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OZET

Kombinatoryal (butlnlgirici) kimya yeni kimyasal molekdllerin & ve tasarimi igin
onemli bir arac¢ haline gelrgiir. Bu teknik, ¢cok sayida fakli molekillerigp zamanli olarak
Uretilmesini sglar. Bircok ilac endustrisi kombinatoryal kimyayla¢ tarama ve 6ncl
bilesigin  optimizasyonunu  gdamada ve organik molekil kUtlphanelerin

olusturulmasinda kullanir. Bu makale kombinatoryal kimyn tanimlanmasij,

kombinatoryal kdtUphanelerin glturulmasi, kati, sivi ve ¢ozelti faz sentezlerintee
teknolojileri, farmasotik ve biyoteknolojik atermada ve ¢gu kez de kombinatoryal kimy
uygulamalarini tamamlayici olarak kullanilan Yuksékzda Aktivite Tarama (YHAT; Hig
Throughput Ccreening (HTS)) yontemine genel bingpiglermektedir.

Anahtar kelimeler: Kombinatoryal kimya, kati faz sentezleri, senteknaéoijileri,
kombinatoryal kitiphaneler, yiuksek hizda aktiatarna.

ABSTRACT

Combinatorial chemistry has become an important foo design and discovery d
novel chemical molecules. This technique allowstli@r production of large numbers
different molecules simultaneously. Most pharmaceltindustries use combinatorié
chemistry to create libraries of organic moleculesdrug screening and lead optimisatio
This review takes a look at the determination ahlbmatorial chemistry, generating
combinatorial libraries, solid, liquid and solutiophase synthesis, synthesis technolo
and High Throughput Screening (HTS) methodologychvie used in pharmaceutical ar
biotechnological research and mostly as a compl¢atdn the combinatorial chemistr
applications.
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GIRIS

Kombinatoryal kimya, yapisal farkliliklar gostergnk sayida molekdlin ayni
anda sentezine olanak taniyan tekniklerin genetliadFarmasottik endustri ve
akademik argtirmacilar tarafindan gstirilen, etkili ve rekabetci yeni ilaclarin
uretiminde zaman ve maliyeti azaltan yontemlerd@msibhaline gelen bu yeni
teknik, ayni kgullar altinda, ayni yontemlerle ve ayni kap icewts bir dizi analog
serinin sentezlenmesi olarak tanimlanir. Bu telakikigelsmeler sayesinde bugin
yuzlerce, hatta ylzbinleri bulan molekiiller (1) egnda sentezlenebilmektedir.

1990’dan gunimuze kadar olan donem icerisinde fedtilaendustride gorilen
ana dgisim sdreci, argtirma ve gektirmede oldgu kadar ticari amacli
uygulamalarda da avantajgsayacak yonde olmgiur. Bu doneme damgasini vuran
kombinatoryal kimya (2) ve yuksek hizda aktiviteatmaa (YHAT) (3) gibi yeni
teknoloji ve yontemler olduk¢ca benimsegmie olabilecek en yiksek seviyede
birbirine paralel olarak gelne gostermtir. Son yillarda farmasétik endustri destekli
ila¢c kesif programlarinda kombinatoryal kimya yodntemlerikia bir sekilde
kullaniimaktadir (1). Robot destekli ortamda, otegwna dayali, minyattggrilmi s
(kiicuk olceklendirilmg) analiz protokollerinin kullaniimasi ile binleramolekili
ayni anda test edecek kapasiteysiliasi yaninda molekil sayi vesikli gindeki
artisa duyulan acil intiyaca cevap olarak kombinatokalya tekniklerinde evrimsel
bir ilerleme kaydedilnsitir (4).

Literattirde halen galim sirecini tamamlamagiiolan kombinatoryal kimyayi
tanimlayan farkh terimler, bu alanda hayli sitlik gdsteren molekul
kituphanelerinin olgturulmasinda kullanilan tek¥e dayali adlarla aniimasindan
kaynaklanmaktadir (5). Bu yaklanla ortaya cikan terminoloji karryasi aslinda
kombinatoryal kimya alaninda kullanilan teknikfede siniflandiriilmalarina olanak
tamimstir. Ilgili  yerlerde kullanimlarinda uyum ve tutarlilik Insasi igin
kombinatoryal kimyada kullanilan terimleri iceredzKik ise 1999 yilinda IUPAC
tarafindan yayinlanmgiir. GUnumuzde kabul goéren genel tanimi itibariyle
kombinatoryal kimya bircok metod ve teknolojiledorarada kullaniimasi ile kisa
surede cok sayida ve coksigllik gosteren kimyasal molekuillerin ofturulmasi,
birbiriyle tepkimeye girebilecekgdimdeki kimyasal yapilarin olasi ve mimkin olan

tum kombinasyonlarla biraraya getirilmesi tekdir (6).



Kombinatoryal kimya uygulamalarinda kimyasal molekkdttiphanelerini
olusturma yontemi genellikle proje gereklerine ve amgdaelik olarak dgisiklik
gostermektedir. Dolayisiyla molekil kitiphaneldusturulurken kullanilan sentez
metodlari kati, sivi ve ¢ozelti faz sentezkg@klinde olabilir. Bu kapsamda sentez
islevini daha aclikca vurgulamak amaciyla adi gecemodierin hepsine birden,
kombinatoryal kimyateriminden farkli olarak,kombinatoryal senteametodlari
denilmektedir (7,8). Bilgklerin kesfinde ve siniflandiriimalarinda énemli ilerlemeler
kaydedilmesini s@ayan kombinatoryal sentez metodlari ise gunumibaeok
endustri ve akademik atama grubu tarafindan etkin olarak kullaniimakia
gelistiriimektedir (9,10).

