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DOKTORA TEZi

TOPLAM MONOAMIN OKSIDAZ AKTIVITE OLCUMU ICIN YENI BiR
FLOROJENIK PROB GELIiSTIRILMESI

Emin Ahmet YESIL

Istanbul Universitesi-Cerrahpasa
Lisansiistii Egitim Enstitiisii
Kimya Anabilim Dah

Organik Kimya Programi

Damisman : Prof. Dr. Mustafa OZYUREK

Monoamin oksidaz (MAO), merkezi sinir sistemindeki norotransmitterlerin  (dopamin,
serotonin vb.) oksidasyonunda rol oynayan ve X kromozomundaki genler tarafindan kodlanan
bir enzimdir; A ve B olmak {izere iki ayr izoform seklinde bulunmaktadir. Bu izoformlar
canlt dokulardaki dagilimlar1 ve fizyolojik etkileri gibi birgok yonden farklilik gosterirler.
MAO-A ¢ogunlukla plasenta, adipoz doku, tiroid bezi ve akcigerlerde bulunurken; MAO-B
ise genel olarak beyin ve karaciger hiicrelerinde, ndronlarda, rahimde ve kalpte daha fazla
dagilim gostermektedir. Yas, travma ve stres faktorleri sonucunda enzim aktivitesinin
yiikselmesi ile gesitli psikiyatrik (panik atak, kisilik bozuklugu vb.) ve nérolojik (sizofreni,
anoreksiya, depresyon, Parkinson ve Alzheimer vb.) bozukluklar ortaya ¢ikmaktadir. MAO
enzim aktivitesinin yiiksekligine bagl olarak gelisen hastaliklarin tanilamasinda ve tedavi
siirecinin takibinde invaziv olmayan, yiiksek ¢oziiniirliik ve hassasiyette gercek zamanl
goriintiilemeye olanak taniyan floresans esasli; 6zellikle de elektromanyetik spektrumun yakin
kizilotesi (near infrared, NIR) bolgesinde emisyon dalgaboyuna sahip, hiicre ve dokulara

derinlemesine penetrasyon saglayabilen; ancak foto hasar olusturmayan NIR florojenik

Xiii



problarin kullanildig1 floresans goriintiileme teknikleri daha c¢ok tercih edilmektedir. Bu tez
caligmasinda, Cy7-Cl boyasi ve piperazin molekiilii arasinda gerceklestirilen kondenzasyon
reaksiyonuyla toplam MAO enzim aktivite tayininin yiliksek secicilik ve duyarlilikta
gerceklestirilmesine olanak saglayan; sitotoksik olmayan yeni bir NIR florojenik prob (NM-
T, kem = 786 nm) sentezlendi. Bilesigin kimyasal karakterizasyonu FTIR, NMR ve MS
teknikleriyle gergeklestirildi. Sentezlenen prob (dedektdr molekiil) ile her bir eenzim
izoformu arasindaki reaksiyona bagli olarak enzim konsantrasyonu artisi ile probun baslangig
floresans intensitesinde azalma gergeklesti. MAO-A ve MAO-B izoformlariin ilavesiyle
floresans siddetindeki azalma miktar1 esas alinarak kalibrasyon grafigi iizerinden lineer
denklem olusturuldu ve gelistirilen yontemin korelasyon katsayilari sirasiyla (r) 0.998 ve
0.9944 olarak hesaplandi. Gelistirilen yontemde MAO-A ve MAO-B izoformlar: i¢in en
diisiik dedeksiyon limitleri (LOD) sirasiyla 1.88 ng/mL ve 9.15 ng/mL olarak bulundu.
Sentetik serum ¢ozeltisine enzim stndart katkisi yapilarak yontemin geri kazanimi dogrulandi.
Sonug olarak, NIR dalgaboyunda, siyanin boyasi esasli, diisiik LOD degerlerine sahip ve
toplam MAO aktivite tayininde kullanilabilen; bu o6zellikleriyle literatiirdekilere tstiinliik
getiren yeni bir florojenik prob sentezlendi ve yeni bir spektroflorometrik yontem

gelistirilerek toplam aktivite tayini basariyla gerceklestirildi.

Haziran 2023 ,

96 sayfa.

Anahtar kelimeler: MAO-A, MAO-B, NIR floresan prob, enzim aktivite dl¢iimii, biyosensor
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ABSTRACT

Ph.D. THESIS

DEVELOPMENT OF A NEW FLUOROGENIC PROBE FOR TOTAL MONOAMINE
OXIDASE ACTIVITY MEASUREMENT

Emin Ahmet YESIL

Istanbul University-Cerrahpasa
Institute of Graduate Studies
Department of Chemistry

Organic Chemistry Programme

Supervisor : Prof. Dr. Mustafa OZYUREK

Monoamine oxidase (MAO) is an enzyme that plays a role in the oxidation of
neurotransmitters (dopamine, serotonin, etc.) in the central nervous system and is encoded by
the genes on the X chromosome; It exists in two different isoforms, A and B. These isoforms
differ in many aspects, such as their distribution in living tissues and their physiological
effects. While MAO-A is mostly found in the placenta, adipose tissue, thyroid gland and
lungs; MAO-B is generally more distributed in brain and liver cells, neurons, uterus and heart.
As a result of the increase in enzyme activity as a result of age, trauma and stress factors,
various psychiatric (panic attacks, personality disorders, etc.) and neurological (schizophrenia,
anorexia, depression, Parkinson and Alzheimer's etc.) disorders occur. Fluorescence-based,
which allows non-invasive, high resolution and sensitive real-time imaging in the diagnosis of
diseases that develop due to high MAO enzyme activity and in the follow-up of the treatment
process; It has an emission wavelength, especially in the near infrared (NIR) region of the
electromagnetic spectrum, that can provide deep penetration into cells and tissues; however,

