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OZET

YOGUNLUK FONKSIiYONEL TEORI TEMELLI KANTITATIF YAPI-ETKI
ANALIZLERI (QSAR) : KUMARIN MOLEKULLERININ KARBONIK
ANHIDRAZ ENZIMINE KARSI INHIiBISYON ETKISININ
MODELLENMESI

Bu tez ¢aligmasinda, 50 den fazla kumarin, kiikiirt iceren kumarin ve kiikiirt
icermeyen kumarin tlirevlerinin Karbonik anhidraz izoformlarindan IX (CAIX) ve II
(CA II) ye karsi deneysel inhibisyon katsayist (Ki) ve hesaplanmig molekiiler
tanimlayicilar1 arasindaki korelasyon ile DFT (Yogunluk Fonksiyonel Teorisi) bazli
QSAR(Kantitatif Yap1-Etki Analizi Iliskileri) modelleri elde edildi. Kumarinlerin 3
boyutlu yapilar1 Gaussian 09 yazilimi ile hesaplandi. Olusturulan bu yapilar Codessa
3 programina yiiklendi ve pek cok sayida molekiiler tanimlayici hesaplanarak
deneysel olarak 6l¢ililmiis biyolojik aktivite degerleri ile arasindaki korelasyon Coklu

Dogrusal Regresyon Analizi ile saglandi.

CAIX i¢in kiikiirt iceren kumarin modeli, fiziksel olarak yorumlanabilir
molekiiler tanimlayicilar igeren istatistiksel olarak 6nemli bir kiiresel model olan 3
parametreli lineer denklemin istatistiki degerleri N=17, R?=0.943, Q?%=0.872,
F=44.586 ve Rexi=0.993dir.

Anahtar Kelimeler: Kumarin, Karbonik Anhidraz, DFT, QSAR, Coklu Dogrusal

Regresyon Analizi.



ABSTRACT

DENSITY FUNCTIONAL THEORY BASED QUANTITATIVE STRUCTURE

ACTIVITY RELATIONSHIP (QSAR): MODELING OF THE INHIBITORY

EFFECT AGAINST THE ENZYME CARBONIC ANYDRASE MOLECULES
OF COUMARIN

In this study present DFT (Density Functional Theory) based QSAR
(Quantitative Structure Activity Relationship) models that demonstrate the
correlations between calculated molecular descriptors and the experimental
inhibition constant (Kj) data of more than fifty derivatives of coumarin, sulfo
coumarin and nonsulfo coumarin measured against Carbonic anhydrase isoforms X
(CA IX) and Il (CA 1I). 3D structures of coumarins have been calculated by
Gaussian 09. These structures, was loaded into the Codessa 3 programme, and many
moleculer descriptor values calculated and experimentally measured the correlation

between biological activity with Multi Linear Regression Analysis was performed.

The sulfo coumarin model for CA X, statistically the most significant one
which comprises physically interpretable molecular descriptors is a five-parameter
linear equation with the statistical values N=17, R?=0.943, Q?=0.872, F=44.586 ve
Rexi*=0.99.

Keywords: Coumarin, Carbonic Anyhrase, DFT, QSAR, Multi Linear Regression
Analysis.
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1. GIRIS

flaclarin ¢ogunun hedefi hiicresel proteinlerdir. flag hiicre igerisine ulastiginda ilgili
protein ile secici sekilde etkilesimi neticesinde tedavi veya teshis etkisi ortaya gikar.
2002 yilinda tamamlanan insan genomasi ¢alismalar1 sonuglarma gore, insan geni
tarafindan iiretilen 6000 ile 8000 arasinda farmakolojik agidan ila¢ hedefi olabilecek
proteinin varlig1 tahmin edilmistir (Landry ve Gies, 2008). 2003 yilinda yapilan bir
calisma insan genomasi ¢alismalarinda ortaya konulan proteinler arasindan sadece
273 proteinin o giinkli mevcut ilaglarin hedefi oldugunu gostermistir (Golden, 2003).
Gilinlimiizde 330 civarinda ila¢ hedefi protein vardir, bunlardan 270 kadari insan
genomasi tarafindan iiretilen proteinler iken geriye kalanlar1 ise patojen organizmalar
(bakteri, viriis, mantar vs.) tarafindan tiretilenlerdir (Supuran ve Winum, 2009). 2006
yilinda Amerika Birlesik Devletlerinde 21000 civarinda ilag iirlinii oldugu
bildirilmistir. Bunlardan 1357 tanesinin 6zgiin ilag olup, bu ilaglardan 1204 tanesinin
kiiciik molekiil tipi ilag, 192 tanesinin prodrug (ila¢ ana maddesi; viicutta parcalanip
bir parcanin ilag¢ etkisi gostermesi) oldugu ve 166 tanesinin de biyolojik ila¢ oldugu
bildirilmistir (Overington vd., 2006). Ilag hedefi olan proteinler siniflandirildiginda
bunlardan 66 tanesi insan enzimleri, 20 tanesi patojen (bakteri, viriis, mantar vs.)
enzimleri, 20 tanesi G-proteine kenetli aile reseptorleri, 12 tanesi niikleer reseptorler,
7 tanesi sitokin reseptorleri, 10 tanesi iyon kanali reseptorleri ve 10 tanesi de hiicre

membrani reseptorleri oldugu bildirilmistir (Imming vd., 2006).

Karbonik anhidraz (CA, EC 4.2.1.1) en basitinden en gelismis olana kadar dogadaki
tiim canlilarda var olan bir metalo-enzimdir. Bu enzimin dogada pek ¢ok formu
olmakla beraber, bulunduklari canliya bagl olarak bes guruba (a-CA, B-CA, 5-CA,
v-CA ve g-CA) ayrilmistir. Bu gruplardan o-Karbonik anhidraz memelilerde bulunur

ve en temel fonksiyonu kanda ve diger dokularda

C0, + H,0 & HCO; + HY (1.1)



reaksiyonunu katalize etmektir. Bu basit reaksiyonun viicuttaki bir¢ok fizyolojik
siirecte Oonemli fonksiyonu vardir. Bu reaksiyon; metabolize edici dokular ile akciger
arasinda karbondioksit/bikarbonat transferi, dokulardaki asit-baz dengesinin
ayarlanmasi, bir¢ok organda elektrolit salgisinin diizenlenmesi, kemik erimesi,
kireclenme, biyosentetik reaksiyonlar (Ornegin; glukoneogenez, lipogenez ve
ureagenez) ve timor olusumu gibi fizyolojik stirecler ile dogrudan iliskilidir
(Supuran, 2009). a-Karbonik anhidraz smifindaki enzimlerin katalitik fonksiyonu bu
enzimlerin aktif sitesi igerisinde yerlesmis kofaktér Cinko (Zn*?) iyonu vasitasiyla
gergeklesir. Cinko iyonu, yaklasik 15 A derinliginde huni seklinde, bir tarafi
hidrofobik diger tarafi hidrofilik aminoasitler iceren enzim aktif sitesinin tabaninda
bulunur. Cinko iyonu aktif site igerisinde tetrahedral olarak yerlesmistir. Bu yap1
baglarinin iicii Histidinlerin (His 94, His 96, His 119) yan zincirlerindeki Imidazol
halkalarinin Azot atomlari tizerinden olurken dordiincii bag su veya hidroksil iyonu
ile olusmaktadir (Supupran vd., 2004). Cinko iyonuna yerlesmis olan su molekiili
enzim aktif sitesinde bulunan Treonin'in (199) hidroksil grubuyla ve Gliitamikasitin
(106) karboksilat grubuyla Hidrojen bagi yapmaktadir. Bu etkilesim su molekiiliinii
karbondioksit tarafindan yapilacak niikleofilik atak i¢in uygun bir hedef haline
getirmektedir (Supuran, 2009). a-Karbonik anhidraz sinifindaki enzimlerin katalitik

reaksiyonu hakkinda daha detayli bilgi boliim 3'te verilecektir.

a-Karbonik anhidraz sinifindaki enzimler yapisal olarak 15 farkli alt izo-enzim
olarak ayrilmistir. Bu izo-enzimler yapisal agidan cok az faklilik gostermelerine
karsin katalitik aktivitelerinin kinetik hizlari, hiicre igerisindeki lokalizasyonlar1 ve
organ/doku igerisindeki dagilimlari a¢isindan oldukga farklidir. 15 adet izo-enzimden
12 tanesi (CA I, CAIl, CA lIl, CA IV, CA VA, CAVB, CAVI, CAVII, CAIX, CA
XI11, CA XIlII ve CA X1V) enzimik aktiviteye sahiptir. 3 tanesi (CA VIII, CA X ve
CAXI) ise karbonik anhidraz iliskili protein olarak adlandirilir ve bunlarin katalitik
aktiviteleri gozlenmemektedir. Bu 12 katalitik izo-enzimin aktif sitesinin tamaminda
Cinko atomu mevcut olup 3 Histidin aminoasidi ve su/hidroksil iyonu ile bag
haldedir. Aktif site igerisinde bulunan dordiincii bir Histidin reziidiisii (His 64)
stirekli konformasyon degisimi yaparak katalitik bolgeye Hidrojen tasiyan bir pompa
gibi davranir (Pastorekova vd., 2009). Bu izo-enzimlerin hiicre icerisindeki

lokalizasyonlari farklilik gosterir.



Hiicre igerisinde CA I, CA II, CA III, CA VII, CA VIII, CA X, CA Xl ve CA XIlI
sitoplazmada; CA IV, CA IX, CA XII ve CA XIV hiicre zarinda; CA VA ve CA VB
mitokondride ve CA VI ise tiikiiriik bezi ve meme bezi salgisinda bulunmaktadir
(Alterio vd., 2012). CAI ve CAII izoenzimleri insan eritrosit hiicreleri ile iligkili olup
aym zamanda en dnemli islevleri solunumda yer almalaridir. Insan dokularinda en
fazla miktarda bulunan CA 1II izoenzimi ayni zamanda goz lensi, kornea ve
epitelyumda bol miktarda, bobrek korteksinde ise membrana yapisik halde
mevcuttur. CA IX ve CA XII izoenzimleri tiimorlerle iligkili olmanin yani sira kanser

hiicrelerinde de baskindir.

Karbonik anhidraz enzimin inhibisyonu temeline dayanan ilk ilaglar 1950-1960
yillarda piyasaya c¢ikmistir. Bunlar hali hazirda kullanilmakta olan acetazolamide,
methazolamide, ethoxzolamide, sulthiame ve dichlorophenamide'dir. Bunlar diiretik
(idrar soktiiriicii) ve antiepileptik (epilepsi tedavisi ilaci) olarak kullanilirken
karbonik anhidraz enzimi inhibisyonunun Glukoma (go6z tansiyonu) tedavisinde de
kullanilabileceginin farkina varilmistir (Supuran, 2008). Bu bahsedilen ilaglar halen
g0z tansiyonu tedavisinde kullanilmaktadir. Bunlara ilaveten 1990’1 yillarda damla
formunda kullanilabilen iki g6z tansiyonu ila¢ daha piyasaya g¢ikmistir. Bunlar
dorzolamide ve brinzolamide olup o6ncekilere gore ¢ok daha az istenmeyen yan

etkiye sahiptir.

2000’11 yillardan itibaren karbonik anhidraz enzimin inhibisyonu temeline dayanan
kanser tlimorii tedavisi ilac1 gelistirme ¢alismalart popiiler bir hal almaya bagladi.
2006 ve 2007 yilinda yapilan ¢alismalarda CA IX izo-enzimin kanser timdoriindeki
hiicrelerde asit-baz dengesinin bozulmasinda ve bu kanser hiicrelerin fizyolojisinde
o6nemli bir fonksiyonunun oldugunun tespit edilmesi (Brahimi-Horn ve Pouyssegur,
2007) ve CA XII izo-enziminin saglikli hiicrelere oranla bazi tip kanser timdriindeki
hiicrelerde daha fazla oranda iiretiliyor olmasi bu iki izo-enzimi segici olarak inhibe
etme temeline dayali kanser ilaci gelistirme caligmalarina temel olusturmustur
(Pastorekova vd., 2006). Giiniimiizde Karbonik anhidraz enzimin inhibisyonu
temeline dayanan ilag gelistirme c¢abalar1 goz tansiyonu ve kanser ilaci gelistirme
konusunda yogunlagmakla beraber 6dem giderici, epilepsi, obezite, kisirlik, irtifa
rahatsizlig1 gibi bircok hastaligin tedavisinde kullanilmak iizere ila¢ gelistirme

calismalarinda hedef enzim olarak kullanilmaktadir.



Farkli hastaliklar i¢in farkli izo-enzimlerin segici sekilde inhibisyonunun yapilmasi
ilag gelistirme ¢aligmalarinda hayati 6nem tasimaktadir. Hedef disindaki farkli izo-
enzimlerin katalitik aktivitesi inhibe edildiginde bircok durumda tedavide
istenmeyen yan etki olarak ortaya ¢ikmasi miimkiindiir. Bu nedenle izo-enzim segici
inhibitorlerin tasarimi bu alanda ¢ok Onemlidir. CA 1 izo-enziminin segici
inhibisyonu ile retina ve beyin 6demine karsi etkili ilag gelistirme calismasi
yapilmaktadir (Gao vd., 2007). Go6z tansiyonu ilaci gelistirilmesinde CA II, CA IV
ve CA XII hedef iken CA IX ve CA XII kanser tiimorii tedavisi ilag i¢in hedef
enzimdir. Kanser tedavisi amagli ilag molekiiliiniin CA 1 ve CA 1l izo-enzimlerini
inhibe etmemesi istenir. Ciinkii CA I ve CA II viicutta en yaygin ve yogun olan izo-
enzimler oldugundan bunlarin inhibisyonu ciddi yan etkiler olarak ortaya ¢ikar. CA
VA ve CA VB izo-enzimlerinin se¢ici inhibisyonu anti-obezite ilag gelistirme
konusunda hedef enzim olarak belirlenmistir (Supuran vd., 2008). CA II, CA VII,
CA XII ve CA XIV secici inhibisyonu epilepsi tedavisi icin ilag gelistirme
konusunda hedef enzim olarak belirlenmistir (Hen vd., 2011; De Simone vd., 2009).

Karbonik anhidraz inhibit6rii olarak kumarin tiirevlerinin bazilar1 da izoenzim segici
inhibisyon sergilemesi sebebiyle kesfedilmistir. Bu durum siilfonamidlerin CA
enziminin aktif bolgesindeki Zn*? iyonu ile dogrudan bag yaparak etki gosterirken;
kumarinlerin Zn*? ile bag yapmadan enzimin aktif bolgesinin agzina “kapak”
seklinde baglanarak reaksiyonu inhibe etmesi olarak agiklanmistir. Boylelikle
lizerinde yogun olarak calisilan siilfonamid tabanli bilesiklerin segicilik etkisine
karsin kumarin tiirevlerinin daha secici olmasi ¢aligmalarin bu alanda yapilmasina bir
etken olabilir. Kumarin tiirevi bir molekiiliin karbonik anhidraz enzimini inhibe ettigi
ilk defa 2009 yilinda rapor edilmistir (Maresca vd., 2009). Kumarin tiirevlerinin
karbonik anhidraz enzimini inhibisyonunda ki en ilgin¢g durum inhibisyonun hemen
gerceklesmeyip 6 saat kadar bir siire enzim ve inhibit6riin inkiibasyonuna gereksinim
duyulmasidir. X-1sinlar1 kiristalografisi sonuglari kumarin tiirevlerinin karbonik
anhidraz enzimini inhibisyonunda ikinci ilging ve sasirtict bir sonu¢ daha ortaya
cikarmigtir.  Kristalografi  sonuglari  inhibitor-enzim  kompleksinde kumarin
tiirevlerinin halka yapisinin aktif site igerisinde hidrolize oldugunu ve enzime cis-2-

hydroxy-sinamik asit formunda kompleks yaptigin1 gostermistir.



Benzer sekilde, kristalografi sonuglari Siilfo-kumarin yapisinin da karbonik anhidraz
aktif sitesi icerisinde hidrolize olmus formuyla kompleks olusturdugunu

gostermektedir (Tars vd., 2013).

Son olarak ise giiniimiizde yapilmakta olan QSAR (Quantitative Structure-Activity
Relationship / Kantitatif Yapi-Etki Analizleri) calismalar ilag¢ gelistirmede kullanilan
vazgecilmez ve yaygin bir yontemdir. Bu c¢aligmanin temeli mevcut olan bir grup
molekiil ile bu molekiillerin deneysel olarak Olgiilmiis olan aktivite degerleri
(biyolojik etkiyi arttirici ya da azaltici yondeki degerleri) arasindaki iliskinin
istatistiksel yontemlerle tayin edilmesi esasina dayanir. Ayrica bu calisma ile elde
edilen modeldeki yeni molekiillerin aktivite degerlerini tahmin edebilme 6ngoriisii de

saglanir.

Bu calisma, g6z tansiyonu ve ya kanser tedavisinde ila¢ olma potansiyeline sahip
sanal molekiillerin tasarimimi amaclamaktadir. Yukaridaki bilgiler goéz Oniine
alindiginda g6z tansiyonu ilact adayr molekiillerin CA II, CA IV ve CA XII i¢in
yiiksek inhibisyon aktivitesi gostermesi beklenirken diger izo-enzimler icin diisiik
inhibisyon aktivitesi beklenir. CA IV ve CA XII'nin viicutta CA II'ye oranla ¢ok daha
az miktarda oldugu g6z oniine alindiginda CA 1II i¢in yiiksek inhibisyon aktivitesi
gostermesi bu amag¢ i¢in yeterli sayilabilir. Kanser tedavisinde ila¢ olma
potansiyeline sahip sanal molekiillerin ise CA IX ve CA XlI'ye kars1 yliksek
inhibisyon aktivitesi gostermesi beklenirken diger izo-enzimler i¢in diisiik inhibisyon
aktivitesi beklenir. Ozelliklede CA 1 ve CA II'ye kars: diisiik inhibisyon aktivitesi
olmasi gerekir. Ciinkii CA I ve CA II viicuttaki doku ve organlarda yaygin ve diger
izo-enzimlere oranla ¢ok daha yogun olarak bulunduklarindan bu izo-enzimlerin

inhibisyonu istenmeyen yan etki olarak ortaya ¢ikabilir.

Karbonik anhidraz enzimi, inhibitorleri ve bu enzimin izo-enzimlerinin segici
inhibisyonunun ilag gelistirme calismalar1 agisindan yeri ortaya konulduktan sonra
bu ¢alismanin amaci su sekilde ifade edilebilir. Glukom (g6z tansiyonu) ve kanser
timorli tedavisi icin ilag gelistirme c¢alismalarinda hedef enzim olarak yaygin
bicimde kullanilan karbonik anhidraza karsi, inhibitér 6zelligi deneysel yontemle
belirlenmis literatiirde bulunan kumarin bilesiklerini kullanarak, QSAR modelleri
olusturmak amaclanmaktadir. Bu modellerdeki molekiiler tanimlayicilarin
yorumlanmasi yoluyla molekiiler yapi ile biyolojik etki arasindaki iliskinin rasyonel

bir aciklamasi yapilmaya ¢alisilacaktir.



Glukom tedavisi i¢in karbonik anhidrazin ikinci izo-enziminin segici sekilde inhibe
edilmesi hedeflenirken, kanser timorlerinin tedavisinde karbonik anhidrazin
dokuzuncu (CAIX) izo-enzimlerinin segici sekilde inhibe edilmesi hedeflenir. Bu
projede, literatiirde deneysel Kj verileri olan CAIl ve CAIX inhibitérii kumarin
bilesikleri ig¢in kuantum mekanik yontemle hesaplayacagimiz molekiiler
tanimlayicilari, deneysel K degerleri ile Coklu Dogrusal Regresyon (CDR) islemine
tabi tutarak QSAR modelleri olusturulacaktir. Elde edilecek QSAR modelleri
tasarlanan yeni sanal molekiillerin inhibisyon sabitlerinin hesaplanmasinda
kullanilacaktir. Ayrica QSAR modellerinin analizi yoluyla, kumarin ve siilfo-
kumarin tiirevlerinin CAIl ve CAIX izo-enzimlerini inhibisyonunun mekanizmalari

mekaniksel olarak agiklanmaya calisilacaktir.



2. LITERATUR OZETI

2.1 Giris

Karbonik anhidraz enzimi 1933 yilinda Meldrum ver Roughton tarafindan
kesfedilmesinden bugiine iizerinde yapilan arastirmalar hiz kesmeden yogun sekilde
devam etmektedir. Bu alandaki calismalar 1970’1i yillara kadar enzimin izolasyonu,
karakterizasyonu, inhibitor sentezi ve kinetik 6l¢iimii gibi alanlarda yogunlagirken
Liljas vd, (1972) tarafindan ilk olarak karbonik anhidrazin x-1ginlar1 kristalografisi ile
ic boyutlu yapisinin ortaya cikartilmasi ile yeni bir agamaya gelmistir. Bu enzimin
ic boyutlu yapisinin ortaya koyulmasi viicuttaki fonksiyonlarinin anlagilmasinda bir
mihenk tasi olusturmaktadir. Karbonik anhidraz ve bu enzime inhibitor etkisi
gosterdigi bilinen en eski molekiil grubu siilfonamitlerin QSAR c¢alismasi literatiirde
ilk defa Testa vd, (1978) yaptig1 ¢alisma ile baglamaktadir. Ayrica 2000°1i yillarda bu
enzimin aktif sitesi icerisinde bulunan ¢inkoya inhibitorlerin baglanmasini
modelleyen ¢ok sayida kuantum kimyasal hesaplama g¢aligmalar1 da konu olmustur.
Bu béliimde karbonik anhidrazin inhibisyonunu konu alan molekiiler modelleme
calismalarinin bir 6zeti verilecektir. Bu alanda yiizlerce ¢alisma oldugundan, en fazla
katki yaptigr disiiniilen caligmalardan bir segki yapilarak birbirinin tekrari

niteligindeki ¢alismalara deginilmeyecektir.



2.2 Karbonik Anhidraz Enzimi inhibisyonu QSAR Calismalar

Karbonik anhidraz inhibitorleri ile yapilan QSAR ¢alismalart 1970°li yillarda
baslamistir. Bizim arastirmalarimiza gore bu g¢alismalarin tamaminda siilfonamit
tabanli inhibitorlerin  karbonik anhidraza karsi Olgiilmiis aktivite verileri
kullanilmistir. Literatlirdeki ¢alismalarin tamamina yakini karbonik anhidraza II (CA
II) izoenziminin biyolojik aktivite verilerinin kullanilmasina yogunlagsmistir. Bu

alandaki ¢calismalar baglica asagida verilmektedir.

Testa vd, (1978) yaptig1 ilk QSAR calismasinda siilfonamitlere bagl aromatik halka
tizerindeki sapsiitiitentlerin degisimi ile ortaya c¢ikan sterik etkideki degisimin
ligandin inhibisyon giiciinii belirleyen Onemli faktorlerden biri oldugu ortaya
koyulmustur. Debenedetti vd, (1985 ve 1987) yillarinda yaptiklart QSAR modelinde
bir seri siilfonamit tlirevi molekiile CNDO/2 teori seviyesinde hesaplama yaparak
kuantum kimyasal hesaplama yontemiyle elde ettikleri elektronik indeksler ile bu
molekiillerin inhibisyon aktiviteleri arasinda ¢oklu regresyon analizi kullanarak
yaptiklar1 ¢calismada aktiviteye etki eden elektronik faktorleri incelemislerdir. Scholz
vd, (1993) yilinda bir seri siilfonli metan siilfonamit molekiilii ile yaptiklari QSAR
calismasinda, siilfonamit grubuna komsu karbon atomuna baglanan sapsiitiitentlerin
toplam indiktif etkisinin aktiviteyi tayin etmede en dominant faktor oldugunu

gostermislerdir.

1994 yilindan baslayarak Supuran ve Clare’in karbonik anhidraz inhibitorleri ile
yapilan pek c¢ok sayida QSAR c¢alismasi yayinlanmistir. Yazarlar, hesaplanan
molekiiler tanimlayicilar ile cogu durumda CA II izoenzimine kars1 6l¢iilen deneysel
inhibisyon sabiti arasinda korelasyon denklemini ¢ogu kez Coklu Dogrusal
Regresyon (CDR) ve Kismi En Kiigiik Kareler Regresyonu (KEKKR) tekniklerini
bazen de dogrusal olmayan istatistiki bir yontem olan Kosullu Beklentiler Metodunu
(ACE: conditional expectations technique) kullanarak elde etmislerdir (Breiman ve
Friedman, 1985). Clare ve Supuran (1994) yilinda siilfonamitler ile yaptiklari ilk
QSAR calismasinda CNDO/2 kuantum kimyasal hesaplama yontemi ile elde ettikleri
molekiiler tanimlayicilar ile CA II izoenzimine karst Ol¢iilen deneysel inhibisyon

sabiti arasinda korelasyon denklemlerini elde etmisler.



Yazarlar bu ¢alismada ligantlardaki oksijen ve azot atomlari iizerindeki kismi yiik
miktar1 ile molekiilin boyutlarinin aktiviteyi belirlemede en etkin molekiiler
tamimlayicilar oldugunu gostermistir. Supuran ve Clare (1995) yilinda i¢inde iyonik
stlfonamitlerin de bulundugu QSAR ¢alismasinda PM3 kuantum kimyasal
hesaplama yontemi ile elde ettikleri molekiiler tanimlayicilart kullanmiglardir.
Yazarlar, SO2NH: grubuna bagl pridin halkasinda pozitif yiik miktarindaki artigin ve
hem x hem de z yonlerinde polarizibilite tensorleri bilesenlerinin degerlerindeki
artisin  inhibisyon aktivitesini arttirdigini, buna karsin ligantlarn HOMO
enerjilerinde ve z yoniindeki polarizibilite tensorii bilesenindeki artigin ise inhibisyon

aktivitesini diiglirdiigiinii gdstermistir.

