009; SUPURAN ve ark., 2010).

Yukarida bahsedilen Kumarin tiirevi molekullerin Stlfonamitlerden farkl bir
mekanizma ile bu CA enzimini inhibe ettigi ortaya ¢ikti. Stilfonamitler enzimin aktif
boélgesindeki Zn atomu ile direk bag yaparak etki gosterirken, Kumarinlerin Zn ile
direk bag yapmaksizin enzimin aktif sitesinin agzina bir kapak gibi yerleserek
enzaymik reaksiyonu inhibe ettigi rapor edildi. Ayrica bu yeni kesfedilen Kumarin
tirevi molekullerin farkli CA izo-enzimlerini segici sekilde inhibe ettigi de
gozlemlendi (SUPURAN ve ark., 2010). Geleneksel olarak inhibasyon
arastirmalarinda en yogun sekilde calisilan stlfonamit tabanl bilesiklerin seciciligine
kiyasla Kumarin tirevi molekillerin daha secici olmasi, calismalarin bu alana
kaymasina sebep olacagl dustndlebilir. Burada bahsedilen CA izo-enzimlerinden
bazilarinin secici inhibisyonu bazi hastaliklarin tedavisinde kullanilacak ilaglarin
gelistirilmesinde temel bir yoldur. Bunlardan CA IX, CA XIl ve CA XIV izo-
enzimlerinin lokalizasyonu trans membran olup, bu izo-enzimlerin segici
inhibasyonu anti kanser ilaglarinin gelistirilmesinde hedef enzim olarak
calisiimaktadir (SUPURAN, 2008).

Gunumuzde QSAR (Quantitative Structure-Activity Relationship - Kantitatif
Yapi-Etki Analizleri) etkisi yuksek ve yan-etkisi az ilaglarin gelistirilmesi
calismalarinda vazgecilmez ve yaygin bir yontemdir. QSAR metodunun temeli,

2



1. GIRIS Mehmet KIYTAK

halihazirda biyolojik etkisi (ila¢ etkisi) deneysel olarak 6l¢tlmis bir grup molekdli
kullanarak, bu molekdillerin biyolojik etkisine artirici yada azaltici yonde katki
yapan molekuler parametrelerin istatistiksel analiz metotlari kullanilarak tespit
edilmesi esasina dayanir. Biyolojik etkiyi artirici veya azaltici yonde etki eden
molekiler parametreler bir kere belirlendikten sonra, istenildigi kadar sanal molekiil
bilgisayar ortaminda olusturularak bu molekullerin ilgili parametreleri hesaplanmasi
yoluyla eger bu molekiller sentezlenecek olursa deneysel olarak gosterecegi

biyolojik aktiviteyi (etkiyi) 6nceden hesaplamamiza imkéan vermektedir.

Bu tez calismasinda, anti-timor ilagc gelistirme cabalarina katki yapmak
amaciyla yapilari ve biyolojik etkileri literatirde (SUPURAN ve ark., 2009)
yayinlanan 30 adet Kumarin bilesiginin CA-XII izo-enzimine karsi o6lgilmus
inhibasyon sabiti, (Ki) kullanarak QSAR modellemesi yapilmaktadir. QSAR
modelleri, calisilan molekdllerin Gaussian 03 yazilimini kullanarak bir kuantum
kimyasal yontemle (Yogunluk Fonksiyonel Teori, DFT) elde edilen ¢ boyutlu
yapilarindan Uretilen kuantum kimyasal, geometrik, topolojik tanimlayicilarin
(descriptors), o molekdllere ait 6lcilmis deneysel Ki degerleri, CodessaPRO
yazilimi ile Coklu Regresyon Analizi (CRA) kullanilarak elde edilmektedir. Elde
edilen QSAR modelleri yardimi ile benzer bilesiklerin Ki degerleri sentezlemeden
once istatistigin belirledigi sinirlar igerisinde belirlenebilir. Buda sentez alaninda
calisan kimyacilarin neyi sentezleyip neyi sentezlememesi gerektigi konusunda

oldukca aydinlatici olur.
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2. ONCEKIi CALISMALAR VE KURAMSAL TEMELLER

2.1. Karbonik Anhidraz

Karbonik anhidraz, biitin organizmalarda bulunan Zn** iyonlu bir
metaloenzimdir. ilk olarak, sigir eritrositlerinde kesfedilen karbonik anhidraz,
canlilarda denklem 2.1°’de gosterildigi gibi CO’in hidratasyonunu ve HCOj3’ nin
dehidratasyonunu katalizleyen bir enzimdir (SUPURAN ve SCOZZAFAVA, 2001).

CO, +H,0 <> H,CO, <> HCO; +H* 2.1)

Karbonik anhidraz enzimi, genel olarak metabolik CO, transportunu saglamanin yani
sira, bircok dokularda H* ve HCOj3 birikiminde de rol oynamaktadir. Bu dokular
arasinda bobrek, gastrik mukoza ve g6z lensini sayabiliriz. Bunlardan baska histo-
kimyasal metotlarla tiklrik bezleri, kaslar, beyin, sinir miyelin kilifi, pankreas,
prostat ve endometrium dokularinda da CA ‘ya rastlanmis ve bunlarin bazilar
saflastirilarak biyokimyasal 6zellikleri incelenmistir. Baliklarin solunga¢ ve salgi
organlarinda bazi bocek ve bakterilerde, kabuklu hayvanlarin kabuk yapiminda,
alglerde ve bitkilerin fotosentetik hiicre kloroplastlarinda bu enzimin degisik rolleri
oldugu ayrica ispatlanmistir (SUPURAN ve WINUM, 2009). Karbonik anhidraz
yukarida gosterilen reaksiyon disinda daha az éneme sahip birgok reaksiyonu
katalize etmektedir.

Karbonik Anhidraz’in Dagilimi ve Fizyolojik Onemi

insanda yedi farkli izo-enziminin gen yapisi belirlenmis ve bu izo-enzimlerin hayati
fonksiyonlarinin doku ve organlara gére farklilik gosterdigi bulunmustur. Yukarida
da ifade edildigi gibi, bu dokularin ¢ogundan Karbonik anhidraz enzimi karakterize
edilmis ve fonksiyonlari belirlenmeye cahsiimistir. Bu yolla cesitli doku ve
organlarda elektrolit salgilanmasi, CO, ve pH dengesinin saflanmasi, akciger ve
dokular arasindaki CO, / HCOj transportu gibi fizyolojik olaylarda rol almalarinin
yani sira, kemik erimesi, kireclenme, timdér olusumu ve diger patolojik ve fizyolojik
islemlerde de rol aldiklari agiklanmistir (WARNOCK ve ark., 1986; SUGRUE,
1996; HEWETT-EMMETT, 2000). Karbonik anhidraz enziminin fizyolojik
fonksiyonlari, genel olarak insanda bulunan CA izo-enzimlerinin incelenmesi sonucu
ortaya cikarilmistir. HCA-I izo-enzimi, insan eritrosit htcrelerinde bulunan bir

4
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enzimdir ve insan kanindan saflastirildiginda 12 mg/g Hb olarak bulunan bir izo-
enzimdir. Eritrositlerde  HCA-1 izo-enzimi yaninda, HCA-Il izo-enzimi de
bulunmaktadir. Bu izo-enzimlerin en o6nemli fonksiyonlari ise, doku kilcal
damarlarindan metabolizma Griini olan CO, molekilinin, HCO3 bilesigine, akciger
pulmoner kapilerde ise HCO3’In  CO,’ a donusmesi reaksiyonunu katalizleyerek
solunum olayinda yer almaktadir.

Karbonik Anhidraz Enziminin Ug¢ Boyutlu Yapilari

Karbonik anhidraz izo-enzimlerinin 3 boyutlu yapilarinda buyuk farklihiklar
gozlenmektedir. izo-enzimlerinin 3 boyutlu yapilarindaki farkin ¢ok belirgin
olmasina ragmen, aktif bolgelerdeki katalitik gruplarin hemen hemen ayni olmasi
dikkat cekicidir. Sekil 2.1’de gosterildigi gibi, her bir izo-enzimin aktif bdlgesi,
yaklasik tetrahedral geometriye sahip, tg¢ histidin imidazol halkasi ve bir su molekuli
ile koordine olmus Zn*? iyonun kataliz olayindaki fonksiyonu vazgecilmez olup,
uzaklastiriimasiyla elde edilen apo-CA enzimleri, tam anlamiyla aktiviteden
yoksundurlar ( SCHCER ve DIETSCH, 1984; LINDSKOG, 1997).

Sekil 2.1. Karbonik Anhidraz izoenzimlerinin katalitik bolgeleri

Karbonik Anhidraz Enziminin Katalitik Mekanizmasi

Karbonik anhidraz enziminin metabolizmada son derece 6nemli olmasi, ¢Ozelti
ortaminda kararli olmasi ve uygun sartlar altinda aktivitesi kaybolmadan uzun sire
bekletilmesi gibi avantajli dzelliklere sahip oldugu anlasiimistir. Aktif bolgesindeki
Zn*? iyonu ve ona bagli bir hidroksil grubu ihtiva etmektedir. ikinci

5
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olarak da, aktif bolge yakinindaki amino asitler, proton verici ve proton gradienti
olusturacak sekilde diizenlenmislerdir (OZENSOY, 2006). Bu enzimin reaksiyonlari
katalizinde, Zn (I1) iyonunun buyik 6énemi vardir. Yapilan X-ray kristalografi
sonuclari, metal iyonunun bir H,O veya OH" iyonu ve g histidin rezidisu (His-94,
His-96, His-119) tarafindan koordine edilen, aktif bélgedeki 15 A derinligindeki bir
yari§in tabaninda oldugunu géstermektedir. O. Ozensoy (2006) yapti§i doktora tezi
calismasinda bu enzimin katalitik mekanizmasini ilgili referanslara dayandirarak su
sekilde aciklamaktadir. Cinko bagl H,O, Glu-106" nin karboksilat grubuna sirayla
kopri olusturan Thr-199” un hidroksil grubuyla, hidrojen bagi etkilesimleri sonucu
tutunmaktadir. Bu etkilesimler, ¢inko bagli su molekilinin nikleofilitesini
arttirmakta ve molekul nikleofilik atak igcin uygun bir yerdeki CO,’e dogru hareket
etmektedir (SUPURAN ve SCOZZAFAVA, 2001). Zn (Il) iyonuna, hidroksil
grubunun baglanmasiyla enzimin aktif bir formu olusur (Sekil 2.2-A). Enzimin aktif
formu, gucli nukleofilik yapisiyla CO, molekiline saldirir (Sekil2.2-B). Bu da, Zn
(1) iyonuna baglanmis bikarbonat iyonunun olusmasini saglar (Sekil 2.2-C). Daha
sonra, HCOgsiyonu bir su molekullyle yer degistirir ve cozeltiye gecer. Bunu
sonucunda, Zn*? iyonuna su molekiili baglanir ve bu da Sekil2.2-D’de gorildugi
gibi, enzimin asit formuna déniismesini saglar (CHIRISTIANSON ve ark., 1998).
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Sekil 2.2 Karbonik anhidraz enziminin CO,-hidratasyon reaksiyonunun kataliz mekanizmasinin
sematik gosterilisi

Karbonik anhidraz IX ve XI1 izo-enzimleri (CA-1X ve CA-XI1)

CA-IX membran bagh izo-enzimi normal hiicrelerde aktivite goéstermeyip
timayle kanserli hicrelerde ekspre olan tumor iliskili karbonik anhidraz izo-
enzimidir. Bu 0zelligi ile potansiyel bir kanser biomarkiri olarak 6nem tasir. Klasik
karbonik anhidraz enzim aktivitesinin yani sira, hicre adezyon isleminin
modulasyonu ve hypoxik cevredeki timorin ilerleyip hicredeki artisinin
duizenlenmesinde 6nemli rol oynamaktadir (OZENSQY, 2006).

CA-IX membrana bagh ve hiicre yiizeyinde olan kati tumorlerde géruldugu
icin 6zellikle bobrekle ilgili hiicre karsinomlarinda (RCC), servik, over, kolon, bas,
boyun karsinomlarinda ekspre olmaktadir. Hicre yiizeyinde aktivite gostermesi
COy’in hidratasyon ve dehidratasyonu sonucunda Kloriir-anyon degistiricisi olarak
hiicre membraninda yer almasi CA-1X’un HCOj3; anyonlarinin tekrar sitoplazmaya
tasinmasinda 6nemli bir rol Gstlenmektedir. Bu membran bagli timor iliskili izo-
enzimin eksrasellller asiditeyi kontrol ettigi ve bdylelikle katepsin B ve matriks
metaloproteaz B (MMP-9) gibi hiicre yiizey proteazlarinin aktivasyonuna etkimesi
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bu enzimin sadece hypoxia icin ayrica kanser terapisi icin de 6nemli oldugunu

gostermektedir.

