Ankara Ecz. Fak. Derg. J. Fac. Pharm, Ankara
37 (1) 41 - 61,2008 37 (1) 41 - 61,2008

KOMBINATORYAL (BUTUNLESTIRICI) KiIMYA, KOMBINATORYAL
SENTEZ YONTEM ve TEKNOLOJILERI, KOMBINATORYAL
KUTUPHANELER VE YUKSEK HIZDA AKTIiVITE TARAMA (YHAT)

COMBINATORIAL CHEMISTRY, COMBINATORIAL SYNTHESIS METHODS
AND TECHNOLOGIES, COMBINATORIAL LIBRARIES AND HIGH
THROUGHPUT SCREENING (HTS)

Yasemin G. ISGOR', Serap YILMAZ?, Siireyya OLGEN*'
'Gazi Universitesi, Nanomedicine Research Center, Ankara, TURKEY
?Ankara Universitesi, Eczacilik Fakiiltesi, Farmasotik Kimya Anabilim Dali

06100 Tandogan-ANKARA, TURKEY

OZET

Kombinatoryal (biitiinlestirici) kimya, yeni kimyasal molekiillerin kegfi ve tasarimi icin onemli bir
arag haline gelmistir. Bu teknik, ¢cok sayida fakl molekiillerin es zamanli olarak iiretilmesini saglar. Ilag
endiistrisi kombinatoryal kimyayt ilag tarama ve oncii bilesigin optimizasyonunu saglamada ve organik
molekiil kiittiphanelerinin olusturulmasinda kullanir. Bu makale kombinatoryal kimyanin tanmimlanmast,
kombinatoryal kiitiiphanelerin olusturulmasi, kati, sivi ve ¢ozelti faz sentezleri, sentez teknolojileri,
farmasdtik ve biyoteknolojik arastirmada ve ¢ogu kez de kombinatoryal kimya uygulamalarini tamamlayici
olarak kullanilan Yiiksek Hizda Aktivite Tarama (YHAT,; High Throughput Screening (HTS)) yontemine genel
bir bakis icermektedir.
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ABSTRACT

Combinatorial chemistry has become an important tool for design and discovery of novel chemical
molecules. This technique allows for the production of large numbers of different molecules simultaneously.
Pharmaceutical industries use combinatorial chemistry to create libraries of organic molecules for drug
screening and lead optimisation. This review takes a look at the determination of combinatorial chemistry,
generating of combinatorial libraries, solid, liquid and solution phase synthesis, synthesis technologies and
High Throughput Screening (HTS) methodology which is used in pharmaceutical and biotechnological

research and mostly as a complemental to the combinatorial chemistry applications.

Key words: Combinatorial chemistry, Solid phase synthesis, Synthesis technologies, ombinatorial

libraries, High throughput screening.

GIRIiS

Kombinatoryal kimya, yapisal farkliliklar gosteren ¢ok sayida molekiiliin ayni anda
sentezine olanak taniyan tekniklerin genel adidir. Farmasotik endiistri ve arastirmacilar tarafindan
gelistirilen, etkili ve rekabetci yeni ilaglarin {iretiminde zaman ve maliyeti azaltan yontemlerden
birisi haline gelen bu yeni teknik, ayni kosullar altinda, ayn1 yontemlerle ve ayni kap igerisinde bir
dizi analog serinin sentezlenmesi olarak tanimlanir. Bu teknikteki gelismeler sayesinde bugiin

ylizbinleri bulan molekiiller (1)ayn1 anda sentezlenebilmektedir.

1990’dan giiniimiize kadar olan dénem icerisinde farmasoétik endiistride goriilen ana degisim
stireci, aragtirma ve gelistirmede oldugu kadar ticari amagli uygulamalarda da avantaj saglayacak
yonde olmustur. Bu doneme damgasini vuran kombinatoryal kimya (2) ve yiiksek hizda aktivite
tarama (YHAT) (3) gibi yeni teknoloji ve yontemler olduk¢a benimsenmis ve olabilecek en yiiksek
seviyede birbirine paralel olarak gelisme gostermistir. Son yillarda farmasdtik endiistri destekli ilag
kesif programlarinda, kombinatoryal kimya yontemleri etkin bir sekilde kullanilmaktadir (1). Robot
destekli ortamda, otomasyona dayali ve minyatiirlestirilmis (kiigiik Olgeklendirilmis) analiz
protokollerinin kullanilmasi ile binlerce molekiilii ayn1 anda test edecek kapasiteye ulasiimasi
yaninda molekiil say1 ve gesitliligindeki artisa duyulan acil ihtiyaca cevap olarak kombinatoryal

kimya tekniklerinde evrimsel bir ilerleme kaydedilmistir (4).

Literatirde halen gelisim siirecini tamamlamamis olan kombinatoryal kimyay1 tanimlayan
farkli terimler, bu alanda hayli cesitlilik gosteren molekiil kiitiiphanelerinin olusturulmasinda
kullanilan teknige dayali adlarla anilmasindan kaynaklanmaktadir (5). Bu yaklagimla ortaya ¢ikan

terminoloji karmasasi, aslinda kombinatoryal kimya alaninda  kullanilan tekniklerin de
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smiflandirilmalarina olanak tanimustir. ilgili yerlerde kullanimlarinda uyum ve tutarlilik olmasi igin
kombinatoryal kimyada kullanilan terimleri igeren sozlik ise 1999 yilinda IUPAC tarafindan
yaymlanmistir. Glinlimiizde kabul géren genel tanimu itibariyle kombinatoryal kimya, birgok metot
ve teknolojilerin birarada kullanilmasi ile kisa siirede ¢ok sayida ve ¢ok gesitlilik gdsteren kimyasal
molekiillerin olusturulmasi, birbiriyle tepkimeye girebilecek egilimdeki kimyasal yapilarin olasi ve

miimkiin olan tiim kombinasyonlarla biraraya getirilmesi teknigidir (6).

Kombinatoryal kimya uygulamalarinda, kimyasal molekiil kiitliphanelerini olusturma
yontemi genellikle proje gereklerine ve amaca yonelik olarak degisiklik gdstermektedir. Molekiil
kiitiiphaneleri olusturulurken kullanilan sentez metotlar1 kati, sivi ve ¢ozelti faz sentezleri seklinde
olabilir. Bu kapsamda sentez iglevini daha agik¢a vurgulamak amaciyla adi gecen metotlarin
hepsine birden, kombinatoryal kimya teriminden farkli olarak, kombinatoryal sentez metotlart
denilmektedir (7,8). Bilesiklerin kesfinde ve smiflandirilmalarinda  6nemli ilerlemeler
kaydedilmesini saglayan kombinatoryal sentez metotlar1 ise giiniimiizde bir¢ok endiistri ve

akademik aragtirma grubu tarafindan etkin olarak kullanilmakta ve gelistirilmektedir (9,10).

