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OZET

HIiSTON DEASETILAZ (HDAC) INHIBITORU OLAN BAZI HIDROKSAMIK ASIT
TUREVLERININ BAGLANMA OZELLIKLERININ MOLEKULER KENETLENME
YONTEMIYLE TEORIK OLARAK iINCELENMESI

Elif CICEK

Recep Tayyip Erdogan Universitesi
Fen Bilimleri Enstitiisii
Kimya Anabilim Dah
Yiiksek Lisans Tezi
Damsmani: Yrd. Doc. Dr. Mustafa EMIRIK

Bu ¢alismada inhibisyon aktiviteleri daha dnceden belirlenmis 59 adet hidroksamik asit
bilesiginin enzimin aktif bolgesine baglanma o6zellikleri molekiiler kenetlenme (Docking)

yontemiyle teorik olarak incelenmistir.

Tim ligant molekiilleri Yogunluk Fonksiyonel Teorisi (DFT) yontemiyle B3LYP
fonksiyoneli ve 6-311G(d,p) temel seti kullanilarak Gaussian09 programinda optimize edilmistir.
Optimize edilen bilesiklerin olusum (toplam) Enerjisi, HOMO enerjisi, LUMO enerjisi, HOMO-
LUMO enerji farki (Egsp), Kimyasal sertlik (n), Yumusaklik(S), kimyasal potansiyel (L),
Elektronegativite (x), fyonlasma Potansiyeli (IP), Elektrofilisiti index (w), Elektron Afinitesi (EA)
gibi kuantum kimyasal parametreleri hesaplanmistir. Hesaplanmis olan molekiiler tanimlayicilar

ile bu molekiillere ait 6l¢iilmiis inhibisyon aktiviteleri arasindaki iliski incelenmistir.

Ligand molekiillerinin enzim aktif bolgesindeki baglanma konformasyonlar1 ve
etkilesimleri molekiiler kenetlenme yoOntemiyle incelenmistir. Protein Data Bank(PDB)’dan
alman HDACS’e ait li¢ boyutlu yap1 koordinatlarini igeren 1T64, 1T67, 1T69, 1W22, 4RNO ve
1VKG PDB kodlu yapilar kullanilarak AutoDock Vina ve Schrodinger Suite programi yardimiyla

molekiiler kenetlenme ¢alismasi yapilmgtir.

2016, 95 sayfa
Anahtar kelimeler: Histon Deasetilaz (HDAC), Histon Deasetilaz Inhibitérleri (HDACI),
Histon Asetil Transferaz (HAT).



ABSTRACT

EXAMINING THE BINDING PROPERTIES OF SOME HYDROXAMIC ACID
DERIVATIVES THEORETICALLY AS A HISTONE DEACETYLASE (HDAC)
INHIBITOR USING THE MOLECULAR DOCKING METHOD

Elif CICEK

Recep Tayyip Erdogan University
Graduate School of Natural and Applied Sciences
Department of Chemistry
Master Thesis
Supervisor: Asst. Prof. Dr. Mustafa EMIRIK

In this study, the binding properties to enzyme active region of 59 hydoxamic acid
derivetives of which inhibition activities were defined in literature before were investigated

theoretically using Molecular Docking Method.

Whole ligand molecules were optimized with DFT method in B3LYP/6-311G(d,p) level
using G09 program. Quantum chemical parameters of optimized molecules were calculated such
as total Energy, HOMO, LUMO, Egap, hardness (1), softness (S), Chemical Potential (),
Electronegativity (x), electrophilicity index (o), Iyonlasma Potansiyeli (IP) and Elektron Afinitesi
(EA). The relationship between calculated molecular descriptors and their inhibition activities

were investigated.

Docking poses and interactions of the ligand molecules at the enzyme active site were
investigated using Molecular Docking Method. For this propose, various type of HDAC8 enzyme
structure PDB ID: 1T64, 1T67, 1T69, 1W22, 4RNO and 1WKG were downloaded from protein
databank and molecular Docking studies were done using AutoDock Vina and Schrédinger Suite

programs.

2016, 95 pages
Keywords: Histone Deacetylases (HDAC), Histone  Deacetylases  Inhibitors  (HDACI),
Histone Acetyl Transferases (HAT).
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1. GENEL BILGILER

1.1. Giris

Gliniimiizde kullanilan teorik yontemler ile molekiillerin birgok ozellikleri deney
yapmaya gerek kalmadan hesaplanmaya baslanmistir. Hatta bu hesaplamalar simdiye
kadar elde edilmemis veya edilememis bilesikler i¢in kolayca uygulanabilmekte ve

istenen sonuglar alinabilmektedir.

Histon deasetilaz (HDAC) inhibitorleri kanser, inflamasyon(iltihaplanma),
paraziter enfeksiyonlar, noérodejeneratif hastaliklar ve norolojik diizensizliklerin

tedavisinde kullanilmak iizere son yillarda arastirilan dnemli bilesikler haline gelmistir.

Hidroksamat grubu inhibitorlerden Siiberoinalid hidroksamit asit (SAHA) ve
Trikostatin A (TSA)’nin siklin bagimli kinaz inhibitorii olan p21 geninin promotdriinii
aktive ederek tiimorlii hiicrenin biiylimesini durdurdugu, hiicre dongiisiinii etkiledigi,
hiicresel ve mitokondriyel yolaklar (hiicre i¢inde meydana gelen bir dizi kimyasal
tepkimedir) tizerinden apoptozu indiikledigi bilinmektedir (Frew vd., 2009; Marks ve Xu,
2009).

Antitiimoral etkili histon deasetilaz inhibitérii olan SAHA sitokinleri
(hayvan ve bitki hiicrelerince tiretilen, hiicrelerin birbirleriyle iletisimini
saglayan protein ve peptidlerin bir grubudur) baskilayarak antienflamatuvar (iltahapla
savagan ilaglar ya da herhangi bir biyolojik saldiriya karsi dokularin gosterdigi 6zgiil
tepkidir) etki gosterirler (Leoni vd., 2002).

Ilerlemis kanserli hastalarda oral yoldan kullanilan bir histon deastilaz inhibitdrii
olan SAHA’ nin giivenirligi, farmakokinetigi, doz rejimi ve biyolojik etkileri ¢aligilmigtir

(Kelly vd., 2005).

[k olarak, 1950’lerde Conrad Waddington tarafindan 6nerilen Epigenetik terimi
giintimiizde “DNA dizisindeki degisimlerle agiklanamayan, mitoz veya mayoz bdliinme

ile katilabilen, gen fonksiyonundaki degisiklikler” olarak tanimlanmaktadir. Son on yilda

1


https://tr.wikipedia.org/wiki/Protein
https://tr.wikipedia.org/wiki/Peptid

yapilan arastirmalar sonucu, epigenetik olaylarin, 6zellikle yliksek organizasyonlu
canlilarda oldukca 6nemli etkileri oldugu anlasilmistir. Epigenetik, 6zellikle canlilarin
embriyodan yetigskin bireye dogru ilerleyen gelisim siirecinde goézlemlenen, hiicre
farklilasmalar1 sirasinda ortaya c¢ikan gen ifadesindeki degisikliklerde onemli rol
oynamaktadir. Gen ifadesinde goriilen bu degisiklikler, DNA’nin secici olarak, farkl
epigenetik durumlarda bulunan farkli kromatin yapilarina paketlenmesiyle ortaya
cikmaktadir. Epigenetik iizerinde en ¢ok calisma yapilmis olan iki tipi, DNA
metillenmesi ve histon modifikasyonlart olmustur. Bu iki olayin birbiriyle bagli ve geri
dontigiimlii oldugu diistiniilmektedir. Yapilan arastirmalar sonucunda, gelisim siirecinde
¢ekirdegin epigenetik oOzelliklerinde bir dizi degisimin gerceklestigi ve hiicresel
potansiyelin kayb1 ile geri doniisiimsiiz genin susturulmasi arasinda énemli bir iliskinin

oldugu saptanmustir.

Epigenetik siiregleri kansere neden olup ilerlemesinde de rol oynadig:
bilinmektedir. Histon deasetilaz (HDAC) inhibisyon aktivitesi, DNA/histon kompleksi

sikistirilmasina neden olan histonlarin asetilasyonunu azaltmaktadir.

1.1.1. Niikleozom Yapisi ve DNA Paketlenmesi

Epigenetik, DNA dizilerinde degisiklik olmadigi halde gen ifadesinde meydana
gelen degisikliklerdir.

Kanser, epigenetik bir hastaliktir. DNA metilasyonu ve histon deasetilasyonu ile
timor baskilayict genlerin susturulmasi kanser patogenezinde (bir hastaligin kaynagi ve
gelismesi sirasinda organizmada meydana gelen degisiklikler biitiinii) 6nemli yer tutar.
Epigenetik anormalliklerin geri dondiiriilebilir olmasi, DNA metilasyon ve histon

deasetilasyon inhibitdrlerinin kanser tedavisi i¢in kullanimini saglamaktadir.

Okaryotik hiicrelerde DNA, histon ve histon olmayan proteinlerle paketlenmis
halde iken bu yapiya kromatin adi verilmektedir. Kromatinin temel proteinleri
histonlardir. Histonlar lizin ve arjinin amino asitlerince zengin, bazik yapida olan kiigiik
proteinlidir. Pozitif yiikleri sayesinde DNA’nin negatif yiiklii olan fosfat grubuna kolayca
baglanmaktadir. H1, H2A, H2B, H3 ve H4 olmak {izere bes tip histon proteini igerir. Bu
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proteinler tiim Okaryotik canlilar arasinda yapisal benzerlik géstermesine ragmen, tiirler
arasinda en ¢ok korunmus olanlar H3 ve H4, en az korunmus olan ise H1 proteinidir
(Alberts vd., 2002; Cooper ve Hausman, 2004).

Histon proteinleri niikleozom yapisinin olusumundan sorumlu iken niikleozom
oktameri olan 6zdes histonlar H2A, H2B, H3 ve H4’den birer ¢ift olmak tizere sekiz
histon molekiilii igerir. Bunlarin etrafina sarilmis olan yaklasik 146 baz ¢ifti uzunlugunda
DNA zincirinden olusmaktadir (Conley vd., 2006) (Sekil 1). Kromatinin yeniden
sekillenmesi ve DNA’nin niikleozomal paketlenmesindeki dinamik degisiklikler, gen
ekspresyonunun diizenlenmesindeki anahtar basamaklar halinde olmasi; hiicre
fonksiyonunun diizgiin isleyisini, diferansiyasyonu ve proliferasyonu etkilemektedir
(Takai vd., 2004).

8 Histon molekOllh
cekirdek

Nakleozom {

H1 Histon

Sekil 1. Histon oktameri ve niikleozom yapisi (Conley vd., 2006)

Histon proteinleri, diger histonlarla ve DNA ile etilesime giren, histone fold motifi
iceren globular yapida olan karboksil ve amino kuyruk bolgelerini igermektedir
(Marmorstein ve Roth, 2001; Khorasanizadeh, 2004). Bu motifte 2 ilmek (loop) ve 3 tane
a-heliks ile baglanmis halinde bulunmaktadir (Sekil 2a). Niikleozom olusumu sirasinda
ilk olarak H3-H4 ve H2A-H2B proteinleri birbirlerine baglanarak dimerleri

olusturmaktadir. H3-H4 dimerlerinin tetramer formunu aldiktan sonra H2A-H2B



tetrameri ile birleserek histon oktamerini olusturur (Alberts vd., 2002; Khorasanizadeh,
2004) (Sekil 2b).
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Sekil 2. Histon proteinleri: a) Histon proteinlerin yapisi b) Oktamer olusumu (Alberts
vd., 2002)

Histone fold bolgesi DNA ve diger histonlarla etkilesime giren kisimdir. DNA ve
histon ¢ekirdek kompleksi arasindaki baglanmada hidrojen baglari rol almaktadir, ayrica
tuz kopriileri ve hidrofobik etkilesimler de DNA ve histonlar1 da bir arada tutar (Alberts
vd., 2002). Niikleozomun disinda kalan ve niikleozomu olusturan histon proteinlerinin

amino kuyruk bolgeleri diger proteinler i¢in etkilesim yilizeyi olusturmaktadir. Cesitli



post-translasyonel (Translasyon sonrasi degisim) modifikasyonlar gegirerek biyolojik
olaylarda yer almaktadir (Strahl ve Allis, 2000).

1.1.2. Histonlarin Asetilasyonu

Histon asetilasyonu dinamik bir siire¢ olup birbirine zit fonksiyon gosteren iki
biiyiilk enzim ailesi tarafindan katalizlenmektedir. Bunlar asetilasyon HAT (histon
asetiltransferaz) ve HDAC (histon deasetilaz) enzimleridir (Ogryzko, 2001;
Thiagalingam vd., 2003).

Histon asetilasyonu histon deasetilaz (HDAC) ve histon asetil transferaz (HAT)
enzim aileleri tarafindan diizenlendigine i¢in normal bir hiicrede HAT ve HDAC
inhibisyon aktivitesinin dengeli olmasi gerekmektedir. Bu dengenin bozulmasi
durumunda basta kanser olmak ilizere bazi hastaliklari da beraberinde getirmektedir
(Riester vd., 2007a; Marsoni vd., 2008). Bu yiizden HAT asetil koenzim A (acetyl
CoA)’daki asetil grubunu, histonun amino ucundaki lizin amino asidine takip, kromatin
gevsemesi ile transkripsiyonel aktivasyonu saglayan enzimlerdir. Histon deasetilazlar
(HDAC) ise bu asetil grubunu lizin amino asitinden uzaklastirarak transkripsiyonu
baskilamaktadirlar (Sekil 3) (Vannini vd., 2007). HAT ve HDAC enzimlerinin histon
olmayan proteinleri asetilasyon ve deasetilasyon yapmalari sonucunda bazi hiicresel
olaylar etkilenmektedir (Vannini vd., 2007; Atadja, 2009).

1.1.3. Histon Deasetilaz Enzimleri

Histon deasetilaz enzimleri ile katalizlenen 6zdes histonlarin amino-terminal
uclarmin  tekrar pozitif yiikk kazanmalari ise histonlar ile DNA’nin etkilesimini
artirmaktadir. Boylece, genlerin transkripsiyonunu baslatan, DNA pargasinin iizerindeki

baglant1 bolgeleri, bloke edilerek gen transkripsiyonu inhibe etmektedir.

HDAC inhibisyonunun hiicre ¢ogalmasini durdurdugunu ve hiicreleri farklilasmaya
veya apopitoza (organizmada goérevini tamamlamis ya da hasara ugramais hiicrelerin ¢cevre
hiicrelere zarar vermeden ortadan kaldirilmasini saglayan, genetik olarak kontrol edilen

programlanmis bir hiicre oOliimiidiir) yonelttiginin anlagilmasindan sonra HDAC
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inhibisyon aktivitesine sahip olan bilesikler aragtirilmistir. Bazilarinda tedavi edici
amaciyla klinik faz ¢alismalaria gegilebilmistir (Kramer vd., 2001; Hahnen vd., 2008;
Sleiman vd., 2009; Haberland vd., 2009).

Gen ekspresyonunun inaktivasyonu

Histon
=) A \\q n)
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#e A
"-.\‘." \ .,“ \r cg
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Gen ekspresyonunun aktivasyonu . N

Sekil 3. Histonlarin Asetilasyon (Vannini vd., 2007)

HDAC inhibitorleri global epigenetik degisikliklere neden olmalari nedeniyle
kanserler, basta olmak tizere ¢esitli hastaliklarin tedavisi igin popiiler ilag hedefleri haline
gelmistir. Norodejeneratif hastaliklarda deasetilasyon diizeyinin artmasindan dolay1 bu
hastalik grubunun tedavisinde de HDAC inhibisyonun etkili olabilecegi diisiiniilmiistiir
(Hahnen vd., 2008; Sleiman vd., 2009).

Memelilerde histon deasetilazlar Saccharomyces cerevisiae mayasi’nin HDAC
enzimleri (RPD3, HDA1l ve SIR2) gosterdikleri primer homolojiye gore
siniflandirilmaktadir. Bu giine kadar 18 adet insan HDAC enzimi tanimlanmaktadir. Bu
enzimler dizi benzerlikleri ve kofaktor bagimliliklarina gore, 1., lla., 1lb., I11., V. olmak
tizere 5 sinif altinda incelenmektedir. Bu ailenin 11 tiyesini bulunduran Tip | ve Tip 1l
HDAC ler “klasik” HDAC ler olarak adlandirilirken; kalan 7 iiyeyi iceren Tip III
HDAC ler “sirtuinler” olarak bilinmektedir (Chittur vd., 2008; Witt vd., 2009) (Tablo 1).