CA-1IX izo-enzimden sonra ikinci olarak tumor iliskili izo-enzim olan CA-XII
bobrek kanser hicrelerinde % 10 olarak ekspre edildigi Sly ve ark. Tarafindan
kanitlanmistir (2001). lvanov ve grubu tarafindan klonlanan bu izo-enzim Sly ve
grubu ile birlikte yeni von-Hippel-Lindau (VHL) hedefi olarak belirlenmis ve
ekspresyonun VHL’nin dogal tipi tarafindan RCC’de giclice inhibe edildigi ve
ayrica diger tumor iliskili CA-IX gibi ayni regllasyona sahip oldugu tespit
edilmistir(TURECI ve ark., 2000; OZENSOY, 2006). CA-1X gibi hypoxia ile regiile
edilme benzerligi olmasina karsin etkin olduklari biyokimyasal yollarin farkli oldugu
anlagiimaktadir (SUPURAN ve ark., 2005; OZENSQY, 2006).

2.2. Karbonik Anhidraz inhibitorleri

Karbonik Anhidraz inhibitoért calismalari 1940° I yillarda baslamistir.
Héalihazirda, CA Il izo-enzimini inhibe etmekle etki gosteren, glokom ve diretik
tedavisi basta olmak U(zere bircok hastaligin tedavisinde kullanilan silfonamid
tabanh alti adet ticari ila¢c vardir. Bunlar ilaglarin kimyasal yapilari Sekil 3’de
verilmektedir. Bunlar 1. acetazolamide, 2. methazolamide, 3. ethoxzolamide, 4.
dichlorophenamide, 5. dorzolamide, 6. brinzolamide

N—N Ma

f o\ MN—N N
ACNH S0,NH. \ /@TI
8 2 E
ﬂcN-"’l\S/}”“ SO,NH, 10 s"l\ SONH,
1 2 3
so NH, NHEL A,
Ol Lo
| SO,NH, MeQ{CH_ )z ,—, %
Cl
4 5 ]

Sekil 2.3. Karbonik Anhidraz inhibitorl ilaclarin kimyasal yapisi

Bu ilaclarin inhibasyon mekanizmalari ortak olup, Karbonik Anhidraz enzimi aktif
sitesinde bulunan Cinko atomu ile NH, grubundan bir protonun ayrilmasi neticesinde

bag kurmasi ile gerceklesir. Giris bolimunde de bahsedildigi gibi, ancak bu tez
8
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calismasina konu olan Kumarinlerin inhibe mekanizmasi stlfonamid tabanl
inhibitorlerden cok farklidir. Maresca ve ark. (2009) kumarinlerin ¢inko atomu ile
bag yakmaksizin aktif bolgenin agzini kapayarak kataliz islevini yaptigini ortaya
koydu. A. Maresca ve ark. yaptiklar, X-isini kirinimi ¢alismalarinda ayrica
Kumarin’in hidralizasyon yoluyla halka yapilarinin agilarak, Sekil 2.4 gosterildigi
gibi, cis-2-hydroxycinnamic aside donuserek etki gosterdigini belirledi.

Phelll

His94

Asn67

Sekil 2.4 X-1sinlari ¢calismasina gére Kumarin’in cis-2-hydroxycinnamic aside dontiserek CA-11’nin
aktif bolgesin agzina tutunmus hali

Kumarinler

Kimysal adi 4-hydroxycoumarin olan kumarin, Sekil 2.6 da gortldugu gibi
benzopyrone kimyasal sinifina ait bir fragment olup dogada basta Tonka fasulyesi
(Dipteryx odorata) olmak (izere bircok bitkide bulunur. ismini Tonka fasulyesinin
Fransizcasi olan “coumarou” dan alir ve guizel kokusu nedeniyle 1882’ den bu yana
parfim yapiminda kullanilan bir kimyasaldir. Ayrica alkolli icecekler ve titiinde de
guizel aromasi nedeniyle katki maddesi olarak kullaniimaktadir. Kumarin ayrica ilag
endustrinde bir¢ok ila¢ yapiminda baslangic maddesi olarak kullaniimaktadir.
Bunlardan bir tanesi ticari ismi Warfarin olan antikogulantdir. Bunun disinda
brodifacoum, bromadiolone, coumafuryl, difenacoum, auraptene, ensaculin,
phenprocoumon ve Scopoletin kumarin turevi kimyasallardir. Kumarin laboratuar

ortaminda Perkin reaksiyonu ile salicyladehyde ve acetic anhydride dan elde
edilebilmektedir.
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2.3. Karbonik Anhidraz enzimi ile yapiimis QSAR c¢alismalari

Literatirde c¢ok sayida sulfonamid tabanli Karbonik Anhidraz inhibitori

ligandlarla yapiimis QSAR calismasi bulunmasina ragmen giris boliminde de

bahsedildigi gibi Kumarin tirevi molekillerle yapilmis hicbir QSAR calismasi

bulunmamaktadir. Simdiye kadar yapilan calismalarin tamami sulfonamid tirevleri

ligandlarla yapilmistir ve hedef izo-enzim olarak CA-I, CA-11 ve CA-IX secilmistir.

Bu calisma secilen izo-enzim, CA-XII olmasi sebebiyle de literatir de bir ilk

olacaktir. Simdiye kadar QSAR calismalarinda kullanilan ligandlarin genel yapisi

Sekil 2.5 deki gibidir.
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Sekil 2.5 Literatiirdeki QSAR calismalarinda kullanilan Karbonik Anhidraz inhibitéri stilfonamidlerin

tirevi molekillerin yapilari

Literatirdeki calismalarda agirhkli olarak topolojik ve kuantum mekaniksel
molekiiler tanimlayicilar kullaniimistir (SUPURAN ve WINUM, 2009). Ozellikle,

topolojik molekiler tanimlayicilar literatirde oldukga yogun sekilde kullaniimistir

10
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(GUPTA ve ark., 2003; SUPURAN ve ark., 2004; BAJAJA ve ark., 2004,
BALABAN ve ark., 2004; JAISWAL ve ark., 2004; AGRAVAL ve ark., 2005;
GUPTA ve ark., 2005; AGRAVAL ve ark., 2006; SINGH ve ark., 2006).
Topolojik molekiler tanimlayicilar arasinda en sik kullanilanlar Kier, E-state,
Randic, Balaban, Wiener ve Szeged indeksleridir. Kuantum mekaniksel molekdiler
tanimlayicilarla yapilmis QSAR calismalarinda agirlikli olarak AM1 metodu ile
hesaplama yapilmistir. Birka¢ calismada daha sofistike bir metot olan DFT
(Yogunluk Fonksiyonel Teori) kullaniimistir (CLARE ve ark., 2000;EROGLU ve
ark., 2007). Milliken atomik yukleri, dipol moment, polarizabiliti tensorleri, frontier
orbital enerjileri (6rengin, HOMO; (Highest Occupied Molecular Orbital, LUMO;
Lowest Unoccupied Molecular Orbital) siklikla  kullanilan  molekdler
tanimlayicilardir.  Literatirdeki bazi calismalarda molekulun topolojik molekdler
tanimlayicilarin kuantum mekaniksel yolla hesaplandigi gériilmektedir (POPELIER
ve SMITH, 2006). Ayrica popiiler 3D QSAR metodu olan CoOMFA ve CoMSIA
teknikleri karbonik anhidraz inhibitorlerinin modellenmesinde de kullaniimistir
(HILLEBRECHT ve ark., 2006; WEBER ve ark., 2006; HUANG ve ark., 2007;
HILLEBRECHT ve ark., 2008).

11
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3. MATERYAL VE YONTEM

3.1. Giris

Bilim insanlari tarih boyunca dogaya ait fiziksel ve biyolojik o6zellikleri
6lcmeye ve tanimlamaya basladiklarindan bu yana, yaptiklari dlcimler arasinda bir
iliski ortaya koymaya calismislardir. Ancak 1930’lu yillara gelindiginde atomik
boyutta doganin yapisi (molekdler sekil, buyiklik, elektronik ézellik vs.) hakkinda
detayli o6lciimler ve hesaplamalar yapilabilmistir. Hemen bunun akabinde,
molekdllerin fiziksel yapilarina bagli olarak kimyasal ve biyolojik proseslerin
aciklanmasina calisilmistir. Bu suregte, biyolojik ¢evrede bazi benzer molekillerin
ilag ve toksik egilimlerine dair pek ¢ok benzer délglimler yapilmis olmasina ragmen
sadece birka¢c calismada molekuliin fiziksel Ozellikleri ile biyolojik aktivitesi
arasinda iliski kurulmaya calisiimistir (AKI-SENER ve YALCIN, 2003).

1960’h  yillarda Hansch’in  (1964) gelistirmis oldugu bir yodntemle
molekdllerin fizikokimyasal 6zellikleri ile biyolojik aktiviteleri arasinda bir iliski
oldugu ilk defa somut bir sekilde ortaya konuldu. Bundan sonra bilim adamlari bir
takim istatistiksel analiz yontemleri (lineer ve kismi kareler farki regresyonu, kiime,
faktor ve temel bilesen analizi gibi) kullanarak molekiliun elektronik, sterik ve
hidrofobik vs. 6zellikleri ile biyolojik aktivitesi arasinda iliskiye dair ¢cok sayida
calismalar yapmaya basladilar. Bu calismalara genel olarak QSAR (Quantitative
Structure-Activity Relationships) calismalari denildi. Turkge’de ise bu ¢alismalar
“Kantitatif Yapi-Etki Analizi” ¢alismalari olarak adlandirildi. Bu bolumde bu tez
calismasinda kullanilan molekdilerin, molekiler tanimlayicilarinin elde edilmesinde
kullanilan kuantum kimyasal metodun teorik temelleri hakkinda bilgi verildikten
sonra, QSAR yobntemi ve sonuglarini dordinci bolimde verecegimiz QSAR
modellerinde yer alan molekiler tanimlayicilar hakkinda teorik temeller sunulacak

ve kullanilan yazilimlar hakkinda bilgi verilecek.

12
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3.2. Molekdllerin yapi ve fiziko-kimyasal 6zelliklerinin hesaplanmasi

Atom ve molekillerin yapilarinin anlasilmasi dolayisiyla bir sistemin
molekdler 6zelliklerinin tayin edilebilmesi icin kuantum mekaniginin merkezinde
bulunan Schrédinger denkleminin ¢ozilmesi gerekir. Ancak ¢ok az sayida sistem
(Hidrojen Atomu, Harmonik Osilator, Kutudaki Pargacik) icin Schrodinger
denkleminin analitik bir ¢6zimi mumkdindir. Cok parcacikl sistemlerde analitik
¢6zimin mumkin olmamasinin temel nedeni, elektron-elektron ve elektron cekirdek
etkilesmelerinin formilasyonunun tam olarak yapilamamasinda yatar. Bir sistemin
fiziksel ve kimyasal oOzellikleri bu etkilesimlerle direk iliskilidir. Bu nedenle
belirtilen etkilesimlerin modellenmesinde yaklasik yodntemlere ihtiyac duyulur.
Yaklasik ¢oziim yontemlerinin gelistirilmesinde 1950°1i yillar hizli bir ilerlemeye
sahne olmustur. Born-Oppenheimer (1927) ’in, ¢cok pargacikli sistemler igin toplam
dalga fonksiyonunun cekirdek dalga fonksiyonuna parametrik olarak bagimli
elektronik dalga fonksiyonu biciminde yazilabilir oldugunu 6n gérmesiyle birlikte
yaklasik ¢ozim yontemleri gelistirilmeye baslanmistir (BORN ve OPPENHEIMER,
1927). Born-Oppenheimer ayrimindan sonra, ¢ok parcacikl sistemler igin toplam
enerjinin ve enerjiye bagh olan pek cok fiziksel ve kimyasal niceligin, Schrédinger
denkleminin yaklasik ¢ozimdiyle elde edilmesi, Hartree-Fock (1957) teorisinin
gelistirilmesiyle mimkin hale gelmistir (HARTREE ve FOCK, 1957). Bu alandaki
bir sonraki adim, Moller-Plesset (MP) pertiirbasyon teorisinin (1934) Hartree-Fock
(HF) teorisinde kullanilmasi ile korelasyon etkisinin hesaba katilmasi ile atilmistir
(MOLLER ve PLESSET, 1934). Hohenberg ve Kohn (1964), Yogunluk
Fonksiyonel Teori (YFT) ile o giine kadar ki geleneksel yontemlerin yapmis oldugu,
sistemin cok elektronlu dalga fonksiyonunu kullanarak hesaplama yapmak yerine,
yer ve zamanin bir fonksiyonu olan elektron yogunlugunu kullanarak hesaplama
yapma yontemini gelistirmislerdir (KOHN ve SHAM, 1965). Bahsedilen HF ve MP
ab initio yontemler ve YFT ile birlikte tamamina ise first principle yontemler olarak
adlandirilmaktadirlar. Ab-initio yontemlere paralel bir seyir izleyen ve yari-deneysel
yontemler olarak isimlendirilen yaklasik yontemler de vardir. Yari-deneysel
yontemler Huckel yontemine ve bunun gelistirilmesine dayanir.