1980'li yillarda hiz kazanan ve on yillik bir donerda&iimis olan calsmalarda
kombinatoryal sentez uygulamalari kati desteklkualfanildig! igne (pin) teknolojisi,
bol-birlestir (split-pool ya da split-mix), peetleme (tea-bag), aktif tanecik fiziksel
ayrim (physical isolation of active beads) yontemdgbi teknik farkhliklarina gore
adlandinimglardir (11).ilk kombinatoryal sentez kiitiiphane ve koleksiyonsgasi
ise 1980’li yillarin bainda kati destekler Gzerinde kati faz yontemletlakularak
cok sayida kimyasal peptid sentez gahsinin gercekimesiyle mimkin olmgiur
(12). Temel olarak kati faz desteklerinin kullanild ve yukarida bahsedilen
yontemlere ek olarak 90’ yillarin sonunda, sez Eentez yontemi Gringitli gi ve
endustriyel uygulamalarda otomasyona yatkinlikdmasi nedeniyle alternatif bir
yontem olarak ortaya cikgiir (13). Sivi faz yontemi, eski yontemlerin yenr b
yaklasimla kullanilarak tamamen fiziksel 6zelliklere dhyayrimsal tekniklerle
arinin sivi fazda ofturulmas) ve safldiriimasi prensibine dayall olarak
gelistirilmi stir. Ancak uygulama ve kullanim zorluklari sebebiyhalen kati faz
uygulamalari daha tercih edilen bir secenek olgtakilmektedir. Dolayisiyla bugiine
kadar olgturulan kombinatoryal kitiphanelerin ¢ok buydk biblima kati faz

organik sentez yontemlerinin kullaniimasiyla getegkilmi stir.
Kombinatoryal Katl Faz Organik (KFOS) Sentez Yontemleri
Kati faz organik sentez (KFOS) yontemi ilk kez 19@&da Merrifield’in peptid

sentezini kati faz desteklere ghamyarak gercekigirmesiyle yeni bir yontem olarak

ortaya cikmgtir (9). Merrifield’in bu tekngi temel alinarak oligopeptid ve



oligonukleotidlerin ¢ok hizli birsekilde sentezlenmesi mumkin olgnudaha
sonrasinda da bu teknik standart bir yontem haleémitir (14). KFOS,
Merrifield’in baslattigi ve Houghten’in gedtirdigi  posetleme ve bol-birlgir
yontemlerini kapsayan, hedef Urinu kati bir desie&rinde olgturma yonteminin
genel adi olarak tanimlanabilir (10).

KFOS yontemi temel olarak kati destek, bitileci eleman (bglayici) ve buna
baglanms olan molekil (bglangic moleklli ya da drin) unsurlarini iceren bir
sistemden olgur (Sekil 1). Bu yontem dier geleneksel sentez yodntemleriyle

karsilastirildiginda sahip  oldgu

avantajlar arasinda urin verim ve

cesitlili gini - olumlu  etkileyen
DESTEK BAGLAYICI MOLEKUL

asagidaki ozellikler sayilabilir.
J e

1)Tepkime hizini sinirlanmaksizin
daha fazla reaktif kullaniminin
mimkin olmasi ve bu yolla Grandn

kantitatif olarak artmasi, 2) Urlinin

basit yontemler ile (filtrasyon,

| ylkama v.s.) ortamdan kolayca
Kimyasal Ayirma
ve Filtrasyon uzaklatiriimasi ve saflgtiriimasi,
\l, \l, 3) Sentez gamalarinda duyulan

ihtiyaca gore koruyucu gruplarin

kullanilmasina imkan tanimasi ve

Sekil 1: KFOS metodunu olturan temel PU Yolla kalitatif ve kantitatif
unsurlar ve metodugematik gosterimi olarak urun verim ve glili ginin

artmasi, 4) Coksamall sentezlerde
ara Urlnlerin izolasyon ya da saflalmasina gerek duyulmamasi 5) Tepkime
isleyisinin ve otomasyonunun kolay olmasi (12-14).

Pasetleme yonteminde get adi verilen kicuk polipropilen malzemeden yapim
gecirgen kaplar icerisinde peptid zincirlerini glwacak terminal aminoasitlerin
bagl oldugu kiuguk kati destekler (resin ya da recgine) buluf@r Bu yontemde
kullanilan sentezsiemi hicresel protein sentezinin tam tersi yonugeksir (Sekil
2). Kisaca 0Ozetlenirse, hedeflenen peptid zincirir@rminal amino asidi karboksil

grubundan kati degte balanir, daha sonra zincirde olmasi gereken bir d@nra



amino asit desfg bali olan amino asite anir. Zincirin hizli biyimesi ve amino
asit yan zincirleri tGzerinde tepkime olmasini oné&mamaciyla, eklenen amino
asidin amin ve varsa gir reaktif grubu koruyucu gruplarlag@anir, yani bloke edilir
(Sekil 2). Bglanma basanmg@ndan () sonra amino grubundan koruyucu blok
kaldirihr (1) ve bir sonraki amino asitle tepkimiekrarlanir (lll). Bu gamalar
hedeflenen peptid/protein zinciri tamamlanana kadram eder. Daha sonra bu
zincir kati destekten ayrilir ve zincirdeki tim Wgucu gruplar kaldirilir. Son
asamada ise peptid Urind uygun bir yéntemle saflararak hatali, istenmeyen yan

aranler ile artik ve atik maddeler ortamdan uzgtkidir (10).
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Sekil 2 : Merrifield’in kati destek tizerinde peptid sentezi.

Bol-birlestir yonteminde ise kati destek fiziksel olaragt @arcalara boélinir ve
her bir parcaya farkli Bngic molekull, mesela bir amino asit,glaair. Esit
miktarlarda olmalgartiyla farkli aktif amino asitler iceren tepkimalkna kati destek
daldirtir. Hem koruyucu gruplarin eklenmesi veilyasi, hemde yikamalémleri
tek kapl sistemle gercekkilir. Bu yontem sonuc olaraks# miktarlarda, olasi ve

farkl tim kombinasyon drtnlerinin aglumuna olanak tanir (15). kgileme ve bol-



birlestir yontemleri beraber kullanilarak Grinsigli gini artirmak mimkunddr. Bu
tip uygulama da ise oOncelikle g yontemi uygulanir ve daha sonra bol-Biite

yontemi ile tek kapl sistem icerisinde sentezeadeedilir (4).
KFOS Uygulamalarinda Kati Destekler ve Bglayicilar

