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OZET

Insan Monoamin Oksidaz A ve B Enzimlerinin 3-Arilkumarin

Tiirevleri ile Inhibisyonunun Arastirilmasi

Monoamin Oksidaz (EC-1.4.3.4, MAO), gesitli hiicrelerin mitokondri dis membraninda
bulunan, FAD-igeren bir flavoenzimdir. MAO, farkli ii¢ boyutlu yapi, substrat ve
inhibitor segim Ozellikleri ile birbirinden ayrilan ve MAO-A ve MAO-B enzimi olarak
isimlendirilen  iki izoenzim halinde bulunur. Bu izoenzimler monoamin
degredasyonunda ve dolayisiyla ndrotransmitorlerin inaktivasyonunda onemli gorev
alirlar. Bu nedenle spesifik MAO enzim inhibitorleri, ¢esitli norodejeneratif ve

norolojik rahatsizliklarin tedavisinde ilag olarak kullanilmaktadir.

Depresyon, giiniimiizde siklikla goriilen bir psikiyatrik hastaliktir ve tedavisi i¢in
gelistirilen yeni ilaglara ragmen halen 6nemli bir saglik sorunu olmaya devam
etmektedir. Alzheimer Hastaligi, kavrama ve konusma bozukluklari, hafiza kaybi ve
bircok davranis anormallikleri ile karakterize edilen, kronik nérodejeneratif bir
hastaliktir. Alzheimer Hastalig1 sanayilesmis iilkelerde, 6zellikle yaslilarda sik olarak
goriiliir ve bu iilkelerde baslica 6liim sebeplerinden biridir. Parkinson hastaligi kronik,
ilerleyici, norodejeneratif bir hareket bozuklugu hastaligidir. Parkinson Hastaligini
tamamen Onleyici bir tedavi olmamasina ragmen ¢esitli ilag ya da cerrahi tedavi
yontemleriyle hastalik semptomlarinda ¢esitli diizelmeler saglanabilmektedir. MAO-A
inhibitorleri depresyon ve anksiyete gibi norolojik rahatsizliklarin tedavisinde kullanim
alan1 bulurken, MAO-B inhibitorleri Parkinson ve Alzheimer Hastaliklarinin

tedavisinde kullanilmaktadir.

Kumarinler dogal ve/veya sentetik kaynakli olabilen ve antikanser, antimikrobiyel,
antioksidant ve antikoagulan Ozellikler basta olmak iizere pek ¢ok farmakolojik
Ozelliklere sahip olan benzopiran halka sistemine sahip organik bilesiklerdir. Son
yillarda yapilan c¢alismalarda ¢esitli kumarin tirevlerinin anti MAO etkileri

gosterilmistir.

Bu tez ¢alismasinda Marmara Universitesi Fen Edebiyat Fakiiltesi Biyokimya ve

Organik Kimya laboratuvarlarinda sentezlenmis ve yiiksek antioksidan aktiviteye sahip



cesitli 3-arilkumarin tiirevi bilesiklerin MAO-A ve MAO-B izoenzimleri lizerindeki

inhibe edici 6zellikleri ilk kez in vitro olarak incelendi.

Bu c¢alismamizda substrat olarak kullanilan p-tiraminin  MAO izoenzimleri ile
reaksiyonu sonunda agiga ¢ikan hidrojen peroksit, peroksidaz varliginda 10-asetil-3,7-
dihidroksifenoksazin (Amplex Red reaktifi) ile spektroflorometrik olarak ¢oklu plaka
okuyucuda tayin edildi. En yiiksek aktivite gosteren kumarin tiirevi 3-(fenildiazenil)-4-
hidroksikumarin olarak belirlendi (MAO-A ICsy: 204.28 uM, MAO-B ICs: 0.13 uM,
Segicilik Indeksi: 1582.9). En yiiksek aktivite gdsteren bu kumarin tiirevi igin farkl
substrat konsantrasyonlarinda kinetik c¢aligmalar gerceklestirilerek  inhibisyon
mekanizmasi karisik inhibisyon ve K; degeri: 0.0315 uM olarak tayin edildi. Elde edilen
bu sonuglar 3-(fenildiazenil)-4-hidroksikumarin tiirevinin MAO-B izoenzimini diisiik
konsantrasyonlarda, se¢cimli ve geri doniisiimlii olarak inhibe ettigini gostermektedir ve
Parkinson ve Alzheimer hastaliklarinin  tedavisinde kullanilabilmek {izere

gerceklestirilecek daha ileri in vivo galismalar igin timit vericidir.

Eyliil 2016 Elif Sahin



ABSTRACT

Investigation of the Inhibition of Human Monoamine Oxidase

A and B by 3-Arylcoumarin derivatives

Monoamine oxidase (EC-1.4.3.4, MAO) is a FAD-containing flavoenzyme located on
the outer mitochondrial membrane in various cells. MAO exists in two isoenzymes,
termed MAO-A and MAO-B which can be distinguished by differences in three-
dimensional structure, substrate preference, and inhibitor specificity. These isoenzymes
have important roles in degradation of mono amines and therefore inactivation of
various neurotransmitters. In this respect, specific MAO inhibitors could be used in

treatment of various neurodegenerative and neurological disorders.

Depression is the most common psychiatric disorder and despite the new drugs
developed it still persists as a major health problem. Alzheimer’s disease is a chronic,
neurodegenerative disorder that is characterized by a loss of memory and cognition,
decline in language and severe behavioral abnormalities. It is the most common form of
dementia among the elderly especially in industrialized countries and one of the leading
causes of death in developed countries. Parkinson's disease is a chronic, progressive
neurodegenerative movement disorder. Although there is no cure for Parkinson's
disease, drugs and surgery may provide symptomatic relief. MAO-A inhibitors are
prescribed for the treatment of mental depression and anxiety, while, MAO-B inhibitors

are used in symptomatic treatment of Parkinson’s and Alzheimer’s diseases.

Coumarins are natural and/or synthetic organic compounds with benzopyran ring
system which has various pharmacological properties such as anticancer, antimicrobial,
antioxidant and anticoagulant. In recent years, a number of coumarin derivatives had

been shown to have anti MAO activities.

In this study, various 3-arylcoumarin derivatives that have been synthesized at Marmara
University, Faculty of Arts and Sciences, Biochemistry and Organic Chemistry
Laboratories were investigated first time for their ability to inhibit the catalitic activity
of MAO-A and MAO-B in vitro.

Vi



For this purpose, H,O, which evolves from the reaction of our substrate p-tyramine and
MAO isoenzymes has been spectrofluorometrically determined using Amplex Red
Reagent. The most potent coumarin derivative has been determined as 3-
(phenyldiazenyl)-4-hydroxycoumarin (MAO-A 1Csp: 204.28 uM, MAO-B ICs;: 0.13
uM, Selectivity Index: 1582.9). For this the most potent coumarin derivative, inhibition
mechanism has been identified as mixed inhibition with a K; value of 0.0315 uM (31.5
nM). From these results, it may be concluded that 3-(phenyldiazenyl)-4-
hydroxycoumarin derivative selectively and reversible inhibits MAO-B at low
concentrations and it is promising in further in vivo studies for the treatment of

Parkinson’s and Alzheimer’s diseases.

September 2016 Elif Sahin
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1. GIRIS

1.1. Giris ve Amag

Monoamin oksidaz (EC-1.4.3.4, MAQO) flavin adenin diniikleotit (FAD) iceren ve
mitokondri zarmin disinda bulunan bir enzimdir ve biyolojik aminlerin oksidatif
deaminasyonunu katalizler. MAO aktivitesinin asir1 artis1  oksidatif stres ile
iligskilendirilen, doku ve noéronlarin dejenerasyonuna sebep olan hidrojen peroksit,
amonyak gibi toksik metabolitlerin asir1 derecede olusmasina da yol agar (Abdelhafez
ve ark.,2013). MAO, serotonin (5-hidroksitiriptamin, 5-HT), norepinefrin (NE) ve
dopamin (DA) gibi nérotransmiterlerin oksidasyonunda ve hiicre igi konsantrasyonunun
diizenlenmesinde 6nemli rol oynar. MAO enziminin ndrotransmiterlerin
metabolizmasinda yer almasi, MAO enzimini norolojik bozukluklarin tedavisinde

farmakolojik miidahale i¢in 6nemli bir hedef haline getirmistir (van den Berg ve ark.,

2007).

MAO enziminin, MAO-A ve MAO-B olmak iizere iki fonksiyonel izoenzimi
bulunmaktadir. (Chaurasiya ve ark., 2012). MAO’nun fonksiyonel izoenzimleri olan
MAO-A ve MAO-B aminoasit dizilimleri, dokulardaki dagilimlari, immiinolojik
Ozellikleri, substrat tercihleri ve inhibitor segiciliklerindeki farkliliklar ile birbirinden

ayrilirlar (Abdelhafez ve ark., 2013).

MAO-A ve MAO-B’nin inhibisyonu bu aminlerin yikimmi engelleyerek antidepresan
ve antiParkinson etki saglar. MAO inhibitorlerinin tedavide kullanilabilmesi igin MAO-
A veya MAO-B izoenzimlerini se¢imli olarak inhibe etmeleri gereklidir. Yasa bagh
olarak gozlenen Alzheimer Hastaligi (AH) ve Parkinson Hastaligi (PH) gibi
norodejeneratif hastaliklarin tedavisi i¢in se¢imli MAO-B inhibitorleri ¢ok biiyilik bir
potansiyele sahiptir (Chaurasiya ve ark., 2012).

Bu izozimlerden MAO-A segici olarak serotonin, epinefrin ve norepinefrini oksitler ve
selektif olarak klorgilin tarafindan inhibe edilmektedir. MAO-B ise; segici olarak
benzilamin ve B-fenetilamini metabolize eder ve selektif olarak selejilin ve rasajilin
tarafindan inhibe edilir (Matos ve ark., 2012; Abdelhafez ve ark., 2013). Dopamin ve



tiramin ise her iki izoenzim i¢in ortak substrattir. Fakat insan beynindeki dopamin

tercihen MAO-B tarafindan oksitlenir (Matos ve ark., 2012; Naoi ve ark., 2016).

Depresyon durumunda beyindeki noradrenalin ve serotonin, Parkinson hastaliginda ise
dopamin miktar1 6nemli Ol¢liide azalir (Lu ve ark., 2002). Son ¢alismalarda agresif
davranig 6rneklerinde MAO seviyesinde azalma tespit edilmistir (De Colibus ve dig.,
2005; Nandigama ve dig., 2001). MAO-A izoenziminin se¢imli inhibisyonu depresyon
tedavisinde onemli bir hedeftir. MAO inhibitérlerinin, dopaminerjik, serotonerjik ve
noradrenerjik sinir u¢larindaki MAO enzimini inhibe ederek bu ndrotransmitterlerin
yikimint azaltiklar1 ve boylelikle intrandronal diizeylerini arttirarak depresyona yol agan
norotransmitter eksikliginin oniine gectikleri ileri siirtilmiistir (Chaurasiya ve ark.

2012).

MAO-B inhibitorleri PH tedavisinde oldukca etkin olarak kullanim alani bulurken, baz1
klinik oncesi deneyler AH’nda MAO-B aktivitesinin bloklanmasinin kavrayis
becerilerini 6nemli dlglide arttirdigini géstermektedir (Stahl ve ark. 2008). Bu nedenle
giiniimiizde se¢imli MAO-B inhibitérlerine verilen 6nem gittikge artmaktadir (Shi ve
ark., 2000). Alzheimer ve Parkinson Hastaligi’nin patogenezinde rol oynayan dopamin,
MAO-B enzimi tarafindan metabolize edilen bir norotransmitterdir. MAO-B’nin inhibe

edilmesi ile AH nin tedavisinde kullanilabilecek yaklagimlardan biridir (Cai, 2014).

MAO inhibitérleri geri donisimlii ve geri doniisiimsiiz olmak iizere iki grupta
incelenebilir. Geri dontisiimsiiz inhibitorlere; hidrazin, siklopropilamin, proparjilamin
ve allilamin tiirevleri Ornek olarak verilebilir. Geri doniisiimlii olanlara ise;
piperidilbenzofuranlar, morfolinobenzamitler ve oksazolidizonlar 6rnek olarak

verilebilir (Cesura ve Pletscher, 1992).

MAQO inhibitérleri tiiberkiiloz tedavisinde kullanilan hidrazin yapili ve yapisal olarak
izoniazide ¢ok benzeyen iproniazidin antidepresan etkisi oldugu anlasilmasi ile tesadiif
sonucu kesfedilmistir. Hidrazin temelli MAO inhibitorleri igeren ilaglar 1950’°lerin
sonlarina dogru antidepresan olarak tedavi amaciyla kullanilmaya baslanmistir. Ancak
takip eden yillarda yapilan pek ¢ok calismayla hidrazin temelli MAO inhibitorlerinin
karaciger toksisitesine yol ac¢tigi bulunmustur. Bunun yani sira tedavi amaciyla
kullanilan se¢imli olmayan, geri doniisiimsiiz MAO inhibitorlerinin, tipki fazla miktarda

eskitilmis peynir tiikketiminin neden oldugu tiramin zehirlenmesinde (peynir etkisi)



goriilen ve oliimciil olabilen ani tansiyon yiiksekligi ve beyin kanamasina sebep oldugu
gozlenmistir. Bu nedenlerden dolayr bu grup ilaglarin klinik olarak kullanimlari da
kisitlanmustir (Coutts, R. T., Baker ve G. B., Danielson, 2000) ve yapilan arastirmalar
farkl1 kimyasal yapilara sahip, se¢cimli ve geri doniisiimlii inhibitorlerin bulunmasi

tizerine yogunlasmistir (Chaurasiya ve ark., 2012).