Supuran ve Clare (1990)’larda bir¢ok benzer QSAR c¢alismalarina devam etmislerdir.
Supuran ve Clare (1997) yilinda yaptiklari QSAR ¢alismasinda aktiviteyi domine
eden molekiiler tanimlayicilarin SO2NH2 grubundaki atomlarin Mulliken kismi
yiikleri, ligandlarin boyutlart ve lipofilisiti 6zelligini temsil eden LogP (octanol-su
partisyon katsayisi) oldugunu bildirmislerdir. Supuran ve Clare (1998) yilinda
yaptiklart c¢alismada ise SO2NH2 grubundaki atomlarin elektrostatik potansiyel
tabanli hesaplanmig kismi yiiklerini, ligandlarin dipol momentlerini AM1 metodu ile
¢oziicii igerisinde hesaplayarak korelasyon denklemini elde etmislerdir. Yazarlar CA I
ve CA 1I izoenzimlerinin siilfonamitler ile etkilesimlerinde segiciligi saglayan
birtakim faktorlerin ne olabilecegi konusunda onermelerde bulunmuslardir. Ayrica
yazarlarin 1998 ve 1999 yillarinda yaptiklart benzer QSAR c¢alismalarinda da
SO2NH: grubundaki atomlarin ESP tabanli kismi yiikleri, Homo, Lumo, dipol
moment, polarizibilite tensorleri ve ligandlarm COSMO yaklagimiyla hesaplanmig
¢oziinme enerjilerini molekiiler tanimlayic1 olarak basari ile uygulamiglardir. Bu
molekiiler tanimlayicilarin - mekanistik yorumlamaya uygun olmalari yeni

sentezlenecek ligandlarin tasarimina katki yaptigina siiphe yoktur.

Supuran ve Clare, (2000)’li yillarin basindan itibaren yaptiklari ¢alismalarda
benzene-siilfonamit grubuna bagl sabsiite benzene ve pridin halkalarindaki pi tipi
baglarm diigiim noktalarinin yonelim agilarmin karbonik anhidraz enzimi
inhibisyonunun QSAR modellemesinde etkili bir molekiiler tanimlayici oldugunu
ortaya koymuslardir. Supuran ve Clare, (2001) yilinda bu seride yaptiklari ilk

caligmalarini 27 adet Schiff bazli benzene-siilfonamit tiirevi ile yiiriitmislerdir.



Yazarlar bu ¢calismada molekiillerdeki benzene ve imidazol gibi halka sistemlerindeki
(pi-tipi orbital) oncii orbitallerin faz agilarin1 (FOPA; Frontier Orbitals Phase Angles)
molekiiler tanimlayici olarak kullanirken bu tanimlayicilarin aktiviteye nasil etki
yaptig1 hususunda bazi1 yorumlar ortaya koymuslardir. Bu yorumlara gére FOPA’nin
aktiviteye etkisi; ligandlar iizerindeki pi-orbitali benzer orbitallerdeki yiikler ile
enzimin pi-orbitali benzeri orbitaller arasinda yiik transferi etkilesimi olusmaktadir.
FOPA molekiiler tanimlayicilarinin CA II inhibisyonu QSAR modellemesinde etkin
olurken CA | modellemesinde etkin olmayisi buna kanit olarak sunulmaktadir.
Calisilan seride bulunan ligandlarm CA 1 ve CA II’ye karst farkli efinite
sergilemesinin sebebi su sekilde agiklanmistir. CA 11 aktivitesinde His64 rezidiisiiniin
imidazol halkas: ile ligandin sabsiite benzene halkas1 arasinda yiik transfer
etkilesimin olmasmna karsin CA 1 Katalitik aktivitesinde His64’iin roliiniin
olmadigindan dolay1 yiik transferi etkilesimi de s6z konusu olmadigi i¢in bu
molekiiler tanimlayicilarin CA | QSAR modelinde yer almamis olmasi sonucuna
gotiirmistiir. Supuran ve Clare, (2005) yaptig1 iki ¢alismada daha geleneksel olarak
kullandiklari, siilfonamit grubunda bulunan N, O, S atomlar1 izerindeki Mulliken
kismi yiikleri, molekiiliin dipol momenti, polarizibilite tensorleri, oncii orbitallerin
(Homo, Lumo vs.), ¢6ziinme enerjileri yaninda pi-tipi orbitallerin faz agilarim

molekiiler tanimlayici olarak kullanmiglardir.

2000’1 yillardan sonra topolojik indeksleri kullanarak siilfonamitlerin karbonik
anhidrazin basta CA II olmak iizere bir¢cok farkli izoenzimine karsit oOlgiilmiis
inhibisyon aktivitesi verisini modelleyen QSAR ¢alismasi yapilmistir. Topolojik
indekslerin molekiiler tanimlayict olarak kullanilmasi ile elde edilen QSAR
modelleri her ne kadar istatistiki agidan tatminkar olsa da bu molekiiler

tanimlayicilarin dogalar geregi fiziksel yorumlamaya pek uygun degildir.

Khadikar vd,(2005) benzene siilfonamitlerin CA II ile baglanma sabitlerini
modelleyen QSAR c¢alismasinda Wiener, Szeget, Randic, Kier Hall ve Padmakar-
Ivan topolojik indekslerini ti¢ gosterge parametresi ile beraber kullanmislardir. Ayni
calismada kullanilan topolojik indekslere ilaveten molekiillerin hidrofobisinin
derecesini temsil eden logP modellere eklendiginde modellerin istatistik degerlerinde

bariz bir artigin oldugu rapor edilmistir.
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Agrawal vd, (2002) 39 adet siilfonamitin CA II izoenzimine karsi Olgiilmiis
inhibisyon sabitlerini modelleyen QSAR c¢alismasinda Wiener, Szeget, Balaban,
dallanma ve baglanma topolojik indekslerini iki gosterge parametresi ile beraber
kullanmislardir. Thakur vd, (2004) 29 adet sapsiite benzene siilfonamitin CA II ye
kars1 Ol¢iilmiis inhibisyon sabitleri ile yaptiklari QSAR modellemesinde tek bir
molekiiler tanimlayic1 (Balaban indeksi) iceren QSAR modelinin istatistigi oldukca

iyi sonug verdigi rapor edilmistir (n=29, r=-0.95, F=274.19 ve SE=0.42).

Jaiswal vd, (2004) topolojik indeksleri kullanarak bir QSAR ¢aligmasi yapmislardir.
Bu c¢aligmanin en o6zgiin tarafi CA IX izoenzimine karsi Ol¢iilmiis inhibisyon
sabitlerinin ilk defa bir QSAR c¢alismasinda kullanilmis olmasidir. Ancak bu
calisgmada sunulan QSAR modelleri istatistiki ac¢idan sorunludur. Dolayisiyla
kullanilan veri seti QSAR modellemesi yapmaya uygun degildir. Literatiirde
yukarida bahsedilenler disinda topolojik indekslerin kullanildigi, CAII yaninda CA I,
CA 1V ve CA VII’ye kars1 olgiilmiis inhibisyon aktivitelerini kullanan ¢ok sayida
QSAR c¢aligmas1 mevcuttur.

2000’11 yillarda karbonik anhidraz inhibisyonunu konu alan sinirli sayida 3D-QSAR
caligmasi da yayinlanmistir. Bunlar baglica soyledir. Weber vd, (2006) yaptiklar
kapsamli bir 3D-QSAR c¢alismasin1 87 adet aromatik ve heterosilik stilfonamit
tirevinin CA I, CA 1I ve CA IV’e kars1 olgiilmiis inhibisyon sabitlerini kullanarak
CoMFA ve CoMSIA tekniklerini uygulayarak yiiriitmislerdir. CA I, CA 1l ve CA IV
icin ayr1 ayr1 elde edilen, 60 adet egitim molekiilinden olusturulan CoMFA ve
CoMSIA modelleri 27 test molekiiliiniin aktivitelerini basarili sekilde belirlemislerdir
(tiim modellerde R%>0.85). Elde edilen modellerin sterik, hidrojen donor ve hidrojen
akseptor alanlarinin grafik olarak gorsellestirilmesinin yorumlanmasi ligandlarin
izoenzim segiciligi konusunda bilgiler vermistir. Ayn1 arastirma grubu, Hiilebrect vd.,
(2006) aynmi1 yil yayinladiklar: ikinci makalede, COMFA ve CoMSIA tekniklerine
ilave olarak AFMoC(Adaptation of Fields for Molecular Comparison) ( Gohkle ve
Klebe, 2002) yaklasimmi da CA I, CA Il ve CA IV inhibisyon aktivitelerinin

modellenmesinde daha genis bir siilfonamit seti i¢in kullanmislardir.
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Tuccinardi vd, (2007) yilinda yayinladiklar1 bir makalede molekiiler kenetlenme ve
reseptor tabanli 3D-QSAR tekniklerini birlikte kullandiklar1 kapsamli bir ¢alismanin
sonuglarmi sunmuslardir. Protein Data Bank (PDB)’tan alinan 40 adet CA II
stilfonamit kompleksi ile GOLD yazilimini kullanarak molekiiler kenetlenme
calismasi yiriitmiislerdir. 294 siilfonamit molekiilii ile de reseptor tabanli 3D QSAR
caligmas1 yiritilmistir. 220 molekiil egitim seti olarak ayrilmistir. Diger kalan
molekiiller ti¢ farkli test sete ayrilmistir. PLS yaklagimi kullanilarak elde edilen 3D
QSAR modellerinin istatistik diizeyi iyi seviyede oldugu gériilmiistiir (R?=0.88 ve
Q?=0.72). Tuccinardi vd, (2007) yilinda yaymladiklar: ikinci makalede yukarida
anlatilan reseptor tabanli 3D-QSAR teknigini CA IX i¢in uygulamislardir. Elde
edilen 3D QSAR modellerinin istatistik seviyesi bir onceki g¢alismaya sunulan

verilere benzerlik gostermistir.

Huang vd, (2007) yilinda CoMFA ve CoMSIA teknikleri ile yaptiklar1 3D QSAR
calismasinda siilfonamit tiirevlerinin CA II izoenzimine karsi inhibisyon
aktivitelerini modellemislerdir. Yazarlar COMFA ve CoMSIA teknikleri hem ligand
tabanli (ligandlarin minimum enerji konformasyonlar1 cakistirilarak elde edilen
alanlar) alanlar1 hem de reseptor tabanli (liganglar CA II aktif sitesi igine
kenetlenerek elde edilen bio-aktif konformasyonlari ¢akistirilarak elde edilen alanlar)
alanlar1 kullanilarak yiiriitmiislerdir. Sonuglar karsilastirildiginda reseptor tabanli
CoMFA modelinin en iyi istatistiki veriye sahip oldugu gorilmiistiir(ntraining =51,

R?=0.88, Q2=0.72, Niest=9 Ve Rexi>=0.74).

Literatiirde bunlar haricinde de ¢ok sayida CA inhibisyonu konusunda QSAR
calismasi mevcuttur. Ancak burada verilenler ve literatiirde olanlarin tamami
stilffonamitler ile yapilan ¢alismalardir. Supuran, (2015) yilinda CA izoenzimlerinin
inhibisyonun da simdiye kadar bilinen bes farkli mekanizmanin oldugunu
sOylemistir. Bu mekanizmalardan en yaygin olan1 yukarida bahsedilen c¢alismalara
konu olan siilfonamitlerin de baglanma mekanizmasi olan SO>NH" grubunun aktif
site igerisindeki Zn*? iyonu ile yar1 kovalent baglanma seklidir. Literatiirdeki tiim
QSAR caligmalar1 bu mekanizma ile baglanan ligandlar ile yiiriitilmistiir. Bu
caligmanin esasini olusturan kumarinlerin, Maresca vd, (2009) yilinda yaptigi
deneysel x-isinlart kirinimi ¢aligmasinda gosterdigi iizere inhibisyon mekanizmasi
oldukga farkli olup, enzim aktif sitesi agzina kovalent bag yapmaksizin bir takim

elektrostatik etkilesim ve hidrojen baglar ile tutunduklar bilinmektedir. Literatiire
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bakildiginda kumarinler ile yapilmig bir QSAR ¢alismasina rastlanmamaktadir. Bu

calisma bu alanda bir ilk olacaktir.
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3. GEREC VE YONTEM
3.1 Giris

Bu boliimde iizerinde molekiiler modelleme ¢alismasi yiiriittiigiimiiz enzim olan
Karbonik anhidrazin inhibisyon mekanizmasi ve inhibitorleri arasinda yer alan
kumarinler hakkinda genel bilgiler verildikten sonra modelleme yoOntemi olarak
kullandigimiz QSAR metodu hakkinda teorik arka plan verilecektir. Bir veri seti i¢in
QSAR modellerini olusturmada c¢ok farkli molekiiler tanimlayicilar kullanmak
miimkiindiir. Ancak elde edilen modellerin kullanisli olabilmesi icin modeli
olusturan molekiiler tanimlayicilarin yorumlanabilir olmasi olduk¢a Onemlidir.
Fiziksel yorumlamaya en uygun molekiiler tanimlayicilar arasinda kuantum
mekaniksel hesaplama ile elde edilen tanimlayicilar en 6nde yer alir. Bu ¢alismada
molekiiler tanimlayicilar1 hesaplamada kuantum mekaniksel hesaplama yontemi
olarak DFT (Density Functional Theory/Yogunluk Fonksiyonel Teorisi)
kullanilmistir. Dolayisiyla molekiiler kuantum mekanik hesaplamalar1 hakkinda
genel ve DFT i¢in 6zel teorik arka planda bu boliimde verilecektir. Ayrica dordiincii
boliimde verecegimiz QSAR modelleri igerisinde yer alan molekiiler tanimlayicilarin

tanimlar1 da bu bolimde verilecektir.

Bir veri seti icin QSAR modelleri birgok farkli algoritma ile elde edilebilir.
Bunlardan en yaygin olanlar arasinda CDR Analizi de yer almaktadir. Bu
aragtirmada kullanilan bu yonteme dair teorik arka plan bu boliimde verilecektir.
Elde edilen QSAR modellerinin uygulanabilirlik smirlarmin (AD: Application
Domain) belirlenmesi onemlidir. Higbir QSAR modelinin tiim kimyasal evren icin
gecerli olmast miimkiin degildir. Onun i¢in bir QSAR modelinin uygulanabilirlik
siirlarini belirleyen algoritma gelistirilmistir. Bu ¢alismada popiiler uygulanabilirlik
siirt hesaplama yontemleri arasinda yer alan Leverage (kaldirag giicii) yontemi
kullanilmistir. Bu yonteme dair arka plan da bu béliimde verilecektir. Son olarak tiim
bu bahsedilen algoritmalarin yer aldig1 bu aragtirmada kullanilan yazilim ve donanim

hakkinda genel bilgiler sunulacaktir.
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3.2 Karbonik Anhidraz

Meldrum ve Roughton (1933) yilinda bulunan karbonik anhidraz (CA, EC 4.2.1.1)
en basitinden en gelismis olana kadar dogadaki tiim canlilarda var olan bir metalo-
enzimdir. Bu enzimin dogada pek ¢ok formu olmakla beraber, bulunduklar1 canliya
bagli olarak bes sinifa (a-CA, B-CA, 6-CA, yCA ve e-CA) ayrilmistir. Bu siiflardan
a-Karbonik anhidraz memelilerde bulunur ve en temel fonksiyonu kanda ve diger

dokularda

C0,+ H,0 & HCO; + HY (3.1)

CO2’nin hidratasyonu ve HCOs™ iyonunun dehidratasyonu reaksiyonunu katalize
etmek vasitasi ile bircok fonksiyonu yerine getirir. Karbonik anhidraz fonksiyonlari
arasinda asit baz dengesini ayarlamak, ve dokulardan karbondioksit transferini

saglamaktir.

Ayni canli tiirlinde ayni reaksiyonu katalizleyen ancak farkli kimyasal ve fiziksel
ozellikleri olan enzimlere izoenzim veya izozim denir. Izoenzimlerin substratlarina,
kofaktdrlerine ve inhibitdrlerine karst ilgileri farklidir. Izoenzimlerin baslica
ozellikleri arasinda aminoasit say1 ve sirasinin farkli olmasi, izoelektrik pH degerinin
farkli olmasi, her bir alt iinitenin ayr1 geninin olmasi ve elektroforetik
hareketliliklerinin farkli olmasi sayilabilir. Izoenzimler farkli dokularda lokalize
olabildigi gibi, bir hiicrenin subselliiler fraksiyonlarinda da yerlesebilirler (Keha ve
Kiifrevioglu, 2004).

a-Karbonik anhidraz siifindaki enzimler yapisal olarak 15 farkli alt izoenzim olarak
ayrilmistir. Bu izoenzimler yapisal agidan ¢ok az farklilik gostermelerine karsin
katalitik aktivitelerinin kinetik hizlari, hiicre icerisindeki lokalizasyonlar1 ve
organ/doku igerisindeki dagilimlar1 agisindan olduk¢a farklhidir. Ayrica bu
izoenzimlerin 12 tanesi (CAIl, CAIl, CAIll, CAIV, CAVA, CAVB, CAVI, CAVII,
CAIX, CAXII, CAXIII ve CAXIV) enzimik aktiviteye sahipken, 3 tanesi (CAVIII,
CAX ve CAXI) karbonik anhidraz iligkili protein olarak adlandirilir ve bunlarin
katalitik aktiviteleri gozlenmemektedir. Bu izoenzimlerin hiicre igerisindeki
lokalizasyonlar1 farklilik gosterir. Hiicre igerisinde CAI, CAIIl, CAIIl, CAVII,
CAVIII, CAX, CAXI ve CAXII sitoplazmada bulunur. CAIV, CAIX, CAXII ve
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CAXIV hiicre zarinda, CAVA ve CAVB mitokondride, CAVI ise tiikiiriik bezi ve

meme bezi salgisinda bulunmaktadir (Alterio vd., 2012).

CA’nin farkli izoenzimlerinin segici inhibisyonu farkli hastaliklarin tedavisinde
kullanilacak ilaglarin gelistirilmesinde hedef enzim olarak kullanilmaktadir. Bu
enzimin aktif bolgesinde Cinko (Zn*?) atomu vardir. Zn atomu enzimin inhibisyonu
esnasinda genellikle inhibitdr ile yar1 kovalent karakterli tetrahedral bir bag yapisi
gergeklestirir. Ancak bu calismaya konu olan kumarin bilesikleri farkli bir
mekanizma ile CA’ya baglanmaktadir. Sekil 3,1°deProtein Data Bank’da 3F8E kodu
ile  bulunan  CAII’'nin(2Z)-3-{2-hydroxy-5-[(1S)-1-hydroxy-3-methylbutyl]-4-
methoxyphenyl}prop-2-enoic asit ile kompleksinin X-isinlar1 kristalografisi ile elde
edilen li¢ boyutlu yapis1 gosterilmektedir. Sekilde goriildiigii gibi hidrolize olmus
kumarin tiirevinin Zn ile etkilesimi s6z konusu degildir. Baglanma aktif site

igerisinde birgok elektrostatik etkilesimler ve hidrojen baglar ile gerceklesmektedir.

Sekil 3.1: CAll- ((22)-3-{2-hydroxy-5-[(1S)-1-hydroxy-3-methylbutyl]-4-
methoxyphenyl}prop-2-enoic asit kompleksi(PDB kod: 3F8E).

Bu baglanmada CA 1II aktif sitesi icerisinde yer alan bir¢ok aminoasit rol
oynamaktadir. Sekil 3.2°de ise CAIl'nin ligand ile yaptig1 etkilesimleri
gostermektedir. Bu sekil Discovery Studio (Biovia, 2016) yazilimi ile PDB’deki
3F8E yapisindan tretilmistir.
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Sekil 3.2: CAII aktif sitesi igerisindeki aminoasitlerin hidrolize kumarin tiirevi ile

etkilesimleri.

Bu ligandin sergiledigi etkilesimler arasinda 6ne ¢ikanlarin, PHE131’in fenil halkas1
ile ligandin fenil halkasinin pi-stok (edge-to-face) veAsn 67’nin karbonil oksijeni ile
ligandin S-OH bolgesi arasindaki dipol-dipol etkilesimleri oldugu sdylenebilir. Hali
hazirda PDB’de ii¢ adet (3F8E, SBNL ve 4WL4) kumarin tiirevinin CA 1I ile
olusturdugu enzim ligand kompleksi mevcuttur. Sekil 3.3’de bu ii¢ yapinin {ist iiste
(superimpose) getirilmis goriintiisii verilmektedir. Ust {iste getirme islemi UCSF

Cimera yazilimi (Petterson vd., 2013) ile gergeklestirildi.

Sekil 3.3: PDB’de bulunan ii¢ kumarin bilesiginin iist {iste (superimpose) gorlintiisii.
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Yukaridaki Sekil 3.3’den de goriildiigii gibi kumarin tiirevlerinin aktif sitesi
icerisindeki lokasyonlar1 farklilik gostermektedir. Sart renkli tio-kumarin (6-
hydroxy-2H-chromene-2-thione) hidrolize olmaksizin aktif sitenin dibine yakin bir
yerde yer alirken, turuncu renkli ((22)-3-{2-hydroxy-5-[(1S)-1-hydroxy-3-
methylbutyl]-4-methoxyphenyl}prop-2-enoic acid) ve yesil renkliaktif sitenin agiz
kisminda yer almaktadir. Yesil ve turuncu kumarinlerdeki acilan lakton halkalarinin

farkli yonelimlerde oldugu dikkat ¢ekmektedir.

Bu ¢alismaya konu olan diger izoenzim olan CAIX’un herhangi bir kumarin tiirevi
ile PDB’de kompleksinin yapisi bulunmamaktadir. CAIX un CAIl’ye benzerliginin
sergilenmesi acisindan CAIX’un bir siilfonamit tiirevi ile olan kompleksinin {i¢
boyutlu yapist Sekil 3.4’de gosterilmektedir. Sekil 3.4 PDB’de S5FL4 kodla bulunan
CAIX siilfonamit kompleksinin tetramer yapisindan UCSF Cimera yazilim ile elde
edilmistir (Petterson vd., 2013). CAIl sitoplazmada bulunan bir izoenzim iken CAIX
trans-memberan bir izoenzim olup makro molekiiliin biiyiik bolimi sitoplazmada
degil de hiicre zar1 disinda bulunur. Sekil 3.4’de gosterilen boliim hiicre zar1 disinda

bulunan kismi igermektedir ve CAIX’un katalitik domaini olarak adlandirilir.

Sekil 3.4: CAIX5-(1-naphthalen-1-yl-1,2,3-triazol-4-yl)thiophene-2-
sulfonamide kompleksi (PDB kod:5FL4).
CA farkli izoenzimlerinin aminoasit sekanslar1 biiyliik oranda benzerlik gosterir.

Monomerik CAIX 422 aminoasitten olusur. CAIX yap1 olarak, bir sinyal peptit,
proteoglikan bolge, CA katalitik aktif bolgesi (Sekil 3.4’de goriilen), transmembran
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bolgesi ve hiicre i¢i intrastoplazmik kuyruk bdliimlerinden olusur. CAIX
izoenziminin bahsedilen tiim bu bdliimlerini gosteren bir model Sekil 3.5°de

gosterilmektedir (Alterio vd., 2009).

Sekil 3.5: CA IX dimer modeli.

Karbonik Anhidraz Enziminin Katalitik Mekanizmast

CA’nin tiim izoenzimlerinin aktif bolgesinde Zn*? iyonu ve ona bagl bir su/hidroksil
grubu mevcuttur. Aktif bolgenin civarindaki aminoasitler, proton verici ve proton
gradienti olusturacak sekilde diizenlenmistir. Zn**’ye bagh H,O, Glu-106
rezidiisiiniin (CAIl’nin sekansina gére numaralandirma) karboksilat grubuna sirayla
koprii olusturan Thr-109 rezidiisiiniin hidroksil grubuyla, hidrojen bag etkilesimleri
sonucu tutunmaktadir. Bu etkilesimler, Zn*?’e bagh H,O molekiiliiniin
niikleofilitesini arttirmakta ve molekiil niikleofilik atak i¢in uygun bir yerdeki CO>
molekiiliine dogru hareket etmektedir (Supuran, 2009). Olusan zincirleme reaksiyon

Sekil 3.6’da gosterilmektedir.
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Sekil 3.6: CA izoenzimlerinin CO; hidrasyonu katalitik mekanizmas.

CA inhibitori siilfonamitler aktif site icerisinde bulunan Zn atomuna bagh
su/hidroksil iyonu yerine gegerek inhibisyonu gergeklestirirken kumarinler aktif site
icerisine yerlestiginde bulkmedia ile Zn atomu arasinda olusan proton transfer

mekanizmasini felg ederek inhibisyon gergeklestirmektedir.