fluorescence imaging techniques using NIR fluorogenic probes that do not cause
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photodamage are more preferred. In this thesis, the condensation reaction between the Cy7-Cl
dye and the piperazine molecule allows the determination of total MAO enzyme activity to be
performed with high selectivity and sensitivity; A new non-cytotoxic NIR fluorogenic probe
(NM-T, Xem = 786 nm) was synthesized. Chemical characterization of the compound was
carried out by FTIR, NMR and MS techniques. Depending on the reaction between the
synthesized probe (detector molecule) and each enzyme isoform, the initial fluorescence
intensity of the probe decreased with the increase in enzyme concentration. Based on the
amount of decrease in fluorescence intensity with the addition of MAO-A and MAO-B
isoforms, a linear equation was created on the calibration chart and the correlation coefficients
of the developed method were calculated as (r) 0.998 and 0.9944, respectively. In the
developed method, the lowest detection limits (LOD) for MAO-A and MAO-B isoforms were
found to be 1.88 ng/mL and 9.15 ng/mL, respectively. Recovery of the method was confirmed
by adding enzyme standard to the synthetic serum solution. As a result; a new fluorogenic
probe, which is superior to those in the literature with these features, was synthesized and a

new spectrofluorometric method was developed to determine the total activity successfully.

June 2023, 96 pages.
Keywords: MAO-A, MAO-B, NIR fluorescent probe, enzyme activity measurement,

biosensor
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1. GIRIS

Monoamin oksidaz (MAO), amin grubu i¢eren dopamin, norepinefrin, serotonin, tiramin vb.
norotransmitterlerin oksidasyonunu katalizleyen flavoenzimdir [1-3]. Enzim, X kromozomu
tizerindeki iki ayr1 gen tarafindan kodlanmakta ve birbirinden yapisal farkliliklar1 olan iki ayr1
izoform seklinde (MAO-A ve MAO-B) bulunmaktadir. Bu iki izoform, hiicre ve dokulardaki
dagilimlari, inhibitorlere karsi duyarliliklari, konfigiirasyonlari, ¢esitli substratlar tizerindeki
etkileri ve fizyolojik rolleri dahil olmak tizere bir¢cok acidan farklilik gostermektedir [4].
MAO-A formu cogunlukla plasenta, tiroid bezi, akcigerler ve bagirsaklarda baskin olarak
bulunurken, MAO-B izoformu merkezi sinir sisteminde yogun bir sekilde bulunmaktadir.
MAO-B izoformu ise genel olarak trombosit, beyin glial hiicreleri, serotonerjik noéronlar,

rahim, karaciger hiicreleri ve kalpte daha fazla dagilim gostermektedir.

Organizmada bulunmasi gereken MAO konsantrasyon dengesinin bozulmasi bireylerde
kisilik bozuklugu, sizofreni, anoreksiya, depresyon, Parkinson ve Azheimer gibi norolojik ve
psikiyatrik bozukluklarin klinik bir semptom seklinde ortaya c¢ikmasina sebep olmaktadir.
Alzheimer biligsel, davranigsal ve fonksiyonel durumu etkileyerek kademeli olarak ilerleyen
norodejeneratif bir hastaliktir. Kesin bir tedavisi bulunmayan bu hastalikta tedavi amaciyla
kullanilan ilaglar, hastaligin belirtilerini belli bir siire azaltmasina ragmen hastalik liimle
sonuglanmaktadir. Alzheimer hastalarinin ¢ogu 65 yas ve iistii kisilerden olusurken hastalarin
%4°1 65 yasmin altindadir. Tan1 alan hastalarin hayatta kalma stiresi siklikla 4-8 yil kadardir
[5]. Diinyada her sene 7.7 milyon yeni Alzheimer vakasi tespit edilmektedir ve bu hastaliktan
etkilenen insan sayisinin 2030 yilinda 75 milyona, 2050 yilinda ise 145 milyona ulasilacag:
ongoriilmektedir [6]. Sinapslarda norotransmisyonun arttirilmasi ile hastalifin gézlemlenen
semptomlarinin azaltilmas1 amaglanmaktadir [5]. Parkinson ise 1817 yilinda yazilan
‘Titreyen Felg Uzerine Bir Deneme’ adli iinlii monografta Ingiliz bilim insan1 James
Parkinson tarafindan ilk defa norolojik bir hastalik olarak tanimlanmistir [7]. En yaygin
goriilen ikinci ndrodejeneratif hastaliktir ve Diinya ¢apinda hastaliga yakalanan kisi sayisinin
2030 yilinda 9.5 milyona ¢ikacagr tahmin edilmektedir [8,9]. Hastalik beyinde c¢esitli

nedenlere bagli ndronal kayip yasanmasi ve dopamin azalmasi ile ortaya ¢ikmaktadir; goriilen



ilk belirti istirahat halinde el ya da ayakta istemsiz titremedir [10,11]. Nedeni tam olarak

bilinemediginden sadece semptomatik olarak tedavisi mevcuttur.

