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Yiiksek Lisans
OZET

BAZI YENI ORGANIK BILESIKLERIN TIROSINAZ VE ALFA AMILAZ
INHIBISYON POTANSIYELLERININ /N VITRO VE IN SILIKO OLARAK
INCELENMESI

Biisra KURNAZ

Karadeniz Teknik Universitesi
Fen Bilimleri Enstitiisti
Kimya Anabilim Dali
Danigsman: Prof. Dr. Ahmet COLAK
2021, 85 Sayfa

Bu ¢aligmada, yeni sentezlenmis, piperazin, 1,2,4-triazol ve/veya florokinolon yapisi
iceren bazi bilesiklerin klinik 6neme sahip tirosinaz ve o-amilaz enzimlerinin aktiviteleri
iizerine inhibisyon potansiyelleri incelenmis ve ayrica ICso degerleri, inhibisyon tiirii ve K;
degerleri belirlenmistir. Bu bilesiklerin enzimlerle etkilesimlerini ve baglanma enerjilerini
teorik olarak belirlemek amaciyla da molekiiler modelleme programlari kullanilmigtir. Ticari
olarak temin edilen enzimler i¢in optimum reaksiyon sartlar1 belirlendikten sonra, kinetik
caligmalar yapilarak en diisiik ICso degerine sahip molekiiller tirosinaz i¢in 7. molekiil, o-
amilaz icin ise 5. molekiil olarak tespit edilmistir. 7. molekiil i¢in inhibisyon mekanizmasi
nonkompetetif olup, Kidegeri 477,86 uM iken 5. molekiil i¢in inhibisyon mekanizmasi
ankompetetif, K; degeri ise 355,84 uM olarak belirlenmistir. Molekiiler modelleme
sonuglara gore, aktif bolge baglanma enerjisi en diisiik olan molekiiller tirosinaz igin 5.
molekill, o- amilaz i¢in ise 6. molekiil olarak gozlenmistir. Bununla birlikte in vitro
caligmalarla ytiksek inhibisyon profili gosteren molekiillerin her iki enzim durumunda da in
siliko g¢aligmalarda en etkili li¢ molekiilden biri oldugu gozlenmistir. Calisilan tiim
molekiillerin ayrica ADME o6zellikleri de incelenmis olup, her bir molekiiliin ila¢ aday
molekiilii olarak yiiksek bir potansiyele sahip oldugu tespit edilmistir. Yapilan caligmalar
sonucunda tirosinaz ve a-amilaz enzimleri i¢in sirasiyla 7. ve 5. molekiillerin potansiyel birer

inhibitor molekiil olarak degerlendirilebilecegi goriilmektedir.

Anahtar Kelimeler: Enzim inhibisyonu, Molekiiler modelleme, Piperazin, 1,2,4-triazol,
Florokinolon, ADME
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Master Thesis
SUMMARY

IN VITRO AND IN SILICO INVESTIGATION OF TYROSINASE AND ALPHA
AMYLASE INHIBITION POTENTIALS OF SOME NEW ORGANIC COMPOUNDS

Biisra KURNAZ

Karadeniz Technical University
Graduate School of Natural and Applied Sciences
Department of Chemistry
Advisor: Prof. Dr. Ahmet COLAK
2021, 85 Pages

In this study, the inhibition potential, ICso values, inhibition type and K; values of
compounds containing some piperazine, 1,2,4-triazole and/or fluoroquinolone structures on
clinically important tyrosinase and o-amylase enzymes were investigated. Theoretically,
molecular modeling programs were used to determine the interaction of these compounds
with enzymes and their binding energies. After determining the optimum reaction conditions
for commercially available enzymes, kinetic studies were carried out and the molecules with
the lowest 1Csp value were determined as 7th molecule for tyrosinase and Sth molecule for
a-amylase. The inhibition mechanism for the 7th molecule is noncompetitive, while the K;
value is 477.86 uM, the inhibition mechanism for 5th molecule is uncompetitive and the K;
value was determined to be 355.84 uM. According to molecular modeling results, molecules
with the lowest active site binding energy were observed as 5th molecule for tyrosinase and
6th molecule for a-amylase. In addition, in vitro studies, it has been observed that molecules
showing a high inhibition profile are one of the three most effective molecules in silico
studies in both enzyme states. ADME properties of all studied molecules were also
examined, and it was determined that each molecule has a high potential as a drug candidate
molecule. As a result of the studies, it is predicted that the 7th molecule and 5th molecules,

may be potential inhibitors for tyrosinase and a-amylase, respectively.

Key Words: Enzyme inhibition, Molecular modeling, Piperazine, 1,2,4-Triazole,
Fluoroquinolone, ADME
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1. GENEL BiLGILER

1.1. Giris

Enzimler, viicudumuzda ger¢eklesen metabolik siireclerdeki kimyasal reaksiyonlarin
hizinm arttiran ¢ogu protein yapili biyolojik katalizérlerdir. Canli bir organizma tarafindan
iiretilen biyolojik madde veya biyolojik makromolekiiller olarak da adlandirilmaktadirlar [1,
2].

Enzimler yasam i¢in gerekli olmakla birlikte, diizensiz enzim aktivitesi de hastalik
durumlarina neden olabilir. Baz1 durumlarda enzimleri kodlayan genlerde meydana gelen
mutasyonlar, bir hiicre icinde anormal derecede yiiksek enzim konsantrasyonlarma yol
acabilir. Bunun yani sira, belirli mutasyonlar, katalitik olarak kritik rol oynayan amino
asitlerde meydana gelen yapisal degisikler nedeniyle enzimin spesifik aktivitesinin
artmasina sebep olabilir. Tiim bu durumlar birtakim patolojilere yol agabilir [3] ve bu yiizden
enzimlerin biyolojik katalizor olma ozellikleri onlar1 genetik ya da patojenik orijinli
hastaliklarla savasmak icin terapotik hedefler olarak miikemmel birer aday yapar [4].
Enzimlerin ilag hedefi olarak cekiciligi yalnizca katalitik aktiviteye sahip olmalarindan
degil, ayn1 zamanda enzimlerin dogas1 geregi kiiciik molekiil agirligina sahip olan ilag
benzeri molekiillerle inhibisyona yiliksek derecede uygun olmalarindan kaynaklanmaktadir.
Kiigiik molekiillii ilaglarla inhibisyona olan bu duyarlilik nedeniyle, enzimler giiniimiizde
yeni ilag kesfi ve tasarimi noktasinda oldukc¢a 6nemli bir hedeftir [3].

Klinik olarak kullanilmakta olan ilaglarin ¢ogunlugu etkinliklerini su iki yoldan
birisiyle ortaya koymaktadir: (1) Viicuttaki agonist-antagonist etkilesmesini engellemek ya
da (2) enfeksiyona veya hastaliga neden olan bakteriyel, mantar veya parazitik biliyiimeyle
ilisikli ve kendi canlilig1 i¢in normal etkinligi gerekli olan bir enzimin aktivitesine engel
olmaktir. Bu yiizden, hastalikla veya enfeksiyonla iligkilendirilip aktivitesinin engellenmesi
gereken hedef enzimin belirlenmesinden, ilaglarin pazara sunulmasina kadar bu tiir
inhibitorlerin dizayn edilmesi ve gelistirilmesi {iizerine caligmalar yogunlagmaktadir.
Enzimlerin inhibisyonu ile farmakolojik etkilerini ortaya ¢ikaran kiigiik molekiiller, klinik
kullanimda oral olarak verilen ilaglarin neredeyse yarisini olusturmaktadir [4]. Kiiresel ilag
gelistirme sirketleri bu konu hakkinda kendilerini devamli olarak gelistirmekte ve

yenilemektedirler [5]. Bu tip kii¢iik molekiilleri gelistirme ve karakterize etme siireci (ilag



tasarimi1), mercek altina alinan enzim hakkinda bilgi birikimini gerektirmektedir [4]. Bunun
icin Oncelikle hedef enzim belirlenmeli ve enzim hakkindaki yapisal bilgiler yaninda
enzimin substratlari, kinetigi ve mekanizmasi hakkindaki bilgiler inhibitoriin dogru bir
sekilde dizayn edilebilmesi i¢in goz Oniinde bulundurulmalidir. Daha sonra ilag aday
molekiiliiniin in vivo olarak etkili olabilmesi i¢in uygun absorblanma, dagilim, metabolizma
ve istenmeyen yan etkilere sebep olmayacak sekilde etkinligini gosterecegi bolgede yeterli
konsantrasyonda bulunmasi, hiicre membranindan gecebilmesi ve sistemik dongilide uygun
bir zaman diliminde bozunmadan kalmasi gibi viicudun gereksinimlerine sahip olmasi
gerekir [3, 6].

Birgok klinik durumda uygun dozda ilacin  agiz  yoluyla  kullanilmasi
istenmektedir. Tlim bu durumlar protein, gen veya terapotik temelli bazi dogal {irlinler yerine
kiigiik molekiillii ilaclarin kullanilmasinin daha uygun olacagini belirtmektedir. Bu
gereksinimlere de bakildiginda en iyi uygunluk gosteren molekiiller genellikle kiigiik
molekiil kiitlesine sahip organik molekiillerdir ki yapilar1 genel olarak hidrofobik olmakla
birlikte sinirli sayida ve spesifik olarak yonlenmis heteroatom ve hidrojen bagi sunucusu
icermektedir [3, 7-9]. Bu nedenle yeni ila¢ molekiillerinin belirlenebilmesi yukarida bahsi
gecen kriterleri yapisinda bulunduran, kii¢iik molekiil kiitleli organik bilesiklerin sentezini
ve bunlarin ilag olarak etkinliklerinin incelenmesini zorunlu kilmaktadir.

Akilli ilag tasarimu ile ilgili veriler uzun yillar sadece ara metabolitlere odaklanildigin
gostermektedir. Fakat in vivo ¢alismalarla kiyaslandiginda teorik hesaplamalar ve basit bir
enzim aktivite ¢caligmasi ile enzimin kinetiginin 6nemi agikca ortaya koyulabilmektedir. Bir
enzimin inhibe olmasi sonucu ortamda biriken metabolitler géz ardi edilemez [10]. Ote
yandan giinlimiizde klinik olarak kullanimda olan bazi enzim inhibitorlerinin hastalikla
iliskilendirilen hedef enzimle birlikte benzer aktiviteye sahip olan diger enzimlerin de
inhibisyonuna ve hastalarda yan etki olarak farkli bazi rahatsizliklarin olusmasina neden
olabildigi bilinmektedir. Buna 6rnek olarak, diabet II tedavisinde a-glikozidaz inhibitorii
olarak kullanilan akarboz, miglitol ve voglibozun alfa amilaz hedef enzimi yaninda diger
bagirsak glikozidazlarini da inhibe edebildigi ve bunun sonucunda da siskinlik, gaz hali ve
diare gibi istenmeyen yan etkilere neden olabildigi sdylenebilir. Bu yiizden arastirmalarin
sadece enzim inhibisyonu acisindan degil ayn1 zamanda inhibisyon tiiriiniin belirlenebildigi
kinetik ¢aligmalarla desteklenmesi, gézlenen yan etkileri minimize eden ya da ortadan
kaldiran ve hedef enzime daha biiylik ilgiyle baglanan yeni inhibitdr molekiillerinin

arastirtlmasi gerekmektedir [11-14]. Boylece in vivo ¢aligmalarla daha umut verici sonuglar



alinabilecek caligsmalar yapilmasi beklenmektedir [10]. Diger yandan bir ilacin, esas
kullanim amacinin yaninda yan etki olarak diger bir 6zel enzimin inhibisyonunu da
saglamasi, belki de bu ilaca, yeni kesfedilmis bir ilag etkisi 6zelligi kazandirabilecektir.
[lacin, minimum bile olsa, bu yeni kesfedilen role sahip olmasi, bu molekiillerin yapisal

analoglarmin tasarlanarak gelistirilmesine onciiliik etmektedir.

1.2. Enzim Inhibisyonu

Enzim inhibisyonu, enzim inhibitorii olarak adlandirilan spesifik substrat veya bunun
analogu ile bir enzimin etkisini azaltmak veya bloke etmek anlamia gelir. Modern
zamanlarda, farmasotik bilesiklerin yani sira bazi dogal bilesikler, enzim inhibitorleri olarak
pazarlanmakta ve bu inhibitorler, hiicreler, bakteriler, virlisler ve insan viicudu ig¢indeki
enzim inhibisyonunda spesifik etkilerini sergilemektedirler [15].

Enzim inhibisyonu, enzimin aktif bolgesi ile kovalent veya kovalent olmayan
etkilesimler yapan organik kimyasal, inorganik metal veya biyosentetik herhangi bir
bilesigin varliginda etkilenen aktiviteyi inceleyen bir enzim-substrat reaksiyonu bilimidir.
Tiim bu inhibitorlerin enzim reaksiyonunda etkilesimde bulunmak ic¢in ayni kurali izledikleri
1yi bilinmektedir [6].

Enzim inhibisyonu doniisiimlii ve doniislimsiiz olmak tizere iki ana simnifa
ayrilmaktadir. Doniislimsiiz inhibisyonda inhibitdrlerin substrat ile yapisal bir iligkisi yoktur

ve inhibitorler enzimin aktif bdlgesine kovalent olarak baglanirlar. Bu tlirden inhibitdrler,
enzimden uzaklastirilamadiklari i¢in enzimin kataliz yapma yetenegini yok edecek sekilde
enzimin aktivitesini inhibe ederler. Bu nedenle, geri dondiiriilemez inhibitorler baglandiklar
konumda enzim aktif bdlgelerinin fonksiyonel gruplarini tanimlamak icin kullanilirlar [16].

Dontigiimlii inhibisyonda ise inhibitdrler enzime kovalent olmayan etkilesimler ile
aktif bolgede veya aktif bolgenin disinda baglanirlar. Doniislimlii inhibisyon tiiriinde
mekanizmalar, enzim aktivitesine etkileri ve reaksiyon kinetigi agisindan ele alindiginda
esasen i¢ farkli sekilde gerceklesebilir. Bunlardan ilki yarigmali inhibisyon tiiriidir.
Yarigmali inhibitorler, yapisal olarak substrat molekiiliiniin kimyasal yapisina oldukga
benzer, dolayisiyla enzimin aktif bolgesine doniisiimlii olacak sekilde ve substrat molekiilii
ile rekabet ederek baglanabilir. Bu baglanmanin sonucunda bir {iriin elde edilemeyeceginden
dolay1 enzimin aktivitesi yavaglar veya durur. Bu durumda Vmaxs degeri degismez fakat Km

degerinde artis gdzlenir [17]. Ikinci tiir olan yarismasiz inhibisyonda (yar1 yarigmali ya da



ankompetetif inhibisyon), yarismasiz inihibitérler enzim yiizeyinde fakat aktif bolgenin
disinda bulunan enzim-substrat kompleksine zayif etkilesimlerle baglanir. Bu baglanma
aktif bolgeden uzakta olmasina ragmen katalizi inaktive eden kompleks enzimin aktif ve
allosterik bolgelerinde yapisal bozulmaya neden olur. Bu durumda hem Vyaks hem de Ky,
degerlerinde bir azalmaya yol agar [17]. Son inhibisyon tiirii olan karisik inhibisyonda ise
inhibitér molekiilii enzime ya da enzim-substrat kompleksine aktif bolgenin disinda
baglanabilir. Bu durumda da Vmas degeri azaliyorken K, degeri ise artar veya degismez

(nonkompetetif inhibisyon) [17].

1.2.1. Enzim Inhibisyonunun Farmasotik Onemi

flag hedefleri olarak diisiiniilebilecek biyolojik makromolekiiller arasinda enzimler,
bir¢cok hastalik stirecindeki etkinliklerinin oneminden ve kiiciik molekiiler agirlikli ilag
benzeri molekiiller tarafindan inhibisyona iyi bir sekilde katkida bulunduklarindan dolay:
iistiin bir konuma sahiptirler. Sasirtict olmayan bir sekilde enzim inhibitorleri gliniimiizde
klinik olarak kullamlan ilaglarm neredeyse yarisim temsil etmektedir. Insan genomunun
yakin zamanda yapilan aragtirmalari genomun hastalikla iligkili, ilaglanabilen hedefleri
kodlayan kismina enzimlerin hakim oldugunu gostermektedir. Bu nedenle, spesifik enzim
inhibisyonunun ongoériilebilir gelecek igin farmasotik arastirmalarin ana odak noktasi
olmaya devam edecegi diisiiniilmektedir. Kii¢clik molekiillii ilaclarla inhibisyona olan bu
duyarlilik nedeniyle enzimler, giinlimiizde biiyiik ila¢ ve biyoteknoloji sirketlerinde yeni ilag

kesiflerinin ve tasarim ¢abalarinin hedefi haline gelmistir [3].

1.3. inhibitér Olarak Kullamilan Kiiciik Molekiiller ve Hedef Enzimleri

Enzim inhibitorleri, genellikle diisiik molekiiler agirlikli kimyasal bilesiklerdir. Ilag
kesfinde, belirli enzimleri inhibe etmek ic¢in birka¢ ila¢ analogu secilir veya tasarlanir.
Bununla birlikte, bircok antitoksinin detoksifikasyonu veya azaltilmis toksik etkisi, esas
olarak enzim inhibe edici etkileri sayesinde saglanir. Baz1 6nemli klasik 6rnekler sunlardir:
kanser kemoterapisinde metotreksat, malign hiicrelerin DNA sentezini yar1 segici olarak
inhibe eder; aspirin, proinflamatuar prostaglandinlerin sentezini inhibe eder; siilfa ilaglari,

patojenik bakterilerin ve diger pek ¢ok ilacin biiylimesi i¢in gerekli olan folik asit sentezini



engeller. Siyaniir, karbon monoksit ve poliklorlu bifenoller gibi yasami tehdit eden bir¢cok
zehir aslinda birer enzim inhibitorleridir [16].