1980°1i yillarda hiz kazanan ve on yillik bir doneme dagilmis olan ¢aligmalarda
kombinatoryal sentez uygulamalar1 kat1 desteklerin kullanildig: igne (pin) teknolojisi, bol-birlestir
(split-pool ya da split-mix), posetleme (tea-bag), aktif tanecik fiziksel ayrim (physical isolation of
active beads) yontemleri gibi teknik farkliliklarina gore adlandirilmislardir (11). Ilk kombinatoryal
sentez kiitiiphane ve koleksiyon ¢aligmasi ise 1980°li yillarin baginda kat1 destekler {izerinde kati
faz yontemleri kullanilarak ¢ok sayida kimyasal peptid sentez calismasinin gergeklesmesiyle
miimkiin olmustur (12). Temel olarak kati1 faz desteklerinin kullanildig1 ve yukarida bahsedilen
yontemlere ek olarak 90’l1 yillarin sonunda, sivi faz sentez yontemi iiriin cesitliligi ve endiistriyel
uygulamalarda otomasyona yatkinliklar1 olmasi nedeniyle alternatif bir yontem olarak ortaya
cikmistir (13). Sivi faz yontemi, eski yontemlerin yeni bir yaklagimla kullanilarak tamamen fiziksel
ozelliklere dayali ayrimsal tekniklerle iirlinlin siv1 fazda olusturulmasi ve saflagtirilmasi prensibine
dayali olarak gelistirilmistir. Ancak uygulama ve kullanim zorluklar1 sebebiyle halen kati faz
uygulamalar1 daha tercih edilen bir segenek olarak goriilmektedir. Dolayisiyla bugiine kadar
olusturulan kombinatoryal kiitiiphanelerin ¢ok biiyiik bir bolimii kati faz organik sentez

yontemlerinin kullanilmasiyla gergeklestirilmistir.
Kombinatoryal Kat1 Faz Organik (KFOS) Sentez Yontemleri

Kat1 faz organik sentez (KFOS) yontemi, ilk kez 1963 yilinda Merrifield’in peptid sentezini
kat1 faz desteklere baglayarak gerceklestirmesiyle yeni bir yontem olarak ortaya ¢ikmistir (9).
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Merrifield’in bu teknigi temel alinarak oligopeptid ve oligoniikleotidlerin ¢ok hizli bir sekilde
sentezlenmesi miimkiin olmus, daha sonrasinda da bu teknik standart bir yontem haline gelmistir
(14). KFOS, Merrifield’in baslattigi ve Houghten’in gelistirdigi  posetleme ve bol-birlestir
yontemlerini kapsayan, hedef {irlinii kat1 bir destek {lizerinde olusturma yénteminin genel adi olarak

tanimlanabilir (10).

KFOS yontemi temel olarak kati destek, birlestirici eleman (baglayici) ve buna baglanmis
olan molekiil (baslangi¢ molekiilii ya da iiriin) unsurlarini igeren bir sistemden olusur (Sekil 1). Bu
yontem diger geleneksel sentez yontemleriyle karsilastirildiginda sahip oldugu avantajlar arasinda

iiriin verim ve ¢esitliligini olumlu etkileyen

/“W Em ' asagidaki dzellikler saylabilir
%%/ §\ ;; e
L

1)Tepkime hizi sinirlanmaksizin daha

DESTEK BAGLAYICI MOLEKUL . 1
fazla reaktif kullaniminin miimkiin olmasi ve

J’ -G rup 1 bu yolla iiriiniin kantitatif olarak artmasi, 2)

74 d . . .
///// Jw‘m: Uriliniin basit yontemler ile (filtrasyon,

\

S yikama v.s.) ortamdan kolayca izole edilme
ve saflagtirllmasi, 3) Sentez asamalarinda

duyulan ihtiyaca goére koruyucu gruplarin

kullanilmasina olanak tanimasi ve bu yolla

I nitel ve nicel olarak iirlin verim ve
Kimyasal Ayirma R
ve Filtrasyon cesitliliginin  artmasi, 4) Cok asamali

sentezlerde ara tirlinlerin izolasyon ya da

saflagtirllmasina gerek duyulmamast 5)

Tepkime isleyisinin ve otomasyonunun

kolay olmasi (12-14).

Sekil 1: KFOS metodunu olusturan temel unsurlar ve ]
metodun sematik gosterimi Posetleme yonteminde, poset adi

verilen polipropilen malzemeden yapilmis

gecirgen kiiciik kaplar icerisinde peptid
zincirlerini olusturacak terminal aminoasitlerin bagli oldugu kiiciik kati destekler (resin ya da
recine) bulunur (4). Bu yontemde kullanilan sentez islemi, hiicresel protein sentezinin tam tersi
yoniinde gelisir (Sekil 2). Kisaca Ozetlenirse, hedeflenen peptid zincirinin terminal aminoasidi
karboksil grubundan kati destege baglanir, daha sonra zincirde olmasi gereken bir sonraki
aminoasit destege bagli olan amino asite baglanir. Zincirin hizli biiylimesi ve aminoasit yan

zincirleri tizerinde tepkime olmasini onlemek amaciyla, eklenen aminoasid, amin ve varsa diger
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reaktif grubu koruyucu gruplarla baglanir yani bloke edilir (Sekil 2). Baglanma basamagindan (I)
sonra amino grubundan koruyucu blok kaldirilir (IT) ve bir sonraki aminoasitle tepkime tekrarlanir
(IIT). Bu agamalar, hedeflenen peptid/protein zinciri tamamlanana kadar devam eder. Daha sonra bu
zincir kat1 destekten ayrilir ve zincirdeki tiim koruyucu gruplar kaldirilir. Son agamada, peptid
iiriinii uygun bir yontemle saflastirilirarak hatali, istenmeyen yan triinler ile artik ve atik maddeler

ortamdan uzaklagtirilir (10).
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Sekil 2 : Merrifield’in kat1 destek {izerinde peptid sentezi.