Monoamin oksidaz izoformlari, norotransmitter bir madde olan dopaminin
metabolizmasindan sorumlu oldugundan her iki hastalifin da tedavisinde MAO enzimlerinin
inhibisyonu ile dopaminerjik norotransmisyonun arttirilmasi hedeflenmektedir [12]. Bu
amagla kullanilan ilaglar, enzim izoformlarinin aktif bolgeleri ile etkilesime girerek enzimi
giiclii bir sekilde inhibe etmektedir [13]. MAO inhibitorleri (MAOI) birgok ndrolojik
hastaligin, panik bozuklugunun, sosyal fobi gibi anksiyete bozukluklarinin ve travma sonrast
stres bozuklugunun tedavisinde recete edilmektedir. MAO-A inhibitdrleri daha ¢ok depresyon
tedavisinde; MAO-B inhibitorleri ise Alzheimer ve Parkinson hastaliklarmin tedavisinde
kullanilmaktadir [14].

MAO enzim izoformlarinin ayri ayr1 veya toplam aktivitelerini degerlendirebilmek amaciyla
tomografik (MR), imminolojik (immiinoassay), spektrofotometrik (UV-Vis) ve
spektroflorometrik (floresans) yontemler kullanilmaktadir [15-19]. Bu analiz teknikleri
arasinda florojenik problarin kullanildigi spektroflorometrik yontemler ve goriintiilleme
teknikleri, gercek zamanli analiz imkdni sunmasi, yiiksek hassasiyet ve segicilik vb.
hususlarda saglamis oldugu avantajlar dolayisiyla on plana ¢ikmaktadir. Antrasen, kumarin,
piren, 1,8-naftilimid, ksanten, BODIPY, floresein ve siyanin molekiilleri florojenik problarin
gelistirilmesinde kullanilan platform boyalar olmakla birlikte yiiksek absorpsiyon katsayisi,
yiiksek kuantum verimi, yakin kizilotesi bolgede (NIR) eksitasyon ve emisyon dalgaboyuna
sahip olma, biyouyumluluk ve diisiik toksisite gosterme gibi Ozellikleri nedeniyle siyanin
boyalari lizerinden sentezlenen florojenik problar ve gelistirilen analiz yontemleri yogun ilgi
gormektedir. Ayrica kizildtesi 1518 iyi penetrasyon derinligi nedeniyle uzun dalgaboylu
problar in vitro ve in vivo olarak yiiksek duyarlilikla analiz olanagi sunmaktadir. Ozellikle
hiicresel goriintiileme ve teshis yontemlerinde kullanilacak olan 650 nm iizerindeki emisyon
dalgaboyuna sahip NIR florojenik problar (650-1000 nm araliginda floresans emisyonuna
sahip bilesikler), biyomolekiiler otofloresansi dnleme, canli hiicrelerdeki foto-hasari en aza
indirebilme ve nispeten daha derin dokulara niifuz edebilme gibi 6nemli avantajlara sahiptir.
Tanilama, biyogoriintiileme, fotodinamik terapi ve OLED teknolojisinin kullanildig:
potansiyel uygulamalarda tercih edilmektedirler. Nispeten daha kisa dalgaboylu (350 — 650
nm) problar ile karsilastirildiginda, NIR florojenik problar diisiik uyarma enerjisine sahiptir ve

dolayisiyla literatiirdeki mevcut problara istiinlik saglamaktadir. Bu nedenle NIR ozellige



sahip florojenik prob molekiillerin gelistirilmesi, giinlimiizde artan bir popiilariteye sahiptir
[20-39].

Bu tez ¢alismasinda 786 nm dalgaboyunda emisyona (Aem) Sahip, hem MAO-A hem de MAO-
B enzim izoformlarmna yiiksek oranda segicilik gosteren, diisiik dedeksiyon limitlerinde tayin
gergeklestirilmesine imkan tantyan, siyanin boyasi tiirevi yeni bir NIR florojenik prob (NM-
T) sentezlendi. Bilesigin kimyasal karakterizasyonu H-NMR, 3C-NMR ve MS teknikleri
kullanilarak gerceklestirildi. Ayrica sentezlenen NM-T florojenik probu kullanilarak MAO-A
ve MAO-B enzim izoformlariin toplam aktivite miktarinin yiiksek hassasiyetle tayin
edilebildigi yeni bir spektroflorometrik yontem gelistirildi. Yontemde pH ve sicaklik
parametrelerinin etkisi gozlemlenerek, aktivite tayininin ne kadar siirede gerceklestirilebildigi
belirlendi. Biyolojik ortamda bulunan bazi analitlerin (anyon, katyon, aminoasit, biyotiol vb.)
sentezlenen florojenik proba girisim olusturup olusturmadig: arastirildi. Enzim izoformlari
icin spesifik olan inhibitorlerin (klorjilin ve pargilin) varliginda enzim aktivitesinin
azalmasina bagli olarak inhibitorlerin 1Csp degerleri hesaplandi. Tez kapsam ve amaci
dogrultusunda gergeklestirilen islemler degerlendirildiginde, gelistirilen yontemin her iKi
izoforma ayni1 anda seg¢icilik gostermesi ve NIR dalgaboyunda toplam aktivite tayinine olanak

tanimasi agisindan literatiirde ilk olma 6zelligi tasidig1 kanisina varilmastir.



