Igdir Universitesi Fen Bilimleri Enstitiisii Dergisi, 14(2), 812-821, 2024

Journal of the Institute of Science and Technology, 14(2), 812-821, 2024

ISSN: 2146-0574, elSSN: 2536-4618
DOI: 10.21597/jist.1470721

Kimya / Chemistry
Arastirma Makalesi / Research Article

Gelis tarihi / Received: 19.04.2024 Kabul tarihi / Accepted:11.05.2024

Atf icin: Tiirkan, F. ve Akil, K. (2024). Piperidin Halkasi Igeren Baz1 Molekiillerin Glutatyon S-Transferaz ve Kolinesteraz Enzimleri
Uzerine Etkilerinin Teorik ve Deneysel Olarak Incelenmesi. Igdwr Universitesi Fen Bilimleri Enstitiisti Dergisi, 14(2), 812-821.

To Cite: Tiirkan, F. & Akil, K. (2024). Theoretical and Experimental Investigation of the Effects of Some Molecules Containing
Piperidine Ring on Glutathione S-Transferase and Cholinesterase Enzymes. Journal of the Institute of Science and Technology, 14(2),
812-821.

Piperidin Halkas1 iceren Baza Molekiillerin Glutatyon S-Transferaz ve Kolinesteraz Enzimleri Uzerine Etkilerinin Teorik ve

One Cikanlar:

1-(2-Furylmethyl) piperidine-3-carboxylic
acidhydrochloride molekiiliiniin BChE,
AChE ve GST enzimi i¢gin etkin bir
inhibitér oldugu ortaya ¢ikmistir.
3-Chloro-4-(3,5-dimethyl-1-piperidinyl)
aniline molekiiliniin BChE, AChE ve GST
enzimleri i¢in 6nemli bir inhibitor oldugu
goriillmiistiir.

1-(2-Furylmethyl) piperidine-3-carboxylic
acidhydrochloride GST enzimi i¢in diger
molekiil ve bilinen ¢ogu molekiilden daha
iyi bir inhibitor olarak gézlemlenmistir.
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OZET:

Bu ¢alismadasg biinyesinde piperidin halkasi bulunduran 1-(2-Furylmethyl) piperidine-
3-carboxylic acidhydrochloride (molekiill 1), ve 3-Chloro-4-(3,5-dimethyl-1-
piperidinyl) aniline (molekiill 2) molekiillerinin asetilkolinesteraz (AChE) ve
biitirilkolinesteraz (BChE) ve glutatyon s-transferaz (GST) enzimleri i¢in inhibisyon
etkileri incelendi. Inhibitorler icin hem ICsy hem de Ki calismalari yapildi. Tiim
molekiillerin her {i¢ enzim i¢in de iyi birer inhibitér oldugu bulundu. 2.9987+0.2555
Ki degeriyle AChE enzimi igin, 1.930140.2563 Ki degeriyle de BChE enzimleri i¢in
molekiil 2° nin etkin inhibitor oldugu bulundu. GST enzimi i¢in ise en etkili inhibitor
4.21740.3759 degeriyle molekiil 1 tespit edilmistir. Calismada etakrinik asit (EA)
GST enziminin, takrin (TAC) ise kolinesteraz enzimlerinin pozitif inhibitorii olarak
kullanildi. Molekiillerin standartlardan daha etkin olduklar1 ve sonucuna ulasildi.
Ayrica molekiiler doking yapilarak enzim inhibitor etkilesimi teorik olarak incelendi.

Theoretical and Experimental Investigation of the Effects of Some Molecules Containing Piperidine Ring on Glutathione S-

Transferase and Cholinesterase Enzymes

Highlights:

It turns out that molecule 1-(2-
Furylmethyl) piperidine-3-carboxylic
acidhydrochloride is an effective inhibitor
of BChE;AChE and GST enzyme.
Molecule 3-Chloro-4-(3,5-dimethyl-1-
piperidinyl) aniline has been shown to be a
significant inhibitor of BChE, AChE and
GST enzymes.
1-(2-Furylmethyl)piperidine-3-carboxylic
acidhydrochloride has been observed to be
a better inhibitor of the GST enzyme than
other molecules and most known
molecules.
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ABSTRACT:

In this study, the inhibition effects of aniline molecules of 1-(2-Furylmethyl)
piperidine-3-carboxylic acid hydrochloride (molecule 1), and 3-Chloro-4-(3,5-
dimethyl-1-piperidinyl) aniline (molecule 2), which contain piperidine ring, on the
enzymes of acetylcholinesterase (AChE) and butyrylcholinesterase (BChE) and
glutathione s-transferase (GST) were investigated. The studies of 1Csy and Ki were
performed for the inhibitors. All the molecules were found to be good inhibitors for
the three enzymes. Molecule 2 was detected to be an effective inhibitory with Ki
values of 2.9987+0.2555 for the AChE enzyme and 1.9301+0.2563 for the BChE
enzyme. Molecule 1 was found to be another effective molecule with a Ki value of
4.21740.3759 for the GST enzyme. Ethacrynic acid (EA) and tacrine (TAC) were
used as positive inhibitions for enzymes of GST and cholinesterases, respectively. The
studied molecules were detected to be more effective compared to the standard
compounds. Additionally, enzyme inhibitor interaction was examined theoretically by
molecular docking.
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GIRIS

Piperidin halkas1 igeren molekiillerin toksik etkilerinin daha diisiik olmas1 ve bu molekiiller
biyolojik aktiviteyi artirmalarindan dolay1 ilag endiistrisinde sik¢a kullanilmaktadirlar( Lazewska ve
ark., 2006; Lazewska ve ark., 2008). Acik hali CsH1;N olan yapida karakteristik kokuya sahip bir
stvidir. Islevsellestirilen piperidinler, dogal iiriinlerde ayrica anopterin, pergolin, skopolamin ve morfin
gibi birgok aktif bilesikte en yaygin yap1 taslarindandir (Buffat, 2004). Piperidin, periferik sinir sistemi
tizerinde giiclii nikotin etkisi gibi etkiler gosterir ve ayrica merkezi sinir sistemi eylemlerine sahip
oldugu bilinir. Piperidinlerin davranis diizenlenmesi ve bazi sinirsel islevlere hizmet etmesi gibi
etkileri olan bir madde oldugu disiiniilmektedir (Kasé, Kataoka, ve Miyata, 1967). Piperidin
molekiilleri yapisinda azot bulunduran diger heterosiklik molekiillerden farkli bir 6neme sahiptirler.
Gida katki maddesi olarak kullanilmalarinin  yaninda bazi farmasoétiklerin  liretiminde de
kullanilmaktadirlar. Ayrica gida hammaddelerin yapisinda ve sebzelerde dogal olarak bulunabilen bir
organik molekiildir (Neurath ve ark., 1977).

H
N

Sekil 1. Piperidin

Piperidin halkasin1 barindiran bilesiklerin antihiv, antikanser, antifunggal, antibakteriyel gibi
farmakolojik aktivitelerinin disinda klinikte kullanilan pek ¢ok ila¢ etken maddesinin ana iskeletini
olusturmaktadir. Bunun disinda bu halkayr barindiran paroksetin gibi antidepresan ilacin etken
maddesinin ana iskeletini olusturmaktadir. Endiistride ise katalizor, ara madde, sertlestirici, kompleks
yapici ajan ve ¢Oziicli olarak da kullanilmaktadirlar (Abrunhosa-Thomas ve ark., 2013; Kaya, 2018).

Kolinesteraz enzimlerinin insan viicudunda iki ¢esidi bulunmaktadir. Bunlar asetilkolinesteraz
(AChE;EC 3.1.1.7) ve biitirilkolinesteraz (BChE; EC 3.1.1.8) enzimleridir (Shidore ve ark., 2016).
Farkli kromozomlar tarafindan kodlanan bu enzimler yaklasik %65 civarinda benzerlik gosterse de
yetiskin bir bireyde AChE enzimi BChE enziminden daha fazla oranda bulunmaktadir. Beyindeki
kolienesteraz aktivitesinin %80’inden AChE enzimi sorumludur (Greig, 2001).

Asetilkolinesteraz enziminin viicuttaki gorevleri, sinaps ve miyondral kavsakta asetilkolinin ¢ok
hizli hidrolizini gergeklestirmektir; bu da sinir impulsunu sonlandirilarak gereksiz uyarilmalarin {iniine
gecilmesini saglar. 537 amino asit igeren bir polipeptitmonomer olan asetilkolinesteraz enzimi
(AChE), bir saniye iginde 250000 asetilkolin molekiiliinii parcalayabilmektedir (Demir ve Tiirkan,
2022). Asetilkolinestaz (AChE), sinir sisteminin en etkili enzimlerinden biridir ve kolinerjik
nordtransmisyonda 6nemli bir rolii vardir (Umar ve Aisami, 2020).