HDAC’lar evrimsel olarak korunmus metallo-enzimler olup, insanlarda dort ana
sinifa ayrilmaktadir. Smif IHDAC 1, 2, 3, 8; simf IHDAC4, 5, 6,7, 9, 10; stmif III SIRT



enzimlerini, Smif IV ise HDAC 11 enzimleri seklinde nitelendirilmektedir. Histon
olmayan proteinlerin de deasetilasyonunu katalizlemeleri nedeniyle son yillarda bu
enzimlerle ilgili pek ¢ok sayida arastirma yapilmistir (Gray ve Ekstrom, 2001; Ruijter
vd., 2003; Marks vd., 2003; Glozak vd., 2005).

Tablo 1. HDAC siniflandirilmasinin sematik gosterimi (Katalitik bolgeler koyu renkle
gosterlmistir) (Bolden vd., 2006)
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HDAC enzimleri dort sinif altinda incelenmektedir.

I. Siif Deasetilazlar: HDAC1, HDAC2, HDAC3 ve HDACS gruplarmni igerirler
ve maya transkripsiyon diizenleyici geni olan RPD3 ile katalitik bolgeleri higbir dayanagi
olmadigin1 gdstermektedir. Bu enzimler genellikle ¢ekirdekte bulunurlar, ¢cogu hiicre

tipinde eksprese edilebilirler ve hiicre siklusu progresyonunun diizenlenmesine katilirlar.

1. Simif Deasetilazlar: HDAC4, HDACS, HDAC6, HDAC7, HDAC9, HDAC10

gruplarini igerirler ve maya HDA1 geninin homologlaridir. I.Smif HDAC enzimlerine
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yapisal olarak benzerlik gostermektedir. Bunlar iki ana alt sinifa ayrilmaktadir ve bunlar
[1Ave 1B siniflaridir. HDACA4,5,7,9 enzimleri simif IIA igerisinde yer almaktadir. IL.sinif
HDAC lar sitoplazma ve niikleus (¢ekirdek) arasinda gidip gelirler ve daha smirlt bir
dagilim ig¢indedir. Hiicre c¢ogalmasinin yani sira 6zel olarak hiicre farklilasmasina
katilarak ikinci tip deasetilazlar sinifina girerler (Vigushin ve Coombes, 2002; Papeleu
vd., 2005; Dashwood vd., 2006). Yiiksek miktarda kalpte, beyinde ve kasda HDACS5 ve
HDACY, beyin ve iskeletin biiylime plaginda HDAC4, lenfositler ve endotel hiicrelerde
ise HDAC7 bulunmaktadir (Haberland vd., 2009).

HDAC6 ve HDAC10 enzimleri 1IB Sinifi igerisinde yer almaktadir. HDACG6
alisilmisin disinda bagimsiz fonksiyon gdstermesine ragmen iki katalitik bolge ve bir

karboksil ucu Zn*? (¢inko) baglanma bolgesi icermektedir (Kazantsev ve Thompson,
2008).

I1l. Simf Daesetilazlar: Diger siniflardan farkli olarak Nikotinamid Adenin
Diniikleotid (NAD™) ¢ y1 kofaktorii kullanmalaridir. NAD* bagimli sirtuin (SIRT) HDAC
ailesi i¢inde SIRT 1-7 enzimleri bulunmaktadir. Primer substrat1 histonlar bu ailenin

i¢cinde degildir (Kazantsev ve Thompson, 2008, Sleiman vd., 2009).

IV. Smif Deasetilazlar: HDACI11 tek enzim olarak bu grup icerisinde yer
almaktadir. I. ve II. Smif HDAC’ lardan yapisal olarak farklidir. Kalp, bobrek, kas, beyin
ve testislerde varligi bilinmesine ragmen fonksiyonu tam olarak agiklanamamistir

(Kazantsev and Thompson, 2008; Haberland vd., 2009).

1.1.4. Histon Deasetilaz 8 Enzimi

HDACS enzimi I. Smif HDAC ailesi i¢inde yer alir. Filogenetik siniflandirmada I.
ve |l. sinif enzimler arasinda bir gegis formu olusturmaktadir. X kromozomunda kodlanan
bu enzim 377 aminoasitten olusur. HDACS’1 kendi sinifindaki diger enzimlerden ayiran
en 6nemli 6zelligi karboksi ucunda bulunan katalitik bolgesinde 50-111 amino asit C-
terminal alanin bulunmamasidir (Hu vd., 2000; Somoza vd., 2004). Ug¢ boyutlu kristal
yapisi aydinlatilan ilk HDAC enzimidir. HDAC” in kristal yapinin aydinlatilmasi I. sinif

HDAC enzimlerinin katalitik inhibisyon aktivitesinin anlasilmasini saglarken, bu grupta
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yer alan enzimlerin substrata baglanma mekanizmasina 151k tutulmustur. HDAC
enzimleri ¢oklu protein kompleksleri, yiiksek molekiil agirlikli olmalarina ragmen
HDACS sadece tek polipeptid birimden meydana gelmistir. Yapisinin basit olmasindan
dolay1 modelleme i¢in en uygun HDAC tipi oldugu diisiiniilmiistiir. HDACS’ de 8 tane 3
tabakas1 paralel ve bunlar1 destekleyen 11 a sarmalin birlikte bulundugu bir bolgesi
vardir. Bu bolgenin katlanmasi ile dar tiip seklinde bir yap1 olusmaktadir. Bu yapinin ug
kisminda yer alan ¢inko atomu inhibitor ile etkilesimden sorumludur (Sekil 4) (Waltregny
vd., 2004; Vannini vd., 2007; Dowling vd., 2008).

Sekil 4. HDAC8 monomerinin {i¢ boyutlu yapisi (Vannini vd., 2004)

HADCS yiizeyi kolayca tepkimeye girebilen bir yapiya sahip oldugundan dolay1
afinite agisindan 6nemlidir (Somoza vd., 2004; Dokmanovic vd., 2007). Diger HDAC
enzimleri ile karsilastirildigi zaman HDACS8 enzimi substratina yiiksek afinite
gostermektedir.  Substrat  seciciligi  bakimindan  siralamaya  konuldugunda
HDAC8>HDACI1>HDAC3>HDACSH6 seklinde ifade edilir (Gantt vd., 2006; Dokmanovic
vd., 2007). HDACS’in serin (Ser), metiyonin (Met), prolin (Pro) gibi aminoasitlerle
etkilestigi ve fenilalanin (Phe) gibi aromatik amino asitlere afinitesinin yiiksek oldugu
bildirilmistir (Riester vd., 2007b). HDACS’in ¢ekirdekte yerlesim gosterdiginden dolayi,

genetikte etkili bir rolii olabilecegi diisiiniilmektedir (Dokmanovic ve Marks, 2005).
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Gliniimiizde HDACS8’in merkezi ve periferik sinir sisteminde yer almadigi, beyin timor
dokusunda ise varlig1 gosterilmistir. Bu nedenle, timorogenezde ve néronal fonksiyonda
rol oynayabilecegi distintilmiistir (Morrison vd., 2007). HDAC enzimlerinin
sitoplazmada da bulunabilir. Ornegin HDACS diiz kas farklilasmasinda &nemli bir
sitoplazmik belirleyici oldugundan, alfa aktin ifadesini degistirerek hiicre seklini,

hareketini ve esnekligini etkiler (Waltregny vd., 2004; Waltregny vd., 2005).

HDACS8’in 1ii¢ boyutlu kristal yapisinin aydinlatilmasi sayesinde HDAC
enzimleriyle inhibitor bilesikleri arasindaki etkilesimin agiklanmasi miimkiin olmus, yeni
ilag molekiillerin gelistirilmesi ve yeni inhibitorlerin tanimlanmasi {izerine yapilan

calismalar hiz kazanmistir.

1.1.5. Hidroksamik Asitlerin Histon Deasetilaz (HDAC) Inhibitorleri Olarak

Kullanimi

Potansiyel ilag hedefi olmalari nedeniyle, tibbi agidan 6nemli olan HDAC lar1
inhibe edebilen bir¢ok molekiil gelistirilmistir. HDAC inhibitorleri (HDAC1) yapisal
ozelliklerine gore hidroksamatlar, siklik tetrapeptidler, benzamidler, elektrofilik ketonlar
ve kisa zincirli yag asitleri olmak tizere bes sinifa ayrilmaktadir. Bunlar 1. ve II. simif
deasetilazlar1  inhibe etmektedirler. HDAC inhibitorleri nanomolar (nM)
konsantrasyondan milimolar (mM) konsantrasyona kadar degisik diizeylere sahiptir
(Kramer vd., 2001; Marks vd., 2003; Lindemann ve Johnstone, 2004).

HDAC inhibitorlerinin yapisal farkliliklar1 nedeniyle bloke edici potansiyelleri
birbirinden farkli olmaktadir (Mehnert ve Kelly, 2007). Bu yiizden giliniimiizde birgok
HDAC inhibitorleri tanimlanmaktadir. Bunlar:

Kisa Zincirli Yag Asitleri: Butirat (BA), fenilbutirat (FBA) ve valproik (VPA)
asitdir. Butiratlar ilk tanimlanan HDAC inhibitorii oldugundan, sadece HDAC’lara degil,
DNA/protein metilasyonu ve fosforilasyonu iizerinde de etkilidir. Zayif inhibitorlerdir ve
milimolar (mM) konsantrasyonda etki gostermektedir. Kisa zincirli yag asitlerinin

toksisiteleri az olmakla birlikte yar1 dmiirleri de kisadir. Valproik asit ve fenil butiratin 1.
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ve II. stmif HDAC enzimlerini inhibe ettigi bilinmektedir. fla¢ ¢calismalarinda faz I ve faz

IT caligsmalar1 yapilmistir.

Hidroksamatlar: TSA, SAHA, Oksamflatin, ABHA, Skriptaid (SB-556629),
Piroksiamid, Propenamidler, Aroyl pyrrolyl hidroksiamidlerdir. En kuvvetli inhibitor
grubunu hidroksamatlar olusturmaktadir. Bu grup inhibitorlerin zayif farmakokinetik
ozellikleri, 6zgiil aktivite gosterememeleri ve yiiksek derecede toksik olmalar1 nedeniyle
kullanimlar1 sirasinda problemlere neden olmaktadir. Hidroksamat yapidaki TSA ise

tanimlanan ilk HDAC inhibitoridiir.

Benzamidler: MS-275 (MS-27-275), Methyl Gene, CI-994’dir. Benzamidler
Lsimif HDAC enzimleri iizerinde uM konsantrasyonlarinda aktivite gdstermektedir.
Benzamidler ile in-vitro arastirmalarmin yani sira faz I ve faz II galismalar1 da

yiirtitilmektedir.

Siklik Tetrapeptidler: Bu sinifta Depsipeptid (FK-228) ve Apisidin bilesikleri yer
alirlar. Yapisal olarak en kompleks inhibitér grubunu olusturur. nM konsantrasyonda

etkili ve kuvvetli inhibitordiir.
Elektrofilik Ketonlar: Bu smiftaki bilesikler triflorometil keton, a-ketoamid’dir.

uM konsantrasyonda etki gosterirler ve diger simifalara gére daha az etki gosterirler
(URAL-1).
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(Bertrand, 2010).
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1.1.6. Histon Deasetilaz inhibitorlerinin Etki Mekanizmalari

HDAC inhibitdrleri, histon asetilasyonunu saglayarak bazi genlerin ifadesini
degistirebilecegi gibi, transkripsiyon faktorleri ve timor baskilayict gibi histon olmayan
bazi proteinlerin asetilasyonunu arttirarak inhibisyon aktivitelerini etkilemektedir (Marks
vd., 2003; Rosato ve Grant, 2005). HDAC inhibitorleri uygulanarak histonlarin
deasetilasyonu engellenip, histonlar asetilli halde kalmakta ve transkripsiyonun

stirekliligi saglanmaktadir.

Histon, kromozomlarin yapistyla ilgili protein olup mitoz ve mayoz bolinme
stirasinda ig ipliklerinin tutunmasindan sorumludur. Bu protein iglevini yerine getirirken
aktif uglarina asetil grubu baglanir ve Histon Deasetilaz (HDAC) enzimi asetillenme
isleminin olusumunu engellenir. Dolayisiyla genlerde bozulmalar ve kanserli hiicreler
meydana gelmektedir. Hidroksamik asitler, HDAC enziminin aktif bolgesinde bulunan
¢inko iyonuyla kompleks olusturarak enzimin yapisini bozar ve bu sayede deasetilasyon

genlerinde bozulmalar engellenmis olunur (Sekil 6).

As
HAT , ‘s’
3 e A

E 2 - @ s
HDAC

Asetilsiz histon proteinleri Asetilli histon proteinleri
(Inaktif) (Aktif)

O

@/ ‘u\n/\/\/\)L\“m.

8]

HDACI
Sekil 6. HAT, HDAC ve HDAC: inhibitérleri arasindaki iligki (Tatar vd., 2010)

HDAC inhibitérleri, transkripsiyonel etkilerinin yani sira, kanser hiicrelerinde
hiicre dongiislinlin inaktif bolgesi olan G2 kontrol noktasini aktif hale getirerek hiicre

boliinmesini durdurup ve apoptozu uyarmaktir (Bernhard vd., 1999; Taddei vd., 2005).
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Kanser hiicrelerinin HDAC inhibitorleri tarafindan indiiklenen apoptoza karsi daha
duyarli olduklar1 bildirilmistir (Nebbioso vd., 2005; Rosato ve Grant, 2005). Ayrica,
HDAC inhibitorlerinin, kanser hiicre biiyiimesinin inhibisyonunda gorev alan genlerin
asetilasyonunu arttirdigi ve bu sayede hiicre biiylimesini durdurucu etkisinin oldugu

distiniilmektedir.
1.1.7. Histon Deasetilaz ve Inhibitor Etkilesimi

HDAC ve inhibitorler arasindaki yapisal iliskisi, bir memeli HDAC homologu olan
ve Aquifex aeolicus bakterisinden elde edilen HDLP (Histone deacetylase-like
protein)’nin kristal yapisinin, TSA (Sekil 7a) ve suberoilanilid hidroksamik asit (SAHA)
inhibitorleri kullanilarak agiga ¢ikartilmasiyla elde edilmistir. HDLP’nin, TSA ve SAHA
ile direkt olarak etkilestigi gosterilmistir (Buggy vd., 2000) (Sekil 7c).

- - - F o
[ J4 J —~ ‘ - i . ‘ e .;‘
L J k A’ ?\, — \ > '. -
Cap Bolgesi Alfatik zincir Fonksiyonel ';- =% - =
bolge Ne.—~ i
4 L
2 G

HDILP- TSA <

Sekil 7. Hidroksamik asitlerin (SAHA TSA) enzimin aktif bolgesiyle etkilesimi (Buggy
vd., 2000)
a) HDAC inhibitorlerinin temel yapisi
b) HDACS - TSA etkilesiminin {i¢ boyutlu goriintiisii
¢) HDLP —TSA etkilesiminin ii¢ boyutlu goriintiisii
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HDLP ile yapilan g¢aligmanin ardindan insan HDACS’i hidroksamat grubu
inhibitorleri ile calisilmis, boylece kristal yapisi ortaya ¢ikartilarak katalitik bolgenin {i¢
boyutlu yapis1 gosterilmistir (Sekil 7b). Her iki ¢alismada da katalitik bélgede bulunan
cinko atomu ile inhibitoriiniin direkt etkilesim i¢inde oldugu ve inhibisyonun
gerceklesmesi icin ¢inko atomunun gerekliligi gosterilmektedir (Finnin vd., 1999;
Somoza vd., 2004; Vannini vd., 2004).

HDLP’ nin kristal yapis1 olarak aydinlatilan ilk HDAC enzimidir. Protein yapilari
16 tane a-heliks ve 8 tane paralel dizilmis [ tabakalarindan olusur. a-heliks ve B
tabakalarin katlanmalar1 sonucunda bir ucu kapali, dar ve tlip seklinde bir yapi

olugmaktadir. Tiipiin en dar kismi, ug bolgesidir ve ¢inko atomunun bulundugu kisimdir.

Yapisal olarak HDAC inhibitorleri ii¢ bolge icermektedir (Sekil 7a). Fonksiyonel
bolge metal baglayict kisim olup enzimin aktif bolgesine yani, tiipiin u¢ kismina
baglanmakta, alifatik zincir enzim yapisindaki tiip boyunca uzanmakta, cap bolgesi ise
yiizey tanimadan sorumlu olup tlipiin giris kismi ile etkilesim ig¢indedir. HDLP ile
TSA’nin etkilesimi incelenerek, TSA alifatik zincirinin tiip yapist igerisine dogru
uzandigi, hidroksamat grubunun ise aktif bolgedeki ¢inko ile etkilestigi gosterilmektedir
(Finnin vd., 1999; Grozinger ve Schreiber, 2002; Miller vd., 2003).