3.3 Karbonik Anhidraz inhibitorii Kumarinler

Kumarinlerin CA inhibitiorii oldugu ilk defa Maresca vd. tarafindan 2009 yilinda
kesfedilmistir. O gilinden giiniimiize 80’den fazla kumarin tiirevinin CA’nin farkh
izoenzimlerine karsi inhibisyon sabiti (Kj) verileri 6l¢iilmiis ve yaymlanmistir. Yedi
farkli kaynaktan topladigimiz 82 iki adet kumarin tlirevinin iki boyutlu yapilar1 Sekil
3.7°de gosterilmektedir (Maresca vd. 2009; Maresca ve Supuran 2010; Maresca vd.
2010a; Tars vd. 2013; Wagner vd. 2010; Tanc vd. 2013; Maresca vd. 2010b). Bu
yapilara ait deneysel yolla dl¢lilmiis inhibisyon katsayis1 degerleri Cizelge 3.1°de
listelenmistir. Cizelge 4.1°de verilen inhibisyon katsayist degerleri alinti yapilan
makalelerde nano-mol veya mikro-mol olarak verilmektedir. Cizelgeye
yerlestirilirken mikro-mol olanlar1 da nano-mol’a cevirildi ve sonra logaritmalari
alindi. Cizelge 3.1’de bir¢ok kumarin i¢in CAIl veya CA IX ig¢in aktivite verisi
yoktur. Cizelgede mevcut olmayan veriler genelde 100 mili-mol’den daha biiyiik
oldugundan verilerin alindig1 makalelerde niimerik bir deger verilmemektedir. Bir
baska deyisle bir kumarin tiirevinin CAll ya da CAIX izoenzimine kars1 K; degeri ile

Cizelge 3.1’de yoksa o dl¢lilmedigi anlamina gelmiyor.
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Sekil 3.7: 82 adet Karbonik anhidraz inhibitdrii kumarin tiirevinin yapist.
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Sekil 3.7 (devam): 82 adet Karbonik anhidraz inhibitdrii kumarin tiirevinin yapisi.
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Cizelge 3.1: Yapilar sekil 3. 7°de verilen kumarin tiirevlerinin deneysel 6l¢lilmiis
inhibisyon katsayisi verileri

Molekiil No Log Ki (nanoMol)
CAll CAIX

1 1,778151 4,736397
2 3,963788 #

3 1,845098 5,884795
4 # 2,705864
5 # 2,621176
6 # 2,296665
7 # 2,683047
8 # 2,679428
9 # 2,555094
10 # 3,691965
11 # 2,477121
12 # 2,510545
13 # 2,439333
14 # 2,574031
15 # 3,834421
16 # 3,576341
17 3,948902 1,662758
18 # 3,513218
19 3,889862 1,462398
20 3,801404 1,977724
21 3,96426 1,934498
22 3,857332 1,778151
23 3,968016 1,763428
24 3,97174 1,39794
25 3,984077 1,869232
26 3,970812 1,255273
27 3,887617 1,681241
28 3,935003 1,690196
29 # 3,904716
30 # 3,903904
31 # 1,919078
32 # 1,764923
33 # 3,892095
34 # 3,869232
35 # 3,879669
36 # #

37 # #

38 # 1,893762
39 # 1,850033
40 # 1,753583
41 # 1,786751
42 # 1,859138
43 # 1,577492
44 # 1,669317
45 # 0,716003
46 0,954243 1,939519
47 1,20412 1,770852
48 1,897627 2,053078
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Cizelge 3.1 (devam): Yapilari sekil 3. 7°de verilen kumarin tiirevlerinin deneysel
Ol¢iilmiis inhibisyon katsayisi verileri

Molekiil No Log Ki (nanoMol)
CAll CAIX
49 1,079181 1,959041
50 1,556303 1,146128
51 0,39794 #
52 0,880814 #
53 0,30103 #
54 0,255273 #
55 0,924279 #
56 0,322219 #
57 0,380211 #
58 0,176091 #
59 0,361728 #
60 0,079181 #
61 0,342423 #
62 0,531479 #
63 0,342423 #
64 0,414973 #
65 0,278754 #
66 4,093422 3,20412
67 4,161368 3,518514
68 5,32838 3,653213
69 5,350248 3,230449
70 5,385606 3,591065
71 1,995635 #
72 4,650308 3,672098
73 4,628389 3,886491
74 4,184691 3,819544
75 4,64836 3,748188
76 4,478566 3,869232
77 3,792392 1,672098
78 1,50515 1,653213
79 4,703291 1,672098
80 4,49693 3,812913
81 4,510545 1,968483
82 3,568202 3,826075

Sekil 3.7°de verilen kumarin tiirevleri i¢in molekiiler tanimlayicilar hesaplanirken iki
farkli yap1 lizerinden hesaplamalar gergeklestirildi. Ciinkii kumarin tiirevleri CA ile
reaksiyona Sekil 3.7°de gosterildigi yapilarinda baslamasina ragmen CA aktif sitesi
igerisinde hidrolize olarak kumarinlerin lakton halkasinin a¢ildigina dair PDB’de ii¢
adet (3F8E, SBNL ve 4WL4) yap1 mevcut. 1 nolu kumarin tiirevinin karboksilik asit

formundaki yapis1 Sekil 3.8’de gosterilmektedir. Dolayisiyla tiim Kkumarin
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tirevlerinin lakton halkalar1 agilarak karboksilik asit formunda da molekiiler

tanimlayicilarini hesaplayarak QSAR modelleri olusturuldu.

HaC CH,

OH

CH,

HO
I

OH

Sekil 3.8: Sekil 4.7°de verilen 1 no’lukumarin tiirevinin karboksilik asit formu.

Karboksilik asit formundan elde edilen QSAR modellerinin genel olarak daha iyi

sonuglar verdigi Bulgular ve Tartisma bolimiinde goriilecektir.

3.4 QSAR (Kantitatif Yapi-Etki iliskisi) Analizleri

Ingilizce bir terim olan QSAR ifadesi, “Quantitative Structure-Activity Relationship”
bas harflerinin bir araya gelmesiyle olusmus ve Kantitatif Yapi-Etki Iliskilerini
aciklamasi ile diinyada kullanilir hale gelmistir (Stanford, 2008).

QSAR analizi; bir grup molekiiliin kimyasal bilesik yapilar1 ile bu yapilarin daha
onceden gozlemlenmis olan aktivite degerleri (Grnegin; inhibisyon katsayisi, Kij)
arasindaki iligkiyi matematiksel ve istatistiksel yontemlerle tayin ederek elde edilen
modellerin yeni bilesiklerindeki aktivite degerlerini tahmin edebilme Ongoriisii
saglar. Molekiillerin yapilar1 molekiiler tanimlayici denen niimerik rakamlar ile
temsil edilir. Molekiil tanimlayicilar ¢cok farkli yollardan elde edilebilir. Bunlar pek
cok sinifa ayrilmakla beraber en yaygin ve kabaca bir siniflama yapilacak olsa
baslica sayilacaklar arasinda topolojik, geometrik, elektronik, elektrostatik ve orbital
enerjisi iligkili molekiiler tanimlayicilar sayilabilir. Her tiirlii molekiiler tanimlayici
fiziksel yorumlamaya uygun degildir. Yorumlamaya uygun molekiiler tanimlayicilar
ile QSAR modellerinin olusturulmasi aktivite mekanizmalarinin agiklanmasinin da

biiyiik 6neme sahiptir.

Baslangi¢ tarihi net olarak bilinmemesine karsin 1860°lardan 1960°’lara kadar gelisim
stirecinde olan QSAR caligmalarinin kokeni Cros’un, (1863) toxiloji alaninda yapmis
oldugu primer alifatik alkollerin toxilojisi ile suda ¢oziinebilirligi arasindaki iliskiyi

onermesi ile olmustur. Benzer sekilde, Cum Brown ve Froser (1868)’de kimyasal
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yap1 ve fizyolojik etki arasindaki baglantiyr 6ne stirmiislerdir. Richet, (1893) yili,
Meyer, (1899) yili ve Overton, (1901) yilinda ayr1 ayr lipofilik ve biyolojik etki
arasinda dogrusal bir baglant1 kesfetmislerdir.

QSAR analizlerinin yaygin olarak kullanildig1 pek ¢ok amag¢ var ancak bunlardan

bazilar1 (Leszczynski, 2010);

e Rasyonel yontemlerle biyolojik aktivite, fiziko-kimyasal gibi o6zellikleri
tahmin edebilme

e Kimyasal bilesik igcinde yer alan dongiilerin rasyonelize edilmesi ve
kavranmasi

o Kimyasal bilesiklerin hedef (reseptor, enzim) ile arasindaki etkilesmelerde rol

oynayan dinamiklerin belirlenmesidir.

Bu amaglar dogrultusunda olusturulan modellerin gelistirilme sebepleri;

e llag, pestisit, kisisel iiriinler gibi iiriinlerin gelistirilme maliyetinde tasarruf
edilmesi
e Tahminlerin uzun ve pahali olan hayvan testlerindeki gereksinimi azaltabilir

olmasidir.

3.5 Coklu Dogrusal Regresyon (CDR) Analizi

QSAR modeli olusturmada yaygin olarak kullanilan CDR analiz yontemi,
matematiksel tekniklerle degiskenler arasindaki lineer iliskiyi bulmak i¢in kullanilan

en yaygin analizdir (Leach ve Gillet, 2007). Bu analizdeki en basit esitlik;

v=mx+c (3.2)

Burada y; bagimli degisken, x ise; bagimsiz degiskendir. Lineer regresyonun amaci,
denklemde tahmin edilen degerler ile gercekte gozlemlenen degerler arasindaki farki
minimize eden c sabiti ve m katsayisini bulmaktir. m ve ¢ degerlerinin esitlikleri ayni
zamanda su sekildedir;

EJ:': L=t =y )
EN (eg—{x))?

m:

(3.33)

¢ = {y) — m{x) (3.3b)
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Regresyon denklemi ile tanimlanan bu grafik, sirasiyla bagimsiz ve bagimh

degiskenler olan x ve y ; (x,y) noktalartyla agiklanir.
(x) =3, x, (3.4.3)

) =T, y, (3.4.b)

Denklem 3.4 de belirtilen bu durum birden fazla bagimsiz degisken oldugunda
kullanilan ¢oklu lineer regresyon analizi i¢in gegerli olup QSAR caligmalarinda
yaygin olarak kullanilan matematiksel tekniklerden biridir. Yapilan bu QSAR
modelinde y bir 6zellik olup (biyolojik aktivite gibi); x ise molekiiler tanimlayici
olacaktir. QSAR modelini ¢ézliimleyen bu analizin istatistiki acidan kabul edilebilir

ve giivenilir olmasi gerekir.

Korelasyon Katsay: Karesi, R*

Basit ve coklu lineer regresyon analizlerinde °‘nitelik’ bulunduran en yaygin
degerlendirmelerden birisi korelasyon katsayis1 yani R?’dir. R2?, 0 ile 1 arah@inda
degere sahip olurken varyasyon oranini regresyon denklemi ile tanimlanan bagimh
degisken aciklar. Regresyon denklemindeki bagimsiz degiskenler i tane degere sahip
ise hesaplanan ycac degeri; yi deneysel degerine karsilik gelir ve bu deger ile
hesaplanan esitlikler su sekildedir;

Toplam Kareler Toplami,

TSS= XL, (v, — ()’ (3.5)

Aciklanan Kareler Toplami,

E55 = E?r:l(-_}rcﬂtc,i - {},'})2 (36)

Rezidiiel Kareler Toplami,

R55 = Ele(-_}’f - }’m:c,z')z (3.7)

Sonug olarak ise;

TSS = ESS+ RSS (3.8)

Bu ifadelere bagl olarak R? esitligi ise;
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2 _ ESS _ TS5—RSS _ RS5S 3.9)

TSS TSS TSS

R

R? degerinin 0’a karsilik gelmesi degiskenler arasinda korelasyonun zayif olduguna
tekabiil ederken, degerin 1’e karsilik gelmesi korelasyonun miikemmel oldugu
anlamina gelir. Pek cok istatiski uygulamalarda kullanilan bu korelasyon katsayisinin

QSAR modellemesinde gegerliligi >0.6 olup tek basina yaniltici olabilir.

Korelasyon Belirleme Katsayisi, RZ,

Capraz gecerlilk metodu regresyon analizi sonucunda korelasyon denklemindeki
dogruluk ve giivenirligi saptamak i¢in kullanilir. Capraz gegerlilik, bir veri setindeki
baz1 degerleri kaldirarak kalan degerlerle QSAR modelini tiiretir daha sonra bu
modelde kaldirdig1 degerleri uygulama da tahmin eder. Bunun en kolay uygulamasi
icerisinden tek bir veri ¢ikarilan leave-one-out (LOO) yaklasimidir. Veri setindeki
her bir deger i¢in bu metot uygulandiginda Re/? (ya da Q?) degeri agiga ¢ikar.
Istatistiki analizler sonucunda agiga ¢ikan Q? degeri R? degerinden kiigiik olmasina
ragmen regresyon denklemini tahmin etmede daha elverislidir. Sonug¢ olarak R?
uygunlugu dlgerken, Q2 tahmin edilebilirligi 6lger. Basit bir LOO yaklasimi igin dahi
Q? degeri hesaplanirken veri seti dort ya da bes gruba ayrilip her defasinda farkl bir

grubun disarida birakilmasi ile bu islem bir¢ok kez tekrarlanir.

Bazi durumlarda model olusturulduktan sonra sentezlenen molekiillerle modelin
dogrulugu test edebilmek PRESS (Tahmin Edilen Residiiel Kareler Toplami) ile olur.
RSS ile benzerdir ancak burada kullanilan degerler olusturulan modeldeki ycaic,i degil
PRESS kullanilarak bulunan Ypredi degerleridir ve Q? ile baglantili olan esitligi su
sekildedir;

PREES I
Qz =1 _E:[:‘,:}_[_,:}.]}zi PRESS = Z;:l[}ri - F*pr'ari;i)z (310)
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Diger Regresyon Parametreleri
Standart sapma

Regresyon analizi neticesinde regresyon denkleminde gézlenen verilerle korelasyon
mertebesini belirlememize yardimci olan bir bagka parametre de standart sapma
(s)’dir. Tiiretilen QSAR modelindeki gozlemlenen verilerin ne kadar iyi tahmin
edilebildigini dlger. Bu durum s degeri ne kadar kiigiik ise QSAR modelinin o denli

1yi oldugunun bir gostergesidir.

| RSS

M-

(3.11)

Bir lineer regresyonu degerlendirmek i¢in kullanilan istatistiki testler; F (Fisher) ve t

testleridir.

Fisher Testi

F==20P0 (3.12)
p  RSS

Bu denklem formu her bir parametre ile iliskili olan serbestlik derece sayisi
yansitir. ESS, p serbestlik derecesi ile iligkili olup RSS, N-p-1 serbestlik derecesi ile
iligkilidir.

F i¢in hesaplanan bu deger ile istatistiksel Cizelgeda yer alan degerler karsilastirilir.
Cizelgeda yer alan F degerleri her bir degisken i¢in farkli bir giivenirlik seviyesini
belirtir. Model olusturulurken hesaplanan denklem 3.12°teki F degeri Cizelgeda yer
alan F degerlerinden biiyiik ise s6z konusu olan modelin giiven diizeyinin istatistiki

acidan anlamli oldugunu gosterir.

t Testi

ki
3':?{[:'

|' RSS 1
o - N I o | 3
"~.|| N-p—1 E_I_-:,_I._x i l::rl_fI:|

t=|

is(k) = (3.13)
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t istatistigi dogrusal regresyon denklemindeki her bir katsayinin (s; standart hata gibi)
Oonemini gosterir. F istatistiginde de oldugu gibi denklem 3.13°deki t degeri,
istatistiksel olarak listelenen Cizelgedaki degerlerle karsilastirilir; hesaplanan bu

deger Cizelgeda yer alan degerlerden biiyiik ise katsayinin anlamli oldugunu gosterir.

3.6 Molekiiler Tanmimlayic1 Hesaplamada Yogunluk Fonksiyonel Teorisi

QSAR modeli olusturabilmek i¢in molekiiler tanimlayici hesaplamada DFT yaygin
olarak kullanilan kuantum kimyasal bir yontemdir (Foresman ve Frisch, 1996). Bu
yontem ile optimize edilen bir yapidan yine ayni yontem kullanilarak pek ¢ok
fiziksel yorumlamaya miisait molekiiler tanimlayict hesaplanabilir. Bunlar arasinda
elektrostatik potansiyel yiizeylerinden elde edilen iso-yogunluk tanimlayicilari,

orbital enerjisi degerleri (Homo, Lumo vs.) ve orbital yogunluk haritalar1 sayilabilir.

Schrodinger Denklemi
Kuantum mekanigi, elektron gibi yapilarin hem parcacik hemde dalga gibi nasil
davrandigini agiklar. Schrodinger denklemi bir parcacigin dalga fonksiyonunu

tanimlar ve esitligi su sekildedir:

(v ivw@e = 2200 (3.14)

Brim B
Bu denklemdeV; dalga fonksiyonu, m; pargacik kiitlesi, h; Plank sabiti ve V; hareket
eden parcacigin potansiyel fonksiyonudur.V; (W*V,¥]?) pargacigin olasilik
dagilimidir. Bir molekiil gibi parcaciklar toplami i¢inSchrodinger denklemi c¢ok
benzerdir. Bu durumda VW, t zamanda sistemdeki tiim pargaciklarin koordine bir

fonksiyonu olur.

Parcacigin enerjisi ve bir¢ok diger 6zelligi, uygun smir kosullarina baglh olarak W
icin Schrodinger denkleminin ¢6ziimii ile elde edilebilir. Dalga fonksiyonu

sistemdeki birgok farkli duruma gore ¢oziimlenebilir.

V zamanin bir fonksiyonu degilse; Schrodinger denklemi degiskenlerine ayrilarak

basitlestirilebilir. Buna bagli olarak uzaysal ve zamana bagl dalga fonksiyonu;

W(r,t) =¥(r)r(t) (3.15)
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gibi iki denklem elde edilir; birincisi zamandan bagimsiz pargacigin durum

fonksiyonu, digeri ise sadece zamana bagli olan fonksiyondur.

H¥(r) = E¥(r) (3.16)
E, parcacigin enerjisidir. H, Hamiltonyen operatorii olup, esitligi su sekildedir:

g =

VitV (3.17)

Bm*m

Denklem 3.15, pargacigin farkli durumlarina bagli olarak birka¢ farkli sekilde
¢oziimlenir. Ilki en diisiik enerjiyle taban durumudur. Denklem 3.17 sistemin
rolativistik olmadigi durumlarda 151tk hizina yakin hizlarda hareket eden

pargaciklarda gecerli degildir.

Denklem 3.16 aym1 zamanda bir 6zdeger esitligidir. Ozdeger esitligi; bir esitlikteki
operatdr fonksiyonu etkilerse fonksiyonun kendi katlarini iiretir ve bunun genel

formu,

Opf = cf (3.18)

Op; operator, f; fonksiyon ve c; sabit. Denklemde bulunan fonksiyon grubunun her
bir 6z fonksiyonlarinin ¢ sabiti ile iligkili olarak bir 6z degerleri vardir. Bu durumda
Schrodinger denklemindeki 6z degerler, molekiiler sistemdeki farkli sabit

durumlardaki enerjilerdir.

Molekiiler Hamiltonyen

Bir molekiiler sistem i¢in W, bir molekiildeki ¢ekirdek ve elektronlarin konumu
sirasiyla r ve R olarak gosterilen bir fonksiyondur. Bu semboller her bir parcacigin
konumunu gdsteren bileske vektorleridir. Belirli bir elektron ya da ¢ekirdege karsilik

gelen vektor indis ile temsil edilir; ri ve R).
Hamiltonyen, kinetik ve potansiyel terimlerinden olusur;
H=T+V (3.19)

Kinetik enerji, molekiil igindeki tiim pargaciklarin V* iizerinde toplamidir:

_h= 1 a: 31 a:
r= FZJ’Zki}'m_k(E—I_ 8y? + az:';) (3.20)

Potansiyel enerji bileseni, her bir yiiklii ¢ift arasinda Coluomb itmesinin olmasidir:
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V=—o3, Tee) T (3.21)

4mE,

Arijk; iki pargacik arasindaki mesafe, €j ve ex; j ve K pagaciklarinin yiikleri. Elektron
igin yiik -e, ¢ekirdek i¢in ise Ze olup Z; atom numarasidir. Sonug olarak,

_ 1 cekirdek elektronlar: 6" lak 1 e
V—_(_Ef EI( J_l_E?s tmnwzjczf L

&mEy Arip ﬂn?"l'_l-'
E;Bkirdakz (ZIZEE':))
e
T ] _«.?.].J

(3.22)
Birinci terim elektron-gekirdek etkilesimi, ikinci terim elektron-elektron itmesi ve

tiglincii terim ise ¢ekirdek-¢ekirdek itmesidir.

Kuantum kimyasiin temel denklemleri genellikle temel sabitleri ortadan kaldirarak
onlarin formunu basitlestirmek icin olusturulmus birimlerle ifade edilir. Bohr
yarigapinin atomik birimdeki uzunlugu;

h:

4w m a”

ay = =10.52917725 A° (3.23)

Koordinatlar, Bohr’un ao yarigaplari tarafindan boliinerek ifade edilir. Enerjiler, 1
Bohr yarigcap mesafesi kadar uzaklikta bulunan iki elektron arasindaki Coluomb

itmesi olarak tanimlanan Hartrees ile 6l¢iiliir;

z
g

1 hartree = — (3.24)

Zg

Kiitleler elektronik kiitle birimi tarafindan ifade edilir (6rnegin; me=1). Diger

boliimlerde yer alan denklemlerde bu birimler kullanilacaktir.

Born-Oppenheimer Yaklasiklig

Born-Oppenheimer yaklasikligi Schrédinger denkleminin ¢oziimiinii basitlestirmek
i¢cin kullanilan birgok yaklasikligin ilkidir. Bu yaklasiklik c¢ekirdek ve elektronlarin
hareketlerini birbirinden ayirarak molekiiler problemi basite indirgeyip elektrondan
binlerce kat daha biiylik olan ¢ekirdek kiitleleri i¢in gegerlidir. Cekirdek, elektronlara
kiyasla daha yavas hareket ederken buna karsilik elektronlar hareketlerinden dolay1
cekirdek etrafindaki yoriingelerinde ani degisiklikler sergilerler. Bu yiizden bir
molekiiler sistemdeki elektronlarin konumu, cekirdekteki hizina degil konumuna

baglidir.
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Bir molekiiler sistem i¢in Hamiltonyen esitligi;

H = Ta!akt.E_I_ T;Ek.ﬁ+ L_r;ak.-a!akt.(ﬁ’;) + L_rs!skr.(_?,.j+ V;sk.ﬁ
(3.25)

Born-Oppenheimer yaklasig1 problemi bagimsiz iki parca halinde ¢ézlimlediginden
¢ekirdek igin kinetik enerji terimini ihmal ederek Hamiltonyen esitligi elektronlar

i¢in diizenlenirse;

lekt. — 1 lak 8% 8 a° lak cekirdek Zy
Haar__EE?a tron( + + = _E?E rronEI 1

Az Ay = |FI_;|.'

: : 1 kirdek 212
s A T (== )
A

&5

(3.26)

Sabit ¢ekirdek alanindaki elektron hareketini tanimlayan bu Hamiltonyen esitligi

Schrodinger denkleminde yazilirsa;

g etskepsteie (7 §) = pevin (F)geieke. (7 §) (327)

Elektronik dalga fonksiyonu i¢in bu denklemin ¢oziimii ile E®™" elde edilecektir.
Eekin: sistemin potansiyel enerji yiizeyini tammlar ve gekirdek koordinasyonlarina
baghdir.

Cekirdek Hamiltonyen esitligi igin etkin potansiyel;

H ek = Tcak.[ﬁ} + Eﬂtki?!(ﬁ:] (328)

Bu esitlik Schrodinger denkleminde c¢ekirdeklerin titresim, Oteleme ve donme
durumlar1 i¢in kullanilir. Schrédinger denkleminin ¢6ziimii, molekiillerin titresim

spektrumunun bulunmasi igin gereklidir.
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Dalga Fonksiyonundaki Kisitlamalar

V2, pargacik ya da pargaciklarin olasiliklari dagilimidir. Eger pargacik olasiligi

uzaysal boyutta entegre ediliyorsa ¥’nin normalize olmas1 gerekir.

[T lewPdy =n (3.29)

pargaotk

Schrodinger denklemi bir 6z deger denklemidir ve herhangi bir ¢ degeri i¢in, cf
kadariyla, f gibi bir 6zdeger denklemin ¢6zliimii olur. Schrodinger denklemi ig¢in
H(c¥Y)=cH(Y) ve E(cVY)=cE(¥) ifadeleri kullanilirsa; sonu¢ olarak c¥ kadariyla

denklemin ¢oztiimii W olur.