MAO aktivitesinin agir1 artisginin olumsuz etkilerinden birisi de hiicredeki redoks
dengesinin bozulmasidir. Serbest radikaller, eslesmemis bir elektron iceren, yiliksek
seviyede reaktif atom ya da molekiillerdir. insan viicudunda dogal metabolik olaylar ile
serbest radikaller olusmaktadir (Sohol, RS., 1993). Viicutta siiregelen bu isleyis serbest
radikaller lehine bozuldugu zaman bir¢ok patolojik durum ortaya ¢ikmaktadir ve bu
patolojik olaylar oksidatif stres olarak adlandirilmaktadir (Yen ve Wu 1999). Oksidatif
stresin, enzim inaktivasyonu, lipit peroksidasyonu, kanser, immiin sistem bozuklugu,
DNA hasar1 ve norodejeneratif rahatsizliklar gibi bir¢ok rahatsizlikta etkisi oldugu
saptanmistir (Halliwell, B., 1997). Serbest radikal yaratan kaynaklara radyasyon, viriis,
ultraviyole 1sinlar, hava kirliligi, sigara, stres, cesitli zararli kimyasallar ve pek ¢ok
farkl1 etken 6rnek olarak gosterilebilir. Antioksidanlar ise serbest radikalleri etkisiz hale
getirerek viicudun etkilenmemesini ve redoks dengesinin yeniden kurulmasini saglayan

maddelerdir (Bolzan, D.A ve Bianchi, 1997).

Endoplazmik retikulum, mitokondri ve c¢ekirdek membraninda yer alan serbest
radikaller ile olusan oksidatif stres, Parkinson hastaliginda nérodejenerasyon olusumu
ve ilerleme stirecinde dnemli gorev almaktadir. Reaktif oksijen tiirleri olarak tanimlanan
hidrojenperoksit, siiperoksit ve hidroksil radikaller mitokondrilerde oksidatif
fosforilasyon ile molekiiler oksijenin suya indirgenmesi sirasinda olusur. Ayrica, in
vitro veriler, glutamat stimiilasyonu ile iligkili ndronlarin oksijen radikalleri olusumu ile
etkilestiklerini gostermistir. Bu radikaller, tekrar hem glutamat salinimina hem de geri
alimin inhibisyonuna yol acarlar ve boylece bir kisir dongii gergeklesir (Herdegen T.
1997). Bunlara ek olarak dopaminerjik noronlarda MAQO araciligi ile dopaminin
oksidatif deaminasyonu ve otooksidasyonu ile hidrojen peroksit ve diger oksijen
radikalleri olusur. Gii¢lii antioksidanlar ve MAO inhibitorleri meydana gelen dopa
toksisitesini ve serbest radikal {iretimini inhibe ederler (\VVoigtlander von ve ark., 1998,
Oertel W.H ve ark., 1999).



MAO-A ve MAO-B i¢in oksitleme mekanizmasinin genel olarak asagidaki
basamaklardan olustugu diisiiniilmektedir. Reaksiyonu ilk olarak substrattan iki elektron
ve bir protonun flavine aktarilmasi ile baslar ve flavinin indirgenmesini saglar. Olusan
iminyum katyonu su ile hidroliz olur. indirgenmis FAD ise oksijen ile tekrar aktif hale

doner.
R-CH,-NH, + E-FAD —R-CH=NH; + E-FADH, ( FAD indirgenmesi)
R-CH=NH, +H-O-H —» RCHO + NHj (Deaminasyon)

E-FADH, + O3 ——» E-FAD + H)O; (FAD Oksidasyonu)

Bu elektronlarin ve protonun aktarilmasi konusunda literatiirde birg¢ok mekanizma
Onerilmis olmasina ragmen ger¢ek mekanizmanin hangisi oldugu hala yogun tartisma
konusudur (Akytiz ve Erdem, 2013; Erdem ve ark., 2012a ve Erdem ve ark., 2012b).
(Cakir ve ark. 2016)

Geri doniisiimsiiz MAO inhibitorlerinin ¢esitli yan etkilere sahip olmasi arastirmacilari
yeni, segici ve geri donilisiimli MAO inhibitorleri gelistirmeye yoneltmistir. Geri
doniistimlii. MAO inhibitorleri, enzime genellikle kovalent olmayan etkilesimlerle
baglanir. Boylece olusan enzim-inhibitdr kompleksinin ayrilmasi daha hizli gergeklesir
ve enzim inhibitoriin 6zelliklerine bagli olarak aktivitesini zamanla yeniden kazanir.
Gilinlimiizde segici ve geri donlisiimlii olarak MAO-A’y1 inhibe ettigi bilinen bilesikler
moklobemid, simoksaton, brofaromin ve befloksaton; secici ve geri doniisiimlii olarak
MAO-B’yi inhibe ettigi bilinen bilesikler ise safinamid ve lazabemid’dir (Cesura ve

Pletscher, 1992; Bolasco ve ark, 2010; Finberg, 2014).

Kumarinler bilindigi gibi pek ¢ok farkli farmakolojik 6zellikler gosteren, benzopironlar
olarak adlandirilan bir sinifa ait genellikle antioksidan aktivite gosteren bilesiklerdir
(Hoult ve Paya, 1996). Yapilar iizerinde gergeklesebilen gesitli siibstitiisyonlar ile
degisik yapili tiirevleri olusabilir ve bu tiirevler ¢cok farkli biyolojik aktiviteye sahip
olabilir. Baz1 dogal ve sentetik kumarin tiirevlerinin monoamin oksidaz enzimini inhibe
ettigi daha Onceki ¢alismalarda gosterilmistir (Matos et al ve Chimenti et al., 2009).
Kumarin ana yapisinin 3 veya 4 pozisyonlarindaki substitiisyonlarin MAO-B inhibitor

etkisini ve MAO-A/B segiciligini diizenledigi saptanmustir. (Chimenti ve ark.,2009)



Kumarin tiirevlerinin norodejeneratif hastaliklarin tedavisinde ve Onlenmesinde
potansiyel bir ilag olarak kullanimlarina iliskin ¢caligmalar ve aragtirmalar giderek 6nem
kazanmaktadir (Peng ve ark., 2013). Bu konuda MAO enzimi ile yapilan ¢alismalar da
kumarin ve tiirevlerinin AH nin tedavisinde kullanilabilecek etkili ajanlar oldugunu

gostermektedir. (Matos ve ark., 2012; Patil ve ark., 2013).

Kumarin halkasinda gerceklestirilen substitiisyonlarn  MAO enzim inhibisyon
aktivitesini ve izoenzim se¢imliligini dnemli 6l¢iide arttirdigr bilinmektedir. Carotti ve
ekibi 6nemli bir MAO inhibitér grubu olan 7-benziloksi kumarin tiirevlerinde para- ve
substitlisyon olmayan yapilarin orto- Ve meta- substitiie tiirevlere gore ¢ok daha yiiksek

bir aktivite gosterdiklerini belirlemislerdir (Carotti ve ark., (2002).

Delogu ve grubu 3-heteroaril kumarin tiirevleri ile yaptiklari ¢alismada bu bilesiklerin
MAO-B’yi 6nemli Olgiide inhibe ettiklerini ve 3- pozisyonundaki aril grubunun
yapisinin bu aktiviteyi onemli dl¢iide etkilediklerini bulmustur (Delogu ve ark., 2011).
Benzer sekilde Matos ve ekibi de 3-aril kumarin tiirevleri ile yaptiklar1 ¢alismalarda
farkl1 substitiisyonlarin bu kumarin tiirevlerinin inhibisyon 6zellikleri iizerine etkisini
incelemis ve yan gruplarin lipofilik 6zelliklerinin inhibisyon etkisine olumlu katkida
bulundugunu gozlemlemistir (Matos ve ark., 2012). Huang ve arkadaslar1 7-aril
kumarin tiirevleri ile yaptiklari ¢alismada kumarin halkasinda 7- pozisyonunda bulunan
azot karbon c¢ifte bagimmin kumarin tiirevlerinin MAO-B se¢imli inhibisyon aktivitesini

onemli 6l¢iide etkiledigini gostermistir (Ming ve ark., 2015).

Calismamizin amaci, PH, AH ve depresyon gibi noérodejeneratifve psikiyatrik
rahatsizliklarin  tedavisinde se¢imli MAO-A veya MAO-B inhibitorii olarak
kullanilabilecek ve ayni zamanda MAO enziminin neden oldugu oksidatif stresi
azaltabilecek yeni etken maddelerin bulunmasidir. Bu amagla, Biyokimya ve Organik
Kimya Anabilim Dallar1 tarafindan sentezlenen ve antioksidan ozellik gosterdigi
belirlenmis olan 21 adet 3-arilkumarin tiirevi bilesiklerin MAO-A ve MAO-B
izoenzimleri tizerindeki inhibe edici ozellikleri ilk kez in vitro olarak Amplex Red
MAO Tayin Kiti (invitrogen, ABD) kullanilarak incelenmis ve yiiksek etki gdsteren

bilesiklerin inhibisyon parametreleri ve mekanizmalari tayin edilmistir.



1.2 Monoamin Oksidaz Enzimi

MAO, dis mitokondriyal membrana bagli ve FAD tastyan bir enzimdir. MAO enziminin
MAO-A ve MAO-B olarak isimlendirilen iki formunun oldugu ve bunlarin aminoasit
siralamasmin %70 benzerlik gosterdigi bulunmustur. MAO-A 527, MAO-B ise 520
aminoasit kalintist icerir. Yapilan arastirmalarda MAO-A ve MAO-B izoenzimleri
arasinda yiiksek oranda amino asit benzerligi saptanmustir. Iki izoenzimde de aktif
bolge, prostetik grup olarak FAD’1n bagli oldugu kisimdir (Lee ve ark., 2006). FAD’nin
yapist Sekil 1.1'de goriilmektedir.
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Sekil 1.1 Insan MAO-A ve MAO-B enziminin aktif blgesinde FAD’1n gdsterimi

MAO enzimi metabolik reaksiyonu substratin o—CH bagmin oksidatif kirilma yoluyla
imin ara lirlinii ag18a ¢ikararak amin fonksiyonel grubunun oksidasyonunu icerir. MAO
reaksiyonunu i¢eren metabolik yol, indirgenen flavin kofaktoriiniin molekiiler oksijen
tarafindan tekrar oksitlenmesi ve hidrojen peroksit ¢ikisi ile tamamlanir. Bu enzimatik
reaksiyon norotransmitterlerin sinaptik konsantrasyonunu distirir. MAO enzimi ile
gerceklesen reaksiyonlarda agiga ¢ikan hidrojen peroksit reaktif oksijen tiirlerinin

olusumuna yol agarak mitokondriyal hasara ve néronlarin 6liimiine neden olabilir.



1.3 Monoamin Oksidaz A ve B Izoenzimlerinin Islevleri ve Karakteristik
Ozellikleri

MAO-A ve MAO-B izozimleri kristal yapilar1 bakimindan da farkliliklar gdsterir. Insan
MAO-B’si ve sican MAO-B’si dimer olarak kristallenirken, insan MAO-A’s1 monomer
olarak kristallenir (Sekil 1.4). Kristal yapilarda goriilen bu farklilik, sigan MAO-A’sinin
12 151 nolu pozisyonunda yer alan glutamik asitin yerine insan MAO-A’sinda lizin
amino asidinin bulunmasidan kaynaklanir. Insan MAO-B’si ve sigan MAO-A’sinin
dimer ara yilizeyinde yer alan glumatik asitin yerine insan MAO-A’sinda lizin amino
asidinin bulunmasi insan MAO-A’smnin  monomer halinde kristallenmesiyle

sonuclanmistir (Youdim ve ark., 2006).

Insan ve sigan MAO-A’sinm aktif bdlge yapisi konformasyon ve hacim agisindan
farkliliklar gosterir. Insan ve sigan MAO-A’s1 yaklasik olarak % 92 oraninda benzer
amino asit dizilimine sahiptir (Edmonson ve ark., 2004; De Colibus ve ark., 2005).
Olduk¢a hidrofobik tek bir substrat baglanma bdlgesi iceren MAO-A’nin aktif
bolgesinin hacmi, sigan MAO-A’sinda 450 A iken insan MAO-A’sinda 550 A’tiir. 550
A’liik hacme sahip olan insan MAO-A’sinin aktif bolgesi kisa ve genis bir substrat
bosluguna sahiptir. Yaklasik olarak 700 A’liik bir hacme sahip olan insan MAO B’sinin
aktif bolgesi ise dar ve uzun bir substrat bosluguna sahiptir (Youdim vd., 2006). Aktif
bolge lizerinde yapilan ¢alismalar substratin MAO-A’nin aktif bolgesinde MAO-B’nin
aktif bolgesine kiyasla daha rahat donebildigini gostermistir (Edmondson ve ark., 2007).
Dolayisiyla da bu farkliligin MAO-A ve MAO-B’nin substrat ve inhibitdr se¢ciminde de

etkili oldugu distiniilmektedir.