1.1.8. Histon Deasetilaz inhibitorlerinin Giincel Kullamim Alanlar

Gliniimiizde c¢esitli kalitsal hastaliklar, kanser, diyabet, parazitsel enfeksiyonlar,
norodejeneratif hastaliklar ve norolojik diizensizliklerin tedavisinde HDAC inhibitorii

kullanilmasina yonelik arasgtirmalar devam etmektedir.

HDAC inhibitorlerinin anti-kanser etkilerine ek olarak onleyici etkileri de in vivo
ve in vitro olarak ¢alisilmaktadir. Diyabet, romatizma, sitma ve astim gibi hastaliklarin
tedavisi tizerindeki etkileri arastirllmaktadir (Halili vd., 2009). HDAC inhibitorleri ile
yapilan in vivo g¢alismalar timor biiylimesini ve metastazi 6nemli Olglide azalttigini
gostermistir. Ornegin, kisa zincirli yag asitlerinden BA’lar kolon, prostat, endometriyal

ve servikal karsinomlarda, VPA meme karsinomlarinda, hidroksamat grubu iiyesi olan
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SAHA prostat, sinnamik asit ve bihidroksamik asit (CBHA) ise noroblastoma tipi
kanserlerde ¢alisilmistir (Lindemann ve Johnstone, 2004).

Kalitsal bir poliglutamin tekrar hastaligi olan Huntington hastaliginda ise genetik
diizenlemesinde bozuklugun olabilecegi diisiiniilen fare ¢alismalarinda SAHA nin kan
beyin bariyerini gecerek beyinde histon asetilasyonunu arttirdigi ve fare beyninde de

goriilen motor bozukluklarini diizelttigi gosterilmistir (Hockly vd., 2003).

Gelismis tlkelerde niifusun %2’sinde goriilen Alzheimer, norodejeneratif bir
hastaliktir. HDAC inhibitérlerinin histon asetilasyonunu artirarak bellek ve 6grenmede
ilerleme kaydedilmistir. Bu durumda sinaptik esneklik (bir nérondan digerine veya bir
norondan bir kas hiicresine ¢ok fazla sayida yol oldugu i¢in bunlarin bazilari islemese
bile isleyen baska yollar ortaya ¢ikar) kaybi ve biling bozuklugu ile seyreden Alzheimer
hastaliginda da HDAC inhibitorleri ile tedaviyi giindeme getirmistir (Abel ve Zukin,
2008).

1.2. Bilgisayar Destekli Ila¢c Tasarim

Bilgisayarlar, ila¢ tasarimi yontemlerinin 6nemli bir kismini olusturmaktadir. Yapi
analizleri, yap1 karsilastirmalari, 6ncii bilesik tasarimi, aktif konformasyon ve farmakofor
(Pharmacophore, Pha) belirlenmesi, protein ve baglanma alani yapisi, ligand baglama ve
QSAR (Quantitative Structure Activity Relationship)’ 1da iceren ¢ok genis bir uygulama
alanma sahiptir. Son 20 yil boyunca bu alanindaki ¢alismalar “yapi-aktivite iliskisi”
(Structure-Activity Relationship, SAR) ve “nicel yapi-aktivite iliskisi” (Quantitative
SAR, QSAR) bashigi altinda yaymlanmigtir. Baglangicta QSAR metodu bilesiklerin
fizikokimyasal Ozelliklerine gore aktiviteyi agiklanmistir. Fakat son zamanlarda
biyomolekiilleriin iic boyutlu olarak ele alinarak elektronik ozellikleriyle aktivite
degerleri bulunmus ve bu c¢aligmalar 3D QSAR olarak adlandirilmistir. QSAR
yaklagimlarindaki tiim gelismeler hizli bilgisayarlarin kullanimi ile artmustir. Pratik
bakimdan olduk¢a uzun ve zor olan bdyle bir problemin ¢6zlimii; deneysel olarak belirli
bir aktivite gosterdigi bilinen bilesikleri birbiri ile karsilastirarak aktivitelerine neden olan
ortak yapidaki sorumlu fragmenti bulmakla olur (Bersuker vd., 1987; Hopfinger vd.,
1997; Oprea vd., 1997).
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llag tasarimi, biyolojik yapilar ve hedef molekiiller temel almarak yeni ilag
gelistirilmesi icin izlenen adimlar biitiiniidiir. ilag tasarimi kapsaminda degisik ilag
molekiillerinin tasarimi yer alir, bu molekiiller biyolojik yapilara baglanarak ve onlarla
etkileserek farmakolojik etkilerin olusmasini saglamaktadir. ila¢ tasariminin modern
uygulamasi ise bilgisayar yardimiyla gergeklesir ve bilgisayar destekli ilag tasarimi olarak
adlandirilir. Teorik kimyayi kullanarak ilaglar ve ilaglarla ilgili biyolojik aktiflige sahip
molekiilleri ve aktif molekiil pargalarin1 arastirmaktir. Temel amag, belirlenen kiiclik
molekiiliin hedefe baglanip baglanmadigini ve farmakolojik etkiye neden olup olmadigini
aragtirmaktir. Bu ¢alismalar1 gergeklestirmek i¢in bir¢ok program bulunmaktadir ( Alten,

2011).
1.2.1. Kantitatif Yapi-Etki Iliskileri (QSAR)

Baslattig1 c¢aligmalar sonucunda Corvin Hansch’in (1964)’te ortaya ¢ikan ve
Ingilizce “Quantitative Structure Activity Relationships™ olarak isimlendirilen ve
tanimdaki kelimelerinin bas harflerinin bir araya getirilmesi ile olugturulan QSAR terimi,
kantatif yapi-etki iligkilerini belirlemek iizere diinyanin her yerinde kullanimi benimsenir

duruma gelmistir.

Kantitatif yapi-etki iligkileri (QSAR) analizleri, kimyasal bilesiklerin molekiiler
tanimlayicilan (fizikokimyasal/yapisal 6zellikleri) ile biyolojik aktiviteleri arasindaki
iligskilerin matematiksel ve istatiksel yontemlerle ¢oziimlenme islemidir. Coziimleme
sonucu bir grup molekiiliin biyolojik etkisine, molekiillerin hangi molekiiler
tanimlayicilarin katkida bulundugu belirlemek amaciyla bir matematiksel denklem ortaya
konulmustur. QSAR analizleri sonucunda elde edilen genel model denklem sdyle ifade

edilmistir;
1
log (E) =k + kyo + ks+. ... ... (D

Burada C, (K, ICso, LDso, vb.) molekiiller i¢in deneysel olarak ol¢iilmiis biyolojik
aktivite degerleri olarak ifade edilir ve k1, ko ve ks ise numerik sabitler olup , 7w ve o ise

hesaplanmis molekiiler tanimlayic1 degerleri olarak nitelendirilmektedir.

17



Bagimli Degisken: QSAR modellemede galisilan modelle ilgili biyolojik aktivite

bagimli degiskendir. Bu degerin modeldeki bagimsiz degiskenler olan molekiiler

tanimlayicilardan etkilendigi kabul edilir.

Bagimsiz Degisken: Bagimsiz degiskenlerin bagimli degisken ile istatistiksel bir

iliskiye sahip oldugu varsayilmaktadir. Veri modellemenin amaglarindan biri de bu

iliskiyi matematiksel bir ifade olarak gostermektir.

Biyolojik ortamda, efektor-hedef arasinda yiiriiyen reaksiyonlar veya etkilesmeler
genellikle Olciilemez ve gozlenemez durumdadir. Kapali sistemler igerisinde
gergeklestiginden, biyolojik yanitin ortaya ¢ikisinda rol oynayan dinamiklere ait nitelik
ve niceliklerin belirlenmesi i¢in ¢ozlimler tiireten bazi analizlere gereksinim
duyulmaktadir. Gergeklestirilen bu analizler, arastirilan kimyasal bilesiklerin molekiiler
nitelikleri ile gozlenen biyolojik aktiviteleri arasinda rol oynayan dinamiklerin nicel
olarak dogrudan belirlenmesini, dolayli olarak da biyolojik etki mekanizmalarinin
tanimlanmas1 ile ilgili ¢Ozlimlerin {retilmesini saglarlar. Genel anlamda
degerlendirildiginde, QSAR analizleri, kimyasal bilesiklerin nicel olarak saptanan
molekiiler nitelikleri ile gozlenen biyolojik aktivite degerleri arasindaki iliskilerin
coziimlenmesini saglayarak, yeni onder bilesiklerin rasyonel bigimde tasarlanmasi veya

gelistirilmesine katki saglayacak ongoriileri elde etmek i¢in kullanilirlar.

Bu baglamda, QSAR anaizleri;
v' Kimyasal bilesiklerin organizmadaki emilim, dagilim ve transportunda rol
oynayan farmakokinetik iligkilerin tanimlanmasi,
v" Kimyasal bilesiklerin hedefle (reseptér, enzim, vb.) arasindaki etkilesmelerde rol
oynayan dinamiklerin belirlenmesi,
v Kimyasal bilesiklerin organizmada biyolojik doniigiimiinii saglayan enzimatik
iliskilerin tanimlanmasi,

v' Kimyasal bilesiklerin istenmeyen veya toksik etkilerinden arindirilmasini igerir.

Bu QSAR esitlikleri ¢oziimlemelere ulasilmasini saglayarak, ilag etken maddesi
olabilecek yeni onder bilesiklerin tasarimi ve gelistirilmesine 1s1k tutacak énermelerin

aciga ¢ikarilmasina yardimci olur (Sener ve Yalgin, 2003a).
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Cok boyutlu QSAR teknikleri, protein-ligand etkilesiminin tanimlanmasinda son

derece 6nemlidir. Boyutlarina gére QSAR:

1D QSAR— pKa, logP, vb. fizikokimyasal parametrelerle iligkilendirilir.

2D QSAR — Yapisal parametrelerle (topolojik, geometrik, elektrostatik, termodinamik)

belirlenir.

3D QSAR — Molekiilleri ¢evreleyen kovalent olmayan etkilesim alanlar1 ile aktivitesi
bagmtilidir. Yani molekiiler baglanma uzaydaki {i¢ boyutlu elektrostatik, sterik, hidrojen

bag1 ve hidrofobik 6zellikleriyle belirlenir.

4D QSAR — Ligand veri setini iceren molekiillerin ¢oklu gosterimine

(konformasyonlar, protonlanma hali, stereoizomer) izin verir.

5D QSAR — 4D QSAR’ dan da farkli olarak Pha’ nin (farmakofor) sekiz farkli eg

zamanli, yonlenmis pozisyonlarin degerlendirilmesine izin verir.

6D QSAR — En uygun ¢dziinme modeli tarafsiz bir sekilde tanimlanir. Céziinmemenin
derecesi, yiizeyden ¢dziiciiniin uzaklastirilmasi ve farkli protonlanma hallerinin katkisi

gibi anlik gelismelere firsat verir.

Klasik QSAR yontemleri, 3D-QSAR yaklasimlarina gore ¢ok daha basit, daha hizli
ve otomasyona daha uygundur (Ozdal, 2013).

1.2.1.1. 2D-QSAR Analizi

2D-QSAR ig¢in parametreleri yapisal, topolojik, geometrik, elektrostatik, kuantum
kimyasal ve termodinamik parametreler olarak siniflandirabiliriz. En basit tanimlayici,
geometrik veya elektronik yapiya bakmadan molekiiler yapiyr yansitan yapisal
parametredir ki bu parametreler atom sayisi, molekiiler agirlik, bag sayisi ve H bagi sayisi
ile ilgilenir. Topolojik parametreler, molekiildeki iki atom ¢ifti arasindaki bag bilgilerini
kapsar. Geometrik parametre, yapimnin ii¢ boyutlu koordinatlarini gerektiren, molekiil
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yiizey alani, molekiiler yogunluk ve hacim gibi 6zellikleri i¢ine alir. Kuantum kimyasal
parametreler ise molekiillerin elektronik 6zellikleri hakkinda bilgi saglayan HOMO ve
LUMO gibi tanimlayicilardir. Termodinamik parametreler, ilk olarak Hansch analizinde
kullanilan molar refraktivite, olusum 1s1s1, hidrofobik 6zellik, oktanol ve sudaki serbest

solvatasyon enerjisidir.

2D-QSAR da kullanilan molekiiler parametreleri, ya deneysel metotlardan (X-Ray,
NMR gibi) ya da molekiiler mekanik (MM) hesaplamalarindan elde etmek etkili bir
yoldur. Ancak, HOMO ve LUMO gibi bazi parametreler kuantum mekaniksel (QM)
hesaplamalari gerektirir. Son yillarda Tong, molekiiler parametrelerin ayni seti igin, MM
de hesaplanan geometri ile QM de hesaplanan geometrileri kullanarak elde ettigi
sonuglart QSAR modelinde karsilastirmistir. QM parametreleri kullanarak elde edilen
QSAR sonuglari, MM parametreleri kullanarak elde edilen QSAR sonuglarindan daha iyi
oldugu goriilmiistiir (Kulak, 2005).

1.2.1.2. 3D-QSAR Analizi

Ilk olarak Cramer 1988 de ii¢c boyutlu molekiiler parametrelerle taninlamistir. Daha
sonra 3D-QSAR metodunu gelistirmistir. Uzaydaki molekiillerin ii¢ boyutlu yapisini
hesaba katan QSAR metotlar1 3D-QSAR olarak ifade edilmistir. Karsilastirmali
molekiiler alan analizi (Comparative molecular field analysis, COMFA), en énemli 3D-
QSAR metotlarindan biridir. Biyoaktif verilerde 3D-QSAR modellerini incelemek igin
gelistirilen bu metot genellikle reseptoriin ti¢ boyutlu yapisi bilinmedigi zaman kullanilir.
Bu metotda ligandin 3 boyutlu yapisinin ve deneysel aktivitelerinin bilinmesi gerekir.
Konformasyonel analiz, bilgisayar destekli ila¢ tasariminda genellikle olduk¢a karisik
olarak goriilen bir problemdir ve ¢ogunlukla organik yapilara sahip ilag molekiillerinin
birgok konformeri vardir. CoOMFA metodu molekiiliin geometrik, sterik ve elektrostatik
ozellikleri ile biyolojik aktiviteleri arasinda iliski kurmak igin gelistirilmis olan bir QSAR
metodudur ve genellikle molekiiliin en diisiik enerjili konformasyonu aktif konformasyon
olarak diistintiliir. Kismi en kiigiik kareler (partial least squares, PLS) ve temel bilesen
analizi (Principal Component Analysis, PCA) genellikle CoOMFA da model gelistirmek
i¢in kullanilan metotlardir (Debnath, 2001; Kubinyi, 2002).
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3D-QSAR’da diger bir 6nemli metot olan, karsilastirmali molekiiler benzerlik
indisleri analizi (comparative molecular similarity indices analysis, CoMSIA)’dir. Bu
metot benzerlik indisleri (similarity indices) ve CoMFA metotlarinin birlesimidir.
CoMSIA’da hem elektrostatik hem de sterik 6zellikler, hidrojen bag dondrii, hidrojen bag
akseptorli ve hidrofobik alanlar dikkate alinir. CoMFA da Coulomb elektrostatik
etkilesim potansiyeli kullanilirken CoMSIA, hidrojen bagi, hidrofobisite, elektrostatik ve
sterik Ozellikleri tayin etmek i¢in daha ¢ok Gaussian fonksiyonunu kullanilmaktadir

(Klebe vd., 1998).

1.2.1.3. Hansch Analizi

Mevcut toksikologlar arasinda Corwin Hansch ’in modern QSAR ‘in kurucusu
olduguna dair bir goriis birligi vardir. Robert Muir Pomona Kolejinde bir botanikgi olan,
indolasetik asit ve fenoksiasetik asit analoglari olan bitki biiylime diizenleyicilerinin
biyolojik aktivitesini ¢alisirken kimya boliimiindeki meslektast olan Corwin Hansch’a

danisarak, bu bilesiklerin yapilarini aktiviteleriyle iliskilendirmeye ¢alismislardir.

Hansch siibstituentlerin elektronik etkisini incelemek i¢in yapisal tanimlayicilar
olarak Hammett‘in sigma parametrelerini kullanmis ama anlamli bir QSAR esitligi elde
edilememistir. Hansch, sonra, biyolojik aktivitede lipofilisitenin (oktanol-su dagilma
katsayis1) onemli oldugunu 6ngdrmiistiir ve bilesiklerin logP degerlerini deneysel olarak
belirlemis ve QSAR analizlerinde bir parametre olarak kullanarak anlamli QSAR esitligi

elde edebilmistir (Hansch, 1969).