Glutatyon S-transferazlar (GSTs) oOnemli antioksidan enzim grubundadir. Glutatyon S-
transferazlar (GST'ler), faz II metabolizmasinda yer alan mitokondriyal, sitozolik ve mikrozomal
enzimlerdendir (Tirkan ve Huyut, 2018). Bu enzimler hiicreye toksik sekilde etki ederek hiicreyi
oldiiren ya da fonksiyonunu durduran sitotoksik ajanlari canli organizmadan fizyolojik ve tibbi olarak
uzaklasmasi ve hiicre i¢in makromolekiillerin zarar gérmemesi gibi biiyilk 6nemde rol oynarlar. GST
genleri polimorfik 0Ozellige sahiptirler. Bu da enzimin aktivitesi ve miktarinda degisiklikler
gostermesine neden olur. Oksidatif stres; kanser, ateroskleroz, diyabet ve benzeri ¢esitli hastaliklarin
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tiiremesine dolayli olarak destek olabilmektedir. GST, oksidatif stresin olusturdugu harabiyete karsi
olusmus olan defans mekanizmalarindandir (Orhan, 2011).

Biitirilkolinesteraz (BChE) ve Asetilkolinesteraz (AChE) benzer bir yapiya sahiptirler fakat
substrat ozgiilleri ve ACh'yi hidrolize edebilme kabiliyetleri noktasinda farklidirlar. BChE'in
asetilkolin hidroliz etme hizi, AChE'ninkinden daha yavastir ve ACh'nin bozulmasina katkisi, AChE
yoklugunda ikame olarak kullanilmasina neden olur. BChE karacigerde {iretilir. Siiksinilkolin, aspirin,
ksenobiyotikler, asetanilid ve aglik hormonu ghrelin dahil olmak iizere ¢esitli maddelerin hidrolizinde
bulunur (Gok, Cicek, Sari, ve Bodur, 2023). Biitirilkolinesterazin fizyolojik islevi heniiz tam
O0grenilmemistir. Butirilkolinesterazin atipik bir formu ya da aktivitesinin yoklugu, kas gevsetici
suksametonyumun uygulanmasini takiben uzun siireli apneyeneden olur (Allderdice ve ark., 1991).
Butirilkolinesteraz gida ve ilaglardaki biyoaktif esterlerin metabolize edilmesine yardimei olur
(Brimijoin ve ark., 2016). BChE, diisiik dozda organofosfor ve karbamatlh pestisitleri temizler ve
boylece insanlara bu zehirlerin toksiklerden koruma saglar. BChE'nin bu koruyucu gorevi, pestisit
uygulayicilarinin - herhangi  bir klinik zehirlenme Dbelirtisi  goriillmeden BChE aktivitesini
azaltabildiginin bulunmasiyla a¢iklanmistir (Lockridge ve Masson, 2000).

Literatiirde bu enzimlerin inhibisyonu i¢in ideal 6zelliklere sahip inhibitérlerin bulunmasina
yonelik caligmalarda farkli bilesik siniflarindan molekiiller veya yeni hibrit molekiiller kullanildig:
goriilmektedir (Esmer, 2022). Bu molekiillerin AChE, BChE ve GST enzimleri iizerine inhibisyon
etkileri hem teorik olarak hem de deneysel olarak ilk defa ¢alisilacaktir.

MATERYAL VE METOT

Materyal

Calismalar icin gerekli olan biitliin malzemeler SigmaAldrichCompony’den temin edilmistir.
Calisma boyunca laboratuvarda kullanilan kimyasallar, 5,5-dithio-bis-(2-nitrobenzoik asit (DTNB),
asetilkoliniyodat (AChI), trihidroksimetilaminometan (Tris), hidroklorik asit (HCI), Takrin, sodyum
fosfat, EDTA, sodyum sitrat; 1-kloro-2,4- dinitrobenzen (CDNB), etakrinik asit, potasyum fosfat
dibazik (KH2PO4), Etilendiamintetra asetik asit (EDTA), Glutatyon (GSH), sodyum hidroksit
(NaOH), etanol (C2H50H), biitirilkoliniyodat (BChI). inhibisyon ¢alismasinda kullanilan enzimler
Asetilkolinesteraz enzimi (AChE), Glutatyon S-transferaz Enzimi (GST), biitirilkolinesteraz (BChE)
SigmaAldrichCompony’den temin edilmistir.