Enzimlerin gida, tarim, kozmetik, deterjan, tekstil ve ilag endiistrileri gibi cesitli
endistrilerde kullanimi, azalan islem siiresi, diisiik enerji girisi, maliyet etkinligi, toksik
olmayan ve c¢evre dostu Ozelliklerine sahip olmalar1 nedeniyle, hizla artmaktadir [18].
Ozellikle farmakoloji alaninda enzim inhibitorleri ilag molekiillerinin birer hedefi olarak
genis bir kullanim alanina sahip olmakta ve kullanimi hizla gelismektedir [5]. Enzim
inhibitorleri, enfeksiydz, metabolik, kardiyovaskiiler, norolojik hastalik ve kanser de dahil
olmak iizere, esasen her tiir insan hastalig1 icin ilaglarin giiclendirilmesi konusuna dahil
edilmistir [19]. Bu durumun temel nedeni, enzimlerin birtakim hastalik siireclerinde
etkinliklerinin biliniyor olmasinin yani sira enzim katalizinin yapisal dinamikleri nedeniyle
enzimlerin kiiglik molekiil kiitlesine sahip ilag molekiilleri tarafindan inhibe olabilmesinden
kaynaklandigi bilinmektedir. Bundan dolayr ilag molekiillerinin etkilesimde bulunacagi
hedef molekiillerin en basinda enzimler yer almaktadir [3]. Tablo 1’de klinik olarak
kullanilmakta olan enzim inhibitoér molekiillerinin ait olduklar1 enzim siniflar ile birlikte

iliskilendirildikleri hastaliklar belirtilmektedir [20-24].

Tablo 1. Klinik olarak kullanilan enzim inhibitorleri

Enzim Sinifi Hedef Enzim Inhibitor Bilesik Klinik Kullanim
Oksiderediiktazlar Aldehit dehidrogenaz Disiilfiram Karaciger yetmezligi
Transferazlar DNA polimeraz Asiklovir Sucicegi

Hidrolazlar Esteraz Fizostigmin Glokom

Liyazlar Karbonik anhidraz Asetazolamid Epilepsi

[zomerazlar Topoizomeraz [rinotekan Kolon kanseri
Ligazlar Dihidropteroat sentaz Asetazolamid Hipertansiyon

1.4. Piperazin/Triazol/Florokinolon Halkas1 Iceren Molekiillerin Yapis1 ve
Biyolojik Aktiviteleri

Azot iceren heterosiklik yapilar, yiiksek terapotik degerleri nedeniyle son on yilda
arastirmacilarin biiyiik ilgisini ¢ekmistir. Ister dogal ister sentetik olsun, ilging biyolojik
Ozelliklere sahip olduklari i¢in biyolojik siireclerde de anahtar bilesenler olarak siklikla yer
alirlar. Dogal frlinlerdeki azot igeren heterosikliklerin genis dagilimm yam sira, canli
hiicrelerdeki biyokimyasal siireclerde 6nemli rol oynayan enzimlerin ¢ogunda da ana bilesen

olarak aromatik heterosiklikler bulunur. Son zamanlarda, kural olarak farmakoforik



fragmanlar veya biyolojik olarak aktif dogal organik bilesikler olan azot igeren
heterosikliklerin sentezi i¢in yeni metotlarin gelistirilmesine biiyiik 6nem verilmistir. Genel
olarak yeni metotlarin gelistirilmesi egilimi hem heterosikliklerin olusumu i¢in yeni
semalarin yaratilmasindan hem de istenen azotlu heterosikliklere belirli doniisiim yollarini
yapabilen benzersiz ve kolayca elde edilebilen bagslangi¢ bilesiklerinin sentezinden
kaynaklanabilir. Ozellikle son yillarda yapilan galismalar biyolojik dzelliklere sahip birgok
bilesik sinifina odaklanmistir. Azot atomu igeren ¢ok sayida alt1 {iyeli heterosiklik bilesik,
potansiyel kemoterapotik ve farmakoterapotik ajanlar olarak ortaya ¢ikmustir. Piperazin,
triazol, florokinolon tiirevleri gibi azot igeren heterosiklikler, birtakim hastaliklarin
tedavisinde cesitli biyolojik aktiviteler ve klinik uygulamalarda sergiledikleri basarili
sonuglar nedeniyle organik kimyagerler tarafindan en ¢ok ele alinan yapi iskeletleri olarak
bilinmektedir [25]. Bu yapilar, antimikrobiyal, antitiiberkiiloz, antikanser, antiviral,
antibakteriyel, antifungal, antidepresan, antidiyabetik antimalaryal ve antitimor aktivite
dahil genis bir biyolojik aktivite yelpazesi sunmaktadirlar [26-32].

Piperazin, zit pozisyonlarda iki azot atomu iceren alt1 liyeli bir halkadan olusan organik
bir bilesiktir. Piperazin halkasi, ilag tasarimi gibi biyolojik uygulamalarda deneyimlenen ¢ok
cesitli basarilara sahip, ila¢ kesfi konusunda kapsamli yapisal bir unsur olarak ele
alinmaktadir. Ayrica, tibbi kimyada bir dizi farkli bilimsel amag i¢in etkili ve 6zel ligandlar
olarak hareket eder ve bu nedenle de piperazin yapisi ayricalikli ¢erceve olarak kabul edilir.
T1bbi kimyada bu ¢ergevenin ana islevi, birincil tasarima dayali bir koleksiyon olusturmanin
yolunu saglamak ve onu farkli reseptorlere karsi taramaktir. Piperazin iskeleti bir ¢ekirdek
olarak kabul edilir ve ¢esitli terapotik ilaglarda bulunur (Sekil 1). Piperazin ¢ekirdegi, uygun
pKa’lar1 nedeniyle ila¢ adaylarmin farmakokinetik o6zelliklerinde gelisme gosteren iki
birincil azot atomuna sahiptir. Bu azot bolgeleri, ila¢ benzeri molekiillerin suda
¢Oziintirliigiinde esasli bir artigsa yol agar ve bdylece biyoyararlanimda énemli bir rol oynar.
Mlaglarm biyoyararlammimin yani sira etkililigini arttirarak viicut sivilarinda etkili ilag

metabolizasyonu uyguladigi bilinmektedir [33].
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Sekil 1. Piperazin halkas1 iceren bazi ilaglar [34]

Kinolonlar, 1960'larin basinda kesfedilmelerinden bu yana 6nemli bilimsel ve klinik
caligmalarin merkezi haline gelmistir. Kinolonlarin tercih edilme nedenleri arasinda, yiiksek
potens, genis bir aktivite spektrumu, iyi biyoyararlanim, oral ve intravendz formiilasyonlar,
yiiksek serum seviyeleri gibi ideal bir antibiyotikte bulunmasi gereken bircok ozelligi
potansiyel olarak barindirmalar1 yer almaktadir [35]. 1962 yilinda nalidiksik asidin Lesher
tarafindan kesfi ve liriner sistem enfeksiyonlarinda tedavi amagl kullanilmaya baslanmasi
ile kinolonlarin birgok tiirevi elde edilerek ¢esitli enfeksiyonlara karst kullanimi artmistir.
1980’lerde flor atomu iceren kinolonlar sentezlenmis, siprofloksasin ve ofloksasin gibi
sistemik olarak daha aktif ilaclar piyasaya siirilmiistiir. Bu 2. jenerasyon kinolonlar
nalidiksik aside gore daha kuvvetli, daha genis spektrumlu bilesiklerdir, oral yoldan daha iyi

ozelliklere sahiptirler ve daha iyi antibakteriyel aktivite gostermislerdir [36]. Florokinolon



tiirevi ilaglara 6rnek olarak norfloksazin, levofloksazin, enoksazin, pefloksazin, rosoksazin,

ofloksazin ve siprofloksazin verilebilir (Sekil 2).
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Sekil 2. Florokinolon halkasi i¢ceren bazi ilaglar [36]

Pirodiyazol olarak da adlandirilan triazoller, CoH3N3 molekiiler formiiliine sahip bes
iiyeli bir halkada {i¢ nitrojen ve iki karbon atomu igeren bir yapidan olugmaktadirlar.
Triazoller, azot atomlarinin konumuna bagl olarak bir ¢ift izomerik kimyasal bilesik 1,2,3
triazol ve 1,2/4-triazol olarak bulunmaktadirlar. Bu benzersiz yapilar elektron agisindan
zengin bir sisteme sahip olmalar1 nedeniyle hidrojen bagi alicilar1 ve vericileri olarak ¢esitli
reseptorler ve enzimlerle uygun bir sekilde etkilesime girebilmeyi ve bdylece genis bir
biyolojik aktivite yelpazesi sergilemeyi basarirlar. 1,2,4-triazoller, ¢ok ¢esitli aktiviteleri,
diistik toksisiteleri ve giiclii farmakokinetik ve farmakodinamik 6zellikleri nedeniyle biiyiik
ilgi gormektedirler. Son zamanlarda organik kimyacilar 1,2,3-triazolden ziyade 1,2,4-triazol

yapisini daha aktif bir sekilde kullanmaktadirlar. 1,2,4-triazol pargasina bagli olarak



cozlintirligii ve bimolekiiler hedeflere baglanma yetenegini gelistirebilen gesitli kovalent
olmayan etkilesimler uygulayabilir. Ayrica bu triazol tiirii oksazol, imidazol, tiyazol, pirazol
gibi cesitli islevselliklerin bir biyoizosteri olarak kullanilabildiginden, c¢oklu baglanma
bolgeleri nedeniyle birgok analogun sentezi i¢in esneklik saglar [27]. Gilinlimiizde, 1,2,4-
triazol bazli bilesiklerin bir¢ogu bir dizi terapotik ilaca kapsamli bir sekilde entegre
edilmistir ve klinikte yaygin olarak kullanilmaktadir [37]. Triazol tiirevi ilaglara 6rnek
olarak, Triazolam, Alprazolam, Estazolam, Itrakonazol, Vorikonazol, Flukonazol,

Rizatriptan, Anastrozol ve Letrozol verilebilir (Sekil 3).
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Sekil 3. 1,2,4-Triazol halkasi igeren bazi ilaglar [29]

Sentetik organik kimya, medisinal kimyanin en 6énemli ¢alisma alanlarindan biridir ve
giderek vazgecilmez bir pargasi haline gelmistir [38]. Direng gelisimi ile miicadeleyi daha
da gelistirebilmek adina yapilan ¢alismalardan en 6nemlisi farkli farmakofor gruplarinin tek

bir hibrit molekiilii halinde sentezlenmesidir. Biyolojik olarak aktif molekiillerin molekiiler
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hibridizasyonu, ila¢ kesfi i¢in gii¢lii bir aragtir ve kanser de dahil olmak {iizere cesitli
hastaliklara kars1 potansiyel ila¢ molekiillerini tanimlamak icin yeni bir strateji olarak ortaya
cikmistir. Hibrit ila¢ molekiilleri, ¢cok islevli olarak geleneksel tedavi yaklasimlarindan daha
giiclii olabilecek bir kombinasyon tedavisi olarak hizmet edebilir [39]. Son yillarda bu alanda
yapilan calismalara bakildiginda, yeni antimikrobiyal bilesiklerin sentezi i¢in genellikle
etkinligi ve giivenirligi bilinen bir ilag model alinarak, onun analoglarinin elde edildigi
calismalara agirlik verildigi goriilmektedir ve satisa sunulan ilaglarin yaklasik {igte ikisi

bilinen bir ilacin modifikasyonu veya optimizasyonu ile elde edilmektedir [40-42].

1.5. Tla¢ Kesfinde Yeni Yaklasimlar

Gliniimiizde ilag¢ olabilecek yeni molekiillerin gelistirilmesi rastgele yapilarak sansa
birakilmamakta, sistematik ve rasyonel bir esasa dayandirilmaya calisilmaktadir. Bu
durumun nedeni olarak, son yillardaki ilag¢ kesfi icin yapilan ¢aligmalar dikkate alindiginda
zaman ve maliyet acisindan birtakim zorluklarin yasandigi gosterilebilir. Ilag gelistirme
stireci, kesif asamasi, klinik asama ve klinik gelisim asamasi olmak iizere {ic asamadan
olusmaktadir. Kesif agamasi olan ilk agsamada sentezi gerceklestirilmis olan molekiillerin in
siliko olarak ADME ozellikleri ele alinarak farmakolojik tarama testlerinin bir kismi
yapilmis olur. Ardindan molekiillerin enzim ile olan etkilesimini 6ngorebilmek adina
hesaplamali yaklasim programlart kullanilir. Bu sekilde avantajli yaklasimlar sayesinde
sentezi gergeklestirilmis olan birgok organik molekiiliin in vitro/in vivo asamalarina

gecilmeden Once 6zellikleri hakkinda bilgi sahibi olundugu sdylenebilir [43].

1.5.1. Molekiiler Modelleme

Ilag kesif alaninda, sanal tarama, bilgisayar programlar1 kullanilarak ¢ok biiyiik bilesik
kitapliklarinin otomatik olarak degerlendirilmesi seklinde tammlanir. Ilag adaylarini, yiiksek
verimli tarama robotlar1 kullanarak giinde binlerce farkli bilesigin fiziksel
degerlendirmesinden daha etkili bir sekilde iliretme ve tarama 6zelligine sahiptir ve bdylece
pahali laboratuvar c¢alismasi ihtiyacini azaltirken ilag kesif oranmi arttirir. Molekiiler
docking ile yiiz milyonlarca bilesige kadar cok biiyiik bir kimyasal alan1 kesfetmek ve

ardindan biyolojik test i¢in yalmizca en olasi aktif bilesikleri elde etmek miimkiin
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oldugundan sanal taramanin 0zii olarak nitelendirilir [44]. Docking uygulamasi
makromolekiiler hedefe bakilmaksizin protein-protein etkilesimi, protein-DNA etkilesimi
veya protein-ligand etkilesimi olsun oldukg¢a faydali bir tekniktir. Bu uygulama bir cift
molekiil arasindaki kovalent olmayan baglanmanin modlarini ve afinitelerini tahmin etmeyi
amaglar. Cogu zaman molekiiller, bir makromolekiilden (reseptor) ve kiigiik bir molekiilden
(ligand) olusur [45]. En yaygin olarak kullanilan protein-ligand etkilesimi, yeni terapotik
ajanlarin kesfi i¢in oldukca uygundur. Bu etkilesimde, ligand protein molekiiliiniin baglanma
bolgesine girer ve buradaki amino asit yan zincirleriyle kovalent olmayan (hidrofobik
kuvvetler, van der waals kuvvetleri, elektrostatik etkilesimler vb.) bir baglanma etkilesimi
gerceklestirir. Baglanma bolgesi diye tabir edilen kisim aslinda ligandin konformasyonu,
oryantasyonu ve konumunun geometrik pozisyonunu ifade eder. Baglanma etkilesiminin
ardindan protein-ligand kompleksinin serbest baglanma enerjisinin (AG) en diisiik oldugu
konformasyon bulunur [46]. Molekiiler docking uygulamasi bu bilgiler dogrultusunda
hedeflenen makromolekiiller i¢in uygun bilesiklerin tasarlanmasi evresinde yol gosterici bir

profil sergilemektedir [45].

1.5.2. ADME Ozellikleri

Sentezi gerceklestirilmis olan yeni hibrit bilesiklerin farmakokinetik 6zelliklerinin
degerlendirilmesi ilacin gelistirilmesi asamasinda hayati bir 6neme sahiptir [47, 48]. Yiiksek
verimli ADME taramasi 2000 yilindan bu yana kiiglik molekiillii ila¢ adaylarinin
ozelliklerini belirlemek amaciyla yaygin bir sekilde benimsenmis olup, giderek gelismekte
olan bir alandir. ilag adayr molekiillerin ADME 6zelliklerinin erken asamalarda ele
alinmasinin, ilacin gelistirilmesi evresinde ila¢ adaylarinin sonraki eliminasyon oranlarini
onemli dl¢iide azaltmaya yardimci oldugu endiistriyel capta cesitli verilerle kanitlanmistir
[49]. Lipinski’nin bes kurali (ROF), molekiillerin ilag benzerligini degerlendirmeye ve
kii¢iik molekiillii ilag adaylarinin insanlar i¢in oral olarak aktif bir ila¢ olma olasiliklarini
belirlemeye yardimci olur. Lipinski’nin kuralina uygun olarak secilen mevcut bir oral ilag,
500 Dalton’dan (<500) daha diisiik bir molekiil agirligina, 140’tan kiigiik (<140) topolojik
polar yilizey alanma (TPSA), 10°dan kiiciik (<10) donebilen bag sayisina (n-ROTB), 5’ten
diisiik (<5) oktanol-su dagilim katsayisina (LogP), 5’ten kiiclik hidrojen bagi dondriine (<5)

ve 10°dan kiigiik (<10) hidrojen bag1 akseptoriine sahip olmalidir. Bu kurala uyan muhtemel
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ilag adaylari, klinik deneyler asamasinda daha diisiik eliminasyon oranlarina sahip olma

egilimindedir [50].

1.6. Tirosinaz

Tirosinaz (EC 1.14.18.1; polifenol oksidaz, monofenolaz veya o-difenolaz)
oksidorediiktaz sinifina ait, aktif bolgesinde iki bakir atomu igeren ve benzersiz redoks
ozellikleri gibi bir dizi ilging 06zellik sergileyen bir metaloenzimdir. Ayrica enzim {i¢
oksidatif formda, deoksi-tirosinaz, oksi-tirosinaz ve met-tirosinaz, mevcut olabilir [S1]. Ana
islevi fenolik substratlara katalitik oksijen ekleme gorevini gergeklestirmektir [52].

Tirosinaz, melanin pigmentinin biyosentezini saglamasi nedeniyle, memeliler de dahil
olmak iizere bakteriler, mantarlar, bocekler ve bitkilerde yaygin bir sekilde bulunmaktadir
[53, 54]. Tirosinazin kristal yapisi incelendiginde bitkilerde bulunan tirosinaza kiyasla
bakteri ve mantarlarda bulunan tirosinazin bir¢ok benzerlige sahip oldugu goriilmiistiir.
Ozellikle mantarlarda bulunan tirosinazin yapisal olarak memelilerdeki tirosinaza benzer
oldugu tespit edilmis ve bu durumda melanojenik calismalar i¢in bir model olarak mantar
tirosinazin arastirmacilar tarafindan aktif bir sekilde kullanimini saglamistir.