KFOS yonteminin bgarisi icin kati desteklerin

& bazi minimum kriterleri gdayan bir malzemeden
Polimer Yapili Destek (kuru) secilms olmasi gereklidir. Ozellikle sentez
sartlarinda ve c¢ok farkli solventlerle tepkime
vermeyen kararhlikta (inert), ¢c6zinmez, capraz

bagli polimerik bir malzemeden yapilgiolan,
degisik tepkimesartlarinda ve désen sicakliklarda
stabilesini koruyabilen malzemeler kati destek

olarak secilirler $ekil 3). Ayni sekilde Kkati

destgin bir molekile (substrat) Banmasini
sglayan birlgtirici grubun da (linker) substrata

secici olarak bganabilmesi ve istenildinde kati

) : destekten, udrinden ya da her ikisinden de segici
Makro-Gdzenekli Destek (Solvasyon)

olarak ayrilabilmesi, koruyucu gruplarin eklenmesi
Sekil 3: Mikro (jel tipi) ve
makro gozenekli desteklerin

solvasyon ile geglemelerinin  gereklidir (16). Balayici olarak adlandirilan
blyutulmi gosterimi.

ve kaldinlmasi gamalarinda inert olabilmesi

yapilar ¢cok cgtli kimyasal molekiller olup bir
sentezin bglangic molekulind segici olarak gamak, bu molekdl ile kati destek
arasinda uygun bir bluk yaratarak kimyasal tepkimenin en uygunsWtarda
(difizyon hizina etkiyerek) gercekimesine yardimci olmak ve glan drinin
destekten ayrilmasinda kolaylik ggamak gibi KFOS uygulamalarinda avantajlar
yaratirlar. Burada kullanilan kati destek glagicilari, molekulin sadece bir
tarafindan desge sabitlenip, fonksiyonel 6zellik kazandirilacakimiinin serbest
birakilmasiyla, bir tir koruyucu grup roli de oyaar KFOS uygulamalarinda
kullanilan kati desfgn kimyasal ve fiziksel 6zellikleri sentez tepkirhezina direkt
etkidigi icin oldukga 6nemlidir. Reajanlarin ve Urunledestek kalibina girme ve

bundan ayrilmasiyla belirlenen difizyon hizi, d@stdusturan partikil ve gozenek



boyutu, dest@ olusturan malzemenin solvasyon etkileri gibigdgkcenlere de bidir
(17). Yapilan cabmalar destek yapisinin glgen partikil boyutlarinda olmasinin
ortamdaki buylk partikillerin difizyon hizini siadhigini ortaya koymstur. Disik
oranda capraz ra sahip polisitiren gibi destek malzemeleri g@ikzenekli bir
doku ve bodylece cok sayida aktif tepkime alani tygdarindan mikro gozenekli
destek malzemeleri olarak adlandinlirlar. Bu maleéer solvasyon ile kati
hacimlerinin 2-3 katina c¢ikabilirleS€kil 3) .
Gunumuzde kombinatoryal sentez uygulamalarinda elgefarak kullanilan
mikro ve makro gozenekli destekler arasinda:
= Sellloz tabanl destekler,
= Gozenek kontrollii cam,
= Capraz bgli etoksilat akrilat recineler,
= Polietilen yamali kompozit malzeme bazli destekler,
= Kieselguhr-poliakrilamid kompozit destekler,
= Merrifield recine dests,
= Polietilen glikol-poliakrilamid kompozit (PEGA) dsi,
= Polietilen glikol-polistiren (POEPS) ve polietilenglikol-polioksipropilen
(POEPOP),
= Polistiren yamali polietilen glikol degte
- Polistirenpoliakrilamid kompozit desgg, ve
= Silika jel ve dger silika bazli destekler
sayilabilir (1, 18). Tablo 1'de yaygin kullanimiaal polisitiren ve poliamid bazli
destekler ile bunlarin Igkayici fonksiyonel gruplari verilngiir. Bu desteklerden
Tentajel ve Sheppard’'in poliamid desteolar kati destekler olarak bilinmekle
beraber peptid olmayan organik molekullerin semigzitercih edilmektedirler (2).
Kati faz sentezleri icin kullanilan destekler gdikkd polistiren bazhdir.
Bunlardan en cok tercih edileni ise henglaguci ve hem de substrating@nmasina
izin verecek fonksiyona sahip, jgklindeki polistirenin (%1-2 divinilbenzen) kismi
capraz bg yaparak olgturdugu kiresel tanecikler, ve poli(sitiren-oksietiler}ai

polimerleridir (kopolimer) (2).



Tablo 1: Kati faz organik sentezlerinde kullanilan genel Kastekler

Destek Yapis| Ticari isim Baglayici Aciklama Yap!
Polistiren/ Merrifield | Karboksimetil Karboksilik  asit] CHj
divinilbenzen | recinesi grup baglayicisi r
(Asit ile kararsiz)
Hikroksimetil | Wang veya| X=H Wang| Karboksilik  asit X
polistiren/ Sasrin baglayici baglayicisi .——O—CHZO—@—CHon
divinilbenzen | recinesi X=OMe Sasrin
baglayici
(Asit ile kararsiz)
Polistiren-poli| TentaGel X=-OH, -NH, .,%OCHZCsz—X
(etilen glikol) | Argojel Tentajel, =70 n
Argojel,r=30-40
Polistiren/ Sieber 9-ksantanil Karboksamid o)
divinilbenzen baglayicisi baglayicisi HN>_R
(Asit ile kararsiz) ./O\‘\)&'j‘
SHe
Polistiren/ Veber Silil baglayici C-C veya C-H
divinilbenzen | recinesi (Kalintisiz) baglarindan o
yarilma sglar. .g /\CL /\SQ
OH,C “CH,
Polistiren/ Kenner Sulfonamid Ilimli kosullar ﬂ
divinilbenzen | recinesi baglayicisi altinda ayrim ./\©/C')S'\NR1R2
salar
Poliamid Sheppard Cok polar. DMH )
recinesi ve H,O'dasiser. ./U\N:;l-:3
3