Inhibitor ¢ozeltilerin hazirlanmasi

Calismada kullanilan inhibitorlerin hepsi (molekiil 1, molekiil 2) i¢in 1mg tartildt ve 1 ml
etanolde ¢oziildii ve stok ¢ozeltiler hazirlandi. Daha sonra her bir inhibitér igin 100 pL alindi ve distile
su ile 1000 pL’ye tamamlandi.

Metot

AChE/BChE enziminin aktivite 6l¢iimii

Kolinesteraz enzimlerinin aktivite dl¢iim yontemleri Ellman yontemi ile saglandi (Ellman ve
ark., 1961). Bu enzimler asetilkolinin (ACh) tiyokoline hidrolizini katalize ederler. Tiyokolinin var
olma formiilii 5-tiyo-2-nitrobenzoik asitin ortaya ¢ikiginin sebep oldugu sari bir rengi tiireten 5,5°-
ditiyobis (2-nitrobenzoik asit) (DTNB) ve tiyokolinin tepkimesinin takibi ile sar1 renge sahip olan
anyonun olusum orani (renk siddeti) 412 nm’de 6lctilerek belirlenmektedir.
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GST enziminin aktivitesi 6l¢timii

Glutatyon S-transferaz (GST) enzimi, glutatyon molekiilii ile aromatik bir elektrofilin
birlesmesini katalize eder. CDNB (1-kloro-2,4-dinitrobenzen) en sik kullanilan aromatik elektrofildir.
Bu substratin harcanmasiyla ortaya ¢ikan dinitrobenzen S-glutatyon (DNB-SG) son iiriinii en yogun
340 nm’de absorbans gostermektedir. Bu sayede bahsettigimiz dalga 26 boyundaki absorbans artigini
da kullanarak aktivite hesaplamasi saglanabilir. Belirtilen metot baz alinarak aktivite 6l¢iimlerimizi
yapabildik. Tiim toplam hacmin ImL’i gegmeyecegi sekilde bir karisim aktivite 6lglimii yapabilmek
amaciyla hazirlandi. Bunun i¢in kor olarak hazirlanilan kiivete 0.1 M 200 pl fosfat tamponu
(K2HPO4/KH,PO4 pH:7.0) 25 mM 20 pl %95'lik CDNB (etanol iginde), 20 mM 50 pl GSH ve 730 pl
saf su ilavesi gerceklestirdik. Aktivite 6l¢iimii yapilacak kiivetlere ise 0.1 M 200 ul (K;HPO4/KH,PO,
pH:7.0) 25 mM 20 ul %95'lik CDNB (etanol igerisinde) ve 20 mM 50 pl GSH katild1 ve ¢alkalandi.
Ardindan enzim 6rnegi 20 pl'lik olacak sekilde vakit kaybedilmeden dahil edildi. Sonrasinda kiivet
spektrofotometreye konuldu ve okumaya gegildi. Tiim okumalar 3 dakika igerisinde 60 saniyede bir
yapildi. Elde edilen absorbans degerleri hesaplandi ve not alindi (Habig ve ark., 1974).