MAO, dis mitokondriyal membrana bagli ve FAD tasiyan bir enzimdir. MAO enziminin
MAO-A ve MAO-B olarak isimlendirilen iki formunun oldugu ve bunlarin aminoasit
siralamasinin %70 benzerlik gosterdigi bulunmustur. MAO-A 527, MAO-B ise 520
aminoasit kalintis1 igerir. Yapilan arastirmalarda MAO-A ve MAO-B izoenzimleri
arasinda yiiksek oranda amino asit benzerligi saptanmistir. insan MAO-A ve MAO-
B’sinin aktif bolgesinde 20 adet amino asit bulunmaktadir. MAO-A’nin aktif bolgesinde
yer alan amino asitler Tyr-69, GIn-74, Val-91, Val-93, Leu-97, lle-180, Asn-181, lle-
207, Phe-208, Ser-209, Val-210, Glu-216, Cys-323, 1le-325, lle-335, Leu-337, Met-350,
Phe-352, Tyr-407, Tyr-444’tiir. MAO-B’nin aktif bolgesinde yer alan amino asitler ise



Tyr-60, GIn-65, Val-82, Glu-84, Leu-88, Leu-171, Cys-172, 1le-198, 1le-199, Ser-200,
Thr-201, Glu-207, Thr-314, lle-316, Tyr-326, Leu-328, Met-341, Phe-343, Tyr-398 ve
Tyr-435tir. Her iki izoenzimde aktif bolgeyi olusturan bu amino asitlerden sadece 7

tanesi farklilik gostermektedir (Edmonson ve ark., 2004).
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Sekil 1.2 MAO-A enziminin aktif bolge bosluklarindaki farkliliklar (Tiirkkan, 2013)
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Sekil 1.3 MAO-B enziminin aktif bolge bosluklarindaki farkliliklar (Tiirkkan, 2013)

Insan MAO-A’sinin hidrofobik aktif bdlgesi tek bir bosluktan olusurken; insan MAO-
B’sinin aktif bolgesi birbirine komsu yaklasik 300 A’luk bir giris boslugu ile yaklasik 400
A’luk substrat boslugu olmak iizere iki ayr1 bosluktan olusmaktadir. Flavin koenziminin
oniinde yer alan substrat boslugu (substrat baglama bdlgesi) MAO-A’da oldugu gibi giris
bosluguna zit yondedir. Diiz bir yapiya sahip olan substrat boslugu bu bdlgede yer alan
Lizin 171 (Lys-171), Tirozin 188 (Tyr-188), Tirozin 326 (Tyr-326) ve Fenilalanin 343
(Phe-343) gibi aromatik ve alifatik amino asitlerden dolay1 hidrofobik 6zelliktedir. Girig



boslugu da bu bolge de yer alan amino asitler nedeniyle hidrofobik 6zellik gosterir (Sekil
1.4). Substrat boslugu ile giris boslugu arasinda Isolosin 199 amino asidi (1le-199) yer alir.
lle-199 bu iki bosluk arasinda kap1 gorevi goriir ve gelen substrat ya da inhibitére gore bu
kap1 acilir ve kapanir. Insan MAO-A’sinda Ile-199’a karsilik gelen amino asit Phe-208 olup
s0z konusu amino asidin bdyle bir islevi yoktur. Bu nedenle kap1 gorevi goren Ile-199,
MAO-B’nin inhibitor segiciliginde énemli bir yere sahiptir (Hubalek ve ark., 2005). MAO-
A ve MAO-B izozimleri arasinda goriilen bir diger 6nemli farklilik da MAO-B’nin aktif
bolgesinde yer alan Tyr-326 amino asididir. MAO-B’deki aktif bdlgenin ikiye
ayrilmasindan dolayli olarak sorumlu olan Tyr-326 amino asidi, MAO-A’da ayni pozisyona
karsilik gelen Ile-335 amino asidine gére yapisi nedeniyle daha sinirlayici bir etki gosterir.
Dolayisiyla da biitiin bu faktorler goz oniine alindiginda MAO-A da yer alan Phe-208/lle-
335 amino asit ¢ifti ile MAO-B de yer alan lle-199/Tyr-326 amino asit ¢iftinin bu iki
izoenzimin inhibitdr ve substrat se¢imleri arasindaki farklikta temel belirleyici neden

oldugu goriilmektedir (Binda ve ark., 2003; Edmonson ve ark., 2009).
1.4 Aromatik Kafes Yapisi

Binda ve arkadaslari insan MAO-B enziminin yapisin1 2002 yilinda aydinlatmiglardir
(Binda ve ark., 2002). Insan MAO enziminin kristal yapisinin aydinlatilmis olmasi
proteinler ve ligandlar arasindaki se¢ici etkilesmeyi agiklayabilmek acisindan 6nemlidir.
Insan MAO-B enzimi dimer olarak kristallenmektedir. Dimerik formun tek bir

monomerinin yapist Sekil 1.5°de gosterilmektedir.

MAO-A enzimi insanda monomerik olarak kristallenirken, siganda ise hMAO-B
enzimine benzer sekilde dimerik olarak kristallenmektedir. Her iki MAO-A enziminde
de giriste bulunan protein bosluguna ilave olarak oldukc¢a hidrofobik olan tek bir
substrat baglanma bdlgesi bulunmaktadir. Substrat baglanma kavitesi MAO-B’de
oldugu gibi girig bosluguna zit yondedir (De Colibus ve ark., 2005).



Substrat Kavitesi

Girig
Kavitesi

AKTIF Bolge

— -
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Sekil 1.4 Insan MAO-A enziminin sematik olarak gosterimi (De Colibus ve ark., 2005)

MAO-B enzimlerinin yapisindaki en énemli 6zellik birbirine komsu iki kavitenin var
olmasidir. En biiylik kavite, flavin kofaktoriiniin Oniinde yer alan substrat baglanma
bolgesidir. izoldsin bu iki kavite arasinda kapr gorevi iistlenir ve MAO-B enziminin
inhibitdr segiciliginde onemlidir. Substrat kavitesinin sonunda sisteine kovalent bagh
FAD koenzimi bulunmaktadir. Flavine yakin, birbirine paralel tirozin 398 ve tirozin 435
amino asitlerini igeren kavitesi ise aromatik kisim olarak isimlendirilir ve substratin

amin grubunun yonelmesinde 6nemlidir. (Holt ve ark., 1997).

substrat kavitesi

Sekil 1.5 insan MAO-B enziminin sematik olarak gosterimi (De Colibus ve ark., 2005)
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Sekilde flavin baglanma bolgesi mavi, substrat baglanma bdlgesi kirmizi, C-terminal

membran baglanma bolgesi yesil, flavin ise sar1 renk ile belirtilmistir.

Sekilde; Flavin kismi sari, flavin baglanma bolgesi mavi, substrat kismi kirmizi,

membran baglanma bolgesi ise yesil renkte gosterilmistir.

TYR398

MAO A MAO B

(a) (®)

Sekil 1.6. MAO-A ve MAO-B izozimlerinin aktif bolge bosluklart ve aromatik kafes
(Edmondson ve ark., 2007)

MAO-A yuvarlak sekillidir ve substrat kavitesi, MAO-B’nin substrat kavitesine gore
daha biiylik hacimldir ve substratlarin MAO-B’de rotasyon i¢in daha az serbestlige
sahip oldugu bulunmustur (De Colibus ve ark., 2005).

MAQO’ nun aktif bolgesinde yer alan ve enzime kovalent bagla bagli olan FAD (Flavin
Adenin Diniikleotid) oksidasyon reaksiyonunun gergeklesmesini saglayan koenzimdir
(Sekil 1.7). Her iki izoenzimde FAD, 8-o pozisyonundan enzimin yan gruplarina
baghidir. Bu yan gruplar MAO-A enziminde Cys-406, MAO-B enziminde ise Cys-397’
dir (Edmonson ve ark., 2004).

Her iki enzimde de substratin flavine yaklastig1 6n bolgede birbirine yaklasik olarak
paralel ve flavininin re yliziine yaklasik olarak dik pozisyonda bulunan iki tirozin

halkas1 bulunmaktadir. Aralarinda yaklasik olarak 7.8A mesafe bulunan iki tirozin
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amino asidi tarafindan olusturulan bu yap1 aromatik kafes olarak adlandirilir (Sekil 1.6).
MAO-A da aromatik kafesi olusturan amino asitler Tyr-407/Tyr-444, MAO-B de
aromatik kafesi olusturan amino asitler Tyr-398/Tyr435’dir (Youdim ve ark., 2006).

Aromatik kafes, MAO tarafindan gerceklestirilen oksidasyon reaksiyonlarinda énemli
bir rol oynar. Ciinkii substrat ve inhibitorler flavin halkasina ulagabilmek i¢in bu iki
fenolik tirozin halkasinin arasindan ge¢mek zorundadir (Edmonson ve ark., 2004).
Aromatik kafesin fonksiyonu belirlemek amaciyla yapilan calismalarda aromatik
kafesin amin substratin1 polarize hale getirerek polar niikleofilik mekanizma i¢in daha
etkili bir niikleofile doniistlirdiigii ileri siiriilmektedir. Ayrica aromatik kafesin amin
substratinin, flavin halkasinda reaksiyona girecegi pozisyona kadar reaksiyon yolunun
belirlenmesinde de rol oynadig: literatiirdeki ¢alisma sonuglar1 arasindadir (Edmonson

ve ark., 2007; Erdem ve ark., 2001, 2006, 2011; Akyliz ve ark., 2007).
1.5 MAO Substratlari ve Kataliz Tepkimesi

MAO enzimi i¢in yapilan ¢esitli histokimyasal, immiinokimyasal ve otoradyografik
incelemelerde MAO-A ve MAO-B enziminin merkezi sinir sistemininin ve ¢evresindeki
organlarin farkli hiicrelerinde bulundugu gozlenmistir. MAO-A izoenzimi plasenta ve
bagirsakta daha baskin iken, plateletlerde, lenfositlerde ve kromofin hiicrelerinde MAO-
B izoenziminin daha baskin oldugu bulunmustur. MAO-A ve MAO-B enzimleri
noroaktif ve vazoaktif aminlerin oksidatif deaminasyonunu ve ksenobiyotiklerin
deoksidasyonunu Kkatalizler. Bunlar igin asil substratlar ise; klasik nérotransmitterler
olan serotonin, dopamin, norepinefrin ve epinefrindir. Bu norotransmitterlerin organik

yapilart Sekil 1.7°de gosterilmistir.
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Sekil 1.7 Serotonin, dopamin, norepinefrin ve epinefrin yapilari

Her iki MAO izoenziminin kofaktdr kisminin benzerlik gostermesi nedeniyle pek ¢ok
substrat her iki MAO izoenzimi tarafindan da metabolize edilebilir. Dolayisiyla substrat
seciciliginden sorumlu olan yapisal farkliliklarin proteinin  diger bdlgelerinden
kaynaklandig1 disiiniilmektedir (Richards ve ark. 1992). MAO-A enziminin se¢imli
substratlar1 serotonin ve norepinefrin, MAO-B enziminin se¢imli substratlar1 ise
feniletilamin ve benzilamindir. Dopamin, tiramin ve triptamin her iki enzimin de es

deger substratlar1 olarak goérev gormektedir (Richards ve ark. 1992).

MAO, norotransmitterlerin ve diger monoaminlerin deaminasyonlarim1 asagida verilen

genel reaksiyona gore katalizler.

Sekil 1.8 Monoaminlerin deaminasyon reaksiyonu

MAO tarafindan Kkatalizlenen bu reaksiyon Sekil 1.9°da goriildiigii tizere iig

basamaklidir ve kimyasal mekanizmasi Sekil 1.10’da agiklanmustir.
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EFAD + RCH,NH, <— EFADH, + RCH=NH
RCH=NH + H,0 <—= RCHO + NH;
EFADH, + O, === EFAD + H,0,

Sekil 1.9 MAO tarafindan katalizlenen reaksiyonun basamaklari
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Sekil 1.10 MAO enziminin substrat oksidasyonu igin ileri siiriilen ilk kimyasal

mekanizmasinin gosterimi (Silverman ve ark. 1982).

Silverman ve arkadaglarinin ileri siirdtigii bu mekanizmada ilk olarak substratin amino

grubundan, enzimin flavin grubuna bir elektron transferi ile amin radikal katyonu olusur

(A). Bu radikal bir protonunu kaybederek karbon radikalini olusturur (B). Daha sonra

ikinci elektron transferi ya da aktif bolge radikali ile birleserek eliminasyon ile iminyum

tirtinti olusur (C). Bu {irlin kendiliginden amonyak veya primer amin ¢ikigtyla, aldehide

hidroliz olur. Bunu FAD’in molekiiler oksijen tarafindan yeniden oksidasyonu

izlemektedir (Silverman ve ark., 1991).
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Yu ve arkadaglar1 benzilamin veya dopamini substrat olarak kullanarak yaptiklari
caligmalarda MAO-A ve MAO-B enzimlerinin ayni stereospesifiteyi gosterdigini 6ne
stirmiislerdir (Yu ve ark., 1988).

1.6 MAO’nun aminleri oksitlemesi konusunda onerilen mekanizmalar

MAO’nun aminleri oksitlemesi konusunda pek c¢ok mekanizma Onerilmistir. Bu

mekanizmalardan en ¢ok kabul géren mekanizmalar asagidaki gibidir;

1- Tek elektron transferi mekanizmasi (SET mekanizmasi)
2- Polar niikleofilik (katilma ayrilma) mekanizmalari

3- Hidrir transferi mekanizmasi

Enzim reaksiyonunun hangi mekanizma {izerinden gerceklestigini anlayabilmek adina
yapilan ¢alismalar sonucu destekleyici deliller bulunmasina karsi bu mekanizmalara
kars1 delillere de ulasilmistir. Onerilen bu mekanizmalar igin giiniimiizde hala yeni
hesapsal ve deneysel calismalar yapilmaya devam edilmektedir (Akyiliz ve Erdem,

2013), (Cakir ve ark.,2016)
1.6.1 Tek elektron transferi mekanizmasi

Silverman’in destekledigi mekanizmaya gore aminoN’dan bir elektronun flavine
aktarilmasiyla baglar ve ara iiriin amin radikal katyonu olusur. Bu durumda amin o
H’nin pK, degeri yaklasik olarak 10 olur. Aktif bolge bazi tarafindan kolayca proton
almir. Geride kalan yap1 ise kendi i¢inde diizenlenerek karbon radikali olusturur. Bu
yapidan ikinci bir elektron daha aktif bolge radikal uglarindan birine veya flavine
aktarilmasi ile reaksiyon tamamlanir. Yapilan incelemelerde aktif bolgede baz tespit
edilemediginden dolay1r mekanizma modifiye edilmistir. Yeni mekanizmaya gdre proton
flavine aktarilir. Bu mekanizma tek elektron transferi ile basladig1 igin adi, tek elektron

transfer mekanizmasi (SET) olarak belirtilmistir (Silverman ve ark., 1992).
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Sekil 1.11 Tek elektron transferi mekanizmasinin gésterimi (Silverman ve ark., 1992).
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Sekil 1.12 Tek basamakli radikal mekanizma (Lu ve ark. 2002).