DusUk sayida capraz Per yapan kismi capraz gla ve genellikle jelseklindeki
polistiren destek (JPD) malzemeleri, kolay buluimaési ve ekonomik olmasi
sebebiyle ¢ok tercih edilen kati desteklerdend#ci@ ba&lanma ve solvan etkisinin
artirlmasi amaciyla geli baglayicilara fonksiyon kazandirilarak kullanilirleBu
malzemeyi olgturan tanecikler c¢ok farkli organik ¢ozicuyl yiksekanda
absorblayaraksisme yetengindedirler. Solvan etkisi de denen bu durumda, jel

yaply! olgturan tanecikler ¢ozicu ile etkgerek kuru hacimlerinin bir kag katina



ulasacak sekilde kabarirlar vesiskin goérintl olgtururlar. Bu sisme sonucunda
tanecikler kati fazdan ¢ozucl ikesmis jel fazina gecerler ve Uzerlerindeki aktif
gruplar diflizyon yoluyla ¢ozici icerisindekigdr aktif reajanlara uf@masina
olanak sglarlar. JPD icin en uygun ¢OzucU ik ve orta polaritedeki ¢oztculerdir
(19). Peptid sentezi icin ise polar, aprotik solaafDMF, N-metil pirolidon) tercih
edilir. Jel polistiren destekler arasinda 6zelligtdi(stiren-oksietilen) ortak polimer,
taneciklerinin sudan toluene kadar colgiden polaritedeki ¢ozicllerle gegthee
gostermesi nedeniyle cok tercih edilen bir desbeiteryalidir (15). Ancak bu ortak
polimer destgin de uygulamalar esnasinda bazi dezavantajlarugoldortaya
citkmistir. JPD’lere kiyasla l@gayici olarak daha az fonksiyonel grugiyar olmasi,
polietilen glikol iskeletinin Lewis asidleriyle komeks olgturabilmesi, dayaniksiz
bir polimer olmasi ve drinden ayrilmasinin zgduuygulamalarda problem
olusturmaktadir (20). Polistiren bazli destekler fardtak polimerler olgturularak
zenginlatiriimis, boylece uygulamada kalasilan zorluklar allmaya calgiimistir.
Poliakrilamid recinelerin fonksiyonlarina benzesekilde, polar bir tepkime
cevresinde kullanilacak polimerler hazirlamak igolietilen glikol iceren Tentajel
capraz bgh polistirene eter bayla balanmstir. Bu sekilde polietilen glikol
destginin ¢ozunurlik yeten@yle, polistiren taneciklerinin ¢ézinmezlik 6zglli
birlestirilmi stir. Diger taraftan Sheppard peptid zincirinin 6zelliklerin/akin,
cbzinme vaisme oOzellikleri gemis poliakrilamid polimerler gegtirmistir. Burada
Merrifield'in kullandigi t-butoksikarbonil (Boc) grup ile benzil estergtaama esasina
dayali polimerler yerine daha ilimh bir koruyucuug olan ve bazla (genellikle
piperidin) ayrilabilen Fmoc (fluorenilmetoksikarbnsistemine dayali polimerler

gelistirilmi stir (21).



Kombinatoryal Sivi Faz Organik Sentez (SFOSYontemleri

Kombinatoryal kimya uygulamalarinin ilk ggineye baladigi yillarda, 6zellikle
de 1960-1980 yillar arasindsivi faz organik sentez yontemleeknik sartlardaki
yetersizlikler ve kati faz yontemlerinin kombinatakr sentez uygulamalari icin daha
kolay olmasi sebebiyle gereken ilgiyi uzun yill@rmemitir. Klasik organik kimya
sentez yontemlerinin minyatigk&rilerek kombinatoryal sivi faz organik sentez
(SFOS) yontemine dogamu ile, sentezlenmive otomasyona gecilerek ¢ok sayida
maddenin safliriima sdrecinin - dgurdugu giIr calsma sartlari  ortadan
kaldiriimistir (22).

Klasik anlamiyla organik sentez, sivi faz icindecg&lesen tepkimelerde, Grin
ve ara urunlerin fiziksel ve kimyasal 6zelliklerigére ortamdan uzakfariimalarini
ve bu yapilarin analizlerini kapsayan deneysgnelarin batinidir. Sentez cok
basamakli oldgunda bile her basamakta gdun Urlnler izole edilir, saf§anlir ve
tanimlanir. Ancak busiemler sonucunda hedeflenen organik molekil semdez
basarili olunursa bir sonraki basap@a gecilebilir. Geleneksel organik sentez
yontemlerinden yola cikilarak ggirilen SFOS yontemi, geleneksel yontemlerin
kiguk olgceklendiriimesiyle (minyattiggrilme) zaman, ekonomi ve giicu tasarrufu
sgilayan, Urdn izolasyonu, sajtallmasi ve analizinde pratik uygulamalarin
gelistiriimesine olanak sdayan bir yontem olup, miktarca az ancak say! \stlijik
acisindan zengin drtnlerin oldukca cabuk sentezsmmmuumkin hale getirstir
(23).

Prensip olarak ele alinginda her tepkimenin SFOS uygulamalari kapsaminda
etkin bir sekilde kullanimi mimkun olabilir, ancak pratikte tapkimelerin SFOS’a
adaptasyonu bir cok problemi de beraberinde geBurproblemler arasinda tepkime
gidisatinin kontrolindeki zorluklar, standartlarin mitiya&zasyon problemleri, ¢ok
asamall sentezlerin ara basamaklarindaaiuartik ve atik kimyasallarin ortamdan
uzaklgtirnimasindaki gugclukler sayilabilir. SFOS’a adaytanda onemli olan Urln
aktivite ve kalitesinin korunmasi icin iyi bir plEama ve kontrollii deneylerle olasi
problemlerin ¢éziumlenmesidir. Normajartlarda KFOS’a uyumlu bir sentez
protokoliiniin SFOS’a uyumunda ciddi sorunlarin ateyfkmasi beklenen b§eydir.
Sivi fazda yuritilen geleneksel organik sentezopadterinden farkli olarak SFOS

uygulamasinda en kritik nokta, ortamdaki fazla werkyici maddelerin tepkime
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gidisatina etkilememesini §mmaktir. Geleneksel ve yiksek hacimli galalarda bu
kontrol kolayca sglanirken, minyatir ve otomasyona uyumlu bir protdko
ortamdaki tepkime gidatina etkiyen atilk ve artik madde miktarlarinin tkoldi
zordur. Bu gamada KFOS uygulamalarindaki tecribelerlesgglmis olan ¢opcu
polimerler ve polimer-b#i kimyasallarin kullanimi ile artik ve atiklarirrtamdan
basit bir filtrasyonla uzakiairilmasi ve tepkime gigatinin kontroli sglanabilir.
COopcu polimer olarak adlandirilan sentetik recindiéiyaca gore secici ve aktif bir
fonksiyonel grup bglanarak olgturulurlar. Boylece tepkime kiangicinda tepkimeyi
ileri yone suriklemek amaciyla ortama fazlaca wasilolan maddeler daha sonra
ortama verilen bu ¢opclu polimerlerle secici etitee girerek kati faza gecirilirler.
Kati polimerlere bgll olarak ortamdan basit bir filtrasyonla uzagtialmalariyla
tepkime hizi ve Uriin kalitesi de korungmlur (22).