Tirosinazin mantarlarda, bitkilerde ve bakterilerde birgok rolii vardir. Ornegin
mantarlarda spor olusumunda, mantarlardaki yaralarin iyilesmesinde ve lireme organlarinin
farklilasmasinda rol alir. Bitkilerde ise bitki dokular1 yaralandiginda cesitli fenolikleri okside
ederek yaralarin iyilesmesini saglar. Bakterilerde ise konakg¢1 bitki fenollerini detoksifiye

ederek savunma sistemlerine katkida bulundugu ileri siiriilmektedir [51].

1.6.1. Tirosinazin Yapisi, Fonksiyonu ve Kataliz Mekanizmasi

Bakir igeren proteinlerin spektroskopik ve yapisal oOzellikleri incelendiginde
tirosinazin tip ii¢ sinifina ait olan bir metaloprotein oldugu bilinmektedir. Yani dort sarmal
bir demet iizerinde bulunan alt1 histidin kalintisi, aktif bolgede ana kofaktdr olarak gorev

yapan iki bakir atomunu koordine ettigi Sekil 4’te gosterilmektedir [53].
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Sekil 4. A) Tirosinazin aktif bélgesi B) Aktif bolgenin temsili gosterimi [55] C)
Agaricus bisporus tirosinazinin kristal yapis1 (PDB: 2Y9X) [52]

Tirosinaz, melanogenezin bir anahtar enzimi olarak monofenollerin o-difenollere
(monofenolaz aktivitesi) hidroksilasyonunu ve o-difenollerin de o-kinonlara (difenolaz
aktivitesi) oksidasyonunu katalize eder. Hidroksilasyon reaksiyonu i¢in bir oksijen atomu
monofenoliin aromatik halkasina dahil edilir ve digeri hidrojen vericisi olarak ortaya ¢ikan
o-difenol ile suya indirgenir. Bu bakimdan tirosinaz, karisik fonksiyonlu oksidazdir [56].
Reaksiyon sonucunda olusan o-kinonlar amino asitler, peptidler ve proteinler tarafindan

niikleofilik saldiriya ugrayabilen giiclii elektrofillerdir (Sekil 5) [57].
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Monofenolaz aktivite (kresolaz)

R R
+ 12 0, — »
HO
OH OH
monofenol

o-difenol

Difenolaz aktivite (katekolaz)

R R
HO O
(0]

OH

o-difenol o-kinon

Sekil 5. Monofenolaz ve difenolaz aktivitesi [56]

Polifenol oksidazlar, monofenoller veya o-difenoller i¢in 6zgilliiklerine dayal1 olarak
monofenolik ve/veya o-difenolik aktiviteye sahip olarak genis bir sekilde kategorize
edilebilir ki bu da sirasiyla tirosinaz ve katekol oksidaz olarak adlandirilir. Tirosinaz hem
monofenollerin hidroksilasyonunu hem de miiteakip o-difenollerin oksidasyonunu katalize
edebilirken, katekol oksidaz yalnizca o-difenollerin oksidasyonunu katalize edebilir. Bu
islemi aktif bolge icindeki bakir atomlarinin koordinasyonu ile gerceklestirir [58]. Kisaca
ozetlemek gerekirse monofenollerin hidroksilasyonu ile olusan ara fenollerin okside olarak
kinonlara doniligmesini ve bu kinonlarin da polimerizasyonu ile heterojen bir polimer olan
melaninin olusmasini katalizler. Tiim bu siire¢ Raper-Mason yolu olarak adlandirilmaktadir

(Sekil 6) [59].
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Sekil 6. Melaninin biyosentetik yolu [57]

Melanin, ten renginden sorumlu pigmenttir. Dogada en yaygin bulunan pigmentlerden
biridir. Melanin bakteriler, mantarlar, bitkiler ve hayvanlarda bulunabilir. Renkleri saridan
siyaha degisir. Bu biyopolimerin sentez siireci dermis bazal tabakasi i¢cinde 6zel hiicreler
olan melanositlerde ger¢eklesir. Melaninler daha sonra c¢evredeki keranositlere salgilanir.
Melanositlerde sentezlenen pigmentin miktar1 ve tiirii ve keranositlerdeki dagilimi insan
derisinin ve sacinin rengini belirler. Ayrica memelilerde melanin pigmentinin biyosentetik
yolu, dmelanin (melanin pigmentlerinin siyahtan kahverengiye ¢oziinmeyen alt gruplari) ve
feomelaninlerin (saridan kirmizimsi kahverengiye, alkalide ¢0ziiniir ve siilfiir iceren alt

gruplarin) sentezini igerir [60].

1.6.2. Klinik A¢idan Tirosinaz Enzim Inhibisyonunun Onemi

Melanin, yukarida belirtilen 6zelliklerin yan1 sira, oksidanlara, 1stya, fagositoza karsi
koruma saglar [56]. Melaninin en 6nemli rollerinden birisi de UV giines 151811 emerek ve
reaktif oksijen tiirlerini ortadan kaldirarak cildi ultraviyole (UV) hasarlara karsi korumaktir.
Insan derisi biiyiik bir 6rtii sistem organidir ve ii¢c katmana béliinmiistiir; dis katman olan dis
epidermis, altta yatan dermis ve son olarak, ¢cogunlukla dermisi alttaki bilesenlere baglayan

ve yag asitlerinden olusan hipodermis. Deri, viicudu etkileyebilecek c¢esitli tehlikelere kars1
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bir engeldir, viicut 1sismnin diizenlenmesine katkida bulunur. Melanin pigmentlerinin
biyosentezi olan melanogenez, cildin epidermisinde bulunan melanosit adi verilen
hiicrelerdeki organeller olan melanozomlarda gergeklesir. Tiim bunlara ek olarak, melaninin
fazla birikiminin; albinizm, melisma, derideki ciller, iltihap sonrasi melonoderma ve
yaslanmayla ilgili noktalar gibi deride diizensiz hiperpigmentasyon problemlerine neden
oldugu bilinmektedir. Melanin, tirozin amino asidinin tirosinaz enzimi varliginda bir dizi
oksidatif reaksiyonu sonucunda olugmaktadir [61]. Bu nedenle de birgok tirosinaz inhibitorii
tirosinaz aktivitesini, dogal olarak melanin olusumunu inhibe ettigi i¢in pigmentasyon
problemlerine ¢oziim olarak aktif bir sekilde kullanilmaktadir [62]. Tirosinazin ayni
zamanda diinyadaki en oliimciil kanserlerden biri olan cilt kanseri (melanom) ile iligkili
oldugu bilinmektedir. Birka¢ yil Once, arastirmacilar melanin biyosentezi, melanom
ilerlemesi ile direnci arasinda ve antimelanom tedavisi olarak melanojenezin modiilasyonu
arasinda varsayilan bir baglanti lizerinde c¢aligmaya bagladilar [60, 63]. Normal
melanositlerin aksine, melanom hiicreleri sentezlenmis melanini bitisik keratinositlere
salmak yerine tutabilirler. Tutulmus olan bu melanin; melanom hiicrelerini radyoterapiye
karst bir kalkan gorevi goriir, bagisiklik hiicrelerine karsi secici olarak toksik olan
melanojenez ara maddeleri iiretir ve kemoterapi etkilerine karst koyan bir antioksidan olarak
islev goriir [60, 64]. Tiim bu gercekler hesaba katildiginda, tirosinazin terapotik bir hedef
olarak potansiyeli inkar edilemez ¢ilinkii bu enzim melanomda asir1 ekspres edilir ve timor
gelisimi ve ilerlemesi ile iliskilidir [65, 66].

Son c¢aligmalar tirosinazin sadece periferik dokulardaki melanin sentezinde yer
almadigini, ayn1 zamanda beyin néromelanin gelisiminde 6nemli bir role katkida bulunan
farelerin ve insanlarin substantia nigrasinda (SN) yer aldigin1 dogruladi [55]. Tirosinaz,
parkinson ve huntington hastaliklar1 gibi norodejeneratif bozukluklarla iligkilendirilmistir.
Parkinson hastalig1 (PD), alzheimer hastaligindan sonra ikinci en sik goriilen merkezi sinir
sisteminin progresif norodejeneratif bir hastaligidir [67]. Cok sayida ¢alisma, melanom
hastalarinda parkinsonun ve parkinson hastalarinda da melanomun birlikte goriildigiinii
bildirmistir ve insidans beklenenden anlamli derecede yiiksektir [68, 69]. Parkinsonizm en
yaygin olarak melanositler olarak bilinen hiicrelerde maligna tipi olan hastalarda
gdzlenmistir. Uretilen melanin miktar1 tirosinazi kodlayan genler tarafindan belirlenir.
Melanositler sirastyla melanin ve ndromelanin igerir, ancak her iki pigment tiiriiniin sentezi
tirozin ile baslar ve L-Dopa olusumu ile ilerler. L-Dopa sentezinin ardindan olusan iiriin

dopakinon melanositlerde melanin sentezinde énemli bir rol oynar ve bu da Parkinson ile
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melanom arasinda néromelanin ile melanin yollarinin temel bir baglanti olusturabilecegini
distindiirtir [67]. Ek olarak, asir1 dopakinon olusumunun, néron hasarina ve hiicre 6liimiine
neden oldugu bilinmektedir. Genel melanojenezin hiz simirlayici asamalarini katalize
ettiginden dolay1, anormal melanin sentezini kontrol etmek i¢in tirosinaz, terapotik bir hedef
olarak kabul edilmistir. Melanogenezi kontrol etmek i¢in anahtar durumda olan tirosinazi
hedefleyen bir¢ok yaklasim bildirilmistir ki bunlar arasinda tirosinaz ekspresyonunun
modiilasyonu ve olgunlasma, bozunma ve katalitik aktivitesinin dogrudan inhibisyonu yer
alir. Tiim bu sebeplerden dolayidir ki tirosinaz inhibitorleri tip ve kozmetik gibi alanlarda
onemli bir role sahiptir [70, 71] ve buna bagli olarak tirosinaz inhibitorii olabilecek bir¢ok
organik molekiil sentezlenmekte veya dogal iiriinlerden izole edilmektedir. Gegtigimiz
birkac on yil i¢inde kozmetikler ve farmasdtiklerde kullanim icin tirosinaz inhibitorlerine
yonelik talepler hizla artmistir [72-74]. Tirosinaz inhibitorleri; yarigmali inhibitorler,
yarismasiz inhibitdrler veya karisik inhibitdr olarak smiflandirilabilir. Ornegin, kojik asit
cildi aydinlatan kozmetiklerin iiretiminde yaygin olarak kullanilan bir tirosinaz inhibitoriidiir
ve ayni anda monofenolaz aktivitesinin yarismali inhibisyonunu ve difenolaz aktivitesinin
karigik inhibisyonuna neden olur [59]. Literatiire bakildiginda, tirosinaz inhibitor aday1
olarak bir¢ok organik molekiil sentezlenmis veya dogal iiriinlerden elde edilmistir. Ornegin,
Raza vd. (2020) fenil-piperazinil biitanamid bilesiklerini, Lolak vd. (2020) 1,3,5 triazin
bilesiklerini, Vittorio vd. (2020) florobenzil piperazin bilesiklerini ve Mirmortavazi vd.
(2019) pirimidin tiirevi bilesiklerini alternatif tirosinaz inhibitorii olarak sentezlemisler ve
bu bilesiklerin inhibisyon ¢alismalarini gergeklestirmislerdir [75, 78]. Tian vd. (2019)
Broussonetia papyrifera’nin kok kabugundan elde ettikleri flavonoid tiirevi bilesikleri
tirosinaz inhibisyonu agisindan degerlendirmislerdir [79]. Tehrani vd. (2019) yapmis
olduklar1 c¢aligmada ftalimid-1,2,3-triazol hibrit bilesiklerinin tirosinaza karsit yarigmali
inhibisyon mekanizmasii ortaya koymuslar ve bu bilesiklerin molekiiler modelleme
calismalarimi1 gergeklestirmislerdir [80]. Bir baska caligmada ise Jung vd. (2019) (E)-
benziliden-1-indanon tiirevi bilesikleri tirosinaz inhibisyon mekanizmasi agisindan ele
almiglar, inhibisyon tiiriinii karisik inhibisyon olarak belirlemisler ve bu bilesikleri
molekiiler modelleme bakimindan da degerlendirmislerdir [81]. Yine bir bagka ¢alismada
Iraji vd. (2020) vanilin-benziliden-hidrazin hibrit bilesiklerinin molekiiler modelleme
caligmalarmi gercgeklestirmisler ve bu bilesiklerin tirosinaza karsi yarismasiz inhibisyon
tiiriine sahip olduklarin1 bulmuslardir [82]. Pek ¢ok tirosinaz inhibitdrii olmasina ragmen

hafif etkinlikleri ve yan etkilerinden dolayi, ¢ogunun klinik kullanim i¢in elverisli olmadigi
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belirtilmektedir [51, 53]. Bu ylizden arastirmacilar daha giiclii, yan etkisi olmayan ve etkili

tirosinaz inhibisyonu saglayan molekiillere yonelmektedir.

1.7. Alfa Amilaz

Amilazin, nisastanin sekerlere doniismesini katalizleyen, hiicre dis1 bir enzim oldugu
bilinmektedir [83]. Amilaz, diastaz olarak 1833'te Anselme Payen tarafindan kesfedilen,
dogada mikroorganizma, hayvan ve bitkilerde yaygin olarak bulunan hidrolaz sinifina ait bir
enzimdir [84]. Amilaz, mekanik sindirim siirecini baslattigi i¢in insan tiikiiriigiinde bol

miktarda bulunmaktadir (Sekil 7). Karbohidrat polimerinde pargalamis oldugu bolgeye bagh

olarak € € €@amilaz olmak lizere ii¢ farkl alt sinifa ayrilir ve bu smiflandirma baglama
tiirtine gore yapilir [85].

Sekil 7. Cesitli € Amilazlarin yapisal dzellikleri. A) insan tiikiiriik amilazi [85].
B) Memeli (domuz pankreasi; PDB ID: 1PIF; GH13_24) C) Bakteri

(Bacillus licheniformis; PDB ID: 1BLI; GH13_5) D) Bitki (Arpa; PDB
ID: IAMY; GH13_6) [84]
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Ayrica, insan pankreatik amilazi ile domuz pankreatik amilazinin amino asit

dizilerinin birbirine olduk¢a benzer oldugu yapilan ¢alismalarla ortaya konmustur (Sekil 8).

Sekil 8. fnsan pnKian @tkiEA'B @uRilazPURKisabRYG M AR %] A)

1.7.1. Alfa Amilazin Yapisi, Fonksiyonu ve Kataliz Mekanizmasi

~ @Amilaz (EC 3.2.1.1), nisastadaki dahili o-1,4-glikozid baglarmimn
hidrolizini katalizleyen ve glukoz, maltoz, maltotrioz birimler1 gibi diisiik molekiiler
agirlikli tirtinlerin

olusumunu saglayan bir endoglikozidaz enzimidir. Nisasta, amiloz ve amilopektin olmak
iizere iki tiir polimerden olusan bir polisakkarittir. Amiloz, nisasta molekiiliiniin %20-25'ini
olusturan ve a-1,4-glikozidik bagi ile baglanan glukoz birimlerinden olusan dogrusal bir
polimerdir. Amilopektin ise nisastanin %75-80’ini olusturur ve glukoz birimlerinden olusan
dogrusal zincirlere a-1,6 bag ile bagli 15-45 kadar (nispeten daha kisa) glukoz birimi ihtiva

eden yan zincirlerden olusur (Sekil 9) [86].
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Sekil 9. Nisasta lizerindeki € Amilaz etkisi [87]
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Amilaz aktivitesi, yapisal biitiinliigii ve stabilitesi i¢in kalsiyum iyonuna (Ca*) ihtiyag

duyan bir metaloenzimdir [88]. Ayrica diger bircok glikozidazlar gibi aktif bolgesinde
bulunan ti¢ karboksilli asit yan zincirinin kataliz mekanizmasinda etkili oldugu bilinmektedir
oo DI pORpept ineinden ohuste (Seil 1), L iyt Korahmis ofan & alane. (5 e
barrelden (TIM barrel) olusan katalitik domaindir. Belli bir sinira sahip, sekiz a-sarmalindan
olusan ve i¢inde diizenlenmis sekiz paralel B-sarmali bulunan oldukca simetrik bir
katlamadan olugur. Kataliz ve substrat baglanmasinda rol alan a-amilaz ailesinin yiiksek
oranda korunmus amino asit kalintilar1 bu alanda yer almaktadir [90]. TIM barrelinin diginda
kalan, {igilincii a-sarmal ile ftiglincli B-sarmal arasinda bulunan kistm alan B’yi
olusturmaktadir. Bu bolge diizensiz bir B-sarmal yapisina sahiptir ve a-amilaz ailesinin
cesitli liyeleri arasinda yap1 olarak nemli 6l¢iide degiskenlik gosterir. Ayrica bu alanin, o-

amilazlarda gozlenen substrat 6zgiilligii farkliliklarinda bir rol oynadig1 varsayilmaktadir

[91]. Alan C ise amilazlar arasinda sira ve uzunluk agisindan degiskenlik gdsteren C-
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terminal boliimiinii olusturur ve nispeten korunmus olan antiparalel bir f-sandvi¢ yapisindan

olusur. B ve C alanlari, TIM barrelinin zit taraflarinda bulunur [92].