Molekiiler kenetleme yontemi

Bu molekiillerin molekiiler yerlestirme skorlarini hesaplamak icin Molecular Graphics
Laboratory yazilim paketinin bir pargasi olan AutoDock aract kullanilmistir. Izgara kutular
asetilkolinesteraz (AChE), biitirilkolinesteraz (BChE) ve glutatyon S-transferaz (GST) enzimlerinin
tiim yiizeyini kapsayacak sekilde tanimlanmistir. AChE (pdb kodu: 7XN1, 2.85 A) ve GST (pdb kodu:
3DK9, 0.95 A) ve BChE (pdb kodu: 4BDS, 2.10 A) enzimlerinin 3 boyutlu x-15m1 kristal yapist,
Protein Data Bank'dan pdb formatinda elde edildi (Cetin ve ark., 2021). Proteinlerden su molekiilleri
uzaklastirildi, ardindan polar hidrojen baglar1 eklenerek ve Kollman yiikleri atanarak proteinler
molekiiler kenetleme islemine hazir hale getirildi. Segilen enzimlerin inhibitor ile kompleks halindeki
yapilar1 Autodock Vina yazilimi kullanilarak hazirlandi (Huey ve ark., 2012). Segilen molekiillerin 3
boyutlu yapilart Chemdraw Ultra 8.0 yazilimi ile ¢izildi. Bu molekiillerin 3 boyutlu yapilart sdf
formatinda kaydedildi. Cikt1 dosyalar1 Babel-2.4.0 yazilim1 kullanilarak pdb formatina donistiiriildii
ve pirazol molekiillerinin enerji minimizasyonu Avogadro yazilimi tarafindan gerceklestirildi ve
pirazol molekiillerine hidrojen baglar1 eklendi ve Autodock 1.5.6 kullanilarak donebilen baglar ve
Gasteiger yiikleri atandi. Yazilim ve daha sonra pirazol molekiilleri daha sonraki yerlestirme islemleri
icin pdbqt'ye kaydedildi. Baglanma ceplerinin koordinatlari, segilen her bir enzime 6zgii boyutlarla
ayarlanmistir. Docking simiilasyonlar1 i¢in kullanilan parametreler 50 calistirma ve 300 popiilasyon
boyutunu igeriyordu. Kullanilan molekiiler kenetleme i¢in dogrulugunu ve giivenilirligini dogrulamak
icin standart bir validasyon siireci uygulandi. Bu gegerlilik siireci, taniml1 bir protein-ligand kompleksi
seti lizerinde yapilan kenetleme islemlerinin sonuglarini dikkatlice karsilagtirarak gerceklestirildi.
Enzim-pirazol molekiilii komplekslerinin 2D ve 3D pozlarit BIOVIA Discovery Studio yazilimi
kullanilarak gorsellestirildi. Daha sonra, enzim-pirazol molekiil komplekslerinin ligand verimlilikleri,
baglanma enerjileri, inhibisyon aktiviteleri, hidrojen baglar1 ve bag uzunluklar1 AutoDock Tools
yazilimi (stirim 1.5.6) kullanilarak analiz edilmistir (Trott ve Olson, 2010).

BULGULAR VE TARTISMA

1-(2-Furylmethyl) piperidine-3-carboxylic acidhydrochloride (molekiill), ve 3-Chloro-4-(3,5-
dimethyl-1-piperidinyl) aniline (molekiil 2) molekiilleri inhibitdr olarak kullamldi. Inhibisyon
caligmalari tiim enzimler i¢in ICsg ve Ki olmak iizere iki basamakta gerceklestirildi.
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Molekiil 1’in ICsy degerleri AChE enzimi i¢in 5.25 uM ve R® degeri 0.9438; BChE enzimi i¢in
3.98 uM ve R? degeri 0.9928; GST enzimi icin 4.78 uM ve R? degeri 0.9923 olarak bulundu. Molekiil
2’in 1Csg degerleri AChE enzimi i¢in 4.97 uM ve R’ degeri 0.9917; BChE enzimi i¢in 4.75 uM ve R2
degeri 0.9728; GST enzimi i¢in 4.39 uM ve R? degeri 0.9984 olarak bulundu. Kolinesteraz enzimleri
icin standart olarak Takrin (TAC) molekiili ¢alisildi(Boy ve ark., 2021; Turan ve ark., 2021). ICs
degerleri AChE i¢in 5.87 uM ve R? degeri 0.9962; BChE enzimi igin 6.02 uM ve R? degeri 0.974
olarak bulundu. GST enziminin standart inhibitorii olan Etakrinik Asit (EA) calisildi (Aydin,
Yurtvermez, Sentiirk, Kazaz, ve Cakir, 2019; Adnan Cetin ve ark., 2021) ve I1Cs degeri 4,05 uM ve R?
degeri 0.9955 olarak bulundu (Tablo 1).