Baslangic maddelerinin kati bir degte ba&lanmasi, ortama daha sonra sedcili
yuksek ¢cOpcu polimerlerin verilmesi yerine kullatllecek dger bir tekniktir. Bu
teknikte balangicta kullanilan polimer-lga maddeler solvana Ba olarak ya
cobzlinecek ya da ¢okecektir. Ancak zaman ve ekowlemgesi acisindan gfangic
maddesinin desge ba&lanmasi, ya da bu madddelere secidildma@acak ¢copcuilerin
olusturulmasi tercih edilmeyebilir. Butin bu tekniklewdternatif olarak segici
¢cbzunurlik ozelline dayah florlanmy balangic maddelerinin kullaniimasi da
mumkunddr. Florlu solvanlarin organik solvanlariogayla karsmazlk ozellgi
olmasi temeline dayanan bu yakiada, florlanmg baslangic Grlnleri tepkimede
kullanilan florlanmg solvan sisteminde ¢6zunur haldedir. @l Grin florlanmy
gruplari icermediinden basit bir sivi-sivi ekstraksiyonu ile fazlaroflorlii maddeler
ortamdan uzakkirilir. Uriin Kalitesini artirmak amaciyla bu seeklerden
hangisinin SFOS uygulamalarinda kullani&ca zaman ve ekonomi dengesinden
cok tepkime ve urtin kimyasi g6z 6niine alinarakleeinektedir (24).

SFOS’da, ortamdaki artik maddelere ek olarak, teplerin devam etti sivi
faza hem koruyucu gruplarin hem de ara ve sonlénnsalinmasi, bu fazin
kimyasal ve fiziksel 6zelfini degistirecezinden, bir sonraki basa@a tepkime ya
da saflatirma sartlarini olumsuz yonde etkileyebilir. Bu tip plemmler ise

preparatif HPLC gibi uygulamalarla ortadan kalchaya calgiimaktadir (25).

11



Molekul cssitlili ginin artirllmasinda en 6énemli rol, koruyucu gruphaetkin
kullanimindan gecmektedir. Ancak bu gruplaglevini tamamladiktan sonra ortama
salinmasi sonucunda, 6zellikle “boc” gibi grup Rmlldg durumlarda, ortamda
ucucu madde miktarinda gl neden olmaktadir. g&r fazin ucuculgunda ve
akiskanliginda dgisme olursa, bu durumda sivilarin transferinde kuléenotomatik
sivi da&itim sistemlerinin kullaniminda da problemler ogagikar. SFOS icin
uygulama sinirlamasi getiren en kritik aletsel protlerden birisi ise, kuguk
miktarlardaki madde datimini s&layan otomatik sivi datim sistemlerinin
ucuculuk ve ygunluk dezisimine bali olarak hassas maddegami esnasinda ciddi
hatalar yapmasidir. Cokamali SFOS uygulamalarindagio bir yaklgim ve uygun
bir planlama yoluyla sicaklik (20-130) ve solvan etkilerinin konroll geanabilir.
Ucuculygu daha dgik solvanlarin kullanimi, tepkimede e&n su buharinin
yogunlasmasi ve sivi faz ucucuytunun sicaklik kontrolli bu problemlerigiianasina
yardimci olmaktadir (26). Bu yolla artik ve atikada miktarinin kontrol ve bunun
sonucun da da tepkime gidtinin kontroli mimkin hale gelmektedir. Calaraali
SFOS uygulamalarinda Grinin kantitatif ve kalitatiirak eldesi temelde bu
kontrollerin etkinlgtiriimesine bglidir. Zaman icerisinde farkli tekniklerin
birlestiriimesiyle, KFOS’e kiyasla SFOS yonteminin otoy@s uygulamalarinda
daha tercih edilen bir yontem olgoa sOylemek mumkindir. Uzun vyillar
uygulamada olan ve bu ylzden avantaj ve dezavantalhha iyi bilinen KFOS
yontemine kiyasla daha az taninan SFOS uygulamailason yillarda ygun ilgi
gormesinin pek ¢ok sebebi vardir. Bunlar arasindailk sentez yontemleriyle elde
edilen veri ve bilgilerin direkt kullanilabilirsi, yeni ve geleneksel ydntemlerin
birlestirilmesine daha yatkin olmasi,sgiilik acisindan daha zengin Urlinler sunmasi,

KFOS uygulamalari sirasinda g#lilen tekniklerin de kullaniimasina olanak
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sgilamasi ve 6zellikle de son yillardaki gefieler cercevesinde Urlnlerin akgfhin
taranmasi icin kullanilan YHAT yontemlerine dahaumngju hale getirilebilmesi
sayllabilir. Tum bunlara ek olarak geleneksel dikalitest ve kontrollerin

uygulanabilirligi de SFOS yontemini cazip bir secenek haline g&gtrn(27).

Kombinatoryal Sentez Teknolojileri ve Kombinatoryal Kuttphanelerin

Olusturulmasi

Kombinatoryal kutiphaneler, farkli tekniklerin bir araya getirgsiyle
sentezlenngi sayl ve cgtlilik acisindan zenginlik gosteren molekullerden
olusturulmustur. Yaklasik iki yiz ve Uzeri sayidaki molekulleri iceren héir
molekil seti uygun bir ¢dztcul icerisinde mikroplizka yiklenir. Hem kimyasal
bilgi hem de molekll olarak depolanmalari sebebiyle setlere kombinatoryal
kutiphaneler adi verilgtir. Burada molekdller, kimyasal ve fiziksel 6zklérini
kapsayan bilgilerle beraber analize hazir olaralotir. Bilgi ve verilerin
depolanmasinda gdi yontemler kullanilabilir. Genellikle molekulte ile ilgili
veriler gengletilebilir isaretleme dili (XML-extensible markup language) ile

depolanir ve istenilen zamanda bu verilere kolégy/lutasilabilir (28).