Yaklasik yontemler sonucu elde edilen ¢6ziim, sistemin enerjisinin ve buna

bagh fiziksel niceliklerinin (dipol moment, iyonizasyon enerjisi, durumlar arasinda

13



3. MATERYAL VE YONTEM Mehmet KIYTAK

gecis ihtimali vb.) hesaplanmasini olanakl kilar. Yapilan hesaplamalar sonucu elde
edilen kuantum sisteminin atomik boyuttaki parametreleri ile makroskobik hacimsel
(bulk) parametreleri arasinda direkt iliski mevcuttur. Bir ¢cok nedenden dolayl ab
initio hesaplama yapilir. Bunlarin baslicalari; Kimyasal reaksiyonlarda, reaksiyon
mekanizmasinin anlasilmasi; Bir kimyasal reaksiyon silrecinde, ara drlnlerin
belirlenmesi ve bunlarin gegici yapilarinin tayini; Molekulin geometrik yapisinin ve
molekildeki yuk dagiliminin belirlenmesi; Molekilun c¢esitli spektrumlarinin (NMR,
IR, UV, Raman, ESR, vb.) belirlenmesi ve QSAR calismasi icin molekuler
tanimlayicilarin hesaplanmasi. Bu bolimde o6ncelikle bir molekilin Schrodinger
denkleminin yaklasik olarak ¢oztlebilmesi icin gerekli teorik temeller verilecek daha

sonra QSAR’In teorik altyapisi sunulacaktir.
3.3. Molekiiler Schrodinger Denklemi

Bir molekil i¢in zamandan bagimsiz Schrédinger denklemi,

NN e?Z INNE N Z,Z,€°

22—y (NR)+ 2.2 =y (hR)+ 2=y (rR)

i1 1 B i1 j< B = Ry 3.1)
bicimindedir. Burada Y (".R) molekiiliin toplam dalga fonksiyonunu; r, elektron
koordinatlarini; R, gekirdek koordinatlarini; m, elektron kitlesini; M, | cekirdeginin
kltlesini; Zi1 ve Zs sirastyla | ve J gekirdeklerinin atom numaralarini ifade etmektedir.
Denklem 3.1 * i atomik birimler olarak adlandirilan yeni birimlerle tanimlamak
denklemi daha sade hale getirecektir. Atomik birimlerde kutle birimi olarak elektron
kitlesi (me), yuk birimi olarak elektron yiki (e) , uzunluk birimi olarak Bohr
yaricapi (ao) alinir. Ayrica atomik birimlerde Planck sabiti h = 2m alindigindan h =1

kabul edilir. Atomik birimlerle 3.1 denklemi tekrar yazilirsa,

14
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> Iy R+ YTy (R 322y (LR) ey

haline gelir. Bu denklemin ilk terimi cekirdeklerin kinetik enerjisini, ikinci terimi
elektronlarin kinetik enerjisini, Gc¢lncu terimi elektron-gekirdek etkilesim enerjisini,
dordunct terimi elektron-elektron etkilesim enerjisini, son terimi ise cekirdek-
cekirdek etkilesim enerjisini ifade etmektedir. Schrodinger denkleminin bu hali ile

analitik ¢c6zumu mimkin degildir.
3.4. Born-Oppenheimer Yaklasikligi

Schrodinger denkleminin ¢ézimi icin kullanilan pek c¢ok yaklasikliktan
ilkidir. Born-Oppenheimer (1927) yaklasikhgi, elektronik hareketi ve cekirdek
hareketini ayirarak molekdiler problemleri kolaylastirir. Bu mumkundur, ¢tnkd bir
cekirdegin kutlesi bir elektronun kitlesinden ¢ok ¢ok biyik oldugundan cekirdek
elektronlardan ¢ok daha yavas hareket eder. Molekiler bir sistemdeki elektronlar
cekirdek konumlarindaki degisikliklere gore hemen kendi konumlarini ayarlarlar,
yani elektron dagilimi cekirdegin hareketine baglidir. Ancak onlarin hizina bagli
degildir. Baska bir deyisle cekirdek, elektronlara sabitmis gibi gortnur ve elektronik

hareket sabit ¢ekirdek alaninda olusuyor gibi tanimlanir.

y (r,R) molekiler dalga fonksiyonu, y . (r,R) elektronik dalga fonksiyonu

ve Y ¢ (R)cekirdek dalga fonksiyonu olmak tizere;

y (hR)=y ¢ (R)y.(rR) (3.3)
seklinde yazilir. Bu dalga fonksiyonu denklem 3.2’ de yazilip yeniden dlizenlenirse,
Hy (r,R)=Ey (r,R) (3.4)
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n

ROND BRI R WEE

i-1 it G T3S

{_Iiﬁ ZZZZ} y.(nR)=By . (R)y.(.R) (35)

| 1=1 j<I

ifadesine ulasilir. Vv, sadece elektron koordinatlari (r) Gzerine, V, sadece cekirdek

koordinatlari tGzerine etkir. Bu nedenle,

Vo (RY.(1R)=y ¢ (R)Y.(r.R) @6)

VY (R (rR) =y (rR)VY ¢ (R)+2Vy ¢ (R)y . (rR)

¢ (R)VY.(rR) (3.7)

denklemleri elde edilir. Denklem 3.6 denklem 3.5’ te kullanilirsa,

vo®) 25w SRR Sy

i=1 1=1 || i=l j<i u

W, { ZVZ iZZZ} (3.8)

1=1 j<I

O SR RTINSl

1=1 VI 1=1

=B ¢ (Ry.(rR)

elde edilir.

Cekirdegin elektronlara gore cok agir hareket ettigi ve ayni zamanda
cekirdekler arasi mesafenin yaklasik olarak sabit oldugu kabul edilebilir. Bu nedenle
3.8 denklemindeki kiume parantezi icindeki terimler ihmal edilebilir. Burada
kullanilan bu yaklasikliga Born-Oppenheimer yaklasikhgi ya da ayrimi denir. Born-
Oppenheimer yaklasikligir molekiller uyariimis durumlarda olmadigi ve elektronik

enerji seviyeleri birbirine ¢cok yakin olmadigi zaman gecerlidir (Born ve Huang,
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1954). Kullanilan yaklasikliktan sonra geriye,

) -33vi-gEa. gy }

i i1 j<i B
1 &L, w2,z
W (MR) 5 2V =22 (3.9)
2M 1=1 1=1 j<I
=(Ec +E. )y ¢ (R)y.(r.R)
denklemi kalir. Burada molekiliin toplam enerjisi,
E=E.+E, (3.10)

seklinde elektronik enerjinin (E,) ve cekirdek enerjisinin (E.) toplami olarak

yazilir. 3.9 denkleminin her iki tarafi y . (R)y . (r,R) ile boliintr ve denklem tekrar

dizenlenirse,

y e(I’,R) i1 it G T
1 1 &, S22

—— >V + — R)+E 311

yc(R){ ZM'Z:; | 'Z-;J<I Ry }yc( *Es &1

elde edilir. Bu denklem,

BN » e LNCUELRTE @12

it b e B

S ETAEY (- (R) (619)

olacak sekilde iki parcaya ayrilabilir.
Artik  molekilun elektronik enerjisine, Denklem 3.12°nin ¢6zimi ile
ulastlabilir. Ancak 3.12 denkleminin ¢ozulebilmesi igin yaklasik bir molekuler dalga

fonksiyonuna ihtiya¢ vardir. Molekuliin toplam dalga fonksiyonu ise molekuler

orbitallerin dalga fonksiyonlarindan olusur.
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3.5. Molekduler Orbitaller

Molekdler orbital (MO) teoriye gore atomlar, bir molekdl olusturarak daha
kararh duruma gectiklerinde elektronlar yepyeni bir dizilis olustururlar. Yani
elektronlar molekiler orbitallere yerlesirler. Molekiler orbitallerin sayisi, onlari
olusturmak Uzere bir araya gelen atomik orbitallerin sayisina esittir ve onlari
tanimlayan dalga fonksiyonu ise, Atomik Orbitallerin Cizgisel Birlesimi yontemi
(AOCB) ile elde edilir. iki atomik orbitalin cizgisel birlesimi sonucu molekiiler
orbital olusturabilmesi icin atomik orbital enerji diizeylerinin birbirine esit ya da ¢ok
yakin olmasi gerekmektedir. Elektronlarin molekuler orbitallere yerlesmeleri atomik
orbitallerdekine benzer olarak Pauli ve Hund ilkeleri uyarinca gerceklestirilir. Ayrica
bir molekil, molekiler orbitallerindeki elektronlarin spinlerine gore ikiye ayrilabilir.
E§er molekuler orbitallerdeki (+1/2) spinli elektron sayisi (-1/2) spinli elektron
sayisina esitse molekil kapali kabuklu, degilse molekdl agik kabukludur.

Molekilin  toplam dalga fonksiyonu da, molekiler orbital dalga
fonksiyonlarinin bir araya gelmesinden olusur.

Pauli ilkesi dikkate alindiginda molekdlin elektronik enerji dalga fonksiyonu ;

P, =y, @Y, (2)y 53y o (N) (3.14)

biciminde yazilabilir. Burada yn(N) herhangi bir elektron icin spin uzayl ve

kartezyen koordinatlar tzerinden bir molekdler orbital dalga fonksiyonunu ifade
etmektedir. Ancak Fermi-Dirac istatistigine uyan parcaciklara ait dalga fonksiyonlari
antisimetri 0zelligine sahiptir. Elektronlar fermiyondurlar (yarim spinli) ve Fermi-
Dirac istatistigine uyarlar. Bu nedenle toplam elektronik molekuler orbital dalga
fonksiyonu iki elektronun yer degistirmesi sonucu antisimetriklesmelidir. Bu, iki
elektronun yerdegistirmesi sonucu dalga fonksiyonunun isaret degistirmesi gerektigi
anlamina gelir. Ancak molekiler orbitallerin carpimi olarak yazilan 3.3 denklemi bu
kosulu saglamaz. Bu sorunun Ustesinden gelmek igin toplam molekiiler orbital dalga

fonksiyonu,
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y 1 (Y 1(2)... 1(N)

yz(l)yz(Z) ....... 2(N)
el (3.15)

y @Y 1 (2).....y ,(N)

seklinde Slater determinanti adi verilen bir determinant olarak yazilir (Slater, 1929).
Slater determinantinin herhangi iki satirinin yer degistirmesi sonucu ( her bir satir bir
elektronu temsil eder ) toplam molekdler orbital dalga fonksiyonu; determinantlarin

Ozelligi gereqQi isaret degistirir.

Daha 0nce bahsedilen atomik orbitallerin ¢izgisel birlesimi yontemi gozoniine

alinarak her bir molekuler orbital igin,

y.(N)=>c.c, (3.16)

denklemi yazilir. Burada c,, atomik orbital dalga fonksiyonunu; c, ise bu atomik

orbital dalga fonksiyonlarinin katsayilarini ifade etmektedir. Bu durumda konunun
basinda belirtilen yaklasik bir dalga fonksiyonunu belirleme problemi, her bir

molekdler orbital icin uygun c katsayilarinin belirlenmesi problemine dontsmus

olur. Bu katsayilarin belirlenmesi icin varyasyon ilkesinden yararlanilir.
3.6. Varyasyon ilkesi

Kuantum mekaniksel sisteminin herhangi bir Y, 0z durumunda
Hamiltonyenin beklenen degeri igin daima su esitlik yazilabilir;
(¥, [H.]¥,)

burada E, sistemin taban durumunun enerjisidir. Molekultn toplam elektronik dalga

fonksiyonunun normalize oldugu kabul edilirse,

(W, |H |, )= [PiHW,dt & .(N)=Dc,c,) (3.18)

elde edilir.
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Herhangi bir ¢ deneme fonksiyonuyla enerji hesaplanirsa, bulunacak enerji

degeri daima taban durum enerjisinden (E,’dan ) biyuk ya da ona esit olacaktir.