Inhibisyon calismasinin ikinci basamaginda AChE enzimi iizerine molekiil 1 ve molekiil 2’nin
Ki degerleri 5.8517+1.2057 ve 2.9987+0.2555; BChE enzimi sonuglart 2.3637+0.7802 ve
1.9301+0.2563 olarak bulundu. Pozitif kontrol olarak Takrin molekiilii ¢alisildi ve sonuglar sirasiyla
6.0973+£1.6961 ve 2.564+0.05667 seklinde belirlendi. Degerler incelendiginde her iki molekiiliinde
standarttan daha iyi birer inhibitdr oldugu goriilmektedir. GST enzimi iizerine molekiillerin Ki
sonuglari ise sirastyla 4.217+0.3759 ve 6.5307+0.8824 olarak bulundu. Her ii¢ enzim i¢in en iyi Ki
degerini gosteren molekiillerin Lineweaver Burk grafikleri Sekil 2° de gosterilmistir. Standart inhibitor
olarak Etakrinik asit ¢alisildi ve Ki degeri 5.9117+0.811 olarak bulundu. Molekiil 1’in hem molekiil 2’
den hem de standart inhibitérden daha etkin oldugu goriildii. Tim bulgular tablo 1’ de verildi.
Sonuglar literatiirle karsilastirildiginda sonuglarimizla uyumlu mikromolar diizeyde inhibisyon
sonuclarinin elde goriilmektedir. Ayrica ¢alismalarda kullanilan pozitif kontrollerinde sonuglarimizi
destekledigi goriilmektedir (Turkan ve ark., 2019a; Turkan ve ark., 2019b; Tirkan ve ark., 2020;
Turkan ve ark., 2021, Balc1 ve ark., 2023).

Tablo 1. Inhibisyon Calisma Bulgular:

AChE BChE GST
Molekiiller 1Cso R? Ki (uM) 1Cso R? Ki (uM) 1Cso R? Ki (uM)
(M) (uM) (uM)
Molekiil 1 525 0.9438 5.8517£1.2057 398 09928 2.3637£0.7802 478  0.9923  4.217+0.3759
Molekiil 2 497 09917 2.9987+0.2555 475 09728 1.9301+0.2563  4.39  0.9984  6.5307+0.8824

Takrin* 587 09962 6.0973+1.6961 6.02 0.9740  2.564+0.05667

Etakrinik asit** 4.05 0.9955 5.9117+0.811

*AChEve BChE enzimlerinin standart inhibitor, ** GST enziminin standart inhibitoriidiir.

Pirozol molekiillerini iceren ve AChE ile GST enzimleri i¢eren bir ¢alismada yapilan inhibitor
degerleri beklenilen degerlerden daha standart ¢ikmistir. Yapilan calisma i¢in Cetin ve ark. ikame
edilmis pirozol bilesikleri ile enzim inhibitdr deneylerinin yeni ila¢ arastirmalarinda 6énemli bir arag
oldugunu kamtlanmislardir. Inhibitér maddelerin yeteri kadar bilinmemesi ve galismalarla ortaya
cikacak olmasi ¢aligmalarin artirllmasinin getirdigi zorunlulugu gostermektedir (Cetin ve ark., 2022).
Glutatyon S-transferaz enzimleri endojen molekiiller, kemoterapik ilaglar, ¢evresel karsinojenler
olmak tiizere ksenobiyotiklerin genis spektrumunu toksinlerinden ayirabilirler. Glutatyon transferazlar,
belirli metabolitleri toksiklik miktar1 daha minimal olan maddelere doniismesini katalize etmektedirler.
Cogunlukla detoksifikasyonla sonuclanmis olan faz II reaksiyonlar1 igerisinde organizmayi ¢ok yogun
olan reaktif elektrofilik cisimlerin ataklarmma kars1 koruyan GST enzimleri yardimiyla gerceklesen
glutatyonun konjugasyon reaksiyonlaridir. Bir ¢alismada bazi antibiyotiklerin az miktarda olan
dozlarda GST enzimini inhibe edebildigi sonucuna ulagilmistir. GST enzimi inhibasyon maddesinin
cesitliliginin yeteri kadar bilinip bilinmedigini diisiindiirmektedir (Tiirkan ve Atalar, 2018).
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Sekil 2.AChE, BChE ve GST enzimleri i¢in en iyi inhibitoriin Lineweaver Burk grafikleri