1.2.1.4. Tammmlayicilar

1937 yilinda Hammett’in meta/para aromatik siibstitiientlerin elektronik etkilerini
tanimlayan sigma (o) siibstitiient sabitesi (Hammett, 1937; Hammett, 1940) ile 1956
yilinda Taft’in siibstitiientlerin sterik etkilerini gosteren Es sabitesinin (Taft, 1959)
olusturulmasindan bu yana pek ¢ok parametre gelistirilmistir. Gliniimiizde 5000’ e yakin

parametre mevcuttur ve ¢esitli sekillerde siniflandirilmaktadir.
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1.2.1.4.1. Kuantum Kimyasal Tanimlayicilar
1.2.1.4.1.1. Elektrostatik Tammmlayicilar

3D parametreleridir, elektronik tanimlayicilar olarak da kabul edilir. Molekiillerin
elektronik ¢evresi, yiik dagilimi ve her bir atom tizerindeki kismi yiikler, HOMO, LUMO,

elektronegatiflik, kimyasal sertlik, iyonlasma enerjisi, elektron ilgisi, dipol moment,

Bakdemir, 2015).

Enomo: HOMO, molekiil temel durumda yani kararli haldeyken molekiilden koparilmasi

en kolay olan elektronun koparilabilmesi igin molekiile verilmesi gereken enerjidir.

ELumo: LUMO, HOMO’daki bir elektron uyarildiginda elektronun yerlesecegi ilk
orbitaldir. ELumo, LUMO’daki bir elektronun molekiile baglanma enerjisi olarak

tanimlanabilir.

Iyonlasma Enerjisi (IP): Molekiilden bir elektron koparmak icin gereken enerjidir.

DFT’ye gore;

IP = —Egomo (2)

Elektron flgisi (EA): Molekiilii negatif yiiklii iyon haline getirebilmek igin gerekli
enerjidir. DFT’ye gore;

EA = —Erumo 3

Elektronegativite (y): DFT ye gore elekronegativite, asagidaki esitlikler ile verilir.

_ (IP+EA) yaday = (EHOMO‘ZFELUMO) (4)

Kimyasal Sertlik (n): DFT’ye gore kimyasal sertlik, asagidaki esitlikle ifade edilir.
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_ (P-EA) (ELumo—Enomo) (5)

yadan = >

Yumusaklik (S): Bir molekiiliin kimyasal reaktivitesinin ne 6l¢iide oldugunu gosteren

bir Olgiittiir.

5= 2 ®)
n
Kimyasal potansiyel (p):
(IP + EA) (Exomo + Erumo)
H=—""">5" yadap=— 2 (7)

Elektrofilisiti indeks (m): QSAR ¢alismalarinda yaygin olarak kullanilan bir molekiiler

tanimlayicidir. Elektrofilik gii¢ anlamina gelmektedir.

w=— (8)

1.2.1.4.1.2. Geometrik Tanimlayicilar

Bu tanimlayicilar molekiildeki atomlarin 3 boyutlu koordinatlarin1 gerektirir. Bu
tanimlayicilar sunlardir; Eylemsizlik momenti, Shadow indisi, Molekiiler hacim,

Molekiiler yiizey alani, Kiitle ¢gekim indisleri.

1.2.1.4.2. Fizikokimyasal Tamimlayicilar

Kantitatif yapi-etki iliskilerinin ¢6ziimlenmesi i¢in yiiriitilen matematiksel
denklemlerde bagimsiz degiskenler olarak kullanilan fizikokimyasal parametreler,
molekiiler veya siibstitiient sabiteleri seklinde yer alirlar. Bu amagla, gerek efektor-hedef
arasindaki etkilesmelerde rol oynayan dinamiklerin, gerekse de ila¢ etken maddesi
kimyasal bilesigin organizmadaki transportunu iceren farmakokinetik olaylarin

¢oziimlenmesinde, hidrofobik (lipofilik), elektronik ve sterik etkinlikleri tanimlayan
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molekiiler veya substituent sabiteleri, kantitatif yapi-etki iliskileri analizlerinde en yaygin

olarak kullanilan fizikokimyasal parametreleri olustururlar (Sener ve Yalgin, 2003Db).

Fizikokimyasal
Parametreler
I _ | I |
Hldrgé‘?;ageggeorﬁlﬂc) Elektronik Parametreler Sterik Paremetreler

Sekil 8. Fizikokimyasal Parametreler

1.2.1.5. Regresyon Analizi

Regresyon analizi bagimli degisken ile bir veya daha ¢ok bagimsiz degisken
arasindaki iligskiyi incelemek amaciyla kullanilan bir analiz yontemidir. 2D-QSAR
modelleri gelistirmek i¢in bazi lineer ve lineer olmayan istatistiksel analiz yontemleri
giiniimiizdeki ¢alismalarda kullanilmaktadir. Lineer modellere 6rnek olarak Coklu Lineer
Regresyon (MLR), En Iyi Coklu Lineer Regresyon (BMLR), Heuristik Yontem (HM),
En Kiiciik Medyan Kareler Yontemi (LMS) verilebilir. Baz1 parabolik ve bilineer
modeller MLR yontemi kullanilarak gelistirilmistir. Lineer olmayan yaklasim Yapay
Sinir Aglar1 (ANN) kullanilarak uygulanir. Lineer ve lineer olamayan yaklagimlar,
inhibitorler (ligant/ilag) ve reseptorler (protein/enzim) arasindaki yapi-aktivite iligkisini

aciklayan parametrelerin en iyi kombinasyonunu segmeye yardimci olur (Sekil 9).

log A

Xo

X Xi Xi

Linear Parabola Bi-linear

Sekil 9. Biyolojik aktivitenin logaritmasi (log A) ile fizikokimyasal parametrelerin (Xi)
iligkilendirildigi Lineer, Parabolik ve Bilineer modeller
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1.2.1.5.1. Lineer (dogrusal) Regresyon Modelleri

Bir bagimli degisken (Y) ve birden fazla bagimsiz degisken (X) arasindaki
fonksiyonel iliskiyi inceleme yontemidir. y = a + bx bigiminde ifade edilen modele basit

dogrusal regresyon adi verilir.

Basit regresyon modelinde bagimli degisken ile bagimsiz degisken arasindaki

fonksiyonel baginti matris formu ile asagidaki gibi gosterilir.

Y = XeB... (Ozdamar, 1999)

1.2.1.5.2. Dogrusal Olmayan Regresyon Modeller

1.2.1.6. Validasyon

Validasyon kelime anlami “gegerliliktir.” Elde edilen model denklemlerin

gegerliligini dogrulamak i¢in kullanilan bazi parametreler sunlardir (Yakan, 2012).

1.2.1.6.1. Korelasyon

X ve y degiskenleri arasindaki dogrusal ikiskinin yoniiniin ve biiyiikliigiiniin bir
gostergesi olan kovaryanstir. Bununla birlikte kovaryansin biiyiikliigiinii 6l¢iim birimleri
etkilemektedir. Bu durum korelasyon katsayi1 olarak adlandirilan baska bir 6l¢iitle ortadan
kaldirabilir. Standart verilerle galisilirken korelasyon katsayisi tiiretilmistir. Korelasyon

katsayis1 (rxy) matematiksel olarak su sekilde gosterilebilir.

X=X —Y)
T T = 1)S,s, ©)

Korelasyon katsayinin hesaplanmasi i¢in asagidaki esitlik onerilir. Bu esitlik S, ve

Sy, X ve Y’nin satandart sapmasidir.
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r = nYXYi— XX NYi (10)

y
(n3E - Ex)? [n3y? - o’

Korelasyon katsayisi, kovaryans gibi iki degisken arasindaki dogrusal bir iliskinin
giiclinii ve yoniinii gosterir. Eger X ve y miikemmel bir sekilde iligkili ise negatif bir iliski
varsa ryy,= -1, pozitif bir iligki varsa ry,= +1 dir. Eger ryy, < 0 ise X ve y negatif iligkili
ve bu deger -1’¢ ne kadar yakinsa aradaki iligki o kadar gii¢lidiir. Ayni sekilde, eger ryy, >
0 ise x ve y pozitifiliskili ve bu deger +1 ne kadar yakinsa aradaki iliski o kadar gii¢liidiir.

1.2.1.6.2. Varyans (o)

Bir dagilimin dagilma veya degiskenligini tanimlamak i¢in 6l¢iimler hesaplanirken
ortalama degerdeki degerlerin ‘yayilmasina’ ve ‘sapmasina’ bakariz. Bu ‘yayilmay1r’
ortalamadan ortalama sapma’ gibi bir indeksle ifade edebiliriz. Dagilimin yayilmasi ne
olursa olsun ortalamadan sapmalarin toplami ‘0’ ise ‘ortalamadan ortalama sapma’ degeri
‘0’ cikar. Bu durum sapma degerlerinin karesini alarak ve bunlar1 toplayarak
diizeltilebilir. Boylece N gdézlemlerinin varyansi ‘sapmalarinin karelerinin ortalamasidir’

ve matematiksel olarak su sekilde gosterilebilir.
N
2 _ 1 =2
o =NZ(xi—x) (11)
i=1

Matematiksel olarak varyans standart sapmanim karesidir (S%). Bununla birlikte
varyans yerine standart sapma da kullanilabilir. Ciinkii hesaplanan varyans birimleri

verinin kendisindeki gibi ayni birimler olmadig1 anlamina gelmez.
1.2.1.6.3. Standart Sapma (S)
Standart sapma verilerinin ‘yayilmasinin’ gostergesidir. Eger ortalama, dagilimin

merkezi egilim Ol¢iisii olarak alinirsa, standart sapma her bir degerin ortalama degerden

(ortalamadan sapmalarin karelerinin ortalamasinin karekokii) ne kadar ‘uzakta’ oldugunu
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ifade etmektedir. BOylece standart sapma asagidaki gibi matematiksel olarak ifade

edilmistir.

1 N
S= NZ(xi—f)z (12)

1.2.1.6.4. Farklar

Farklar basitge gozlenen deger ile tahmin edilen deger arasindaki farktir.

Yfark = Ygozlenen — Ytahmini (13)
1.2.1.6.5. Fischer Testi (F)

Korelasyon denklemi araciligi ile elde edilen modelin, ne derecede gegerli
oldugunu bu fischer testi degeri gostermektedir. Denkleme ait F degeri, F degerleri
tablosundaki (hesaplanan serbestlik derecesine gore) degerden daha yiiksek olmalidir.
Serbestli dercesi SD= n-k-1 formiilii ile ifade edilir. Burada, n= korelasyon denkleminde
yer alan kimyasal bilesiklerin sayisi, k=bu denklemde bulunan bagimsiz degiskenlerin

sayisidir. Bu deger ne kadar biiyiikse, analiz modeline duyulan giiven artar.
1.2.1.6.6. Student T Testi

Regresyon analizi sonunda elde edilen korelasyon denkleminde yer alan
parametrelerin regresyon denklemindeki nicel katkilarini gdsteren katsayilarinin parantez
icerinde gosterilen + giivenirlik araliklarinin tespit edilmesinde belirleyici rol
oynamaktadir. Gegerli bir denklemde + giivenirlik araliklar1 hi¢bir zaman katsayidan

bliyiik bir degere sahip olmamalidir.
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1.2.1.6.7. Capraz Validasyon

Korelasyon denklemin dogruluk ve gegerliligini (validasyon) saptamak i¢in bazi
ilave hesaplamalar yapilmalidir. Modelin bu alanda sagladigi 6nerme giiciiniin (predictive
power) dogruluk ve gegerliliginin olgiilmesi i¢in ¢apraz validasyon (cross-validation)
yontemi uygulanmaktadir. Boylece belirlenen modelin, yeni etkin bilesiklerin
tasarlanmasinda ne oranda dogru ve gecerli bir 6nerme giicline sahip oldugu saptanmis
olunur. Capraz validasyon isleminde, ana dosyadaki tiim bilesikler sirasiyla yalniz bir
kere digsarida kalacak sekilde alt gruplar olusturulur ve hazirlanan yeni alt gruplar tekrar
analiz edilir. Bu alt grup bilesikler aracilifiyla yiiriitiilen regresyon islemi sonucu
korelasyon denkelemi {izerinden analiz disinda tutulan ana dosyadaki bilesiklerin
biyolojik etki degerleri hesaplanir. R%, (capraz validasyon katsayinin karesi) olarak ifade
edilir ve degeri 1’e yaklastikga modelin 6nerme giicii artar. Capraz-validasyon igleminin
uygulanmasi sonucu belirlenen ve modelin 6nerme giiciinii belirten bu deger, regresyon
analizi sonucu elde edilen ve modelin uyumunu gosteren korelasyon katsayr (R?)

degerinden kiigiik olmalidir.

1.2.2. Molekiiler Kenetlenme (Docking) Yontemi

Molekiiler kenetlenme (docking), kararli bir kompleks olusturmak i¢in tercih edilen
bir molekiiliin diger molekiile baglanirken tercih ettigi konformasyonlar: belirleyen bir
metottur. Diger bir ifadeyle, protein ile ligand arasindaki baglanma sirasindaki

etkilesimleri ve hareketleri inceleyen bir yontemdir (Lengauer ve Rarey, 1996).

1.2.2.1. Molekiiler Docking Mekanizmalari

Docking bir molekiiliin bir bagka molekiil ile kararli bir kompleks olusturmasi
sonucunda atomlarin uzaydaki tercih edilen pozisyonlarini tahmin etmede kullanilan bir

metoddur.

Docking yonteminin kullanildigi temel alanlardan biri, olast ilaglarin hedef
molekiillere baglanmalarinin dogasini incelemektir. Kiigiik molekiil-protein ve protein-

protein dokingleri olmak tizere iki tlirde uygulamasi olan ve bir molekiiler mekanik
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yontemi olan docking; proteinler, niikleik asitler ve yaglar gibi ¢ok biiylik ve biyolojik

Oonem sahip molekiillerin birbirleri arasindaki iligkileri bulmada kullanilir.

Protein-protein dockingi bilgisayar programlar1 tarafindan similasyona tabi
tutulmus iki tane protein molekiiliiniin birbiriyle baglanmasini/etkilesimini icermektedir.
Bu durumlardaki, etkilesimler ligand-protein dockinge kiyasla rigidtir. Ligand-protein
dockingi; ligandin serbest, proteinin (reseptoriin) sabit (rigid) oldugu ve hem ligandin
hemde proteinin esnek (flexible) oldugu durumlar goze alinarak incelenilebilmektedir
(Sekil 10). Ayrica docking yontemiyle giiniimiizde bazi arastirmacilar tarafindan ligand-
DNA ve RNA docking ¢aligsmalarida yapilmaktadir, bu alanda ilerleyen ¢aligmalarla da
bu kismu ligand-DNA/RNA docking seklinde kategorilendirmek miimkiindiir (Guner,
2000; Dias vd., 2008; Thiriot ve Monard, 2009).

1.2.2.2. Docking Temel Teorisi

Docking islemini anlamak i¢in, proteinlere baglanan molekiilleri anlatmada
kullanilan anahtar-kilit analojisi kullanilabilir (Jorgensen, 1991). Burada protein kilit
(eldiven) olup baglanmak istenen ligand anahtar (el) olarak diisiiniilebilir. Docking
isleminde de ayni bu sekilde enzimdeki uygun bosluklara substrat ya da inhibitoriin

baglanma olasiliklar1 incelenir (Sekil 10).
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b) Protein yiizeyi

d) Kenetlenme olmus ligandin ¢) Ligandin proteinin aktif bolge
baglanmis pozisyonu boslugundaki kompleksi

Sekil 10. Ligand ve Proteinin Etkilesme Degisimi (Tiirkkan, 2013)

Kisacas1 docking metodu, yapilmak istenen bu islemin bilgisayar ortaminda
simiilasyonudur. Bulunmak istenen ise anahtarin kilidi agmak i¢in durmasi gerektigi
konumdur. Bu konumlar tanimlanirken, bir proteinin baglanma (veya aktif) bolgesi,
ligandin proteine baglanacagi bolgedir. Bu bdlge genellikle protein yiizeyinde yer alan
bir bosluktur ve kristal yapisi bilinen proteinlerde inhibitoriin bagli oldugu yerden
tanimlanabilir. Fakat protein-ligand dockinginin baglanma bolgesi tanimlanirken bir
bagdan bahsedilmez, tercihen ligandin pozu (pozisyonu) veya baglanma modu gibi
tanimlamalar kullanmak daha dogrudur. Ciinkii ligandin baglanma bdlgesi olarak
bahsedilen ligandin konformasyonunun, oryantasyonun ve konumun geometrik pozunu
ifade eden bir tabirdir.
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Siirekli hareket edebilen protein ve ligand, bu hareketlerinin sonucunda
durabildikleri en diisiik potansiyel enerjili konumlarinda duracaklardir. Bunu hesaplamak
icin, tipki dogada oldugu gibi, bir optimizasyon islemi kullanilir. Ligandin proteine gore
konumu degistirilerek enerjisi hesaplanir ve en diisiik enerji bulunana kadar bu isleme
devam edilir. Bagka bir deyisle amag protein-ligand sisteminin serbest enerjisinin en

diisiik oldugu konformasyonu bulmaktir.