Bol-birlestir yonteminde ise kat1 destek fiziksel olarak esit pargalara boliiniir ve her bir
parcaya farkli baslangic molekiilii, mesela bir aminoasit, baglanir. Esit miktarlarda olmak sartiyla
farkli aktif aminoasitler iceren tepkime kabina kati destek daldirilir. Hem koruyucu gruplarin
eklenmesi ve ayrilmasi, hemde yikama islemleri tek kapli sistemle gergeklestirilir. Bu yontem,
sonug olarak esit miktarlarda, olasi ve farkli tim kombinasyon {irlinlerinin olusumuna olanak tanir
(15). Posetleme ve bol-birlestir yontemleri beraber kullanilarak iiriin ¢esitliligini artirmak
miimkiindiir. Bu tip uygulama da ise dncelikle poset yontemi uygulanir ve daha sonra bol-birlestir

yontemi ile tek kapli sistem igerisinde senteze devam edilir (4).
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KFOS Uygulamalarinda Kat1i Destekler ve
. Baglayicilar

KFOS yonteminin basarist i¢in, kat1 desteklerin bazi

Polimer Yapili Destek (kuru)

minimum kriterleri saglayan bir malzemeden secilmis olmasi
gereklidir. Ozellikle sentez kosullarinda ve ¢ok farkh
coziiciilerle tepkime vermeyen kararlilikta (inert), ¢oziinmez,
capraz bagli polimerik bir malzemeden yapilmis olan,
degisik tepkime kosullarinda ve degisen sicakliklarda
stabilesini koruyabilen malzemeler kati destek olarak
secilirler (Sekil 3). Ayn1 sekilde kati destegin bir molekiile
(substrat) baglanmasin1 saglayan birlestirici grubun da
(linker) substrata segici olarak baglanabilmesi ve
istenildiginde kat1 destekten, iiriinden ya da her ikisinden de

secici olarak ayrilabilmesi, koruyucu gruplarin eklenmesi ve

Makro-Gozenekli Destek (Solvasyon)  kaldirilmasi asamalarinda inert olabilmesi gereklidir (16).

Sekil 3: Mikro (jel tipi) ve makro ~ Baglayici olarak adlandirilan yapilar ¢ok ¢esitli kimyasal
gozenekli desteklerin solvasyon ile
geniglemelerinin blyttilmiis

gosterimi. uygulamalarinda bir sentezin baslangi¢c molekiiliinii segici

molekiil yapisinda olabilirler.  Baglayicilar, KFOS

olarak baglamak, bu molekiil ile kat1 destek arasinda uygun
bir bogluk yaratarak kimyasal tepkimenin en uygun kosullarda (diflizyon hizina etkiyerek)
gerceklesmesine yardimel olmak ve olusan {iriinlin destekten ayrilmasinda kolaylik saglamak gibi
avantajlar yaratirlar. Burada kullanilan kati destek baglayicilari, molekiiliin sadece bir tarafindan
destege sabitlenip, fonksiyonel 6zellik kazandirilacak boliimiiniin serbest birakilmasiyla, bir tiir
koruyucu grup rolii de oynarlar. KFOS uygulamalarinda kullanilan kati destegin kimyasal ve
fiziksel Ozellikleri sentez tepkime hizina dogrudan etkidigi i¢in olduk¢a Onemlidir. Reaktif ve
iiriinlerin destek kalibina girme ve bundan ayrilmasiyla belirlenen difiizyon hizi, destegi olusturan
partikiil ve gbzenek boyutu, destegi olusturan malzemenin solvasyon etkileri gibi degiskenlere de
baghdir (17). Yapilan c¢aligmalar, destek yapisinin degisen partikiil boyutlarinda olmasinin
ortamdaki biiylik partikiillerin difiizyon hizin1 sinirladigini ortaya koymustur. Diisiik oranda ¢apraz
baglara sahip polisitiren gibi destek malzemeleri ¢ok gozenekli bir doku ve boylece ¢ok sayida
aktif tepkime alani yarattiklarindan mikro gézenekli destek malzemeleri olarak adlandirilirlar. Bu

malzemeler, solvasyon ile kati hacimlerinin 2-3 katina ¢ikabilirler (Sekil 3) .
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Gilinlimiizde kombinatoryal sentez uygulamalarinda genel olarak kullanilan mikro ve makro

gbzenekli destekler arasinda:
= Seliiloz tabanl1 destekler,
= Gozenek kontrollii cam,
= Capraz bagl etoksilat akrilat regineler,
= Polietilen yamali kompozit malzeme bazl destekler,
= Kieselgel-poliakrilamid kompozit destekler,
= Merrifield regine destegi,
= Polietilen glikol-poliakrilamid kompozit (PEGA) destegi,
= Polietilen glikol-polistiren (POEPS) ve polietilen glikol-polioksipropilen (POEPOP),
= Polistiren yamal1 polietilen glikol destegi,
= Polistiren-poliakrilamid kompozit destegi, ve

= Silika jel ve diger silika bazli destekler sayilabilir (1, 18). Tablo 1’de yaygin kullanimi olan
polisitiren ve poliamit bazli destekler ile bunlarin baglayici fonksiyonel gruplari verilmistir. Bu
desteklerden Tentajel ve Sheppard’in poliamit destegi polar kati destekler olarak bilinmekle

beraber peptid olmayan organik molekiillerin sentezinde tercih edilmektedirler (2).

Kati faz sentezleri i¢in kullanilan destekler genellikle polistiren bazlidir. Bunlardan en ¢ok
tercih edileni ise hem baglayici ve hem de substratin baglanmasina izin verecek fonksiyona sahip,
jel seklindeki polistirenin (%1-2 divinilbenzen) kismi ¢apraz bag yaparak olusturdugu kiiresel

tanecikler, ve poli(sitiren-oksietilen) ortak polimerleridir (2).
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Tablo 1: Kati faz organik sentezlerinde kullanilan genel kat1 destekler
Destek Yapist | Ticari isim Baglayici Aciklama Yap1
Polistiren/ Merrifield | Karboksimetil Karboksilik  asit CHj
divinilbenzen | reginesi grup baglayicist r
(Asit ile kararsiz)
Hidroksimetil | Wang veya | X=H Wang | Karboksilik  asit X
polistiren/ Sasrin baglayict baglayicisi -—O—CHZO—@—CHZOH
divinilbenzen | reginesi X=0OMe Sasrin
baglayict
(Asit ile kararsiz)
Polistiren/poli | TentaGel X=-0OH, -NH, WOCH ,CH 2>_ X
etilenglikol Argojel Tentajel, n =70 n
Argojel,n=30-40
Polistiren/ Sieber 9-ksantanil Karboksamid o
divinilbenzen baglayicisi baglayicisi HN>_— R
(Asit ile kararsiz) . O H
C0
Polistiren/ Veber Silil baglayici C-C veya C-H
divinilbenzen | recinesi (Kalintis1z) baglarindan o
yarilma saglar. .©/\ /Q N Si©
OHaC “CH,
Polistiren/ Kenner Siilfonamit Iliml kosullar 9
divinilbenzen | reginesi baglayicisi altinda ayrim ./\©/ 'OS'\NR1 R,
saglar
Poliamit Sheppard Cok polar. DMF ]
reginesi ve H,0’da siser. .)J\N:;::3
3