Buna varyasyon ilkesi denir.

H’ in p. Enerji 6z degeri Ep olmak Uzere,

Sl e

E=——— (3.19)
2Je,
p
2
>les| =1 (3.20)
p
2
E-Yc,[E, (3.21)
p
E,<E <E,<.. (3.22)
Bu durumda her ¥, 6z durumu; E’ nin bir ekstremumudur. Yani;
dE=0 (3.23)

olmalidir. Bu denklemle bilinmeyen ¢ atomik orbital katsayilari elde edilmeye

calisilir.

3.7. Ab initio YOntemler

Ab initio Latince bir kelime olup temelden anlamindadir. Kuantum
mekaniksel agidan ise; bir atomik veya molekdler sistemde hicbir deneysel veri ya da
baslangic geometrisi se¢cmeksizin sadece sistemdeki cekirdek ve elektronlarin
sayisinl hesaba katarak sistem icin Schrodinger esitligini yaklasik ydntemlerle
cozimleme islemidir. Genel olarak iki tlr ab initio yontemi vardir; Hartree-Fock

yontemi ve Yogunluk Fonksiyonel Teorisi.

Ab initio molekuler orbital yontemleri kuantum mekaniksel temellere dayanir
ve bu yontemle molekiler yapi ve buna bagh bir cok fizikokimyasal parametreler

hesaplanabilir. Hesaplama suresi molekiler mekanik yontemlere gore binlerce kat
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daha fazladir. Hesaplama suresini azaltmak icin geometrilerde ve kullanilan
parametrelerde bazi basitlestirmeler yapilabilir. Ancak bu basitlestirmeler kesin

olmayan sonuclarin elde edilmesine neden olabilir.
3.7.1. Hartree-Fock yontemi

Hartree-Fock yonteminde temel amag, sistemin elektronik enerjisinin elde
edilmesidir. Bu  yapilirken Schrodinger denklemine, elektron-elektron
etkilesimlerinin toplami direkt olarak eklenmez, bunun yerine bir elektron Uzerine
Oteki elektronlarin ortalama etkisi denkleme eklenir. Bu durumda, ¢ok parcacikli
sistem icin enerji operatori (H) yazilabilir, ancak bu operattre karsilik gelen dalga
fonksiyonu bilinmemektedir. Bu yuizden sistemin gercek dalga fonksiyonuna en

yakin yaklasik dalga fonksiyonu elde edilmeye calistlir.

Molekili en iyi tanimlayacak dalga fonksiyonunu bulabilmek icin Hartree-
Fock teoride atomik orbitallerin cizgisel birlesimi yonteminden ve varyasyon
ilkesinden yararlanilir. iki elektronlu basit bir sistemin dalga fonksiyonuna ulasmak

amaciyla, 3.18 denklemi c¢ozllurse,

RTROED
“‘ﬁ&mnm

olacaktir. Bu durumda elektronik enerji,

E%J[ya(i)yb(j)‘ya(j)yb(i)]He[y L)y, (5)-by (i), (i)]dt  (3.25)

= Sy ()Y (o (0] (3.24

E=%I[y Ly (0)-y a(j)yb(i)]ihi [y (i)y o (3)=by o (J)y o (i)]dt

+iZI[ya(i)yb(J)—ya(i)yb(i)]%[ya(i)yb(J)—ya(i)yb(i)]dt (3.26)

i=1 j<i
olacaktir. Burada,

Jij:”y a(i)yb(j)rly )y, (J) (3.27)

ij
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Ky = Iy 1o (D)2 L (3o 1) (3.28)

ij

olarak alinip 3.26 denklemi diizenlenirse,
E:hi+hj+(Jij—Kij) (3.29)

oldugu gorullr. Burada J. , elektronlar arasindaki Coulomb etkilesim enerjisini ifade

ij?
eder. K ise degdis-tokus enerjisi olarak adlandirilir. Iki elektronlu sistem igin toplam
enerjinin; tek elektron enerjileri, elektronlar arasi Coulomb itme enerjisi ve degis
tokus enerjisinin toplami oldugu goralur. Cok elektronlu sistemler igin bu enerji
ifadesi genel olarak,
E\Pe(r’R):{zhi"'ZZ(‘]ij_Kij)}qje(r,R) (3.30)
i=1 i=1 j<i
bagintisi ile verilir. Burada kiime parantezi icindeki kisim Fock operatoru ( F ) olarak

bilinir. Kapah kabuklu molekillerde Fock operatoru gerekli islemlerden sonra,

F :ZZhi +Zn12(23” -K;) (3.31)

n
2
i1 i=1 j<i

haline gelir (Roothan-Hall, 1951). Bu durumda 3.30 denklemi,
FY,(r,R)=E¥,(r,R) (3.32)

biciminde bir 6z deger denklemi olarak yazilabilir.

Bu denkleme bakildiginda denklemin ¢6ziminin dalga fonksiyonunun
bilinmesine bagl oldugu goérilmektedir. Yani Fock denklemi aslinda gercek bir
0z deger denklemi degildir. Bu yizden tahmini bir molekuler dalga fonksiyonu ile
coziime baslayarak iterasyon uygulanir. Baslangic parametreleri varyasyon ilkesi
nedeni ile daha dusuk enerji verecek sekilde degistirilerek yeni bir enerji degeri elde
edilir. iterasyon iki enerji seviyesi arasindaki fark yakinsakhk limiti saglanincaya

kadar strddruliir. Bu sirece Oz Uyumlu Alan siireci ad verilir.

Hartree-Fock yonteminde elektronlarin temel fonksiyonlari olusturulurken bir
elektron ciftinde,  her bir elektronun uzaysal olarak simetrik konumlarda oldugu
kabul edilir ve ortalama bir elektron-elektron mesafesi sabit alinir. Gergekte ise
elektron-elektron uzakligi sabit degildir, elektronlarin birbirinden uzak olma hali
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yakin olma halinden daha fazladir. Hartree-Fock teorisinin yetersiz oldugu bu
noktada devreye, elektron korelasyon yontemleri girer. Elektron korelasyon

yontemlerinden biri Moller-Plesset pertiirbasyon teorisidir.
3.7.2. Yogunluk fonksiyonel teorisi

Yogunluk Fonksiyonel Teorisinin (YFT) temelleri Hohenberg ve Kohn
(1965) tarafindan atilmistir. Hohenberg ile Kohn yapmis olduklari c¢alismada,
geleneksel yontemlerle (Hartree-Fock ve Post Hartree-Fock) kati veya molekilin

enerjisini hesaplarken kullanilan ¢ok cisimli dalga fonksiyonlarint \¥(r,,r,...r,) temel

degisken olarak almanin, problemi oldukca glglestirdigini 6ne sirerek, dalga
fonksiyonu yerine, yer ve zamanin bir fonksiyonu olan elektron yogunlugunu, temel
degisken olarak almislardir. Yani yogunluk fonksiyonel teorisinde ¢ok parcacikli bir
sistemin taban durum elektronik enerjisi sistemin elektron yogunluguyla
belirlenebilir. Aslinda temel amag elektron yogunluk fonksiyonlari aracihigiyla
elektron korelasyonunu modellemektir. Korelasyon enerjisi, gercek toplam enerji ile

Hartree-Fock enerjisi arasindaki farktir.

Elektronik bir sistemin herhangi bir durumundaki, birim hacim basina
elektron sayisi, o durumun, elektron yogunlugunu verir (Parr ve Yang, 1989).
Elektron yogunlugu (¢ degiskene (x,y,z) bagh, negatif olmayan, basit bir
fonksiyondur. N elektronlu bir sistemin elektron yogunlugu ¥ dalga fonksiyonuna

bagli olarak;
r(E)=N] [l (%% )| ORR,...%, (3.33)

seklinde ifade edilir. Molekiler bir sistemde bu yogunluk fonksiyonu asagidaki iki

kosulu saglamak zorundadir.

[r(Fyr=nN (3.34)

r (F>)=0 (3.35)
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Eger bir kuantum sisteminin elektron yogunlugu biliniyorsa, sistemin elektronik
enerjisi hesaplanabilir. Yogunluk fonksiyonel teoride enerji ifadesi asagidaki bagint
ile verilir;

Ewr [F]=T[r ]+E.[r ]+I[r ]+ Ec[r] (3.36)

Burada; T[r]: kinetik enerji, E,[r]: cekirdek elektron gekim enerjisi, J[r |:

Coulomb (e-¢) itme enerjisi, E, [r ]: Degis-tokus korelasyon enerjisidir.

Yogunluk fonksiyonel teorisinde temel problem, degis-tokus korelasyon
enerjisi icin uygun ve yararli bir fonksiyonel bicim elde etmektir. Bu enerjinin
fonksiyonel bi¢iminin segimindeki farklihklar, kismi degisiklikler iceren yontemlerin
dogmasina neden olmustur. Bu kismi degisiklikler disinda butin yogunluk
fonksiyonel teorisi yontemlerinin amaci, degis-tokus korelasyon enerjisi disinda
diger tim enerji fonksiyonelleri elektron yogunluguna bagl oldugundan, degis-tokus
korelasyon enerjisi icin de yogunluga bagh bir fonksiyonel tiretmektir. Bdylece
toplam elektronik enerji fonksiyoneli belirlenebilir ve belirlenen bu enerji varyasyon
ilkesi geregince, minimize edilerek (zerinde calisilan sistemin taban durum

elektronik enerjisi bulunabilir.

Yogunluk fonksiyonel teorisi genellestirilmis gradyent yaklasikhgi, yerel
yogunluk yaklasikligi ve hibrid yontemi olmak Uzere g tire ayrilir. EGer korelasyon
enerjisindeki fonksiyoneller yalnizca yogunluga bagli ise yerel yogunluk
yaklasikligr, hem yogunluk hemde yogunlugun gradyentine bagl ise genellestirilmis
gradyent yaklasikhgi s6z konusudur. Hartree-Fock degis tokus enerjisine yogunluk
fonksiyonel teori korelasyon terimleri ile getirilen dizeltmeler sonucunda da hibrid

yontemi ortaya ¢ikar.
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3.8. Baz Kumeleri

Atomik orbitallerle hesaplama yapmanin zorluklarindan dolay: alternatif
fonksiyonlar oOnerilmistir. Bu fonksiyonlara baz fonksiyonlari denir. Slater tipi
fonksiyonlar (Slater tipi orbitaller (STO)) ve Gaussian tipi fonksiyonlar (Gaussian
tipi orbitaller (GTO)) olmak tzere iki tip baz fonksiyonu mevcuttur. Slater tipi

orbitaller,

STO=r""e™Y,,.@.j ) (3.37)

biciminde tanimlanir. Ancak STO ile integralleri hesaplamak ¢ok uzun sirduginden
Slater tipi orbitaller gaussian ilkeleri cinsinden tanimlanir. Gaussian tipi orbitaller

ise,

GTO=x'y"z"e™*" (3.38)

denklemi formundadir. Buradaki I,m ve n Usleri kuantum sayilarini ifade etmez.

Ancak bunlarin toplami olan L =1+m+n kuantum sayilarini belirlemede kullanilir.
L=0’a karsilik gelen durum s orbitallerini L=1’e karsilik gelen durum p
orbitallerini, L =2" ye karsilik gelen durum d orbitallerini ve L =3" e karsilik gelen

durum f orbitallerini ifade eder.

Molekdler orbitalleri tanimlamak igin, molekuldeki her bir atoma ait baz
fonksiyonu grubu kullanilir. Bu baz fonksiyonlari grubuna baz kiimesi denir. Baz
kiimesi, molekuler orbital dalga fonksiyonlari icin kullanilan matematiksel
fonksiyonlar kiimesidir.

Buyuk baz kiimeleri elektronlarin yerini saptamada ki birkag sinirlamayla, orbitalleri
daha dogru tahmin eder. Genel olarak ¢ tur baz kiimesi vardir:

e Minimal baz kiimesi

e Yarilmis baz kiimeleri
0 Double Zeta baz kimesi
o Triple Zeta baz kiimesi

e Genisletilmis baz kiimeleri
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0 Polarizasyon fonksiyonu eklenmis

o Yayllma fonksiyonu eklenmis
Minimal baz kiimesi; her bir atom icin gereken minimum baz fonksiyonunu icerir.
STO-nG olarak da gosterilir. Yani bir STO i¢in n gaussian ilkeli kullanilir.
Ornegin, STO-3G baz kiimesi minimal bir baz kiimesidir ve fonksiyon basina (¢

tane Gaussian ilkeli icerir.