1.2.2.3. Molekiiler Modellemenin Kullanim Alanlar:

Molekiiler modellemenin bir¢ok olasi metotlart ve uygulamalari mevcuttur. Yapi
olusturma, yapinin goriintiilenmesi, konformasyon analizi, biyoaktif konformasyonlarin
tirevlendirilmesi, molekiiler siiperpozisyon ve cakistirma, farmakoforik kaliplarin
tirevlendirilmesi, reseptor haritalandirimi, inhibisyon aktivitelerin tahmini, molekiiler
etkilesimler; docking, molekiiler 6zelliklerin hesaplanmasi, enerji hesaplari gibi alanlarda

molekiiler modellemeden faydanilmaktadir.

1.2.2.4. Molekiiler Modelleme

1.2.2.4.1. Hartree-Fock (HF) Yontemi

Hartree-Fock metodu, ¢ok elektronlu atomlarin hal fonksiyonlarini belirlemek
bununla da atomun yapisini incelemek i¢in kullanilan en yaygin ab inito hesabidir. Bu
metod toplam dalga fonksiyonunu yaklasik olarak belirlemede kullanilan tekrarli bir
degisim yontemidir. Merkezi alan yaklagikliginin temel alindigi Hartree-Fock
yonteminde elektronlarin potansiyellerinin sadece ¢ekirdekten uzakliklarina gore
degistigi varsayilmaktadir. Herhengi bir elektronun ¢ekirdeginin ve diger elektronlarin
olusturacagi ortalama kiiresel potansiyel alani i¢inde hareket edecegi diisiiniildiigiinden

dolay1, Coloumb elektron-elektron itme potansiyeli baglangicta hesaba katilmaz ve daha

sonra elektron korelasyonu olarak hesaba alinir (Brasden vd., 1999).

31



1.2.2.4.2. Yogunluk Fonksiyoneli Teorisi (DFT)

Yogunluk Fonksiyoneli Teorisi (Density Functional Theory, DFT), ¢ok parcacikli
bir sistemin elektronik yapisinin incelenmesinde yaygin olarak kullanilan bir kuantum
mekanik tabanli bir yontemdir. DFT hesaplamalar1 enerjetik, titresimsel ve yapisal olarak
ozellikleri belirlemektir. Diger yandan DFT yontemiyle kati fazlarin elektronik, manyetik
ve optik Ozelliklerini tahmin etmektedir. Kiigiik molekiillerden komplekslere, periyodik
ve amorf katilara kadar bir ¢ok sistem ve proses iizerinde (kimyasal reaksiyonlar, ylizeyin
tekrar yapilanmasi, molekiillerin sogurulmasi gibi) calisilabilmektedir. DFT ile elde
edilen sonuclar kullanilan varyasyon potansiyeline baglidir. Bu HF tabanli metotla

onemli kavramsal bir fark: vardir.

DFT’ de karmasik n-elektron dalga fonksiyonu (¥) yerine, daha basit olan elektron
yogunlugu dikkate alindig1 igin, hesaplama sonuglari ab initio yontemlere gore daha hizl
sonuglanmaktadir. DFT” ye gore bir sistemin toplam enerjisi, elektron yogunlugunun bir
fonksiyonelidir (Hohenberg ve Kohn, 1964). Elektron ve ¢ekirdeklerin nokta kiitleler
olarak kabul edilmesi durumunda (spin orbital etkilesimi ve diger rolativistik etkilesimler

ihmal edilirse), molekiiler Hamiltonian Esitlik 14° deki gibi yazilabilir.

2 2 ,2 ,2 2
) A DLEINETE IR
2 My 2nle - ' raﬁ —  Tig - Tij
a i a i

a (>0 i j>i

Burada i ve j elektronlari, & ve 3 ise ¢ekirdegi ifade etmektedir. ilk terim olan
cekirdegin kinetik enerji operatoriinii gdstermektedir. ikinci terim ise elektronun kinetik
enerji operatdriidiir. Ugiincii terim ise atom numarasi Z,, Ve Z,  olan, a ve f ise ¢ekirdegi
arasindaki uzakhigi r,p olan, ¢ekirdek arasindaki itme potansiyel enerjisi olarak bilinir.
Daordiinciisii olan terim ise i elektronu ve a ¢ekirdegi arasinda uzakligi olan r;,, ¢cekirdek
ve elektron arasindaki cekim potansiyel enerjisini gosterir. Son terim olan i ve j

elektronlar arasinda 7;; uzakliginda olan elektronlar arsindaki itmeyi gostermektedir.

Cok atomlu bir molekiil i¢in, rolativistik olmayan tam elektronik olan Hamiltonian,
Esitlik 15° deki gibi ifade edilir.
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qo h? ZVZ ZZZae’2+zze’2 (15)
el Zme - t — ~ Tia . rij

i j>i

ve atomik birimlerle asagidaki denklem seklinde yazilir.

1= 1Nz Za 1
A, = V: + (16)
24 — i Tig L 1ij

i j>i

n elektronlu molekiiliin elektronik dalga fonksiyonu, n spin koordinatlar1 ve 3n uzay
koordinatlarina baglidir. Bir ve iki elektronlu uzaysal terimleri ihtiva eden Hamiltonian
operatorii (FI), molekiiler enerjisi sadece alt1 tane uzaysal koordinati igeren terimlerle
yazilabilmektedir. Bir anlamda ¢ok elektronlu molekiiliin dalga fonksiyonu (%), ihtiyag
duyulandan daha fazla bilgi ihtiva ettiginden dolay, fiziksel bir 6nemi yoktur. Bu durum,
enerji ve diger ozellikleri hesaplamak i¢in, kullanilabilen ve dalga fonksiyonundan daha

az degiskenler iceren fonksiyonlarin arastirilmasina neden olmaktadir.

Kohn-Sham formiiliine gore verilen Esitlik 17’ teki Coulomb enerjisi, bir sitemin
toplam enerjisi; kinetik enerjisi, sistemdeki biitlin yiiklii parcaciklar arasindaki klasik
elektrostatik etkilesiminden kaynaklanir. Biitiin ¢ok parcgacikli etkilesimleri olarak bilinen

degis-tokus korelasyon (XC) enerjisi olarak bilinir.
E=Er+Ey+E + Exc 17)

DFT’ nin Hartree-Fock (HF) metoduyla ortak yonleri mevcuttur. DFT’de toplam
elektron yogunlugu, bir elektronlu dalga fonksiyonlardan meydana gelen bir elektronlu
yogunluklara ayristirilmaktadir. Bu bir elektronlu dalga fonksiyonlari, HF teorisinin
dalga fonksiyonlarina benzer ve molekiiler sitemler icin DFT, HF yaklagimina kiyasla bir

molekiiler orbital (MO) tanimlayic1 gerektirmektedir (Dimoglo ve Kandemirli, 2007).
1.2.2.4.3. B3LYP Karma Yogunluk Fonksiyonu Teorisi

Dalga mekanigine dayanan HF teorisi, degis-tokus korelasyon igin iyi sonug

vermez fakat kinetik enerji i¢in uygundur. Ilgilesim ve degis-tokus enerjileri DFT
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modelleri ile daha iyi hesaplanir. Boylece tam enerji ifadesi i¢in saf DFT ve saf HF
modelleri yerine, her ikisinin enerji ifadelerinin, toplam elektronik enerji ifadesinde
kullanilmalar1 sonucu karma modeller olusmustur. Bu modeller bag uzunluklari,
iyonizasyon enerjileri ve toplam enerjileri gibi birgok biiyiikliikleri saf modellerden daha
iyi hesaplanmaktadir (Becke, 1993; Cramer, 2004).

1.2.2.4.4. Gaussian 09 ve Gaussian View Programlari

Bir molekiiler ile ilgili olan kuvvet alanlari, molekiiler geometri, HOMO, LUMO
IR, NMR siddetleri gibi degerleri kuantum kimyasal olarak hesaplamaya yarayan
Gaussian 09 bir paket programidir. Programda, ampirik, yari-ampirik ve ab-initio
metotlar kullanilarak hesaplamalar yapilir. Herhangi bir molekiiliin 6zelliklerinin gorsel
olarak tanimlanmasina ve bu degerler iizerinde degisiklik yapilabilmesine ve giris verileri
olusturarak hesaplarin baslatilmasina imkan veren ‘GaussView’ programi da bu

programla birlikte ¢alisilmaktadir.

GaussView programi, Gaussian programinda ¢alisiilmis bir molekiil i¢in
hesaplanmis olan sonuclari gorsellestirir. Hesaplama sonucunda elde edilen dalga sayilari
ve kiplerin gorsellesmesinde yararlanilan bir programdir. Program kullanilirken 6ncelikle
bir teori diizeyi belirlemek gerekmektedir. Gaussian 09 programinda pek ¢ok teori diizeyi
bulunmaktadir. Bunlardan en c¢ok kullanilanlar1 kisaltmalar1 ile birlikte asagida

verilmektedir.

Kisaltma Metod

HF Hartree Fock Oz Uyumlu Alan Teorisi

B3LYP Becke tipi 3 parametreli Yogunluk Fonksiyon Teorisi
MP2 2. derece Moller Plesset Pertiirbasyon Teorisi

MP4 4. derece Moller Plesset Pertiirbasyon Teorisi
QCISD(T) 2. derece Konfigurasyon Etkilesmesi
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1.2.2.5. Protein Veri Tabam

Protein veri taban1 (PDB) niikleik asit ve proteinler gibi biyolojik makro
molekiillerin 3-boyutlu yapilarin bulundugu zengin bir kaynaktir. PDB yer alan bilgilerin
kaynagint NMR (Niikleer Manyetik Rezonans) spektroskopisi veya X-1s1m1 kristalografi
stirecinin tiim yonleri ile gelistirilmesini saglamaktadir. PDB toplamda 8858 NMR
karakterli yap1 ve 63306 X-1s1n1 icermektedir (URL-3).

Biyologlarin ve biyokimyacilarin sundugu yapi bilgilerine egitimciler,
arastirmacilar ve ogrenciler diinyanin dort bir yanindan (URL-6) adli web sitesinden

erisilebilmektedir. Sekil 11°de protein veri tabani web sitesinin goriiniimii yer almaktadir.

€ > C [) www.resb.org/pdb/explore/explore.do?structureld=3sre a@y ™M @ & =
[E|
= 2 memser or Tve SIPIDEB | @EMDataBank
] Q PDR-101 An Information Portal to Biological Macromolecular Structures
PROTEIN DATA BANK As of Tuesday Apr 02, 2013 at 5 PM PDT there are 89393 Structures | PDB Statistics | 04 £) @
2
Search Everything Author  Macromolecule  Sequence  Ligand @
Advanced @@ eg, PDB ID, molecule name, author ﬂ
Browse Search History , Previous Results.
Structural View of Biology g Display Files =
Understanding PDB Data = g * N
Molecule of the Honth Serum paraoxonase-1 by directed evolution at RE & povwnload Fites -
Educational Resources pH 6.5 [ Share this Page =
Author Profiles
DOI:10.2210/pdb3sre/pdb
t MyPDB Hide
Login to your Account Primary Citation . .
Catalytic versatility and backups in enzyme active sites: the case of serum
i paraoxonase 1.
News & Publications Ben-David, M. ~, Elias, M. ~, Filippi, J.J. 2, Dunach, E.~, Silman, %&
Usage/Reference Policies N ! N ! - ! !
Deposition Policies 1.7, Sussman, J.L. ~, Tawfik, D.S.
Website FAQ S LAY o ]

Sekil 11. Protein veri tabani web sitesi gériiniimii (URL-6)

Protein Data Bank’ta yer alan makromolekiiler “.pdb uzantisina sahip bigimde
bulunur ve *.pdb dosyalarin1 tanimlamak icin dort adet karakter kullanilmaktadir. 1769,
bu tanimlamaya bir 6rnek olarak tezde kullanmis olup, her molekiil i¢in ilk karakter
rakamdan meydana gelmektedir. Protein veri tabanindaki yapilar “.pdb formatinda
bulunmaktadir. Bu format makromolekiiler olan proteinin atomik koordinatlari, birincil
ve ikincil yapi bilgileri, kristalografik yap: faktorleri ve NMR bilgilerini igermektedir.

[lag tasariminda kullanilan programlarmn birgogunda “.pdb formatinda taninmaktadir.
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1.2.2.6. Hidroksamik Asit Kenetlenme Cahsmalar1 Literatiir Ozeti

Histon deasetilaz (HDAC) inhibitorleri, son yillarda umut verici anti-kanser
maddeler haline gelmistir. Bunlar anjiyogenez (fizyolojik bir siire¢ olup, mevcut olan
damarlardan filizlenme yolu ile yeni damarlarin olusmasi, gelismesi anlamina gelir) ve
hiicre boliinmesinin yani sira, apoptoz (viicutta ihtiya¢ duyulmayan veya anormallesmis
hiicrelerden kurtulmanin normal yoludur) ve farklilasmay1 indiikleyici etkilerin oldugu

gostermistir.

Histon deasetilaz (HDAC) inhibisyonun klinik kutandz (deri) T hiicresi lenfoma
tedavisi icin FDA (Food and Drug Administration) tarafindan onayli SAHA
(suberoilanilid hidroksamik), asit kanser tedavisi igin yeni bir tedavi edici stratejisi olarak
dogrulanmistir. Yogun arastirma faaliyetleri HDAC inhibitorleri farmakokinetik ve
tedavi edici indeksleri gelistirilmesine yonelik ilaglar laboratuvarlarda devam etmektedir.
HDAC inhibitérleri igin klasik farmakofor yapilari ii¢ ayr1 motiften olusmaktadir (Chen
vd., 2008).
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2. YAPILAN CALISMALAR

2.1. Materyaller ve Metodlar

Bu yiiksek lisans tezinde literatiirden aliman 59 adet hidroksamik asit tiirevi
bilesiklerin HDACS proteinine (pdb kodu: 1T64, 1T67, 1T69, 4RNO, 1W22 ve 1VKG)
baglanma o6zelliklerini arastirmak i¢in, AutoDock Vina-1.5.6 ve Schrédinger Suite

programi1 kullanilarak molekiiler kenetleme (docking) ¢alismalar1 yapilmistir.

2.1.1. Kullamlan Docking Programlari

Molekiiler kenetlenme islemini gerceklestirebilmek i¢in bircok yazilim

bulunmaktadir. Kullanilan yazilimlar asagida yer almaktadir.

2.1.1.1. Autodock

Autodock yazilimi, 3 boyutlu yapiya sahip reseptorlere kiigiikk molekiillerin
baglanmasi ile ilgili tahminde bulunan bir yazilimdir. Yazilima (URL-2) Autodock

akademik kullanim i¢in ticretsiz bir yazilimdir.

2.1.1.2. Gaussian

Enerji, molekiiler yap1 ve molekiiler sistemlerin titresimsel frekanslarini temel
hesaplama cesitlerini baz alarak tahmin edebilen Gaussian yazilimidir. Molekiillerin,
reaksiyonlarin ve deneysel olarak gdzlenmesi miimkiin olmayan ya da zor olan kisa
Omiirlii gecis molekiillerinin anlasilmasinda kullanilabilmektedir. Gaussian akademik
kullanim igin, tcretli bir yazilimdir. Lisans bilgilerine (URL-5) adresinden

ulasilabilmektedir.
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2.1.1.3. Autodock Vina

Molekiiler kenetlenme, ila¢ kesfi ve sanal tarama ic¢in kullanilan ¢oklu c¢ekirdek
kapasite segenegi sunabilen yiiksek performans ile gelistirilmis dogruluga sahip ve kolay
kullanimi olan bir yazilimidir. Autodock Vina Dr.Oleg Trott tarafindan tasarlanmis ve
gelistirilmistir. Akademik kullanim ig¢in {icretsiz yazilim olup (URL-4) adresinden

yazilima erisilebilir.