Sicanlar ile ilgili yapilan bir ¢alismada ise BChE’nin uzun siireli inhibisyonu ve ACh seviyesinin
yiikselmesi durumunda uzun vadeli giiclenme goriilmiistiir. Bu olgular ayn1 zamanda yasl sigcanlarin
biligsel yeteneklerini (labirentte gezinebilme gibi) gelistirmistir. Bu ¢alismaya GST inhibisyon etkileri
de eklenirse bu ve benzeri calismalar degisebilir (Greig ve ark., 2005). AChE inhibitérlerinin
potansiyel bir kaynagi kesinlikle dogadaki bitkilerin bollugu tarafindan karsilanmaktadir ve bir
caligmada farkl1 bitkiler ele alinarak bilinen inhibitdr sayisini artirmak istemistir. Bu iletisimde ¢ok
sayida bitki bileseni ve AChE inhibitorleri olarak gelecek vaat eden bitki tiirleri rapor edilmistir. Daha
genis arastirmalarla arastirilmayan bitkilerden de ¢ok sayida inhibitdr elde edilecegi diisiincesi
netlesmis ve daha ¢ok arastirmaya yonelmemiz gerektigi de vurgulanmistir (Mukherjee ve ark., 2007).

Molekiiler kenetleme ¢calismalar:

Molekiiler kenetleme caligsmalari, ilag kesfi ve gelistirme siireclerinde kritik bir rol oynar. Bu
yontem, potansiyel ila¢ molekiillerinin biyolojik hedeflerle nasil etkilesime girebilecegini anlamamiza
olanak tanir (Yuriev ve Ramsland, 2013). Ayrica, biyolojik molekiiller arasindaki etkilegsimleri ve
baglanma modellerini anlamak i¢in kullanilir. Bu sayede, hastaliklarin temelinde yatan biyolojik
stirecleri hedefleme ve yeni tedavilerin gelistirilmesi miimkiin olur. Ayn1 zamanda, ila¢ tasarimi ve
optimizasyonunda da onemli bir arag olan molekiiler kenetleme, daha etkin ve secici ilaglarin

817



Fikret TURKAN ve Kiibra AKIL 14(2), 812-821, 2024

Piperidin Halkas iceren Baz1 Molekiillerin Glutatyon S-Transferaz ve Kolinesteraz Enzimleri Uzerine Etkilerinin Teorik ve
Deneysel Olarak incelenmesi

gelistirilmesine de olanak saglar. Bu nedenle, molekiiler kenetleme g¢alismalari, tip ve biyoteknoloji
alanlarinda biiylik bir 6neme sahiptir. Bu yiizden bu molekiillerin ii¢ farkli enzimle olusturdugu
komplekslerin baglanma enerjileri ve etkilesimleri detayli incelenmistir. Tablo 1 de goriildiigi gibi,
AChHE ve Molekiil 1/Molekiil 2 bilesiklerinin olugturdugu komplekslerin baglanma enerjileri sirastyla -
5.7 ile -7.1 kcal/mol olarak o6lgiildii. Sadece Molekiil 2 kompleksi, standart ilag olan Takrin ile (-6.4
kcal/mol) kiyaslandiginda daha yiiksek bir baglanma enerjisine sahip oldugu belirlendi. Molekiil 1 ve
Molekiil 2 bilesikleri, AChE amino asit kalintilar1 Tyr510, Ala526 ve Glu202 ile konvansiyonel ve
geleneksel hidrojen baglar1 olusturdu (Sekil 1). Molekiil 2 ve AChE kompleksi arasinda olugan amino
asit kalintis1 Trp86 ile pi-pi stacked bagi gozlemlendi. Ayrica, her iki kompleksin Val 429, Arg525,
Gly523, Tyr449, Trp439, Tyr337, Tyr341 amino asit kalintilariyla alkil ve pi-alkil baglar1 yaptiklari
belirlendi.

Tablo 2. Enzim ve Molekiillerin Komplekslerinin Baglanma Enerjileri ve Molekiiler Etkilesimleri

Kompleks  Baglanma Afinitesi Etkilesim tiirii Etkilesen kalintilar
(kcal/mol)
AChE-1 -5.7 Konvansiyonel hidrojen, geleneksel hidrojen ve Tyr510, Ala526, GIn527, Val 429,
alkil baglari Arg525, Gly523
AChE-2 -7.1 Geleneksel hidrojen, pi-pi stacked ve pi-alkil Glu202, Trp86, Tyrd49, Trp439,
baglar1 Tyr337, Tyr341
BChE-1 -5.2 Konvansiyonel hidrojen, Karbon hidrojen, pi- GIn179, Phe217, Lys313, Lys190,
katyon ve pi-sigma baglar Thr218
BChE-2 -6.1 Van der Waals, Konvansiyonel hidrojen, amide-pi Glyl16, Glul197, Gly115, Pro84,
stacked ve alkil baglar Leul25
GST-1 -6.4 Konvansiyonel hidrojen, pi-alkil ve alkil baglari Asp363, Lys452, 11e367, Leu362,
Val341, Ala344, Pro340
GST-2 -6.6 Konvansiyonel hidrojen, pi-alkil ve alkil baglari Gly92, Phe94, Leu209, His75, 1199