Yariimis baz kiimesi; degerlik orbitallerinin i¢c ve dis obitallere ayrildigini dikkate
alinarak olusturulan baz kiimesidir. 3-21G ve 6-31G en yaygin kullanilanlaridir.
e 3-21G: 1s orbitali icin 3 gaussian ilkeli, 2s,2p i¢ orbitalleri icin 2
gaussian ilkeli, 2s,2p dis orbitalleri icin 1 gaussian ilkeli
e 6-31G: 1s orbitali icin 6 gaussian ilkeli, 2s,2p i¢ orbitalleri i¢in 3
gaussian ilkeli, 2s,2p dis orbitalleri icin 1 gaussian ilkeli
Polarizasyon fonksiyonu eklenmis genisletilmis baz kimeleri; atomik orbitallerin
molekdl iginde oteki cekirdeklerin etkisi ile gercek sekillerinden bir miktar
saptiklarint  ve molekiler orbital dalga fonksiyonlari tayin edilirken bu
polarizasyon etkisinin hesaba katilmasi gerektigi g6z O6nine alinarak
olusturulmustur. Baz kiimesinin izerinde * varsa polarizasyon dikkate alinmaktadir:

e 3-21G* yada 3-21G(d)

e 6-31G** yada6-31G(d, p)
Yayilma fonksiyonu eklenmis genisletilmis baz kiimesi; agik kabuklu molekdllerin,
anyonlarin  ve uyarilmis durumlarin hesaplamalari igin gelistirilmis bir
baz kumesidir. Baz = kumesi Uzerinde + varsa bu, baz kiimesine yayllma

fonksiyonunun eklendigini ifade eder:
e n-ijG+: ptipi
e n-ijkG++: d tipi
0 6-31G++

Baz kimeleri molekulleri olusturan atomlara ve atomlarin atom numaralarina gore

degisir. Cizelge 3.1'de bazi atom numarasi araliklari icin optimize baz
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kiimeleri verilmistir (Frisch ve ark, 1996).

Cizelge 3.1. Baz kiimeleri (Frisch ve ark., 1996)

Baz kiimesi Uygulama araligi
STO-3G H-Xe
3-21G H-Xe
4-31G H-Ne
6-31G(d) H-CI

6-31G(d, p) H-CI

6-311G+(d, p) H-Br

CEP121G H-Rn

LANL2MB H-Ba, La-Bi
LANL2DZ H, Li-Ba, La-Bi

3.9. QSAR: Quantitative Structure-Activity Relationship - Kantitatif Yapi-
Etki Analizleri

QSAR, Corvin Hansch’in 1964°de baslattigi ¢alismalar sonucunda ortaya

cikan ve Ingilizce “Quantitative Structure Activity Relationships” olarak

isimlendirilen ve tanimdaki kelimelerinin bas harflerinin bir araya getirilmesi ile

olusturulan QSAR terimi, Kantatif Yapi-Etki iliskilerini belirtmek lzere dinyanin

her yerinde kullanimi benimsenir duruma gelmistir.

Kantatif Yapi-Etki iliskileri (QSAR) analizleri, kimyasal bilesiklerin
molekdler tanimlayicilar (fizikokimyasal/yapisal 6zellikleri) ile biyolojik aktiviteleri
arasindaki iliskileri matematiksel ve istatiksel yontemlerle nicel olarak ¢dziimleme
calismalaridir.  Cozumleme sonucu bir grup molekdlin biyolojik etkisine,
molekdllerin hangi molekuler tanimlayicilarin katkida bulundugu bir matematiksel
denklemle ortaya konulur. Bu matematiksel esitlik genellikle lineer regresyon

modellerinde asagidaki formattadir:

Yo=athxi+cxo+..... (3.39)

burada y, , molekdiller icin deneysel dl¢ulmus biyolojik aktivite (Ki, 1Cso, LDso, vb.)
degerleri, a, b ve c ise nimerik regresyon sabitleri, x; ve X, ise hesaplanmis
molekdler tanimlayici degerleridir.

QSAR esitlikleri bir cok amag icin elde edilmeye calisilir ancak bunlarin baslicalari;
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« Kimyasal bilesiklerin organizmadaki emilim, dagilim ve transportunda rol oynayan

farmokinetik iliskilerin tanimlanmasi,

« Kimyasal bilesiklerin hedefle (reseptor, enzim, vb.) arasindaki etkilesmelerde rol

oynayan dinamiklerin belirlenmesi,
« Kimyasal bilesiklerin organizmada biyolojik donisimuini saglayan enzimsel

iliskilerin tanimlanmasi,

« Kimyasal bilesiklerin istenmeyen veya toksik etkilerden arindiriimasidir.

QSAR esitlikleri, ilag etken maddesi olabilecek yeni onder bilesiklerin tasarim ve
gelistirilmesine 1sik tutacak Onermelerin agiga c¢ikarilmasina yardimci olur [55].
QSAR, bir molekulin bir kimyager tarafindan sentezlenmeden 6nce o molekuilin
sentezlendiginde biyolojik etkisinin ne olacaginin 6nceden tahmin edilmesini saglar.
Bu ise muazzam bir para ve emek tasarrufu demektir.

Biyolojik aktivite

llag tasariminda, efektér ve hedef arasindaki iliskiler incelenirken efektér olarak ya
organizmadaki dogal endojen bilesiklerden (ligantlardan) veya ila¢ maddelerinden,
hedef olarak da en ¢cok organizmadaki resepttr, hormon, enzim ve niikleik asitlerden
s6z edilmektedir. Ligantlar, reseptorlerle etkilesen dogal endojen bilesikler
olmalarina ragmen genel olarak literatirde ilag etken maddeleri icin de
kullaniimaktadirlar. Terim olarak “reseptor” ilk kez 1913 yilinda Ehrlich [61]
tarafindan ifade edilmis ve ilaglarin biyolojik etki gosterebilmesi igin biyolojik bir
makromolekul ile etkilesmesi gerektigi ileri surilmustir. Burada reseptér ve
enzimlerin aktif yoreleri, ilaclarin tanidigi, baglanarak etkilestigi yoreler olarak
tanimlanmistir. Reseptorlerle etkilesen ligantlarin (ilag etken maddeleri) iki 6zelligi
bulunmaktadir. Bunlarin birincisi, reseptéri taniyarak baglanmalari sonucunda
biyolojik aktiviteyi olusturmalari, ikincisi ise ligantlarin, efinitesi olarak adlandirilan
G-protein kompleksleri ve iyon kanallari ile iliskili transmembran transdiiksiyon
mekanizmalarini aktive ederek, hucresel islevlerde degisiklige neden olma
Ozellikleridir (AKI-SENER ve YALCIN, 2003).

Biyolojik aktivite calismanin amacina gore bir c¢ok farkli bicimde

tanimlanabilir. Bunlardan en sik Kkarsilasilanlar; Ki, IC50 ve LD50 degerleridir.
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Biyolojik aktivite Ki veya Kd, ligantlarin reseptore ilgisi olarak tanimlanir
(inhibisyon sabitesi) ya da karsilikli birlesme sabitesi diye adlandirilir. Genellikle, bu
degerler nanomolar (10-9 M) veya mikromolar (10-6 M) mertebesindedirler ve
spektroskopik yolla reaksiyon kinetigi 6lctimlerinden elde edilir.
Molektler tanimlayici

Kimyasal bilesiklerin molekiler nitelikleri ile biyolojik etkileri arasindaki
iliskilerin nicel analizinde, o molekiile ait hesaplanmis ve/veya deneysel 6lctlmdis
fizikokimyasal sabitler (parametreler) kullanilir. Bu sabitler, molekiler tanimlayicilar
olarak adlandirilabilir. Fizikokimyasal molekiler tanimlayicilar, ilk defa Hammett’in
meta/para-aromatik substituentlerin elektronik etkilerini tamamlayan sigma (0)
sibstituent sabitini (HAMMET, 1940) ve Taft’in substitientlerin sterik etkilerini
gosteren Es sabitininin (TAFT, 1956) etkisini ortaya atisindan bu yana hizla
cogalarak, son otuz yil icerisinde ylzlerce degisik parametre sayisina ulasmislardir.
Bu molekdler tanimlayicilarin bircogu arasinda interkorelasyon mevcut olup ana
hatlariyla, molekulin hidrofobik (lipofilik), elektronik ve sterik etkileri tanimlayan

fizikokimyasal tanimlayicilar olarak siniflandirilabilirler.

Gunumuzde QSAR calismalarinda kullanilan, molekdlin lipofilik, elektronik
ve sterik etkilerini tanimlayan yuzlerce molekiler tanimlayici vardir. Kabaca
molekdiler tanimlayicilar; yapisal, topolojik, geometriksel, elektrostatik, kuantum-
kimyasal, termodinamik tanimlayicilar olmak Uzere alti sinifa ayrilabilir. Bunlar
arasinda kuantum mekaniksel yolla hesaplanmis olanlar 6nemli bir yer tutar.
Molekdiilin geometrik yapisi da ab initio DFT yada AM1 gibi bir kuantum kimyasal
yontemle hesaplanabildiginden diger molekiler tanimlayicilar da (topolojik, yapisal,
vb.) elde edilen optimize geometriden tiretilebilir.

QSAR igin istatistik algoritmalar

Elde edilen QSAR esitligi neticede mutlak degil istatistik analiz sonucu ulasilan bir
esitliktir ve istatistiksel olarak elde edilen esitligin gecerliliginin dlcitii olan N, R?
Ry, s° ve F gibi istatistiksel parametreler ile verilir. Bir QSAR denkleminde
istatistiksel parametrelerin tanimi asagidaki gibidir.

N, Gozlem sayisi (Modeli olusturmada kullanilan molekul sayisi)

Qsar modeli olustururken regresyon calismasina alinan molekil sayisidir. Training

ve Test kiimeleri icin ayri ayri degerlendirilir.
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R?, Korelasyon belirleme katsayisi

Istatistikte, lineer regresyon modellerinde bagdimsiz degiskenler ile bagimh degisken
arasinda olusan korelasyonun uyum mertebesini veren bir parametredir. 0-1 araligina
degisir. 0 bagimsiz degiskenler ile bagimh degisken arasinda hi¢ korelasyon yok
anlamina gelirken, 1 mikemmel bir korelasyon oldugu anlamina gelir. Bir modelde,
bagimsiz degiskenler (molekiiler tanimlayici) sayisi arttikca R® degeri artar. Ancak
buna paralel F degeri artmadikca modelin istatistik seviyesinin artigi anlamina

gelmez. R? asagidaki ifade ile verilir

R? =1—ZSA—2 (3.40)
Syy :Z(yobs ~ Ymean )2 :Zyz_(zy)% (341)

S A =55Q =" (Vous — Yeurs ) (3.42)
burada, N, modeli olusturmada kullanilan molekil sayisi, yons, QSAR calismasina
alinan her bir molekilin o6lgilmis deneysel biyolojik aktivite degeri, Ymean
molekdlun dl¢ilmus deneysel biyolojik aktivite degerlerinin ortama degeri ve Yearc.
ise elde edilen modelin hesapladigi biyolojik aktivite degeri.
R%cv, Cross-Vaalidated Korelasyon belirleme katsayis

n AN 2

359

RE, =1-
£

i=1

(3.43)

R%v , Cross-Vaalidated korelasyon belirleme katsayisi elde edilen regresyon

denklemin tahmin yapabilme kabiliyetinin bir 6l¢tsidir. Yukaridaki denklemde, v; i.
ci molekiilin 6lgilmis deneysel biyolojik aktivite degeri, y . molekiliin élgiilmiis

deneysel biyolojik aktivite degerlerinin ortalama degeri ve y i. c¢i molekiliin
kiimeden atildiginda kalan molekdllerle elde edilen regresyon denklemi ile i. ci
molekiilin tahmin edilmis biyolojik aktivitesi. R%cy dederi ne kadar R? degerine
yakinsa modelin baska molekullerin aktivitelerini tahmin yapabilme kabiliyeti o

kadar yiksek demektir.
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s?, Regresyon denkleminin standart deviasyonu

s2 = 2 —(1_R JSy (3.44)

n-k-1 n-k-1
Lineer regresyon denkleminin korelasyon mertebesini veren bir baska parametre de

standart deviyasyondur. Bu parametre sadece hesaplanan ve deneysel biyolojik
aktivite degerlerinin uyum derecesine bagl degil ayni zamanda serbestlik derecesine
(DF=N-k-1) baghdir. Burada DF, serbestlik derecesi, k, modeldeki molekdler
tanimlayici sayisi ve N de modeli olusturan molekil sayisi. s> dederi ne kadar sifira
yakin ise modelin istatistik degeri iyi oldugu anlamina gelir.