VY, ayn1 zamanda antisimetrik de olabilir yani bu durum iki 6zdes pargacik yer

degistirdigi zaman isarette degistirebilir anlamin verir.

f@) =—f(.10) (3.30)

Elektronik dalga fonksiyonu icin antisimetri durumu, elektronlarin fermiyon
olmasindan kaynaklanir. W, fizik deneyleri sonucunda herhangi bir dalga

fonksiyonunu olusturan durum olarak da tanimlanabilir;

TR - N g R o NS - A ) (3.31)

Hartree-Fock Teorisi

Schrodinger denkleminin tam olarak ¢éziimii en kii¢iik molekiiler sistem icin bile
mimkiin degildir. Fakat varsayimlar1 ve islemleri daha basite indirgemek,

molekiillerin biiyiik bir oranda ¢6ziimlenme olasilig1 bir yaklasiklik ile yapilabilir.
Molekiiler Orbitaller

flk yaklasiklik, bir sistemdeki elektronlar igin yogunluk olasihigi [¥[> nin
yorumlanmasidir. Molekiiler orbital teorisi ¥ yi molekiiler bilesenlerine ayirir:

¢1,02,... Bu ortogonal setin W sartlarini saglamasi i¢in dncelikle normalize olmalidir;

f.[f qﬁ?qb_;'dxd}'dz =1 (3323_)
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Il ¢id;d.d,d, =0; i#]j (3.32.b)

Bu molekiiler orbitallerin bir araya gelerek ¥ olusturmasi en basit olasi yol olan

Hartree yontemi ile olur;

(1) = ¢y ()¢, (1) .. 0, (7) (3.33)

Ancak bu tip fonksiyonlar antisimetrik olmadiklar i¢in dalga fonksiyonu olusturmak

icin yetersizdir.
Elektron Spini

Molekiiler orbital bilesenlerini antisimetrik hale getirmek i¢in Oncelikle elektron
spini faktoriine gereksinim vardir. Elektronlarin spin asagi (-1/2) ve spin yukar
(+1/2) olmak iizere iki spini vardir. Denklem 3.33’de her bir molekiiler orbitale bir
elektron eslik eder. Ancak ¢ogu hesaplamalarda kapali kabuk (yani ciftlesmis
orbitaller) hesaplamalar1 oldugundan zit spinleri bir arada tutar. Bu durumda sinirlar

iki spin fonksiyonu olan a ve B olarak belirlenir;
a(l)=1a(l)=0 (3.34.9)

B(M=0p8()=1 (3.34.b)
a fonksiyonu bir spin yukari elektron i¢in 1,  fonksiyonu spin asag1 elektron icinde
1 dir. i tane elektron i¢in o ve B degerleri a(i) ve (i) notasyonlaridir.
y, elektron dalga fonksiyonunun bir parcasi olan elektron spini a ve  molekiiler

orbital fonksiyonlarini igerir. n elektronlu bir sistem igin n/2 tane molekiiler orbitalin
elektronlar1 zit ve ¢ift spinli olarak tanimlanmis bir kapali kabuk dalga fonksiyonu

olusturulabilir;

0, ()e(2) 0, (7)) 6,(7)a(2) 6,(7)p2) .. on, (Fla(@on, (7I)E(2)

|~

6, (%)a() 0, )8 (0, (7)) 3,(BE) .. o, (Flalden (7 B (3.35)
0, (7))o, (7)8(D0.(7)a (D0, (7B ... ony (Ha(don, (7)8()

wir) =

#|

Wi

B, {ﬁ!];t () @, (7 ) gn) 0, (7 )a(n) 6, (% )8 (n) ... @n (# Jaln) @n {F;!]_E (n)
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Her satir 1 tane elektronun tim spin-yoriinge etkilesimlerinin  olasi

karsilastirmalaridir. Bu esitlikteki faktor ifadesinin normalize olmasi gerekir.

Yukaridaki ifade sadece antisimetrik bir dalga fonksiyonu i¢in gegerli bir esitlik
degildir. Kuantum mekanigi bir elektronun konumunu belirlemekten ziyade herhangi
bir yerdeki yogunluk olasiligini beliler. Bu durum dalga fonksiyonu olusturmak i¢in

bir molekiiler sistemde bulunan elektronlarin olas1 orbitallerinin karsilagtirilmasidir.
Temel Setler

Bir sonraki yaklasiklik temel fonksiyonlar olarak bilinen tek elektronlu fonksiyon
setlerinde onceden tanimlanmis olan molekiiler orbitallerdir. Bu fonksiyonlar
genellikle atomik c¢ekirdek merkezindedirler, bundan dolay1 bazi atomik orbitaller

benzerdir.

Bir molekiiler orbital tanimu;

P, =Xl-1 Cuky (3.36)

Cui, molekiiler orbital genlesme katsayisidir. Xi,Xo,...xn’e kadar olan temel
fonksiyonlarinnormalize olmalar1 gerekir. Genellikle molekiiler orbitaller roman
simgelerle, temel fonksiyonlarda Yunan simgeleri ile temsil edilir. Bu yiizden X

temel fonksiyonu da ¢i molekiiler orbital de keyfi secilmis ifadelerdir.

Gaussian ve diger abinitio elektronik yap1 programlarinda temel fonksiyonlar olarak

gaussian tipi atomik fonksiyonlar kullanilir. Gaussian fonksiyonlarinin genel ifadesi;

gla, ) = cx”}rmz:e_“’"z (3.37)

r; X, y ve z koordinatlarinin olusumudur.a, fonksiyonun radyal bilesenidir. Gaussian

fonksiyonu e, normalizasyon sabitidir ve

fg*=1 (3.38)
cise a, 1, m ve n degerlerine baglidir.

Gaussian fonksiyonlar1 S, py, ve dxy tiirlerine bagli olarak {i¢ sekilde gosterilir;

g.(a,r) = {%)Hh‘e—”: (3.39.a)
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1
g,(a, 7) = {LBE ) Mjse_'”h (3.39.b)

1
9ey(@,7) = (B55) Txeme’ (339.)

Bunun gibi Gaussian fonksiyonlarinin lineer birlesimleri temel fonksiyonlarda

siirlandirilmig gaussian olarak kullanilir;

=2,d,.9, (3.40)

Buna bagli olarak molekiiler orbital esitligi yeniden yazilir;

E'i :EJ:HC#EX# - .'A =1 Cyi [Z'p up & ?:) (3'41)
Varyasyon Ilkesi

Burada c,i, katsayilariin nasil ¢éziimlenecegine deginilir. Hartree-Fock teorisinde
bir molekiiler sistemde taban durumunda olan herhangi bir normalize olmus
antisimetrik fonksiyonun E ifadesine karsilik gelen varyasyon ilkesinden yaralanilir
ve bu beklenen enerji degeri ifadesi, bir tam dalga fonksiyonunun enerjisinden daha
bliytiktiir;

E(E)>E(¥hE2+Y¥ (3.42)

Bir bagka ifadeyle, tam dalga fonksiyonunun enerjisi herhangi bir normalize
antisimetsrik fonksiyonun hesaplanmis daha diisiik enerjisine tekabiil edebilir. Sonug
olarak katsayilar kiimesinde bulunan ifadelerden biri dalga fonksiyonundaki

enerjinin minimize edilmesiyle ¢éziimlenmis olur.
Roothan-Hall Esitlikleri

Varyasyon ilkesi Roothan-Hall tarafindan tiiretilmis Cvi katsayisi esitligini agiklar;

E‘;‘-:l['ﬁw £ ,uz,) Cot — 1.2,..N (343)

Yukaridaki esitlik matris formuyla yeniden yazilacak olursa;

FC = SCe (3.44)

Buradaki her bir ifade matris olup; €, enerji orbitallerinin kosegen matrisidir ve her

bir €; ifadesi Xi molekiiler orbitalin bir elektrondaki orbital enerjisidir.
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F, Fock matrisidir ve her bir orbitaldeki biitiin elektron alanlarinin ortalama

etkinligini gosterir. Kapali alan sistemleri i¢in ifadeleri;

F, = Hﬁ;kirdak 1 Zle Ea;"zl P, [[pvlﬂ,ﬂ] — % [,Ltvl,lcr]] (3.45)

Hyv, bir ¢ekirdekteki tek elektronun alan enerjisinin matris gosterimi, P ise olasilik

matrisidir;

P.nl:? =2 E::hé‘:i.hJ c.fz' Coi (346)

s, orbitaller arasindaki Ortiismeyi gosteren matris ifadesidir. Hem Fock matrisi hem
de orbitaller, molekiiler genlesme katsayisina bagli oldugundan Denklem 31 de yer
alan esitlik lineer degildir ve Oz Tutarlilik Kapsami (SCF) metodu ile tekrarlamali
olarak ¢oziimlenmelidir. Uygulanan bu ¢6ziim sonucunda temel fonksiyonlardaki
denklem sayisina esit olacak sekilde hem dolu orbitaller (@i,j,...) hem debosorbitaller

(Dayb,...) tretilir.

Denklem 3.45 de yer alan (uv|io) ifadesi, Hartree-Fock islemi igerisinde yer alan bir
elektronun diger tiim elektronlara olan ortalama uzakligin1 gosteren; iki elektronun

itme tiirevini agiklar.
Actk Kabuk Methodlar

Hartree-Fock metodu sadece sinirlandirilmis durumlarda kullanilan bir metoddur
ancak Acik-Kabuk sistemleri, c¢iftlesmemis elektronlarin ¢oziimiinde kullanilan
sinirlandirilmamis bir metoddur. Bu durumda elektron spin orbitalleri a ve B y1 iki

farkl: sette bulunan fakli molekiiler orbital genlesme katsayilar1 olarak ele aliriz;

0% =%, c% 1, (3.47.3)
o’ =Z,ch 1, (3.47.b)
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Elektron Koreldsyon Methodlart

Hartree-Fock teorisi bir molekiiler sistemdeki zit ve cift spinli elektronlarin
hareketleri arasindaki korelasyonunu tanimlamakta yetersizdir. Ancak Hartree-Fock
teorisinin degisim korelasyonu olarak nitelendirilen yiiksek degerlikte korelasyon
sartin1 gerceklestirebilmesi i¢in antisimetrik dalga fonksiyonundaki herhangi iki ayn1

spinli elektronun karsilikli alisverisi ile [W?|’nin degismez olmasi gerekir.

SCF ozelligi ile islev gosteren herhangi bir metod elektron korelasyon metodu veya

post-SCF metodu olarak bilinir.
Yogunluk Fonksiyonel Teorisi (DFT)

Yogunluk fonksiyonel teori tabanli methodlar 1920’lerde 6zellikle Thomas-Fermi-
Dirac modeli olan kuantum mekanigi arastirmalarinda ve 1950°de Slater’in kuantum
kimyasindaki temel c¢alismasi sonucunda tiiretilmistir. DFT yaklasimi, elektron
yogunlugunun genel fonksiyonu araciligiyla bir elektron korelasyonu modellemesi

esasina dayanir.

Kokeni 1964’te yayinlanan Hohenberg-Kohn teoremine dayanan bu tiir metotlar
taban durum enerjisini ve yogunlugunu tam olarak belirleyen bir tek fonksiyonun
varhigin1 gostermesiyle yorumlanir. Ancak bu teorem fonksiyonelligin esitligini

saglamaz.

Kohn ve Sham (1965)’1n bunu takiben yaptiklari caligmada yaklagim fonksiyonelleri,

mevcut DFT metodlar: tarafindan elektronik enerjiyi birkag terime bolerek sagladi:

E=ET"+EY+E/+E** (3.48)

ET, kinetik enerji (elektronlarin hareketi sonucu agiga ¢ikan enerji), EV, potansiyel
enerji (cekirdek ciftleri arasindaki itme ve cekirdek-elektron arasindaki ¢cekmeden
aciga cikan enerji), E’, elektron-elektron itme terimi ( elektron yogunlugunun
Coulomb etkilesimi) ve EX®, korelasyon degisim terimi ve elektron-elektron

etkilesiminin geri kalan kismini igerir.

Elektron yogunlugundaki biitiin bu terimlerin disindaki ¢ekirdek-¢cekirdek itmesi p

fonksiyonlaridir. E’ denklemi ile verilir:

El =[] p(7) (873,) 0 () dF, dF, (3.49)
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E™+ EV+ EC terimi, p yiik dagiliminm toplam enerjisidir. EXC terimi ise; dalga
fonksiyonunun antisimetrik olmasindan kaynaklanan enerjisi ve elektronlarin
dinamik hareketidir. Bu terim Hohenberg ve Kohn tarafindan elektron yogunlugu
fonksiyonunu ifade etmek i¢in belirlenmis olsa da pratikte sadece spin

yogunluklarinin gradyen olasiliklarini i¢eren integral ifadelerinde kullanilir;
(BY¥(0) = [ F(palr) . g (r), Vou(r), Vop (1)) d*F (350)

Pg, @ spini yogunlugu, pg, f spini yogunlugu ve p ise toplam elektron yogunlugu
(patpp) ifadesidir.
E*C ifadesini ayn1 spinlerin ve karma spinlerin etkilesimi ile iki par¢a seklinde ele

alacak olursak;

(EY*€(p) = (E)*(p) + (E)“(p) (3.51)
Belirtilmis olan bu ifadeler sirasiyla degisim fonksiyonlar1 ve korelasyon
fonksiyonlaridir. Kismi degisim fonksiyonlar1 sadece p (elektron yogunlugu) bagh
iken, korelasyon fonksiyonlari hem p ya hem de (elektron yogunlugunun gradyeni )
A, ya baghdir. Kismi degisim fonksiyonlar1 genel olarak tanimlanacak olursa;

1."
Ef.=—2(Z) " fpYa% (3.52)

4

p, r‘nin bir fonksiyonudur. Bu esitlik serbest bir elektron enerjisini yeniden

gelistirebilir ancak bir molekiiler sistemdeki elektron icin yetersizdir.

LDA degisim fonksiyonunun gradyen kismina bagl olarak Becke 1988 yilinda bir

formiil gelistirmistir;

4/ 2

2 —FX o, [—F 437
Efeckess = Eipa —¥ | e @ 7 (3.53)

x = p*/3|Vp|, ¥ duragan atom gazlarimin enerji parametreleridir ve Becke tanimiyla

degerleri 0,0042 Hartree’dir.

Benzer sekilde Perdew ve Wang, (1992) formiillerinin korelasyon fonksiyonlarinin

temel esitligi;

E€ = [ pec (r,(p7),0) d%F (3.54.2)
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n =[] s (3.54.b)

4o

— Pa”Pp (3.54.0)
Pateg

£ (1,0) = 20(0,0) + ac (DL (1= ¢4 + [2-(p,1) — £ (0,0 F ()

Frim

(3.54.d)

[(1+0) B+(1-01" 51

)= =7

I
.
A -
(2 /'=-2)

(3.54.8)

rs, yogunluk parametresi. (, spin polarizasyonu olup (=0 durumu a ve P
yogunluklarinin esit olmasi, (=1 durumu a yogunluguna ve (=-1 durumu ise

yogunluguna karsilik gelir.

£-(7,0), - (., 1) ve —a.(r.) degerlerini hesaplamak i¢in kullanilan G fonksiyonu

kullanilir ve hesaplama yeniden diizenlenir;

; 17 B K
2*‘1(.3*_?"5 Pt Boret Ber, .-:'.+|,34?§‘+_}

(3.55)

DFT methodlar1 degisim fonksiyonlar1 ile korelasyon fonksiyonlarinin eslesmesi
olarak tanimlanir ki en 1yi O0rneg8i BLYP fonksiyon cifti olan Becke degisim

fonksiyonu ile Lee, Yang ve Parr, (1988) korelasyon fonksiyonlarinin eslesmesidir.
Hibrit Fonksiyoneller

Kohn ve Sham tarafindan Hartree-Fock teorisine benzer sekilde uygulanan DFT
hesaplamalari, analog bir sekilde tekrarlamali SCF hesaplamalari ile gergeklestirilir.

E*C olarak tanimlanan bu DFT hesaplamalar;

Ei'figrit = CHFEffF + Cﬂfrggfr (3.56)

¢, sabit bir degerdir. Bu formiilizasyonu 3 adet parametresi bulunan Becke fonksiyon

parametreleri ile tanimlarsak;
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E&?ai ¥E EfDA + Cc-(f-rﬁp - EfDA:] + Cxﬁgﬁss + El:fwn-'a e (Effp - EVL_T,V,\-'E:]
(3.57)

Burada co parametresi, Hartree-Fock ve LDA’nin konumsal degisimiyle hesaba
katilir. cx parametresi de LDA degisimi ile Becke ningradyen bileseni olarak dl¢tiliir.
Cc parametresi ise kullanilan VWN3 local fonksiyonunun LYP korelasyonu ile
Olctliir. B3LYP fonksiyonunda G1 molekiil setindeki atomizasyon enerjileri;
iyonizasyon potansiyelleri, proton afiniteleri ve birinci diizey atom enerjileri olarak
Becke tarafindan belirlenen bu parametrelerin degerleri; Co=0.20, ¢x=0.72 ve c.=0.81
dir.

Bir¢cok farkli fonksiyonun da fonksiyon bilesenlerini degistirerek ayni yontemle

parametre degerlerini bulabiliriz.

3.7 Molekiiler Tamimlayicilar

Bu boliimde, molekiiler yapis1 Sekil 3.7°de, CAIl ve CAIX’a kars1 inhibisyon
aktiviteleri Cizelge 3.1’de verilen kumarin tiirevlerinden elde edilen, bir sonraki
Bulgular ve Tartisma boliimiinde verilen QSAR modellerinde yer alan molekiiler
tanimlayicilarin tanimlar1 verilmektedir. Molekiiler tanimlayicilar bircok kategoriye
ayrilabilir. Bunlarin hepsi fiziksel yorumlamaya uygun degildir. Bir sonraki Bulgular
ve Tartisma boliimiinde verilen QSAR modellerinin se¢iminde 06zellikle tiim
molekiiler tanimlayicilar yorumlamaya uygun olmasa da her bir modelde en az bir

molekiiler tanimlayicinin yorumlanabilir olmasina dikkat edildi.
Molekiiler elektrostatik potansiyel tabanlt molekiiler tanimlayicilar

Bir molekiil i¢in elektrostatik potansiyel ylizeyini elde etmek elektrik ve manyetizma
alaninin temel yasasi olan Coulomb yasasinin molekiiler sisteme uygulanmasina
dayanir. Bu elektrostatik potansiyel ylizeyleri fiziksel gézlenebilir kuantiti olup hem
deneysel hem de hesaplama yoluyla elde edilebilir. Bir molekiil i¢in elektrostatik

potansiyel, V(r) asagidaki denklem ile verilir (Murray ve Politzer, 2011).

pl::r"':lrir

V() = B - e ] (3.58)

|ZA_?"| |r'"—r'|

Bu denklem, uzayda r konum vektorii ile verilen bir noktadaki elektrostatik

potansiyeli ifade eder. Denklemde ki Zae, konumu Za da yer alan A atomunun
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cekirdek yiikiinii, |Za-r| ise A atomunun c¢ekirdeginin r noktasina olan mesafesi
gosterir. Denklemdeki |r -r| ise r noktasindan her bir elektronik yiik artirmmindaki (-
ep(r')dr’) mesafe olarak verilir. Burada Born—Oppenheimer yakinligi kabul edilir. Bu
yakinlikta bir molekiilde elektronlarin hizi ¢ekirdeklerin hizindan gorece ¢ik daha
hizli olduklarindan molekiiliin elektrostatik enerjisi hesaplanirken c¢ekirdekler
duragan kabul edilir. Burada elektronlarin hizli hareketinden bahsetmemize ragmen
V(r) ‘ye elektrostatik diyebilmemiz p(r) ifadesinin bir hacim elamanindaki ortalama
elektron yiikii temsil etmesine dayanir. V(r) uzayin herhangi bir noktasinda pozitif ya
da negatif olabilir. Bu uzayin o noktasinda elektronlarin m1 yoksa c¢ekirdeklerin mi
dominant olduguna baghdir. p(r) deneysel olarak x-iginlar1 veya nétron kirinimindan
elde edilebilir. Hesaplama yolu ile ise molekiiler dalga fonksiyonundan elde edilir.
Biz bu calismada her bir molekiil icin DFT yontemi ile B3LYP fonksiyoneli ve 6-
311 G (d,p) temel seti kullanarak molekiiler dalga fonksiyonlarini elde ettik.

Yukaridaki denklem 3.58’¢ gore V(r) istenilen her noktada hesaplanabilir. Ornegin
iki atom arasindaki mesafe (kimyasal bag) boyunca veya iki boyutlu bir diizlemde
hesaplamak miimkiindiir. Eger hesaplama molekiilin dis yiizeylerine yakin
bolgelerde sik olarak secilmis gridler boyunca ii¢ boyutlu olarak hesaplanirsa
molekiiliin reaktivitesi hakkinda cok degerli bilgilere ulasmamizi saglar. Bir
molekiiliin reaktivitesi konusunda etkili olan elektronlarin ne oldugunun temsili
konusunda bilgi edinebilmek icin p(r)=0.001 elektron/bohr® es-yogunluk yiizey
haritalar1 yeterli goriilmektedir. Bu es-yogunluk yiizey haritalarinin bir molekiiliin

toplam yiikiiniin % 96’sin1 temsil ettigi bildirilmektedir (Bader vd. 1987).

Bu calismada yer alan her kumarin tiirevleri i¢in DFT yontemi ile B3LYP
fonksiyoneli ve 6-311 G (d,p) temel seti kullanarak molekiiler dalga fonksiyonlarini
Gaussian 09 yazilimi kullanilarak elde edildi. Gaussian 09 ¢ikti (log) dosyalari
Codessa 3 yazilimina giris dosyasi olarak atandi. Cadessa 3 yazilimi Gaussian 09 log
dosyalarindan aldigr molekiiler dalga fonksiyonunu kullanarak her bir molekiil i¢in
denklem 3.58’e¢ dayali olarak es-yogunluk yiizey haritalarin1 hesapladi. Bu es-
yogunluk yiizeyi haritalar1 pozitif ve negatif yiizeyler igermektedir. Her bir
molekiilde bulunan bu ylizeylerin alan biiyiikliikleri, ekstrim noktalar1 (maksimum
pozitif, maksimum negatif) ve bu ylizeylerin gradyantlar1 gibi bircok parametre ve bu
parametrelerinin  kareleri, birinin digerine oran1 gibi farkli kombinasyonlar

hesaplanarak molekiiler tanimlayici1 olarak kullanildi. Cadessa3 bu parametrelerin
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kombinasyonunu kullanarak 20 adet molekiiler tanimlayici hesaplamaktadir. Bu
molekiiler tanimlayicilardan bu ¢alismada segilen QSAR modellerinde yer alan es-

yogunluk yiizey grubu molekiiler tanimlayicilar asagida verilmektedir.

Iso Density Surface, Surface Integral of (ESP-)*(ESP-)

Bir molekiiliin elektrostatik potansiyel es-yogunluk yiizeyinde negatif olan alanin
karesini ifade eder.

Iso Density Surface, Surface Integral of ESP*ESP

Bir molekiliin elektrostatik potansiyel es-yogunluk yiizeyinde pozitif olan alanin
karesini ifade eder.

Iso Density Surface, Surface Integral of ESP-
Bir molekiiliin elektrostatik potansiyel es-yogunluk yiizeyinde negatif olan alanidir.

Iso Density Surface, Area, ESP+:
Bir molekiiliin elektrostatik potansiyel es-yogunluk yiizeyinde pozitif olan alanin iki

boyutlu yiizeye izdiigiimiimiin alanidir.

Iso Density Surface, Mean Absolute Deviation of ESP+:

Bir molekiiliin elektrostatik potansiyel es-yogunluk yiizeyinde pozitif olan alanin
gradyantini ifade eder.

Iso Density Surface, Minimum ESP:
Bir molekiiliin elektrostatik potansiyel es-yogunluk yiizeyinde negatif yada pozitif

olan alanlarda bulunan mutlak degeri maksimum olan noktadir.

Oncii-orbital dalga fonksiyonu tabanl molekiiler tanimlayicilar

HOMO Energy: En yiiksek dolu molekiiler orbital enerjisini ifade etmekte olup
esitligi su sekildedir;

xomo = (Drono |F|®H0M0} (3.59)
@uomo= En yiiksek dolu molekiiler orbitalin dalga fonksiyonu

F= Fock operatorii

HOMO-1Energy: En yiiksek dolu molekiiler orbitalin bir altindaki molekiiler
orbitalin enerjisi;

Egomo — 1 = {EIHGMG—1|F|EIHGMG—1} (3.60)
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@ yomo—1= En yiiksek dolu molekiiler orbitalin bir altindaki molekiiler orbitalin dalga
fonksiyonu

F= Fock operatdrii

LUMO+1Energy: En diisiik dolu olmayan molekiiler orbitalin bir tstiindeki
molekiiler orbitalin enerjisi;

Epmo T1 = {EILUMD+1|F|EILUMD+1} (3.61)

@, ;10— En diisiik dolu olmayan molekiiler orbital

F= Fock operatérii

Bu verilen ii¢ orbital tabanli molekiiler tanimlayicinin her bir molekiil i¢in bir enerji
0zdegeri oldugu gibi, her bir orbitalin dalga fonksiyonundan elektron es-yogunluk
haritalarin1 olusturmak miimkiindiir. Bu haritalar molekiillerin reaktiviteleri hakkinda

bize yorumlamaya uygun veriler sunar.
Atomik kismi yiik tabanli molekiiler tanimlayicilar

Bu arastirmada kullandigimiz Codessa3 yazilimi bir molekiilde yer alan her bir atom
icin U¢ farkli yontemle kismi yiik hesaplamaktadir. Bunlardan birincisi Gaussian
03/09 ¢ikt1 dosyalarindan okunan kuantum mekaniksel hesaplama tabanli Mulliken
kismi ytikleridir. Mulliken popiilasyon analizi Gaussian hesaplamalarinda programin
normal ayarlar1 ile hesaplanan degerler oldugundan Codessa3 her bir molekiildeki
atom i¢in Gaussian ¢ikti dosyalarindan Mulliken kismi yiikleri standart olarak alir.
Diger iki kismi yiik hesaplamasi deneysel yontemlere dayanir. Bunlar Zefirov ve
Gasteiger-Marsili yiik hesaplama yontemleridir. Bu ¢alisma elde edilen QSAR

modellerinde bulunan Gasteiger-Marsili yiikii yer almamaktadir.
Mulliken kismi yiikii hesaplamasi:

Qa=Z4— {ZkEA P + %Z::k Pyt %Z::k P!k) =Z,— Py (362
Z ,= Atomik cekirdek yiikii

P, ,= Atomik popiilasyonun matris elemanlari.

Zefirov kismi yiikii hesaplamast:

@ =f(x) (3.63)
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x:= Atomik elektronegativite (Sanderson elektronegativite 6lgegi her bir atomun

i¢in)

X = [I'P [Ti=1 ) Yol (3.64)

x2=izole olmus atomlarim elektronegativitesi
n= verilen bir atomun ilk koordinasyonlarindaki atomlari

Mulliken yiiklerine dayali asagidaki molekiiler tanimlayicilar modellerde yer

almaktadir.