2. KAVRAMSAL CERCEVE

2.1. MONOAMIN OKSIiDAZ ENZiMi

Monoamin oksidaz enzimi (MAO, EC 1.4.3.4), toksik biyojen amin bilesiklerine karsi
norotransmitterlerin homeostazinda ve korunmasinda O6nemli rol oynayan flavin adenin
dintikleotit (FAD) enzimidir (Sekil 2.1). Karaciger hiicreleri, bagirsak mukozasi, akcigerler,
tromositler ve bazi sinir uglarinda (adrenerjik, dopaminerjik, serotonerjik) yogun olarak
bulunurlar. Oksijen atomlarin1 H202’ye indirgeyerek primer ve sekonder aminlerin oksidatif
deaminasyon siireclerinde katalizor olarak rol alirlar. Gerceklesen reaksiyonda oOncelikle
enzimin flavin kismina elektron transferi gerceklesir ve radikal amin katyonu olusur.
Reaksiyonun devaminda gergeklesen elektron transferleri ile B-eliminasyonu sonucu NHs
¢ikist ve aldehit olusumu saglanir (Sekil 2.2). A ve B olmak iizere iki tiir izoform seklinde
bulunmaktadir [40]. Genel olarak mitokondrinin dis zarinda bulunurlar ve insan viicudundaki
amin bilesiklerinin metabolizmasinda gorev alirlar [41]. Her iki enzim izoformu yapisal
olarak ¢ok yiiksek oranda benzerlige sahip olsalar da pKa degerleri, biyolojik aktivite ve
fonksiyonlari, hiicrelerde ve dokularda dagilimlar1 gibi birgok yonden birbirinden farklilik
gosterirler [42-44].
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Sekil 2.1. Monoamin Oksidaz enziminin FAD-peptid yapisi.
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Sekil 2.2. Monoamin Oksidaz enzimi tarafindan katalize edilen oksidasyon reaksiyonu.

2.2. MONOAMIN OKSIiDAZ ENZIMININ SAGLIK ACISINDAN ONEMi ve
HASTALIKLARLA ILiSKIiSI

MAO izoformlar1 insan hiicre ve dokularindaki yasamsal siireci dogrudan etkiler. Basta
Parkinson, Alzheimer ve depresyon gibi norolojik hastaliklar olmak {izere bir¢ok kanser
tirleriyle ve diger sistemik hastaliklarla yakindan iligkilidir [39,40] (Sekil 2.3). MAO-A
izoformu daha ¢ok nazofarengal epitel hiicrelerde aktivite gostererek iist ve alt solunum
yollariyla birlikte gogiis - batin bolgelerinde hastaliklarin olusmasina sebebiyet verirken;
MAO-B izoformu &zellikle beyin bolgesinde yiiksek aktivite gostererek Alzheimer, Parkinson
ve depresyon gibi noérolojik hastaliklarin olusumunu tetiklemektedir. Bu nedenle enzim
aktivitesinin tespiti, MAO izoformlarinin patogenezinin ortaya c¢ikarilmasinda ve farkli

hastaliklarin teshisinde 6nemli rol oynamaktadir [45].
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Sekil 2.3. MAO izoformlarimin yakindan iligkili oldugu hastahklar [39].

23. MONOAMIN OKSIDAZ ENZIM AKTIVITESININ OLCUMU ve
GORUNTULENMESI

Monoamin Oksidaz aktivite 6l¢limiine yonelik olarak spektrofotometrik, tomografik (poziron
emisyon tomografisi, PET), immiinolojik (ELISA) ve spektroflorometrik yontemler
gelistirilmistir [36]. Spektrofotometrik yontemler uygulanirken kullanilan dedektdr problarin
kisa dalgaboyuna sahip olmasi ve in vivo ortamda gerceklestirilen ¢alismalarda hiicre hasarina
yol agmalar1 biiyiikk bir dezavantaj olustururken; PET olarak bilinen tomografik yontemde
kullamlan *°F izotopu ise radyoaktif 6zelligi dolayisiyla yontemin kullanimini kistlamaktadir.
Immunolojik yontem olarak bilinen ELISA kitleri hizli bir sekilde kolorimetrik 6l¢iim
yapilmasina olanak tanirken, yalmizca bir izoforma karsi secicilik gostermekte ve toplam
MAO aktivite tayinine imkan sunmamaktadir. Ayrica yontemin uygulamasinda karsilasilan
zorluk, yiiksek maliyet ve kullanilan dedektor yapilarin kolay bozunur olmalar1 dezavantaj

olusturmaktadir [36,39]

1976 yilinda Warshel ve ark. tarafindan elektrostatik alanin lizozom aktivitesi iizerine
etkisinin incelendigi bir calismada, gerceklesen yiik transferinin bazi bilesiklerin

protonlanmasina ve floresans yaymasma neden oldugu gozlenmistir [46]. Bu calisma ile



birlikte enzimler ve floresans arasinda bir iliski oldugu ve derinlemesine arastirilmasi
gerektigi kanisina varilmistir [47,48]. Kiigiik molekiil yapilari, biyouyumluluk gostermeleri,
kolay sentezlenebilme, hizli yanit verebilme vb. Ozelliklere sahip olmalar1 dolayisiyla
florojenik problarin gelistirilmesi ve MAO izoformlarinin aktivite 6l¢timiinde kullanimlari
biiyiik bir ivme kazanmistir [39]. Invaziv olmayan florojenik problar kullanilarak
gerceklestirilen goriintiileme islemi, MAO izoformlariin hiicre ve dokulardaki dagilimlarini
gercek zamanli ve yiiksek ¢Oziiniirlikte gorsellestirebilmek igin diger tekniklerden daha
ziyade tercih edilmektedir. Ozellikle belirli bir reaksiyon mekanizmasma dayali olarak
enzimatik aktivitenin 6l¢limiine ve gorlintiilenmesine olanak saglayan florojenik problarin

gelistirilmesi 6nemli bir arastirma alan1 olusumuna zemin hazirlamistir [49].