F, Fischer testi

I:=R2(n—k—1) (3.45)
k(1-R?)
Bu test bir QSAR modelinde, model tarafindan agiklanabilen varyans (degisiklik) ile
aciklanamayan varyansin oranidir. Bu oran biytdikce modelin énemi (significance)
artar. F degerinin birden kiclk olmasi modelin tamamen anlamsiz oldugu bilgisini
verir. Denkleme bakildiginda k degerine bagh oldugu gorilir. k degeri arttiginda F
degeri artmiyorsa eklenen yeni molekiler tanimlayicilarin modele arti bir katkisi
yoktur demektir. Bir baska deyisle, farkli sayida k lardan olusan modellerden hepsi

ayni F degerini veriyorsa, en az k iceren model en iyisidir.
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4. ARASTIRMA BULGULARI VE TARTISMA

4.1. Giris

Bu bolimde, daha dnceki bolimde bahsedilen Karbonik anhidraz enziminin
CA-XIllI izo-enzimine karsi biyolojik etkisi (Ki, inhibasyon sabiti) deneysel olarak
Olctlms, ve literatiirde yayinlanmis 27 adet Kumarin ttrevi molekilin ¢oklu
regresyon islemi ile elde edilen QSAR modelleri verilecektir. Molekdllerin alindigi
kaynaklarda 7 adet daha aktivitesi 6lgtilmus molekil olmasina ragmen, molekillerin
DFT/B3LYP metodu ile optimizasyonu esnasinda basarili olunamamasi nedeniyle
kiimeden ¢ikariimak zorunda kalinmistir. Bu bolimde 6ncelikle QSAR modelinde
kullanilan yapilar verildikten sonra, elde edilen QSAR denklemleri verilip, denkleme
giren molekiler tanimlayicilar konusunda detayli bilgi sunulacaktir. Daha sonra
modeller konusunda tartisma yapilip gelecek ¢alismalardan bahsedilecek.

4.2. CA-XII inhibitoril Kumarinlerin QSAR modelleri

QSAR calismasina dahil edilen Kumarinler doért farkli makaleden toplanmis
olup hepside ayni grup tarafindan ayni yontemle élgtlmustir (Maresca ve ark., 2009;
Maresca ve ark., 2010; Maresca ve Supuran, 2010; Maresca ve ark., 2010).
Kumarinlerin molekiler yapilari Sekil 4.1 de verilmektedir. Sekil 4.1 de gosterilen
molekdller Gaussian 03 programi ile optimize edildi. Optimizasyonu takiben enerji
ve frekans hesaplamasi yapilmasi sureti ile (higbir negatif frekans gézlenmedigi icin)
elde edilen yapilarin gecici durumlar olmayip kararali yapilar oldugu anlasildi. Tim
molekdllerin hesaplamasi bittikten sonra, Gaussian 03 cikti dosyalari CodessaPro

yazilimina giris dosyalari verilerek molekiler tanimlayicilar hesaplandi.
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Sekil 4.1 QSAR c¢alismasinda kullanilan 27 adet Kumarin tirevleri
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CodessaPro yazilimi, bircok kuantum mekaniksel molekiler tanimlayiciyi
Gaussian 03 Un ciktl dosyasindan direk olarak alabilirken, bircok topolojik,
elektrostatik ve geometrik molekler tanimlayiciyr Gaussian 03 (in optimize ettigi ¢
boyutlu yapidan hesaplayabilmektedir. Sekil 4.1 de gosterilen her bir molekdl icin
CodessaPro ile iki yuz den fazla molekiler yaniimayici hesaplandi. Sonra her bir
molekilin biyolojik aktivite degerlerinin logaritmasi aninarak, Log-Ki olarak
CodessaPro programina yuklendi. Molekillerin  Ki degerleri ile molekiler
tanimlayicilar Coklu Lineer Regresyon (MLR; Multi Lineer Regression) islemine
tabi tutuldu. Elde edilen onlarca lineer QSAR esitliginden istatistiksel parametreleri
g6z oniinde tutularak, en yiiksek R?, R%cy, F ve en diisiik s> degerine sahip, bir adet
iki, iki adet dort ve iki adet de bes molekuler yanilmayicili denklem model olarak
secildi. Tablo 4.1 de secilen bu bes QSAR modelinde yer alan molekuler
tanimlayicilarin nimerik degerleri, molekdllerin logaritmasi alinmis Ki degerleri ve
istatistiksel parametreleri en yiiksek olan Gic QSAR modelli ile hesaplanmis Log-Ki

degerleri birlikte verilmektedir.

Tablo 4.1 yakindan incelendiginde secilen modellerde dokuz farkli molekiler
tanimlayicinin  oldugu gortlmektedir. Bunlardan iki tanesi ABIC(2), Ortama
baglanma bilgi indeksi (mertebe 2), AIC(1), Ortama bilgi indeksi (mertebel)
topolojik, alti tanesi DPSA-1, CPSAs daki fark (PPSA1-PNSAl), WNSA-1,
Agirhikhh PNSA (PNSA1*TMSA/1000), MPCC C atomu (zerindeki maksimum
kismi yik, Qmax-Qmin., Polariti parametresi, WNSA-3, Agirlikli PNSA
(PNSA3*TMSA/1000) elektrostatik, bir tanesi PMIA, Eylemsizlik momenti A /
atom sayisi, geometrik ve bir tanesi RNR, Rolativ halka sayisi, yapisal molekuler
yanilmayicilardir.  Bu siralanan molekiler tanimlayicilarin oldugu secilen QSAR
modelleri Tablo 4.2 verilmektedir. PMIA ve WNSA molekiler tanimlayicilar
agarlikli olarak modellerde ortaya ciktigi gézlenmektedir. Tablo 4.2 verilen QSAR
modellerinin tamami istatistiki agidan oldukca iyidir. Hatta model | ve I1’ye ¢ok iyi
denebilir. QSAR calisan bilim insanlari arasinda, bir modelin R%.y si 0,5 den biiyiik

ise 0 modelin, modeli olusturmada kullanilmayan yeni molekullerin (yani test
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molekdllerini ) biyolojik aktivitelerini belirleme gicunun (predictive power) iyi
oldugu genel kabul goren gorustir. Literatlr incelendiginde pek ¢ok calismada
sadece modelin R’y sine bakarak modellerin belirleme giiciinin iyi oldugu
belirtilmektedir. Bu acidan bakildiginda Tablo 4.2 verilen bes QSAR modelin
tamaminin belirleme guict oldukca yiksek oldugu gorilmektedir. Ancak son yillarda

21" adli makale ile

bu kanat, Golbraikh ve Tropsha (2002) de yazdig1 “Beware of q
degismeye baslamistir. Bu makalede bahsedile > bizim be tez notasyonumuzda ki
R%cv oldugu hatirlanmalidir. Golbraikh ve Tropsha makalelerinde R?cy tek basina
belirleme glcinu tayin etmede yeterli olmadigini, 0.5 den ylksel olmasinin 6n sart
olarak gerekli oldugunu ama bunun yetmeyecegini soyledi. Bir QSAR modelinin
gercekten belirleme gucinin oldugunun iddia edilebilmesi icin training ve test set
ayristirmasinin mutlaka yapilmasi gerektigini vurguladilar. Bu training ve test set
ayristirmasinin son yillarda yapilan QSAR calismalarinda ¢ok yayginlasmis ve genel
kabul goren bir standart halini almistir. Bu sebeple bizde yaptigimiz bu tez
calismasinda 27 Kuarin tirevini dokuzar taneli A, B ve C gibi (g alt gruba ayirdik.
Hangi molekillerin hangi alt gruba alindigi Tablo 4.1 ve Sekil 4.1 den gorilebilir.
Alt gruplara ayrildiktan sonra dontstimli olarak iki grup yani 18 molekul training,
bir grup 9 molekilde test set secilerek, Tablo 4.2 verilen modeller ayni molekiler
tanimlayicilar kullanilarak yeniden ¢oklu lineer regrasyon islemine tabi tutuldu. Elde
edilen QSAR modelleri ile modelle katilmayan, test set icin ayrilan 9 molekilin
aktiviteleri hesaplandi. Elde edilen sonuclar her bes QSAR modeli icinde Tablo 4.3
de verilmektedir. Tablo 4.3 incelendiginde tum modellerin training ve test set
ayristirmasi  yapitlmasi durumunda da cok iyi istatistiki degerler verdigini
gostermektedir. Buda olusan QSAR denklemlerinin tesadufi degil, aktivite ile
molekiler tanimlayicilar arasindaki korelasyonun gercekten var oldugunu

destekleyen kanitlardir.

Molekdller icin molekiler tanimlayicilar hesaplandiginda bazi molekuler
tanimlayicilarin bir biri ile cok ylksek seviyede korelasyona sahip oldugu gézlenir.
Bir biri ile cok ylksek seviyede (R > 0,9) korelasyona sahip olan iki molekdler
tanimlayicinin ayni QSAR modelinde olmasi bir takim sakincalar dogurabilir. Onun

icin Tablo 4.1 de verilen tim molekuler tanimlayicilar arasindaki korelasyon
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katsayilari CodessaPro yazilimi ile hesaplandi. QSAR modellerinde bulunan
molekdler tanimlayicilar arasindaki korelasyon katsayilari Tablo 4.4 verilmektedir.
Tablo 4.4 yakindan incelendiginde, WNSA-3 (in WNSA-1 ve MPCC ile sirasi ile -
0,955 ve -0,955 lik korelasyon katsayilarina sahip oldugu gézlenmektedir. Bu bilgiler
Isiginda Tablo 4.2 ye yeniden bakildiginda, bes QSAR modelinin hig birisinde de
WNSA-3 ile WNSA-1 in birlikte yer almadiklari gorilmektedir. Dolayisi ile
WNSA-3 ile WNSA-1 arasindaki korelasyonun QSAR modellerine bir etkisi yoktur.
Ancak WNSA-3 ile MPCC molekdler tanimlayicilari Tablo 4.2 de Il ve 11l no lu
modellerde birlikte yer almaktadir. Bu modeller kullanilirken mutlaka bu
korelasyona dikkat edilmelidir. IV nolu model MPCC yerine Qmax-Qmin
konularak elde edilen bir model olup istatistik degerleri 111 no lu modele oldukga

yakindir.

Elde edilen QSAR modellerinin korelasyon grafikleri Sekil 4.2, 4.3, 4.4 ve
4.5 de verilmektedir. Sekil 4.2, Tablo 4.2 verilen modeller arasinda istatistik
degerleri en ylksek model olan I no lu modelin deneysel aktivite verilere karsi
hesaplanmis aktivite degerlerini gosteren grafiktir. Sekil 4.3, 4.4 ve 4.5 ise ayni
molekiler tanimlayicilarla 27 molekdl training ve test set ayristirmasi yapildiginda
elde edilen QSAR modellerinin deneysel aktivite degerlerine karsi modelin
hesapladigl aktivite degerlerini gostermektedir. Sekil 4.3, 4.4 ve 4.5 de verilen

grafiklerin istatistik degerleri Tablo 4.3 de model | de verilen degerlerdir.
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27 Kumarin (Set: A+B+C)
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Sekil 4.2 1 nolu QSAR modeline gore deneysel aktivitenin hesaplanmis aktiviteye karsi grafigi
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Sekil 4.3 QSAR modelinin validasyonu: A+B training set (kare) ve C test set (licgen)
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Hesaplanmis CA XlI-LogKi

B+C Training A Test Set
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Sekil 4.4 QSAR maodelinin validasyonu: B+C training set (kare) ve A test set (licgen)