Net Mulliken Charge of All S Atoms: Kiikiirt (S) atomlart i¢in net Mulliken yiiki

degerini tanimlar;

Qs =Z5— Py (3.65)
Maximum Mulliken Charge: Denklem 3.62°de yer alan esitlikten yararlanarak

Mulliken yiikiiniin maksimum degeri su sekilde ifade edilir;

Q?‘J‘IEI = ITIEIX(Q-I-:] =Z— Fk: (366)

Minimum Mulliken Charge: Denklem 3.62°de yer alan esitlikten yararlanarak

Mulliken yiikiiniin minimum degeri su sekilde ifade edilir:

Qpin =min(Q7) =Z — Py (3.67)
Average Mulliken Charge for a S Atom: Kiikiirt atomu i¢in ortalama Mulliken
yiikiinii ifade eder.
N oo
Qs = b= (3.68)

N;

Ns=Molekiildeki kiikiirt atomlarinin sayisi
Qsi= 1. kiikiirt atomunun Mulliken kismi ytikii

Zefirov yiiklerine dayali asagidaki molekiiler tanimlayicilar modellerde yer

almaktadir.

Dipol Moment (Zefirov kismi yiikii tabanli): Zefirov kismi yiikleri ile hesaplanan

dipol moment biiyiikliigiinii ifade eder.
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Zefirov yiikiiniin degeri;
u=X0.r (3.69)

r=Yiklerin koordinat vektorleri

Minimum Zefirov Charge: Verilen bir molekiil i¢in Zefirov yiikiiniin en negatif degerli
kismi yiikii ifade eder.

Qunin = Min(Q7) = f(Xmin) (3.70)

Zefirov Charge Polarity/ R2: Zefirov yiikiine gére hesaplanmis polarite degerinin bu
yiikler arasindaki mesafeye oranini ifade eder.

PH _ Pmax — Pmin (371)

Rnm
Q0= Atomik Zefirov kismi yiikiiniin en pozitif degeri
Q.. =Atomik Zefirov kismi ylikiiniin en negatif degeri

RZ = Yiik degerleri arasindaki mesafenin karesi
Yiiklenmig kismi molekiiler yiizey alanlarina dayali molekiiler tanimlayicilarr:

Bu boliimdeki molekiiler tanimlayicilar Stanton vd, (1990) ve Jurs vd, (1992)
tarafindan ilk defa tanimlanan atomik kismi yiikler (Mulliken ve/veya Zefirov) ile
geometrik molekiiler tanimlayicilar olan ¢dziicli erigebilir atomik/molekiiler yiizey
alanlarinin kombinasyonlarindan elde edilen molekiiler tanimlayicilardir. Yiizey

alanindan kasit Van der Waals yiizey alanidir.

Fractional Minimum Mulliken Negative Charge:

Pmin — Zmin P (3 72)
ENS4 BN54 '

Q....=Molekiildeki en negatif Mulliken ytikii

PN5 A= Kismi negatif molekiiler yilizey alani
PSASA-3,Mulliken: Mulliken popiilasyon analizine gore hesaplanmis atomik pozitif
yiik degerinin erisilebilir ¢oziicli yiizey alanini ile ¢arpimi iizerinden toplami ifade

eder.

PSASA—3=X,Q,.5.5, A€{5, >0} (3.73)
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5,5 = Pozitif yiiklii erisilebilir ¢oziicli molekiiler yiizey alani

@, = Pozitif Mulliken atomik kismi yiikii
NSASA-3,Mulliken: Mulliken popiilasyon analizine gore hesaplanmig atomik negatif
yiik degerinin erisilebilir ¢oziicli yiizey alanini ile ¢arpimi iizerinden toplami ifade

eder.
NSASA—3=X,Q,.5,5, Aef{s, =0} (3.74)

545 ,.= Pozitif yiiklii erisilebilir ¢oziicli molekiiler yiizey alani

@,= Negatif Mulliken atomik kismi ytikdi.
Fractional Minimum Zefirov Negative Charge Times ASASA:

Bir molekiilde pargali negatif Zefirov ylikiiniin degeri ile ASASA’nin ¢arpimini ifade

eder:

BNSA EN5A

Yapisal-geometrik tabanl molekiiler tanimlayicilar:

Bu boéliimdeki molekiiler tanimlayicilar molekiiliin geometri optimizasyonu yapilirken
kullanilan kuantum mekaniksel yontem ve segilen temel setin hesaplama hassasiyetine
baglidir. Bu arastirmada tiim kumarin tlirevleri i¢in hesaplamalar DFT yontemi

B3LYP fonksiyoneli ile 6-311G (d,p) temel seti kullanilarak hesaplanmustir.

Maximum Bond Length for a O Atom: Bir molekiilde Oksijen (O) atomunun en yakin

komsu atom igin 6l¢iilmiis olan maksimum bag uzunlugunu ifade eder.

Minimum Bond Length for a C-O Bond: Molekiilde yer alan (Karbon-Oksijen) C-O

baglar1 i¢in minimum bag uzunlugunu ifade eder.

Average Bond Length for a C-C Bond: Molekiilde yer alan (Karbon-Karbon) C-C
baglarinin ortalama bag uzunlugunu ifade eder. C-C bag uzunluklarinin toplaminin

C-C bag sayisina boliimii ile bulunur.

Maximum Bond Length for a H-OBond: Molekiilde yer alan (Hidrojen-Oksijen) H-O

baglar1 icinde maksimum bag uzunlugunu ifade eder.
Maximum Bond Length for a H-O Bond: Molekiilde yer alan (Hidrojen-Oksijen) H-O
baglar1 i¢ginde maksimum bag uzunlugunu ifade eder.
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Eylemsizlik Momenti (orta), Principial moments of inertia of a molecule:
I, = X;mgr, (3.76)
m = Molekiilii olusturan atomlarin atomik agirliklar

r2.= 1. atomik gekirdegin k. ana dénme eksenlerinden uzakligi (k=X, Y veya Z)

Dipol Moment (Kuantum mekanik tabanli): Bir molekiilin dipol momenti
elektronlarin orbital dalga fonksiyonlar1 ve atomlarin ¢ekirdek yiikiinden hesaplanir.

Gaussian09 hesaplamasinda standart olarak hesaplanir.
p=—X%f [070,dv +Zi, Z R, (3.77)

@,= Molekiiler orbital
7= Elektron konum operator
Z = a. atomik cekirdek yiikii

R o= a. atomik konum vektorii

Uniform-Mass, Moment of Inertia of Mass, Average: X, Y ve Z yoniindeki eylemsizlik

momentlerinin ortalamasini ifade eder;

I = Iy +;;- +iz (3.78)

Valans ve yapisal molekiiler tanimlayicilar:
Number of N Atoms: Molekiilde yer alan Azot (N) atomlarinin sayisini ifade eder.
Number of O Bonds: Molekiilde yer alan Oksijen (O) baglarinin sayisini ifade eder.

Number of N Bonds: Modelde yer alan Azot (N) atomlarinin bag uzunluklarini ifade

eder.

Sum Valence of AllOAtoms: Molekiilde yer alan Oksijen (O) atomlarinin valanslarinin

toplamini ifade eder.

Average Valence for a C Atom: Modelde yer alan bir Karbon (C) atomu i¢in ortalama

valansi ifade eder.
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3.8 QSAR Modellerinin Uygulanabilirlik Sinirlarimin Tanimlanmasi (AD)

Herhangi bir regresyon analizinde oldugu gibi bir QSAR modelinin belirlenmesi
egitim setindeki molekiillerin  kimyasal yapisin1 temsil eden molekiiler
tamimlayicilarin - degerlerine baghidir (Dimitrov vd, 2005). Dolayisiyla egitim
setindeki molekiillerin yapisal ¢esitliligi o QSAR modelinin tahmin edebilecegi
kimyasal evrenin boyutlarini tayin eder. Egitim seti ne kadar ¢ok yapisal acidan
farkli molekiillerden olusuyorsa o denli farkli molekiillerin aktivitesini tahmin
etmede etkili olur. Modelin hangi molekiillerin aktivitelerini glivenle tahmin etmede
uygun oldugunun belirlenmesi o modelin uygulanabilirlik sinirlarinin tayin edilmesi
anlamina gelir (Worth vd, 2004; Sheridan vd, 2004). Bu sinirlarin belirlenmesinde
modeli olusturmada kullanilan egitim setinde yer alan molekiiler tanimlayici

degerleri kullanilir.

Uygulanabilirlik sinir1 belirlemede birgok farkli yontem gelistirilmistir (Jaworska,

2005). Bunlardan literatiirde sikg¢a kullanilanlardan bazilari;

e Geometrik yontemler; Sinirlayict Kutu (Bounding box) yontemleri,
Disbiikey Govde (Convex Hull) yontemleri,

e Mesafe-tabanli yontemler; Euclidean mesafesi, Mahalanobis mesafesi ve
City Block mesafesi,

e Parametrik olmayan yontemler,

e Olasilik yogunlugu dagilim yontemleridir.

Biz bu g¢alismada yukarida belirtilen mevcut yontemler icerisinden mesafe-tabanl
yontemlerden Euclidean mesafesi kullanarak Leverage yaklasimi ile QSAR

modellerinin uygulanabilirlik sinirlarini belirledik.

Mesafe-tabanli yaklagimlar veri setindeki bir noktanin diger her noktaya olan

mesafesini hesaplar.
Euclidean Mesafesi

Euclidean mesafesi, tanimlayic1 uzayindaki iki nokta arasindaki mesafedir (Stanford,
2008) ve tamimlayici degerlerinin arasindaki uzakligin karesi (Pisagor teoremi) ile

hesaplanir:

d, = llx—yll* = Z,(x, —v,)° (3.79)
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v indisi, tanimlayici indeksidir ve uygulama alanini kiiresel boyutta agiga ¢ikarir.

Euclidean mesafesi izotropiktir yani; ortogonal eksenler farkl: bir set ile ifade edilse
de degismez. Buna dayali olarak uygulanabilirlik alaninin tahmin gegerliligi egitim

setin merkez noktasi etrafinda izotropik olarak dagilima baghdir.
Kaldirag (Leverage) Yontemi

Bir QSAR modeli i¢in uygulanabilirlik alan1 tayin edilme yontemlerinden biri de
kaldirag giicii yontemidir. Bu yontem ile modeldeki bir bilesik kaldiraca gore
degerlendirilir. Egitim setine yer alan bilesiklerin kaldiract h (etki matrisi veya yiizey
matrisi), onun modeldeki etkisini dlgerek uygulanabilirlik alanindaki asil degiskenini

tanimlar (Eriksson vd, 2003).

h(x) =N 4+ 2T (XTX) 'x (3.80)

X vektori; bilesigin tanimlayici degerleri, X; N satirli egitim set bilesiklerinin matris
ifadesini ve XT; ise X matrisinin transpozunu temsil eder. Uyarict kaldira¢ olarak

tanimlanan h* ise asagidaki gibi ifade edilir.

R=3xh=3xE2=3xL  i=(L...,n) (3.81)

n; egitim bilesiklerinin sayis1 ve p'; model parametrelerinin (molekiiler tanimlayici)

sayisini temsil eder.

Kaldirag giicii degerleri hem egitim bilesikleri hem de olusturulan yeni bilesikler i¢in
hesaplanabilir. Ilk durum agisindan, giivenilir olmayan bir model olusturuldugunda,
model parametrelerini bilylik 6lciide etkileyen egitim bilesiklerinin hesaplanmasinda
yararlanilir. Ikinci durum agisindan ise olusan modelin uygulanabilirlik alaninin smnir

tayini kontroliinde yararlanilir.

Bir bilesigin kaldirag giicli degerinin uyarici kaldiragtan daha biiyiik olmasi tahmin
edilen bu bilesigin modelde extrapole oldugu anlamma gelir. Bu ylizden tahmin

edilen bu degerin dikkatle kullanilmasi gerekir.
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3.9 Kullanilan Donanim ve Yazilimlar
Gaussian 09

Gaussian Inc. (http://www.gaussian.com/index.htm ) tarafindan tiretilen i¢inde bir¢ok

kuantum kimyasal hesaplama yonteminin bulundugu yazilim. Bu c¢alismada
molekiillerin ii¢ boyutlu yapilarinin geometri optimizasyonun da ve kuantum
kimyasal tabanli molekiiler tanimlayicilarin hesaplamasinda kullanildi. Gaussian 09
ciktt dosyalar1 Codessa3 yazilimma giris dosyasi yapilarak tiim molekiiler

tanimlayicilar hesaplandi.
GausView 5

Gaussian Inc. tarafindan (http://www.gaussian.com/g_tech/gv5ref/gv5ref toc.htm)

tiretilen, Gaussian hesaplamali i¢in giris dosyast hazirlamaya ve ¢ikt1 dosyalarindaki
bilgilerin gorsellestirilmesinde (spektrum, orbital, elektrostatik potansiyel vb.)
kullanilan bir grafik ara yliz yazilimidir. Bu ¢alismada Gaussian giris dosyalarinin

hazirlanmasinda, molekiiler orbitallerin gorsellestirilmesinde kullanildi.
Codessa 3

Semichem Inc. (http://www.semichem.com/codessa/default.php ) tarafindan iiretilen

molekiiler tanimlayict hesaplama ve QSAR modeli olusturmada iginde bircok
istatistik algoritmanin yer aldig1 yazilim. Bu caligmada Gaussian ¢ikti dosyalarini
kullanarak molekiiler tanimlayict hesaplamada ve ¢oklu dogrusal regresyon

algoritmasi ile QSAR modellerini olusturmada kullanildi.
Matlab

The Math Works Inc. firmas: tarafindan (http://www.mathworks.com) iiretilen ¢ok

yonlii bilimsel hesaplama yazilimidir. Bu calismada Milano Chemometrics and

QSAR Research Group (http://michem.disat.unimib.it/chm/) tarafindan yazilan ve

grup internet sitesinden indirilebilen bir Matlab yazilimi QSAR modellerinin
uygulanabilirlik siirlarini hesaplamada kullanildi.

(http://michem.disat.unimib.it/chm/download/addownload.php).

DiscoveryStudio Visualizer

Biovia (http://accelrys.com/) tarafindan iiretilen makro molekiillerin ve ligantlarin

etkilesimini gostermede de kullanilabilen ¢ok amacgli ve ¢ok fonksiyonlu gorsel
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arayliz yazilimidir. Biz bu c¢alismada kumarin bilesiklerinin CA II izoenzimi aktif

sitesi icerisindeki yerlesimini gostermek i¢in kullandik.
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4. BULGULAR VE TARTISMA

4.1 Giris

Bu boliimde molekiiler yapilart boliim 3 igerisinde yer alan Sekil 3.7’de, biyolojik
aktivite verileri (Ki) Cizelge 3.1’de verilen molekiillerle elde edilen QSAR modelleri
verilmektedir. Cizelge 3.1°de de gorildigi gibi, ¢alismada kullanilan 82 adet
molekiilin tamaminin hem CA II’ye hem de CA IX’a karsi Olglilmiis deneysel
aktivite verileri olmadigindan ve az sayida molekiil i¢in aktivite verileri oldugu halde
DFT hesaplamalari bagar1 ile tamamlanamadigindan QSAR modeline alinan molekiil
sayist 60 adetin altina inmistir. CA II ve CA IX i¢cin QSAR modelleri olusturmada
aktivite verileri olan tiim molekiil seti kullanilarak “global” modeller olusturma
yaninda molekiiller kiikiirt iceren kumarinler ve kiikiirt icermeyenler diye iki alt
molekiil setine ayrilarak her bir set i¢in “lokal” QSAR modelleri olusturuldu. Bu alt
molekiil setlerinin kendi igerisinde yapisal benzerlikleri yiliksek oldugundan bu
setlerden elde edilen QSAR modellerinin istatistik degerleri de global molekiil
setinden elde edilen QSAR modellerinin istatistik degerlerinden oldukga yiiksek
diizeyde oldugu gozlendi.

Boliim 3°de belirtildigi lizere (Sekil 3.2 ve 3.3), kumarinlerin CA II aktif sitesi
icerisinde lakton halkalarinin hidrolize olarak agilip karboksilik asit formuna
dontistiigii deneysel olarak tespit edilmistir. Bu nedenle bu calismada tiim
kumarinlerin karboksilik asit formu yapilar1 iizerinden molekiiler tanimlayicilar
hesaplanarak QSAR modelleri de olusturulmustur. Asagida, dnce CA II'nin kapali
formundan iiretilen molekiiler tanimlayicilar ile elde edilen QSAR modelleri global,
kiikiirt igeren ve kiikiirt icermeyen kumarin setleri i¢in ayr1 ayri verilecek daha sonra
ayn1 setlerin karboksilik asit formu i¢in QSAR modelleri yine ayr1 ayr1 verilecek.

Takip eden boliimde ayn1 yaklagim CA IX i¢in de benzer sekilde verilecek.
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4.2 Karbonik Anhidraz II izoenzimi QSAR Modelleri
4.2.1 CA 1I izoenzimi tiim kumarinler (kapah form) global QSAR modeli

CA 1II kapal1 form QSAR modeli 42 kumarin molekiilii ile olusturulmustur. Modelde
yer alan molekiiller Cizelge 4.1°de gosterilmektedir. Model 42 molekiil {izerinden
Codessa 3 yazilimi ile En Iyi Coklu Dogrusal Regresyon (BMLR) analizi algoritmasi
kullanilarak elde edilmistir. Sonra modelin gegerliliginin tasdiki icin ii¢ alt kiimeye
ayrilmistir. Ayirma iglemi tiim molekiillerin Ki degerleri siraya dizildikten sonra 1, 4,
7,...40’a kadar olanlar A seti, 2, 5, 8,....41°e kadar olanlar B seti ve 3, 6, 9,...42°ye
kadar olanlar C seti olarak belirlenmistir. Bu ayirma yaklasimi bu ¢alismada bundan
sonra verilen tim QSAR modelleri i¢in ayni sekilde uygulanmistir. Bu ayristirma
yonteminin amaci egitim ve test setlerindeki molekiillerin yapisal ve aktivite

acisindan cesitliligini maksimize etmektir.

CA 1II kapal1 form QSAR modelinde yer alan molekiillerin A, B ve C alt setlerindeki
molekiiller Cizelge 4.1°de goriilmektedir. QSAR modelinin saglamliginin tasdiki
acisindan rotasyona tabi tutularak {i¢ alt setten ikisi egitim seti geriye kalan birisi test
seti olarak secilerek modelin performans: gozlenmistir. Cizelgedan da goriilecegi
tizere egitim setleri ((A+B) , (A+C) veya (B+C)) ile olusturulan modellerin istatistiki
manada “uygunlugunun” oldukea yiiksek olan R? Q? ve F le oldukca diisiik olan s?
degerinden goriilmektedir. Modelin uygunlugunun yiiksekligi yaninda tahmin

giiciiniin de oldukga iyi oldugu yiiksek Rexi’ ve diisiik SE degerinden goriilmektedir.
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Cizelge 4.1: CA 1l Izoenzimi kapali form tiim kumarinler QSAR modeli

CA 1I Inhibitérleri 1,2,3,17,19, 20, 21, 22, 23, 24, 25, 26, 51, 52, 53, 54, 55, 56, 57, 58,

59, 60, 61,
(Toplam Set N=42)

63, 64, 65, 66, 67, 68, 69, 70, 71, 72, 73, 74, 75, 76, 77, 79, 80, 81, 82

CA Il Set A (N=14) 3,19, 21, 24, 52, 57, 60, 61, 65, 67, 68, 75, 77, 80
CA 1l Set B (N=14) 17, 20, 23, 25, 51, 53, 55, 58, 63, 69, 71, 72, 74, 81
CA 1l Set C (N=14) 1, 2,22, 26, 54, 56, 59, 64, 66, 70, 73, 76, 79, 82

Literatiirde CA II aktivitesi (Ki) olan molekiil seti ve alt setleri

Egitim Seti R? Q? F s? Test Rext? SE
Seti

Set (A+B) 0.854 0.780 33.653 0.625 C 0.820 0.804

Set (B+C) 0.842 0.767 30.655 0.664 A 0.857 0.749

Set (A+C) 0.859 0.795 35.106 0.596 B 0.818 0.825

Egitim ve test setlerinin rotasyonunun istatistigi

Katsay1 t-testi
Molekiiler Tanimlayici A+B B+C A+C A+B B+C A+C
Intercept 8.482 6.875 5.547 4.462 3.287 2.044
Number of N Atoms 1.172 1.305 1.143 8.872 8.187 8.379
Maximum Valence -1.654 -1.583 -1.448 -9.076 -8.973 -7.343
IsoDensity Surface, Surface
15.651 25.118 28.569 1.766 2.432 2.689
Integral of (ESP-)*(ESP-)
Fractional Minimum Mulliken g co) | ggg4 | o689 | 2071 | 3234 | 2623
Negative Charge

QSAR denkleminde yer alan molekiiler tanimlayicilarin katsay1 ve t-testi degerleri

Cizelge 4.1 incelendiginde Maximum Valance disinda QSAR modelinde yer alan
tim molekiiler tanimlayicilarin (Boliim 3.7°ye bakiniz) pozitif katsayiya sahip
olduklar1 goriilmektedir. Bunun anlami bir molekiilde pozitif katsayili bir molekiiler
tanimlayicinin mutlak degerindeki artis ile o molekiiliin biyolojik aktivite degeri ters
orantili demektir. Cizelge 4.1’deki QSAR modeline gore bir molekiiliin Maximum

Valance degeri ile biyolojik aktivite degeri ise dogru orantilidir. QSAR modelindeki
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her bir molekiiler tanimlayicinin t-testi degerinin mutlak degerce 1’den biiyiik olmasi

bu tanimlayicilarin istatistiki manada “anlamli” olduklarin1 gostermektedir.
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Cizelge 4.2: CA II izoenzimi kapali form tiim kumarinler QSAR modeli tahmin
cizelgesi

Molekﬁl‘ LogKi-Deneysel | LogKi-Hesaplanan ’ Molekiil ‘ LogKi-Deneysel ‘ LogKi-Hesaplanan

3 1,845 3,743 71 1,996 2,992
17 3,948 2,524 72 4,650 4,330
19 3,889 3,603 74 4,185 4,325
20 3,801 4,312 75 4,648 4,322
21 3,964 4,165 77 3,792 3,869
23 3,968 3,872 80 4,497 4,289
24 3,972 4,734 81 4,511 3,944
25 3,984 3,113 1 1,778 3,650
51 0,398 1,129 2 3,963 5,080
52 0,881 0,584 22 3,857 3,378
53 0,301 -0,265 26 3,971 3,737
55 0,924 0,588 54 0,255 0,407
57 0,380 0,008 56 0,322 0,636
58 0,176 1,318 59 0,362 0,245
60 0,079 -0,008 64 0,415 0,828
61 0,342 0,084 66 4,093 4,655
63 0,342 0,909 70 5,386 4,525
65 0,279 0,957 73 4,628 4,217
67 4,161 4,422 76 4,479 3,895
68 5,328 4,129 79 4,703 4,232
69 5,350 4,599 82 3,568 4,959
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Cizelge 4.2° de Cizelge 4.1°de egitim seti (A+B), test seti C secildigi durumda ortaya
cikan tahmin degerleri verilmektedir. Mavi ile gosterilen molekiiller egitim setini
kirmiz1 ile gosterilenler test setini ifade etmektedir. Sekil 4.1°de Cizelge 4.2°de
verilen deneysel Ki degerlerinin hesaplanan Ki degerlerine kars1 grafigi
gosterilmektedir. Sekil 4.2°de Cizelge 4.1°de egitim seti (A+B), test seti C secildigi
durumdan elde edilen modelin Kaldirag yontemine (Bolim 3.8 bakiniz) gore
uygulanabilirlik smirlar1 gosterilmektedir. Bir QSAR modelinin uygulanabilirlik
smirlar1 konusunda genel kabul, Y ekseninde verilen, molekiil setindeki biyolojik
aktivite (Ki) verilerine dayali olarak ortaya ¢ikan “standartlastirilmis rezidi”
degerinin -2.5 ile +2.5 arasinda ve X ekseninde verilen, molekiil setindeki molekiiler
tanimlayicilarin degerlerine bagl ortaya ¢ikan h” kesmesinden kiiciik olan bolgedir.
Bu kabule bagh kalarak Sekil 4.2 incelendiginde test setindeki 2 nolu molekiiliin

yapisal tesirli agidan sapan deger oldugu goriilmektedir.

CA TII Kapah form (Tim kumarinler)

6 -
5 * :’
. % ap .
c 4 mg & “
’ 4
s 3 | . » _
b . B Egitim seti
o
T 2 @ Test seti
%
(=) |
— 1 i [ ]
® =
L/

0 . T T T T 1 1
1 2 3 4 5 6
-1

LogKi-Deneysel

Sekil 4.1: CA Il izoenzimi kapali form tiim kumarinler QSAR modeli deneysel
Ki’nin hesaplanan K; degerine kars1 grafigi (Bu grafik Cizelge 4.2’de verilen egitim
setinin A+B, test setinin C oldugu veriden elde edilmistir).

Bunun yaninda, modelde yer alan molekiillerden egitim setindeki 3, test setindeki 1
nolu molekiillerinde biyolojik aktiviteye bagli sapan degerinin modelin
uygulanabilirlik sinirmin u¢ noktasinda oldugu goriilmektedir. Sapan deger 6zelligi
gosteren molekiiller icin yapilan tahmin degerlerinin giivenirligine siiphe ile

bakilmalidir.
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William Grafigi - egitim seti siyah, test seti kimizi
CAll kapah form (tiim kumarinler)
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Leverage (Kaldirag)

Sekil 4.2: CA 11 Izoenzimi kapal1 form tiim kumarinler QSAR modeli sapan deger
tayini.