Diisiik sayida ¢apraz baglar yapan kismi ¢apraz bagli ve genellikle jel seklindeki polistiren
destek (JPD) malzemeleri, kolay bulunabilmesi ve ekonomik olmasi sebebiyle ¢ok tercih edilen
kat1 desteklerdendir. Segici baglanma ve ¢oziicii etkisinin artirilmasi amaciyla cesitli baglayicilara
fonksiyon kazandirilarak kullanilirlar. Bu malzemeyi olusturan tanecikler, ¢ok farkli organik
¢Oziicliyli yiiksek oranda absorblayarak sisme yetenegindedirler. Coziicii etkisi de denen bu
durumda, jel yapiy1 olusturan tanecikler ¢oziicii ile etkileserek kuru hacimlerinin bir ka¢ katina
ulasacak sekilde kabarirlar ve sigskin goriinti olustururlar. Bu sisme sonucunda tanecikler kati

fazdan ¢6ziicii ile sismis jel fazina gegerler ve lizerlerindeki aktif gruplar diflizyon yoluyla ¢oziicii
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icerisindeki diger aktif reaktiflere ulasilmasina olanak saglarlar. JPD i¢in en uygun ¢oziicii diisiik
ve orta polaritedeki ¢oziiciilerdir (19). Peptid sentezi icin ise polar, aprotik solvanlar (DMF, N-
metil pirolidon) tercih edilir. Jel polistiren destekler arasinda 6zellikle poli(stiren-oksietilen) ortak
polimer, taneciklerinin sudan toluene kadar ¢ok degisen polaritedeki ¢oziiciilerle genlesme
gostermesi nedeniyle ¢ok tercih edilen bir destek materyalidir (15). Ancak bu ortak polimer
destegin de uygulamalar esnasinda bazi dezavantajlar1 oldugu ortaya ¢ikmistir. JPD’lere kiyasla
baglayici olarak daha az fonksiyonel grup tasiyor olmasi, polietilen glikol iskeletinin Lewis
asidleriyle kompleks olusturabilmesi, dayaniksiz bir polimer olmasi ve iriinden ayrilmasinin
zorlugu uygulamalarda problem olusturmaktadir (20). Polistiren bazli destekler, farkli ortak
polimerler olusturularak zenginlestirilmis, bdylece uygulamada karsilagilan zorluklar asilmaya
caligilmistir. Poliakrilamid reginelerin fonksiyonlarina benzer sekilde, polar bir tepkime ¢evresinde
kullanilacak polimerler hazirlamak igin, polietilen glikol igeren Tentajel ¢apraz bagli polistirene
eter bagiyla baglanmistir. Bu sekilde polietilen glikol desteginin ¢oziiniirliik yetenegiyle, polistiren
taneciklerinin ¢oziinmezlik o6zelligi birlestirilmistir. Diger taraftan, Sheppard peptid zincirinin
ozelliklerine yakin, ¢oziinme ve sisme Ozellikleri gelismis poliakrilamid polimerler gelistirmistir.
Burada Merrifield’in kullandig1 #-biitoksikarbonil (Boc) grup ile benzil ester baglama esasina
dayali polimerler yerine daha ilimli bir koruyucu grup olan ve bazla (genellikle piperidin)

ayrilabilen Fluorenilmetoksikarbonil (Fmoc) sistemine dayali polimerler gelistirilmistir (21).
Kombinatoryal Sivi Faz Organik Sentez (SFOS) Yontemleri

Kombinatoryal kimya uygulamalarinin ilk gelismeye basladigi 1960-1980 yillar1 arasinda
stvi faz organik sentez yontemleri teknik sartlardaki yetersizlikler ve kati faz yontemlerinin
kombinatoryal sentez uygulamalar i¢in daha kolay olmasi sebebiyle gereken ilgiyi uzun yillar
gormemistir. Kombinatoryal kimya uygulamalarinda klasik organik kimya sentez yontemleri
minyatiirlestirilerek kombinatoryal sivi faz organik sentez (SFOS) yontemlerine doniistiiriilmiis ve
otomasyona da gecilerek ¢ok sayida maddenin saflagtirilma siirecinin dogurdugu agir calisma

sartlar1 ortadan kaldirilmigtir (22).

Klasik anlamiyla organik sentez, sivi faz icinde gerceklesen tepkimelerde, iirlin ve ara
iriinlerin fiziksel ve kimyasal 6zelliklerine gore ortamdan uzaklastirilmalarimi ve bu yapilarin
analizlerini kapsayan deneysel agamalarin biitliniidiir. Sentez ¢ok basamakli oldugunda bile her
basamakta olusan triinler izole edilir, saflagtirilir ve tanimlanir. Ancak bu islemler sonucu,
hedeflenen organik molekiil sentezinde basarili olunursa bir sonraki basamaga gecilebilir.
Geleneksel organik sentez yontemlerinden yola c¢ikilarak gelistirilen SFOS yontemi, geleneksel

yontemlerin kiiciik 6lgeklendirilmesiyle (minyatiirlestirilme) zaman, ekonomi ve is giicii tasarrufu
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saglayan, iirlin izolasyonu, saflastirilmasi ve analizinde pratik uygulamalarin gelistirilmesine
olanak saglayan bir yontem olup, miktarca az ancak say1 ve gesitlilik agisindan zengin iiriinlerin

oldukga cabuk sentezlenmesini miimkiin hale getirmistir (23).

Prensip olarak ele alindiginda, her tepkimenin SFOS uygulamalar1 kapsaminda etkin bir
sekilde kullanimi miimkiin olabilir, ancak pratikte bu tepkimelerin SFOS’a uyarlanmasi bir ¢ok
problemi de beraberinde getirir. Bu problemler arasinda tepkime gidisinin kontroliindeki zorluklar,
standartlarin minyatiirizasyon problemleri, cok asamali sentezlerin ara basamaklarinda olusan artik
ve atik kimyasallarin ortamdan uzaklastirilmasindaki giicliikler sayilabilir. SFOS’a uyarlanmasinda
onemli olan iiriin aktivite ve kalitesinin korunmasi igin iyi bir planlama ve kontrollii deneylerle
olas1 problemlerin ¢éziimlenmesidir. Normal kosullarda KFOS’a uyumlu bir sentez protokoliiniin
SFOS’a uyumunda ciddi sorunlarin ortaya ¢ikmasi beklenen bir durumdur. Sivi fazda yiiriitiilen
geleneksel organik sentez protokollerinden farkli olarak SFOS uygulamasinda en kritik nokta,
ortamdaki fazla ve smirlayict maddelerin tepkime gidigini etkilememesini saglamaktir. Geleneksel
ve yiiksek hacimli ¢aligmalarda bu kontrol kolayca saglanirken, minyatiir ve otomasyona uyumlu
bir protokolde ortamdaki tepkime gidisine etki gosteren atik madde miktarlarinin kontrolii zordur.
Bu asamada, KFOS uygulamalarindaki deneyimlerle gelistirilmis olan ¢Opgii polimerler ve
polimer-bagli kimyasallarin kullanimi ile artik ve atiklarin ortamdan basit bir filtrasyonla
uzaklastirilmast ve tepkime gidisinin kontrolii saglanabilir. Copgli polimer olarak adlandirilan
sentetik recineler, ihtiyaca gore secici ve aktif bir fonksiyonel grup baglanarak olusturulurlar.
Boylece tepkime baslangicinda tepkimeyi ileri yone siiriiklemek amaciyla ortama fazlaca verilmis
olan maddeler daha sonra ortama verilen bu ¢opcii polimerlerle segici etkilesime girerek kat1 faza
gegirilirler. Kat1 polimerlere bagli olarak ortamdan basit bir filtrasyonla uzaklastirilmalariyla

tepkime hiz1 ve {irlin kalitesi de korunmus olur (22).