Bu mekanizma halka ac¢ilmasi gibi deneysel ve model c¢alismalarla MAO-B i¢in
incelenmigtir. Tek elektron transferinin gergeklesmesinin termodinamik olarak zor
olmast karsit delil olarak sunulmaktadir. Silverman’a gore gergin baglanmalar,
molekiillerin  biikiilmesi gibi durumlar elektron aktarimmin indirgenme ve
yiikseltgenme potansiyelini diigiirebilir. Birgok yayimn yiiksek enerjili reaksiyonlarin
enzim aktif bolgesinde gerceklesebilecegini gostermistir (Rinne, 1978). Yapilan
aragtirmalara gore MAO enzimlerinde herhangi bir radikale rastlanmamistir. Yapilan
son c¢alismalarla da tek basamakli SET mekanizmasi igin karsit deliller olarak

degerlendirilmektedir (Miller ve ark., 1999).
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1.6.2 Polar Niikleofilik Mekanizma

Polar Niikleofilik Mekanizma; primer ve skonder aminlerin kimyasal model ¢aligmalari
ile onerilmistir. (Kim ve ark.,1995). Bu mekanizma onerildikten sonra MAO-B kristal
yapist X 1sin1 ile aydinlatilmis ancak aktif bolge protonunu kapabilecek miikleofil bir
aminoasit ucuna rastlanmadigi icin mekanizma modifiye edilmistir. Edmondson
tarafindan Onerilen bu mekanizmaya gore; aminoN flavine niikleofilik saldirida bulunur
ve kovalent bagl bir ara triin olusturur (Edmondson ve ark.,2007) Polar niikleofilik
mekanizma i¢in de bazi karsit deliller 6ne siirtilmiistiir. Silverman polar mekanizmanin
mikro reversibiliteye ters diistiiglinii 6ne sirmistiir. Ayrica sterik olarak ara {irlin

olusturamayacak ikincil ve tiglinciil aminlerde MAO igin substrat olabilmektedir.

Enzyme R Enzyme R Enzyme R o Enzme R o
N N 0 N ,N\fO N, .N_.0 N, N_.O
ﬁ‘&rwﬂ -— ﬁ NE [— *ﬁl NH | i HI NH

b S
0 H o 0 o 0
NH? NH: N, NH NH
'7:: 4 Al
| Ph H ph*H _ : PAH F‘"‘QH

Sekil 1.13 Polar Niikleofilik mekanizma (Abad ve ark., 2013).
1.6.3 Hidriir Mekanizmasi

Hidriir Mekanizmasia goére amino H’1 hidriir olarak flavin’e aktarilir. Boylelikle tek
adimda 1ki elektron ve bir proton flavine aktarilarak reaksiyon tamamlanir ancak genel
olarak hidriir transferlerinin yiiksek enerji gerektirmesi bu mekanizmanin pek olasi
olmadigini diisiindiirmiistiir. Son yillarda yapilan arastirmalarla bu flavoproteinlerden d-
aminoasit oksidaz enziminin mekanizmasi hakkinda ortak bir kaniya varilabilmistir. Bu
enzimin substrati olan d-amino asitleri direkt hidriir transferi yolu ile oksitledigi
konusunda uzlagilmistir. Bu oOnemli gelisme MAO mekanizmasi {izerine yapilan
arastirmalar1 hareketlendirmistir. MAO ile elde edilen mevcut sonuglar da bu bakis agis1
ile degerlendirilerek direkt hidriir mekanizmasinin MAO i¢in de gegerli olabilecegini

one siirmektedir (Fitzpatrick P.F, 2010). Cakir ve arkadaslar1 yaptiklart son hesapsal
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modelleme caligmalarinda hidriir ve proton transferinin birlikte olabildigi hibrit bir

mekanizma onermislerdir (Cakir ve ark.,2016).
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Sekil 1.14 MAO enzimi i¢in onerilen Hidriir transfer mekanizmas: (Cakir ve ark.,

2016).

1.7 MAO-A ve MAO-B inhibitorlerinin kullanildig1 hastahklar

1.7.1 Depresyon

Depresyon giiniimiizde oldukca sik rastlanan bir psikiyatrik hastaliktir. Tedavisi i¢in
gelistirilen yeni ilaglara ragmen, depresyon hastanin yasam standardini etkileyen ciddi
bir saglik sorunudur. Monoamin oksidaz inhibitorleri depresyon tedavisinde uzun
stiredir kullanim alani bulmaktadir (Van Praag 1984, Kirli 2000). Yapilan ¢alismalar
depresyon sendromlarinin gelismesinde serotonin basta olmak tizere nérotransmiterlerin
onemli rol oynadiklarin1 gostermektedir (Ceylan ve Oral 2001). Serotonin bu zamana
dek en fazla arastirma yapilmis ve iizerinde en fazla bilgi sahibi olunmus
norotransmiterdir ve anksiyete, depresyon, obsesif kompulsif bozukluk ve sizofreni gibi
psikiyatrik bozukluklarin yaninda hipertansiyon, vaskiiler bozukluklar, migren ve

bulanti gibi bozukluklarin olusumunda da yer aldigi diisiniilmektedir (Kirlt 2000).
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Se¢imli  MAO-A inhibitorleri, depresyon tedavisinde kullanilmak {izere Onem
kazanmistir (Olanow ve ark., 1993, Sandler ve ark., 1993).

Depresyon ve davranis bozukluklarinda genellikle MAO-A inhibitorleri kullanilir.
MAO-A inhibitorleri, serotonin ve norepinefrin seviyesinin azalmasma karsi
koymaktadir. Se¢imli olmayan ve geri doniisiimsiiz MAO inhibitorleri, tiramin igeren
yiyeceklerle birlikte alindiginda hipertansif etki gibi yan etkilere yol agmaktadirlar. Bu
sebeplerden dolay1 yeni, se¢imli ve geri doniisiimlii bilesiklerin gelistirilmesi yoniinde
yapilan c¢alismalar hiz kazanmustir. Se¢imli ve geri doniisimlii inhibitorlerin
bulunmasindan sonra bu ilaglarin kullanimi 6nemli oranda artmistir. Bu ilaglarin
tedaviye cevap vermeyen depresyonda, distimi, bulimia, yorgunluk ve asir1 uyku gibi
atipik depresyonda da etkili olduklar1 saptanmistir (Dostert ve ark. 1991).

1.7.2 Alzheimer Hastahgi

AH, bilissel yetenek kayiplar1 ve agir davranig bozukluklar1 seklinde tanimlanan ve en
sonunda kisinin 6liimiine yol acan ilerleyici norodejeneratif bir beyin hastalifidir (Xie
ve dig., 2013). AH, konugma bozukluklari, hafiza kaybi, kavrayis bozuklugu ve bir¢ok
davranis anomallikleri olarak ortaya c¢ikmaktadir. Batili iilkelerde 65 yas iizeri
insanlarda baglica Olim nedenleri arasinda ise dordiincii sirada yer almaktadir

(Pendlebury ve ark., 1994 ve Roberson ve Harrell, 1997).

AH, ilk kez 1906 yilinda Alman psikiyatrist ve néropatolog Alois Alzheimer tarafindan
'Presenil Demans' vakasit olarak yaymlanmigtir. Alois Alzheimer, 1901 yilinda
Frankfurt’ta calistig1 sirada bir hastasini gézlemlemeye baslamistir. Kisa siireli hafiza
kaybin1 da kapsayan tuhaf davranis belirtilerine sahip olan hastasinin 6liimiinden sonra
Alois Alzheimer, bu hastanin kayitlarim1 ve beyin dokularimi Miinih'te bulunan
laboratuvarina getirmistir. Alois Alzheimer, Kraepelin ve iki italyan doktor birlikte,
boyama teknikleri kullanarak amiloid plaklart ve ndrofibriller yumaklar
tanimlamiglardir. 1910 yilinda bir ders kitabinda bu vakaile ilgili olarak “Alzheimer
Hastaligi” teriminin kullanilmasiyla hastaligin adi “Alzheimer Hastaligi” olarak

bilinmeye baslamigtir (Maurer, 2003).
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Beynin ileri zihinsel fonksiyonlarla iliskili bolgeleri, o©zellikle neokorteks ve
hipokampus (Sekil 1.16) AH’nin karekteristik patolojisinden en fazla etkilenen
bolgelerdir (Shinosaki ve ark. 2000).
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Sekil 1.15 Saglikli Birinin Beyni ile ilerlemis Alzheimer Hastasinin Beyin Yapilarinin
Karsilagtirmali Gosterimi (Shinosaki ve ark. 2000).

Demans, giinlik yasamsal aktivitelerin siirdiiriilmesini engelleyen ilerleyici bir beyin
hastaligi olup, bellek kaybi, giinlik yasamin gereksinimlerini yerine getirmede
zorlanma, toplumsal davraniglarin diizenlenmesinde ve duygusal tepkilerin kontroliinde
bozulma gibi belirtilerle goriiliir. Ozellikle yasli popiilasyonda goriilen demans, geri
dontisiimsiiz ve ilerleyici bir durumdur (Adams ve ark., 1984, Bachman ve ark., 1992).
AH, demansin en sik goriilen sebebidir. Tiim demans vakalarinin yaklasik %60-

80’inden sorumludur (Williams ve ark., 2010).
1.7.3 Parkinson Hastahgi

PH, kronik, ilerleyici, norodejeneratif bir hareket bozuklugu hastaligidir. Hastaligi
tamamen Onleyici bir tedavi olmamasina ragmen g¢esitli ilag ya da cerrahi tedavi
yontemleriyle hastalik semptomlarinda gesitli diizelmeler saglanmaktadir. Levodopa
PH’nin semptomatik tedavisinde kullanilan en giivenilir ve etkili ilagtir (Mouradian

MM ve ark. 1989, Tolosa E. ark., 1994).

MAO-B inhibitérlerinin PH tedavisinde etkin oldugu MAO-B enzimi inhibisyonunun

kavrayis becerilerini 6nemli dl¢tlide arttirdigr gosterilmistir. Giiniimiizde kullanilan etkin
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Parkinson ilaglar olan selejilin ve rasajilin MAO-B enzimini geri doniisiimsiiz olarak
inhibe etmektedir. Bu sekilde inhibe edildiginde, MAO-B proteininin de novo sentezi
birka¢ haftayr bulmaktadir. Bu sebeple inhibitér seviyesi azaldiginda enzim
aktivitesinin hizla tekrar yerine gelmesini saglayacak yeni geri doniistimlii inhibitorlerin
bulunmasi biiyiik 6nem kazanmaktadir. Bu inhibitorler hem sec¢imli olarak MAO-B’yi
inhibe etmeli, hem de inhibisyon geri doniisiimlii olmalidir. Bu 6zelliklere sahip MAO
inhibitorlerinin gelistirilmesi ile noérotransmitorlerin biyolojik yar1 omrii uzatilabilir

(Legoabe ve ark, 2012).

Dopamin, nigrostriatal dopaminerjik sistemde MAO-B tarafindan deamine
edilmektedir.  MAO-B inhibitorleri tarafindan saglanan dopamin seviye artisi
norotransmiterlerdeki nigrostriatal bozuklugunu kompense etmaktedir. MAO-B
inhibitorii olan selejilin norokoruyucu etki saglamaktadir. MAO-A’nin geri doniisiimli
inhibitori olan moklobemidin antiparkinson etkisi oldugu saptanmistir (Legoabe ve
dig.,2012).

Selejilinin PH’nin erken doneminde néron koruyucu olarak kullanimi MAO inhibisyonu
yoluyla dopamin metabolizmasi sonucu olusan oksidatif stresin yol actigr hasari
onleyebildigi ileri stirlilmiistiir. Selejilin ve rasajilin ayrica MAO ile diizenlenen
reaksiyonlarda ag¢iga c¢ikan yan iiriinlerden bir tanesi olan ve reaktif oksijen tiirlerinin
olusumuna neden olan hidrojen peroksidin miktarin1 azaltarak da mitokondriyal hasari

ve noronlarin 6liimiiniin engellenmesine yardimer olur (Parkinson Study Group 1989,
1993).

1.8 Enzimler

Enzimler, canli organizmadaki kimyasal reaksiyonlar1 hizlandiran ve yan {iriin
olusmasina firsat vermeden yiizde yiizliik bir {iriin verimi saglayan genellikle protein
yapilt biyolojik katalizorlerdir. Enzimlerin hem in vivo hem de in vitro aktivitelerinin
bazi bilesikler tarafindan azaltilmasi hatta yok edilmesi olayma inhibisyon adi verilir.
Buna sebep olan bilesiklere de inhibitdr denilmektedir. Inhibitdrler genellikle kiigiik
molekiil kiitlesine sahip bilesikler veya iyonlardir. Enzimatik inhibisyon, geri
dontigiimlii ve geri doniisiimsiiz olmak {izere baglica iki sekilde siniflandirilmaktadir

(Keha ve Kiifrevioglu, 2010).
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1.8.1 Enzimler ve inhibisyonlarinin tedavide 6nemleri

Enzimler bilindigi gibi Katalitik RNA molekiillerinin kii¢iik bir grubu hari¢ olmak tizere
biitiin enzimler protein yapisinda olan bilesiklerdir (Keha ve Kiifrevioglu, 2010). Ilag
olarak enzim inhibitdrlerinin kullanimi ilag sanyainde Onemli bir yer tutmaktadir.
Calismamizda inceledigimiz kumarinlerin inhibisyon ozelliklerini gdstermeden once

enzim kinetigini ve inhibisyon mekanizmalarin1 asagidaki gibi 6zetleyebiliriz.
1.8.2 Enzimler ve Enzim Kinetigi

Enzim konsantrasyonu ve diger biitiin sartlarin sabit oldugu bir ortamda ¢ok kiigiik bir
substrat konsantrasyonunda enzim molekiillerinin ¢ogu serbest haldedir ve enzim-
substrat kompleksi olusumu diistiktiir. Boyle bir durumda reaksiyon hizi diistiktiir.
Substrat konsantrasyonu arttirildiginda, reaksiyon ortamindaki enzim molekiillerininin
tamaminin substrat ile baglanarak ES kompleksi olusturmasi ile maksimum hiza

(Vmaks) ulagilir.