4.2.2 CA M izoenzimi Kiikiirt iceren (Kapah Form) Kumarinlerin QSAR
Modeli

Cizelge 4.1°de yer alan tiim kumarinler den kiikiirt iceren kumarinler (Sekil 3.7’ye
bakiniz) ayristirilarak kiikiirt iceren kumarinler alt seti olusturulmustur. Bu alt sette
yer olan molekiiller Cizelge 4.3’de gosterilmektedir. Tiim kumarinler setinde oldugu
gibi kiikiirt igceren kumarinler alt seti de kendi icinde A, B ve C alt setlerine ayrilarak
bu alt setlerden ikisi egitim seti biri test seti secilerek elde edilen model gilivenirligine

bakilmistir.

Cizelge 4.3°de kiikiirt igeren kumarinlerden elde edilen QSAR modelinin istatistiki
degerleri gosterilmektedir. Elde edilen QSAR modelinin istatistik verilerine (R?, Q?,
F, 52, Rext? ve SE) bakildiginda modelin hem “uygunlugu” nun hem de “tahmin giicii”
niin milkemmele yakin oldugu gézlenmektedir. Ayrica modelde yer olan molekiiler
tanimlayicilarin mekanistik yorumlamaya uygun olmasi1 modelin degerini artiran bir

unsurdur.

Cizelge 4.4°de Cizelge 4.3’de egitim seti (A+B), test seti C se¢ildigi durumda ortaya
cikan tahmin degerleri verilmektedir. Mavi ile gosterilen molekiiller egitim setini

kirmiz1 ile gosterilenler test setini ifade etmektedir. Sekil 4.3’de; cizelge 4.3°de
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verilen deneysel K degerlerinin hesaplanan K; degerlerine kars1 grafigi
gosterilmektedir. Sekil 4.4°de Cizelge 4.3°de egitim seti (A+B), test seti C secildigi

durumdan elde edilen modelin uygulanabilirlik sinirlar1 gésterilmektedir.
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Cizelge 4.3: CA II izoenzimi kapali form kiikiirt iceren kumarinler QSAR modeli

CA II inhibitorleri

(Toplam Set N=24)

17, 19, 20, 21, 22, 23, 14, 25, 26, 51, 52, 53, 54, 55,

56, 57, 58, 59, 60, 61, 63, 64, 65, 77

CA 1l Set A (N=8)

17, 20, 26, 52, 57, 60, 61, 65

CA 1l Set B (N=8)

21, 22, 24, 51, 53, 55, 58, 63

CA 11 Set C (N=8)

19, 23, 25, 54, 56, 59, 64, 77

Literatiirde CA II aktivitesi (Ki) olan kiikiirt iceren molekiil seti ve alt setleri

Egitim Seti R? Q? F s? Test Seti Rext? SE
Set (A+B) | 0.960 0.930 66.564 0.169 C 0.963 0.567
Set (B+C) | 0.973 0.928 99.302 0.121 A 0.932 0.500
Set (A+C) | 0.956 0.917 60.626 0.196 B 0.954 0.412

Egitim ve test setlerinin rotasyonunun istatistigi
Katsay1 t-testi

Molekiiler Tanimlayici A+B B+C A+C A+B B+C A+C

Intercept 1.649 0.417 0.504 1.126 0.468 0.465

Number of O Bonds -0.794 -0.641 -0.796 -8.169 -7.658 -7.107

IsoDensity Surface,

Surface Integral of 39.544 38.109 39.156 11.835 11.368 9.603

ESP*ESP

Net Mulliken Charge

of All S Atoms -1.612 -1.688 -1.437 -2.059 -5.368 -3.505

Zefirov Charges'

Dipole Moment -4.367 -2.950 -2.139 -4.197 -5.006 -2.575

Magnitude

QSAR denkleminde yer alan molekiiler tanimlayicilarin katsay: ve t-testi degerleri

Sekil 4.4 incelendiginde reponse sapan deger olmamasina ragmen test setindeki 25,

54, 56 ve 77 nolu molekiillerin yapisal tesirlilik yoniinden sapan deger oldugu

gozlenmektedir. Cizelge 4.3 incelendiginde “Iso Density Surface, Surface Integral of
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ESP*ESP” molekiiler tanimlayicisinin (Bolim 3.7’ye bakiniz) degerindeki artisinin
aktiviteyi azaltirken modeldeki diger molekiiler tanimlayicilarin  mutlak
degerlerindeki artis1 aktiviteyi artiran bir unsur olarak ortaya ¢iktigi goriilmektedir.
Bu modeldeki “Iso Density Surface, Surface Integral of ESP*ESP” molekiiler
tanimlayicisi Cizelge 4.1 de verilen tiim kumarinler global QSAR modelinde yer alan
“Surface, Surface Integral of (ESP-)*(ESP-)” gibi pozitif katsay1 ya sahiptir. Bu
molekiiler tanimlayicilarin katsayilarinin modellerdeki en biiylik katsay1 olmasi

aktiviteyi belirlemede en etkin molekiiler tanimlayici oldugunu géstermektedir.

Cizelge 4.4: CA 11 Izoenzimi kapal1 form kiikiirt igeren kumarinler QSAR modeli
tahmin cizelgesi

Molekiil ‘LogKi-Deneysel‘ LogKi-Hesap Molekiil LogKi-Deneysel ‘ LogKi-Hesap

17 3,948 3,605 60 0,079 0,483
20 3,801 3,942 61 0,342 -0,151
21 3,964 3,734 63 0,342 0,235
22 3,857 3,964 65 0,279 0,921
24 3,972 4,386 19 3,889 4,437
26 3,971 3,397 23 3,968 3,689
51 0,398 0,860 25 3,984 5,160
52 0,881 0,916 54 0,255 0,274
53 0,301 -0,013 56 0,322 0,040
55 0,924 0,929 59 0,362 -0,283
57 0,380 0,309 64 0,415 -0,134
58 0,176 0,097 77 3,792 3,934
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LogKi-Hesasplanan

CA TII Kapah form (kiikiirt iceren kumarinler)

6 -
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LogKi-Deneysel

Sekil 4.3: CA Il Izoenzimi kapali form kiikiirt ieren kumarinler QSAR modeli
deneysel Ki’nin hesaplanan K; degerine kars1 grafigi. (Bu grafik Cizelge 4.4’de
verilen egitim setinin A+B, test setinin C oldugu veriden elde edilmistir).

Standartlastinnilmms Rezidii

William Grafidi - eqitim seti siyah, test seti kirmizi
CAIll kapah form (kiikiirt igeren kumarinler)
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Sekil 4.4: CA Il Izoenzimi kapal1 form kiikiirt igeren kumarinler QSAR
modeli sapan deger tayini.
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4.2.3 CA 1l izoenzimi Kiikiirt icermeyen (Kapalh Form) Kumarinlerin QSAR
Modeli

Cizelge 4.1°de yer alan tiim kumarinler den kiikiirt igermeyen kumarinler (Sekil
3.7°ye bakiniz) aynistirilarak kiikiirt icermeyen kumarinler alt seti olusturulmustur.
Bu alt sette yer olan molekiiller Cizelge 4.5’de gosterilmektedir. Tiim kumarinler
setinde oldugu gibi kiikiirt icermeyen kumarinler alt seti de kendi i¢ine A, B ve C alt
setlerine ayrilarak bu alt setlerden ikisi egitim seti biri test seti segilerek elde edilen

model glivenirligine bakilmistir.

Cizelge 4.5°de kiikiirt icermeyen kumarinlerden elde edilen QSAR modelinin
istatistiki degerleri gosterilmektedir. Elde edilen QSAR modelinin istatistik verilerine
(R%, Q% F, s?, Rex* ve SE) bakildiginda modelin hem “uygunlugu”nun hem de
“tahmin giicii’niin olduke¢a iyi diizeyde oldugu gozlenmektedir. Ayrica modelde yer
olan molekiiler tanimlayicilarin mekanistik yorumlamaya uygun olmasi modelin

degerini artiran bir unsurdur.

Cizelge 4.6’de Cizelge 4.5°de egitim seti (A+B), test seti C se¢ildigi durumda ortaya
¢ikan tahmin degerleri verilmektedir. Mavi ile gosterilen molekiiller egitim setini
kirmiz1 ile gosterilenler test setini ifade etmektedir. Sekil 4.5’de Cizelge 4.6°de
verilen deneysel K degerlerinin hesaplanan K; degerlerine kars1 grafigi
gosterilmektedir. Sekil 4.6’da Cizelge 4.5°de egitim seti (A+B), test seti C secildigi

durumdan elde edilen modelin uygulanabilirlik sinirlar1 gosterilmektedir.

65



Cizelge 4.5: CA 11 Izoenzimi kapal1 form kiikiirt icermeyen kumarinler QSAR

modeli

CA II Inhibitorleri

(Toplam Set N=18)

1,2,3,66,67,68,69,70,71,72,73, 74,75, 76, 79, 80, 81, 82

CA Il Set A (N=6)

1, 67, 68, 75, 80, 82

CA Il Set B (N=6)

2,3,69,72,74,81

CA 1l Set C (N=6)

66, 70, 71, 73,76, 79

Literatiirde CA II aktivitesi (K;) olan molekiil seti ve alt setleri

Egitim Seti R? Q? F s? Test Seti Rext? SE
Set (A+B) 0.843 0.705 14.340 0.289 C 0.940 0.353
Set (B+C) 0.856 0.708 15.869 0.251 A 0.975 0.780
Set (A+C) 0.940 0.878 42.336 0.107 B 0.707 0.606

Egitim ve test setlerinin rotasyonunun istatistigi
Katsay1 t-testi

Molekiiler Tanimlayici A+B B+C A+C A+B B+C A+C
Intercept 437.730 648.467 442.985 6.010 5.514 10.326
Minimum Bond Length | 55, 14 525,50 35839 | -5954 | -5496 | -10.244
for a C-O Bond
Moment of Inertia of 0.0015 0.0021 0.0016 5.755 6.237 9.556
Mass, Middle
IsoDensity Surface,

3.810 5.975 3.951 5.380 4.717 8.795
Surface Integral of ESP-

QSAR denkleminde yer alan molekiiler tanimlayicilarin katsay1 ve t-testi degerleri

Sekil 4.6 incelendiginde modelde higbir sapan degerin olmadigr gozlenmektedir.

Bundan 6nceki modellerde oldugu gibi bir adet ‘IsoDensity Surface’ molekiiler

tanimlayicinin (Bolim 3.7°ye bakiniz) pozitif katsayr ile modelde yer buldugu

goriilmektedir.




Cizelge 4.6: CA II izoenzimi kapali form kiikiirt icermeyen kumarinler QSAR
modeli tahmin ¢izelgesi

Molekiil  LogKi-Deneysel LogKi-Hesap Molekiil LogKi-Deneysel LogKi-Hesap

1 1,778 1,598 80 4,497 4,323
2 3,963 3,905 81 4,511 3,710
3 1,845 3,039 82 3,568 3,249
67 4,161 4,245 66 4,093 3,682
68 5,328 5,255 70 5,386 5,139
69 5,350 5,507 71 1,996 2,679
72 4,650 4,586 73 4,628 4,438
74 4,185 4,229 76 4,479 4,537
75 4,648 4,836 79 4,703 4,583

CA TII Kapah form (kiikiirticermeyen kumarinler)
6 -
[ ]
5 4 - A
g ] ‘l
E 4
g ]
o 3 4 [ |
0 * B Egitim seti
b<:£I;) @ Test seti
ey est seti
= [
1 -
0 T T T T T 1
0 1 2 3 4 5 6
LogKi-Deneysel

Sekil 4.5: CA Il Izoenzimi kapal1 form kiikiirt igermeyen kumarinler QSAR modeli
deneysel Ki’nin hesaplanan Ki degerine kars1 grafigi. (Bu grafik Cizelge 4.6’de
verilen egitim setinin A+B, test setinin C oldugu veriden elde edilmistir).
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William Grafigi - eqitim seti siyah, test seti kimizi
CAIl kapah form (kiikiirt igermeyen kumarinler)
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Sekil 4.6: CA Il Izoenzimi kapal1 form kiikiirt igermeyen kumarinler QSAR modeli
uygulanabilirlik sinirlar1 ile sapan deger tayini.

4.2.4 CA 1l Izoenzimi Karboksilik Asit (A¢cik Form) Tiim Kumarinler “Global”
QSAR Modeli

Bu baslikta boliim 3’de belirtildigi tizere kumarinlerin CA aktif sitesi igerisinde
hidrolize olarak karboksilik asit formunda yerlestiginin deneysel sonuglardan
anlasilmas1 dolayisiyla ¢alismaya alinan tiim molekiillerin bolim 3 Sekil 3.8’de
gosterildigi bicimiyle molekiiler tanimlayici hesaplandi. Hesaplama esnasinda bazi
molekiillerin optimizasyonu basari ile sonuglandirilamadigindan c¢alisma seti disinda
tutuldu. Bu nedenle yukarida QSAR modelleri verilen kapali formunda bulunan
molekiillerle birebir ayni olmadig: belirtilmelidir. Kumarinlerin karboksilik asit
formu i¢inde kapali formda oldugu gibi global, kiikiirt icerenler ve kiikiirt

icermeyenler olmak tizere 3 adet model olusturuldu.

Tiim kumarinler i¢gin QSAR modelinin istatistigi Cizelge 4.7’de gosterilmektedir.
Cizelge 4.7 incelendiginde “Maximum Bond Length for a O Atom” (Bolim 3.7’ye
bakiniz) disinda QSAR modelinde yer alan tiim molekiiler tanimlayicilarin pozitif
katsayiya sahip olduklari goriilmektedir. Bunun anlami bir molekiilde pozitif
katsayil1 bir molekiiler tanimlayicinin mutlak degerindeki artis ile o molekiiliin
biyolojik aktivite degeri ters orantili demektir. Cizelge 4.7°deki QSAR modeline
gore bir molekiiliin “Maximum Bond Length” mutlak degeri ile biyolojik aktivite

degeri dogru orantilidir. Diger molekiiler tanimlayicilar i¢in durum bunun tersidir.
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QSAR modelindeki her bir molekiiler tanimlayicinin t-testi degerinin mutlak degerce

I’den biiylik olmasi bu tanmimlayicilarin istatistiki manada “anlamli” olduklarini

gostermektedir.
Cizelge 4.7: CA 11

Izoenzimi agik (karboksilik asit) formu tiim kumarinler QSAR
modeli

CA II Inhibitorleri

(Toplam Set N=44)

1,2,3,17,19, 21, 22, 23, 24, 25, 26, 27, 28, 52, 53, 54, 55, 56, 57, 58, 59, 60,
61, 62, 63, 64, 65, 66, 67, 68, 69, 70, 71, 72, 73, 74, 75, 76, 77, 78, 79, 80, 81,
82

CA Il Set A (N=15)

1,17, 23, 25, 27, 52, 57, 60, 61, 65, 69, 72, 74, 81, 82

CA Il Set B (N=15)

2,3,19, 26, 53, 55, 58, 63, 64, 66, 70, 73, 76, 77, 79

CA 11 Set C (N=14)

21, 22, 24, 28, 54, 56, 59, 62, 67, 68, 71, 75, 78, 80

Literatiirde CA 1II aktivitesi (Ki) olan molekiil seti ve alt setleri

Egitim Seti R? Q? F s2 Test Seti Rext? SE

Set (A+B) | 0.868 0.796 31.582 0.567 Cc 0.757 0.911
Set (B+C) | 0.806 0.715 19.228 0.822 A 0.888 0.699
Set (A+C) | 0.855 0.762 27.166 0.608 B 0.790 0.888

Egitim ve test setlerinin rotasyonunun istatistigi

Katsay1 t-testi

Molekiiler Tanimlayici A+B B+C A+C A+B B+C A+C

Intercept 36.468 34.800 32.090 9.292 7.404 7.441

Number of N Atoms 1.343 1.291 1.325 8.592 6.559 8.824

Maximum Bond Lengthfor |5 560 | 15169 | -12050 | -0.443 | 7540 | -6.468
a O Atom

Maximum Mulliken Charge | 0.975 1.041 1.423 2.075 1.523 2.863

Minimum Mulliken Charge 2.595 2.465 2.788 3.595 2.318 3.740

HOMO Energy 53.284 36.007 44,941 3.861 1.961 3.121

Cizelge 4.7°de global QSAR modelinin istatistiki degerleri gosterilmektedir. Elde
edilen QSAR modelinin istatistik verilerine (R?, Q?, F, s?, Rex? ve SE) bakildiginda

modelin hem “uygunlugu” nun hem de “tahmin giici” niin oldukca iyi diizeyde
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oldugu gozlenmektedir. Ayrica modelde yer olan molekiiler tanimlayicilarin

mekanistik yorumlamaya uygun olmasi modelin degerini artiran bir unsurdur.

Cizelge 4.8°de Cizelge 4.7°de egitim seti (A+B), test seti C secildigi durumda ortaya
cikan tahmin degerleri verilmektedir. Mavi ile gosterilen molekiiller egitim setini
kirmiz1 ile gosterilenler test setini ifade etmektedir. Sekil 4.5°’de Cizelge 4.6’de
verilen deneysel K degerlerinin hesaplanan K; degerlerine kars1 grafigi
gosterilmektedir. Sekil 4.7°da Cizelge 4.8’de egitim seti (A+B), test seti C secildigi

durumdan elde edilen modelin uygulanabilirlik sinirlar1 gésterilmektedir.
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Cizelge 4.8: CA II izoenzimi acik form (karboksilik asit) tiim kumarinler QSAR
modeli tahmin ¢izelgesi

Molekﬁl‘ LogKi-Deneysel | LogKi-Hesaplanan ‘ Molekiil ‘ LogKi-Deneysel ’LogKi—HesapIanan

1 1,778 1,982 72 4,650 5,038
2 3,964 4,683 73 4,628 4,405
3 1,845 3,351 74 4,185 4,485
17 3,949 3,139 76 4,479 3,595
19 3,890 4,215 77 3,792 3,728
23 3,968 2,992 79 4,703 3,310
25 3,984 3,695 81 4,511 4,034
26 3,971 5,136 82 3,568 4,428
27 3,888 3,646 21 3,964 3,248
52 0,881 0,622 22 3,857 3,918
53 0,301 0,225 24 3,972 5,402
55 0,924 0,793 28 3,935 4,143
57 0,380 0,031 54 0,255 -0,214
58 0,176 1,480 56 0,322 0,537
60 0,079 -0,014 59 0,362 1,746
61 0,342 0,338 62 0,531 0,291
63 0,342 0,743 67 4,161 4,644
64 0,415 0,996 68 5,328 4,437
65 0,279 0,460 71 1,996 2,895
66 4,093 3,896 75 4,648 3,978
69 5,350 4,760 78 1,505 3,278
70 5,386 4,509 80 4,497 3,335
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Sekil 4.8 incelendiginde hem egitim setindeki hem de test setindeki tiim

kumarinlerin modelin uygulanabilirlik sinirlari i¢inde oldugu gézlenmektedir.

CA Il Acik form (karboksilik asit) tiim kumarinler
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LogKi-Deneysel

Sekil 4.7: CA Il Izoenzimi karboksilik asit (agik form) tiim kumarinler QSAR
modeli. Deneysel Ki’nin hesaplanan K; degerine kars1 grafigi.

William Grafigi - editim seti siyah, test seti kirmizi
CAIll agik form (karboksilik asit) tiim kumarinler
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Sekil 4.8: CA Il Izoenzimi karboksilik asit (acik form) tiim kumarinler QSAR
modeli sapan deger tayini.
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425 CA Il lizoenzimi Karboksilik Asit (A¢ik) Formda Kiikiirt Igeren
Kumarinler QSAR Modeli

Cizelge 4.7°de yer alan tiim kumarinler den kiikiirt iceren kumarinler (Sekil 3.7’ye
bakiniz) ayristirilarak kiikiirt iceren kumarinler alt seti olusturulmustur. Bu alt sette
yer olan molekiiller Cizelge 4.9’da gosterilmektedir. Tiim kumarinler setinde oldugu
gibi kiikiirt iceren kumarinler alt seti de kendi icine A, B ve C alt setlerine ayrilarak
bu alt setlerden ikisi egitim seti biri test seti secilerek elde edilen model gilivenirligine

bakilmustir.

Cizelge 4.9°de kiikiirt igceren kumarinlerden elde edilen QSAR modelinin istatistiki
degerleri gosterilmektedir. Elde edilen QSAR modelinin istatistik verilerine (R?, Q?,
F, s?, Rext’ ve SE) bakildiginda modelin hem “uygunlugu” nun hem de “tahmin giicii”
niin milkemmele yakin oldugu gézlenmektedir. Ayrica modelde yer olan molekiiler
tanimlayicilarin mekanistik yorumlamaya uygun olmasi modelin degerini artiran bir

unsurdur.
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Cizelge 4.9: CA Il izoenzimi karboksilik asit (agik form) kiikiirt igeren kumarinler
QSAR modeli

CA 1II Inhibitorleri
(Toplam Set N=24) 17,19, 21, 22, 23, 24, 25, 26, 27, 28, 52, 53, 54, 55, 56, 57, 58,
59, 60, 61, 62, 63, 64, 65

CA 1l Set A (N=8) 17, 26, 27, 52, 57, 60, 61, 65
CA 1l Set B (N=8) 19, 21, 24, 53, 55, 58, 63, 64
CA 1l Set C (N=8) 22, 23, 25, 28, 54, 56, 59, 62

Literatiirde CA II aktivitesi (Ki) olan kiikiirt igeren molekiil seti ve alt setleri

Egitim Seti R? Q? F s? Test Seti Rext? SE
Set (A+B) 0.967 | 0.905 82.949 0.138 C 0.939 0.455
Set (B+C) 0.963 | 0.874 | 73.034 | 0.163 A 0.951 0.457
Set (A+C) 0.979 | 0.918 | 133.612 | 0.091 B 0.933 0.555

Egitim ve test setlerinin rotasyonunun istatistigi

Katsay1 t-testi
Molekiiler Tanimlayict A+B B+C A+C A+B | B+C A+C
Intercept 74.728 | 47.786 | 32.606 | 4.590 | 2.930 2.123
15.17
Number of N Bonds 0.760 | 0.679 0.770 3 10.382 | 14.018

IsoDensity Surface, Area, ESP+ | -0.011 | -0.004 | -0.010 |-4.219| -0.999 | -3.560

Average Bond Length for a C-C

-48.478 | -31.578 | -20.761 |-4.459 | -2.830 | -2.022
Bond

QSAR denkleminde yer alan molekiiler tanimlayicilarin katsay1 ve t-testi degerleri

Cizelge 4.10°da ise Cizelge 4.9°’da egitim seti (A+B), test seti C se¢ildigi durumda
ortaya ¢ikan tahmin degerleri verilmektedir. Mavi ile gosterilen molekiiller egitim
setini kirmizi ile gosterilenler test setini ifade etmektedir. Sekil 4.9°da Cizelge

4.10°da verilen deneysel Ki degerlerinin hesaplanan K; degerlerine karsi grafigi
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gosterilmektedir. Sekil 4.10°da Cizelge 4.9°da egitim seti (A+B), test seti C se¢ildigi

durumdan elde edilen modelin uygulanabilirlik sinirlar1 gosterilmektedir.

Cizelge 4.10: CA II izoenzimi karboksilik asit (agik form) kiikiirt iceren kumarinler

QSAR modeli tahmin ¢izelgesi

| Molekiil ‘ LogKi-Deneysel ‘ LogKi-Hesap ‘ Molekiil ‘ LogKi-Deneysel LogKi-Hesap
17 3,949 3,529 61 0,342 0,617
19 3,890 4,130 63 0,342 0,304
21 3,964 3,455 64 0,415 0,036
24 3,972 4,243 65 0,279 0,212
26 3,971 4,063 22 3,857 3,698
27 3,888 3,880 23 3,968 3,946
52 0,881 0,605 25 3,984 4,150
53 0,301 0,076 28 3,935 3,945
55 0,924 0,997 54 0,255 0,339
57 0,380 0,359 56 0,322 1,480
58 0,176 0,890 59 0,362 -0,122
60 0,079 0,355 62 0,531 0,693

Sekil 4.10 incelendiginde egitim setindeki tiim molekiillerin uygulanabilirlik sinirlar:

icinde oldugu gozlenirken test setindeki 56 nolu kumarinin response sapan degeri

oldugu gozlenmektedir. Istatistiki agidan bu model 4.2.2 bashginda verilen kiikiirt

iceren kumarinler (kapali form) model ile kiyaslandiginda benzer degerlere sahipken

0 modelin test setinde sekiz molekiilden dordiiniin sapan deger olmasi buna karsin bu

modelde sadece bir sapan degerin olmasi bu modeli daha 6nemli kilmaktadir.
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CAII Acik form (karboksilit asit) kiikiirt igeren kumarinler
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Standartiastiriimig Rezidii

Sekil 4.9: CA Il izoenzimi karboksilik asit (agik form) kiikiirt igeren molekiiller
QSAR modeli. Deneysel Ki’nin hesaplanan K degerine kars1 grafigi. (Bu grafik
Cizelge 4.9°de verilen egitim setinin A+B, test setinin C oldugu veriden elde
edilmistir).