Baslangic maddelerinin kati bir destege baglanmasi, ortama daha sonra segiciligi yiiksek
¢Opgli polimerlerin verilmesi yerine kullanilabilecek diger bir tekniktir. Bu teknikte baslangicta
kullanilan polimer-bagli maddeler ¢oziiciiye bagh olarak ya ¢oziinecek ya da ¢okecektir. Ancak
zaman ve ekonomi dengesi agisindan baslangic maddesinin destege baglanmasi, ya da bu
madddelere segici baglanacak c¢opgiilerin olusturulmasi tercih edilmeyebilir. Biitiin bu tekniklere
alternatif olarak, secici ¢oziiniirliik Ozelligine dayali fluorlanmig baslangic maddelerinin
kullanilmas1 da miimkiindiir. Fluorlu ¢6ziiciilerin organik ¢oziiciilerin ¢oguyla karismama &zelligi
olmasi temeline dayanan bu yaklasimda, fluorlanmis baslangic {irlinleri tepkimede kullanilan
fluorlanmig solvan sisteminde ¢oziiniir haldedir. Olugan iiriin fluorlanmig gruplar1 icermediginden

basit bir sivi-sivi ekstraksiyonu ile fazla olan fluorlu maddeler ortamdan uzaklastirtlir. Uriin
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kalitesini artirmak amaciyla bu segeneklerden hangisinin SFOS uygulamalarinda kullanilacagi,
zaman ve ekonomi dengesinden ¢ok tepkime ve {iriin kimyas1 gbz oniine alinarak belirlenmektedir

(24).

SFOS’da, ortamdaki artitk maddelere ek olarak, tepkimelerin devam ettigi sivi faza hem
koruyucu gruplarin hem de ara ve son lirlinlerin salinmasi, bu fazin kimyasal ve fiziksel 6zelligini
degistireceginden, bir sonraki basamagin tepkime ya da saflagtirma sartlarmi olumsuz yonde
etkileyebilir. Bu tip problemler ise preparatif HPLC gibi uygulamalarla ortadan kaldirilmaya
calisilmaktadir (25).

Molekiil gesitliliginin artirllmasinda en dnemli rol, koruyucu gruplarin etkin kullanimimdan
geemektedir. Ancak bu gruplarin iglevini tamamladiktan sonra ortama salinmasi sonucunda,
ozellikle “boc” gibi grup kullanildigr durumlarda, ortamda ugucu madde miktarinda artisa neden
olmaktadir. Eger siv1 fazin uguculugunda ve akigkanliginda degisme olursa, bu durumda sivilarin
transferinde kullanilan otomatik sivi dagitim sistemlerinin kullaniminda da problemler ortaya ¢ikar.
SFOS i¢in uygulama smirlamasi getiren en kritik aletsel problemlerden birisi ise, kiiglik
miktarlardaki madde dagitimini saglayan otomatik sivi dagitim sistemlerinin uguculuk ve yogunluk
degisimine bagli olarak hassas madde dagitimi esnasinda ciddi hatalar yapmasidir. Cok agamali
SFOS uygulamalarinda dogru bir yaklagim ve uygun bir planlama yoluyla sicaklik (20-150°C) ve
¢oziicii etkilerinin konroli saglanabilir. Uguculugu daha diisiik ¢oziiciilerin kullanimi, tepkimede
olugan su buharmin yogunlasmasi ve sivi faz ucuculugunun sicaklik kontrolii bu problemlerin
asilmasima yardimci olmaktadir (26). Bu yolla artik ve atik madde miktarinin kontrolii ve bunun
sonucun da da tepkime gidisinin kontrolii miimkiin hale gelmektedir. Cok asamali SFOS
uygulamalarinda {riiniin en uygun nitelikte ve verimle elde edilmesi temelde bu kontrollerin
etkinlestirilmesine baglidir. Zaman icerisinde farkli tekniklerin birlestirilmesiyle, KFOS’e kiyasla
SFOS yonteminin otomasyon uygulamalarinda daha tercih edilen bir yontem olacagini sdylemek
miimkiindiir. Uzun yillar uygulamada olan ve bu yiizden avantaj ve dezavantajlari daha iyi bilinen
KFOS yontemine kiyasla daha az tanmman SFOS uygulamalarinin son yillarda yogun ilgi
gormesinin pek ¢ok nedeni vardir. Bunlar arasinda klasik sentez yontemleriyle elde edilen veri ve
bilgilerin dogrudan kullanilabilirligi, yeni ve geleneksel yontemlerin birlestirilmesine daha yatkin
olmasi, ¢esitlilik agisindan daha zengin tiriinler sunmasi, KFOS uygulamalari sirasinda gelistirilen
tekniklerin de kullanilmasina olanak saglamasi ve oOzellikle de son yillardaki gelismeler
cercevesinde tiriinlerin aktifli§inin taranmasi i¢in kullanilan YHAT yontemlerine daha uyumlu hale
getirilebilmesi sayilabilir. Tiim bunlara ek olarak, geleneksel analitik test ve kontrollerin

uygulanabilirligi de SFOS yontemini 6nemli bir segenek haline getirmistir (27).
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Kombinatoryal Sentez Teknolojileri ve Kombinatoryal Kiitiiphanelerin Olusturulmasi

Kombinatoryal kiitiiphaneler, farkli tekniklerin bir araya getirilmesiyle sentezlenmis, say1 ve
cesitlilik agisindan zenginlik gosteren molekiillerden olusturulmustur. Yaklagik ikiyiiz ve tizeri
sayidaki molekiilleri igeren her bir molekiil seti uygun bir ¢oziicli igerisinde mikroplakalara
yiiklenir. Hem kimyasal bilgi hem de molekiil olarak depolanmalar1 sebebiyle bu setlere
kombinatoryal kiitliphaneler adi1 verilmistir. Burada molekiiller, kimyasal ve fiziksel 6zelliklerini
kapsayan bilgilerle beraber analize hazir olarak depolanir. Bilgi ve verilerin depolanmasinda ¢esitli
yontemler kullanilabilir. Genellikle molekiiller ile ilgili veriler, genisletilebilir isaretleme dili ile

depolanir ve istenilen zamanda bu verilere kolaylikla ulagilabilir (28).