Maksimum hiza ulasildiktan sonra enzimli reaksiyonun hizi substrat konsantrasyonu
artisgindan  etkilenmez. Enzimli reaksiyon maksiumum hiz degerine reaksiyon
ortamindaki enzimin tamamini doyuran herhangi bir substrat konsantrasyonunda
ulagabileceginden bu parametrenin deneysel olarak Olc¢lilmesi gligtiir. Ancak enzim
moletikllerinin yarisinin substrat ile doydugu 1/2 Vmaks degerindeki substrat
konsantrasyonu deneysel olarak belirlenebilir. Bu deger “Michaelis-Menten sabiti”

olarak adlandirilir ve Ky sembolil ile gosterilir.

Km degeri, enzimin konsantrasyonundan bagimsizdir ve enzim ile verilen substratin

karsilikli etkilesimlerini gosterir. (Keha ve Kiifrevioglu, 2010).

Enzim ile katalizlenmis reaksiyonlarin katalitik ozellikleri kararli hal modelleri ile

incelenebilir.
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Sekil 1.6 Substrat derisimine karsi baglangi¢ hizinin degisimi (Nelson ve ark., 2005).

__ Vmaks x[S]

Km+[S] (1.1)

Michaelis-Menten esitligi; baslangi¢ substrat derisimi [S], ilk hiz1 Vo ve maksimum ilk
hizi Vmaks arasindaki iligkinin ortaya konuldugu bir ifadedir. Denklem 1.1°de

gosterilmistir.
Arasindaki iliski Michaelis-Menten (Ky,) sabiti ile belirtilmistir (Nelson ve ark., 2005).

Vo’ 1n, Vmaks’in tam olarak yarisina esit oldugu durumda Denklem 1.2 ile asagida

verilen esitlik ortaya ¢ikmaktadir.

Vmaks __ Vmaks X[S]
2 Km+[S] (1.2)

Denklem sadelestirildiginde ise;

Km = [S] (1.3)

Denklem 1.3 olmaktadir. Bu durumda Kp, ilk hizin (Vp), maksimum ilk hizin (Vmaks)

yarisina esit oldugu durumdaki substrat derigsimidir (Nelson ve ark., 2005).

Michaelis-Menten esitligindeki [S]’ye karst Vj grafiginin tersi olan diiz ¢izgi olarak
cizilen 1/[S]” ye kars1 1/Vj grafigi, Lineweaver-Burk esitligi olarak ifade edilir (Nelson
ve dig. 2005). Asagidaki Denklem 1.4’te gosterilmistir.
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__ Vmaks X[S]

Km+[S] (1.4)

Denklem 1.5’te verilen Michaelis-Menten esitligi ters ¢evrildigi zaman;

1 _ Km+[s]
V ~ Vmaks X[S] (1.5)

Bu esitlige dontistir. Esitlik daha agik olarak ifade edilirse;

1 Km + 1
V ~ Vmaks x[S]  Vmaks

(1.6)
Denklem 1.6’daki gibi ifade edilir (Nelson ve ark., 2005).

%’ a kars1 % grafigi ise Lineweaver—Burkgrafigini gostermektedir.

7
e i)

Sekil 1.17 Lineweaver—Burk Grafigi (Nelson ve ark., 2005)

Egim, Kn/Vmaks’t ifade ederken egimin 1/V’1 kestigi nokta 1/Vmaks’t ifade
etmektedir. 1/[S] ekseninin kesim noktasi ise —(1/Ky,)’dir (Nelson ve ark., 2005).

1.8.3 Enzim Iinhibisyonu

Enzimlerin hem in vivo hem de in vitro aktivitelerinin bazi bilesikler tarafindan

azaltilmasi hatta yok edilmesi olayina inhibisyon adi verilir. Buna neden olan bilesiklere
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de inhibitdr denir. Inhibitdrler genellikle kiigiik molekiil kiitlesine sahip bilesikler veya

iyonlardir.

Enzimatik inhibisyon, geri doniisimlii ve geri doniisiimsiiz olmak {izere baslica iki

sekilde siniflandirilmaktadir (Nelson ve ark., 2005).
1.8.3.1 Geri déniisiimlii inhibisyon

Geri doniisiimlii inhibisyon; yarismali (kompetitif), yar1 yarismali (unkompetetif) ve
karisik inhibisyon olmak tizere ti¢ grupta incelenir. Geri doniistiimlii inhibisyonda enzim
ile inhibitor etkilesmesi, bir denge tepkimesi seklindedir. Geri doniisiimlii inhibisyonda
enzim inhibisyonu inhibitor ortamdan uzaklastirilmadig siirece inhibisyon devam eder.
Yarigmali inhibitdr, yap1 itibartyla substrata ¢ok benzer ve enzimin aktif bolgesi igin
substrat ile yarismaktadir. Inhibitdr, enzimin aktif bolgesini isgal ederken, substratin
enzime baglanmasini engeller. Substrat konsantrasyonunu artirmakla inhibitdr etkisi

ortadan kaldirilabilir. Vs« degeri degismezken, K, degeri artar. (Horton ve ark. 2006)

] i, 1 ]
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Sekil 1.18 Yarismali inhibisyonda inhibitoriin enzime baglanmasi ve Lineweaver - Burk

grafigi (Nelson, D. L., Cox, 2013)

Inhibitdrsiiz ve iki farkli konsantrasyonda inhibitdr igeren enzim reaksiyonuna ait
Lineweaver-Burk egrileri Sekil 1.19°da verilmistir. Grafikten de anlasilacag: iizere,
Inhibitér konsantrasyonunun artirilmastyla aynt Vimas degerine sahip ancak farkli Ky,

degerlerine sahip olan egriler elde edilmistir. Yarigmali inhibisyonda yeterli substrat
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konsantrasyonu oldugunda substrat inhibitdriin Oniine gececeginden Vpmas degeri

degismeyecektir (Nelson ve ark., 2005).

Diger bir doniisiimlii inhibisyon tipi yar1 yarismali (unkompetitif) inhibisyondur. Bu
inhibisyon tipinde inhibitér, yarismali bir inhibitérden farkli olarak sadece enzim-

substrat (ES) kompleksine baglanir, serbest enzime (E) baglanamaz.

Bu inhibisyon daha ¢ok birden fazla substratli enzimler i¢in gegerlidir. Bu tip
inhibisyonda inhibitér enzim substrat kompleksine baglanip aktif olmayan enzim-
substrat-inhibitér (ESI) kompleksi olusturdugundan inhibitoriin varliginda Vmax azalir.
ESI kompleksinin olusumu ile substrat (S) kompleksi ortamdan siirekli ¢ekileceginden
enzim ve substrattan ES kompleksinin olusumu reaksiyon dengesini daha fazla saga

kaydirir ve boylece K, degeri kiiciiliir (Horton ve ark., 2006).

1 (1
[S] ('mru{)

Sekil 1.19 Yar1 yarismali inhibisyonda inhibitoriin enzime baglanmasi ve Lineweaver -

Burk grafigi (Horton ve ark., 2006).

Karigtk inhibisyonda; inhibitor enzime ya da enzim substrat kompleksine
baglanmaktadir. Aktif olmayan EIl ve ESI kompleksi olusturabilir. Substrat ve inhibitor
enzime ayni anda baglanabilir. Karigik inhibitoriin etkisi, enzimin katalitik aktivitesini
diistirerek gozlenmektedir. Bu tip inhibisyonda, inhibitdr ile substrat arasinda yarisma
yoktur. Substrat konsantrasyonu artirilmasiyla inhibisyon ortadan kaldirilamaz. Enzimin

Km degeri sabit kalirken Vmaks degeri azalmaktadir (Horton ve ark., 2000).
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Sekil 1.20 Karisik inhibisyonda inhibit6riin enzime baglanmasi ve Lineweaver - Burk
egrisi (Nelson ve D. L., Cox, 2013)

Bir baska geri doniisiimlii inhibisyon tipi ise; yarismasiz inhibisyondur. Inhibitér,
enzim-substrat (ES) kompleksine baglanir fakat serbest enzime baglanamaz. Birden
fazla substratli enzimler i¢in gegerliligi yliksektir. Bu inhibisyon tipinde aktif olmayan
enzim-substrat-inhibitor (ESI) kompleksi olusur. Inhibitér ile Vmas azalir. ESI
kompleksinin olusumu ile ES kompleksi ortamdan siirekli ¢ekilir, ES kompleksinin

olusumu reaksiyon dengesini saga kaydirir ve boylece K, degeri azalmaktadir.
1.8.3.2 Geri déniisiimsiiz inhibisyon

Geri doniisiimsiiz inhibisyonda ise; inhibitor enzimin iglevsel kismint kovalent bag
yaparak bozar ya da enzim ile birleserek kararli bir yapi olusturur. Bu grup
inhibitorlerin  “intihar inaktivatorler” olarak bilinen tiirleri bulunmaktadir. Bu
inhibitorler enzime spesifiktir ve enzimin aktif bolgesine baglanana kadar reaktif
degillerdir. Enzimatik reaksiyonlarda belirli bir araliktaki substrat konsantrasyonun

degisimine kars1 {irtin olugum hiz1 egrisi ¢izilmektedir (Nelson ve dig. 2005).
1.9 Kumarinler ve Enzim inhbisyonunda Kullanimlar

Kumarinler ile ilgili ¢aligmalar iki yiizyildan fazla yil 6nce baslamistir ve kelime olarak
kumarin, adim bilesigin ilk olarak izole edildigi Coumarouna odorata Aube agacindan

almaktadir (Borges ve dig. 2005).
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Kumarinler 19. yiizyilda tonka fasiilyelerinden izole edilmistir ve bu tarihten beri
yemeklerde tat veren ajanlar olarak ve parfiimeride kullanilmaktadir (Kulkarni ve dig.
2006).Kumarin (2H-Chromen-2-one), dogal olarak birgok bitkide bulunan ve
benzopironlar grubundan, kristal yapili, renksiz bir kimyasal bilesiktir. Serbest olarak ya

da glukoz ile beraber bulunabilmektedir (Venugopala ve dig. 2013).

Sekil 1.21 Kumarinin genel yapist

Kumarinler; antikanser, antimikrobiyal, analjezik, lipid disiiriicii, karaciger koruyucu,
antioksidan, antidepresan, antiinflamatuar, antiviral, antidiyabetik, antialerjik,
antitimor,antikoagiilan ve antifungal gibi genis biyolojik aktivite ve etki alanina sahiptir
(Borges ve ark., 2005, Yiice,B 2006, Lee ve ark. 2006, Anand ve ark., 2012).
Kumarinler MAO enzimi de dahil olmak iizere pek ¢ok enzim igin inhibitor tasariminda
onemli bir bilesik smifidir. Son yillarda yapilan ¢aligmalarda bazi dogal ve sentetik
kumarin tiirevlerinin monoamin oksidaz enzimini inhibe ettigi gosterilmistir (Hossain

etal., 1996; Jo et al., 2002; Matos et al., 2009 ve Chimenti et al., 2009).

En azindan 4 pozisyonunda tek bir metil grubu daha da aktif bilesiklerin olusumunu
saglamis, 3 ve 4 pozisyonlarina birlikte metil grubu gelmesi ile MAO B’nin daha fazla
inhibe olmasina neden olmustur (Gnerre et al., 2000). Ayrica AH tedavisi igin de
tasarlanmis kumarinler mevcuttur (Shen ve ark., 2005). Kumarin tiirevleri ayrica
noronlarin oksidatif strese ve serbest radikallere karsi korunmasini1 da saglamaktadir

(Anand ve ark., 2012).
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2. MATERYAL VE YONTEM

2.1. Arastirma Yontemi

Arastirma Sekil 2.1°de gdsterilen agsamalardan olusmaktadir.

MAQO enziminin p-tiramin substratina
kars1 aktivitesinin tayin edilmesi

MAO aktivitesine farkli kumarin
tirevlerinin etkisinin incelenmesi

Kumarin tiirevlerinin ICsg
degerlerinin tayin edilmesi

Sonuglarin istatistiksel
analizlerinin gerc¢eklestirilmesi

Yiiksek inhibe edici aktivite gosteren
kumarin tiirevlerinin belirlenmesi ve
sonuclarin tartisilmasi

Sekil 2.1 Tez Calismasinda izlenen Y&ntemlerin sematize hali
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2.2 Arastima araclan

2.2.1 Arastirmada kullanilan cihazlar

Hassas Terazi: Sartorious Analytic, A200S =+ 0,0001 (Almanya)
Spektroflorometre: FLX800™, Bio-Tek® Instruments, Inc., Winooski, VT, USA;
Orbital Kanstirici: IKA-Werke, OS 10 B (Almanya)

- 86 °C Derin Dondurucu: ThermoElectronCorp., Forma ULT (A.B.D.)
Buzdolabi: Regal (Tiirkiye)

Destile Su Cihazi: Millipore, Rios-DI UV (A.B.D.)