Domain C

Sekil 10. Bacillus lickd ‘. ) ‘,;, M Amilaz yapisi (PDB 1BLI) [92]
1.7.2. Klinik A¢idan Alfa Amllaz Enzim Inhibisyonunun Onemi

Diyabet, glukoz molekiillerinin kan dolasiminda asir1 birikmesine neden olan,
karbohidrat, yag ve protein metabolizmasindaki bozukluklar ile karakterize edilen ve
gecmisten bugiine bulasici olmayan en yaygin saglik sorunu olarak tanimlanmaktadir. Eger
hastalik iyi bir sekilde tedavi edilmez veya kontrol altina alinmaz ise kardiyovaskiiler
hastaliklar, kronik bobrek yetmezligi (nefropati) ve korliige neden olan retina hasari
(retinopati) gibi saglik problemlerini de beraberinde getirebilecegi bilinmektedir. Yetiskin
poplilasyonda diyabet prevalansi su anda diinyada %6,4 olarak kabul edilmektedir [93]. 2011
yilinda 347 milyon bireyin kiiresel ¢apta bu hastaliktan etkilendigi, 2017 yilinda 450
milyondan fazla diyabet vakalarmnm goriildiigii ve 2045 yilina kadar da bu rakamin 690
milyona ¢ikacagi tahmin edilmektedir [94].

Tip-2 diyabet (T2D), kardiyovaskiiler hastaliklar, kanser ve obezite ile iliskili
morbiditelerin yaygmlhigindaki kiiresel artis ciddi derecede toplum sagligini tehdit
etmektedir. Hiperinsiilinemi, hiperglisemi, dislipidemi ve bagirsak mikrobiyomunun
bilesimindeki degisiklikler dahil olmak iizere obezite ve tip-2 diyabet problemleri ile birlikte
kanserin ilerlemesine potansiyel olarak birden fazla faktdor katkida bulunmaktadir.
Giliniimiizde hizli tempolu yasam tarzi, fiziksel hareketsizlik, diizensiz veya sagliksiz

beslenmeler sonucunda obezite durumu ortaya ¢ikmaktadir. Obezitenin giderek ciddi bir
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sekilde artist ayni zamanda tip-2 diyabet insidansinin artisint da Onemli Olciide
etkilemektedir [95]. Kan sekerini belirli sinirlar i¢inde kontrol etmek i¢in, diyabet hastalar1
sekerli yiyeceklerden kaginirlar ve bunun yerine nisastali yiyecekleri tercih ederler. Yiiksek
karbohidratl diyetler diyabete dnemli dl¢iide katkida bulunmaktadir [96]. Nisasta sindirimi,
yemekten sonraki kan sekeri seviyesinde biiyiik Olclide belirleyicidir ve ayrica glukoz
metabolizmasini etkiler. Hipergliseminin karbohidrat metabolizmasinin bozulmasina neden
olan O6nemli bir faktdr oldugu ileri siiriilmiistiir; bu nedenle, kan glukozundaki artis
geciktirmenin, insiilin direncinin ve/veya tip 2 diyabetin hafifletilmesi i¢in faydali oldugu
diistiniilmektedir. Gastrointestinal sistemde nisasta esas olarak ince bagirsakta a-amilaz
tarafindan maltoz, maltotrioz ve amilodekstrin gibi indirgen sekerlere sindirilir. Daha sonra
indirgen sekerler a-glukozidaz tarafindan hidrolize edilerek glukoz iiretilir. Bu nedenle, a-
amilaz nisasta hidrolizinin anahtar enzimidir ve enzim aktivitesini kimyasal ve biyolojik
bilesenlerle diizenlemek, hipergliseminin ve bunun sonucunda ortaya ¢ikan metabolizma
bozuklugunun 6nlenmesi ve tedavisinde tavsiye edilir [97].

a-Amilaz diyabet tedavisinde olduk¢a 6nemli bir role sahiptir. Bu enzimin inhibisyonu
ile ince bagirsakta glukoz salinimi ve emilimi geciktirilmektedir. Bagirsakta gerceklesen bu
olayda enzimlerin inhibitorleri tarafindan karbohidrat sindiriminin geciktirilmesi ile
hiperglisemi diizeyi azaltilmaktadir [95, 97].

Glukozidaz inhibitorleri, glukozidazlarin etki mekanizmalarinin anlasilmasinda ¢ok
etkili birer ara¢ olmasinin yani sira, diyabet, viral enfeksiyonlar ve kanser metastazi gibi
cesitli hastaliklarin tedavisinde biiyiik oranda umut vericidirler [98]. Bundan dolayidir ki a-
amilaz, diyabet, obezite ve hipergliseminin tedavisinde uygun ilag molekiillerinin dizayn
edilmesinde hedef enzim olmustur [99]. Genel olarak bakildiginda, ticari olarak temin
edilebilen antidiyabetik ilaglarin yemek sonrasi hiperglisemiyi azaltmalar1 nedeniyle birer
a-amilaz inhibitorii oldugu bilinmektedir [100-102]. Potansiyel terapétik etkilerinden dolay1
pankreatik alfa amilaz inhibisyonu i¢in Azadirachta indica’dan saflastirilan liminoidlerin de
antidiyabetik ilaglar olarak kullanildiklar1 belirtilmistir [103]. Ayrica, Stevia rebaudiana
bitkisinde bolca bulunan steviol glikozid ekstraktinin asit hidrolizleriyle elde edilen
tetrasiklik diterpenoit (bir baska adiyla izosteviol) triazol tiirevlerinin kanser tedavisinde
antitimor ajan olarak kullanildig belirtilmistir [104]. Bunlara ilave olarak disakkaritlerin,
iminosakkaritlerin, karbasakkaritlerin ve tiyosakkaritlerin de glikozidazlarin inhibitorleri
arasinda oldugu bilinmekle birlikte halen yiiksek spesifite ve etkinlik gosteren yeni inhibitor

molekiillerinin dizayninin ve kesfinin bir ihtiya¢ oldugu goriilmektedir [105]. Bu nedenle,
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Balba vd. (2011), alfa amilaz ve a-glukozidaz inhibisyonu i¢in imidazol-tiyon ve 1,2,4-
triazol-tiyol’in  diaril tiirevlerini sentezlemisler ve bu molekiillerin inhibisyon
potansiyellerini incelemislerdir [105]. Perion vd. (2005) 1,4,5-trisubstituye 1,2,3-triazol
bilesigi sentezlemisler ve glikozidaz inhibitorii olarak etkinligini arastirmiglardir [98].
Anand vd. (2011) yaptiklar1 bir ¢calismada triazol yapisi i¢eren bilesiklerin birgcok hastaligin
tedavisinde farmakofor dnemini belirtmis ve bunun icin de triazol glikohibrit yapilarin
sentezini ve o-glukozidaz inhibisyon potansiyelini irdelemistir [106]. Ayrica, Balan vd.
(2015) yaptiklar bir ¢alismada alfa amilaz ve a-glukozidaz inhibisyonu i¢in yeni bir molekiil
olarak 2-allil amino 4-metilsiilfanil butirik asidi sentezlediklerini ve adi1 gegen molekiiliin
inhibisyon potansiyelini degerlendirmek iizere hem molekiiler modelleme ¢aligmalari hem
de enzim kinetigi calismalar1 yaptiklarimi bildirmislerdir [107]. Bundan o6nceki yillarda
yapilan bir ¢alismada ise Phaseolus vulgaris ve Alpina nigra tohumlarindan elde edilen
farkli alfa amilaz inhibitorlerinin enzimin aktif bolgesine spesifik baglanmasinin molekiiler

temellerini molekiiler modellemeyle ortaya koymuslardir [102, 108].

1.8. Calismanin Amaci ve Onemi

Calismanin kapsaminda KTU Fen Fakiiltesi Kimya Boliimii Organik Kimya Anabilim
Dali arastirmacilar1 tarafindan sentezi gerceklestirilmis olan piperazin, 1,2,4-triazol ve
florokinolon yapisi igceren bazi yeni bilesiklerin klinik 6dneme sahip tirosinaz ve a-amilaz
enzimlerinin aktiviteleri {izerine inhibitor etkinliklerinin in vitro ve in siliko ¢calismalar ile
degerlendirilmesi amaglanmistir. Bodylece, bu enzimlerin yiiksek aktiviteleri ile
iligkilendiren birtakim hastaliklarin tedavisinde ila¢ aday molekiilii olarak yeni bazi

molekillerin literatire kazandirilmast miimkiin olabilecektir.



2. YAPILAN CALISMALAR

2.1. Kimyasallar, Cozeltiler ve Gerecler

2.1.1. Kullamlan Kimyasal Madde ve Malzemeler

Caligmada kullanilan enzim ve kimyasallar ve temin edildikleri ticari firmalar su
sekilde siralanabilir: Tirosinaz (Mantardan), a-Amilaz (pankreatik), L-tirosin, 3-Metil-2-
benzotiazolinon hidrazonhidroklorid hidrat (MBTH), DMF, DMSO, DNS (dinitrosalisilik
asit), Fenol, Sodyum bisiilfit, Disodyum hidrojen fosfat dihidrat, Sodyum asetat trihidrat,
Sodyum hidroksit, Sodyum kloriir, Sitrik asit monohidrat (Sigma), Sodyum-potasyum
tartarat, Sodyum dihidrojen fosfat monohidrat, Nisasta (Merck), D-(+)-Maltoz monohidrat,
Kojik Asit (Biomedicals), Tris (Fluka),Akarboz (Alfa Aesar), Disodyum hidrojen fosfat
(Applichem)’den temin edilmistir.

2.1.2. Kullanilan Cihazlar ve Markalari

Calismada kullanilan cihazlar ve markalar su sekilde siralanabilir: Distile su cihazi
(Sartorius), Spektrofotometre (Perkin Elmer), Magnetik karistirict (HS31), pH Metre
(InoLab), Vorteks (Thermolyne), Buzdolab1 (Profilo), Buz Makinesi (Hoshizaki), Farkli
hacimlerde otomatik pipetler (Acura 825), Farkli Cam Malzemeler (Isolab), Isitic1 (HS31).

2.1.3. Enzim Aktivitesi Tayininde ve Inhibisyonun Belirlenmesinde Kullanilan
Cozeltiler

2.1.3.1. Tirosinaz Enzimi ile Ilgili Cahsmalarda Kullamlan Cozeltiler

o A Cozeltisi (0,1 M sitrik asit monohidrat): 5,253 g sitrik asit monohidratin saf su ile
¢oziliip hacminin 250 mL’ ye tamamlanmasiyla hazirlandi.
e B Cozeltisi (0,2 M disodyum hidrojen fosfat): 7,098 g Na2HPO4’1in saf suyla ¢oziiliip

hacminin 250 mL’ ye tamamlanmas: ile hazirlandu.
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e Mcilvaine Tamponu (50 mM, pH 3,0): 80,3 mL A ¢ozeltisi ile 19,7 mL B ¢6zeltisi
karigimindan 20,8 mL alinip saf suyla hacminin 50 mL’ ye tamamlanmasiyla
hazirlandu.

e Mcilvaine Tamponu (50 mM, pH 4,0): 62 mL A ¢ozeltisi ile 38 mL B ¢ozeltisi
karigimindan 18,1 mL alinip saf suyla hacminin 50 mL’ ye tamamlanmasiyla
hazirland1.

e Mcilvaine Tamponu (50 mM, pH 5,0): 49 mL A c¢ozeltisi ile 51 mL B ¢ozeltisi
karisimindan 16,6 mL alinip saf suyla hacminin 50 mL’ ye tamamlanmasiyla
hazirlandu.

e Mcilvaine Tamponu (50 mM, pH 6,0): 37,4 mL A ¢dzeltisi ile 62,6 mL B ¢ozeltisi
karisimindan 15,3 mL alinip saf suyla hacminin 50 mL’ ye tamamlanmasiyla
hazirland1.

e Mcilvaine Tamponu (50 mM, pH 7,0): 19 mL A ¢ozeltisi ile 81 mL B ¢ozeltisi
karigimindan 13,8 mL alinip saf suyla hacminin 50 mL’ ye tamamlamasiyla hazirland:.
o [-Tirosin Cozeltisi (10 mM): 0,0181 g L-tirosin bir miktar saf suda ¢oziildii. Son
hacim saf suyla 10 mL’ ye tamamlandi.

e MBTH (10 mM): 0,0216 g MBTH bir miktar saf suda ¢6ziildii. Saf suyla hacmi 10
mL’ ye tamamlandi.

e Tirosinaz Cozeltisi (1mg/mL): Derisimi 18,61 mg/mL olan stoktan 53,7 puL alind1 ve
saf suyla hacmi 1 mL’ ye tamamlandi.

e Kojik Asit Cozeltisi (100 mM, stok): 0,14 g kojik asit tartilip Mcilvaine tamponunda

(50 mM, pH 5,0) ¢6ziildii ve son hacim tampon ile 10 mL’ ye tamamlandi.

2.1.3.2. Alfa Amilaz Enzimi ile Ilgili Cahsmalarda Kullanmlan Cézeltiler

e Asetat Tamponu (20 mM, pH 5,0): 0,304 g sodyum asetat trihidrat ve 0,018 g sodyum
kloriir yaklasik 45 mL saf suda coziildiikten sonra pH’s1 1 N Asetik asit ile 5,0’a
ayarlandi ve hacmi 50 mL’ye tamamlandi.

e Sodyum fosfat tamponu (20 mM, pH 6,0): 0,0214 g disodyum hidrojen fosfat, 0,121
g sodyum dihidrojen fosfat ve 0,018 g sodyum kloriir yaklagik 45 mL saf suda
coziildiikten sonra pH’st 1 N NaOH ile 6,0’a ayarlandi ve hacmi 50 mL’ye

tamamlandi.
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e Sodyum fosfat tamponu (20 mM, pH 7,0): 0,1032 g disodyum hidrojen fosfat, 0,058
g sodyum dihidrojen fosfat ve 0,018 g sodyum kloriir yaklasik 45 mL saf suda
¢oziildiikten sonra pH’st 1 N NaOH ile 7,0’a ayarlandi ve hacmi 50 mL’ye
tamamlandi.

e Sodyum fosfat tamponu (20 mM, pH 8,0): 0,166 g disodyum hidrojen fosfat, 0,0093
g sodyum dihidrojen fosfat ve 0,018 g sodyum kloriir yaklasik 45 mL saf suda
¢oziildiikten sonra pH’st 1 N NaOH ile 8,0’a ayarlandi ve hacmi 50 mL’ye
tamamlandi.

¢ Tris-HCI tamponu (20 mM, pH 9,0): 0,12 g Trisve0,018 g sodyum kloriir yaklagik
45 mL saf suda c¢ozildikten sonra pH’st 9,0’a ayarlandi ve hacmi 50 mL’ye
tamamlandu.

e a-Amilaz Cozeltisi (0,5 mg/mL, stok): 0,5 mg a-amilaz tartilip, 1 mL 20 mM fosfat
tamponunda (pH 7,0) ¢oziildii. Gerektiginde taze olarak hazirlandi.

¢ %]1’lik Nisasta Cozeltisi: 0,2 g nisasta tartilip bir miktar tampon ile bulamag haline
getirildi ve bir miktar kaynayan tampon igerisine ilave edildi. Ardindan karisima son
hacim 20 mL olacak sekilde tampon ilave edildi.

e Dinitrosalisilik asit (DNS) ¢ozeltisi: Cozelti A; 22 mL %10’luk NaOH c¢ozeltisi
tizerine az miktarda suda ¢oziinmiis 10 mL fenol ilave edilip 100 mL’ye tamamlanda.
Cozelti B; 6,9 g sodyumbisiilfit 69 mL Cozelti A’da ¢oziildi. Cozelti C; 300 mL %4,5
NaOH, 225 g Na-K tartarat ve 880 mL %1’lik 3,5-dinitrosalisilik asit karistirildi. Son
olarak Cozelti B ve Cozelti C karistirilarak DNS ¢6zeltisi hazirlandi.

e Akarboz c¢ozeltisi (1,7 mM, stok): 0,0110 g akarboz tartilip sodyum fosfat

tamponunda (20 mM, pH 7,0) ¢6ziildii ve son hacim tampon ile 10 mL’ ye tamamlanda.

2.1.4. Calismada Kullamlan Yeni Sentezlenmis Organik Molekiiller

Bu calismada kullanilan molekiiller KTU Fen Fakiiltesi Kimya Boliimii Organik
Kimya Anabilim Dali Ogretim Uyesi Prof. Dr. Neslihan DEMIRBAS ve arastirma grubu
tarafindan tasarlanmis ve sentezlenmistir. Calismada kullanilan molekiiller Tablo 2’de

sunulmaktadir.
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2.2. Tirosinaz Aktivitesi Tayini

Tablo 3’te verilen reaksiyon bilesenleri (enzim hari¢) bir eppendorf tiip icerisinde
vortekslenip karistirildiktan sonra bir spektrofotometre kiivetine aktarildi ve enzim
ilavesinin ardindan hemen 475 nm’de 3 dakika boyunca reaksiyon karisimi i¢in absorbans
olgiimii gergeklestirildi [109]. Molar absorbsiyon katsayis1 3700 M-'cm™! olarak
kullanilmistir [110]. Bir {inite enzim aktivitesi, reaksiyon sartlarinda 1 dakikada agiga ¢ikan

1 pmol iiriin miktart olarak verildi [111].

Tablo 2. Calismada kullanilan yeni sentezlenmis organik molekiiller

Bilesik Bilesik Adi Bilesik Formiilii
Numarasi

il]asetat

(0]
1 E . l L = 1 1 - -
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3 florofenil)piperazin-1- N \NJLNHN ’ )LN
\ / H N\
F
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Tablo 2’nin devami

4 7-Kloro-1-etil-6-floro-4- F
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F
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N—NH
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\_/
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Tablo 3. Tirosinaz aktivitesi i¢in standart reaksiyon karigimi

Reaktifler Kontrol (pL) Numune (pL)
Mcilvaine Tamponu (50 mM, pH 5,0) 1015 979
MBTH (10 mM) 120 120
DMF 24 24
Tirosinaz ¢ozeltisi(1 mg/mL) -- 36

L-tirosin(5mM) 41 41
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2.2.1. Tirosinaz Aktivitesinin Optimizasyonu

2.2.2. Tirosinaz Aktivitesi Uzerine pH’min Etkisi

Enzimin en yiiksek aktivite gosterdigi pH degerini belirlemek amaciyla farkli pH’larda
(50 mM, pH 3,0-7,0 araliginda) Mcilvaine tamponlar1 kullanilarak aktivite tayinleri yapildi.
Elde edilen veriler kullanilarak ¢izilen pH-%Bagil Aktivite grafigine gore tirosinaz igin

optimum pH degeri belirlendi [112].