2.3.1. MAO izoformlan1 Icin Gelistirilen Florojenik Problarda Tercih Edilen
Fonksiyonel Gruplar ve Gerg¢eklesen Reaksiyon Mekanizmasi

Hedef biyomolekiil ile spesifik bir sekilde etkilesim gosterecek florojenik prob sentezi
oldukca zordur ve probun molekiil yapisinda tercih edilecek analite 6zgii fonksiyonel gruplar
bliylik 6nem tasimaktadir [S0]. MAO izoformlarinin aktivite tayini i¢in sentezlenen florojenik
problarin molekiil yapisinda genellikle 3-aminopropanol, N-siibstitiie tetrahidropiridin ve
piperazin gibi karakteristik gruplar kullanilmaktadir. Bu spesifik tanilama gruplari, MAO
izoformlar1 ile reaksiyona girerek B-eliminasyonu sonucunda prob yapisindan ayrilmakta ve

sonug olarak floresans intensitesinde degisim meydana gelmektedir [51,52] (Sekil 2.4).
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Sekil 2.4. Florojenik problarin molekiil yapilarinda kullanilan spesifik MAO analoglari.

Molekiil yapisi tizerinde belirli konumlarda serbest hidroksil grubu bulunduran floroforlara
eterik bag ile baglanan 3-aminopropanol ve N-siibstitiie tetrahidropiridin analoglari {izerinden
MAO enzim izoformlarina cevap veren ¢ok sayida florojenik prob sentezlenmistir. Bu problar
MAO-A ve MAO-B izoformlarmi segici olarak tespit edebilmelerine ragmen, analiz
ortaminda bulunan H202 konsantrasyonundan ve analiz ortaminin degisken pH araligindan
olumsuz etkilenmektedir. Piperazin halkas1 ise florofor molekiile giiclii elektron akist
saglayarak molekiil i¢i yiik transferini (ICT) hizlandirma, ¢oziiniirliigli arttirma ve toplam
MAO aktivite tayinine olanak tanima gibi avantajlar dolayisiyla yeni nesil MAO problarinda
daha ziyade tercih edilmeye baglanmistir [52].

e Molekiil I¢i Yiik Transferi (ICT): Molekiil yapis1 konjuge bag acisindan zengin olan
floroforlarin uygun lokasyonlardan elektronca zengin fonksiyonel gruplar ile (elektron
verici veya g¢ekici) modifikasyonu, 1sima yoluyla gerceklestirilen uyarilma sonrasinda
molekiilde dipol moment degisimiyle birlikte emisyon ve Stoke kaymasina neden olur.
Sonug olarak, florojenik probun floresans intensitesinde artis veya azalma seklinde
degisim gozlenir. Sonu¢ olarak florojenik prob ve analit arasinda gergeklesecek
reaksiyona bagli olarak floresans intensitesindeki degisimden yola ¢ikilarak analiz

verileri yorumlanir [53].



2.3.2. MAO izoformlar i¢in Gelistirilen Florojenik Problar

Giliniimiizde MAO izoformlarinin aktivite tayininde kullanilmak tizere sinirl sayida florojenik

prob sentezlenmistir. Mevcut florojenik problar incelendiginde;

v" MAO-A’nin spesifik aktivite tayinine
v" MAO-B’nin spesifik aktivite tayinine
v MAO-A ve MAO-B’nin toplam aktivite tayinine

yonelik olarak, MAO izoformlarinin molekiil yapisindaki ve aktif bolgelerindeki farkliliklar
esas aliarak gelistirildigi goriilmektedir [54] (Sekil 2.5) (Tablo 2.1).

Monoamin Oksidaz A Monoamin Oksidaz B

Sekil 2.5. MAO izoformlarinin ii¢ boyutlu molekiil yapilar: [54].

MAO izoformlarinin aktivite Ol¢limiine yonelik olarak sentezlenen florojenik problarin
reaksiyon mekanizmalar1 incelenmis ve ¢ok sayida probun yeterince spesifik veya duyarli

olmadig1 gézlemlenmistir [55,56].
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Tablo 2.1. MAO izoformlarinin aktivite 6l¢iimiine yonelik sentezlenen florojenik

problar.
Eksitasyon Emisyon
Prob Molekiil Yapisi Dalgaboyu Dalgaboyu Referans
(Rex) (Rem)

N N COOCH;

r><T : : [57]
HZN/\/\O S S
544 590 [58]
470 535 [59]
360 460 [51]
448 600 [60]
345 465 [61]
470 515 [62]
SAsY
_N

2 475 570 [63]

SN Ainker |-cs

(o)
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Tablo 2.1 (devam): MAO izoformlarinin aktivite él¢iimiine yonelik sentezlenen
florojenik problar.

Eksitasyon Emisyon
Prob Molekiil Yapisi Dalgaboyu Dalgaboyu Referans

(ex) (Aem)

304 449 [64]
420 664 [65]
730 790 [66]
360 530 [67]
454 550 [68]
550 586 [69]
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Tablo 2.1 (devam): MAO izoformlarinin aktivite él¢iimiine yonelik sentezlenen
florojenik problar.

Eksitasyon Emisyon
Prob Molekiil Yapisi Dalgaboyu Dalgaboyu Referans
(hex) (hem)
530 675 [70]
COOEt
EtOOC ~ ™

’/\
[ gu
O 405 415 [52]

680 710 [72]

680 708 [73]

NH,
490 520 [74]

540 626 [75]
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2.3.2. MAO izoformlarn i¢in Gelistirilen NIR Florojenik Problar

Elektromanyetik spektrumun yakin kizilotesi bolgesinde uyarilma ve emisyon degerlerine
sahip NIR florojenik problar, floresan goriintileme teknigi ile Ozellikle canli
metabolizmasindaki biyolojik siireglerin gercek zamanli ve in vivo olarak incelenmesine
olanak tanimaktadir. [76-79].