Etiiv: Genlab, Midi/2/AL (0-100) (Ingiltere)

Manyetik Karistiricr: Chiltren, Isiticili HS 31 (Ingiltere)

Otomatik Pipetler: Gilson, Pipetman (Fransa)

pH Metre: ToledoMettler (Isvigre)

Vorteks Kanistirier: Fisons, Whirlimixer (Ingiltere)

2.2.2 Arastirmada kullanilan kimyasallar

Insan rekombinant MAO-A (hMAO-A) ve MAO-B (hMAO-B) enzimleri,
dimetilstilfoksit (DMSO), selejilin, iproniazit ve rasajilin Sigma Aldrich firmasindan,
Amplex Red MAO Tayin Kiti Invitrogen firmasindan temin edildi. Caligmamizda
kullandigimiz tiim kimyasallar analitik safliktadir ve Merck firmasindan temin
edilmistir. Biyokimya ve Organik Kimya Anabilim Dallar1 tarafindan sentezlenen 21
adet kumarin tiirevi kullanilmistir. Asagidaki tabloda kullanilan kumarin tiirevlerinin

isimleri ve molekiil agirliklar: gosterilmistir.
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Tablo 1 Calismada kullanilan kumarin tiirevlerinin isimleri ve molekiil agirliklari

Molekiil
Kumarinler Isimleri Agirliklart
(g/mol)

1 3-(3,4-dimetoksifenil) 6,7 dihidroksi kumarin 314,293
2 3-(3,4-diasetoksifenil)-6,7-dimetoksi kumarin 398,367
3 3-(3,4-diasetoksifenil)-6,7-dimetoksi kumarin 314,293
4 3-(3,4-dimetoksifenil)-6,7-asetoksikumarin 398,367
5 3-(3,4-dihidroksifenil)-6,7-dihidroksi kumarin 286,239
6 3-(3,4-dimetoksifenil)-6-metoksi-7asetoksi kumarin | 370,357
7/ 3-(3,4-dimetoksifenil-)-7,8-dihidroksi kumarin 314,293
8 3-(3,4- dimetoksifenil)-7,8-diasetoksi kumarin 398,367
9 3-(3-metilfenil)-7,8-dihidroksi kumarin 268,268
10 3-(4-nitrofenil)-7,8-dihidroksi kumarin 299,238
11 3-fenil-7,8-dihidroksi kumarin 254,241
12 3-(4-metilfenil)-7,8-dihidroksi kumarin 268,268
13 3-(3,4-dimetoksifenil)-6,7-dimetoksi kumarin 344,36

14 3-(3,4-dihidroksifenil)-7,8-dihidroksi kumarin 286,239
15 3-(3,4,5-trimetoksifenil)-5,7-dihidroksi kumarin 344,319
16 3-(3,4,5-trimetoksifenil)-6,7-dihidroksi kumarin 344,319
17 3-(3,4,-diasetoksifenil)-5,7-diasetoksi kumarin 454,387
18 3-(3,4,5-trimetoksifenil)-6,7-diasetoksi kumarin 428,393
19 3-(3,4,5-trimetoksifenil)-5,7-diasetoksi kumarin 428,363
20 3-(3,4-dihidroksifenil)-5,7-dihidroksi kumarin 286,239
21 3-(fenildiazenil)-4-hidroksi kumarin 266,256
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Tablo 2 Calismada kullanilan 21 adet kumarin tiirevinin, selejilin, rasajilin ve

iproniazid’in molekiil yapilari

Kumarinler Isimleri

1

/K.: o

HO O
aH
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2.3 Farmakolojik Denemeler — Genel metodlar

MAO-A ve MAO-B enzim aktivitesi tayini Amplex® Red Monoamin Oksidaz deney
Kiti kullanim kilavuzuna uygun olarak belirlendi. Kitin genel ¢alisma prensibi Sekil 2.2’

de verilmistir.

Amplex® Redreaktifi hidrojen peroksit ile 1:1 stokiometri ile reaksiyona girerek yiiksek
derecede floresans resorufin olusturur ve bdylece c¢ok diisiik konsantrasyonlarda (alt

limit 100 pikomolar) hidrojen peroksidin tayin edilmesine olanak saglar.

OH
> RCH=NH] —— 2 & RCHO + NH}

=z Zz—>2
\z
Z
= <
o
T= Zz—2
2I
z—<
I
(o]

1 H,0, 0, 0
2
" A O
| | |
\y wa\,é 2 '\i g Ny[\;/

c,

:
Amplex Red Resorufin

Sekil 2.2 Amplex® Red Monoamine Oxidase Assay Kitinin ¢aligma prensibi
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Floresans Eksitasyon

T T T T T
450 500 550 600 650 700

Dalga Boyu {nm}

Sekil 2.3 Amplex® Red reaktifi i¢in Fluoresans Eksitasyon- Fluoresans Emisyon

Grafigi
2.3.1 Stok Calisma Cozeltilerin Hazirlamsi

20mM Amplex® Red stok ¢ozeltisi: Img Amplex® Red reaktifi 200 pL. DMSO ig¢inde
¢oziilerek hazirlandi. Hazirlanan stok ¢ozelti -20 °C sicaklikta, 1siktan korunarak

muhafaza edildi.

1X tampon Cozelti (0.25 M, pH:7.4 Sodyum fosfat tamponu): 5 mL 5X stok tampon
cozeltisi destile su ile 25 mL’ye seyreltildi. Hazirlanan c¢ozeltiler gilinliik olarak

kullanildi.

200 U/mL’lik horseradish peroksidaz (HRP) stok ¢ozeltisi: Kit kullanim kilavuzuna
uygun olarak 1X tampon ¢o6zelti kullanilarak hazirlandi. Hazirlanan ¢ozelti 200 pL’lik
hacimlere ayrilarak -20 °C sicaklikta saklandx.

100 mM substrat (p-tiramin) ¢ozeltisi: Kit kullanim kilavuzuna uygun olarak 1.2 mL
destile su kullanilarak hazirlandi. Hazirlanan ¢6zelti 200 pL’lik hacimlerde -20 °C
sicaklikta saklandi.

0.5 mM MADO inhibitorlerini (selejilin, iproniazit ve rasajilin) igeren stok ¢ozeltisi:
Inhibitorler 1 mL destile su iginde ¢ozillerek kullanilarak hazirlandi. Hazirlanan ¢ozelti

200 pL’lik hacimlerde -20 °C sicaklikta saklandi.
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hMAO-A: Enzimli reaksiyonda floresans siddeti 10000 birim olacak sekilde ana stoktan
(0.5 mL: 100 mM pH 7.4 potasyum fosfat tamponu, 0.25 M Sukroz, 0.1 M EDTA, %5
Gliserol. 5 mg protein/mL; 140 {inite/mg protein) 1:20 seyreltme ile hazirland1 (son

konsantrasyon: 1.1 pg protein/200 pL).

hMAO-B: Enzimli reaksiyonda floresans siddeti 10000 birim olacak sekilde ana stoktan
(0.5 mL: 100 mM pH 7.4 potasyum fosfat tamponu, 0.25 M Sukroz, 0.1 M EDTA, %5
Gliserol. 5 mg protein/mL; 47 linite/mg protein) 1:3 seyreltme ile hazirlandi (son

konsantrasyon: 7.5 pg protein/200 pL).

Substrat calisma ¢ozeltisi: Yukarida hazirlanisi verilmis olan stok ¢ozeltiler kullanilarak
her ¢alisma giinii taze olarak hazirlandi (200 pL Amplex Red stok ¢ozeltisi, 100 pL
horseradish peroksidaz stok ¢ozeltisi, 200 puL substrat (p-tiramin) ¢ozeltisi ve 9.5 mL

1X reaksiyon tamponu).

Stok inhibitdr ¢ozeltileri: Denemelerde kullanilan kumarin tiirevleri 10pg/pL
konsantrasyonunda DMSO iginde hazirlandi. Daha sonra kullanilan kumarin
tiirevlerinin molekiil agirliklart ile orantili olarak reaksiyon ortaminda kumarin 6rnek
hacmi 2 pL ve kumarin konsantrasyonu 0.05 ve 2 uM olacak sekilde DMSO ile

seyreltmeler yapildi.
2.3.2 Enzim Aktivitesinin Tayini

Calisma siiresince substrat ve 1X reaksiyon tamponu karanlikta ve oda sicakliginda,
enzimler buz ustiinde saklandi. -20 °C sicaklikta muhaza edilen 10 mM’lik stok
¢Ozeltisi hazirlamak i¢in 3-arilkumarin tiirevleri DMSO’da ¢oziildi. DMSO
konsantrasyonu her bir kuyucukta %1’den yiiksek olmayacak sekilde deneylerde
kullanildi.

2 uL destile su, 4.5uL hMAO-A veya hMAO-B ve 93.5 uL 1X reaksiyon tamponu,
siyah diiz tabanli spektroflorometrik 96 kuyulu plakalara konuldu. 15 dakika 37°C’de
karistirilarak inkiibe edildi. Siirenin sonunda 100 mikrolitre substrat ¢ozeltisi eklenerek
reaksiyona baslandi. 37 °C’de ¢oklu Ol¢imlii mikroplate fluoresans okuyucuda
(FLX800™, Bio-Tek® Instruments, Inc., Winooski, VT, USA; 545 nm eksitasyon ve
590 nm emisyon) 15 dakika boyunca her 30 saniyede bir 6l¢iim alinarak enzimatik
reaksiyonun ilerlemesi takip edildi. Enzim aktivitesi 15 dakika sonundaki gdzlenen

floresans siddetinden baslangic anindaki floresans siddeti ¢ikarilarak hesaplandi.
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hMAO-A ve hMAO-B izoenzimleri ile gergeklestirilen reaksiyonlarin ayni anda paralel

yiirlimesi saglandi.

Kumarin tiirevlerinin ¢oziiclisii olan DMSO’nun etkisini gozlemlemek amaciyla ayni

deneme 2 uL destile su yerine 2 pL DMSO kullanilarak tekrarlandi.
2.3.3 Kumarinler ile yapilan inhibisyon ¢calismalari

Inhibisyon denemesi MAO enzim aktivitesi Invitrogen Amplex Red MAO tayin kiti

kullanim kilavuzuna uygun olarak gergeklestirildi.

2 uL, DMSO igerisinde ¢oziinerek hazirlanmis kumarin tiirevleri (%20-%80 yiizde
inhibisyon elde edilecek sekilde farkli konsantrasyonlarda), 4.5 uL hMAO-A veya
hMAO-B ve 93.5 uL 1X reaksiyon tamponu, siyah diiz tabanli spektroflorometrik 96
kuyulu mikro plakalara konuldu. 15 dakika 37°C’de karistirilarak inkiibe edildi. Siirenin
sonunda 100 pL substrat calisma c¢ozeltisi eklenerek reaksiyon bagslatildi. 37 °C’de
¢oklu oOl¢timlii mikro plaka floresans okuyucuda (FLX800™, Bio-Tek® Instruments,
Inc., Winooski, VT, USA; 545 nm eksitasyon ve 590 nm emisyon) 15 dakika boyunca

her 30 saniyede bir 6l¢iim alinarak enzimatik reaksiyonun ilerlemesi takip edildi.

2 puL, DMSO igerisinde c¢oziinerek hazirlanmis c¢esitli bilinen MAQO inhibitorleri

(selejilin, iproniazit ve rasajilin) yukarida anlatildigi sekilde tayin edildi.

Kumarin kontrol ¢ozeltisi; 2 uL DMSO i¢inde ¢oziinmiis kumarin tiirevleri, 4.5 uL. 100
mM pH 7.4 potasyum fosfat tamponuve 93.5uL 1X reaksiyon tamponu, siyah diiz
tabanl spektroflorometrik 96 kuyulu mikro plakalara konuldu. 15 dakika 37°C’de
karistirilarak inkiibe edildi. Siirenin sonunda 100 pL substrat calisma ¢ozeltisi eklenerek
reaksiyon baglatildi. 37 °C’de c¢oklu oOl¢iimlii mikro plaka floresans okuyucuda
(FLX800™, Bio-Tek® Instruments, Inc., Winooski, VT, USA; 545 nm eksitasyon ve
590 nm emisyon) 15 dakika boyunca her 30 saniyede bir 6l¢iim alindi. Floresans verdigi
tespit edilen kumarin tiirevlerinin ayni1 konsantrasyondaki floresans siddetleri enzimli

reaksiyondan elde edilen floresans siddetinden ¢ikarilarak hesaplama yapildi (Finp).

Yiizde inhibisyon degerleri asagida verilen denklemle hesaplandi. Denklem 1.7;
: I ] Fenz = Finn
% inhibisyon = =—=——= x100 (1.7)

enz

Fenz: Inhibitorsiiz enzim aktivitesi; Finn: Inhibitor varliginda enzim aktivitesi
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%350 enzim inhibisyonuna karsilik gelen kumarin tiirevi konsantrasyonlari (ICsp)
GraphPad Prism 5.0 (GraphPad software, Inc., La Jolla, CA, USA) kullanilarak
inhibitér konsantrasyonuna karsilik gelen % inhibisyon grafiklerinin lineer regresyon

analizi ile hesaplandi.

Tiim denemeler ii¢ tekrar olacak sekilde gergeklestirildi. Verilerin istatistiksel analizi
GraphPad Prism 5.0 yazilimi ile gerceklestirildi. Kumarin tiirevlerinin ICsy degerleri
arasinda anlamli bir farklilik olup olmadiginin belirlenmesi i¢in one way ANOVA testi
uygulandi. Varyans analizi iki ya da daha fazla gruba ait ortalamalar arasindaki farkin
anlamli olup olmadigi ile ilgili hipotezleri test etmek i¢in Anova testi kullanilmaktadir.
Eger ikiden fazla grubun ortalamalar1 karsilastirilacak ise F Testi diger bir ismiyle
Varyans Analizi (ANOVA, Analysis Of Variance) uygulanir. Denemelerimizde ikiden
fazla grubu karsilastirdigimiz i¢in ANOVA testini uyguladik.