2.2.3. Tirosinaz Aktivitesi Uzerine Sicakh@in Etkisi

Enzimin en yiiksek aktivite gosterdigi sicakligi belirlemek amaciyla optimum pH
degerinde, 10-50 °C sicaklik araliginda 10 °C’lik artiglarla aktivite tayinleri yapildi. Elde
edilen veriler kullanilarak ¢izilen Sicaklik-%Bagil Aktivite grafigine gore tirosinaz igin
optimum sicaklik degeri bulundu. Belirlenen optimum sicaklik degeri, daha sonra yapilacak

olan ¢alismalarda reaksiyon sicakligi olarak kullanildi.

2.2.4. Tirosinaz Konsantrasyonunun Aktivite Uzerine Etkisi

Bu denemede enzimin en iyi aktivite gosterdigi konsantrasyonu belirlemek amaciyla
L-tirosin substrat1 varliginda, nihai enzim konsantrasyonu 10-100 pg/mL araliginda olacak
sekilde aktivite tayini yapildi. Optimum pH ve sicaklik degerlerinde protein miktarina bagh
olarak enzim aktivitesi spektrofotometrik olarak tespit edildi. Elde edilen sonuglarla enzim
konsantrasyonuna kars1 aktivite grafigi cizilerek ileriki ¢alismalarda kullanilacak etkin

enzim konsantrasyonu belirlendi.

2.2.5. Substrat Konsantrasyonunun Tirosinaz Aktivitesi Uzerine Etkisi

Tirosinaz aktivitesi iizerine substrat konsantrasyonunun etkisini incelemek i¢in, etkin
enzim konsantrasyonunda (30 pg/mL) ve 0,01-1,25 mM arasinda degisen L-tirosin
konsantrasyonlarinda reaksiyon karigimlar1 hazirlandi, 25 °C ve pH 5,0’ da enzim aktivitesi

tayin edildi. Elde edilen veriler kullanilarak Lineweaver-Burk grafigi cizildi. Bu grafikten
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Km ve Vmaks degerleri hesaplandi. Inhibisyon c¢alismalar1 buradan tespit edilen K

degerindeki substrat konsantrasyonunda gergeklestirildi.

2.2.6. Organik Molekiillerin Tirosinaz Inhibisyon Potansiyellerinin incelenmesi

Sentezlenen organik molekiillerin DMSO igerisinde stok c¢ozeltileri hazirlandi
(organik c¢oziicliniin reaksiyon karisimindaki nihai konsantrasyonunu %1°1 ge¢gmeyecek
sekilde ayarlandi). Bu stok ¢ozeltilerden farkli konsantrasyonlardaki inhibitor ara ¢ozeltileri
hazirlandi. Tablo 4’te verilen miktarlarda, enzim ve inhibitor ¢ozeltisi karistirildi ve
optimum sicaklikta 10 dakika 6n inkiibasyon yapildi. Ardindan substrat ¢ozeltisi ve diger
bilesenler her bir reaksiyon karisimina eklendi ve spektrofotometrede absorbans olgiimleri
yapildi. Inhibitér varliginda yapilan aktivite calismalar1 sonucunda her bir organik molekiil
icin inhibitdr konsantrasyonlar1 %Bagil Aktiviteye karsi grafige gecirildi ve enzim igin,

denenen her bir inhibitor molekiiliine ait ICso degerleri belirlenmeye caligildi.

Tablo 4. Tirosinaz inhibisyon c¢aligsmasi i¢in hazirlanan reaksiyon karisimi

Reaktifler Kontrol (pL) Numune (pL)
Mcilvaine Tamponu (50 mM, pH 5,0) 1003 967
MBTH (10 mM) 120 120
DMF 24 24
Tirosinaz ¢ozeltisi (1 mg/mL) -- 36
Inhibitdr ¢ozeltisi 12 12
L-tirosin (5 mM) 41 41

Calisilan inhibitor molekiilleri arasinda ICso degeri en diislik olarak tespit edilen 7.
molekiil i¢in tirosinaz inhibisyon tiiriinii tespit edebilmek adina ¢alismalar daha 6ncesinde
belirlenmis olan optimum sartlar altinda yapildi ve K; degeri hesaplandi. Caligmanin bu
kisminda 7. molekiiliin yoklugunda ve iki farkli konsantrasyonunda (200 uM ve 750 uM)
yukarida belirtildigi sekilde aktivite tayini gerceklestirildi. Elde edilen bulgulara dayali
olarak Lineweaver-Burk grafigi cizildi. Inhibitér yoklugunda ve inhibitér varhiginda Km ve
Vmaks degerleri bulunduktan sonra bu kinetik degerlerden yola ¢ikarak inhibisyon tiirii

belirlendi. Ayrica Ki degeri matematiksel olarak hesaplandi.



31

2.3. Alfa Amilaz Aktivitesi Tayini

Alfa amilaz aktivitesi, Taha ve arkadaslarinin yaptig1 ¢alismadan [113] uyarlanan bir
yontem ile belirlendi. Buna gore Tablo 5’te verilen reaksiyon bilesenlerinden a-amilaz ¢ozeltisi,
fosfat tamponu ve nisasta bir eppendorf tiip icerisinde 35 °C ’de 10 dakika inkiibe edildi.
Reaksiyona 100 pL dinitrosalisilik asit (DNS) ilave edildi ve reaksiyon karisimi 5 dakika
kaynatilarak reaksiyonun durdurulmasi saglandi. Oda sicakligina kadar sogutulan reaksiyon
karisgimlart 1000 pL distile su ile seyreltildi ve 540 nm’de absorbans lglimleri gergeklestirildi.
Molar absorbsiyon katsayisini belirlemek amaciyla standart maltoz grafigi cizildi ve deger
0,0071 (pug/ml)'cm™ olarak hesaplandi. Bir {inite enzim aktivitesi, reaksiyon sartlarinda 1

dakikada a¢iga ¢ikan 1 umol maltoz miktari olarak hesaplandi [114].

Tablo 5. Alfa Amilaz aktivitesi i¢in standart reaksiyon karigimi

Reaktifler Kontrol (pL) Numune (pL)
Fosfat Tamponu (20 mM, pH 7,0) 80 40

Alfa Amilaz ¢ozeltisi (102 pg/mL) -- 40
Nisasta (%0,96) 40 40

DNS 100 100
Distile Su 1000 1000

2.3.1. Alfa Amilaz Aktivitesinin Optimizasyonu

2.3.2. Alfa Amilaz Aktivitesi Uzerine pH’min Etkisi

Enzimin en yiiksek aktivite gosterdigi pH degerini belirlemek amaciyla farkli pH’larda
tamponlar kullanilarak, aktivite tayinleri yapildi. Calismada kullanilan tamponlarin hepsi 20
mM olup, pH 5,0 i¢in asetat, pH 6,0-8,0 i¢cin fosfat, pH 9,0 i¢in Tris-HCl tamponlari
hazirlandi. Elde edilen veriler kullanilarak cizilen pH-%Bagil Aktivite grafigine gore alfa

amilaz i¢in optimum pH degeri belirlendi.
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2.3.3. Alfa Amilaz Aktivitesi Uzerine Sicakhigin Etkisi

Enzimin en yiiksek aktivite gdsterdigi sicakligi belirlemek amaciyla optimum pH
degerinde, 20-40 °C sicaklik araliginda 5 °C’lik artiglarla aktivite tayinleri yapildi. Elde
edilen veriler kullanilarak cizilen Sicaklik-%Bagil Aktivite grafigine gore alfa amilaz icin
optimum sicaklik degeri bulundu. Belirlenen optimum sicaklik degeri, daha sonra yapilacak

olan ¢alismalarda reaksiyon sicaklig1 olarak kullanildi.

2.3.4. Alfa Amilaz Konsantrasyonunun Aktivite Uzerine Etkisi

Bu denemede enzimin en iyi aktivite gosterdigi konsanstrasyonu belirlemek amaciyla
nisasta substrati varliginda, nihai enzim konsatrasyonu 1-250 pg/mL araliginda olacak
sekilde aktivite tayini yapildi. Optimum pH ve sicaklik degerlerinde protein miktarina baglh
olarak enzim aktivitesi spektrofotometrik olarak tespit edildi. Elde edilen sonuglarla enzim
konsantrasyonuna karsi aktivite grafigi cizilerek ileriki ¢aligmalarda kullanilacak olan etkin

enzim konsantrasyonu belirlendi.

2.3.5. Substrat Konsantrasyonunun Alfa Amilaz Aktivitesi Uzerine Etkisi

Alfa amilaz aktivitesi lizerine substrat konsantrasyonunun etkisini incelemek igin,
etkin enzim konsantrasyonunda (34 pg/mL) ve %0,05-1,4 arasinda degisen
konsantrasyonlarinda reaksiyon karigimlari hazirlandi, 35 °C ve pH 7,0’de enzim aktivitesi
tayin edildi. Elde edilen sonuglar kullanilarak Lineweaver-Burk grafigi ¢izildi. Bu grafikten
Km ve Vmas degerleri hesaplandi. Inhibisyon calismalari buradan tespit edilen K

degerindeki substrat konsantrasyonunda gerceklestirildi.

2.3.6. Organik Molekiillerin Alfa Amilaz Inhibisyon Potansiyellerinin Incelenmesi

Sentezlenen organik molekiillerin DMSO igerisinde stok c¢ozeltileri hazirlandi
(organik ¢0ziicliniin reaksiyon karigtmindaki nihai konsantrasyonu %3’ gegmeyecek
sekilde ayarlandi). Bu stok ¢ozeltilerden farkli konsantrasyonlardaki inhibitor ara ¢ozeltileri

hazirlandi. Tablo 6’da verilen miktarlarda, alfa amilaz ¢ozeltisi ile inhibitér ¢ozeltisi
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karigtirildi. Optimum sicaklikta 10 dakika 6n inkiibasyon yapildi. Ardindan substrat ¢cozeltisi
ve tampon her bir reaksiyon karisimima eklendi veoptimum sicaklikta 10 dakika inkiibe
edildi. Reaksiyona 100 pL dinitrosalisilik asit (DNS) ilave edildi ve reaksiyon karisimi 5 dakika
kaynatilarak reaksiyonun durdurulmasi saglandi. Oda sicakligina kadar sogutulan reaksiyon
karisgimlart 1000 pL distile su ile seyreltildi ve 540 nm’de absorbans 6lglimleri gergeklestirildi.
Her bir organik molekiil i¢in inhibitér konsantrasyonlar1 %Bagil Aktiviteye kars1 grafige

gecirildi ve her bir inhibitér molekiiliine ait ICso degerleri belirlenmeye ¢aligildi.

Tablo 6. Alfa Amilaz inhibisyon ¢aligsmasi i¢in hazirlanan reaksiyon karigimi

Reaktifler Kontrol (pL) Numune (pL)
Fosfat Tamponu (20 mM, pH 7,0) 76,4 36,4
Alfa Amilaz ¢ozeltisi (102 pg/mL) -- 40
Nisasta (%0,96) 40 40

DNS 100 100
Inhibitor coOzeltisi 3,6 3,6
Distile Su 1000 1000

Calisilan inhibitér molekiilleri arasinda ICso degeri en diisiik olarak tespit edilen 5.
molekiil i¢in alfa amilazin inhibisyon tiirlinii tespit edebilmek adina caligmalar daha
oncesinde belirlenmis olan optimum sartlar altinda yapildi ve K; degeri hesaplandi.
Calismanin bu kisminda 5. molekiiliin yoklugunda ve iki farkli konsantrasyonunda (350 pM
ve 750 uM) yukarida belirtildigi sekilde aktivite tayini gerceklestirildi. Elde edilen verilere
dayali olarak Lineweaver-Burk grafigi ¢izildi. Inhibitdr yoklugunda ve inhibit6r varhginda
K ve Vimaks degerleri bulunduktan sonra bu kinetik degerlerden yola ¢ikarak inhibisyon tiirii

belirlendi. Ayrica K; degeri matematiksel olarak hesaplandi.

2.4. istatistiki Analiz

Tiim In vitro deneysel ¢alismalar 3 tekrarli yapildi ve standart sapma degerleri Excel

programi kullanilarak hesaplandi.
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2.5. in Siliko Cahsmalar

2.5.1. ADME Cahismalari

ADME c¢aligmalar i¢in dncelikle asagida verilen iki farkli web sitesine girilip belirli
islem basamaklar1 secildikten sonra molekiillerin ¢izimi gerceklestirildi. Ardindan
molekiillerin ADME o6zellikleri Lipinski'nin bes kuralina uygun olacak sekilde hesaplanmast
icin ilgili butona tikladiktan sonra molekiile ait olan; molekiiler hacim (MV), molekiiler
agirlik (MW), donen baglarin sayist (n-ROTB), bilesigin su ve n-oktanol arasinda dagilim
katsayisinin logaritmasi (miLog), TPSA vb. 6zellikler belirlendi. Bu 6zelliklerin bir kismi1
birinci bir kism1 da ikinci web linki kullanilarak bulundu. Molekiillere ait bu 6zellikler
belirlendikten sonra %ABS=109—(0.345xTPSA) formiilii kullanilarak %ABS degeri
hesaplandi [115]. Molekiillerin ADME o6zellikleri yaninda ilag benzerlik skoru da asagida

belirtilen birinci link kullanilarak tespit edildi.

1. www.molsoft.com/mprop

2. www.molinspiration.com

2.5.2. Molekiiler Modelleme Calismalari

Inhibitdr 6zellikleri arastirilacak triazollerin florokinolon iskeleti tastyan yeni tiirev
hibrit bilesikleri Spartan 16 kullanarak hazirlandi [116]. Ilk 6nce her bir bilesigin
konformasyon taramasi molekiiler mekanik MMFF yontemi ile yapilmis ve ardindan en
diistik enerjili 50 konformasyon, yar1 deneysel PM6 yontemi ile optimize edilmistir [117].
PM6 yontemi ile bulunan en kararli konformasyon segilerek dispersiyon etkisi katilmis
hassas bir hibrit Yogunluk Fonksiyoneli Teorisi yontemi olan M06-2X/6-31G** ile optimize
edilmistir [118, 119].

Molekiiler doking hesaplamalar1 igin Scripps Arastirma Enstitiisii tarafindan
gelistirilen agik lisansli AutoDockVina ve Autodocktools programlari kullanild: [120, 121].
Agaricusbisporus mushroom tirosinaz i¢in PDB banktan indirilen 2.78 A° ¢oziintirliige sahip
2Y9X kodlu X-ray kristal yapisi kullanildi [122]. Domuz (porcine) pankreatik alfa amilaz
icin ise PDB banktaki 10SE kodlu 2.3 A° ¢oziiniirliige sahip X-ray Kristal yapis1 kullanildi

[123]. Her iki enzim i¢in de gerceklestirilen doking denemelerinde protein ve ligand esnek


http://www.molsoft.com/mprop
http://www.molinspiration.com/
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tutuldu. Secilen uygun konformasyon yapilari ile kristal yapiya sahip olan enzimler aktif
bolgede etkilestirilerek baglanma enerjileri AutoDockVina programi ile teorik olarak
hesaplandi.

Hem tirosinaz hem de alfa amilaz doking c¢alismalarinda her bir ligand i¢in 10 esnek
doking denemesi yapildi. Her bir denemede bulunan 9 konformasyonun enzimin aktif
bolgesine baglanip baglanmadigi incelendi. Aktif bolgeye en iyi afinite ile baglanan
konformasyonlarin serbest baglanma enerjileri (AG) tablosal olarak belirtildi. Enzimin aktif
bolgesine en iyi baglanan konformasyonlarin enzim-ligand etkilesimlerine DiscoveryStudio

goriintiileme programinda bakildi [124].



3. BULGULAR
3.1. Tirosinaz Aktivitesinin Optimizasyonu

Sentezlenen organik molekiillerin, tirosinaz aktivitesi lizerine inhibisyon
potansiyellerini ortaya koymak amaciyla yapilan inhibisyon ¢alismalarina baglamadan 6nce

enzimin optimizasyon ¢aligmalar1 gerceklestirildi.