Autodock i¢in gelistirilen yardime1 yazilimlar ile kenetlenme yapabilecek bolgeyi
belirleme, dosya hazirlama ve sonuglart inceleme agisindan vina yaziliminda kullanim
kolayligi saglanmis olur. Ayrica, grid haritalari icin manuel olarak atom tiplerinin se¢imi
ile grid harita dosyalarinin AutoGrid ile hesaplanmasi ve kenetlenme sonrasinda
sonuglarin kiime seklinde toplanmasina gerek yoktur; ¢iinkii Vina bunlari kendisi
otomatik olarak kendisi yapar. Kullaniciyr maruz birakmadan sonuglarini da kendisi

gruplandirir (Trott ve Olson, 2010).

Windows XP ve sonraki versiyonlarda Autodock Vina kullanilabilmektedir. Fakat
Autodock Vina programi Windows ortaminda g¢alistirabilmek igin Cygwin isimli bir
simiilator program gerekmektedir. Linux ve Mac platformlarinda da Autodock Vina

kullanilabilir.

AutoDock, protein ve niikleik asitten olugan biyomolekiillerin x-ray yapilarindan
temin edilmis veya bilgisayar destekli programlarla hazirlanmis pdb formatlariyla
inhibitorlerin etkilesimlerini yar1 deneysel serbest enerji kuvvet alanlarin1 kullanarak
konformasyonlarin enerjilerini hesaplayan yani iki molekiil arasinda birlesme veya
baglanma afinitesi dayanikliligin1 tahmin etmek icin kullanilan bir molekiiler doking

programidir. AutoDock hesaplamalarinda sirasiyla;

1. AutoDockTools kullanilarak koordinat dosyalar1 hazirlanir.

2. AutoGrid kullanilarak kii¢iik molekiiliin afinitesi ve inhibisyon aktivitesi
belirlenmesi igin 6n hesaplama yapilir.

3. AutoDock ile doking gergeklestirilir.

4. AutoDockTools ile sonuglarin analizleri gerceklestirilir.
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2.1.2. Calisma Asamalari

Tez calismasi iki asamada gergeklestirilmis olup ilk olarak deneysel inhibisyon
aktivitesi belirlenmis 59 adet molekiil literatiirden alind1 ve bu molekiillerin ti¢ boyutlu
yapilar1 bilgisayar ortamina aktarildi. Bu molekiillerin optimum geometrileri Gaussian
programi vasitasiyla belirlendi ve bazi kuantum kimyasal parametreleri hesaplandi. Bu
parametrelerin inhibisyon aktivite ile iliskisi incelendi. ikinci kisimda ise HDACS ile
ilgili mevcut X-1s1m1 kristal yapilar1 arasindan literatiirde en gok kullanilanlar1 belirlendi
ve bu proteinlere ait ii¢ boyutlu yapilar Protein Databank’ tan indirildi. Inhibisyon
aktivitesi belirlenmig ligant molekiillerinin bu proteinlere baglanma 6zellikleri molekiiler

kenetlenme yontemiyle incelendi.

2.1.3. Girdilerin Hazirlanmasi ve Hesaplamalari

2.1.3.1. Ligandin Hazirlanmasi

4 farkli literatiir kaynagindan alinan (Thomas vd., 2003; Patrick vd., 2005; Nagaoka
vd., 2006; Chen vd., 2008) 59 tane hidraksamik asit tiirevlerinin Gaussian programlari
kullanilarak 3-boyutlu yapisi ¢izildi. DFT (Yogunluk Fonksiyonel Teorisi) ¢oklu bag
sistemlerinin elektronik yapisini incelemek i¢in kullanilan kuantum mekanik modelleme
metodlar arasinda yer alir. Ligand molekiilleri, DFT’ye uygulanan hibrid fonksiyonel
yaklagimlardan olan B3LYP fonksiyoneli ve 6-311G(d,p) temel seti kullanilarak
Gaussian09 programinda optimize edildi. Optimizasyon islemi tamamlandiktan sonra
ligand yapist Gaussian’da “.pdb formatinda kaydedildi. Ardindan ligand yapisi
AutoDockTools-1.5.6 kullanilarak a¢ildi ve sonrasinda aromatik karbonlari ile donebilen
baglar1 tammlandi. Son olarak  “.pdbqt formatinda kaydedilmesiyle molekiiler

kenetlenme islemine hazirlanma stireci sona erdi.

Benzer sekilde, *.pdb formatindaki ligand molekiilleri Schrédinger programinin
Maestro arayiiziinde acild1 ve Ligand Preparation modiilii ile default degerler kullanilarak
doking islemine hazirlandi. Burada herbir molekiil i¢in konformasyon sayis1 10 olarak

secilirken, protonasyon diizeyleri i¢in pH 7 olarak belirlendi.
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Optimum geometriler {izerinden ligand molekiillerinin kuantum kimyasal
parametreleri Esitlik 2-8” e gore hesaplandi ve M.S. Excel ortamina islendi. Bu
parametreler ile inhibisyon aktivite degerleri arasinda dogrusal bir iliski olup olmadigi

arastirildi.

2.1.3.2. Proteinlerin Hazirlanmasi

Docking calismasinda kullanacagimiz HDAC8 A, HDACS8 B, HDACS C, HDACS8
D, HDACS E ve HDACS F enzimlerin hazirlanma islemi, inhibitorlere nazaran daha zor
ve bilgisayar hesab1 agisindan daha uzun bir siire¢ almistir. Enzimlerin *.pdb formatindaki
kristal yapilar1 PDB (Protein Data Bank) protein veri bankasini sitesinden temin edildi.
HDAC A enzimi 1T69 (2,91 Angstrom ¢o6ziiniirliiklii), HDAC8 B enzimi 1W22 (2,5
Angstrom ¢oziiniirliiklii), HDAC8 C enzimi 1T67 (2,31 Angstrom ¢dzlinirlikli),
HDACS8 D enzimi IWKG (2,2 Angstrom ¢oziiniirliiklii), HDACS E enzimi 1T64 (1,9
Angstrom ¢0ziintirliiklii), HDACS8 F iginse (1,76 Angstrom ¢oziiniirliikli) 4RNO pdb
kodlu kristal yapilar1 diger kristal yapilar1 arasindan ¢oziiniirliiklerinin diistikliiklerinden
ve bilinen ilaglarla olan etkilesim yapilari mevcut oldugundan tercih edildi. Ardindan
protein yapist AutoDockTools-1.5.6 kullanilarak agildi, yapidaki su molekiilleri program
yardimiyla uzaklastirildi ve polar hidrojenler eklendi. Enzim aktif bolgesi igin grid
dosyast hazirlandi ve son olarak “.pdbqt formatinda kaydedilmesiyle enzimlerin

molekiiler kenetlenme islemine hazirlanma siireci sona erdi.

2.1.3.3. Grid Parametre Dosyasininin Hazirlanmasi

Kiiciik molekiillerinin (ligand) ve makromolekiil (protein) yapist ~.pdbqt
formatinda hazirlandiktan sonra Autodock Vina programinin molekiiler kenetlenme
islemine baslayabilmesi ig¢in gerekli olan konfigiirasyon dosyasinda protein, ligand,
ligand sonu¢ konformasyonlari, grid kutusundaki nokta sayisi (X, y ve z koordinatlarinda)

ve merkez grid kutusu (X, y ve z koordinatlarinda) tanimlandi.

Bu degerlere gore grid kutusu protein ve ligand arasinda karakteristik baglanma
olasiliklarinin hesaplandig1 bdlgedir. Bu bolgede en diisiik enerjili ve en yiiksek afinite

olan baglanmalar gdzlenecektir.
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2.1.3.4. HDACS Giris Yapilarinin Hazirlanmasi

HDACS bolgesinin hedef olarak se¢ilmis olan 1T64, 1T67, 1T69, 4RNO, IWKG
ve 1W22 yapilarinin molekiiler kenetlenme islemine hazirlik asamalar1 birkag basamakta

gerceklestirildi.

2.1.3.4.1. 1T67 enzim yapisinin hazirlanmasi

HDACS yapilarindan olan 1T67 enziminin aktif hidrofobik bdlgesini aciga
cikarmak i¢in yapidaki su molekiilleri AutoDockTools programi yardimiyla uzaklagtirildi
ve polar olan hidrojenler eklendi ve sonra makromolekiil “.pdbqt formatinda kaydedildi
(Sekil 12).

Sekil 12. 1T67 enzim yapisinin Gaussian programinda goriintimii

Kenetlenme bdlgesini tanimlamak i¢in hedef molekiil iizerinde grid kutusu
boyutlar1 nokta sayis1 40x40x40 A (x, y ve z kartezyen koordinatlarinda) olarak ve
merkez koordinatlar1 enzimle birlikte kristallendirilmis inhibitér iizerinde bulunan
herhangi bir atom segilerek belirlendi. 1T67 enzimi igin, x koordinatlar1 50,215, y
koordinatlar1 -3,139 ve z koordinatlar1 28,025 olarak belirlendi (Sekil 12).
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2.1.3.4.2. 1T69 enzim yapisinin hazirlanmasi

HDACS yapilarindan olan 1T69 enziminin aktif hidrofobik bdlgesini agiga
cikarmak i¢in yapidaki su molekiilleri AutoDockTools programi yardimiyla uzaklastirildi
ve polar hidrojenler eklendi ve sonra makromolekiil *.pdbqt formatinda kaydedildi (Sekil
13).

Sekil 13. 1T69 enzim yapisinin Gaussian programinda gériiniimii

Kenetlenme bdlgesini tanimlamak i¢in hedef molekiil iizerinde grid kutusu
boyutlar1 nokta sayis1 40x40x40 A (x, y ve z kartezyen koordinatlarinda) olarak ve
merkez koordinatlar1 enzimle birlikte kristallendirilmis inhibitér tizerinde bulunan
herhangi bir atom secilerek belirlendi. 1T69 enzimi i¢in x koordinatlar1 30,712, y
koordinatlari -1,244 ve z koordinatlar1 -19,373 olarak belirlendi (Sekil 13).
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2.1.3.4.3. 4RNO enzim yapisinin hazirlanmasi

HDACS yapilarindan olan 4RNO enziminin aktif bolgesini agiga c¢ikarmak igin
yapidaki su molekiilleri AutoDockTools programi yardimiyla uzaklastirildi ve polar

hidrojenler eklendi ve sonra makromolekiil *.pdbqt formatinda kaydedildi (Sekil 14).

Sekil 14. 4RNO enzim yapisinin Gaussian programinda goriiniimii

Kenetlenme bdlgesini tanimlamak i¢in hedef molekiil iizerinde grid kutusu
boyutlar1 nokta sayis1 40x40x40 A (x, y ve z kartezyen koordinatlarinda) olarak ve
merkez koordinatlar1 enzimle birlikte kristallendirilmis inhibitér tizerinde bulunan
herhangi bir atom segilerek belirlendi. 4RNO enzimi i¢in, x koordinatlar1 -20,896, y
koordinatlar1 -8,915 ve z koordinatlar1 -41,826 olarak belirlendi (Sekil 14).
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2.1.3.4.4. 1W22 enzim yapisinin hazirlanmasi

HDACS yapilarindan olan 1W22 enziminin aktif hidrofobik bdlgesini agiga
cikarmak i¢in yapidaki su molekiilleri AutoDockTools programi yardimiyla uzaklastirildi
ve polar olan hidrojenler eklendi ve sonra makromolekiil “.pdbqt formatinda kaydedildi
(Sekil 15).

Sekil 15. 1W22 enzim yapisinin Gaussian programinda goriiniimii

Kenetlenme bdlgesini tanimlamak i¢in hedef molekiil iizerinde grid kutusu
boyutlar1 nokta sayis1 40x40x40 A (x, y ve z kartezyen koordinatlarinda) olarak ve
merkez koordinatlar1 enzimle birlikte kristallendirilmis inhibitér {izerinde bulunan
herhangi bir atom segilerek belirlendi. 1W22 enzimi i¢in, x koordinatlar1 4,204, y
koordinatlar1 18,650 ve z koordinatlar1 19,024 olarak belirlendi (Sekil 15).
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2.1.3.4.5. 1T64 enzim yapisinin hazirlanmasi

HDACS yapilarindan olan 1T64 enziminin aktif hidrofobik bdlgesini aciga
cikarmak i¢in yapidaki su molekiilleri AutoDockTools programi yardimiyla uzaklastirildi
ve polar olan hidrojenler eklendi ve sonra makromolekiil “.pdbqt formatinda kaydedildi
(Sekil 16).

Sekil 16. 1T64 enzim yapisinin Gaussian programinda gériintimii

Kenetlenme bdlgesini tanimlamak i¢in hedef molekiil iizerinde grid kutusu
boyutlar1 nokta sayis1 40x40x40 A (X, y ve z kartezyen koordinatlarinda) olarak ve
merkez koordinatlar1 enzimle birlikte kristallendirilmis inhibitér {izerinde bulunan
herhangi bir atom segilerek belirlendi. 1T64 enzimi igin, x koordinatlar1 108,773, y
koordinatlar1 58,020 ve z koordinatlar1 30,179 olarak belirlendi (Sekil 16).
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2.1.3.4.6. 1VKG enzim yapisinin hazirlanmasi

HDACS yapilarindan olan 1VKG enziminin aktif hidrofobik bélgesini agiga
cikarmak i¢in yapidaki su molekiilleri AutoDockTools programi yardimiyla uzaklastirild:
ve polar olan hidrojenler eklendi ve sonra makromolekiil “.pdbqt formatinda kaydedildi
(Sekil 17).

Sekil 17. 1VKG enzim yapisinin Gaussian programinda goriinimi

Kenetlenme bolgesini tanimlamak i¢in hedef molekiil iizerinde grid kutusu
boyutlar1 nokta sayis1 40x40x40 A (x, y ve z kartezyen koordinatlarinda) olarak ve
merkez koordinatlari enzimle birlikte kristallendirilmis inhibitor tizerinde bulunan
herhangi bir atom secilerek belirlendi. 1VKG enzimi i¢in, x koordinatlar1 9,504, y
koordinatlar1 64,405 ve z koordinatlar1 79,666 olarak belirlendi (Sekil 17).
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3. BULGULAR

4 farkl literatiir kaynagindan alinan (Thomas vd., 2003; Patrick vd., 2005; Nagaoka
vd., 2006; Chen vd., 2008) 59 tane hidraksamik asit tiirevlerinin pIC50 degerleri HDAC

calismasindan derlenmistir.

Bu ¢alismada inhibisyon aktiviteleri daha 6nceden belirlenmis 59 adet hidroksamik
asit tiirevi bilesiklerin Yogunluk Fonksiyonel Teorisi (DFT) olan B3LYP fonksiyoneli ve
6-311G(d,p) temel seti kullanilarak Gaussian09 programinda optimize edildi.
Optimizasyon iglemi tamamlandiktan sonra, tez ¢aligmasi iki asamada gergeklestirilecek
olup, ilk olarak bu bilesiklere ait kuantum kimyasal tanimlayilar hesaplanmis bu
parametreler ile deneysel inhibisyon aktiviteler arasinda bir iliski olup olmadigina

bakildi. Hesaplanan kuantum kimyasal tanimlayicilar Tablo 2’de verildi.