William Grafigi - egitim seti siyah, test seti kirmizi
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Sekil 4.10: CA 1l Izoenzimi karboksilik asit (acik form) kiikiirt iceren kumarinler
QSAR modeli sapan deger tayini.
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4.2.6 CA 1l izoenzimi Karboksilik Asit (Acik) Formda Kiikiirt Icermeyen
Kumarinler QSAR Modeli

Cizelge 4.7°de yer alan tiim kumarinler den kiikiirt icermeyen kumarinler (Sekil
3.7°ye bakiniz) ayrigtirilarak kiikiirt icermeyen kumarinler alt seti olusturulmustur.
Bu alt sette yer olan molekiiller Cizelge 4.11°de gosterilmektedir. Tiim kumarinler
setinde oldugu gibi kiikiirt igermeyen kumarinler alt seti de kendi i¢ine A, B ve C alt
setlerine ayrilarak bu alt setlerden ikisi egitim seti biri test seti secilerek elde edilen

model giivenirligine bakilmistir.

Cizelge 4.11°de kiikiirt igermeyen kumarinlerden elde edilen QSAR modelinin
istatistiki degerleri gosterilmektedir. Elde edilen QSAR modelinin istatistik verilerine
(R2, Q2, F, s2, R(ext.)2 ve SE) bakildiginda modelin hem “uygunlugu” nun hem de

“tahmin glicii” niin olduk¢a iyi diizeyde oldugu gézlenmektedir.
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Cizelge 4.11: CA Il izoenzimi karboksilik asit (agik form) kiikiirt icermeyen
kumarinler QSAR modeli

CA II Inhibitorleri

(Toplam Set N=20)

1,2,3,66,67, 68,69, 70,71,72,73, 74,75, 76, 77, 78, 79, 80, 81, 82

CA 1l Set A (N=7)

2,69,71,72,74,78, 81

CA 1l Set B (N=7)

1, 66, 70, 73, 76, 79, 82

CA 1l Set C (N=6

3, 67,68, 75, 77, 802

Literatiirde CA II aktivitesi (Ki) olan kiikiirt icermeyen molekiil seti ve alt setleri

Egitim Seti R? Q? F s? Test Seti Rext? SE
Set (A+B) 0.857 0.678 20.125 0.296 C 0.646 0.799
Set (B+C) | 0.713 0.309 7.488 0.484 A 0.912 0.561
Set (A+C) | 0.817 0.601 13.467 0.399 B 0.809 0.656

Egitim ve test setlerinin rotasyonunun istatistigi
Katsay1 t-testi

Molekiiler Tanimlayici A+B B+C A+C A+B B+C A+C

Intercept 11.526 9.697 10.767 9.766 7.264 8.163

IsoDensity Surface,

Mean Absolute -546.46 -342.77 -431.77 -4.790 -2.674 -4.379

Deviation of ESP+

Zefirov Charges'

Dipole Moment 7.640 5.448 6.405 4.057 2.632 3.404

Magnitude

Minimum Mulliken 2.490 2.618 3.062 4.219 3.003 3.826

Charge

QSAR denkleminde yer alan molekiiler tanimlayicilarin katsay: ve t-testi degerleri

Cizelge 4.11 incelendiginde, bu model, 4.2.3 baslig altinda verilen kiikiirt igermeyen

kumarinler (kapali form) modeli ile saglamlik agisindan karsilastirildiginda daha az

dengeli oldugu alt setlerin rotasyonunun istatistiginden gozlenmektedir. (B+C) alt

setleri egitim seti segilip C test seti secildigi durumda R?=0.713, Q?=0.309 ve Rexi’=

0.912 olmas1 modelin saglamligin1 sarsmaktadir. Cizelge 4.12°de Cizelge 4.11°de
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egitim seti (A+B), test seti C secildigi durumda ortaya ¢ikan tahmin degerleri
verilmektedir. Mavi ile gosterilen molekiiller egitim setini kirmizi ile gosterilenler
test setini ifade etmektedir. Sekil 4.10’da Cizelge 4.11°de verilen deneysel Ki
degerlerinin hesaplanan Ki degerlerine kars1 grafigi gosterilmektedir. Sekil 4.11°de
Cizelge 4.11°de egitim seti (A+B), test seti C se¢ildigi durumdan elde edilen modelin
uygulanabilirlik sinirlar1 gosterilmektedir.

Cizelge 4.12: CA 11 izoenzimi acik form (karboksilik asit) kiikiirt icermeyen
kumarinler QSAR modeli tahmin gizelgesi

Molekiil ‘ LogKi-Deneysel ‘ LogKi-Hesap ‘ Molekiil ‘ LogKi-Deneysel ’ LogKi-Hesap
1 1,778 2,281 78 1,505 1,877
2 3,964 4,668 79 4,703 4,613
66 4,093 4,236 81 4,511 4,001
69 5,350 5,173 82 3,568 2,471
70 5,386 5,109 3 1,845 2,015
71 1,996 2,300 67 4,161 5,473
72 4,650 4,733 68 5,328 5,482
73 4,628 5,121 75 4,648 3,748
74 4,185 4,085 77 3,792 4,903
76 4,479 4,127 80 4,497 4,638

Sekil 4.12 incelendiginde egitim setindeki tiim molekiillerin uygulanabilirlik sinirlart
icinde oldugu gozlenirken test setindeki 67 ve 77 nolu kumarinlerin response sapan

degeri oldugu gozlenmektedir.
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CA Tl Acik form (karboksilik asit) kiikiirt icermeyen kumarinler
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Sekil 4.11: CA II izoenzimi karboksilik asit (acik form) kiikiirt icermeyen
molekiiller QSAR modeli. (Bu grafik Cizelge 4.10°de verilen egitim setinin A+B,
test setinin C oldugu veriden elde edilmistir).

William Grafigi - egitim seti siyah, test seti kirmizi
CAIll agik form (karboksilik asit) kiikiirt igermeyen kumarinler

T T I I
&1
2 +d N
= - LRE] _
T +10
H 13
© LX)
Ed LE] 12
E D_ PR —
H 3 o7
2 3 o *B
E +5
Ean .
= i X 011
£
[ L)
-
w
= _
3L ¢ 2 (TestGy) o5 (Test 77) .
| |
0 0.1 0.2 0.3 0.4 05 06 0.7

Leverage (Kaldirag)

Sekil 4.12: CA 11 Izoenzimi karboksilik asit (agik form) kiikiirt icermeyen molekiiler
QSAR modeli sapan deger tayini.
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4.3 Karbonik Anhidraz IX izoenzimi QSAR Modelleri

CA II’de oldugu gibi CA IX i¢inde hem kapali formda hem de karboksilik asit
formunda QSAR modelleri olusturuldu. CA II’de uygulandigi bi¢imde tiim
kumarinlerin yer aldig1 “global” QSAR modeli, kiikiirt iceren ve kiikiirt icermeyen

kumarinler i¢in lokal QSAR modelleri hesaplandi.

4.3.1 CA IX izoenzimi Tiim Kumarinler (Kapali Form) “Global” QSAR Modeli

CA IX kapali form QSAR modeli 59 kumarin molekiilii ile olusturulmustur.
Modelde yer alan molekiiller Cizelge 4.13’de gosterilmektedir. Model 59 molekiil
lizerinden Codessa 3 yazilimi ile En Iyi Coklu Dogrusal Regresyon Analizi
algoritmasi kullanilarak elde edilmistir. Sonra modelin gecerliliginin tastiki igin ti¢
alt kiimeye ayrilmistir. Ayirma islemi tiim molekiillerin K; degerleri siraya
dizildikten sonra 1, 4, 7,...58 inci siraya kadar olanlar A seti, 2, 5, 8,....59’¢ kadar
olanlar B seti ve 3, 6, 9,...56’ye kadar olanlar C seti olarak belirlenmistir. Bu ayirma
yaklagimi bu ¢alismada bundan sonra verilen tiim QSAR modelleri i¢in ayni sekilde
uygulanmistir. Bu ayristirma yOnteminin amaci egitim ve test setlerindeki

molekiillerin yapisal ve aktivite agisindan ¢esitliligini maksimize etmektir.

CA IX kapali form QSAR modelinde yer alan molekiillerin A, B ve C alt setlerindeki
molekiiller Cizelge 4.13’de goriilmektedir. QSAR modelinin saglamliginin tastiki
acisindan rotasyona tabi tutularak ti¢ alt setten ikisi egitim seti geriye kalan birisi test
seti olarak secilerek modelin performans1 gozlenmistir. Cizelgedan da goriilecegi
tizere egitim setleri ((A+B) , (A+C) veya (B+C)) ile olusturulan modellerin istatistiki
manada “uygunlugunun” oldukca yiiksek olan R?, Q? ve F le oldukea diisiik olan s?
degerinden goriilmektedir. Modelin uygunlugunun yiiksekligi yaninda tahmin
giiciiniin de oldukga iyi oldugu yiiksek Rext? ve diisiik SE degerinden goriilmektedir.
Ayrica modelin saglamlig: st diizeyde oldugu egitim ve test setleri rotasyona tabi

tutulduguna istatistigin ¢ok farklilagmadigindan goézlenmektedir.

Cizelge 4.13 incelendiginde “Iso Density Surface, Surface Integral of ESP-“ ve
“PSASA-3, Mulliken Charge” molekiiler tanimlayicilarin (Boliim 3.7’ye bakiniz)
QSAR modelinde pozitif katsayiya sahip iken diger ii¢ molekiiler tanimlayicinin
negatif katsayiya sahip olduklar1 goriilmektedir. Bunun anlami bir molekiilde pozitif
katsayil1 bir molekiiler tanimlayicinin mutlak degerindeki artis ile o molekiiliin

biyolojik aktivite degeri ters orantili demektir. QSAR modelindeki her bir molekiiler
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tanimlayicinin  t-testi  degerinin mutlak degerce 1’den biiyiikk olmasi bu

tanimlayicilarin istatistiki manada “anlamli” olduklarin1 gostermektedir.

Cizelge 4.13: CA IX Izoenzimi kapal1 form tiim kumarinler global QSAR modeli

CA IX Inhibitorleri 1,3,4,56,7,8,9,10, 11, 12, 13, 14, 15, 16, 17, 18, 19, 20, 21, 22,
23, 24, 25, 26, 29, 30, 31, 32, 33, 34, 35, 38, 39, 40,41, 42, 43, 44, 45,
(Toplam Set N=59) 46, 47, 48, 50, 66, 67, 68, 69, 70, 72, 73, 74, 75, 76, 77, 79, 80, 81, 82

CA I1X Set A (N=20) 1,8,9, 13,17, 20, 21, 24, 25, 32, 33, 41, 45, 66, 67, 68, 75, 76, 79, 82

CA IX Set B (N=20) 3,7,11, 14, 15, 16, 19, 30, 35, 38, 39, 40, 44, 46, 47, 48, 50, 69, 72, 80

CA IX Set C (N=19) 4,5,6,10, 12, 18, 22, 23, 26, 29, 31, 34, 42, 43, 70, 73, 74, 77, 81

Literatiirde CA IX aktivitesi (Ki) olan molekiil seti ve alt setleri

Egitim Seti R? Q? F s? Test Seti Rext? SE
Set (A+B) 0.658 0.546 13.132 0.493 C 0.590 0.657
Set (B+C) 0.650 0.542 12.300 0.452 A 0.657 0.704
Set (A+C) 0.670 0.536 13.405 0.384 B 0.711 0.793

Egitim ve test setlerinin rotasyonunun istatistigi
Katsay1 t-testi
Molekiiler Tanimlayici A+B B+C A+C A+B B+C A+C

Intercept 64.061 73.86 49.444 4.090 4.082 3.353

IsoDensity Surface, Surface | ) 200 | 5965 | 2850 | 7271 6.391 7.767

Integral of ESP-

Fractional Minimum Zefirov -0.137

Negative Charge Times -0.073 -0.099 -1.615 -3.919 -3.098

ASASA

Net Zefirov Charge of ALO | 7 15 | 788 | -6.002 | 5217 | 5280 | -5310

Atoms

Average Bond Lengthfora - 4, 35 | 49178 | -32208 | -3780 = -3797 | -3.022

C-C Bond

PSASA-3, Mulliken 0.037 0.0404 0.037 2.784 2.702 2.929

Cizelge 4.14° de Cizelge 4.13’de egitim seti (A+B), test seti C secildigi durumda

ortaya ¢ikan tahmin degerleri verilmektedir. Mavi ile gosterilen molekiiller egitim
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setini kirmiz1 ile gosterilenler test setini ifade etmektedir. Sekil 4.13°de Cizelge
4.13’de verilen deneysel Ki degerlerinin hesaplanan K degerlerine karsit grafigi
gosterilmektedir. Sekil 4.14’de Cizelge 4.13’de egitim seti (A+B), test seti C
secildigi durumdan elde edilen modelin Kaldirag yontemine (boliim 3.8 bakiniz) gore

uygulanabilirlik sinirlart gosterilmektedir.

Cizelge 4.14: CA IX Izoenzimi kapali form tiim kumarinler QSAR modeli tahmin

cizelgesi
Molekiil | LogKi-Deneysel | LogKi-Hesap [ Molekiil | LogKi-Deneysel | LogKi-Hesap

1 4,736 3,349 66 3,204 4,289
3 5,884 3,739 67 3,519 4,079
7 2,683 3,320 68 3,653 3,996
8 2,679 2,908 69 3,230 3,328
9 2,555 3,168 72 3,672 2,852
11 2,477 3,018 75 3,748 3,337
13 2,439 2,651 76 3,869 4,360
14 2,574 2,600 79 1,672 2,771
15 3,834 3,695 80 3,813 2,705
16 3,576 3,176 82 3,826 2,686
17 1,662 1,783 4 2,705 2,806
19 1,462 1,607 5 2,621 3,829
20 1,977 1,994 6 2,296 3,499
21 1,934 1,970 10 3,691 3,835
24 1,398 1,086 12 2,510 3,145
25 1,869 2,572 18 3,613 3,238
30 3,904 3,443 22 1,778 2,536
32 1,765 1,653 23 1,763 1,622
33 3,892 4,224 26 1,255 1,569
35 3,880 3,564 29 3,905 3,701
38 1,894 2,325 31 1,919 1,879
39 1,850 1,940 34 3,869 3,937
40 1,754 1,860 42 1,859 2,301
41 1,787 1,946 43 1,577 2,261
44 1,669 1,915 70 3,591 3,031
45 0,716 1,370 73 3,886 2,980
46 1,940 1,340 74 3,820 3,856
47 1,771 1,621 77 1,672 2,611
48 2,053 2,022 81 1,968 3,146
50 1,146 1,703

Bir QSAR modelinin uygulanabilirlik sinirlar1 konusunda genel kabul, Y ekseninde
verilen, molekiil setindeki biyolojik aktivite verilerine dayali olarak ortaya cikan
“standartlastirilmis rezidii” degerinin -2.5 ile +2.5 arasinda ve X ekseninde verilen,
molekiil setindeki molekiiler tanimlayicilarin degerlerine bagli ortaya cikan h*
kesmesinden kiigiik olan bolgedir. Bu kabule bagli kalarak Sekil 4.14 incelendiginde
egitim setindeki 3 nolu molekiiliin response sapan degeri oldugu goriilmektedir.
Zaten Cizelge 4.14 incelendiginde 3 nolu molekiiliin Log Ki=4.884 degeriyle diger

molekiillerde aktivitesinin oldukca farkli oldugu gozlenmektedir.

83




Bundan 6nceki CA II modellerinde oldugu gibi CA IX global modelinde de bir adet
molekiiliin elektro statik potansiyel es yiizey haritasina dayali bir molekiiler
tanimlayict modele girmistir . Buda CA II’de oldugu gibi CA IX’un inhibisyonunun
QSAR modellemesinde kumarinlerin elektrostatik potansiyel es yiizey haritalarinin

aktiviteyi modellemede ¢ok etkin olduklarini gostermektedir.

CA IX Kapal form (tiim kumarinler)

o::'

o & B Egitim seti

...r ® Test seti

LogKi-Hesaplanan
o o B2 BN N W W k& & U
o i o i o i o w o i o

0 1 2 3 4 5 6 7
LogKi-Deneysel

Sekil 4.13: CA IX Izoenzimi kapal1 form tiim kumarinler QSAR modeli deneysel
Ki’nin hesaplanan K; degerine kars1 grafigi. (Bu grafik Cizelge 4.13de verilen egitim
setinin A+B, test setinin C oldugu veriden elde edilmistir).
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William Grafigi - egitim seti siyah, test seti kirmizi
CAIX kapal form (tiim kumarinler)
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Sekil 4.14: CA IX izoenzimi kapal1 form tiim kumarinler QSAR modeli sapan deger
tayini.

4.3.2 CA IX lzoenzimi Kiikiirt iceren (Kapah Form) Kumarinlerin QSAR
Modeli

Cizelge 4.13°de yer alan tiim kumarinler den kiikiirt iceren kumarinler (Sekil 3.7’ye
bakiniz) ayristirilarak kiikiirt iceren kumarinler alt seti olusturulmustur. Bu alt sette
yer olan molekiiller Cizelge 4.15°de gosterilmektedir. Tim kumarinler setinde
oldugu gibi kiikiirt iceren kumarinler alt seti de kendi i¢ine A, B ve C alt setlerine
ayrilarak bu alt setlerden ikisi egitim seti biri test seti secilerek elde edilen model

giivenirligine bakilmistir.

Cizelge 4.15°de kiikiirt iceren kumarinlerden elde edilen QSAR modelinin istatistiki
degerleri gosterilmektedir. Elde edilen QSAR modelinin istatistik verilerine (R?, Q?,
F, s, Rex* ve SE) bakildiginda modelin hem “uygunlugu”nun hem de “tahmin
giici”niin miikemmele yakin oldugu gozlenmektedir. Ayrica modelde yer olan
molekiiler tanimlayicilarin mekanistik yorumlamaya uygun olmasi modelin degerini

artiran bir unsurdur.
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Cizelge 4.16’da Cizelge 4.15°de egitim seti (A+B), test seti C se¢ildigi durumda
ortaya ¢ikan tahmin degerleri verilmektedir. Mavi ile gosterilen molekiiller egitim
setini kirmiz1 ile gosterilenler test setini ifade etmektedir. Sekil 4.15°de Cizelge
4.15°de verilen deneysel Ki degerlerinin hesaplanan Ki degerlerine karsi grafigi
gosterilmektedir. Sekil 4.16’da Cizelge 4.15°de egitim seti (A+B), test seti C

se¢ildigi durumdan elde edilen modelin uygulanabilirlik sinirlar1 gosterilmektedir.

Cizelge 4.15: CA 1X Izoenzimi kapali form kiikiirt iceren kumarinler QSAR modeli

CA IX Inhibitorleri
11, 12, 13, 14, 15, 16, 17, 18, 19, 20, 21, 22, 23, 24, 25, 26, 77
(Toplam Set N=17)

CA IX Set A (N=6) 12, 16, 17, 20, 22, 26

CA IX Set B (N=6) 13, 14, 15, 24, 25, 77

CA X Set C (N=5) 11, 18, 19, 21, 23,

Literatiirde CA IX aktivitesi (Ki) olan kiikiirt igeren kumarinser seti ve alt setleri

Egitim Seti R? Q? F s? Test Seti Rext? SE
Set (A+B) 0.943 0.872 44.586 0.051 C 0.993 0.075
Set (B+C) 0.954 0.875 49.091 0.041 A 0.942 0.220
Set (A+C) 0.984 0.956 152.08 0.012 B 0.912 0.248

Egitim ve test setlerinin rotasyonunun istatistigi
Katsay1 t-testi
Molekiiler Tanimlayici A+B B+C A+C A+B B+C A+C

Intercept -4.738 -2.858 0.227 -2.525 -1.114 -5.010

IsoDensity Surface, Surface

Integral of ESP*ESP -20.41 -21.56 -20.27 -7.822 -9.103 -14.63

HOMO-1 Energy -37.40 -29.54 -39.91 -5.403 -2.960 -10.29

Sum Valence of All O Atoms | 0.154 0.227 0.133 2.738 2.861 4.423

QSAR denkleminde yer alan molekiiler tanimlayicilarin katsay1 ve t-testi degerleri
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Cizelge 4.16: CA IX izoenzimi kapali form kiikiirt iceren kumarinler QSAR modeli
tahmin cizelgesi

Molekiil LogKi- LogKi-Hesap Molekiil LogKi-Deneysel LogKi-Hesap
Deneysel

12 2,510 2,695 25 1,869 1,593
13 2,439 2,460 26 1,255 1,350
14 2,574 2,550 77 1,672 2,059
15 3,834 3,629 11 2,477 2,374
16 3,576 3,526 18 3,513 3,467
17 1,662 1,699 19 1,462 1,355
20 1,977 1,922 21 1,934 1,892
22 1,778 1,929 23 1,763 1,816
24 1,398 1,133

Burada verilen CA IX kiikiirt i¢eren (kapali form) kumarinlerin QSAR modeli bu
calismada simdiye kadar verilen tiim modeller igerisinde istatistiki ve fiziksel
yorumlanabilirlik acisindan ortaya konulan en mikemmel model. Sekil 4.15
incelendiginde deneysel aktiviteye karsi gizilen hesaplanmis aktivite degerlerinin
miikemmele yakin uyum igerisinde oldugu goézlenmektedir. Ayrica Sekil 4.16’dan
goriilecegi iizere modelde yer alan tiim egitim ve test seti molekiilleri modelin

uygulanabilirlik sinirlar1 iginde olup hi¢ sapan deger bulunmamaktadir.
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CA IX Kapal form (kiikiirt iceren kumarinler)
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Sekil 4.15: CA IX izoenzimi acik form kiikiirt iceren kumarinler QSAR modeli
deneysel Ki’nin hesaplanan K degerine kars1 grafigi. (Bu grafik Cizelge 4.15°de
verilen egitim setinin A+B, test setinin C oldugu veriden elde edilmistir).

William Grafigi - egitim seti siyah, test seti kirmzi
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Sekil 4.16: CA IX Izoenzimi kapali form kiikiirt iceren kumarinler QSAR modeli
sapan deger tayini.
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4.3.3 CA IX Izoenzimi Kiikiirt icermeyen (Kapah Form) Kumarinlerin QSAR
Modeli

Cizelge 4.13’de yer alan tiim kumarinler den kiikiirt igermeyen kumarinler (Sekil
3.7°ye bakiniz) aynistirilarak kiikiirt icermeyen kumarinler alt seti olusturulmustur.
Bu alt sette yer olan molekiiller Cizelge 4.17°de gosterilmektedir. Tiim kumarinler
setinde oldugu gibi kiikiirt icermeyen kumarinler alt seti de kendi i¢ine A, B ve C alt
setlerine ayrilarak bu alt setlerden ikisi egitim seti biri test seti secilerek elde edilen

model glivenirligine bakilmistir.

Cizelge 4.17°de kiikiirt igermeyen kumarinlerden elde edilen QSAR modelinin
istatistiki degerleri gosterilmektedir. Elde edilen QSAR modelinin istatistik verilerine
(R%, Q% F, s?, Rex? ve SE) bakildiginda modelin “uygunlugu”nun ve “tahmin
giicii’nlin iyi diizeyde oldugu gozlenirken ‘saglamliginin’ iyi diizeyde olmadigi
rotasyon istatistigindeki farkliliktan ortaya ¢ikmaktadir. Ancak modelde yer olan
molekiiler tanimlayicilarin tamaminin mekanistik yorumlamaya uygun olmasi

modelin dnemini artiran bir unsurdur.
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Cizelge 4.17: CA IX izoenzimi kapali form kiikiirt icermeyen kumarinler

QSAR modeli
CA IX Inhibitorleri 1,3,4,5,6,7,8,9,10, 29, 30, 31, 32, 33, 34, 35, 38, 39, 40, 41, 42, 43, 44, 45,
(Toplam Set N=42) 46, 47, 48, 50, 66, 67, 68, 69, 70, 72,73, 74, 75, 76, 79, 80, 81, 82
CA IX Set A (N=14) 4,5,29,31, 32, 34, 39, 44, 45, 48, 67, 72, 73, 80
CA IX Set B (N=14) 1,6, 8, 10, 33, 42, 46, 47, 50, 66, 70, 74, 76, 79
CA IX Set C (N=14) 3,7,9,30, 35, 38, 40, 41, 43, 68, 69, 75, 81, 82

Literatiirde CA IX aktivitesi (Ki) olan nonsiilfo molekiil seti ve alt setleri

Egitim Seti R? Q? F s? Test Seti Rext? SE

Set (A+B) 0.750 0.641 17.320 0.330 C 0.511 0.441
Set (B+C) 0.576 0.335 7.840 0.644 A 0.889 0.654
Set (A+C) 0.729 0.626 15.536 0.406 B 0.651 1.117

Egitim ve test setlerinin rotasyonunun istatistigi

Katsay1 t-testi
Molekiiler Tanimlayici A+B B+C A+C A+B B+C A+C
Intercept 4371 5.417 9.755 2.640 2.151 2.373
IsoDensity Surface, Surface
-34.02 -31. -44.1 -6.962 -4, -7.

Integral of (ESP-)*(ESP-) 340 315 8 6.96 658 080

IsoDensity Surface, 1174 | 1061 | 1617 6.972 3.933 7.001
Minimum ESP

LUMO+1 Energy -40.50 -31.35 -42.92 -4.238 -2.269 -4.115

HOMO Energy 32.047 32.230 62.38 4.496 3.169 3.188

QSAR denkleminde yer alan molekiiler tanimlayicilarin katsay1 ve t-testi degerleri

Cizelge 4.18°de ise Cizelge 4.17°de egitim seti (A+B), test seti C sec¢ildigi durumda
ortaya ¢ikan tahmin degerleri verilmektedir. Mavi ile gosterilen molekiiller egitim
setini kirmiz1 ile gosterilenler test setini ifade etmektedir. Sekil 4.17°de Cizelge

4.18’de verilen deneysel Ki degerlerinin hesaplanan K degerlerine karsi grafigi

90




gosterilmektedir. Sekil 4.18’da Cizelge 4.17°de egitim seti (A+B), test seti C

secildigi durumdan elde edilen modelin uygulanabilirlik sinirlar1 gosterilmektedir.