3.1.1. Tirosinaz Aktivitesi Uzerine pH’nin Etkisi

Enzimin en yiiksek aktivite gosterdigi pH degerini belirlemek amaciyla sabit
sicaklikta, sabit substrat ve enzim konsantrasyonunda ve farkli pH’larda tamponlar
kullanilarak, aktivite tayinleri yapildi. Elde edilen bulgular kullanilarak c¢izilen pH-%Bagil
Aktivite grafigine gore (Sekil 11) tirosinaz i¢in optimum pH degeri 5,0 olarak belirlendi.
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Sekil 11. Tirosinaz aktivitesinin pH ile degisimi
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3.1.2. Tirosinaz Aktivitesi Uzerine Sicakhgn Etkisi

Enzimin en yiiksek aktivite gosterdigi sicakligi belirlemek amaciyla enzim
konsantrasyonu, substrat konsanstrasyonu ve pH sabit tutularak 10-50 °C sicaklik araliginda
aktivite tayinleri yapildi. Elde edilen veriler kullanilarak ¢izilen Sicaklik-%Bagil Aktivite

grafigine gore (Sekil 12) tirosinaz i¢in optimum sicaklik degeri 25 °C olarak belirlendi.
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Sekil 12. Tirosinaz aktivitesinin sicaklik ile degisimi

3.1.3. Tirosinaz Aktivitesi Uzerine Protein Konsantrasyonunun Etkisi

Tirosinz aktivitesi lizerine protein miktarmin etkisini incelemek i¢in substrat
konsantrasyonu, pH ve reaksiyon sicakligi sabit tutularak reaksiyon karisimindaki nihai
enzim konsatrasyonu (10-100 pg/mL) olacak sekilde aktivite tayini yapildi. Optimum pH ve
sicaklik degerlerinde protein miktarina bagli olarak enzim aktivitesi spektrofotometrik
olarak tespit edildi. Elde edilen sonuclarla enzim konsantrasyonuna kars1 aktivite grafigi
cizildi (Sekil 13). Sekil 13’teki hiperbolik egriye bagli olarak ilk hiz dl¢timleri i¢in uygun

etkin enzim konsantrasyonu 30 pg/mL olarak belirlendi.
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Sekil 13. Tirosinaz aktivitesi lizerine enzim konsantrasyonunun etkisi
3.1.4. Tirosinaz Aktivitesi Uzerine Substrat Konsantrasyonunun Etkisi

Tirosinaz aktivitesi iizerine substrat konsantrasyonunun etkisini incelemek icin sabit
enzim konsantrasyonu, sicaklik ve pH degerinde ve 0,01-1,25 mM arasinda degisen substrat
konsantrasyonlarinda reaksiyon karisimlar1 hazirlandi ve enzim aktivitesi tayin edildi. Elde
edilen bulgular kullanilarak Lineweaver-Burk grafigi ¢izildi (Sekil 14). Bu grafikten yola
cikarak Km ve Vmaks degerleri sirasiyla, 0,17 mM ve 0,13 pmol/dk olarak hesaplandi.

1/V, (umol/dk )1

) I I I I I

-10 10 30 50 70 90 110
1/[S], (mM1)

Sekil 14. Substrat varliginda tirosinaz aktivitesi i¢in Lineaweaver-Burk grafigi
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Tiim bu optimizasyon calismalardan elde edilen bulgular 6zet olarak Tablo 7°de

sunulmaktadir.

Tablo 7. Tirosinaz Aktivitesinin Optimizasyonu

Opt. pH Opt. sicakhk Enzim konsantrasyonu Km
5,0 25 °C 30 pg/mL 0,17 mM

3.2. Tirosinaz Inhibisyon Calismalar

Caligmanin bu kisminda yeni sentezlenmis 1, 2, 3, 4, 5, 6, 7 ve 8 numarali inhibitor
molekiilleri ile ¢alisildi. Calismada referans inhibitdr molekiil olarak kojik asit kullanildi ve
ICso degeri 14,3 pM olarak bulundu. Inhibisyon caligmalari 2.2.6 kisminda anlatildig
sekilde gerceklestirildi. Elde edilen bulgulara bagli olarak her bir organik molekiil igin
inhibitér konsantrasyonlarina karsi %Bagil Aktivite grafigi c¢izildi ve aktivitenin %50
azaldig1 inhibitdr konsantrasyonu ICso degeri olarak belirlendi (Sekil 15-22, Tablo 8).

Yapilan bu caligmalar sonucunda sadece 7. ve 8. inhibitér molekiilleri i¢in ICso degeri

belirlenebildi.
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Sekil 15. 1. Molekiiliin tirosinaz aktivitesi lizerine etkisi
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Sekil 16. 2. Molekiiliin tirosinaz aktivitesi iizerine etkisi
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Sekil 17. 3. Molekiiliin tirosinaz aktivitesi lizerine etkisi
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Sekil 18. 4. Molekiiliin tirosinaz aktivitesi iizerine etkisi
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Sekil 19. 5. Molekiiliin tirosinaz aktivitesi iizerine etkisi
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Sekil 20. 6. Molekiiliin tirosinaz aktivitesi tizerine etkisi
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Sekil 21. 7. Molekiiliin tirosinaz aktivitesi lizerine etkisi
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Sekil 22. 8. Molekiiliin tirosinaz aktivitesi iizerine etkisi

Tablo 8. Inhibitér Molekiillerinin Tirosinaz Aktivitesi Uzerine Etkisi

Maksimum | nhibisyon

Inhibitorler ICso, pnM % (1], M
1 >3000 23,7+0,3 3000
2 >2900 17,02 £ 0,1 2900
3 >100 5,1+0,5 100
4 >120 6,2 £0,7 120
5 >500 11,2+0,2 500
6 >100 10,7+1,0 100
7 651,3+13,2 57,4+1,3 1500
8 738,2+18,6 66,8+1,8 1100
Kojik asit 14,3+0,1 98,5+0,1 100

Tirosinaz enzimi i¢in ¢alisilan inhibitér molekiilleri arasinda Tablo 8’de belirtildigi
tizere en diislik ICso degerine sahip olan 7. molekiil olarak belirlendi. En etkili inhibisyonun
gozlemlendigi bu molekiil i¢in inhibisyon tiirliniin belirlenmesi ve K; degerinin
hesaplanmas1 boliim 2.2.6’da belirtildigi sekilde gerceklestirildi. Elde edilen bulgulardan
yola ¢ikarak Lineweaver-Burk grafigi cizildi, inhibitor varliginda ve yoklugunda K ve
Vmaks degerleri belirlendi (Sekil 23, Tablo 9). Tirosinaz enziminin 7. molekiiliin varliginda
yarismasiz (nonkompetetif) bir sekilde inhibe oldugu gozlemlenirken K; degeri ise 477,86

uM olarak hesaplandi.
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Sekil 23. 7. molekiil varliginda tirosinaz inhibisyon tiiriiniin belirlenmesi

Tablo 9. 7. molekiil varliginda tirosinaz inhibisyon tiirliniin belirlenmesi ve K; degeri

. inhibi tiirii Ortalama K
inhibitor (@M) Km(mM) Vmaks (umol/dk,) 1 Pisyon turu

M)
Kontrol 0,11 0,11 Yarigsmasiz 477 86
200 0,11 0,07 (nonkompetetif) ’
750 0,11 0,04

3.3. Alfa Amilaz Aktivitesinin Optimizasyonu

Sentezlenen organik molekiillerin, alfa amilaz aktivitesi iizerine inhibisyon

potansiyellerini ortaya koymak amaciyla yapilan inhibisyon ¢aligmalarina baglamadan once

enzimin optimizasyon ¢alismalar1 gerceklestirildi.

3.3.1. Alfa Amilaz Aktivitesi Uzerine pH’nin Etkisi

Enzimin en yiiksek aktivite gosterdigi pH degerini belirlemek amaciyla sabit
sicaklikta, sabit substrat ve enzim konsantrasyonunda ve farkli pH’larda tamponlar
kullanilarak, aktivite tayinleri yapildi. Elde edilen veriler kullanilarak ¢izilen pH-%Bagil
Aktivite grafigine gore alfa amilaz i¢in optimum pH degeri 7,0 olarak belirlendi (Sekil 24).
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Sekil 24. Alfa amilaz aktivitesinin pH ile degisimi

3.3.2. Alfa Amilaz Aktivitesi Uzerine Sicakh@mn Etkisi

Enzimin en yliksek aktivite gosterdigi sicakligi belirlemek amaciyla enzim
konsantrasyonu, substrat konsantrasyonu ve pH sabit tutularak 20-40 °C sicaklik araliginda
aktivite tayinleri yapildi. Elde edilen veriler kullanilarak ¢izilen Sicaklik-%Bagil Aktivite
grafigine gore alfa amilaz i¢in optimum sicaklik degeri 35 °C olarak belirlendi (Sekil 25).
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Sekil 25. Alfa amilaz aktivitesinin sicaklik ile degisimi
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3.3.3. Alfa Amilaz Aktivitesi Uzerine Protein Konsantrasyonunun EtKkisi

Alfa amilaz aktivitesi lizerine protein konsantrasyonunun etkisini incelemek icin
substrat konsantrasyonu, pH ve reaksiyon sicaklig1 sabit tutularak reaksiyonkarisimindaki
nihai enzim konsatrasyonu (1-250 pg/mL) olacak sekilde bir seri aktivite tayini yapildi.
Optimum pH ve sicaklik degerlerinde protein miktarina bagli olarak enzim aktivitesi
spektrofotometrik olarak tespit edildi. Elde edilen sonuglarla enzim konsantrasyonuna karsi
aktivite grafigi ¢izildi (Sekil 26). Sekil 26°daki hiperbolik egriye bagh olarak ilk hiz

Ol¢timleri i¢in uygun etkin enzim konsantrasyonu 34 pg/mL olarak belirlendi.
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Sekil 26. Alfa amilaz aktivitesi lizerine enzim konsantrasyonunun etkisi
3.3.4. Alfa Amilaz Aktivitesi Uzerine Substrat Konsantrasyonunun Etkisi

Alfa amilaz aktivitesi lizerine substrat konsantrasyonunun etkisini incelemek i¢in sabit
enzim konsantrasyonu, sicaklik ve pH degerinde ve %0,05-1,4 arasinda degisen substrat
(nisasta) konsantrasyonlarinda reaksiyon karigimlart hazirlanarak enzim aktivitesi tayin
edildi. Elde edilen veriler kullanilarak Lineweaver-Burk grafikleri ¢izildi (Sekil 27). Bu
grafikten yola ¢ikarak Km ve Vmaks degerleri sirasiyla, %0,32 ve 0,11 pmol/dk olarak
hesaplandi.
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Sekil 27. Substrat varliginda alfa amilaz aktivitesi i¢in Lineaweaver-Burk grafigi

Tiim bu optimizasyon g¢aligmalardan elde edilen bulgular 6zet olarak Tablo 10°da

sunulmaktadir.

Tablo 10. Alfa Amilaz Aktivitesinin Optimizasyonu

Opt. pH Opt. sicakhk Enzim konsantrasyonu Km
7,0 35°C 34 pg/mL % 0,32

3.4. Alfa Amilaz inhibisyon Cahsmalar

Caligmanin bu kisminda yeni sentezlenmis 1, 2, 3, 4, 5, 6, 7 ve 8 numarali inhibitor
molekiilleri ile ¢alisildi. Calismada referans inhibitor molekiil olarak akarboz kullanildi ve
ICs0 degeri 6,9 pM olarak bulundu. inhibisyon ¢alismalari 2.3.6 kisminda anlatildig: sekilde
gerceklestirildi. Elde edilen bulgulara bagl olarak her bir organik molekiil i¢in inhibitor
konsantrasyonlarina karsi %Bagil Aktivite grafigi ¢izildi ve aktivitenin %50 azaldigi
inhibitér konsantrasyonu ICso degeri olarak belirlendi (Sekil 28-33, Tablo 11). Yapilan bu

calismalar sonucunda sadece 3. ve 5. inhibitor molekiilleri i¢in ICso degeri belirlenebildi.
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Sekil 28. 1. Molekiiliin alfa amilaz aktivitesi tlizerine etkisi
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Sekil 29. 2. Molekiiliin alfa amilaz aktivitesi lizerine etkisi
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Sekil 30. 3. Molekiiliin alfa amilaz aktivitesi lizerine etkisi
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Sekil 31. 4. Molekiiliin alfa amilaz aktivitesi lizerine etkisi
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Sekil 32. 5. Molekiiliin alfa amilaz aktivitesi lizerine etkisi
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Sekil 33. 6. Molekiiliin alfa amilaz aktivitesi lizerine etkisi
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Tablo 11. Inhibitor Molekiillerinin Alfa Amilaz Aktivitesi Uzerine Etkisi

inhibitorler ICs0, pM E/fakS‘m“m I“h‘b‘s[-‘{i“uM
1 >30000 73+05 30000
2 >40400 12,2+0,9 40400
3 896.1+ 7.7 76,5 + 4,0 1200
4 >1650 24,5 +1,4 1650
5 5984+ 33 90,1+ 0,5 1000
6 >3600 18,7+ 1,1 3600
7 TE. TE. TE.
8 TE. TE. TE.

Akarboz 6.9+ 0,1 94,9 + 0,7 50

T.E.: Tayin edilemedi.

Alfa amilaz enzimi i¢in ¢alisilan inhibitdr molekiilleri arasinda Tablo 11°de belirtildigi
iizere en diisiik ICso degerine sahip olan 5. molekiil olarak belirlendi. En etkili inhibisyonun
gozlemlendigi bu molekiil i¢in inhibisyon tiiriiniin belirlenmesi ve K; degerinin
hesaplanmasi1 boliim 2.3.6’da belirtildigi sekilde gergeklestirildi. Elde edilen verilerden yola
cikarak Lineweaver-Burk grafigi ¢izildi. Inhibitér varliginda ve yoklugunda Km ve Vimaks
degerleri belirlendi (Sekil 34, Tablo 12). Alfa amilaz enziminin 5. molekiiliin varliginda yari-

yarigmali (ankompetetif) bir sekilde inhibe oldugu gozlemlenirken K; degeri ise 355,84 uM

olarak hesaplandi.

80 o Kontrol
@350 uM
60 4750 uM

40

1/V, (umol/dk)!

18], (%)

Sekil 34. 5. molekiil varliginda alfa amilaz inhibisyon tiiriiniin belirlenmesi
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Tablo 12. 5. molekiil varliginda alfa amilaz inhibisyon tiiriiniin belirlenmesi ve K; degeri

Inhibitor s . Ortalama Ki
(uM) Kn (%) Vmaks (umol/dk.) Inhibisyon tiirii (M)
Kontrol 0,55 0,13 Yari-yarigmali A
350 0,27 0,06 (ankompetetif) 355,8
750 0,18 0,04

3.5. 1in Siliko Calismalar

3.5.1. ADME Cahsmalari

Molekiillerin ADME 6zelliklerini belirlemek adina yapilan ¢alismalar boliim 2.5.1.de
belirtildigi sekilde gerceklestirildi. Ozellikleri incelenen biitiin molekiillerin Lipinski'nin bes
kuralina uygun olarak n-ON akseptor, nOHNH dondér, MW, TPSA ve milog P o6zellikleri
bakimindan iyi birer ila¢ aday molekiilii potansiyeline sahip olduklar1 goriilmektedir.
Tirosinaz ve alfa amilaz inhibitorii olarak incelenen biitiin molekiillerin %82,54-%97,69
araliginda degiskenlik gdsteren oldukca iyi birer %Absorbsiyon (%ABS) 6zelligine sahip
oldugu da gozlendi (Tablo 13). Tiim bunlara ilave olarak yapilan in vitro denemelerde her
bir enzim i¢in etkili bulunan molekiillerin bu enzimlerin inhibisyonu ile gerceklesecek bazi
hastaliklarin tedavi edilmesinde iyi birer ila¢ aday molekiil olabilme potansiyelleri, ADME

caligmasinin sonuglariyla da desteklenmektedir.
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Tablo 13. Sentezi gerceklesmis olan organik molekiillerin farmakokinetik 6zellikleri

Entry % TPSA n- MV MW milLog P n-ON n-OHNH | Nviolations
ABS (A2 ROTB acceptors | donors
Rule - <140 <10 - <500 <5 <10 <5 <1
1 97.69 | 32.78 5 249.04 | 266.32 2.29 4 0 0
2 87.75 | 61.60 3 230.38 | 252.29 -0.30 5 3 0
3 88.43 | 59.63 7 305.12 | 339.44 1.48 6 3 0
4 88.54 | 59.30 2 211.22 | 269.66 0.59 4 1 0
5 82.54 | 76.70 6 351.09 [ 385,44 1.96 7 3 0
6 89.28 | 57.16 5 332.51 | 367.43 2.31 6 1 0
7 82.54 | 76.70 5 296.25 | 323,37 0,94 7 3 0
8 89.28 | 57.16 4 277.66 | 305.36 1.09 6 1 0
Akarboz -1.80 | 321.16 9 544.93 | 645.61 -5.51 19 14 3
Kojik Asit | 84.61 | 70.67 1 117.43 | 142.11 -0.89 4 2 0

%ABS: Yiizde absorbsiyon, TPSA: Topolojij polar yiizeyi alani, n-ROTB: donen baglarin sayisi, MV: Molekiiler hacim,
MW: Molekiiler agirlik, miLog: Bilesigin,su ve n-oktanol arasinda dagilim katsayisinin logaritmasi, n-ON: Hidrojen bagi
akseptorii sayisi, n-OHNH: hidrojen bagi donorii sayist

3.5.2. Molekiiler Modelleme Calismalari

Sentezlenen tiim inhibitér molekiilleri i¢in molekiiler modelleme g¢alismalart bolim

2.5.2°de  belirtildigi sekilde gerceklestirildi. Molekiiler modelleme c¢alismalarina
baslamadan Once sentezi gerceklestirilmis olan inhibitor molekiilleri Spartan 16 programi
kullanilarak optimize edildi. Molekiiler doking hesaplamalart i¢in Scripps Arastirma
Enstitiisti tarafindan gelistirilen acik lisansli AutoDock Vina ve Autodock tools programlari
kullanildi [120, 121]. Inibitdr molekiillerin her bir enzimle aktif bolgede etkilestirilerek
baglanma enerjileri AutoDock Vina programi ile teorik olarak hesaplandi. Buna gore
calisilan molekiillerin tirosinaz durumunda hesaplanan baglanma enerjileri -6.4 ile -8.6
kcal/mol araliginda iken alfa amilaz varliginda -7.3 ile -10.4 kcal/mol araliginda bulundu
(Tablo 14 ve Tablo 16). Bu sonuclara gore aktif bolgede baglanma enerjisi en diisiik olan
molekiiller her bir enzim durumunda inhibisyon potansiyeli agisindan en etkin inhibitor
molekiil olarak belirlendi. Tirosinaz i¢in en etkin inhibitor 5. molekiil iken alfa amilaz i¢in
en etkin inhibitér 6. molekiil olarak tespit edildi. /n siliko ve in vitro olarak potansiyel
inhibitor oldugu belirlenen molekiillerin hedef enzimlerin aktif bolgelerindeki goriintiileri
(Sekil 35-41) ve aminoasitlerle yaptiklari etkilesimler asagida (Tablo 15 ve Tablo 17)

sunulmaktadir.
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Tablo 14. Inhibitdr molekiillerinin tirosinaz enzimine baglanma enerjileri