Birgok parametre ile dogrusal bir iliski olmamasina ragmen Elektrofilisiti indeksi

ile pIC50 arasinda dogrusal bir iliski oldugu goriilmiis ve pIC50 degerine karsi
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Tablo 2. Ligant molekiillerinin kuantum kimyasal parametreleri

No LUMO(ev) HOMO(ev) Etotal(ev) EA IP X n S Tl ® Egap Deneysel(IC50)
1 -2,09 -6,58 -46493,52 0,08 0,24 0,16 0,08 12,11 -434 113,88 4,49 8,00

2 -2,09 -6,64 -47563,54 0,08 0,24 0,16 0,08 11,95 -437 113,96 4,55 30,00
3 -2,06 -6,60 -48633,49 0,08 0,24 0,16 0,08 11,99 -433 112,36 4,54 49,00
4 -1,95 -6,57 -48633,69 0,07 024 0,16 0,08 11,78 -426 107,00 4,62 59,00
6 -2,00 -6,68 -48633,94 0,07 0,25 0,16 0,09 11,62 -434 109,58 4,68 39,00
7 -2,16 -6,28 -47127,00 0,08 023 0,16 0,08 13,22 -422 117,72 4,12 21,00
9 -1,82 -6,49 -31700,33 0,07 0,24 0,15 0,09 11,65 -415 100,40 4,67 35,00
10 -1,79 -6,47 -27518,66 0,07 0,24 0,15 0,09 11,62 -413 99,07 4,68 420,00
11 -1,76 -6,13 -31264,06 0,06 0,23 0,15 0,08 1246 -395 97,11 4,37 20,00
12 -1,70 -5,94 -32213,73 0,06 0,22 0,14 0,08 12,85 -382 93,73 4,23 110,00
13 -1,46 -5,76 -31733,17 0,05 0,21 0,13 0,08 12,67 -361 8256 4,30 520,00
15  -1,37 -6,12 -32831,66 0,05 0,22 0,14 0,09 1146 -3,75 80,35 4,75 3700,00
16 -1,21 -5,71 -37482,78 0,04 0,21 0,13 0,08 12,08 -346 72,35 450 2400,00
17 -141 -5,97 -37963,24 0,05 0,22 0,14 0,08 11,94 -369 81,39 456 1800,00
18  -1,50 -6,19 -38234,00 0,06 0,23 0,14 0,09 1160 -385 8586 4,69 313200
19 -1,34 -6,09 -356948,92 0,05 0,22 0,14 0,09 1145 -3, 71 7887 4,75 4987,00
21  -1,10 -6,34 -23800,56 0,04 0,23 0,14 010 10,38 -3,72 71,79 524 44550
22 -1,09 -6,32 -24870,63 0,04 0,23 0,14 010 1040 -3,71 71,39 523 5751
23 -1,07 -6,31 -25940,73 0,04 0,23 0,14 0,10 10,38 -369 70,66 5724 38,88
24 -0,69 -5,20 -28517,07 0,03 0,19 0,11 0,08 12,07 -295 5242 451 1742
25 -0,67 -5,19 -29587,17 0,02 0,19 0,11 0,08 12,02 -293 5159 453 4091
26 -1,34 -6,64 -256307,12 0,05 0,24 0,15 0,10 1028 -399 81,85 529 1163,16
27 -1,58 -6,93 -25307,12 0,06 0,25 0,16 0,10 10,16 -426 92,08 535 45563
28 -1,38 -6,57 -25307,26 0,05 0,24 0,15 0,10 10,49 -397 8266 519 273,78
29 -1,36 -6,55 -26377,36 0,05 0,24 0,15 0,10 10,49 -395 8197 519 96,80
30 -1,00 -6,13 -25940,79 0,04 0,23 0,13 0,09 10,61 -356 67,27 513 17577




51%

Tablo 2 (devam). Ligant molekiillerinin kuantum kimyasal parametreleri

No LUMO(ev) HOMO(ev) Etotal(ev) EA IP X n S T ® Egap Deneysel(IC50)
31  -1,05 -6,22 -25940,79 0,04 0,23 0,13 0,10 1052 -3,63 6941 517 129,20
32 -091 -6,30 -25940,69 0,03 0,23 0,13 0,10 10,11 -360 6560 538 7047
33 -091 -5,83 -27987,88 0,03 0,21 0,12 0,09 11,05 -3,37 62,74 493 8,46

34 -1,08 -6,07 -27987,87 0,04 0,22 0,13 0,09 1092 -357 69,66 4,99 56,30
3% -0,89 -6,00 -27987,90 0,03 0,22 0,13 0,09 1065 -345 6321 511 307,80
36 -0,56 -6,03 -31104,91 0,02 0,22 0,12 0,10 99 -329 53,95 547 1279,40
37 -1,26 -6,07 -33599,08 0,05 0,22 0,13 0,09 11,33 -366 7599 4,81 128,39
38 -1,40 -6,04 -31159,55 0,05 0,22 0,14 0,09 11,72 -3,72 81,23 4,64 212,22
39 -1,20 -6,26 -31159,54 0,04 0,23 0,14 0,09 10,76 -3,73 7494 506 7,70

40 -1,19 -6,25 -32229,63 0,04 0,23 0,14 0,09 10,75 -3,72 7424 506 21,87
41  -1,01 -6,28 -31159,30 0,04 0,23 0,13 0,10 10,33 -364 6854 527 65853
42  -1,79 -6,37 -31596,00 0,07 0,23 0,15 0,08 11,88 -408 9883 458 9,32

43  -1,78 -6,35 -32666,15 0,07 0,23 0,15 0,08 11,89 -406 98,19 458 67,23
44  -1,49 -5,62 -32169,67 0,05 0,21 0,13 0,08 1318 -355 8323 4,13 7,29

45  -1,47 -5,61 -33239,76 0,05 0,21 0,13 0,08 13,15 -354 8254 4,14 61,97
46  -1,89 -6,39 -29489,14 0,07 0,23 0,15 0,08 12,10 -4,14 103,81 450 8,51

47  -191 -6,31 -29489,00 0,07 0,23 0,15 0,08 12,38 -4,11 104,59 4,40 613,58
50 -1,36 -6,97 -23972,12 0,05 0,26 0,15 0,10 9,69 -417 8410 562 160960
51 -0,80 -6,25 -23371,47 0,03 0,23 0,13 0,10 10,00 -353 62,13 544 838,40
52 -1,46 -6,06 -27553,46 0,05 0,22 0,14 0,08 11,82 -3,76 83,73 4,60 23,36
54 -1,70 -6,57 -28093,62 0,06 0,24 0,15 0,09 11,17 -414 9554 4,87 47,36
55  -1,07 -6,05 -27553,29 0,04 0,22 0,13 0,09 1094 -356 6921 4,98 60,00
56 -1,31 -6,11 -27553,22 0,05 0,22 0,14 0,09 11,34 -3,71 78,06 4,80 128,48
57  -1,07 -6,10 -27553,27 0,04 0,22 0,13 0,09 10,82 -3559 69,67 503 50,24
58 -121 -6,03 -27553,29 0,04 0,22 0,13 0,09 11,28 -362 7396 4,82 9040
59 -1,34 -6,07 -27553,22 0,05 0,22 0,14 0,09 1150 -3,71 79,02 4,73 65,60
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3.1. AutoDock Vina ile Yapilan Hesaplamalar

HDAC ile ilgili literatiirde en ¢ok kullanilan mevcut X-151n1 kristal yapilar1 1764,
1T67, 1T69, 4RNO, 1VKG ve 1W22 PDB kodlu enzimlerin ligand molekiillerine
kenetlenme 6zellikleri incelenmistir. Tiim ligand molekdilleri bu enzim yapilariyla ayr
ayr1 kenetlenme islemine tabi tutulmustur. Deneysel inhibisyon aktivite degeri ile

baglanma enerjileri karsilastirilmis ve sonuglar1 R? olarak ifade edilmistir.
Tiim ligand molekiilleri 4 farkli gruba ayrilarak incelenmis ve herbir grup icin

deneysel inhibisyon aktivite-baglanma affinitesi iliskisi (R? degeri) en iyi olan enzim ve

ligant ayrintili olarak gosterilmistir.
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Tablo3. 1, 2, 3, 4, 5, 6 ve 7 ligandinin Autodock Vina ile hesaplanan baglanma
afiniteleri ve R? degeri

Molekiil pIC50(nM) 1764 1T69 4RNO 1VKG 1w22 1T67
5 716 58 63 43 91 68 61
4 -7,23 -6,8 -7,3 -5,2 -11,3 -7,9 -7,3
3 -7,31 -6,9 -7,1 -5,2 -11,0 -7,8 -7,2
1 8,10 73 79 52 -105 81 T4
7 -7,68 -7,1 -7,6 -5,3 -11,0 -8,7 -7,5
2 -71,52 -6,9 -7,1 5,1 -10,6 -8,1 -7,2
6 -7,41 -6,9 -7,4 -5,2 -10,9 -8,1 -7,3
SAHA -6,58 5,0 5,4 -3,6 -7,5 -5,7 5,4
R? degeri 0,7791 0,8283 0,6234 0,4684 0,6865 0,6653

1T69 kodlu enzim i¢in pIC50 degerleri baglanma afinitelerine karsi grafige
gecirildiginde elde edilen lineer dogrunun denklemi y=1,6663x+5,2738 regresyon
katsayis1 R?=0,8283dir (Sekil 19) (Tablo 3).

0,0
-9,00 -8,00 -7,00 -6,00 -5,00 -4,00 -3,00 -2,00 -1,00 4 OO,OO
-2,0
y = 1,6663 + 5,2738 3,0
R2=0,8283 4,0
=570
-6,0
o4 -7,0
® -8,0
-9,0

pIC50(1x10°9)

Baglanma afinitesi(kcal/mol)

Sekil 19. 1T69 enzimine ait hesaplanmis pIC50 degerlerine kars1 gézlenen baglanma
afinite degerleri arasindaki iligki grafigi

1T69 enzim yapisinin aktif hidrofobik bolgesi ALA309 ile ASN307 aminoasitleri
arasinda bulunmaktadir. Bu konformasyon HDACS’ in aktif hidrofobik bdlgesinin
disinda yer alan THR306, ALA339, ARG313, GLY341, LEU308 ve PRO273
aminoasitleri ile gevrelenmistir. AutoDock Tools programi ile yapilan incelemelerde 1
ligantinin 1T69 enzimi HDACS yapisindaki ARG313 de hidrojen bagi tespit edildi. 1
ligandinin karboksilik grubundaki oksijen ile ARG313” iin amino grubu arasinda hidrojen

bag1 yapmaktadir. Bu etkilesimler ii¢ boyutlu olarak goriilmektedir (Sekil 20).
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Sekil 20. 1 ile 1T69 enzim proteinine docking islemi sonucunda elde edilen goriintiisii
(karbon atomlar1 gri, azot atomlar1 mavi, oksijen atomlart kirmizi, kiikiirt
atomlar1 sar1)."Hidrojen baglar1 kesikli cizgilerle bahsedilmistir.

Tablo 4. 9, 10, 11, 12, 15, 18 ve 19 ligandinin Autodock Vina ile hesaplanan baglanma

afiniteleri ve R? degeri

Molekiil p1C50(nM) 1764 1769 4RNO  1VKG 1wW22 1T67
19 -5,30 -5,6 -5,7 -4,2 -9,0 -6,3 -5,8
15 -5,43 -5,7 -5,7 -4,0 -9,0 -5,7 -5,8
18 -5,50 -5,8 -5,9 -4,4 -9,5 -6,2 -6,1
11 -7,70 -6,7 -6,3 -5,3 -9,8 -1,8 -6,4
9 -7,46 -6,2 -6,1 -4,4 -9,2 -6,4 -6,1
12 -6,96 -5,8 -5,9 -4,7 -8,7 -7,2 -6,0
10 -6,38 -5,6 -5,4 -4,3 -7,8 -6,7 -5,4
SAHA -6,58 -5,0 -5,4 -3,6 -7,5 -5,7 -5,4
R? degeri 0,3020 0,2718 0,3079  0,0063 0,4302  0,1448

1W22 kodlu enzimin bu ligant gurubu i¢in pIC50 degerleri baglanma afinitelerine

kars1 grafige gegirildiginde elde edilen lineer dogrunun denklemi y=0,507x+3,2481
regresyon katsayis1 R?=0,4302"dir (Sekil 21) (Tablo 4).
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Sekil 21. 1W22 enzimine ait hesaplanmis pIC50 degerlerine kars1 gézlenen baglanma
afinite degerleri arasindaki iliski grafigi

1W22 enzim yapisinin aktif hidrofobik bolge PHE208 ile THR306 amino asitleri
arasinda bulunmaktadir. Bu konformasyon HDAC8’in aktif hidrofobik bdlgesinin disinda
yer alan TRP141, ASP101, PHE152, MET274, Zn, HIS180, HIS142 ve HIS143
aminoasitleri ile ¢cevrelenmistir. Autodock Tools programu ile yapilan incelemelerde 11
ligandinin 1W22 enzimin HDACS yapisinda HIS142 ve HIS143 ile hidrojen bag: yaptigi
tespit edildi. 11 ligantinin karboksilik grubundaki oksijen ile HIS142’in amino grubu
arasinda hidrojen bagi bulunmaktadir. Ayrica, 11 ligandinin hidroksil grubundaki oksijen
ile HIS143’{in amino grubu arasinda da bir hidrojen bagimin varlig: tespit edilmistir. Bu

etkilesimler ti¢ boyutlu olarak goriilmektedir (Sekil 22).

[ A -~
Sekil 22. 11 ile 1W22 enzim proteinine docking islemi sonucunda elde edilen goriintiisii
(karbon atomlar1 gri, azot atomlar1 mavi, oksijen atomlar1 kirmizi). *Hidrojen
baglar kesikli ¢izgilerle gosterilmistir.
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Tablo 5. 26, 36, 39, 41, 44, 46 ve 47 ligandinin Autodock Vina ile hesaplanan baglanma
afiniteleri ve R? degeri

Molekiil plIC50 1T64 1769 4RNO  1VKG 1w22 1T67
36 -5,89 -4,8 -5,0 -3,8 1,7 5,1 5,1
26 -5,93 -4,5 -5,0 -3,6 -7,4 -5,4 -5,0
41 -6,18 -6,1 -6,1 -4,5 -9,4 -6,8 -6,2
47 -6,21 -6,3 -6,9 -4,7 -9,7 -1,4 -6,4
44 -8,14 -6,4 -6,3 -4,6 -9,6 -7,5 -6,1
39 -8,11 -6,4 -7,0 -4,7 -10,3 -7,5 -7,5
46 -8,07 -6,2 -6,4 -4,7 -9,6 -1,2 -6,5
SAHA -6,58 -5,0 -5,4 -3,6 -7,5 -5,7 -5,4
R? degeri 0,4551 03792 0,3915 0,4431 05039 0,4828

1W22 kodlu enzimin bu ligant gurubu i¢in pIC50 degerleri baglanma afinitelerine
kars1 grafige gecirildiginde elde edilen lineer dogrunun denklemi y=0,6975x+1,769
regresyon katsayis1 R?=0,5039"dir (Sekil 23) (Tablo 5).
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x
=) o 5
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Baglanma afinitesi(kcal/mol)

Sekil 23. 1W22enzim ait hesaplanmis pIC50 degerlerine kars1 gozlenen baglanma afinite
degerleri arasindaki iligki grafigi

Autodock Tools programi ile yapilan incelemelerde 44 ligandin 1W22 enzimin
HDACS yapisindaki GLY 151 aminoasidi ile hidrojen bagi yaptigi tespit edilmistir. Bu
konformasyon HDACS’in aktif hidrofobik bdolgesinin disinda yer alan PRO273,
MET274, Zn, HIS180, PHE152, TRP141, GLY151 ve HIS143 aminoasitleri ile

cevrelenmistir. Bu etkilesimler {i¢ boyutlu olarak goriilmektedir (Sekil 24).
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Sekil 24. 44 ile 1W22 enzim proteinine docking islemi sonucunda elde edilen goriintiisii
(karbon atomlar1 gri, azot atomlar1 mavi, oksijen atomlar1 kirmizi)."Hidrojen
baglar1 kesikli ¢izgilerle gosterilmistir.

Tablo 6. 49, 50, 52, 54, 55 ve 57 ligandinin Autodock Vina ile hesaplanan baglanma
afiniteleri ve R? degeri

Molekiil p1C50(nM) 1T64 1T69  4RNO 1VKG  1wW22 1767
49 SRS -5,0 -5,3 -4,2 -7,4 -5,5 -5,2
50 -5,79 -5,6 -5,7 -4,2 -7,9 -6,3 -6,1
52 -7,63 -6,4 -6,1 -4,7 -9,0 -6,6 -6,5
54 -7,32 -6,2 -5,8 -4,7 -8,9 -6,6 -6,2
57 -7,30 -6,1 -6,2 -4,7 -8,5 -6,9 -6,5
55 -7,22 -6,3 -5,9 -4,8 -8,5 -6,7 -6,4
SAHA -6,58 -5,0 -5,4 -3,6 -1,5 -5,7 -5,4
R? degeri 0,6837 06223 04011 06715 05932 0,5721

1T64 kodlu enzimin bu ligant gurubu i¢cin pIC50 degerleri baglanma afinitelerine
kars1 grafige gecirildiginde elde edilen lineer dogrunun denklemi y=0,6133x+1,645
regresyon katsayis1 R?=0,6837"dir (Sekil 25) (Tablo 6).

55



0,0

900  -800  -7,00  -600  -500  -400  -300  -200  -1,00 0,00
-1,0
2,0
&
2 -3,0
3 y = 0,6133x - 1,645
) R2=0,6837 -4,0
o
Lo
O ° -5,0
a °
-6,0

-7,0
Baglanma afinitesi(kcal/mol)

Sekil 25. 1T64 enzimine ait hesaplanmig pIC50 degerlerine karsi gozlenen baglanma
afinite degerleri arasindaki iliski grafigi

1T64 kodlu enzim yapisinin aktif hidrofobik bolgesi PHE189 ile ALA188 amino
asitleri arasinda bulunmaktadir. Bu konformasyon HDACS’in aktif hidrofobik bdlgesinin
disinda yer alan PHE70, THR192, SER190, PHE191, ASP187 aminoasitleri ile
cevrelenmistir. Autodock Tools programi ile yapilan incelemelerde 52 ligandin 1T64

enzimin HDACS yapisindaki SER190 aminoasidi ile hidrojen bagi yaptigi tespit

edilmistir. Bu etkilesimler {i¢ boyutlu olarak olarak gosterilmektedir (Sekil 26).