BChE ve Molekiil 1/Molekiil 2 bilesiklerinin olusturdugu komplekslerin baglanma enerjileri
sirastyla -5.2 ile -6.1 kcal/mol olarak ol¢iildii. Her iki bilesigin enzimle olusturdugu komplekslerin
baglanma enerjileri Takrin ile (-7.0 kcal/mol) kiyaslandiginda daha diisiik bir baglanma enerjisine
sahip oldugu tespit edildi. Molekiil 1 bilesigi, BChE amino asit kalintilar1 GIn179, Phe217, Lys313 ile
konvansiyonel ve karbon hidrojen baglar1 olusturdu. Lys190 ve Thr218 amino asit kalintilarinin
Molekiil 1 ile pi-sigma ve pi-katyon baglar1 yaptig1 belirlendi. Molekiil 2 ve BChE kompleksi iginde
yer alan amino asit Glyl16 ile Van der Waals bagi gozlemlendi. GST ve her iki bilesik
komplekslerinin baglanma enerjileri sirasiyla -6.4 ile -6.6 kcal/mol olarak 6lgiildii. Molekiil 2-GST
enzim kompleksi, Molekiil 1-GST enzim kompleksinden daha yiiksek bir baglanma enerjisine sahipti.
Ancak, standart ila¢ olarak Etakrinik asitin (-7.2 kcal/mol) baglanma enerjisinden daha diisiikk oldugu
belirlendi. Molekiil 1 ve Molekiil 2 bilesikleri, GST amino asit kalintilar1 Asp363 ve Gly92 ile
konvansiyonel hidrojen baglar1 olustururken, GST amino asit kalintilar1 Lys452, Ile367, Leu362,
Val341, Ala344, Pro340 ve Phe94, Leu209, His75, 11e99 ile pi-alkil ve alkil baglar1 kurdu. Deneysel
inhibisyon sonuglari ile molekiiler kenetleme sonuglarini karsilagtirdigimizda, elde ettigimiz bulgularin
birbirine ¢ok benzeyen &zellikler tasidig1 goriilmektedir. Ornegin, molekiillerin ICsp ve Ki degerleri
hem birbirine yakin hem de standart bilesiklerden daha diisiiktiir. Benzer sekilde, molekiiler
kenetlemede baglanma enerjileri de bu deneysel sonuglarla uyumlu olarak gézlenmistir. Bu sonuglar
hem deneysel verileri dogrulamakta hem de molekiiler kenetleme yonteminin giivenilirligini
desteklemektedir.
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Sekil 3. Molekiillerin ve Enzimlerin 3D Etkilesim Diyagrami: 8) AChE-Molekiil 1 b) AChE-Molekiil 2 ¢) BChE-Molekiil 1
d) BChE-Molekiil 2 €) GST-Molekiil 1 f) GST-Molekiil 2

SONUC

Piperidin halkasi iceren 1-(2-Furylmethyl) piperidine-3-carboxylic acidhydrochloride (molekiil

1), ve 3-Chloro-4-(3,5-dimethyl-1-piperidinyl) aniline (molekiil 2) molekiillerinin hem kolinesteraz
enzimleri hem de glutatyon s-transferaz enzimi igin iyi birer inhibitor oldugu bulundu. Tim
molekiillerin standart inhibitdrlerden daha etkin oldugu goriildi. GST enzimi i¢in molekiil 1,
kolinesteraz enzimleri i¢in molekiil 2°’nin daha etkin inhibitér olduklar1 bulundu. Bu molekiiller i¢in in
vivo ¢aligmalar ve gerekli diger faz caligmalar1 yapilarak alternatif ila¢ olarak piyasaya sunulmasini

Onerebiliriz.
TESEKKUR

Bu calismanin deneysel kismi Igdir Universitesi Arastirma ve Uygulama Laboratuvarinda
gergeklestirilmistir.

Cikar Catismasi
Makale yazarlari aralarinda herhangi bir ¢ikar catismasi olmadigini beyan ederim
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Yazarlarin makaleye esit oranda katki saglamis olduklarin1 beyan ederim.
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