Bilesik no AG Kkcal/mol
1 -6.4

-7.2

-7.3

-71.5

-8.6

-8.0

-7.9

-7.3

RN AW

| ASNB?,
sae) pCiaioms
|
-

V3

ASN260

HIS244

Sekil 35. 5. Molekiiliin tirosinaz enzimi ile etkilesimi. A) Genel goriintii B) Molekiiliin
aktif bolgedeki mikro ¢evresi
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HIS244

aktif bolgedeki mikro g¢evresi

Sekil 36. 6. Molekiiliin tirosinaz enzimi ile etkilesimi. A) Genel goriintii B) Molekiiliin

GLU322

VAL283 l‘
NN

275

46
HIS244 \/imso

aktif bolgedeki mikro gevresi

Sekil 37. 7. Molekiiliin tirosinaz enzimi ile etkilesimi. A) Genel goriintii B) Molekiiliin
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GLU322

\/

3

Sekil 38. 8. Molekiiliin tirosinaz enzimi ile etkilesimi. A) Genel goriintii B) Molekiiliin
aktif bolgedeki mikro gevresi

Tablo 15. 5, 6, 7 ve 8 numarali ligandlarin esnek doking sonucunda enzime en diisiik enerji
ile baglanan konformasyonlarinin tirosinaz enzimi ile yaptig: etkilesimler

Bilesik AG (kcal/mol) Esnek Doking Etkilesimler

His263...Ligand5 (n- m stacked =3.77)
Ala286(C)...Ligand5 (m-alkil=4.95)
Val283(C)...Ligand5 (- 6=3.78)
Asn260-C=0(0)...Ligand5-NH(H) (H Bagi=2.15)

5 -8.6 Asn260-C=0(0)...Ligand5-NH(H) (H Bagi=2.50)
His244-NH(H)...Ligand5-C=0(0O) (H bagi=2.63)
His85-C=0(0)...Ligand5 (F) (Halojen etkilesimi=3.09)
His85-NH(H)...Ligand5 (F) (Halojen etkilesimi=2.50)

His244-NH(H)...Ligand6 (N) (H bagi=2.51)
Val248(C)...Ligand6 (m-alkil=4.85)

6 -8.0 Val283(C)...Ligand6 (AlKkil etkilesimi=4.82)
Val283(C)...Ligand6 (n- 6=3.84)
Glu322(0)...Ligand6 (n-anyon =4.53)




Tablo 15’ in devami
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Glu322(0)...Ligand7-NH(H) (H bagi=2.81)
His85-C=0(0)...Ligand7-NH(H) (H bagi=2.75)
His85-C=0(0)...Ligand7-NH(H) (H bagi=2.12)
His85(C)...Ligand7 (F) (Karbon H bagi=3.76)
Val283(C)...Ligand7 (Alkil etkilesimi=4.67)
Val283(C)...Ligand7 (n- 6=3.92)
Asn260-NH(H)...Ligand7 (N) (H Bagi=2.75)
His244...Ligand7 (n-alkil=5.16)
Gly245-C=0(0)...Ligand7 (C) (Karbon H bag1=3.74)

Val283(C)...Ligand8 (AlKkil etkilesimi=4.74)
Val283(C)...Ligand8 (C) (Alkil etkilesimi=3.55)
Val283(C)...Ligand8 (n- 6=3.92)
His85-C=0(0)...Ligand8-NH(H) (H bagi=2.70)
His85...Ligand8 (C) (m-alkil=4.39)
Glu322(0)...Ligand8-NH(H) (H bagi1=2.46)
His244...Ligand8 (m-alkil=5.12)

Tablo 16. Inhibitér molekiillerinin alfa amilaz enzimine baglanma enerjileri

Bilesik no

AG kcal/mol

1

RSN N AW

-7.3
-8.1
-8.5
-1.7
-10.0
-10.4
9.1
-8.5
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VAL163 LEU18S

I\su‘

TRPS9

Sekil 39. 6. Molekiiliin alfa amilaz enzimi ile etkilesimi. A) Genel goriintii B) Molekiiliin
aktif bolgedeki mikro c¢evresi

HIS299  ASP300

TRPS!

TYR151

HIS201

VAL163

Sekil 40. 5. Molekiiliin alfa amilaz enzimi ile etkilesimi. A) Genel goriintli B) Molekiiliin
aktif bolgedeki mikro ¢evresi
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GLU233

ASP197

Sekil 41. 3. Molekiiliin alfa amilaz enzimi ile etkilesimi. A) Genel goriintii B) Molekiiliin
aktif bolgedeki mikro ¢evresi

Tablo 17. 3, 5 ve 6 numaral1 ligandlarin esnek doking sonucunda enzime en diisiik enerji
ile baglanan konformasyonlarinin alfa amilaz enzimi ile yaptigi etkilesimler

Bilesik

AG (kcal/mol)

Esnek Doking Etkilesimler

-8.5

Glu233(0)...Ligand3-NH(H) (Yiik etkilesimi=2.43)
Asp197(0)...Ligand3 (N) (Yiik etkilesimi=4.94)
Tyr62...Ligand3 (m-alkil=5.50)
Leul65(C)...Ligand3 (m-alkil =5.33)
Val163(C)...Ligand3 (m-alkil =5.25)
Trp59...Ligand3 (n-n stacked=4.74)
Trp59...Ligand3 (n-n stacked=4.80)
His305...Ligand3 (n-alkil=4.67)
Asp300(0)...Ligand3-NH(H) (H bagi=2.38)
Asp300(0)...Ligand3 (N) (Yiik etkilesimi=4.05)




Tablo 17’ nin devami
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-10.0

Trp59...Ligand5 (n-n stacked=4.16)
Trp59...Ligand5 (n-n stacked=4.50)
Val163(C)...Ligand5 (n-alkil =5.23)
Tyr62...Ligand5-NH(H) (n-katyon=4.83)
Asp300(0)...Ligand5-NH(N) (Yiik etkilesimi=3.06)
Asp300(0)...Ligand5-NH(N) (Yiik etkilesimi=3.76)
Asp300(0)...Ligand5-NH(H) (Yiik etkilesimi=2.78)

His299-NH(N)...Ligand5-NH(N) (Pozitif-pozitif
etkilesim=5.05)

His299-NH(N)...Ligand5-NH(N) (Pozitif-pozitif
etkilesim=4.67)

Asp197(0)...Ligand5 (C) (Yiik etkilesimi=5.45)
Glu233(0)...Ligand5 (C) (Karbon H bagi=3.66)
Alal98(C)...Ligand5 (m-alkil =4.52)

His201-NH(N)...Ligand5 (n-katyon, nt-donor H
bagi=2.98)

Tyr151...LigandS (n-n stacked=5.57)
[1e235(C)...Ligand5 (n- 6=3.85)

-10.4

[1e235(C)...Ligand6 (n-c =3.67)
Lys200(C)...Ligand6 (m-alkil =4.93)
His201-NH(N)...Ligand6 (n-katyon=3.99)
His201...Ligand6 (n-n T-shaped =4.92)
Alal98(C)...Ligand6 (m-alkil =4.81)
Asp300(0)...Ligand6 (n-anyon=4.11)
Vall63(C)...Ligand6 (m-alkil =5.31)
Leul65(C)...Ligand6 (m-alkil =5.48)
GIn63(C)...Ligand6 (F) (Halojen etkilesimi=3.66)

Tyr62-C=0(0)...Ligand6 (F) (Halojen
etkilesimi=3.13)

Trp59...Ligand6 (n-n stacked=4.72)
Trp59...Ligand6 (n-nt stacked=4.77)




4. SONUC VE TARTISMA

Biyolojik sistemler, kiiciik molekiillii terapotik ajanlar kullanarak miidahale
edebilecegimiz sadece dort tip makromolekiil smifin1 igerirler: proteinler, polisakkaritler,
lipitler ve niikleik asitler. Polisakkaritler, lipitler ve niikleik asitlere kars1 gii¢lii bilesiklerin
elde edilememesinin yani sira bazi toksisite ve 6zgiilliikk ¢alismalarinin da olumsuz olarak
sonug¢lanmasi, kullanilmakta olan ilaglarin biiyiik bir ¢ogunlugunun bir proteine baglanarak
proteinin aktivitesinde birtakim degisikliklere neden olmasi temeli 6nem kazanmaktadir.
Farmasotik endiistrisi igin mevcut firsatlar1 degerlendirmenin bir yolu, ticari olarak
uygulanabilir bir ilagta gerekli olan 6zellikleri incelemektir [125].

Tlag kesfi genellikle alt1 ana baslik altinda ilag ve hedefine odaklanir: enzimler, hiicre
yiizeyi reseptdrleri, niikleer hormon reseptorleri, iyon kanallari, tasiyicilar ve DNA. Bu
basliklar arasinda en 6nemli sinifi enzimler olusturmaktadir. Enzimler, bir organizmanin
varligin siirdiirebilmesi ve ¢ogalmasi icin zorunlu olan giiclii biyolojik katalizorlerdir ve

aktif bolgelerinde gerceklesen katalitik olaylar son derece Onemlidir. Enzim katalizi,
baglanma olaylari, konformasyonel degisiklikler, bir veya daha fazla ge¢is durumu veya
reaksiyon ara maddesi ve {riin salinimi yoluyla ilerlemektedir ve bu adimlarin tiimii
tanimlanmis olan hiz sabitleri ile gerceklesmektedir. Hiz sabitleri, ila¢ tasariminda
kullanilabilecek bir termodinamik profili tanimlamaya yardimci olur ve bu durumda
enzimleri diger tiim smiflardan ayiran olduk¢a Onemli bir oOzelliktir. Bir enzim
reaksiyonunun termodinamik profilinin en gii¢lii kullanimi, gecis durumunu kinetik izotop
etkileri yoluyla desifre etmek ve bu bilgiye bagli olarak giiclii inhibitorler tasarlamaktir [19].

Enzimler yasam i¢in gerekli olmakla birlikte, diizensiz enzim aktivitesi de hastalik
durumlarina neden olabilir. Baz1 durumlarda enzimleri kodlayan genlerde meydana gelen
mutasyonlar, bir hiicre i¢inde anormal derecede yiiksek enzim konsantrasyonlarina yol
acabilir. Bunun yam sira, belirli mutasyonlar katalitik olarak kritik rol oynayan amino
asitlerde meydana gelen yapisal degisikler nedeniyle enzimin spesifik aktivitesinin
artmasina sebep olabilir. Tiim bu durumlar birtakim patolojilere yol acabilir ve bu ylizden
insan enzimleri bir¢cok hastalikla miicadele noktasinda farmakolojik miidahale i¢in birer

hedeftirler. Enzimlerin ila¢ hedefi olarak cekiciligi yalnmizca katalitik aktiviteye sahip
olmalarindan degil, ayn1 zamanda enzimlerin dogas1 geregi kiiciik molekiil agirligina sahip

olan ilag benzeri molekiillerle inhibisyona yiiksek derecede uygun olmalarindan
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kaynaklanmaktadir. Kiiclik molekiillii ilaglarla inhibisyona olan bu duyarlilik nedeniyle,
enzimler giiniimiizde yeni ila¢ kesfi ve tasarim1 noktasinda olduk¢a dnemli bir hedeftir [3].
Enzimlerin inhibisyonu ile farmakolojik etkilerini ortaya ¢ikaran kiigiik molekiiller, klinik
kullanimda oral olarak verilen ilaglarin neredeyse yarisini olusturmaktadir [126]. Ayrica
enzim inhibitéri olarak degerlendirilen bu molekiillerin in vitro c¢alismalarda ICso
parametreleri dikkate alinmaktadir [127]. In vitro olarak ¢alisilan molekiillerin in vivo
caligmalarinda da etkili olabilmesi i¢in molekiiller absorbe edilmeli, dagitilmali, genel olarak
hiicre zarlarinin molekiiler hedeflerine ulasmasina izin verilmeli ve belli bir siire sistemik
dolasimda tutulmalidir [3].

Heterosiklik bilesikler dogada bol miktarda mevcuttur ve yasam i¢in biiyiik bir 6neme
sahiptirler. Clinkii bu bilesiklerin yapisal alt birimleri hormonlar, antibiyotikler, vitaminler
gibi bir¢cok dogal iiriiniin yanm1 sira herbisitlerde, boyalarda ve farmasotik bilesiklerde
bulunmaktadir [128]. Bu bilesikler, yapilarindaki heteroatomlarin viicutta bulunan
reseptorler ile hidrojen baglari olusturmalar1 ve boylelikle 6nemli derecede farmakolojik
etkiler yaratmalar1 nedeniyle ila¢ endiistrisinde 6nemli bir arastirma alani hale gelmislerdir.
Ozellikle yapilarinda azot, kiikiirt ve oksijen atomlarini1 bulunduran bilesikler en giiclii
biyolojik aktiviteleri gostermislerdir [128, 129]. Bu bilesikler sahip olduklar
heteroatomlarinin halkanin i¢indeki konumuna bagh olarak 1,2.4-triazol, 1,3,4-tiyadiazol ve
1,3,4-oksadiazol gibi izormerlerine sahiptirler. Giiniimiizde kullanilmakta olan bir¢ok ilagta
1,2,4-triazol ve 1,3,4-oksadiazol izomerleri bulunmaktadir [129, 130]. Literatiir
incelendiginde bu izomer tiirlerinin basta anti-kanser olmak iizere anti-mikrobiyal, anti-
inflamatuvar, analjezik, anti-timor, anti-HIV, anti-bakteriyel, anti-depresan, anti-malaryal
ve antihipertansif gibi oldukc¢a genis bir biyolojik aktivite spektrumuna sahip olduklart
belirtilmistir [131, 145].

Antibiyotikler, 1928’lerde baslayan seriivenleri ile bazi ila¢ siiflarini olusturdugu ve
cok sayida esdegerlerinin mevcut oldugu uzun bir ge¢mise sahiptirler. Antibakteriyal,
antimikrobiyal ve gram-pozitif ile gram-negatif bakterilere karst genis spektrumlu bir
aktiviteye sahip olan florokinolonlar antibiyotik ticaretinde, anti-enfektif kemoterapi
alaninda ve in vivo kemoterapotik etkinlikleri nedeniyle biiyiik ilgi géren bilesiklerdir [146,
147]. Bunun yani sira florokinolonlar ideal bir antibiyotikte olmasi gereken iyi bir
biyoyararlanima, oral ve intravendz formiilasyonlara ve diisiik yan etki seviyesi gibi

ozelliklerin coguna sahiptirler [148].
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Literatlire bakildiginda bakterilerin antibiyotiklere kars1 zamanla diren¢ kazandigi
ilging bir gercek olarak fark edilmistir [149-151]. Direng¢ gelisimi ile miicadele edebilmek
icin birtakim yaklasimlar gelistirilmistir. Bunlardan biri, iki farkli farmakofor grubu bir
molekiilde birlestirerek hibrit molekiillerinin sentezlenmesini saglamaktir. Buna gore, her
ila¢ bileseninin bagimsiz olarak iki ayr1 biyolojik hedefe odaklanmasi ve her iki hedef
bolgede de es zamanl olarak bir birikimin gdzlenmesi hedeflenmektedir [147]. Boylece
hibrit bilesiklerinin daha genis etki spektrumu, diren¢ gelisimine kars1 yavas egilim ve etkin
dozun azalmasi gibi avantajlara sahip olduklar1 kabul edilmektedir [152]. Son yillarda
piperazin ve triazol yapisit igeren hibrit bilesiklerinin sentezi basarili bir sekilde
gerceklestirilmistir [39, 40, 41, 42, 153-157].

Tiim bu bilgiler dogrultusunda bu c¢alismada piperazin, florokinolon ve triazol yapist
iceren yeni organik molekiiller; kiigiik molekiil agirligina sahip, hidrojen bagi yapabilen,
heteroatomlar iceren ve farmakofor gruplart bulunduran organik bilesiklerdir. Sentezi
gerceklestirilmis olan organik bilesiklerin biyokimyasal inhibisyon profilleri, klinik 6neme
sahip olan alfa amilaz ve tirosinaz enzimleri acisindan degerlendirilmis ve ICso degerleri
tespit edilmistir. En etkili bulunan inhibitér molekiillerinin iki enzim i¢in de inhibisyon tiirii
ve K degerleri belirlenmis ve molekiiler modelleme c¢alismalartyla birlikte bu hibrit
bilesiklerinin inhibisyon potansiyelleri teorik olarak da ele almmistir. Ayrica bu
molekiillerin ila¢ olma potansiyelleri ADME ozellikleri incelenerek in siliko bir yontemle
ortaya konulmustur.

Enzimlerdeki dogal ligand baglanma bdlgelerinin yapisi ve kimyasi ilag benzeri olan
molekiiller ile etkilesimleri agisindan oldukc¢a uygundur, bu da enzim aktivitesini 6zellikle
ilaglarin modiilasyonuna kars1 savunmasiz hale getirir [127]. Bir inhibitdor molekiiliiniin
enzimin aktif bolgesine baglanmasi, aktif bolgede bir takim konformasyonel degisimlere
neden olur ve bunun sonucunda da daha siki bir baglanma islemi gerceklesmis olur [3, 126,
158, 159]. Keza, farmakolojik aktivite agisindan bakildiginda bir ilacin etkisini tam olarak
gosterebilmesi i¢in molekiiler hedefine makul derecede bir kuvvetle baglanmas1 gerektigi
bilinmektedir [125].