NIR floresans goriintiileme teknigi, asagida belirtilen nedenler dolayisiyla daha kisa
dalgaboylarina sahip florojenik problar kullanilarak uygulanan geleneksel yontemlere gore

daha avantajhidir:

1. NIR bolgede kullanilan 151k kaynaginin dalga boyu, goriiniir bolgedeki 151k
kaynaginin dalga boyundan daha uzundur. Bu nedenle, 151k kaynaginin canli hiicre ve
dokulara verdigi hasar 6nemli 6l¢iide azalir; biyolojik 6rneklerin yapisi bozulmadan

goriintiileme islemi gergeklestirilir [80-82].

2. NIR florojenik problar derin penetrasyon ozelligine sahiptir. Canlilarin yapisinda
temel bilesen olarak bulunan su ve lipitler gegirgen bir yapiya sahip olduklarindan
goriinlir bolgede gerceklesen kisa dalgaboylu i1simalar1 absorbe ederek goriintiilleme
etkinliginin azalmasina neden olurlar. Ancak, NIR florojenik problar su ve lipitlerin
arka planinda kalan hiicre ve dokulara niifuz ederek biyolojik orneklerde

derinlemesine goriintii alinmasina olanak tanir [83-87].

3. Yiiksek yapili biyomolekiillerin iiretmis oldugu otofloresanstan bagimsiz olarak in
vivo ortamda goriintii alinmasini uygun hale getirir. Sitokrom, miyoglobin,
hemoglobin basta olmak iizere bir¢ok doku ve biyomolekiiliin, kimyasal yapilarindan
kaynakli olarak olusan otofloresans ile goriintiileme i¢in tercih edilen kisa
dalgaboyuna sahip florojenik problarin emisyon dalgaboyu Ortiisme gosterebilir.
Boyle bir durumda goriintiileme performansi azalir. NIR florojenik problar ise yliksek
oranda sinyal — girilti olusturur ve otofloresanstan etkilenmeksizin goriintii

alinmasini saglar [88-91].

4. NIR florojenik problar, yiiksek floresans verimine ve kararliligina sahiptir. Bu nedenle
islem yapilan biyolojik drneklerde yiiksek c¢oziiniirliikkte ve es zamanli olarak hassas

bir sekilde goriintiileme yapilmasini miimkiin hale getirir [92].
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NIR florojenik problar kullanilarak gerceklestirilen goriintiileme yontemleri, biyolojik
orneklerdeki aktif molekiillerin tespitinde popiiler bir metot haline gelmistir. Bu kapsamda,
hedef biyomolekiil ile spesifik olarak kisa siirede etkilesim saglayan, yiiksek ¢oziiniirliige
sahip, yerinde goriintilemeye ve tanilamaya imkan tamiyan NIR florojenik problar
tasarlanarak sentezlenmistir. Ozellikle Alzheimer ve Parkinson gibi nérodejeneratif
hastaliklarin erken teshisi i¢in, MAO enzim izoformlarmin sahip oldugu aktivitenin bu tiir
problar kullanilarak in vivo ortamda hassas bir sekilde tayin edilmesi uygulanmasi zorunlu bir

strateji haline gelmistir [93-96].

BODIPY, florosein, rodamin, kumarin ve siyanin boyalari, derin penetrasyon ve non-
sitotoksik oOzellikleri sayesinde gercek zamanli olarak biyomolekiillerin analizini miimkiin
hale getirdiginden, NIR florojenik problarin gelistirilmesinde siklikla kullanilan floroforlardir
[97-99] (Sekil 2.6). Ancak, in vivo olarak gergeklestirilen goriintiileme islemlerinde kullanilan
NIR florojenik problarin biiyiik ¢ogunlugunda fotooksidasyon stabilitesi iyilestirilmis siyanin
tiirevleri tercih edilmektedir [100].

R R
N N.
. o . HO 0 OH
N AN
= =

XX X

R R

Rodamin Florosein
R R
T OR
\ 1§

N NijN
R R FF R
Kumarin BODIPY Siyanin

Sekil 2.6. NIR florojenik problarin sentezinde kullanilan florofor yapilar.
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Literatiire bakildiginda, MAO izoformlarinin aktivite dl¢iimii i¢in gelistirilen sadece 5 tane
NIR florojenik prob oldugu tespit edilmistir (Sekil 2.7). Molekiil yapilari incelendiginde bu
florojenik problarin 3-aminopropanol grubu ile tiirevlendirilerek MAO izoformlarina segicilik

kazandirildig1 goriilmektedir.

NH,

MAO-Red-1

DHMP2 Rma-2

Sekil 2.7. MAO izoformlarina secicilik gosteren NIR 6zellikli florojenik problar.

Li ve ark. tarafindan gergeklestirilen ¢alismada MAO-Red-1 olarak adlandirilan florojenik
prob gelistirilmistir. Bu bilesigin kimyasal yapisi incelendiginde 664 nm’de emisyon
dalgaboyuna sahip olan florofor iizerindeki serbest OH grubu {izerinden 3-aminopropanol
yapist eterik olarak baglanarak MAO izoformlarinin aktivite 6lglimiine yonelik NIR florojenik
prob gelistirilmistir. Probun enzim ¢ozeltileri ile 37 °C’de 1 saatlik inkiibasyonu sonucunda
floresans intensitesinde artis  gozlenmistir  (Sekil 2.8). Elde edilen bulgular
degerlendirildiginde, MAO-Red-1 probunun MAO-B izoformuna segici olarak yanit verdigi
goriilmiis; LOD degeri ise 1.2 pg/mL olarak hesaplanmistir. [65].
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Sekil 2.8. MAO-Red-1 probuna ait a) molekiil yapisi b) reaksiyon mekanizmasi [65].