1970-1980 yillar1 arasinda KFOS peptid kiitiiphaneleriyle baglayan kombinatoryal molekiil
kiitiiphaneleri olusturma yaklagimi, giinlimiizde KFOS ve SFOS uygulamalartyla farkli
molekiillerinde sentezlenip depolandigi bir bilgi ve molekiil kiitiiphanesine doniigmiistiir.
Kombinatoryal kiitiiphanelerin tasarlanmasindaki asil amag, kiitiiphanedeki ¢esitliligi azaltmadan
diger birgok molekiilii eleyerek istenilen molekiiliin sentezlenmesini saglamaktir. Bu yaklasimda,
benzer yapidaki molekiiller elenerek daha az molekiil test edildiginden, potansiyel 6ncii molekiiller
daha hizli bulunabilir. Ozellikle yeni ila¢ kesfindeki yarista farmasotik endiistri tarafindan ilgi
goren kombinatoryal kiitiiphaneler akademik c¢evrelerce de yeni ila¢ 6n ve iz molekiillerin

bulunmasinda kullanilmaktadir (29).

Milyonlar1 bulan molekiillerden olusan bu kiitiiphanelerin hazirlanmasinda yukarida sézii
edilen tiim yontemlerden faydalanilir ve bu kiitliphaneler bilinen farmakolojik etkiden sorumlu
farmakoforlar g¢ercevesinde gelistirilir (30). 2005 yilinda, her arastirma grubuna hizmet veren
NCCG arastirma merkezinin (National Center for Chemical Genomics, ABD) kurulmasiyla ilgili
kiitiiphanelerin analizi endiistriden bagimsiz olarak, devlet ve akademik arastirmacilarin
kontroliinde, ve sonuglarinin halka agik veri bankalarinda (PUBMED) saklanmasi miimkiin olmus
ve kombinatoryal kiitiiphaneler ve analizleri konusundaki ¢alismalara verilen destek artirilmistir.
Bu merkez ve Amerikan Ulusal Kiigiik Molekiil Kiitliphaneleri (Molecular Library Screening
Centers Network, MLSCN) Tarama Agi’'nda bulunan ¢ok sayidaki molekiil ve analizleriyle ilgili
bilgilerin depolandig1 verilere {icretsiz erigim saglanmistir. Boylece biyolojik ve molekiiler hedefle
iligkili diger analizleri iceren yeni analoglarin ve molekiillerin sentezi igin gerekli 6n bilgilerin

saglanmasi ve paylasilmasi kolaylasmistir.
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Kombinatoryal Paralel Sentez Teknolojileri

Kombinatoryal kimya, yeni kimyasal molekiillerin tasarimi ve kesfi i¢cin 6nemli bir arag
haline gelmektedir ve bunun temeli bir dizi analog serinin ayni tepkime kosullar1 altinda
sentezlenmesine dayanir (31). Bu teknikte, baglangi¢c ve tepkime sirasinda ortama verilen birim
elemanlardan kombinasyon ve permiitasyonal olasiliklarla birgok farkli molekiiliin iiretilmesi s6z
konusudur (Sekil 4). Genel olarak paralel ve bol-birlestir teknikleri olarak iki ana grupta incelenen
sentez teknikleri, teknolojik uygulamalar acisindan proje ihtiyaglarma bagli olarak farkliliklar
gosterebilir. Bu durum teknolojik olarak kombinatoryal sentezin ¢ok farkl sistem ve parametrelerin

biraraya getirilmesinden kaynaklanmaktadir (32).
Kombinatoryal Sentez teknolojisinin:
= Otomasyon derecesi (manual, yari-otomatik, otomatik veya robotik, Sekil 5),
= Uyumlu oldugu sentez teknigi (kat1 veya ¢6zelti fazi),
= Tepkime i¢in uyumlu cihaz ve malzemeler

—Tepkime kap ve kanallarinin 6zellikleri (kapali reaktorler, cam, polipropilen, 12 ya da 96

kanallar, vs),

= Otomatik s1vi dagitim ve uzaklastirma sistem ve yontemleri (robot kollari, pompalama ve

aspirasyon kollar1 ve igneleri, filtrasyon, faz ayrimi igin aspirasyon, vs),

= Sentez ve saflastirma teknigine uyumlu otomasyon  (sicaklik kontrolii, manyetik

karigtirma, ¢alkalama, vorteksle karigtirma, vs),
gibi teknik 6zelliklere bagl olarak teknolojik acidan farkli uygulamalari olabilir (33).

Paralel sentez yontemi, ayni anda farkli bilesiklerin es zamanli olarak ve islem sirasinda
herhangi bir degisim olmadan tepkime kanal veya mikrokomponentler igerisinde fiziksel ayrim

saglanarak iiretilmesi teknolojisidir.

Paralel sentez, n tane SR;,SR;,SR;...SR, bilesigini olusturmak igin substratin (S) bir¢ok
reaktifle (R;-R,-R;...R,) tepkimesi olarak tanimlanabilir. YHAT teknigi kullanilarak, bilesiklerin
sadece minimal tanimlamayla ve genellikle saflastirilmadan kiitiiphane igerisinde taranmasi

miimkiin olmaktadir (34).
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Sekil 4: Molekiillerin kiitiiphanelerinin olusturulmasinda biitiinlestirici paralel sentez uygulama 6rnegi

‘goziiciiler ve/veya reajanlar

6 yollu vana

atik

Sekil 5: Otomatiklestirilmis biitiinlestirici paralel sentez

Ayristirma-havuzlama (the split-pool) yonteminde, tek bir substrat regine ile baglanir,
sonrasinda regine ¢ok sayida esit havuzlara ayrilir (Sekil 6). Bu havuzlarda, sentezlerin ilk
basamaginda kullanilacak olan birgok degisik baslangic maddeleri bulunur. Her havuzda,
belirlenmis olan baglangic maddeleriyle ve ayr1 tepkime kanallarinda, uygun tepkime kosullari
altinda tepkimenin tamamlanmasi saglanir. Tepkimeyi takiben her havuzdaki tepkime, fazla
reaktifin uzaklastirilmasi igin siiziiliir ve ¢oziicii ile yikanir. Biitiin havuzlardan gelen polimerler
yeniden birlestirilir ve iyice karigtirilir. Birlestirilmis olan regineler, yeniden sentezlerin ikinci
basamagini olugturan baglangi¢ maddelerini iceren havuzlara ayrilir. Bu sirada her regine havuzu,
ilk basamakta sentezlenen her iirlinden ekimolar miktarda i¢ermelidir. Bu islemin defalarca tekrar

edilmesiyle sentez kiitiiphaneleri olusturulur (35).