Uygulanabilirlik sinir1 incelendiginde CA IX global modelinde oldugu gibi ekstrim

aktivite (LogKi=5.884) sahip olan test seti molekiiliiniin ve egitim setindeki ekstrim

aktivite degerine sahip olan (LogKi=4.736) 1 nolu molekiiliin sapan deger oldugu

goriinmektedir.

Cizelge 4.18: CA IX Izoenzimi kapali form kiikiirt icermeyen kumarinler

QSAR modeli tahmin ¢izelgesi

Molekiil LogKi- LogKi-Hesap Molekiil LogKi-Deneysel LogKi-Hesap
Deneysel
1 4,736 4,703 70 3,591 2,906
4 2,705 2,753 72 3,672 3,529
5 2,621 2,905 73 3,886 3,605
6 2,296 3,028 74 3,820 3,628
8 2,679 3,100 76 3,869 3,727
10 3,691 2,855 79 1,672 3,042
29 3,905 4,083 80 3,813 3,260
31 1,919 1,846 3 5,884 3,151
32 1,765 1,733 7 2,683 3,190
33 3,892 3,503 9 2,555 3,148
34 3,869 3,486 30 3,904 4,127
39 1,850 1,757 35 3,880 3,762
42 1,859 2,321 38 1,894 1,900
44 1,669 1,794 40 1,754 1,738
45 0,716 1,674 41 1,787 1,886
46 1,940 1,103 43 1,577 1,923
47 1,771 1,060 68 3,653 3,254
48 2,053 2,637 69 3,230 3,184
50 1,146 1,577 75 3,748 3,439
66 3,204 3,252 81 1,968 2,695
67 3,519 3,259 82 3,826 2,918
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CA IX Kapali form (kiikiirt igermeyen kumarinler)
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Standartlagstinimis Rezidii

Sekil 4.17: CA IX izoenzimi kapali form kiikiirt icermeyen kumarinler QSAR
modeli.

William Grafigi - egitim seti siyah, test seti kirmizi
CAIX kapah form (kiikiirt igermeyen kumarinler)
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Sekil 4.18: CA 1X izoenzimi kapali form kiikiirt igermeyen kumarinler QSAR
modeli sapan deger tayini.
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4.3.4 CA IX Izoenzimi Tiim Kumarinlerin (Karboksilik Asit) “Global” QSAR
Modeli

CA IX Kkarboksilik asit formu QSAR modeli 56 kumarin molekili ile
olusturulmustur. Modelde yer alan molekiiller Cizelge 4.19°da gdosterilmektedir.
Model 56 molekiil iizerinden Codessa 3 yazilimi ile En Iyi Coklu Dogrusal
Regresyon analizi algoritmasi kullanilarak elde edilmistir. Sonra modelin
gegerliliginin tasdiki i¢in ti¢ alt kiimeye ayrilmistir. Ayirma islemi tiim molekiillerin
Ki degerleri siraya dizildikten sonra 1, 4, 7,...55 inci siraya kadar olanlar A seti, 2, 5,
8,....56’eya kadar olanlar B seti ve 3, 6, 9,...54’ye kadar olanlar C seti olarak
belirlenmistir. Bu ayirma yaklasimi bu ¢alismada bundan sonra verilen tim QSAR
modelleri i¢in ayni sekilde uygulanmistir. Bu ayristirma yonteminin amaci egitim ve
test setlerindeki molekiillerin yapisal ve aktivite acisindan ¢esitliligini maksimize

etmektir.

CA IX acik karboksilik asit formu QSAR modelinde yer alan molekiillerin A, B ve C
alt setlerindeki molekiiller Cizelge 4.19°da goriilmektedir. QSAR modelinin
saglamligiin tasdiki agisindan rotasyona tabi tutularak ii¢ alt setten ikisi egitim seti
geriye kalan birisi test seti olarak segilerek modelin performansi gozlenmistir.
Cizelgedan da goriilecegi lizere egitim setleri ((A+B) , (A+C) veya (B+C)) ile
olusturulan modellerin istatistiki manada “uygunlugunun” kabul edilebilir diizeyde
oldugu R? Q? F ve s? degerinden goriilmektedir. Modelin uygunlugunun kabul
edilebilirligi yaninda tahmin giiciiniin de kabul edilebilir diizeyde oldugu Rexi> ve SE
degerinden goriilmektedir. Ayrica modelin saglamliginin da ancak kabul edilebilir
diizeyde oldugu egitim ve test setleri rotasyona tabi tutulduguna istatistigin ¢ok

farklilagmadigindan gézlenmektedir.
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Cizelge 4.19: CA IX Izoenzimi karboksilik asit tiim kumarinler
QSAR Modeli

CA IX Inhibitérleri

(Toplam Set N=56)

1,3,4,5,6,7,8,9,10, 11, 12, 13, 15, 16, 17, 18, 19, 21, 22, 23, 24, 25,
26, 27, 28, 29, 30, 31, 32, 33, 34, 35, 38, 39, 40, 41, 42, 43, 44, 45, 66,

67, 68, 69, 70, 72, 73, 74, 75, 76, 77, 78, 79, 80, 81, 82

CA IX Set A (N=19)

3,6,8,12, 15, 16, 17, 19, 22, 30, 31, 35, 40, 42, 45, 69, 72, 79, 80

CA IX Set B (N=19)

4,7,9,10, 13, 18, 21, 23, 25, 26, 27, 29, 34, 41, 43, 44, 70, 73, 74

CA IX Set C (N=18)

1,5,11, 24, 28, 32, 33, 38, 39, 66, 67, 68, 75, 76, 77, 78, 81, 82

Literatiirde CA IX aktivitesi (Ki) olan siilfo molekiil seti ve alt setleri

Egitim Seti R? Q? F s? Test Seti Rext? SE
Set (A+B) C
0.633 0.243 11.071 0.626 0.524 0.726
Set (B+C) 0.572 0.431 8.312 0.622 A 0.663 0.723
Set (A+C) 0.664 0.575 12.295 0.509 B 0.494 0.843
Egitim ve test setlerinin rotasyonunun istatistigi
Katsay1 t-testi
Molekiiler Tanimlayici A+B B+C A+C A+B B+C A+C
Intercept 65.97 83.93 87.36 3.801 2.643 5.726
Uniform-Mass,
Momentof Inertia of -0.003 | -0.004 -0.003 -4.641 -3.605 -4.018
Mass, Average
DipoleMoment -0.248 | -0.262 -0.230 -3.699 -3.568 -3.581
Fractional Minimum
Zefirov Negaive Charge -0.168 | -0.202 -0.204 -3.019 -3.808 -4.478
Times ASASA
Maximum Bond Length
-32.05 | -28.95 -41.76 -2.184 -2.217 -3.873
for a H-O Bond
Average Valence fora C
Atom -6.931 | -11.97 -9.830 -1.948 -1.697 -3.439

QSAR denkleminde yer alan molekiiler tanimlayicilarin katsay1 ve t-testi degerleri
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Cizelge 4.20°de ise Cizelge 4.19°de egitim seti (A+B), test seti C se¢ildigi durumda

ortaya ¢ikan tahmin degerleri verilmektedir. Mavi ile gosterilen molekiiller egitim

setini kirmiz1 ile gosterilenler test setini ifade etmektedir. Sekil 4.19°de Cizelge

4.20’de verilen denecysel K; degerlerinin hesaplanan K; degerlerine karsi grafigi

gosterilmektedir. Sekil 4.20’da Cizelge 4.19’da egitim seti (A+B), test seti C

se¢ildigi durumdan elde edilen modelin uygulanabilirlik sinirlar1 gosterilmektedir.

Uygulanabilirlik sinir1 incelendiginde CA IX tiim kumarinler “global” QSAR modeli

icin egitim setinde yer alan ekstrim aktivite (LogKi=5.885) degerine sahip olan 4

nolu molekiiliin ve yine ekstrim aktivite degerine sahip olan (LogKi=5.885) 3 nolu

molekiiliin sapan deger oldugu goriinmektedir.

Cizelge 4.20: CA IX Izoenzimi karboksilik asit tiim kumarinler QSAR modeli

tahmin ¢izelgesi

Molekiil LogKi- LogKi-Hesap Molekiil LogKi-Deneysel LogKi-Hesap
Deneysel
3 5,885 5,418 43 1,577 1,926
4 5,885 3,710 44 1,669 1,785
6 2,297 3,453 45 0,716 1,910
7 2,683 3,620 69 3,230 3,272
8 2,679 3,845 70 3,591 3,479
9 2,555 4,096 72 3,672 3,052
10 3,692 3,489 73 3,886 2,891
12 2,511 2,334 74 3,820 3,353
13 2,439 2,778 79 1,672 2,680
15 3,834 2,953 80 3,813 3,462
16 3,576 2,939 1 4,736 3,698
17 1,663 2,442 5 2,621 2,753
18 3,513 3,860 11 2,477 3,035
19 1,462 1,435 24 1,398 1,039
21 1,934 2,520 28 1,690 1,600
22 1,778 1,452 32 1,765 2,608
23 1,763 1,638 33 3,892 3,866
25 1,869 1,577 38 1,894 2,175
26 1,255 1,707 39 1,850 2,035
27 1,681 1,395 66 3,204 3,785
29 3,905 3,483 67 3,519 3,506
30 3,904 3,287 68 3,653 3,179
31 1,919 2,653 75 3,748 3,323
34 3,869 3,616 76 3,869 3,135
35 3,880 3,502 77 1,672 2,517
40 1,754 1,901 78 1,653 3,398
41 1,787 1,284 81 1,968 3,382
42 1,859 1,282 82 3,826 3,535
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CA IX Acik form (karboksilik asit) tiim kumarinler

LogKi-Hesaplanan
(98]
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0 T T T 1
0 1 2 3 4 5 6

LogKi-Deneysel

W EZitim seti

@ Test seti

Sekil 4.19: CA IX izoenzimi karboksilik asit tiim kumarinler QSAR modeli deneysel
Ki’nin hesaplanan K degerine kars1 grafigi. (Bu grafik Cizelge 4.19°de verilen egitim

setinin A+B, test setinin C oldugu veriden elde edilmistir).

William Grafigi - egitim seti siyah, test seti kirmizi
CAIX agik form (karboksilik asit) tiim kumarinler
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Sekil 4.20: CA 1X izoenzimi karboksilik asit tiim kumarinler QSAR modeli sapan

deger tayini.
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4.3.5 CA IX Izoenzimi Kiikiirt Iceren (Karboksilik Asit) Kumarinlerin QSAR
Modeli

Cizelge 4.19°da yer alan tiim kumarinlerden kiikiirt iceren kumarinler (Sekil 3.7’ye
bakiniz) ayristirilarak kiikiirt iceren kumarinler alt seti olusturulmustur. Bu alt sette
yer olan molekiiller Cizelge 4.21°de gosterilmektedir. Tiim kumarinler setinde
oldugu gibi kiikiirt iceren kumarinler alt seti de kendi i¢ine A, B ve C alt setlerine
ayrilarak bu alt setlerden ikisi egitim seti biri test seti secilerek elde edilen model

giivenirligine bakilmistir.

Cizelge 4.21°de kiikiirt iceren kumarinlerden elde edilen QSAR modelinin istatistiki
degerleri gosterilmektedir. Elde edilen QSAR modelinin istatistik verilerine (R?, Q?,
F, s?, Rex? ve SE) bakildiginda modelin hem “uygunlugu”nun hem de “tahmin
giici’nlin 1yi bir diizeyde oldugu gozlenmektedir. Ayrica modelde yer olan
molekiiler tanimlayicilarin mekanistik yorumlamaya uygun olmasi modelin degerini

artiran bir unsurdur.

Cizelge 4.22°de ise Cizelge 4.21°de egitim seti (A+B), test seti C se¢ildigi durumda
ortaya ¢ikan tahmin degerleri verilmektedir. Mavi ile gosterilen molekiiller egitim
setini kirmiz1 ile gosterilenler test setini ifade etmektedir. Sekil 4.21°de Cizelge
4.22°de verilen deneysel K degerlerinin hesaplanan K; degerlerine karsi grafigi
gosterilmektedir. Sekil 4.22°de Cizelge 4.21°de egitim seti (A+B), test seti C

secildigi durumdan elde edilen modelin uygulanabilirlik sinirlar1 gosterilmektedir.
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Cizelge 4.21: CA 1X Izoenzimi karboksilik asit kiikiirt igeren kumarinler
QSAR Modeli

CA IX Inhibitorleri

(Toplam Set N=17)

11,12, 13, 15, 16, 17, 18, 19, 21, 22, 23, 24, 25, 26, 27, 28, 77

CA IX Set A (N=6)

11, 16, 17, 25, 26, 28

CA IX Set B (N=6)

12,15, 21, 23, 24, 77

CA X Set C (N=5)

13, 18, 19, 22, 27

Literatiirde CA IX aktivitesi (Kj) olan siilfo molekiil seti ve alt setleri

Egitim Seti R? Q? F s? Test Seti Rext® SE
Set (A+B) C
0.952 0.878 53.451 0.044 0.876 0.298
Set (B+C) 0.959 0.853 55.078 0.039 A 0.942 0.435
SetA*C) | go16 | 0.699 25474 0.074 B 0964 | 0271
Egitim ve test setlerinin rotasyonunun istatistigi
Katsay1 t-testi
Molekiiler
Tanimlayici A+B B+C A+C A+B B+C A+C
Intercept -13.54 -13.67 -16.46 -7.014 -5.591 -2.966
Iso Density Surface,
Surface Integralof 1.026 1.298 1.127 9.158 11.88 5.422
ESP-
HOMO Energy -31.89 -24.62 -31.97 -8.466 -3.808 -5.241
Minimum Zefirov
-63.45 -80.03 -81.74 -6.871 -8.341 -2.826
Charge

QSAR denkleminde yer alan molekiiler tanimlayicilarin katsayi ve t-testi degerleri
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Cizelge 4.22: CA IX izoenzimi karboksilik asit kiikiirt iceren kumarinler
QSAR modeli tahmin ¢izelgesi

Molekiil LogKi- LogKi-Hesap Molekiil LogKi-Deneysel LogKi-Hesap
Deneysel

11 2,477 2,665 26 1,255 1,320
12 2,511 2,301 28 1,690 1,616
15 3,834 3,470 77 1,672 1,679
16 3,576 3,776 13 2,439 1,889
17 1,663 1,823 18 3,513 3,241
21 1,934 2,055 19 1,462 1,643
23 1,763 1,785 22 1,778 1,768
24 1,398 1,191 27 1,681 1,873
25 1,869 1,962

CA IX Acik form (karboksilik asit) kiikiirt iceren kumarinler
4,0 ~

2,5 -

2,0 - "
* B Egitim seti

1,5 - & Test seti

LogKi-Hesaplanan

0,0 T T T T 1
0,0 1,0 2,0 3,0 4,0 5,0

LogKi-Deneysel

Sekil 4.21: CA X izoenzimi karboksilik asit kiikiirt igeren kumarinler QSAR modeli
deneysel Ki’nin hesaplanan K; degerine kars1 grafigi. (Bu grafik Cizelge 4.21°de
verilen egitim setinin A+B, test setinin C oldugu veriden elde edilmistir).

CA IX karboksilik asit (agik) formu i¢in verilen QSAR modelinin istatistiki agidan
anlamli oldugu (R?=0.952, Q?=0.878, F=53.451 ve Rex>=0.876) ve fiziki olarak
yorumlanabilir oldugu goriilmektedir. Ayrica Sekil 4.22°de de herhangi bir sapan
degerin olmadig1 ve Cizelge 4.22°de aktivite degerlerinin iyi olmasi modelin

uygulanabilir olabilecegini gostermektedir.
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William Grafidi - egitim seti siyah, test seti kirmizi
CAIC agik form (karboksilik asit) kiikiirt igeren molekiiller
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Sekil 4.22: CA IX izoenzimi karboksilik asit kiikiirt iceren kumarinler QSAR modeli
sapan deger tayini.

4.3.6 CA 1X izoenzimi Kiikiirt icermeyen (Karboksilik Asit) Kumarinlerin

QSAR Modeli

Cizelge 4.19°da yer alan tiim kumarinler den kiikiirt icermeyen kumarinler (Sekil
3.7’ye bakiniz) ayristirilarak kiikiirt icermeyen kumarinler alt seti olusturulmustur.
Bu alt sette yer olan molekiiller Cizelge 4.23’de gosterilmektedir. Tiim kumarinler
setinde oldugu gibi kiikiirt igermeyen kumarinler alt seti de kendi i¢ine A, B ve C alt
setlerine ayrilarak bu alt setlerden ikisi egitim seti biri test seti segilerek elde edilen

model giivenirligine bakilmistir.

Cizelge 4.23°de kiikiirt icermeyen kumarinlerden elde edilen QSAR modelinin
istatistiki degerleri gosterilmektedir. Elde edilen QSAR modelinin istatistik verilerine
(R?, Q% F, s?, Rex? ve SE) bakildiginda modelin “uygunlugu”nun ve “tahmin
giicii’nlin orta diizeyde oldugu gozlenirken “saglamliginin” iyi diizeyde olmadigi

rotasyon istatistigindeki farkliliktan ortaya ¢ikmaktadir. Ancak modelde yer olan
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molekiiler tanimlayicilarin tamaminin mekanistik yorumlamaya uygun olmasi

modelin dnemini artiran bir unsurdur.

Cizelge 4.23:CA IX izoenzimi Karboksilik Asit Kiikiirt igermeyen Kumarinler

QSAR Modeli

CA IX Inhibit6rleri

(Toplam Set N=39)

1,3,4,5,7,8,9, 10, 29, 30, 31, 32, 33, 34, 35, 38, 39, 40, 41, 42, 43,
44, 45, 66, 67, 68, 69, 70, 72, 73, 74, 75, 76, 78, 79, 80, 81, 82

CA IX Set A (N=13)

1,5,10, 32, 33, 42, 44, 45, 66, 70, 74, 76, 81

CA IX Set B (N=13)

3,6, 8,30, 35, 38, 41, 43, 68, 69, 75, 79, 82

CA IX Set C (N=13)

4,7,9, 29,31, 34, 39,40, 67,72,73, 78, 80

Literatiirde CA IX aktivitesi (Ki) olan nonsiilfo molekiil seti ve alt setleri

Epitim Seti |  R? Q? F 2 Test Seti Rud? SE
Set (A+B) C

0746 | 0658 15.445 0.432 0.442 0.887
Set(®+C) | o500 | 0186 7.555 0.714 g 0.805 0.597
Set(A*C) | 611 | 0411 8.262 0.653 B 0.719 0.704

Egitim ve test setlerinin rotasyonunun istatistigi

Katsay1 t-testi
Molekiiler Tanimlayici A+B B+C A+C A+B B+C A+C
Intercept 123.0 109.2 137.8 7.530 4,983 3.276
Maximum Bond
Length fora b0 Bond | 7710 6167  -76.40 5.903 3201 4,883
Average Valence fora | 4, g 1261 -16.19 -4.154 -3.092 -1.789
C Atom
NSASA-3, Mulliken -0.053 0043  -0.049 2677 2,601 12993
Zefirov Charge 438.9 422.4 436.1 3.067 3.544 3.504
Polarity/ R

QSAR denkleminde yer alan molekiiler tanimlayicilarin katsay1 ve t-testi degerleri

Cizelge 4.24°de ise Cizelge 4.23°de egitim seti (A+B), test seti C secildigi durumda

ortaya ¢ikan tahmin degerleri verilmektedir. Mavi ile gosterilen molekiiller egitim

setini kirmiz1 ile gosterilenler test setini ifade etmektedir. Sekil 4.23’de Cizelge

4.24°de verilen deneysel K; degerlerinin hesaplanan K; degerlerine karsi grafigi
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gosterilmektedir. Sekil 4.24’da Cizelge 4.23’de egitim seti (A+B), test seti C

secildigi durumdan elde edilen modelin uygulanabilirlik sinirlar1 gosterilmektedir.

Uygulanabilirlik smir1 incelendiginde CA IX karboksilik asit global modelinde

oldugu gibi ekstrim aktiviteye sahip olan 2 adet test seti molekiiliiniin ve egitim

setindeki ekstrim aktivite degerine sahip olan 1 adet molekiiliin sapan deger oldugu

goriinmektedir.

Cizelge 4.24: CA IX izoenzimi karboksilik asit kiikiirt igermeyen kumarinler

QSAR modeli tahmin ¢izelgesi

Molekiil LogKi- LogKi-Hesap Molekiil LogKi-Deneysel LogKi-Hesap
Deneysel

1 4,736 3,994 74 3,820 3,099
3 5,885 5,783 75 3,748 2,753
5 2,621 2,178 76 3,869 3,769
6 2,297 3,937 79 1,672 2,379
8 2,679 3,172 81 1,968 3,200
10 3,692 3,426 82 3,826 3,779
30 3,904 3,819 4 5,885 4,518
32 1,765 1,515 7 2,683 3,585
33 3,892 3,480 9 2,555 3,015
35 3,880 3,893 29 3,905 4,063
38 1,894 1,564 31 1,919 2,326
41 1,787 1,856 34 3,869 3,926
42 1,859 2,351 39 1,850 1,595
43 1,577 1,884 40 1,754 1,404
44 1,669 1,873 67 3,519 2,709
45 0,716 1,077 72 3,672 3,410
66 3,204 2,722 73 3,886 3,693
68 3,653 2,877 78 1,653 3,960
69 3,230 3,533 80 3,813 2,879
70 3,591 3,523
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CA IX Acik form (karboksilik asit) kiikiirt icermeyen kumarinler
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Sekil 4.23: CA IX izoenzimi karboksilik asit kiikiirt iceren kumarinler QSAR modeli
deneysel Ki’nin hesaplanan Ki degerine kars1 grafigi. (Bu grafik Cizelge 4.23’de
verilen egitim setinin A+B, test setinin C oldugu veriden elde edilmistir).

William Grafigi -egitim seti siyah, test seti kirmizi
CAIX agik form (karhoksilik asit) kiikiirt igermeyen kumarinler
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Sekil 4.24: CA 1X izoenzimi karboksilik asit kiikiirt icermeyen kumarinler
QSAR modeli sapan deger tayini.
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4.4. QSAR Modelleri Tle Segiciligi Yiiksek Sanal Kumarin Tiirevleri

Yukarida sunulan QSAR modelleri olusturulduktan sonra temel kumarin yapisi
lizerine kimyasal cesitleme (fonksiyonel gruplarin eklenmesi/¢ikarilmasi) yoluyla
250’den fazla sanal kumarin tiirevi olusturuldu. Bu sanal molekiillerin tamamina
QSAR modelleri olusturmada kullandigimiz teori seviyesi (DFT, B3LYP
fonksiyoneli ve 6-311 G (d.p) temel seti) ile hesaplamalar yaparak molekiiler
tanimlayicilar1 hesaplandi. Sanal molekiillerin hesaplanan molekiiler tanimlayicilari
QSAR modellerinin Codessa III dosyalarina yiiklenerek CA II ve CA IX i¢in
aktiviteleri hesaplandi. Aktivite verileri segicilik gosterenler (Ki-CA 11/ Ki-CA IX
degeri 100’den biiylik olanlar) ayrilarak aktiviteyi hesaplayan QSAR modelinin
uygulanabilirlik smirlart iginde olup olmadigi kontrol edildi. Uygulanabilirlik

siirlar1 disinda kalan ¢ok sayida sanal molekiil ekarte edildi.

Asagidaki Cizelge 4.25°de ekarte edilen molekiillerden arta kalan seciciligi en
yiikksek molekiiller verilmektedir. Cizelge 4.25’de verilen CA 1II aktif olan
molekiillerin CA IX’a kars1 aktiviteleri en az yliz kat daha azdir. Durum CA IX aktif
molekiiller i¢inde benzer sekilde CA II’ye kars1 aktiviteleri en az yiiz kat daha azdir.
Benzer durum inaktif molekiiller i¢in de gegerli. CA II ya da CA IX igin inaktif olan
bir molekiiliin aktivitesi digeri i¢in en az yliz kat daha fazla olanlar se¢ici inhibitor

olarak bu Cizelgeya alindi.
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Cizelge 4.25: QSAR modelleri ile tasarlanan sanal kumarin tiirevleri

CA 1I Aktif / CA IX Inaktif

CA IX Aktif/ CA II Inaktif
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5. SONUC VE ONERILER

Bu calisma kapsamindaki sonuglarda kumarinler ile hem CA II’'nin hem de CA
IX’un inhibisyonunu modelleyen 12 adet istatistiki agidan yeterli uygulanabilirlik
siirlart belirlenmis model elde edilmistir. Bu modeller ile hedeflenen sayida
seciciligi yiiksek sanal kumarin tiirevinin tasarimi yapilmistir. Ayrica tasarlanan bu
molekiillerin tasarlamada kullanilan modelin uygulanabilirlik sinirlar1 igerisinde
oldugu teyit edilmistir. Daha fazla sayida sanal molekiil iretilip, bunlarin aktiviteleri
elde edilen modellerle belirlenip, segiciligi yiiksek olanlarin uygulanabilirlik sinirlar

icinde olup olmadig aragtirilarak tasarlanmis molekiil sayis1 artirilabilir.

Bu alanda gelecekte calisilmasi gereken bir baska baslik da kumarin tiirevlerinin
aktif site igerisinde lakton halkalarinin a¢ilma mekanizmasinin modellenmesi
olabilir. Bu a¢ilma ¢ok biiyiik bir olasilikla aktif site igerisindeki bir amino asitin
asisti ile ger¢eklesmekte olabilir. Beklide bu acilma reaksiyonunun hizi ile baglanma

sabiti arasinda bir iliski s6z konusu olabilir.
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