1970-1980 yillari arasinda KFOS peptid kutiphandéebalayan kombinatoryal
molektl katiphaneleri oklurma yaklaimi, gunumizde KFOS ve SFOS
uygulamalariyla farkli molekullerinde sentezlenigpdlandgl bir bilgi ve molekul
kutiphanesine doministur. Kombinatoryal kutuphanelerin tasarlanmasindesil
amag kutuphanedeki g#ili gi azaltmadan gger bircok molekull eleyerek istenilen
molekilin sentezlenmesini@amaktir. Bu yaklamda benzer yapidaki molekdller
elenerek daha az molekul test edildden, potansiyel dnct molekiller daha hizh

bulunabilir. Ozellikle yeni ilac kdindeki yars da farmasotik endustri tarafindan ilgi
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goren kombinatoryal kitiphaneler akademik cevrelede yeni ilag 6n ve iz
molekdillerin bulunmasinda kullaniimaktadir (29).

Milyonlari bulan molekillerden okan bu kitiphanelerin hazirlanmasinda
yukarida so6zi edilen tim yontemlerden faydalaruér bu kuttiphaneler bilinen
farmakolojik etkiden sorumlu (farmakofor) elementtercevesinde getirilir (30).
2005 yihinda her asarma grubuna hizmet veren NCCG gnana merkezi'nin
(National Center for Chemical Genomics, ABD) kurabtyla ilgili kitiphanelerin
analizi endustriden Igamsiz olarak, devlet ve akademik gramacilarin
kontroliinde, ve sonuclarinin halka acik veri baakata (PUBMED) saklanmasi
mimkin olmyg ve kombinatoryal kutiphaneler ve analizleri  kamdaki
calismalara verilen destek artirilgtr. Bu merkez ve Amerikan Ulusal Kiguk
Molekul Kuatiphaneleri (Molecular Library Screenit@genters Network, MLSCN)
Tarama A&i'nda bulunan cok sayidaki molekil ve analizleriylgili bilgilerin
depolandil verilere Ucretsiz egim sglanmstir. Boylece biyolojik ve molekiler
hedefle ilskili diger analizleri iceren yeni analoglarin ve molekiiesentezi icin

gerekli on bilgilerin sglanmasi ve paykalmasi kolaylamistir.

Kombinatoryal Paralel Sentez Teknolojileri

Butlnlestirici kimya yeni kimyasal molekillerin tasarimi kesfi icin énemli bir
arac haline gelmektedir ve bunun temeli bir dialag serinin ayni tepkime kollar
altinda sentezlenmesine dayanir (31). Bu teknbaangic ve tepkimede sirasinda
ortama verilen birim elemanlardan kombinasyon vempgasyonal olasiliklarla
bircok farkl molekilin dretilmesi s6z konusud@§ekil 4). Genel olarak paralel ve
bol-birlestir teknikleri olarak iki ana grupta incelenen sEnteknikleri, teknolojik
uygulamalar acisindan proje ihtiyaclaringslbalarak farkliliklar gdsterebilir. Bu
durum teknolojik olarak kombinatoryal sentezin ¢akkli sistem ve parametrelerin
biraraya getiriimesinden kaynaklanmaktadir (32).

Kombinatoryal Sentez teknolojisinin:

= Otomasyon derecesi (manual, yari-otomatik, otomadi)a robotik Sekil 5),

= Uyumlu oldigu sentez tekgdi (kati veya ¢ozelti fazi),
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= Tepkime i¢in uyumlu cihaz ve malzemeler
—Tepkime kap ve kanallarinin 6zellikleri (kapall k&aler, cam, polipropilen,
12 ya da 96 kanallar, vs),
= Otomatik sivi daitim ve uzaklgtirma sistem ve yontemleri (robot kollari,
pompalama ve aspirasyon kollari \&eleri, filtrasyon, faz ayrimi icin aspirasyon,
vs),
= Sentez ve saffairma tekngine uyumlu otomasyon (sicaklik kontroll, manyetik
karistirma, calkalama, vorteksle kgiirma, vs),
gibi teknik 6zelliklere bgl olarak teknolojik acidan farkli uygulamalari bibr (33).

Paralel sentez yontemi, ayni anda farkh diderin e zamanli olarak vesliem
sirasinda herhangi bir gigim olmadan tepkime kanal veya mikrokomponentler
icerisinde fiziksel ayrim gganarak uretilmesi teknolojisidir.

Paralel sentez, n tane §8R,SRs...SR, bilesigini olusturmak igin substratin (S)
bircok reaktifle (R-R:>-Rs...Rn) tepkimesi olarak tanimlanabilir. YHAT teldni
kullanilarak, bilgiklerin sadece minimal tanimlamayla ve genellikdéiagtiriimadan

kituphane igerisinde taranmasi mumkin olmaktadiy. (3

ol « |oe O Ge:l
el @] (o= ol
.-_D:. N ;J] [E’.’_ﬁ:] # E;*jj
I e B N - ==
o] o [om] @ *- &=
el oY w2 o=

Sekil 4: Molekullerin kutiphanelerinin olu sturulmasinda buatnlestirici
paralel sentez uygulama orngi
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Sekil 5: Otomatikletirilmi s buttnlatirici paralel sentez

Ayristirma-havuzlama (the split-pooljénteminde, tek bir substrat recine ile
baglanir, sonrasinda recgine ¢ok sayidd kavuzlara ayrilir §ekil 6). Bu havuzlarda
sentezlerin ilk basanienda kullanilacak olan bircok @gaik baslangic maddeleri
bulunur. Her havuzda, belirlengniolan balangic maddeleriyle ve ayri tepkime
kanallarinda, uygun tepkimeartlari altinda tepkimenin tamamlanmasglaair.
Tepkimeyi takiben her havuzdaki tepkime, fazla asa) uzaklgtirilmasi icin filtre
edilir ve solvanla yikanir. Batin havuzlardan ggb@timerler yeniden birlgirilir ve
lyice karstinlir. Birlestirilmis olan recineler yeniden sentezlerin ikinci basgimia
olusturan balangic maddelerini iceren havuzlara ayrilir. Bu a&kn her regine
havuzu, ilk basamakta sentezlenen her drinden ékimaktarda icermelidir. Bu
islemin defalarca tekrar edilmesiyle sentez kitlplenelusturulur (35).
Ayristirma-havuzlama tekpi, tepkime basamaklarini 6nemli Ol¢clide azaltir. Her
ayrilan bilgigin kolayca analiz edilmesi ve zaman kaybi olmamgidi gibi
avantajlara sahiptir. BUtin bu avantajlaringgnman, hala yikama ve ayirma

basamaklarinda daha getis uygulamalara ihtiya¢ duyulmaktadir (36).
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Sekil 6: Ayristirme-havuzlama uygulamgemas