2.3.4 Inhibisyon Mekanizmasi

En yiiksek inhibisyon aktivitesi gosteren kumarin tiirevinin inhibisyon mekanizmasinin
belirlenmesi amaciyla 8 farkli substrat konsantrasyonunda (1, 0.75, 0.5, 0.25, 0.15, 0.1,
0.075 ve 0.05 mM) MAO-A ve MAO-B izoenzimleri i¢in enzim aktiviteleri tayin edildi.
Bu amagla 2 uL DMSO, 4.5 uL hMAO-A veya hMAO-B ve 93.5 uL 1X reaksiyon
tamponu, siyah diiz tabanli spektroflorometrik 96 kuyulu plakalara konuldu. 15 dakika
37°C’de karistirilarak inkiibe edildi. Siirenin sonunda 8 farkli konsantrasyonda p-
tiramin iceren 100 mikrolitre substrat ¢ozeltisi eklenerek reaksiyona baslandi. 37 °C’de
coklu oOl¢timlii mikroplate fluoresans okuyucuda (FLX800™, Bio-Tek® Instruments,
Inc., Winooski, VT, USA; 545 nm eksitasyon ve 590 nm emisyon) 15 dakika boyunca
her 30 saniyede bir 6l¢iim alinarak enzimatik reaksiyonun ilerlemesi takip edildi.
Cizilen Michealis-Menten grafiklerinden GraphPad Prism 5.0 yazilimi ile MAO-A ve
MAO-B enzimleri i¢in Ky, Ve Vmaks degerleri hesaplandi.

En yiiksek etki gosterdigi belirlenen kumarin tiirevinin inhibisyon mekanizmasinin
aydnlatilmasi i¢in 3 farkli inhibitér konsantrasyonunda (0.05, 1 ve 2 uM) ve 8 farkh
substrat konsantrasyonunda yukarida anlatildig1 sekilde enzim aktivitesi tayin edildi. Bu
amagla 2 pLL. DMSO i¢inde ¢oziilmiis kumarin tiirevi (0.05, 1 ve 2 uM), 4.5uL hMAO-
A veya hMAO-B ve 935 pL 1X reaksiyon tamponu, siyah diiz tabanl
spektroflorometrik 96 kuyulu plakalara konuldu. 15 dakika 37°C’de karistirilarak

inkiibe edildi. Siirenin sonunda 8 farkli konsantrasyonda p-tiramin i¢ceren 100 mikrolitre

41



substrat ¢ozeltisi eklenerek reaksiyona baslandi. 37 °C’de g¢oklu 6l¢limlii mikroplate
fluoresans okuyucuda (FLX800™, Bio-Tek® Instruments, Inc., Winooski, VT, USA;
545 nm eksitasyon ve 590 nm emisyon) 15 dakika boyunca her 30 saniyede bir dlgiim
alimarak enzimatik reaksiyonun ilerlemesi takip edildi. Lineweaver Burk grafigi
cizilerek inhibisyon mekanizmasi belirlendi. Belirlenen inhibisyon mekanizmasi

kullanilarak GraphPad Prism 5.0 yazilimi ile K; degeri belirlendi.

2.3.5 Geri doniisiimliiliik

En yiiksek aktiviteyi gosteren kumarin tiirevi ile gergeklestirilen inhibisyonun geri
doniistimlii olup olmadiginin belirlenmesi amaciyla 3-(fenildiazenil)-4-hidroksikumarin
bilesigi 1Cso degeri olan 0.13 pM konsantrasyonda 4 farkli 6rnek hazirlandi ve substrat
eklenerek, farkli zamanlarda (15, 30, 45 ve 60 dakika) inkiibe edildi ve enzimatik
aktivite Boliim 2.3.3°de anlatildig1 sekilde tayin edildi (Hammuda 2016).

2.3.6 Lipinski bes kurah

Calismamizda kullanilan kumarin tiirevlerinin ila¢ olarak kullanilabilirligini 6l¢mek
amaciyla, Lipinski’'nin bes kuralina uygunluklar1 “Molinspiration Hesaplama Yazilim1”
ile arastirilmistir (Www.molinspiration.com). Lipinski’nin bes kurali, farmakolojik
aktiviteye sahip bir bilesigin insanlarda oral olarak aktif bir ilag olarak
kullanilabilirligini test etmek i¢in uygulanan bir yontemdir. Bu kurala gore, oral olarak
aktif bir ilacin hidrojen bagi donorlerinin toplam sayis1 5’ten fazla, hidrojen bagi
akseptorlerinin sayist 10’dan fazla olmamalidir. Molekiil agirligi 500 Da’dan kiigiik

olmal1 ve log P (oktanol- su ayrilim katsayisi) degeri, 5’ten biiyiik olmamalidir.
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Floresans Siddeti

3. BULGULAR

3.1.1 Enzim aktivitesinin tayin edilmesi

MAO-A ve MAO-B enzim aktivitesi tayini Boliim 2.3.2°ye gore yapildi. MAO-A ve

MAO-B enzim reaksiyonu sonucu floresans siddetlerindeki degisim sirasiyla 9609 ve

9677 olarak o6l¢iildi ve Sekil 3.1°de verildi.
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Sekil 3.1 Zamana bagli olarak hMAO-A ve hMAO-B enzimleri i¢in floresans degisimi
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3.1.2 inhibisyon ¢cahsmalar1

21 adet Kumarin tiirevleri (K1-K21) ile inhibisyon c¢alismalart Bolim 2.3.3°de
anlatildigi sekilde gergeklestirildi ve her bir kumarin bilesigi i¢in elde edilen %
inhibisyon degerlerine karsilik gelen inhibitér konsantrasyonlarmin grafikleri Sekil

3.2°de verildi.
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Tablo 3’de, Sekil 3.2” de verilmis olan grafiklerin lineer regresyonu ile hesaplanan, ICsy

degerleri ve secicilik indeksleri (SI) gdsterilmistir.
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Tablo 3 Kumarin tiirevlerinin yapilari, ICsq degerleri ve segicilik indeksleri (SI)

Sl
(IC50ma0-
al
IC50ma0-

MAO-A
IC50 (uM)

MAO-B
IC50 (uM)

-OH -OH OCHs OCH3 -H 2.0440.16 2.43+0.06 0.84

-H OCH3 OCHs -H -OAc -OAc -H  14.03+1.13 10.14+1.72  1.38

-H OCHs OCHs -H -OH -OH -H 1.97+0.22 2.56+0.11 0.77

-H -OAc -OAc -H OCHs OCHs -H  12.17#1.38 8.24+1.32 1.48

-H -OH -OH -H -OH -OH -H 1.79+0.09 2.34+0.15 0.76

-H -OAc OCHs -H OCHs OCHs -H 182.12+2.36 61.29+1.89 2.97

4/ -OH -OH -H -H OCHs OCHs -H 1.94+0.17 2.54+0.12 0.76

oAc QAc -H -H OCHs OCHs -H 6.43+0.62 8.14+1.16 0.79

“XM-OH -OH -H -H CHs -H -H 1.95+0.04 2.50+0.18 0.78

Efl-oH OH -H -H -H NO2 -H 2.07+0.08 0.91+0.04 2.27

EEloH oH -H -H -H -H -H 3.95+0.21 2.33+0.12 1.7

EloOoH OH -H -H -H CHs -H 1.56+£0.06 0.99:0.07 1.58

5] -H OCHs OCHs -H OCHs OCHs -H 115.594+2.01 9.28+1.16 12.46

EElOH OH -H -H -OH -OH -H 1.80+0.16 2.45+0.19 0.73

] H -OH -H -OH OCHs OCHs OCHs 17.5+1.12 23.36£2.15 0.75

F[ H -OH -OH -H OCHs OCHs OCHs 2.09+0.04 2.84+0.13 0.74

-H -OAc -H 4,. -OAc -OAc -H 16.84+1.29 13.00+2.11 1.3

] -H -OAc -OAc -H OCHs OCHs OCHs 8.92+0.84 5.83+0.56 1.53

m -H -OAc -H 5,. OCHs OCHs OCHs 102.65+2.89 213.2+3.31  0.48

Pl H -OH -H -OH -OH -OH -H 1.77+0.05 3.14+0.33 0.56

(o] O

P 204.09+2.68 0.13+0.02 1607
0

[ ] Selejilin  62.82+2.08 0.02+0.01 3141

. iproniazit  5.97+0.56 7.48+0.75 0.8

L] Rasajiin  14.241.13 0.07+0.01 202.9

-Her 1Csp degeri iic farklt denemenin ortalamasi + standart sapmasi olarak

verilmistir (n=3)

-MAO-A 1Csp degerlerine karsilik gelen MAO-B 1Cspdegerleri i¢in P <0.01,

(ANOVA/Dunnett testi)
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3.1.3 inhibisyon Mekanizmasi

Calismamizda kullanilan MAO-A ve MAO-B enzimlerine ait kinetik parametreler
Bolim 2.3.4°de anlatildigr sekilde p-tiramin substrati kullanilarak tayin edildi. Ky, ve
Vmaks degerleri Sekil 3.3’de verilen Michealis Menten grafiklerinden GraphPad Prism
programi yardimiyla hMAO-A; Km 0.4617+0.002 mM, Vmaks 226.8+3.685
nM/Dakika/mg protein, hMAO-B; Km 0,106£0.003 mM, Vmaks 27.22+0.199
nM/Dakika/mg protein olarak hesaplandi.

hMAOQ-A
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2
o
o
g 1001
®
-
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S 754
=
=
N 50
-
254
0 T T T 1
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=
2
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E
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-
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£
N
T
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Sekil 3.3 hMAO-A ve hMAO-B enzimlerine ait Michealis Menten grafikleri
Yapilan calismalarda en yiliksek inhibisyon aktivisine sahip oldugu belirlenen 21
numarali kumarin tiirevinin inhibisyon mekanizmasi Boliim 2.3.4’de anlatildig: sekilde

arastirild1 ve elde edilen Linewever-Burk grafigi Sekil 3.4’de verildi.
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Inhibisyon grafigin yardimryla inhibisyon tipi belirlendi. Elde edilen grafige gére
inhibisyon tipi “karisik inhibisyon” olarak belirlendi. Bilindigi gibi karigik
inhibisyonda; inhibitor enzime ya da enzim substrat kompleksine baglanmaktadir. Aktif
olmayan EI ve ESI kompleksleri olusturabilir, substrat ve inhibitér enzime ayni anda
baglanabilir. Karisik inhibitoriin etkisi, enzimin katalitik aktivitesini diisiirerek
gbzlenmektedir. Bu tip inhibisyonda, inhibitr ile substrat arasinda yarisma yoktur.
Substrat konsantrasyonunun arttirilmasiyla inhibisyon ortadan kaldirilamaz, enzimin

K degeri sabit kalirken Vmaks degeri azalmaktadir (Horton ve ark., 2000).

Belirlenen inhibisyon tipi goz 6niine alinarak ve GraphPad Prism programi kullanilarak

21 numarali kumarin tiirevinin Kj degeri 0,0315+0,004 uM olarak hesaplandi.

o6 shiacs  (inhibitdrsiz)
mi2101 4 (0.1 mikro Malar K21
a0102um (0.2 mikro Molar K21)
< 059 pnoosw (0.05 mikro Molar k21) 4 Ve0mx00813 (0.2 mikro Malar)
= A A 09962
§ /
2 H"/
a A
8 04 -
E ey
= / ) )
i A . ya00Esned (0.1 mikro Malark21)
H e e
g v -
s o ) - .
£ _,'/ !__.--" 4 y=0010E 00522 [0.05 mikro Molar K21)
£ e -~ — #0999
E ) 4 (e

_# 40008+ 0038 (inhibitGrsiz)
— B 20,3805

~ 1/Substrat Konsantrasyonu (mh?)

02

Sekil 3.4 21 numarali kumarin tiirevinin MAO-B’yi inhibisyonunu gdsteren

Lineweaver-Burk grafigi
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3.1.4 Geri doniisiimliiliikk

En yiiksek aktivite gosteren 21 numarali kumarin tiirevi ile gergeklesen inhibisyon geri
donsiimlii olup, elde edilen sonuglar Sekil 3.5°de verildi. En yiiksek aktiviteyi gosteren
kumarin tlirevi ile gergeklestirilen inhibisyonun geri doniisimlii olup olmadiginin
belirlenmesi amaciyla 3-(fenildiazenil)-4-hidroksikumarin bilesigi IC50 degeri olan
0.13 uM konsantrasyonda 4 farkli 6rnek hazirland1 ve substrat eklenerek, farkli
zamanlarda (15, 30, 45 ve 60 dakika) inkiibe edildi ve enzimatik aktivite Bolim
2.3.3’de anlatildigi sekilde tayin edildi (Hammuda 2016). 21 numarali kumarin
tirevinin inhibisyonu inkiibasyon zamanina bagli olmadigi bulundu. Bu sonug

baglanmanin geri doniisiimlii olduguna isaret etmektedir.

K15 (hMAO-B inhibisyonu)

100+
804
c
g 604
2
o) " .
— - i 4 ¢
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< 40+
204
0 1 ] 1 1
0 15 30 45 60

inkiibasyon Siiresi
Sekil 3.5 21 numarali kumarin tiirevine ait inkiibasyon siiresi — hMAO-B % inhibisyon

grafigi
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3.1.5 Lipinski bes kurah

Kumarin tiirevlerinin drog olarak kullanilabilirligini 6lgmek i¢in Lipinski’nin bes kurali
uygulandi. Kullanilan kumarin tiirevlerinin tamaminin hidrojen bagi donoérleri sayisinin
(0-4), hidrojen bag1 akseptorleri sayisinin (4-10), molekiil agirliklarinin (254-454 Da)
ve logP degerlerinin (1,382-3,843) oldugu tespit edildi. Bolim 2.3.6’da belirtilen

Lipinski’nin bes kuralinda verilen degerler ile uyumlu oldugu belirlenmistir.