Calismada kullanilan organik molekiiller kati halde bulunduklari igin reaksiyon
ortamima eklenmeden O6nce organik bir ¢oziicii olan DMSO ile ¢6zelti haline getirildiler.
Literatiirde de belirtildigi {izere enzimler organik ¢dziiciiler varliginda inhibe olabilmektedir
[3]. Inhibisyon calismalarim1 gerceklestiritken de organik ¢oziiciiniin  reaksiyon

karigimindaki  konsantrasyonu (%v/v) inhibitdr molekiillerinin etkinliklerine etkisi
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bakimindan dikkate alindi ve organik ¢oziiciilerden kaynaklanan olumsuz durumlar tespit
edebilmek adina kontrol ¢ozeltileri hazirland1 [80]. DMSO’nun reaksiyon karisimindaki
nihai konsantrasyonu %3’ ge¢meyecek sekilde ayarlandi. Literatiire bakildiginda
biyokimyasal olarak ger¢eklestirilen enzim inhibisyonu ¢aligmalarinda organik ¢oziictilerin
konsantrasyonlarinin %3 ’iin altinda kullanilmas1 gerektigi belirtilmistir [112].

Inhibisyon calismalarinda karsilasilabilecek bir baska olumsuzluk da inhibitor
bilesiklerin belirli bir organik ¢oziiciide uygun bir konsantrasyonda ¢dzeltileri hazirlansa bile
reaksiyon karigiminin tampon ¢ozelti ihtiva eden sulu bir ortam olmasi sebebiyle zaman
zaman reaksiyon karisiminda ¢okmenin gozlemlenmesidir. Bundan dolay: da tirosinaz ve
alfa amilaz enzimleri i¢in yapilan inhibisyon ¢aligmalarinda her bir organik molekiil i¢in
denenen konsantrasyon araligi farkli olmakla birlikte tek bir konsantrasyon araligina baglh
kalimamustir (Sekil 15-22 ve Sekil 28-33).

Tirosinaz inhibisyon calismalar1 i¢in literatiir ile uyumlu olacak sekilde kojik asit
referans inhibitor molekiil olarak kullanildi [160-163]. Calisilan inhibitér molekiilleri
arasinda 7. ve 8. molekiiller i¢in ICso degeri tespit edildi (Tablo 8). Tablo 8’de belirtilen
diger molekiiller icin reaksiyon karisimlarinda ulasilabilen maksimum konsantrasyon
degerlerinden daha yiliksek konsantrasyon degerlerine inhibitdr molekiillerinin ¢oziiniirliik
problemlerinden dolay1 ¢ikilamadi ve ICso degerleri bu molekiiller i¢in belirlenemedi. ICso
degeri tespit edilen inhibitdr molekiillerinden en diigiik degere sahip olan 7. molekiil i¢in
inhibisyon tiirlinii belirleme ¢aligmalar1 yapildi. Bu molekiiliin farkli konsantrasyonlarinda
reaksiyon karisgimdaki varliginda ve yoklugunda gergeklestirilen ¢aligmalar sonucunda elde
edilen Ky ve Vmaks degerleri karsilastirilarak yarismasiz (nonkompetetif) inhibisyon tiiriine
sahip oldugu sonucuna varildi. Ardindan matematiksel olarak K;degeri hesaplandi ve 477,86
uM olarak bulundu.

Akin vd. (2019) 2.4,5-trisiibstitlie-1,2,4-triazol-3-on tiirevi ile yapmis olduklar
tirosinaz inhibisyonu calismalarinda 6 farklt molekiil kullanmis olduklarini, bunlarin dérdii
icin ICso degerinin belirlenememis oldugunu, en yiliksek ve en diisiik ICso degerinin ise
sirastyla 25000 uM (25 mM) ve 5000 uM (5 mM) oldugunu belirlemislerdir. Ayrica en
diisiik ICso degerine sahip olan molekiil i¢in tirosinaz inhibisyon mekanizmasini ortaya
koymaya calismiglar ve bu molekiil i¢in inhibisyon tiiriinii yari-yarismal1 ve K; degerini de
1710 uM (1.71 mM) olarak belirlemislerdir [112]. Bir baska ¢alismada Shao vd. (2018)
hidroksipiridin tiirevi olan 6 farkli molekiiliin tirosinaz inhibisyonu ic¢in ICso degerlerini en

yiiksek 22.87 uM ve en diisik 1.60 uM bulmuslardir. Bundan sonra, en diisiik ICso
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degerlerine sahip olan iki molekiil i¢in inhibisyon tiiriinii karisik inhibisyon olarak
belirtmigler ve K; degerlerini 24.84 uM ile 18.07 uM olarak hesaplamislardir [164]. Bu
sonuglara dayanarak, 7. molekiil i¢in inhibisyon potansiyeli, ICso degerleri baz alindiginda
Akin vd. (2019)’nin ¢aligmis oldugu molekiillere kiyasla daha etkili fakat Shao vd. (2018)’ne
kiyasla ise daha zay1f oldugu sdylenebilir. Demir vd. (2018) 1,2,4 triazol tiirevleri ile yapmig
olduklar1 tirosinaz inhibisyonu c¢alismalarinda 6 farkli molekiil kullanmis olduklarini,
bunlarin dordii ig¢in ICso degerinin belirlenememis oldugunu, en yiiksek ve en diisiik 1Cso
degerinin ise sirastyla 580 uM ve 400 uM oldugunu belirtmislerdir. Ayrica en diisiik ICso
degerine sahip olan triazol tlirevi molekiil i¢in tirosinaz inhibisyon mekanizmasini ortaya
koymaya ¢alismislar ve bu molekiil i¢in inhibisyon tiiriinii yari-yarigmali ve K; degerini ise
370.7 uM olarak belirlemislerdir [165]. Gawande vd. (2013)’nin pirazol ve tiazolidinon
yapilt yeni heterosiklik hibrit bilesikleri ile yapmis olduklar1 calismada ise en yiiksek ve en
diisiik ICso degerleri sirastyla 194.02 uM ve 34.12 uM olarak bildirilmistir. Ayn1 calismada
birden fazla molekiil i¢in inhibisyon tiiriinii belirlemeye yonelik c¢aligmalar yapilmus,
yarismali inhibisyon tiirline sahip olduklari belirlenmis ve K degerlerinin ise 29.08 uM-5.70
puM araliginda oldugu belirtilmistir [166]. Buna ilave olarak, Channar vd. (2017) tarafindan
metil [2- (4-dimetilamino-benziliden)-hidrazono)-4-okso-tiyazolidin-5-iliden]asetat tiirevi
10 bilesik sentezlenmis ve bu bilesiklerle gerceklestirdikleri inhibisyon ¢alismalarinda ICso
degerlerinin 3.17-348.93 uM arasinda degistigi gozlenmistir. Ardindan en diisiik ICso
degerine sahip molekiil i¢in inhibisyon tiirli yarigmasiz olarak belirlenmis ve K; degeri 1.5
UM olarak hesaplanmistir [167]. Yine baska bir ¢alisma olan Gheibi vd. (2015) tarafindan
yapilan bir ¢aligmada ise benzoik asid ve piridin tiirevleri tirosinaz inhibisyonu agisindan ele
almmis ve 3,54 mM-3,8 uM arasinda degisen 1Cso degerleri tespit edilmistir [168].

Alfa amilaz inhibisyon ¢alismalari i¢in literatiir ile uyumlu olacak sekilde referans
inhibitér molekiilii olarak akarboz kullanildi [169-173]. Calisilan inhibitor molekiilleri
arasinda sadece 3. ve 5. molekiil i¢in ICso degerleri belirlenebilmistir (Tablo 11). Bu iki
molekiilden en diisiik ICso degerine sahip olan 5. molekiil i¢in inhibisyon tiiriinii belirlemeye
yonelik ¢aligmalar yapildi. Bu molekiiliin farkli konsantrasyonlarinda reaksiyon karigimdaki
varhiginda ve yoklugunda gergeklestirilen ¢aligmalar sonucunda elde edilen Km ve Vmaks
degerleri karsilastirilarak, inhibitoriin aktif bolgede degil de aktif bolgenin disinda bir yerde
yalnizca enzim-substrat kompleksine doniisiimlii olacak sekilde baglanarak yari-yarigsmali
(ankompetetif) inhibisyon tiiriine sahip oldugu sonucuna varildi. Ardindan matematiksel

olarak K;degeri hesaplandi ve 355,84 uM olarak bulundu.
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Martinez-Gonzalez vd. (2019)’nin ¢esitli flavonoid bilesikleriyle yapmis olduklar
pankreatik alfa amilaz inhibisyonu g¢aligmasinda karisik inhibisyon gozlemlenmis olup K;
degeri 1.89 mM olarak hesaplanmistir [174]. Algahtani ve arkadaslarinin (2019) Nuxia
oppositifolia'dan izole ettikleri 3-oksolupenal ve katononik asidin alfa amilaz ve alfa
glukozidaz {izerine inhibisyon etkilerinin incelendigi ¢aligmada bu iki bilesigin ICso
degerlerinin sirastyla 105.3-115.2 uM ve 141.8-194.8 uM oldugunu belirtmislerdir [175].
Taha ve arkadaglar1 (2018) tarafindan sentezlenen 18 adet indol tlirevi bilesigin alfa amilaz
enzimi tlizerine inhibisyon etkisi incelenmis ve c¢alismalarinda enzimin etkinligini %50
azaltan inihibitor konsantrasyonunun 2.03-2.63 uM araliginda degistigi tespit edilmistir
[113]. Cardullo ve arkadaslar1 (2019) anti diyabetik 6zelliklere sahip olan C-glukosidik
ellagitanninler ve galloillesmis glukozlar ile alfa amilaz ve alfa glukozidaz enzimleri
kullanarak yapmis olduklar1 inhibisyon ¢alismalarinda ICso degerlerini sirasiyla 17.2-412.3
uM ve 1.2-14.4 uM olarak belirtmislerdir. Bundan sonra alfa glukozidaz i¢in inhibisyon
tiriinii belirlemeye yonelik calismalar yapmislar ve en etkili molekiiller i¢in inhibisyon
tiirtiniin karigik inhibisyon oldugunu, K; degerlerinin 0.52 uM-2.32 uM araliginda degistigini
gozlemlemislerdir [176]. Adegboye vd. (2018) tarafindan sentezlenen 2-Aril benzimidazol
tiirevi 45 adet bilesik ile molekiillerin alfa amilaz inhibisyon etkinligi incelenen ¢alismada,
bilesiklerin ICso degerlerinin 1.48-2.99 uM araliginda bulundugu belirtilmistir [177].
Channar vd. (2017)’nin sentezlemis olduklar1 2,6-di(siibstitiiye fenil)tiazolo [3,2-b]-1,2,4-
triazol tiirevi molekiiller ile yapmis olduklari alfa amilaz inhibisyonu ¢aligmalarinda enzimin
etkinligini %50 azaltan molekiil konsantrasyonu degerlerinin 1.1-9.6 uM aralifinda
oldugunu belirtmislerdir [178]. Yine bir baska ¢alismada Taha ve arkadaslar1 (2019) tiazol
esasli karbohidrazid tiirevi 25 adet molekiil ile alfa amilaz inhibisyonunun etkinligini
incelemisler ve ICso degerlerinin 1.70-3.05 pM araliginda degistigini gozlemlemislerdir
[179]. Ancak literatiire bakildiginda sunulan caligmada kullanilan triazol ve piperazin
yapisina sahip hibrit bilesiklerinin alfa amilaz ve tirosinaz aktivitesi lizerine yapilan
caligmalara neredeyse hi¢ rastlanmamistir. Bu durumun, ¢alismamizi 6zgiin ve elde etmis
oldugumuz sonuglar1 degerli kildig1 diisiiniilmektedir.

Tirosinaz ve alfa amilaz icin in vitro olarak yapilan enzim inhibisyonu ¢aligmalarinin
yaninda sentezlenen ve bu calismada kullanilan molekiillerin her bir enzim i¢in inhibisyon
potansiyelleri in siliko olarak molekiiler modelleme ¢aligmalariyla desteklendi. Molekiiler
modelleme ¢alismalarinda inhibitér molekiillerinin enzimlerin aktif bolgelerine baglanma

enerjileri hesaplandi. Baglanma enerjisi en diisiik olan molekiiliin enzimin aktif bolgesine
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bir takim zayif etkilesimlerle daha giiclii bir sekilde baglandig1 ve boylece enzimin daha
etkili bir gsekilde inhibisyonuna neden oldugu bilinmektedir. Buna gore, tirosinaz durumunda
en yiiksek etkinlige sahip olan molekiillerin sirasiyla 5., 6. ve 7. molekiil (Tablo 14), alfa
amilaz varliginda ise sirasiyla 6., 5. ve 7. molekiiliin oldugu tespit edildi (Tablo 16). Bu
durum ¢aligmada kullanilan molekiiller icerisinde bahsi ge¢en molekiillerin her iki enzim
durumunda da etkili inhibitoér molekiiller oldugunu ve ayrica in vitro biyokimyasal kinetik
caligmalarin sonuglarinin ¢ok biiyiik oranda in siliko c¢alismalarin sonuglartyla uyum
icerisinde oldugunu gostermektedir. /n vitro olarak ¢alisilan inhibitdr molekiilleri arasinda
tirosinaz i¢in en diisiikk ICso degerine sahip olan 7. molekiiliin inhibisyon tiirii yarigmasiz
olarak belirlendi. Bu sonugtan da anlasilacagi lizere inhibitdr molekiilii enzime aktif bolgede
degil de aktif bolgenin disinda bir yerde doniisiimlii olacak sekilde baglanmaktadir. Fakat
tirosinaz i¢in yapilan molekiiler modelleme calismalarinda ise 7. molekiiliin en yiiksek
etkinlige sahip olan li¢ molekiil arasinda (AG degerleri arasinda biiyiik farkliliklar
olmamakla birlikte) iiclincii sirada yer aldigi gozlendi. Bu durum, molekiiler modelleme
caligmalarinda inhibitér molekiiliiniin hedef enzimin aktif bolgesinde yaptig1 etkilesimlerin
incelenmesi ve bu bolge icin baglanma enerjisinin hesaplanmasina atfedilebilir. Dolayisiyla
in vitro ¢aligmalar sonucunda elde edilen bulgular ile in siliko ¢alismalar sonucu elde edilen
bulgularin farkliliklar gostermesi ¢aligmalarin tabiati geregidir. Benzer yorumlar ve
yaklagimlar alfa amilaz enzimi i¢in de yapilabilir.

In siliko olarak gerceklestirilen bir diger calisma ise molekiillerin Lipinski'nin bes
kuralina uygun olarak ADME 6zelliklerinin belirlenmesidir. Her bir inhibitér molekiilii i¢in
gerceklestirilmis olan ADME c¢alismalarinda molekiillerin ilag aday1 olabilme potansiyelleri
incelendi (Tablo 13). Lipinskinin bes kuralina gore yeni tasarlanmis molekiillerin oral
emilimi i¢in, molekiil agirhigi (MW) < 500 dalton, oktanol su dagilim katsayis1 (miLogP)
<5, hidrojen bag1 dondr sayist (n-OHNH) <5-hidrojen bagi alicilarin sayisi (n-ON) <10,
donebilir bag sayis1 (n-ROTB) <10 ve topolojik polar yiizey alan1 (TPSA) <140 A’ olmalidur.
Eger inhibitér molekiiliiniin agirligi 500 g/mol’den kiigiik ise kolay diflizyon ve emilime
sahip oldugunu, oktanol-su dagilim katsayis1 5’ten kiiciik ise iyi bir membran gegirgenligi
gosterdigini ve topolojik polar yiizey alan1 140 A”tan kiiciik ise molekiiliin tasinmasinin
daha kolay bir sekilde gergeklestigi hakkinda bilgi vermektedir [180]. Inhibitdr molekiilleri
9% ABS orani acisindan ele alindiginda %82.54-%97.69 arasinda degismekte olan bir emilim

sergilemektedir ve bu da anlamli bir oral biyoyararlanim o6zelligine sahip olduklarini
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gostermektedir. Buna gore, bu calismada kullanilan sekiz adet inhibitor molekiiliiniin
belirtilen bagliklar altinda incelendiginde iyi birer ilag aday1 olabilecekleri gozlendi.

Sonug olarak, in vitro ve in siliko olarak gergeklestirilen tim ¢alismalarin bulgular
dikkate alindiginda 7. ve 5. molekiiliin sirasiyla tirosinaz ve alfa amilazin inhibisyonuna
yonelik potansiyel birer inhibitor olarak degerlendirilebilecekleri ve bu enzimlerin
inhibisyonuyla hastalik halinin ortadan kaldirilabilecegi etkili birer ila¢ aday molekiilii
olabilecekleri sOylenebilir. Siiphesiz ki bu ihtimali giliclendirmek, daha ileri diizeyde

birtakim ¢aligmalarin yapilmasini gerekli kilmaktadir.



5. ONERILER

Yapilan deneysel ve teorik calismalarin ardindan elde edilen bulgular neticesinde

varillan sonuclar degerlendirildiginde asagida sunulan Onerilerin ileri bir ¢aligma olarak

dikkate alinabilecegi sdylenebilir.

1.

Enzimlerin aktif bolge yapilar1 ve topolojileri dikkate alinarak uygun konumda,
uygun substitliye gruplar iceren piperazin-triazol yapisi iceren farkli yeni hibrit
molekiiller tasarlanabilir, sentezlenebilir ve bu molekiillerin inhibisyon profilleri
incelenebilir.

Organik molekiilleri, in siliko olarak, enzimlerle aktif bolge disinda farkh
bolgelere baglanmak ilizere etkilestirip eslik eden baglanma
enerjilerinin belirlenmesi yoluna gidilebilir.

Organik molekiillerin suda c¢oziiniir formlar1 (tuzlari) sentezlenerek deneysel
caligmalardaki ~ molekiillerin ~ ¢Oziiniirlik  problemlerinden  kaynaklanan
olumsuzluklar bertaraf edilebilir ve inhibisyon profilleri yeniden ele alinabilir.

Elde edilen verilerin gerek in vitro hiicre kiiltlirii ¢alismalar1 gerekse in vivo
deneysel hayvan ¢aligmalar1 ile desteklenmesi durumunda inhibitorlerin klinik

kullanimlarmin giindeme gelebilecegi ongoriilmektedir.
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