Ayristirma-havuzlama teknigi, tepkime basamaklarini 6nemli 6lgiide azaltir. Her ayrilan

bilesigin kolayca analiz edilmesi ve zaman kaybi olmamasi gibi avantajlara sahiptir. Biitiin bu
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avantajlarina ragmen, hala yikama ve ayirma basamaklarinda daha gelismis uygulamalara ihtiyag

duyulmaktadir (36).
Yiiksek Hizda Aktivite Tarama (YHAT; High Throughput Screening-HTS)

Substrat

reginenin Lig esit
hawvu=za ayrilmas:

Substrat Substrat Substrat
R1{a) ile R1{k} ile R1{c} ile
reaksiyon reaksiyon reaksiyon

Substrat e ubstrat i ubstrat
Rq{a) R} 1{¢=_}/.r

tlm reginelerin
tekrar birlestirilmesi

ubstrat

Raif{a-c).ekimolar karnisim

reginenin Qig esit
hawvuz=za ayrilmasi

A
ubstrat i ubstrat = ub\s;:::
Ry {aa-c) 2 (@-c) Ry {a-c)

R2Z2(a) ile R2(b) ile R2(c) ile
reaksiyon reaksivon reaksiyon

Ra(a) Fiz (k) Fra{c)

! ubstrat ; ‘ ubstrat R b strat

R, {a-c) R4 {a-c) R+t {a-c)

regineden
ayrilma

regineden

reginedeaen
ayrilma

ayrilma

lila{a} l?z () Fllzlr.C)
ubstrat ubstrat ubstrat
Rqy{=a-c) R4 (a-c) Ri({a—c)

Sekil 6: Ayristirma-havuzlama uygulama semast

Kimyasal sentez hizim1 ve sentezlenen molekiillerin biyolojik aktivite analiz hizini arttiran
gelismeler ve etkin teknolojiler, ilag aragtirmada temel yaklagimlarin degigsmesine neden olmakla
beraber, farmasotik endiistride yeni kimyasal molekiillerin kesfi ve tasarimi i¢in 6nemli bir arag
haline gelmis ve ilag kesif siirecinde olumlu etkilere neden olmustur. 1990’dan giiniimiize kadar

olan donem igerisinde farmasotik endiistride goriilen ana degisim siireci, arastirma ve gelistirmede
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oldugu kadar ticari amagli uygulamalarda da avantaj saglayacak yonde olmustur. Bu doneme
damgasim1 vuran kombinatoryal kimya ve YHAT gibi yeni teknoloji ve ydntemler oldukga
benimsenmis ve olabilecek en yiiksek seviyede birbirine paralel gelisme gostermistir (37). YHAT,
maddelerin otomatik tarama sistemleri kullanilarak farmakolojik etki taramalarindan gegirilmesi
islemidir. Birgok farmasotik ve biyoteknolojik sirketin ila¢ kesif slirecinde 6nemli bir fonksiyon
istlenmigtir. 1970’lerin sonu ve 1980’lerin basinda itibaren ilk modern YHAT laboratuarlarinin
olusturulmasi i¢in gerekli bilesenler (kiigiik 6lgekli robotik aygitlar, bilgisayarlar ve mikroplakalar)
bir araya getirilmis, bu alet ve tekniklerin zaman igerisinde gelistirilmesiyle bugiinkii YHAT

laboratuar sartlar1 saglanmistir (38).

YHAT nm ilk farmas6tik uygulamalari, dogal kaynakli bilesiklerin aktivitelerinin taranmast
seklinde olmustur. National Institute of Health (NIH) tarafindan patenti alinmis bir yontem olarak
YHAT, “degisik maddelerin ortak bir analiz protokolii ile ardarda ve/veya tekrarlanarak test
edilmesi” olarak tanimlanmaktadir. YHAT analiz protokolii, bir maddenin ilgili biyolojik siirece
olan etkisinin incelenmesi amaciyla kusursuz tanimlanmis, hassas, hizli ve verimli olacak sekilde
tasarlanmis deneysel analiz protokoliidiir (39). Spektroskopik mikroplak okuyucularinin daha genis
kapasiteli 96, 348 ve 1536 kuyulu plakalari okuma yetenegine kavusmasiyla, YHAT metodu daha
hizli ve otomasyona daha uygun hale gelmistir. Uygulanan YHAT analizleri ile ilag 6ncli maddesi
olmaya aday aktif bir molekiiliin ayn1 ortamda bir veya birden fazla hedef iizerine olan etkilerinin
istatistiksel yontemlerle (Zhang’in Z parametresi) incelenmesi de miimkiin olmustur (40).
Dolayisiyla klasik tek molekiil-tek tepkime yaklasimina ek olarak kombinatoryal kiitiiphanelerin
taranmasinda kullanilan ¢ok molekiil-tek analiz yaklagimi giiniimiizde ekonomi ve zaman tasarrufu
saglayan bir yontem olarak gelistirilmistir. Bu yaklagimda, 6megin bir mikroplakadaki her bir
kuyuda bulunan ¢ok sayida molekiil (N) iceren kombinasyonlar aktiflik acisindan analiz
edildiginde, aktif sonug¢ veren kuyudaki bilesenler ayristirilir ve elde edilen bu saf molekiiller ya da
daha kiiciik gruplu molekiiller tek tek veya kiiciik gruplar halinde analiz edilir. Dolayisiyla her
kuyusu N molekiil i¢eren 96 kuyulu plakada 96XN molekiiliin bir defada 6n taramayla analizi
mimkiin olur. Sadece aktivite oldugu belirlenen kuyudaki N molekiilden aktif olanlarin
belirlenmesi i¢in ayristirma ve ayrintili analiz ile de kisa zamanda ¢ok sayida molekiiliin
kombinasyonlar halinde incelenmesi miimkiin olmaktadir. Kombinatoryal kimya kapsaminda
molekiil agirliklar1 1000 Daltondan daha az olan ve literatiirde kiigiik organik molekiiller olarak
tanimlanan molekiiller ve bu molekiillerin olusturdugu kiitiiphanelerin YHAT ile taranmasi
amaciyla homojen ve heterojen adi altinda toplanan iki grup yontem gelistirilmistir (41). Homojen

teknikler, “kanistir ve 6l¢” prensibine dayali olarak gelistirilmistir. Molekiil kiitiiphanelerinden
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alman molekiillerin bir biyolojik hedefe olan etkileri, tepkime bilesenlerinin belirli bir sira ile
eklenmesi, inkiibasyonu ve ortamda arta kalan reaktif varligi ya da yoklugu fluoresan,
kemoluminesan gibi bir spektrofotometrik analizle takip edilmektedir. Bu teknikte, analizin
asamasinin herhangi bir basamaginda ortamda fazla olan reaktif, biyolojik materyal ya da kiigiik
organik molekiillerin uzaklastirilmasina gerek yoktur. Mikroplak okuyuculan ile plakalarin
kimyasal yiiklenme ve analiz platformlar arasinda transferi saglayan robot ve bilgisayar destekli
otomatik plaka siirliciileri yerlestirilerek el degmeden ger¢ek anlamda otomasyon saglanmigtir.
Kombinatoryal sentezin etkin olarak kullanilmasiyla olusturulan kiitiiphaneler dogrudan
incelenebildigi gibi, daha segici ve hassas olarak terapotik ya da diagnostik etkinligin
belirlenebilmesi amactyla YHAT uygulamalarinda arka plan etkilesimini azaltan ve hatta ihmal
edilebilir diizeye indiren diger bazi teknikler mevcuttur ve bunlarin uygulama alanlar1 da her gegen

giin artmaktadir (42).