Sekil 26. 52 ile 1T64 enzim protemlne dOcklng islemi s onucunda elde edllen goruntusu
(karbon atomlar1 gri, azot atomlar1 mavi, oksijen atomlar1 kirmizi)."Hidrojen
baglar kesikli ¢izgilerle gosterilmistir.
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3.2. Schodinger Programi ile Yapilan Hesaplamalar
Ligant molekiillerinin tamami i¢in 2 farkli HDAC8 enzimi (1T69, 1W22) ile
kenetlenme galismasi yapilmis ve docking skorlari en yiiksek olan ilk 3 ligantin baglanma

ozellikleri incelenmistir. Bu enzim yapilarina ait docking skorlar1 Tablo 7°de verilmistir.

Tablo 7. 1T69 ve 1W22 enzim yapilari i¢in Docking skorlari

1T69 1W22

Molekiil Docking Molekiill Docking | Molekiil Docking Molekiil Docking
No Skore No skore No Skore No Skore
13 -8,632 41 -5,831 |41 -7,875 56 -5,349
10 -8,383 47 -5,8 40 -7616 7 -5,25
9 -7,859 2 -5,79 39 -7569 54 -5,249
11 -7,839 6 -5,764 | 35 -7,399 31 -5,205
44 -7,684 35 -5,751 44 -7,175 52 -5,203
15 -7,569 4 -5,543 11 -7,164 30 -4,959
19 -7,471 1 -5,482 | 26 -7,098 23 -4,935
12 -7,289 29 5431 |21 -6,866 12 -4,847
14 -7,28 49 -5,357 46 -6,795 1 -4,792
17 -7,245 27 -5,355 | 20 -6,793 43 -4,722
16 -7,127 32 -5,204 | 48 -6,747 37 -4,548
7 -6,694 21 -5,178 | 58 -6,626 27 -4,513
24 -6,627 53 -5,123 |51 -6,612 15 -4,411
59 -6,594 51 -5,117 | 25 -6,509 14 -4,328
42 -6,546 57 -5,082 13 -6,485 50 -4,224
33 -6,464 37 -5,076 16 -6,343 36 -4,15
34 -6,427 31 -5,051 18 -6,213 42 -4,091
45 -6,415 22 -4951 |55 -6,192 2 -4,082
23 -6,382 52 -4,895 |33 -6,159 32 -3,981
3 -6,321 28 -4893 | 24 -6,134 38 -3,798
46 -6,307 8 -4,862 | 29 -6,125 19 -3,798
18 -6,226 26 -4,828 |59 -6,076 10 -3,796
38 -6,178 50 -4,805 17 -6,043 3 -3,451
56 -6,133 30 -4699 |57 -6,033 22 -3,036
40 -6,063 20 -4546 |4 -5,865 6 -2,816
48 -5,914 36 -4,497 | 47 -5,662 28 -2,537
39 -5,904 43 -4,37 34 -5,635 49 -2,534
55 -5,9 58 -4,365 | 45 -5543 8 -2,393
25 -5,836 54 -3,737 |9 -5,397 53 -0,076
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3.2.1. 1T69 Enzim-Ligand Etkilesimleri

Ligant 13 hidroksamik asitindeki hidrofilik kisminda bulunan karbonil oksijeninin
enzimin aktif bélgesinde bulunan Zn atomu ile koordinasyon bagi ve TRY306 amino asiti
ile hidrojen bag1 olusturmaktadir. Ayni bolgedeki OH grubu ise enzimin aktif bolgesinde
HID142 (Histidinin protonlanmis hali) aminoasiti ile hidrojen bagi yapmaktadir. Diger
OH grubu ise ASP101 amino asiti ile hidrojen bagi olusturmustur. Bir diger onemli
hidrojen bagi ise benzimidazol halkasindaki NH gurubu {izerinden meydana gelmektedir.
Ayrica benzen halkast PHE152 amino asiti ile pi-pi etkilesimi meydana getirmektedir
(Sekil 27).
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Sekil 27. 1T69 enzimin aktif bolgesmde ligant 13’iin yerlesimi ve etkilesimleri
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Ligant 10°da ise hem karbonil oksijeni hemde hidroksil grubu Zn atomu ile metal
koordinasyon bagi olusturmaktadir. Hidrofilik bas bolgesinde bulunan OH ayni1 zamanda
HID142 amino asiti ile hidrojen bagi olusturmaktadir. Diger 6nemli hidrojen baglari ise
TRY306 ile karbonil oksijeni, ASP101 ile OH grubu ve HID180 ile benzen halkasindaki

azot atomu tizerinden olusmaktadir. HID180 amino asiti ayrica iki benzen halkasi ile pi-

pi etkilesimine girmektedir (Sekil 28).

Charged (negative) Polar -~ Distance — Salt bridge

) Charged (positive) & Unspecified residue - H-hond (backbone) Solvent exposure
Glycine Water -#  H-bond (sidechain)
Hydrophobic Hydration site — Metal coordination

) Metal X Hydration site (displaced) ®—e Pi-Pistacking

Sekil 28. 1T69 enzimin aktif bolgesinde ligant 10 un yerlesimi Ve etkilesimleri
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Ligant 9’da onceki ligantlara benzer etkilesimlere sahip olmasi yaninda hacimli

hidrofobik kisminin enzimin aktif bolgesi diginda kaldig1 ve baglanmaya bir katkisinin

olmadig1 goriilmektedir (Sekil 29).
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Sekil 29. 1T69 enzimin aktif bolgesinde ligant 9’un yerlesimi ve etkilesimleri
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3.2.2. 1W22 Enzim-Ligant Etkilesimleri

Benzer sekilde ligant 41 enzimin aktif bolgesindeki Zn atomu ile metal
koordinasyonu yapmakta ancak bunu hiksoksil grubu iizerinden gerceklestirmektedir.
Karbonil grubu ise TYR306 amino asiti ile hidrojen bagi yaparak etkilesime katkida
bulunmaktadir. LYS33 ile benzen halkasi zayif pi-pi etkilesimine sahiptir. Burada da
hacimli hidrofobik grup etkilesime katkis1 diistiktiir (Sekil 30).

CcYs i LYS
B: 153 B
¥
HIS O
B: 143
GLY
B: 303
HN
HIP /
il HO
HIE
B: 180
ASP
B: 17 7N
J GLY
B: 151
GLY PHE MET
B: 304 B: 152 B: 274
GLN
B: 263
' Charged (negative) Polar -==-  Distance — Salt bridge
..} Charged (positive) & Unspecified residue —#  H-bond (backbone) Solvent exposure
Glycine Water -# H-bond (sidechain)
Hydrophobic Hydration site — Metal coordination
) Metal Hydration site (displaced) ®—e Pi-Pi stacking

Sekil 30. IW22 enzimin aktif bolgesmde ligant 41’in yerlesimi ve etkilesimleri
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Ligant 40 molekiilii Zn atomu ile karbonil ve hidroksil gruplari tizerinden metal
koordinasyonu ile selat yapisi olugturmaktayken ayni zamanda karbonil grubu ile
TYR306 amino asiti ve hidroksil grubu ile HIP142 (Histidinin protonlanmis hali) amino

asiti tizerinden hidrojen bag1 yapmaktadir (Sekil 31).
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Sekil 31.1W22 enzimin aktif bolgesinde ligant 40’1n yerlesimi ve etkilesimleri
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Ligant 39 i¢in etkilesimler ligant 40 ile yaklagik ayn1 olmakla beraber hidrofobik
grubun iki tane pi-pi etkilesimi olusturdugu goriilmektedir. Burada da hacimli hidrofobik
grubun baglanma etkilesimleri katkist oldukga zayiftir (Sekil 32).
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Sekil 32. 1W22 enzimin aktif bolgesinde ligant 39’un yerlesimi ve etkilesimleri
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4. TARTISMA VE SONUCLAR

Literatiirde yaymlanmis ve HDACS8’in inhibisyon aktiviteleri belirlenmis 4 farkli
kaynaktan alinan 59 adet ligant molekiilii i¢in yapilan incelemelerde molekiillerin
Elektrofilisiti indeksi ile inhibisyon aktiviteleri arasinda dogrusal bir iliski oldugu
bulunmustur. Elektrofilisiti indeksi, molekiillerin deneysel inhibisyon aktiviteleri
belirlenmeden veya bu molekiiller sentezlenmeden 6nce inhibisyon aktiviteleri hakkinda
on bilgi edinilmesi agisindan 6nemli bir parametre oldugu disiiniilmektedir. HDACS8
enzimi i¢in HOMO, LUMO, Kimyasal Potansiyel, Kimyasal Sertlik, Yumusaklik ve
HOMO-LUMO Gap gibi diger kuantum kimyasal parametreler arasinda dogrudan bir
iliski olmadig tespit edildi.

HDACS enzimi igin protein data banklarda farkli kaynaklardan elde edilmis ¢ok
sayida X-151n1 yapisi mevcuttur. Literatiirde bunlardan en ¢ok kullanilanlar1t HDACS8
enzim yapist segilerek molekiiler kenetlenme c¢alismasi yapilmig affinitesi iyi olan
molekiillerin baglanma o6zellikleri ve etkilesimleri incelenmistir. AutoDock Vina
programiyla yapilan baglanma affiniteleri hesaplamasiyla bu enzim yapilarindan
deneysel inhibisyon aktiviteyi en iyi tahmin eden yapilar 1T69 ve 1W22 pdb kodlu enzim
yapilar1 oldugu goriildii.

Bu iki enzim yapis1 kullanilarak Schodinger programi yardimiyla 59 ligant i¢in
docking caligmasi yapilmis ve aktif bolgedeki baglanma oOzellikleri ve baglanma

konformasyonlar: gorsel olarak gosterildi.

Hikroksamit asitlerin hidrofobik kisimlarmin hacmi kiigiildiikge enzimin aktif
bolgesine daha iyi yerlestigi ve daha yiiksek inhibisyon etkisi gosterdigi belirlenmistir.
Her iki enzim yapist i¢in aktif bolgede bulunan Zn atomu ile ligant molekiillerinin
etkilesiminin inhibisyon aktivitede 6nemli bir rol aldig1 gériilmiistiir. Bu baglamda, ligant
molekiillerinin elektron salict gruplar icermesi HDAC’in inhibisyonunun daha etkili
olacag1 goriisiinii ortaya cikarmaktadir. Bir diger O6nemli faktor ise hidrejen bag:
olusumudur. Incelenen ligantlardan karbonil grubu igeren yapilarin Zn atomu ile
etkilesimi ve hidroksil (OH) grubu igeren yapilarinda hidrojen bagi yaparak aktif bolgede

baglanma giictinii arttirdig1 goriilmektedir.
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5. ONERILER

Anti-kanser ¢alismalarinda 6nemli bir yeri bulunan HDACS enzimini inhibe
etmeye yonelik sentez yapacak arastirmacilarin molekiilleri sentezlemeden once
hidroksil ve karbonil grubunu tizerindeki negatif yiik arttirilarak daha aktif molekiillerin
sentezlenmesini saglayabilirler. Ayrica molekiiliin hidrofobik cap gurubunun daha kiigiik
molekiiller ile dizayn edilmesi durumunda aym sekilde inhibisyon aktivitenin artacagi

Oongoriilmektedir.
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N-(2-aminophenyl)-4-{[(2-
hydroxyethyl)(pyridin-3-
ylmethyl)amino]methyl}benzamide

N-(2-aminophenyl)-4-{[benzyl(2-
hydroxyethyl)amino]
methyl}benzamide

N-(2-aminophenyl)-4-({(2-
hydroxyethyl)[(1-methyl-1Hindol-3-
yl)methyl]amino}methyl)benzamide

75

-7,46

-6,38

-7,70

-6,96

-6,28

-0,00

-5,43

-5,62
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/o H,N

/ < > /\N H@ N-(2-aminophenyl)-4-{[(1,3-benzodioxol-
\_\ 5-ylmethyl)(2-
. on hydroxyethyl)amino]methyl}benzamide

hydroxyethyl)amino]methyl}benzamide

HC /©/\N NH § N-(2—aminOpheny|)-4'{[(2‘
o, hydroxyethyl)(4-
OH 0

Q N-(2-aminopheny!)-4-{[(3,4-
. N difluorobenzyl)(2-

methoxybenzyl)amino]methyl}benzamide

1-yhbutanamide

Nasy
M i N-hydroxy-4-(4-phenyl-1H-1,2,3-triazol-
NMNH/OH

o

N
N/ \Nw _oH

;// NH 5-(Phenyl)triazolylpentahydroxamic acid

N/N\N _~=©
i,,/ w/ 6-(Phenyl)triazolylhexahydroxamic acid
HN\OH

/N\N/\/\/\/[T\ . - .
N ~OH 7-(Phenyl)triazolylheptahydroxamic acid

NH

8}

Jon
— f/)\ 6-(4-Anilyl)triazolylhexahydroxamic acid

|
L

NH—on

\ ﬂ 7-(4-Anilyhtriazolylheptahydroxamic acid

|

/
;\\/ ;
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-5,75

-5,50

-5,30

-0,00

-6,35

-7,24

-7,41

-7,76

-7,39
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6-(3-PyridyDtriazolylhexahydoxamic acid

6-(4-Pyridyl)triazolylhexahydroxamic

acid

6-(2-Pyridyl)triazolylhexahydroxamic

acid

7-(2-Pyridyl)triazolylheptahydroxamic

acid

6-(4-TolyDtriazolylhexahydroxamic acid

6-(3-TolyDtriazolylhexahydroxamic acid

6-(3-Tolyl)triazolylhexahydroxamic

acid

6-(4-Anisolyl)triazolylhexahydroxamic

acid

6-(3-Anisolyl)triazolylhexahydroxamic

acid

-5,93

-6,34

-6,56

-7,01

-6,76

-6,89

-7,15

-8,07

-7,25



35

36

37

38

39

40

41

42

43

44

6-(2-Anisolyl)triazolylhexahydroxamic
acid

6-(2,6-
Dimethoxyphenyl)triazolylhexahydroxam
ic acid

6-(2-Thiopyl)triazolylhexahydroxamic
acid

6-(4-Biphenyl)triazolylhexahydroxamic
acid

6-(3-BiphenyDtriazolylhexahydroxamic
acid

7-(3-BiphenyDtriazolylheptahydroxamic
acid

6-(2-Biphenyl)triazolylhexahydroxamic
acid

6-(4-
Pyridylphenytriazolylhexahydroxamic
acid

7-(4-
Pyridylphenyl)triazolylheptahydroxamic
acid

6-(6-
Methoxynapthalyl)triazolylhexahydroxam
ic acid

78

-6,51

-5,89

-6,89

-6,67

-8,11

-7,66

-6,18

-8,03

-7,17

-8,14
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NH

x ZE /i
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NH—OH

n
I I
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\_\_\—/{

NH—OH

(o]

NH:
‘\—\_\—{o

NH—OH

\

0

5

—OH

7-(6-
Methoxynapthalyl)triazolylheptahydroxa
mic acid

6-(2-QuinolyDtriazolylhexahydroxamic
acid

6-(7-Quinolyl)triazolylhexahydroxamic
acid

N-hydroxy-5-(4-phenyl-1H-1,2,3-triazol-
1-yl)pentanamide

N-[7-(hydroxyamino)-7-
oxoheptyl]pyridine-2-carboxamide

N-[7-(hydroxyamino)-7-
oxoheptyl]benzamide

N-[7-(hydroxyamino)-7-oxoheptyl]-1H-
pyrrole-2-carboxamide

N-[7-(hydroxyamino)-7-oxoheptyl]-1H-
indole-2-carboxamide

N-[7-(hydroxyamino)-7-oxoheptyl]-1-
methylindane-2-carboxamide

N-[7-(hydroxyamino)-7-oxoheptyl]-1-
benzofuran-2-carboxamide

79

-7,21

-8,07

-6,21

-0,00

-5,57

-5,79

-6,08

-7,63

-5,93

-7,32



55

56

57

58

59

NH—OH

N-[7-(hydroxyamino)-7-oxoheptyl]-1H-

N-[7-(hydroxyamino)-7-oxoheptyl]-1H-

N-[7-(hydroxyamino)-7-oxoheptyl]-1H-

N-[7-(hydroxyamino)-7-oxoheptyl]-1H-

N-[7-(hydroxyamino)-7-oxoheptyl]-1H-

80

indole-3-carboxamide

indole-4-carboxamide

indole-5-carboxamide

indole-6-carboxamide

indole-7-carboxamide

1,22

-6,89

-7,30

-7,04

-7,18
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