Hesaplanmigs CA Xll-LogKi

C+A Training B Test Set

A .nr.n mAA

2 3
Deneysel CA XllI-LogKi

Sekil 4.5 QSAR modelinin validasyonu: C+A training set (kare) ve B test set (licgen)
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Tablo 4.1. QSAR modelerinde yer alan molekiiler tanimlayicilar, Kumarin molekdllerinin deneysel LogKi, I, 11 ve 111 nolu modellerle hesaplanan Log-Ki biyolojik aktivite degerleri.
Molekl Molekdler Tanimlayici CA Xll-Log K; (nM)
Molekul  Molekul RNR ABIC(2) DPSA-1 WNSA-1 AIC(2) MPCC Qmax- WNSA-3 PMIA Deneysel Model | ile Model Il ile Model lll ile
No grupu Qmin. LogKi Hesaplanmis Hesaplanmis Hesaplanmis
c 0.0541  0.8574 295.066 61.5935 3.5309 0.0846 0.2627  -5.3316 0.00065014 4.6900 4.5261 4.5997 4.4612
l-a B 0.1111  0.8509 25.2054 56.4544 3.0805 0.0981 0.2583  -4.3704 0.0041914 3.9800 3.8633 3.6741 3.7877
1-b A 0.0698  0.8424 93.2690 191.5291  3.8910 0.0855 0.2651  -14.9532  0.00039831 1.8000 1.9670 1.7983 1.8750
2 € 0.1111  0.8509 23.2579 57.6982 3.0805 0.0888 0.2559  -4.5402 0.0029714 3.8000 3.8451 3.7724 3.9586
5 B 0.0698  0.8593 113.2523  187.0174 3.8910 0.0855 0.2651  -14.6791  0.00037554 1.7400 1.7368 1.8987 1.9599
5-a A 0.1111  0.8933 125.3959  40.4064 3.1497 0.0844 0.2583  -4.4441 0.0050850 2.8300 3.0250 3.0589 3.1362
5-b © 0.1111  0.9195 36.7630 54.3733 3.1497 0.0845 0.2579  -4.9529 0.0043449 2.8800 3.0355 3.1346 3.2592
6 B 0.0952  0.9128 10.8073 78.7341 3.5945 0.0862 0.2579  -8.0898 0.0015543 3.9000 3.4869 3.4706 3.4045
6-a A 0.0588  0.8427 -2.4183 284.966 4.2392 0.1788 0.3584  -26.3795  0.00013169 0.7800 0.7717 0.8205 0.9025
7 € 0.0833  0.8840 154.1752  55.9886 3.3360 0.0845 0.2638  -4.4164 0.0028269 3.6700 3.9369 3.9984 3.9452
7-a B 0.1000  0.9071 -24.2481  92.3086 3.5842 0.0863 0.2351  -9.1447 0.0016161 2.8700 3.2138 3.0848 3.0891
8 A 0.0741  0.8850 200.6208  60.0346 3.3469 0.0845 0.2636  -4.8400 0.0025232 3.9300 3.9391 3.9654 3.9339
9 € 0.1176  0.8392 -40.2235  70.5620 2.9340 0.0896 0.2378  -5.0403 0.0020049 3.8500 3.7880 3.7960 4.1764
10 B 0.0667  0.8592 225.8134  65.6551 3.2771 0.0845 0.2635  -5.0593 0.0021364 3.9300 4.2774 3.9499 4.0091
11 A 0.0968  0.7727 120.1032  91.5146 29794 0.0845 0.2620  -5.2477 0.0011203 3.9200 3.8393 3.9283 4.3156
12 © 0.0882  0.7863 149.5245  108.7337  3.1104 0.0845 0.2631  -6.2026 0.0013995 3.7200 3.4361 3.6413 3.9493
13 B 0.1000  0.8474 4.0269 72.1083 3.1414 0.0957 0.2470  -5.5753 0.0026961 3.9500 4.2267 3.7529 3.9224
14 A 0.0870  0.8775 44.1287 74.0444 3.5884 0.0957 0.2470  -5.8256 0.0020324 3.9300 4.1942 4.3257 4.0871
15 € 0.0833  0.8661 147.9341  61.4377 3.6054 0.0958 0.2799  -7.3951 0.0016126 3.9500 4.0470 3.9525 3.7991
16 B 0.0833  0.9088 57.6203 80.5274 3.7202 0.0957 0.2784  -8.4768 0.0018207 3.9500 3.7422 3.6273 3.4202
17 A 0.0833  0.8840 120.0177  69.4201 3.6054 0.0967 0.2752  -6.4889 0.0013874 3.9300 3.8420 4.3574 4.1530
18 © 0.100 0.8701 -36.7872  85.6593 3.2414 0.0928 0.2457  -5.3653 0.0020482 3.9400 3.9167 4.0589 4.1439
19 B 0.0741  0.9004 118.2923  81.2810 3.7784  0.095 0.2737  -8.8552 0.0015467 3.7500 3.8300 3.6258 3.3931
20 A 0.0667  0.8996 161.2327  82.4747 3.7600 0.0950 0.2737  -8.6102 0.0012409 3.9200 3.8604 3.7916 3.5699
21 © 0.0667  0.8810 197.3717  79.1415 3.5484 0.0954 0.2749  -7.6409 0.0015769 3.9400 3.8840 3.8132 3.7327
22 B 0.0952  0.9128 63.8505 65.4074 3.5178 0.0841 0.2629  -5.2938 0.0039952 3.9100 3.4325 3.4832 3.2764
23 A 0.0909  0.8979 87.8086 62.3814 3.5338 0.0840 0.2357  -4.1468 0.0036194 3.9300 3.7263 4.0098 3.7291

RNR, Rélativ halka sayisi; ABIC(2), Ortama baglanma bilgi indeksi (mertebe 2); DPSA-1, CPSAs daki fark (PPSA1-PNSAL) [Zefirov's PC]; WNSA-1, Adirhkli PNSA
(PNSA1*TMSA/1000) [Zefirov's PC]; AIC(1), Ortama bilgi indeksi (mertebe 1); MPCC C atomu (izerindeki maksimum kismi yik [Zefirov's PC]; Qmax-Qmin., Polariti parametresi;
WNSA-3, Agirlikli PNSA (PNSA3*TMSA/1000) [Zefirov's PC]; PMIA, Eylemsizlik momenti A / atom sayisl.
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Tablo 4.2. 27 Kumarin turevlerinin CA-XI1 izo-enzimine karsi aktivitelerinin (Ki) Coklu Lineer Regresyon QSAR modelleri

Model No Molekiler Tanimlayici Katsay!i t-test

| Intercept 21,200 10,646
ABIC(2); Ortama baglanma bilgi indeksi (mertebe 2) -11,574 -7,167
WNSA-1; Agirlikli PNSA (PNSA1*TMSA/1000) [Zefirov’s PC] -2,678x1072 -14,778
RNR; Rolativ halka sayisi -52,032 -7,902
DPSA-1; CPSAs daki fark (PPSA1-PNSAL) [Zefirov’s PC] -7,754x10°® -6,285
R?=0,937, R%,=0,909, F=82,86, s°=0,054, N=27

1 Intercept 9,1574x10™" 1,0123
WNSA-3; Adirlikli PNSA (PNSA3*TMSA/1000) [Zefirov’s PC] 3,3899 x10* 13,3106
PMIA; Eylemsizlik momenti A / atom sayisi -3,2919 x10>  -6,4569
MPCC; C atomu tzerindeki maksimum kismi yuk [Zefirov’s PC] 2,6429 x10* 5,7735
AIC(1); Ortama bilgi indeksi (mertebe 1) 9,8225 x10%  3,9420
R?=0,930, R%,=0,885, F=73,92, s°=0,060, N=27

] Intercept 4,2482 10,3278
WNSA-3; Adirlikli PNSA (PNSA3*TMSA/1000) [Zefirov’s PC] 2,8016x10™ 10,6263
PMIA; Eylemsizlik momenti A / atom sayisi -3,5341x10° -5,4658
MPCC; C atomu Uzerindeki maksimum kismi ytk [Zefirov’s PC] 2,2877x10* 3,9899
R’=0,881, R%,=0,682, F=57,21, s°=0,098, N=27

v Intercept 2,2649 2,0269
WNSA-3 Agirlikli PNSA (PNSA3*TMSA/1000) [Zefirov’s PC] 2,5648x10™ 9,7574
PMIA; Eylemsizlik momenti A / atom sayisi -2,9995x10? -4,4116
Qmax-Qmin; Polariti parametresi 1,4455x10* 3,0608
R*=0,857, R%,=0,789, F=4629, s°=0,118, N=27

\Y Intercept 5,8318 20,5823
WNSA-1; Agirlikli PNSA (PNSA1*TMSA/1000) [Zefirov’s PC] -1,8678x10%  -10,7418
PMIA; Eylemsizlik momenti A / atom sayisi -3,1233x10? -4,3592

R?=0,839, R?,=0,767, F=62,92 s?=0,1280 N=27
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Tablo 4.3. QSAR modellerinin validasyonu

Training Set N R R F §° Test Set N RMSE Ry
Model |
A+B 18 0945 0.856 56.69  0.068 C 9 0229 0.735
B+C 18 0.854 0.680 19.03  0.075 A 9 0169  0.982
C+A 18 0978 0.964 14819 0.023 B 9 0340 0.804
Model |1
A+B 18 0935 0.861 4673  0.081 C 9 0193 0844
B+C 18 0.896 0.793 2825  0.053 A 9 0466 0.893
C+A 18 0973 0.890 120.25 0.029 B 9 038 0.876
Model 111
A+B 18 0903 0.688 4353 0.112 C 9 0310 0.672
B+C 18 0771 0492 1576  0.109 A 9 0757 0.646
C+A 18 0943 0.852 7813  0.058 B 9 0452 0.793
Model IV
A+B 18 0.883 0.780 3529  0.136 C 9 0339 0.568
B+C 18 0.743 0444 1349  0.123 A 9 0348  0.920
C+A 18 0910 0.774 4757  0.092 B 9 0465 0.786
Model V
A+B 18 0.866 0.752 4846  0.145 C 9 0348 0.364
B+C 18 0695 0424 1712  0.136 A 9 0426 0.909
C+A 18 0917 0.866 83.61  0.079 B 9 0523 0481
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Tablo 4.4. QSAR molellerinde olan molekiiler tanimlayicilarin inter-koralasyonu

WNSA-1 DPSA-1 RNR ABIC(2) (Qmax-Qmin) WNSA-3 PMIA MPCC AIC(1)

WNSA-1 1,000

DPSA-1 -0,186 1,000

RNR -0,462 -0,654 1,000

ABIC(2) -0,313 -0,084 0,016 1,000

(Qmax-Qmin) 0,667 0,133  -0,557 -0,107 1,000

WNSA-3 -0,955 0,174 0,509 0,108 -0,770 1,000

PMIA -0,638 -0,177 0,091 -0,084 0,133 0,174 1,000

MPCC 0,694 -0,638 0,655 -0,313 0,667 -0,955 -0,328 1,000

AIC(1) 0,655 0,091  -0,717 0,016 -0,557 0,509 -0,572 0,512 1,000
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4.3. QSAR modelleri Uzerine tartisma

Tablo 4.2 de verilen QSAR modellerinin tamami istatistiki acidan oldukca iyi
durumdadir. Bir QSAR modelinin ise yarar olmasinin ©6n sarti istatistik
parametrelerinin yeterli diuzeyde olmasidir. O yodnden sunulan modellerin higbir
sikintisi yoktur. QSAR modellerinde arzu edilen ikinci 6nemli kistas, modellerin
‘mekanistik yorumlanabilir’ olmasidir. Mekanistik yorumlanabilir ile kast edilen sey;
modeli olusturan molekuler tanimlayicilar incelenerek, biyolojik aktif bir molekliin
farmakor gruplari ile onlarin etkilesim sonucu biyolojik yaniti doguracagi reseptor ya
da enzim gibi makro-molekdllerle ne tir etkilesimler olusabileceginin yorumlanabilir
olmasidir. Bu yorumlama modeli olusturan molekuler tanimlayicilarin dogasina
baglidir. Bu ac¢idan bakildiginda kuantum mekaniksel molekiler tanimlayicilar en
kolay yorumlanabilir olanlardir. Biyolojik aktivite yaygin olarak, ligand molekdil ile
enzim arasinda bir kompleks olusturma seklinde gerceklestiginde ve yuk transferi
s0z konusu oldugu durumlarda; ligand molekuliin polaritesi, éncul orbitallerinin
enerjileri (HOMO, LUMO), polarlik tensorleri ve (zerinden kompleks olusan
atomun kismi yukleri gibi yaygin kuantum mekaniksel tanimlayicilarin modellerde
sikhkla rastlanir. Bu tir modellerin mekanistik yorumu rahathkla yapilabilir.
Literatir Ozeti bolimunde verilen birgok model kuantum mekaniksel molekuler
tanimlayicilara dayanmaktadir. Biz bu calismada QSAR modellerini 6ncelikle
kuantum mekaniksel molekiler tanimlayicilara dayali olusturmaya 6zellikle calistik
ancak basarili bir sonuca ulasamadik. Denedigimiz tim kuantum mekaniksel
molekdler tanimlayicilar ile aktivite arasinda korelasyon gézlenemedi. Bunun neden
basarisiz oldugunun sebebi belki de Kumarinlerin inhihasyon mekanizmasinda
yatmaktadir. Daha giris bolumunde bahsedildigi dibi, bu calisma Kumarinleri
Karbonik anhidraz enzimini inhibasyonu ile ilgili ilk calismadir. Literatlir Ozeti
bolimiunde verilen bircok kuantum mekaniksel molekiler tanimlayicilara yapilan
QSAR calismalarinda kullanilan inhibitorlerin tamami Sulfonamit tdrevleri ile
yapiimistir ve hepsinin Karbonik anhidraz enzimine baglanma mekanizmasi aynidir.
Sulfonamitlerin baglanma mekanizmasinda amin grubundaki azot tizerinden enzimin
aktif sitesindeki cinko atomu ile kovalent bag olusumu sdz konusudur. Buda