Yuksek Hizda Aktivite Tarama (YHAT; High Throughput Screening-HTS)

Kimyasal sentez hizini ve sentezlenen molekilldriyolojik aktivite analiz

hizini arttiran ge§imeler ve etkin teknolojiler, ila¢c agarmada temel yakkamlarin

desismesine neden olmakla beraber,

farmasotik  endustyeeai

kimyasal

molekillerin kafi ve tasarimi icin énemli bir ara¢c haline geymie ilac keif

surecinde olumlu etkilere neden olgtur. 1990’dan ginumtze kadar olan dénem
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icerisinde farmasotik endustride gortlen anagigle sireci, argtirma ve
gelistirmede oldgu kadar ticari amach uygulamalarda da avantgjayacak yonde
olmustur. Bu déneme damgasini vuran kombinatoryal kimgaYHAT gibi yeni
teknoloji ve yontemler oldukca benimsesmie olabilecek en yiksek seviyede
birbirine paralel gefme gosternstir (37). YHAT, maddelerin otomatik tarama
sistemleri kullanilarak farmakolojik etki taramalaan gecirilmesisiemidir. Bir¢cok
farmasotik ve biyoteknolojiksirketin ila¢ keif strecinde onemli bir fonksiyon
dstlenmgtir. 1970’lerin sonu, 1980’lerin Randa itibaren ilk modern YHAT
laboratuarlarinin okiurulmasi icin gerekli bilgenler (kticik olcekli robotik aygitlar,
bilgisayarlar ve mikroplakalar) bir araya getiriknibu alet ve tekniklerin zaman
icerisinde geftirilmesiyle buginki YHAT laboratugartlari sglanmstir (38).

YHAT nin ilk farmasotik uygulamalar dgal kaynakl bilgiklerin aktivitelerinin
taranmasseklinde olmugtur. National Instituted of Health (NIH) tarafindg@atenti
alinms bir ydontem olarak YHAT, “d@sik maddelerin ortak bir analiz protokoli ile
ard arda ve/veya tekrarlanarak test edilmesi’addaanimlanmaktadir. YHAT analiz
protokolt, bir maddenin ilgili biyolojik sirece alaetkisinin incelenmesi amaciyla
kusursuz tanimlanm hassas, hizli ve verimli olacaekilde dizayn edilmsi
deneysel analiz protokoludir (39). Spektroskopikroplaka okuyucularinin daha
genk kapasiteli 96, 348 ve 1536 kuyulu plakalari okuyetengine kavigmasiyla,
YHAT metodu daha hizli ve otomasyona daha uygur lggimitir. Uygulanan
YHAT analizleri ile ila¢ 6ncul maddesi olmaya adaigtif bir molekdlin ayni
ortamda bir veya birden fazla hedef (zerine olakingklerinin istatistiksel
yontemlerle (Zhang'in Z parametresi) incelenmesi rdé@mkin olmgtur (40).
Dolayisiyla klasik tek molekiil-tek tepkime yakiaina ek olarak kombinatoryal

kitiphanelerin taranmasinda kullanilan cok molé&klanaliz yaklgmi giinimuzde
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ekonomi ve zaman tasarrufu gkyan bir yontem olarak getirilmistir. Bu
yaklasimda orngin bir mikroplakadaki her bir kuyuda bulunan ¢aysia molekdl
(N) iceren kombinasyonlar aktiflik acisindan anaddildiginde, aktif sonu¢ veren
kuyudaki bileenler ayrgtirilir ve elde edilen bu saf molekuiller ya da dadigik
gruplu molekdller tek tek veya kicik gruplar hagndnaliz edilir. Dolayisiyla her
kuyusu N molekil iceren 96 kuyulu plakada 96XN rkélén bir defada on
taramayla analizi mimkin olur. Sadece aktivite gldibelirenen kuyudaki N
molekilden aktif olanlarin belirlenmesi icin aymma ve detayll analiz ile de kisa
zamanda cok sayida molekilin kombinasyonlar halimielenmesi mimkin
olmaktadir. Kombinatoryal kimya kapsaminda moleggirliklari 1000 daltondan
daha az olan ve literatiirde ki¢ik organik molekitlarak tanimlanan molekuller
ve bu molekillerin olgturdusu kitiphanelerin YHAT ile taranmasi amaciyla
homojen ve heterojen adi altinda toplanan iki gydmtem gektirilmistir (41).
Bunlardan homojen teknikler “katir ve 0I¢” prensibine dayali olarak
gelistirilmi stir. Molekil kutiphanelerinden alinan molekillebir biyolojik hedefe
olan etkileri, tepkime bilgenlerinin belirli bir sira ile eklenmesi, inkibasyo ve
ortamdaki reajan vagli ya da yoklgu fluoresan, kemoluminesan gibi bir
spektrofotometrik analizle takip edilmektedir. Bekmikte analizin gamasinin
herhangi bir basanienda ortamda fazla olan reaktif, biyolojik materyal da kiigiik
organik molekullerin uzakkriimasina gerek yoktur. Mikroplaka okuyuculare il
plakalarin kimyasal yiklenme ve analiz platformiasinda transferi gayan robot
ve bilgisayar destekli otomatik plaka surtculerrlggirilerek el dgmeden gercek
anlamda otomasyon @&anmstir. Kombinatoryal sentezin etkin olarak
kullaniimasiyla olgturulan kutiphaneler direk incelenebfdigibi, daha secici ve

hassas olarak terapotik ya da diagnostik etkimlbelirlenebilmesi amaciyla YHAT
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uygulamalarinda arka plan etkilmini azaltan ve hatta ihmal edilebilir dizeye
indiren dgert bazi teknikler mevcuttur ve bunlarin uygulantnkar da her gecen
gun artmaktadir (42).