Wang ve ark. tarafindan heptametin siyanin floroforunun tiirevlendirilmesiyle gelistirilen prob
yapist Mito-CyNH: olarak adlandirilmistir. Prob yapisi incelendiginde MAO izoformlarina
secicilik olusturmak tizere 3-aminopropanol grubu kullanilmistir. Probun, enzim ¢6zeltileri ile
37 °C’de 120 dakikalik inkiibasyonu sonucunda 750 nm’de floresans artist ve 791 nm’de
floresans azalmasi gozlenmistir (Sekil 2.9). Yonteme iliskin olarak LOD degeri
belirtilmezken, gelistirilen probun MAO-B izoformuna segici olarak yanit verdigi ifade
edilmistir [66].
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MitoCy-NH,

Sekil 2.9. MitoCy-NH2 probuna ait a) molekiil yapisi1 b) reaksiyon mekanizmasi [66].

Yang ve ark. tarafindan gergeklestirilen ¢alismada ise klorjilin inhibitor bilesiginin molekiil
yapisindan yaklasimla molekiil yapisinda klor atomu ihtiva eden kromen halkasi esash
florojenik prob sentezlenmistir. Bilesigin kimyasal yapisi incelendiginde 675 nm’de emisyon
dalgaboyuna sahip olan florofor iizerindeki serbest OH grubu iizerinden 3-aminopropanol
yapist eterik olarak baglanarak MAO izoformlarinin aktivite 6l¢limiine yonelik NIR florojenik
prob gelistirilmistir. Probun enzim ¢o6zeltileri ile 37 °C’de 1 saatlik inkiibasyonu sonucunda
floresans intensitesinde artis gozlenmistir (Sekil 2.10). Elde edilen bulgular
degerlendirildiginde, Probe 3 probunun MAO-A izoformuna segici olarak yanit verdigi

goriilmiis; LOD degeri ise 2.6 ng/mL olarak hesaplanmuistir. [70].



18

Recognition moiety DCM

Sekil 2.10. Kromen halkasi esash florojenik proba ait a) reaksiyon mekanizmasi. b)
hiicre ortaminda gerceklestirilen floresans goriintiileme sonucu [70].

Yang ve ark. tarafindan yeni nesil siyanin floroforu kullanilarak sentezlenen DHMP2 olarak
adlandirilan florojenik prob yapisinda da serbest OH grubu tizerinden 3-aminopropanol eterik
olarak baglanmis ve MAO izoformlarina karsi se¢icilik saglanmistir. Probun enzim ¢ozeltileri
ile 37 °C’de 12 saatlik inkiibasyonu sonucunda 710 nm dalgaboyunda floresans intensitesinde
artig gozlenmistir (Sekil 2.11). Elde edilen bulgular degerlendirildiginde, DHMP2 probunun
MAO-A izoformuna segici olarak yanit verdigi goriilmiis; LOD degeri ise 13 ng/mL olarak
hesaplanmustir. [72].
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LHRMIF2

Sekil 2.11. DHMP2 probuna ait a) molekiil yapisi. b) hiicre ortaminda gerceklestirilen
floresans goriintiileme sonucu [72].

Yeni nesil siyanin floroforunu kullanarak benzer bir ¢alisma Shang ve ark. tarafindan
gerceklestirilmistir. Rma-2 olarak adlandirilan florojenik prob, molekiil yapisinda klor atomu
ihtiva etmektedir. Bilesigin kimyasal yapisi incelendiginde 708 nm’de emisyon dalgaboyuna
sahip olan florofor iizerindeki serbest OH grubu iizerinden 3-aminopropanol yapist eterik
olarak baglanarak MAO izoformlarmin aktivite Olglimiine yonelik NIR florojenik prob
gelistirilmigtir. Probun enzim g¢ozeltileri ile 37 °C’de 1 saatlik inkiibasyonu sonucunda
floresans intensitesinde artis gozlenmistir (Sekil 2.12). Elde edilen bulgular
degerlendirildiginde, Rma-2 probunun MAO-A izoformuna segici olarak yanit verdigi
goriilmiis; LOD degeri ise 4.5 ng/mL olarak hesaplanmistir. [73].
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Sekil 2.12. Rma-2 probuna ait a) molekiil yapisi. b) hiicre ortaminda gergeklestirilen
floresans goriintiileme sonucu [73].

2.3.2. Toplam MAO Aktivite Ol¢iimiine Yonelik Olarak Gelistirilen Florojenik Problar
MAO izoformlarimin spesifik olarak aktivite dl¢limiine olanak taniyan florojenik problarin
yant sira klinik uygulamalarda daha ziyade tercih edilen ve ticarilesme potansiyeli daha

yiiksek olan toplam MAO tespiti i¢in gelistirilen sinirh sayida prob bulunmaktadir.

2012 yilinda Zhang ve ark. tarafindan sentezlenen ve CR1 olarak adlandirilan kumarin tiirevi
florojenik probun hem MAO-A hem de MAO-B izoformlarina toplamsal olarak yanit verdigi
rapor edilmistir. Kumarin floroforu iizerindeki serbest OH grubu tizerinden 3-aminopropanol
yapist eterik olarak molekiile baglanarak MAO izoformlarina segici hale getirilmistir ve
enzim ¢ozeltileri ile 37 °C’de 1 dakikalik inkiibasyon sonucunda 465 nm dalgaboyunda
floresans intensitesinde artis gézlenmistir (Sekil 2.13) [61].
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MAO-B

Sekil 2.13. CR1 probuna ait a) molekiil yapisi b) reaksiyon mekanizmasi [61].