Tablo 4 Calismamizda kullanilan kumarin bilesiklerine ait Lipinski tablosu

Bilesik Log P* Molekiiler TPSA** n-OH n-OHNH Hacim
akseptor***  donor****

1 2,391 314,293 89,135 6 2 267,122
2 1,997 398,367 101,289 8 0 340,145
3 2,391 314,293 89,135 6 2 267,122
4 1,997 398,367 101,289 8 0 340,145
5 1,776 286,239 111,123 6 4 232,066
6 2,501 370,357 84,218 7 0 321,162
7 2,62 314,293 89,135 6 2 267,122
8 2,194 398,367 101,289 8 0 340,145
9 3,398 268,268 70,667 4 2 232,592
10 2,932 299,238 116,491 7 2 239,365
11 2,974 254,241 70,667 4 2 216,031
12 3,422 268,268 70,667 4 2 232,592
13 2,61 344,36 63,24 6 0 308,39

14 2,005 286,239 111,123 6 4 232,066
15 2,574 344,319 98,369 7 2 292,668
16 2,376 344,319 98,369 7 2 292,668
17 1,382 454,387 135,431 10 0 378,112
18 1,981 428,393 110,523 9 0 365,691
19 2,376 428,363 110,523 9 0 365,691
20 1,974 286,239 111,123 6 4 232,066
21 3,843 266,256 75,167 5 1 227,117

*logP—oktanol/su dagilim katsayisi
**TPSA-topolojik polar yiizey alani
***n-OH—hidrojen akseptorleri sayisi

****n-OHNH—hidrojen bag dondrleri sayisi
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4. TARTISMA

Calismamizda Boliimiimiiz Biyokimya ve Organik Kimya Laboratuvarlarinda
sentezlenmis ve yiiksek antioksidan ozellik gosterdigi bulunmus olan (Danis ve ark.
2016). 21 adet kumarin tiirevinin ilk kez olarak insan MAO-A ve MAO-B enzimi
aktivitesi tizerine olan etkileri in vitro olarak incelenmistir. 3-aril kumarin tiirevlerinin,
genel olarak diisiik mikromolar seviyede MAO-A’y1 inhibe ettigi saptanmistir. 6, 13,
19 ve 21 numarali tiirevler hari¢ 1Cso degerleri 1.56 ve 17.5 uM arasinda degismektedir.
6, 15 ve 19 numaral tiirevler haric MAO-B enzimini inhibe ettikleri ve bu bilesiklere
ait 1Csp degerinin  0.13 - 13uM oldugu gozlemlenmistir. Ancak, sadece 13 ve 21
numarali kumarin tiirevlerinin MAO-A/B secicilik etkisine sahip olduklari
goriilmektedir. 13 numarali kumarin tiirevi her ne kadar MAO-B enzimini kismen segici
olarak inhibe ediyor olsa da (SI = 12.46), MAO-B inhibisyon konsantrasyonu goreceli
olarak disiiktir (ICso = 9.28 uM). Bu veriler géz oniinde bulunduruldugunda 21
numarali kumarin tiirevinin (3-fenildiazenil-4-hidroksi kumarin) MAO-B enzimini ¢ok
diisiik konsantrasyonlarda (MAO-B IC50 = 0,13 uM), se¢imli (SI = 1607) ve geri
doniistimlii olarak inhibe ettigi ortaya ¢ikmaktadir. En yiliksek aktivite gosteren bu
kumarin tiirevi i¢in inhibisyon mekanizmasi karigik inhibisyon ve K; degeri 0.0315 uM
(31.5 nM) olarak tayin edildi. 21 numarali kumarin tiirevi yaygin olarak kullanilan
secimli MAO-B inhibitorleri selejilin ve rasajiline yakin bir ICsq degerine (sirastyla ICsg
= 0,02 ve 0,07 uM) ve diger inhibitorlerle karsilastirilabilecek bir secimlilik degerine
sahiptir (selejilin SI: 3141, rasajilin S1:202.9). Geri doniisimlii MAO inhibitorleri,
enzime genellikle kovalent olmayan etkilesimlerle baglanmaktadir. Boylece olusan
enzim-inhibitér kompleksinin ayrilmasi daha hizli gergeklesir ve enzim inhibitoriin

ozelliklerine bagli olarak aktivitesini zamanla yeniden kazanur.

Rasajilin ve selejilin (L-deprenil) bilindigi gibi anti-Parkinson etkiye sahip segici ve
geri doniisiimsiiz MAO-B inhibitorleridir. MAO enzimini segici olarak inhibe etme
yetenegine sahip olmalarmma ragmen bu ilaclarin serotonin sendromu, bas donmesi,
bulanik gérme, sersemlik gibi santral sinir sistemi yan etkilerinin olmasi, enzimin aktif
bolgesine kovalent olarak baglanarak geri doniisiimsiiz inhibisyon yapmasi, yliksek
dozlarda ve tekrar eden uygulamalarda selektivite kayiplar1 gibi nedenler tedavideki

kullanimlarinda 6nemli kisitlamalara neden olmustur (Cesura ve Pletscher, 1992;
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Finberg, 2014). Bu saydigimiz sebeplerden dolay1 yeni inhibitorlerin bulunmasi arayisi

baslamistir.

Gilintimiizde segici ve geri dontisiimlii olarak MAO-A’y1 inhibe ettigi bilinen bilesiklere;
moklobemid, simoksaton, brofaromin ve befloksaton; secici ve geri doniisiimlii olarak
MAO-B’yi inhibe ettigi bilinen bilesikler ise safinamid ve lazabemid 6rnek olarak
verilebilir (Cesura ve Pletscher, 1992; Bolasco ve ark, 2010; Finberg, 2014). Fakat bu
bilesikler geri doniistimlii inhibisyon yapmalarina ragmen selejilin ve rasajilin’nin

etkisine sahip degillerdir.

Kumarin tiirevlerinin potansiyel yeni MAO-A ve MAO-B inhibitorii olabilecegi
diistincesi ile secici, bu bilesiklerden yan etkileri azaltilmig, tedavi edici nitelikte yeni
oncii  bilesikler tasarlanmaktadir (Cesura ve Pletscher, 1992; Finberg, 2014).
Literatiirlerde yaptigimiz incelemelerde sentezlenen yeni kumarin tiirevlerinin MAO-A
ve MAO-B’nin inhibisyonlarina olan etkisini inceleyen ¢alismalara ve bizim
calismamizin sonuglarina yakin ¢aligmalara da rastlanmistir. Bu ¢alismalarda da se¢imli
MAO inhibitérlerine deginilmektedir. incelenen calismalardan ilk olarak, Secci ve
arkadaglarmin (Secci ve ark.,2011) yaptigi g¢alismalardan bahsedebiliriz. Yapilan
caligmada, sentezlenen kumarin bilesiklerinin 3 pozisyonuna eklenen metil ve fenil
gruplar1 ya da hidrojen atomu siibsitiisyonlar1 aragtirilmistir. 3-karboksilik asidin anti
MAQO ajanlari, 2a ve 2b olarak isimlendirilmis kumarin tiirevlerinin MAO-B
izoformlarma kiyasla daha secici oldugu bulunmustur. 3 pozisyonuna eklenen
karboksilik asit, ester, a¢il kloriir gruplarinin MAO inhibitdr aktivitesi ve A/B se¢iciligi
tizerindeki etkileri arastirilmistir. Bu ¢alismada 3-karboksilik asitin anti MAO ajanlari,
kumarin tiirevlerinin MAO-B izoformlarina kiyasla daha segici oldugu bulunmustur. 3-
aril kumarinler her izoformlarinda (3a—e olarak isimlendirilmis kumarin bilesiginde)
ozellikle de 3d olarak isimlendirilen kumarin bilesiginde ¢ok gii¢lii anti MAO-B
aktivitesini goOsterir, bu bilesik i¢in ¢ok diisiik bir secicilik indeksi degerinden s6z
edebiliriz. Yapilan ¢alisgmada MAO-A ve B igin de ayni anda segicilik gosteren bir

kumarin bilesigi karsimiza ¢ikmamaktadir.

Diger bir calisma ise; Abdelhafez ve arkadaslarinin 2013 yilinda yayimlanan
calismasidir (Abdelhafez ve ark.,2013). Bu ¢alismaya gore, sentezlenen yeni kumarin

tiirevlerinin in vitro ve in vivo olarak MAO inhibisyonu etkisi arastirilmistir. MAO-A
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ve B enzimlerinin in vitro aktiviteleri kynuramin substrat olarak kullanarak florometrik
bir metot yardimi ile belirlenmistir. Calismada iki MAO izoformu kullanilmistir.
Calismada sentezlenen yeni kumarin tiirevlerinin (1a,b, 2a,b 3a,b, 4a,b, 5a,b, 6a,b, 7a,b,
8a,b, 9a,b ve 10a,b) in vitro ve in vivo olarak MAO inhibisyonu etkisi arastirilmistir.
Calisma sonuglarina gore sentezlenen kumarin tiirevlerinin En fazla in vitro ve in vivo
aktivite gosteren kumarin Dbilesikleri sirayla, 2-(3,4-dimethylcoumarin-7-yloxy)
acetohydrazide (3b olarak isimlendirien kumarin bilesigi) K; degerleri ; (MAO-A igin;
5.01 pM ve MAO-B igin 0.484 uM) ve in vivo olarak EDsy = 0.009143 uM )
bulunmustur. 2-(3,4-dimethylcoumarin-7-yloxy)-N-(2,5dioxopyrrolidin-1-yl) asetamit
(7b olarak isimlendirilmis kumarin bilesigi) in vitro K; degerleri ile (MAO-A igin ve
MAO-B i¢in 6.34 pM 0.575 uM) ve in vivo EDsg = 0.00915 pM gibi oldukga diisiik

sayilabilecek degerler bulunmustur.

Yapilan diger bir calismada, Huang ve arkadaslar1 7-aril kumarin tiirevleri ile yaptiklari
calismalarda kumarin halkasinda 7- pozisyonunda bulunan azot karbon ¢ifte baginin
kumarin tlirevlerinin MAO-B secimli inhibisyon aktivitesini énemli 6l¢iide etkiledigini

gostermistir (Ming ve ark., 2015).

Matos ve ¢alisma grubu; (Matos ve ark., 2011), 6-metil-3-fenil kumarin tiirevli bilesik
serilerinden olan bilesik 3 ve 6’yi MAO-A ve MAO-B inhibitorleri olarak
sentezlemisler ve metoksi 3-fenil ve para-hidroksi analoglari ile karsilagtirmiglardir.
Para metoksi siibstitienti olan bilesik 3, bilesik 6’ya hidriodik asit eklenmesi ile
hidrolize olmustur. Olusan bu hibrit bilesikler MAO-B izoenzimleri i¢in yiiksek
secicilik gostermektedir. Bu tiir hibrit bilesikler diisiik nanomolar aralikta I1Csp
degerlerine sahiptir ve yiiksek MAO-B seciciligi/aktivitesi gostermektedir. Bilesik 6
icin MAO B aktivitesinin ICsq degeri bilesik 3’e gore on kat kadar biiyiiktiir. Meta
pozisyonunda metoksi grubu igeren bilesik 4 olarak adlandirilan kumarin bilesiginin
yapilan ¢alismalarda referans bilesik R-(-)-deprenil’e gore yiiksek aktivite gosterdigi
bulunmustur. Metoksi grubu igeren bilesigin MAO-B etkisi digere tiirevlere gore cok
yiiksek oldugu goriilmiistiir. Ayn1 pozisyonda ise hidroksi grubu oldugunda bu etkinin
distigii bulunmustur (Matos ve ark., 2009). Matos ve grubu yaptiklar1 ¢alismalarda,
yapidaki kiigiik degisimlerin molekiiliin afinitesinde biiylik degisimlere neden
olabilecegi sonucuna varmiglardir. Bu sonu¢ da MAO aktivitesi ve seciciligini

anlamamiza yardimci olmaktadir. Calismalar neticesinde ortaya c¢ikan ilging
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sonuglardan biri de meta metoksi pozisyonunda bulunan bilesiklerin MAO inhibiyon
aktivitesini gostermeleridir. Metoksi siibstitientinin fenil halkasinda 3 pozisyonundaki
yerinin degisimi, sentezlenen kumarinin farmakolojik agidan ciddi bir potansiyele sahip

oldugunu ortaya ¢ikarmaktadir.

Orto pozisyonunda yapida hidroksil grubu olmasi laboratuvarimizda sentezlenen
kumarin tiirevleri ile benzerlik gostermektedir. Yapilan doking caligmalarinda 3-aril
kumarin bilesiklerinde ortak gézlenen yapilar gosterilmistir Sekil 4.1 de, 3-aril kumarin
bilesiklerinde ortak gozlenen yapilar belirtilmistir. Ustelik bu bilesik MAO-B
izoenzimleri i¢in segicidir. Hibrit bilesikler MAO-B izoenzimleri i¢in yiiksek segicilik
gostermektedir. Bu tiir hibrit bilesikler diisiik nanomolar aralikta dahi yiiksek aktivite
gostermektedir. 3 fenil halkasina meta metoksi grubu baglandiginda da orto ve para
pozisyonuna gore yiiksek aktivite gosterdigi bir¢ok kez ¢alismalarda gosterilmistir.
(Erzincan, 2016).

Sekil 4.1 3-aril kumarin bilesiklerinde ortak gozlenen yapilar
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SONUC

Sentezlemis oldugumuz 21 numarali kumarin tiirevi yaygin olarak kullanilan se¢imli
MAO-B inhibitorleri selejilin ve rasajiline yakin bir IC50 degerine sahiptir. MAO-B
enzimine karsi yliksek inhibisyon aktivitesine ve se¢cimligine sahip bu kumarin tiirevinin
Parkinson ve Alzheimer gibi hastaliklarin tedavisinde MAO-B enziminin inhibisyonu
icin kullanilabilme potansiyeline sahip oldugu diisiiniilmektedir. Bu amacla daha ileri in

vivo ¢alismalarin ve toksisite denemelerinin gergeklestirilmesi gereklidir.
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