Gunumuzde hizla buyuyen bu otomasyon teknolojisiik, basit cagjmalardan
fabrika tipi entegre sistemlere kadar coksitfie olarak uygulanabilmektedir. Bu
yontem ile giinde saniyede 1 trilyondan fazlamci glicu olan aletler ile binlerce
protein taramasi yapilabilmekte ve bu sayinin gunadyonlara c¢ikmasi
hedeflenmektedir.

Tarama icin maddelerin miktarinin azalmagilieniyle birlikte birgok bilesigin
sentezinin hizla artmasi kombinatoryal kimyada kiglgeklendirmeye gidilmesine
neden olmstur ve hizli sentezleme ve tarama yontemi icin oaketler
gelistirilmistir (4, 37). YHAT, cok sayida ve c¢ok gt molekul kutuphanelerin
hizla olgturulmasini sglamasi, analiz performansinin yuksek olmasiem
hacminin ¢oklgu, otomasyonunun kolagh ve maliyetinin digiik olmasi nedeniyle
cok degerli bir yontem olarak kabul edilmekted¥HAT islemi ilag keif strecinin
alt fonksiyonuseklindedir ve hedeften yola c¢ikarak 6énci molekllgeg bir dizi

basamaklar serisi olarak tanimlanabifiekil 7).

| Hedef segimi|

|Reajanlarin temin edilmgei—»{ Analizin gelitiriimesi ve validasyon|s

Taramayla elde edilen » YHAT uygulamas
sonugclarin toplami

Verilerin eldesi, toplanmasi ve analizi

Oncii
bilesikler

Sekil 7: YHAT uygulamasemasi
Biyolojik olarak anlamli ve iyi bir taramanin diizenmesinde hedef secimi ve

analiz yontemi blyuk onem gia. Hedefin secilmesi ve analiz ggiime agamasi
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boyunca, tedaviyle ilgili birimler, analiz gglirme gruplari ve taramayi
gerceklatiren bilim adamlari arasinda mutlaka iyi bir i@t olmalidir (43).

Reajan temini esnasinda geliesi olasi zorluklar, YHAT uygulamalarindderin
yurimesini engelleyebilecek 6nemli nedenlerden disiri YHAT uygulamasina
baslamadan ©6nce tum drunlerin taranmasi icin gereddijanlarin yeterli ve hazir
halde olmalari gerekir. Aksi takdirde UrUnlerinaianra §lemi yarida kesilerek tarama
robotlarinin yeniden programlanmasi gerekir. Retgamn birimi ve YHAT gruplari
arasindaki dikkatli zamanlama ile robot ve insarlakumi en elvesli sekilde
ayarlanmahdir (37).

Basarili bir YHAT uygulamasi multidisipliner bir cama gerektirir. Bu cajma
grubu icerisinde, YHAT otomasyonunun kurulum vetdg@aden sorumlu teknoloji
uzmanlari, konuyla ilgili bilgiyle donanmi biyolog ve biyokimyagerler, veri
gruplarinin analizi ve toplanmasiyla ilgili kiin teknolojisi uzmanlari, taramalar
sonucu oOncu gruplarin taninmasini ve ayrimiglayan kimyagerler yer alir. Bu
bircok dezisik uzmanlik alaninin birlemesi sonucu terapétik hedeflerin belirlenmesi,

YHAT ile birlikte 6ncu bilsiklerin kesfi ve ortaya ¢cikmasi gganir.

SONUC

Kimyasal sentez hizini ve sentezlenen molekilldyiyolojik aktivite analiz
hizini arttiran gedimeler kimyanin batin brakarini, 6zellikle de ila¢c agdirma ve

gelistirme calgmalarini derinden etkilemektedir. Bu yeni ve etkaknolojiler ilac
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argtirmada temel yakkmlarin dgismesine neden olmasi yaninda, farmasotik
endustride yeni kimyasal molekilleringkieve tasarimi icin dnemli bir ara¢ haline
gelmis ve teknolojideki gelimelerle ilag keif stireci olumlu yonde etkilenmtir.

Geleneksel analitik kontrollerin uygulanabilgili klasik sentez ydntemleriyle
elde edilen veri ve bilgilerin kullanilabiligi, SFOS yontemini cazip bir secenek
haline getirmgtir. Ancak genj kapsamli SFOS’e dayali kombinatoryal molekil
kUtiphanelerinin hazirlanmasi igin kullanilabileceflatirma secenekleri sinirlidir.
Genellikle saflatirma slemleri ¢ozundrlik, pH gibi Ozelliklere dayali oddr
gerceklatirilir. Di ger taraftan organik ve su fazi arasindakigibiaa dayall
ekstraksiyon tekg@ kullanilarak da ¢ozinebilen polimerler, hidrojeas! yapabilen
ve pH deisikligine duyarli molekuller ve Urine secici olarak glaaabilen
molekdllerin kullaniimasiyla SFOS uygulamalarindansasyona uyumlu safiarma
teknikleri gelstiriimeye calgiimaktadir. GUinumizde KFOS ve SFOS kaynakl
kitiphaneler YHAT ile analiz edilmekte ve vyeni ilage iz molekillerin
tanimlanmasinda etkin olarak kullaniimaktadir.

Kombinatoryal kimya ve son yillarda ortaya kogdu gelsmeler, sadece
farmasotik endustride @ bircok alanda sentez kimyasini gigirecek yonde
ilerlemektedir. Kati, ¢ozelti ve sivi faz senteezlgrardimiyla kombinatoryal
kitiphaneler hizla getiriimekte ve buradaki verilerden bir¢cok endustridteellikle
ila¢ endustrisinde yararlaniimaktadir. YHAT uygukdarindaki gelimeler sayesinde
molekillerin  farmakolojik aktiviteleri kisa slredeéaranarak onci molekdl
belirlenmesi hizlanmaktadir. Bu yontemlerin bilgisea dayali ilac tasarimi, ilag-
protein etkilgmesindeki gelimeler, enzimatik tepkimelerin mekanizmalarinin
aydinlatilmasi, hedef proteinlerin ¢ boyutlu yaprin c¢6zimlenmesi, gen

argtirmalari, molekuler biyoloji ve daha bircok alandapilan cakmalarla
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ili skilendirilmesi sonucunda terap6tik aktif bilklerin kesfi ve tasariminda buyuk

gelismeler olmasi beklenmektedir.
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