Sulfonamit ligandlar ile enzim arasinda bir yik transferi olma imkanini ortaya

43



4. ARASTIRMA BULGULARI ve TARTISMA Mehmet KIYTAK

koymaktadir. Yuk transferinin oldugu durumlarda kuantum mekaniksel molekdler
tanimlayicilara korelasyon olmasi ¢ok yiksek ihtimaldir. Ancak, Maresca ve ark.
(2009) yaptigi calisma gosteriyor ki Kumarinler enzimin aktif sitesindeki cinko
atomu ile kovalent bag yapmaksizin, aktif bolgenin agzini bir kapak gibi kaplayarak
ekti mekanizmasi olusturuyorlar. Bu durumda ligand ile enzim arasinda bir yik
transferi s6z konusu olmadigindan kuantum mekaniksel molekiler tanimlayicilarla
bir korelasyon olusturulamiyor. Tablo 4.2 deki modellere bakildiginda molekiler
tanimlayicilarla ekseriyetle molekulln elektrostatik dogasi ile ilgilidir. Ancak orada
bir tane geometrik molekiler tanimlayici var oda PMIA. Bu molekdiler tanimlayici,
molekil bir Kartezyen koordinata yerlestirildiginde molekilin kapladigi en uzun
eksen yonlndeki eylemsizlik momentinin o molekildeki atom sayisina bolumine
esittir. Her aldigi tum QSAR modellerinde yiksek bir negatif katsayi ile
bulunmaktadir. Bunun anlami, PMIA arttik¢a biyolojik aktivite azalmakta. Bu bize
molekilin geometrisi ile aktivitesi arasinda bir iliski kurmamiza imkan saglhyor.
Qmax-Qmin, WNSA-1, WNSA-3, DPSA-1 ve MPCC elektrostatik molekiler
tanimlayicilardir mekanistik yorumlamasi oldukga zordur. QSAR modellerinde
ayrica iki adet topolojik molekuler tanimlayici, ABIC(2) ve AIC(1) yer almistir. Bu

molekdler tanimlayicilarinda mekanistik yorumlamasi oldukcga zordur.
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5. SONUC VE ONERILER

Gunumuzde QSAR (Quantitative Structure-Activity Relationship - Kantitatif
Yapi-Etki Analizleri) etkisi yuksek ve yan-etkisi az ilaclarin gelistirilmesi
calismalarinda vazgecilmez ve yaygin bir yontemdir. QSAR metodunun temeli,
halihazirda biyolojik etkisi (ila¢ etkisi) deneysel olarak 6l¢tlmas bir grup molekuli
kullanarak, bu molekillerin biyolojik etkisine artirici yada azaltici yonde katki
yapan molekiler parametrelerin istatistiksel analiz metotlari kullanarak tespit
edilmesi mumkindir. Karbonik anhidraz (CA, EC 4.2.1.1) en basitinden en gelismis
olana kadar dogadaki tim canllarda var olan bir metalo-enzimdir. Bu enzimin
dogada pek cok formu olmakla beraber, bulunduklari canliya bagl olarak bes guruba
(a-CA, B-CA, 6-CA, yCA ve ¢-CA) ayrilmistir. Su ana kadar insandan hiicre
icerisindeki lokalizasyonu farkli ve yapisal olarak bir birine benzer 15 farkli
Karbonik Andidraz izo-enzim belirlenmistir. Bunlardan CA IX, CA XII ve CA XIV
izo-enzimlerinin lokalizasyonu trans memberan olup inhibasyonu anti kanser etki ile

iliskilendirilmektedir.

Bizde bu tez calismasinda Kumarinlerin ila¢ olma potansiyelini arastirmak
amaciyla, CA-XII izo-enzimine karsi deneysel yolla 6lculmis biyolojik aktivite
degerlerini kullanarak bir QSAR calismasi yaptik. Calismada 27 adet Kumarin tlrevi
molekilin kullanildi. Hesaplanan molekiler tanimlayicilarla literatirden alinan
deneysel yolla 6lculmus biyolojik aktivite verileri Codessa yazilimi kullanilarak
Coklu Lineer Regresyon (CLR) islemine tabi tutularak bircok QSAR denklemi elde
edildi. Elde edilen QSAR modellerinin istatistiki diizeyi oldukga yiiksek olmasina
ragmen mekanistik yorumlanabilme kabiliyeti oldukca sinirli. Ancak yinede elde
edilen QSAR modelleri aktivitesi yiksek Kumarin tlrevlerinin dizayninda

kullanilabilir.

Bu calismada 27 sayida molekul kullanilmis olmasi QSAR calismasi iyin
yeterli bir sayl olmasina ragmen, eger literatiire yeni sentezlenmis ve aktiviteleri
Olcilmis Kumarinler katilirsa elde edilen molekullerin tahmin glict bunlarda

sinanabilir. Ayrica Kumarinlerin kovalent ba§ yapmaksizin inhibasyon etkisi
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gosteriyor olmasindan dolayr bazit COMFA ve CoMSIA gibi mekanistik
yorumlanabilir 3D QSAR tekniklerinin uygulanmasi Kumarinlerin biyolojik etki

mekanizmalarinin aydinlatilmasinda ¢ok etkili olabilir.
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OZET

Karbonik anhidraz (CA, EC 4.2.1.1) en basitinden en gelismis olana kadar
dogadaki tlim canlilarda var olan bir metalo-enzimdir. Bu enzimin dogada pek ¢ok
formu olmakla beraber, bulunduklari canliya bagli olarak bes guruba (a-CA, B-CA,
5-CA, yCA ve &-CA) ayriimistir. Bu guruplardan a-Karbonik anhidraz memelilerde

bulunur ve temel fonksiyonu kanda ve diger dokularda
CO;z + H,0 <> HCO3 + H”

reaksiyonunu katalize etmek vasitasi ile asit baz dengesini ayarlamak ve dokulardan
karbondioksit transferini saglamaktir. Bu enzimin aktif bdlgesinde Cinko (Zn*?)
atomu vardir, bu atom enzimin inhibisyonu esnasinda genellikle inhibitor ile
terahedral bir bag yapisi gerceklestirir. Ancak son birka¢ yil icerisinde Kumarin
tirevi molekdllerin farkli bir mekanizma ile bu enzimi inhibe ettigi ortaya cikti.
Ayrica bu yeni kesfedilen Kumarin turevi molekillerin farkli CA izo-enzimlerini
secici sekilde inhibe ettigi gozlendi. Geleneksel olarak inhibasyon arastirmalarinda
en yogun sekilde cahsilan sulfonamide tabanh bilesiklerin seciciligine kiyasla
Kumarin tirevi molekdillerin daha secici olmasi, calismalarin bu alana kaymasina
sebep olacaktir. Burada bahsedilen CA izo-enzimlerinden bazilarinin segici
inhibisyonu bazi hastaliklarin tedavisinde kullanilacak ilaclarin gelistirilmesinde

temel bir yoldur.

Gunumuzde QSAR (Quantitative Structure-Activity Relationship - Kantitatif
Yapi-Etki Analizleri) etkisi yuksek ve yan-etkisi az ilaglarin gelistirilmesi
calismalarinda vazgecilmez ve yaygin bir yontemdir. QSAR metodunun temeli,
halihazirda biyolojik etkisi (ila¢ etkisi) deneysel olarak 6l¢ilmus bir grup molekili
kullanarak, bu molekillerin biyolojik etkisine artirici yada azaltici yonde katki
yapan molekuler parametrelerin istatistiksel analiz metotlari kullanarak tespit
edilmesi esasina dayanir.

Bu calismasinda 27 adet Kumarin ttrevi molekilin, Karbonik Anhidraz, CA-XII
izo-enzimine karsi deneysel yolla 6l¢tlmus biyolojik aktivite degerleri kullanarak,
QSAR (Kantitatif Yapi-etki Analizi) calismasi yapildi. Calismada Kumarinlerin ¢

boyutlu yapilart ve bir ¢ok molekller parametreleri Gaussian 03 yazilimi ile
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hesaplandi. Elde edilen bu yapilar CodessaPro yazilimina yuklenerek cok sayida
molekdler tanimlayici (descriptor) hesaplandi. Hesaplanan molekdler tanimlayicilarla
literatirden alinan deneysel yolla 6lculmis biyolojik aktivite verileri Codessa
yazilimi kullanilarak Coklu Lineer Regresyon (CLR) islemine tabi tutularak birgok
QSAR denklemi elde edildi. Elde edilen QSAR denklemleri arasinda istatistik
parametreleri en yuksek olan bir adet iki parametreli, iki adet ti¢c parametreli, iki adet
dort parametreli olmak zere toplam bes adet QSAR denklemi modeli olarak secildi
ve ayrintili sekilde tartisildi. Bu bes modelden istatistik degerleri en yiksek olan dort
parametreli bir model olup; R?= 0.93, R%cy 0.90, F=82,86, s°=0,054, N=27 dir. Elde
edilen QSAR modellerinin yorumuyla, biyolojik aktiviteye etki eden faktorler

aciklanmaya calisildi.
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SUMMARY

The carbonic Anhydrase (CAs, EC 4.2.1.1) are ubiquitous metallo-enzymes,
present in prokaryotes and eukaryotes, being encoded by five distinct groups which
are (a-CA, B-CA, 3-CA, yCA and &-CA). In mammals, 16 different a-CA isozymes
have been defined with very different sub-cellular localizations and tissue
distribution. These enzymes catalyze a very simple physiological reaction,

CO;z + H,0 <> HCO3 + H”

The inter-conversion between carbon dioxide and the bicarbonate ion and are thus
involved in crucial physiological processes connected with such as respiration and
transport of carbon dioxide between tissues/organs and regulation of pH in the
tissues. In the inhibition process of CAs, inhibitors are coordinated to Zn*? ions with
a tetrahedral geometry. In recent years, it has been shown that those enzymes can be
inhibited by Coumarin derivatives with a different mode of action. It has been also
observed that Coumarin derivatives can inhibit CA isozymes selectively in
comparison to traditional sulfonamide based inhibitors. Selectively inhibition of
same of these CA isozymes is a way to develops drugs for treatment of many

diseases such as cancer tumors.

QSAR is widely used method to preventing from side affects of existing
drugs as well as seeking new lead molecules as drug candidates. The principles of the
method are relying on the quantitatively correlate chemical structure with its
biological activity using statistical analysis of data of a group of compounds. Once,
the parameters, which play a role for the activity, and are determined then a QSAR

model can be constructed to estimate the biological activity of virtual molecules.

This study presents Quantitative Structure Activity Relationships (QSAR) study on a
pool of 27 Coumarin compounds as Carbonic Anhydrase (CA-XII) isozyme
inhibitors. 3D structure and many molecular properties of Coumarin compounds
have calculated by Gaussian 03 software. Several molecular descriptors have been
calculated and QSAR models have been drown up with the help these calculated

descriptors and Carbonic Anhydrase (CA-XII) inhibitory data of the molecules by
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using the Multiple Linear Regression (MLR) technique which is implemented in
CODESSA PRO software.

Among the obtained QSAR equations, five of them with the highest statistical
parameters have been selected as the models. The statistically the most significant
selected model is a four parameters linear equation with the squared correlation
coefficient R? values of ca. 0.93 and the squared cross-validated correlation
coefficient Ry values of ca. 0.90 and F=82.8, s?=0,054 and N=27. The results were
discussed in the light of the main factors that influence the inhibitory activity of the
Carbonic Anhydrase (CA-II) isozyme. The obtained models allowed us to reveal
some structural factors, which are strongly correlated with the biological activity of

the compounds.
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