Giiniimiizde hizla biiyiiyen bu otomasyon teknolojisi kiigiik, basit caligmalardan fabrika tipi
sistemlere kadar ¢ok ¢esitli olarak uygulanabilmektedir. Bu yontem ile giinde saniyede 1 trilyondan
fazla islemci giicii olan aletler ile binlerce protein taramasi yapilabilmekte ve bu saymin giinde

milyonlara ¢ikmasi hedeflenmektedir.

Tarama i¢in maddelerin miktarinin azalmasi egilimiyle birlikte birgok bilesigin sentezinin
hizla artmas1 kombinatoryal kimyada kii¢iik dlgeklendirmeye gidilmesine neden olmustur ve hizli
sentezleme ve tarama yontemi i¢in mikroaletler gelistirilmistir (4, 37). YHAT, cok sayida ve ¢ok
cesitli molekiil kiitiiphanelerin hizla olusturulmasini saglamasi, analiz performansinin yiiksek
olmasi, iglem hacminin ¢oklugu, otomasyonunun kolayligi ve maliyetinin diisitk olmasi nedeniyle
cok degerli bir yontem olarak kabul edilmektedir. YHAT islemi ilag¢ kesif siirecinin alt fonksiyonu
seklindedir ve hedeften yola ¢ikarak oncii molekiile giden bir dizi basamaklar serisi olarak

tanimlanabilir (Sekil 7).

| Hedef se¢imi |

|Reajanlar1n temin edilmesi |<—>| Analizin gelistirilmesi ve validasyonu

Taramayla elde edilen » YHAT uygulamasi
sonuglarin toplami

Verilerin eldesi, toplanmasi ve analizi

Oncii
Sekil 7: YHAT uygulama semasi bilesikler
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Biyolojik olarak anlamli ve iyi bir taramanin diizenlenmesinde hedef se¢imi ve analiz
yontemi biiylik 6nem tasir. Hedefin secilmesi ve analiz gelistirme asamasi boyunca, tedaviyle ilgili
birimler, analiz gelistirme gruplarn ve taramay1 gerceklestiren bilim adamlar1 arasinda mutlaka iyi

bir iletisim olmalidir (43).

Reaktif temini esnasinda gelismesi olasi zorluklar, YHAT uygulamalarinda islerin
yiirlimesini engelleyebilecek 6nemli nedenlerden biridir. YHAT uygulamasina baglamadan 6nce
tim driinlerin taranmasi igin gerekli reaktiflerin yeterli ve hazir halde olmalarn gerekir. Aksi
takdirde iriinlerin tarama iglemi yarida kesilerek tarama robotlarmin yeniden programlanmasi
gerekir. Reajan temin birimi ve YHAT gruplan arasindaki dikkatli zamanlama ile robot ve insan

kullanim1 en elverigli sekilde ayarlanmalidir (37).

Basarili bir YHAT uygulamasi multidisipliner bir ¢aligma gerektirir. Bu ¢alisma grubu
igerisinde, YHAT otomasyonunun kurulum ve desteginden sorumlu teknoloji uzmanlari, konuyla
ilgili bilgiyle donanmis biyolog ve biyokimyagerler, veri gruplarinin analizi ve toplanmasiyla ilgili
bilisim teknolojisi uzmanlari, taramalar sonucu oncii gruplarin taninmasini ve ayrimini saglayan
kimyagerler yer alir. Bu birgok degisik uzmanlik alaninin birlesmesi sonucu terapdtik hedeflerin

belirlenmesi, YHAT ile birlikte oncii bilesiklerin kesfi ve ortaya ¢ikmasi saglanir.

SONUC

Kimyasal sentez hizim1 ve sentezlenen molekiillerin biyolojik aktivite analiz hizin arttiran
gelismeler kimyanin biitiin alanlarini, 6zellikle de ilag arastirma ve gelistirme c¢aligmalarini
derinden etkilemektedir. Bu yeni ve etkin teknolojiler ila¢ arastirmada temel yaklagimlarin
degismesine neden olmasi yaninda, farmasdtik endiistride yeni kimyasal molekiillerin kesfi ve
tasarimi i¢in énemli bir ara¢ haline gelmis ve teknolojideki gelismelerle ilag kesif siireci olumlu

yonde etkilenmigtir.

Geleneksel analitik kontrollerin uygulanabilirligi, klasik sentez yontemleriyle elde edilen
veri ve bilgilerin kullanilabilirligi, SFOS yontemini g¢ekici bir segenek haline getirmistir. Ancak
genis kapsamli SFOS’e dayali kombinatoryal molekiil kiitiiphanelerinin hazirlanmast igin
kullanilabilecek saflastirma segenekleri sinirlidir. Genellikle saflastirma islemleri; ¢oziiniirliik, pH
gibi Ozelliklere dayal1 olarak gergeklestirilir. Diger taraftan, organik ve su faz1 arasindaki dagilima
dayali ekstraksiyon teknigi kullanilarak da ¢6ziinebilen polimerler, hidrojen bag1 yapabilen ve pH
degisikligine duyarlt molekiiller ve iiriine segici olarak baglanabilen molekiillerin kullanilmasiyla

SFOS uygulamalarinda otomasyona uyumlu saflastirma teknikleri gelistirilmeye calisilmaktadir.



Ankara Ecz. Fak. Derg., 37 (1) 41-61, 2008 59

Giliniimiizde KFOS ve SFOS kaynakl kiitiiphaneler YHAT ile analiz edilmekte ve yeni ilag ve iz

molekiillerin tanimlanmasinda etkin olarak kullanilmaktadir.

Kombinatoryal kimya ve son yillarda ortaya koydugu gelismeler, sadece farmasdtik endiistride

degil bir¢ok alanda sentez kimyasini degistirecek yonde ilerlemektedir. Kati, ¢ozelti ve siv1 faz
sentezleri yardimiyla kombinatoryal kiitiiphaneler hizla gelistirilmekte ve buradaki verilerden
birgok endiistride Ozellikle ila¢ endiistrisinde yararlanilmaktadir. YHAT uygulamalarindaki
gelismeler sayesinde molekiillerin farmakolojik aktiviteleri kisa siirede taranarak oncii molekiil
belirlenmesi hizlanmaktadir. Bu yontemlerin bilgisayara dayali ilag tasarimi, ilag-protein
etkilesmesindeki gelismeler, enzimatik tepkimelerin mekanizmalarmin aydinlatilmasi, hedef
proteinlerin {i¢ boyutlu yapilarmin ¢dziimlenmesi, gen arastirmalari, molekiiler biyoloji ve daha
bir¢ok alanda yapilan ¢aligmalarla iligkilendirilmesi sonucunda terapotik aktif bilegiklerin kesfi

ve tasariminda biiylik gelismeler olmasi beklenmektedir.
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