Li ve ark. tarafindan 2013 yilinda gerceklestirilen bir ¢aligmada florosein tiirevi florofor
tizerindeki serbest OH grubu iizerinden 3-aminopropanol yapisi eterik olarak molekiile
baglanarak MAO izoformlarina segici hale getirilmistir. Molekiil yapisindaki R grubuna gore
cesitli sekillerde numaralandirilan bilesiklerin enzim ¢o6zeltileri ile 37 °C’de 1 saatlik
inkiibasyonu sonucunda 535 nm dalgaboyunda floresans intensitesinde artis gézlenmistir
(Sekil 2.14). Elde edilen bulgular degerlendirildiginde, floresein esasli probun MAO-A ve
MAO-B izoformuna toplam olarak yanit verdigi goriilmiis; LOD degeri ise MAO-A i¢in 3.5
pg/mL; MAO-B i¢in 6 pg/mL olarak hesaplanmigtir. [59].
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Sekil 2.14. Floresein esash florojenik probuna ait a) molekiil yapisi. b) reaksiyon
mekanizmasi [59].

2020 yilinda Zhang ve ark. tarafindan gerceklestirilen ¢alismada ise triarilfosfin yapisi yeni
bir tiir florofor sentezinde kullanilmistir. Merkezde yer alan fosfor ve oksijen gruplarinin
elektron ¢ekici ozelligi ve aromatik halkalarda bulunan konjuge n baglarinin etkisiyle
gerceklesen ICT mekanizmasi geregince toplam MAO aktivite dlgiimiine olanak saglayan
OTNP-3-Piperazine adli florojenik probun kimyasal yapisi incelendiginde MAO segiciligi
olusturabilmek i¢in piperazin halkasinin kullanildig1 goriilmektedir. Enzim ¢ozeltileri ile 37
°C’de 1 dakikalik inkiibasyon sonucunda 415 nm dalgaboyunda floresans intensitesinde artig
tespit edilmistir. (Sekil 2.15) [52].
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Sekil 2.15. OTNP-3-Piperazine probuna ait a) molekiil yapisi b) reaksiyon mekanizmasi
[52].

Bu tez ¢aligmasinda mevcut tiim problardan farkli olarak, NIR bdlgede emisyon dalgaboyuna
ve non-sitotoksik ozellige sahip siyanin floroforu ve MAO enzim izoformlarmin toplamsal
olarak aktivite Ol¢limiinii miimkiin kilan piperazin grubu bir araya getirilerek, interferan
analitler varliginda dahi yiiksek secicilikte toplam MAO aktivite dl¢limii i¢in yeni bir NIR
florojenik prob sentezlendi. Ayrica, sentezlenen prob kullanilarak diisiik dedeksiyon
limitlerinde analize imkan taniyan yeni bir spektroflorometrik yontem gelistirildi. Degisken
konsantrasyon, siire, pH ve sicaklik parametrelerinde analizler tekrarlanarak yontem optimize
edildi. MAO-A ve MAO-B i¢in inhibitér bilesiklerin enzim inhibisyon aktivitelerini (ICso)
hesaplamak i¢in klorjilin (MAO-A inhibitorii) ve pargilin (MAO-B inhibitorii) kullanildi.
Mevcut yontemler ve tez kapsaminda gelistirilen yeni yontem uygulanarak elde edilen

sonuglar karsilastirilarak yontemin dogrulanmasi saglandi.
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3. YONTEM

3.1. KULLANILAN CIHAZLAR

Tez caligmasindaki sentez reaksiyonlarinda karistirma ve 1sitma islemi i¢in Velp Are marka
isiticil manyetik karistirici, solventlerin uzaklastirilmasinda Biichi R200 marka rotary
evaporator, bilesiklerin molekiil kiitlelerinin belirlenmesinde Thermo Scientific™ marka Q
Exactive™ Hybrid Quadrupole-Orbitrap model spektrometre, molekiiliin proton ve karbon
yapilarinin karakterizasyonu i¢in Varian marka VNMRS 600 MHz model spektrometre,
¢ozeltilerin hazirlanmasinda kullanilacak madde miktarlarinin tartimi icin RADWAG marka
Was 220X model analitik terazi, ¢ozeltilerin homojen karigimini saglamak i¢in Velp marka
vorteks karistirict ve ¢ozeltisi hazirlanacak kati maddelerin ¢6ziinmesi igin Sonorex marka
ultrasonik banyo, inkiibasyon islemleri i¢in Memmert marka su banyosu, bidistile su iiretimi
icin Millipore Simpak 1 Synergy 185 bidistile su sistemi, 10-100 ve 100-1000 upL’lik
Eppendorf marka mikropipet, absorbans ol¢iimlerinde Varian Cary 100 Bio model UV-
goriiniir alan spektrofotometresi ve Ol¢lim yapmak i¢in Hellma marka kuartz kiivet,
florometrik yontem gelistirilmesinde intensite Ol¢limleri i¢cin VARIAN Cary Eclipse

spektroflorometresi ve 6l¢iim yapmak igin Hellma marka kuartz kiivet kullanilmustir.

3.2. KIMYASAL MADDELER

Fosfor oksikloriir (POClz), dimetilformamid (DMF), etanol (EtOH), asetonitril (CH3CN),
potasyum karbonat (K2COs), siklohekzanon, metil iyodiir (CHal), asetik anhidrit, 3-metil-2-
butanon, piperazin, potasyum kloriir (KCI), sodyum kloriir (NaCl), magnezyum Kkloriir
(MgCly), kalsiyum kloriir (CaCly), bakir (II) kloriir (CuClz), sodyum nitrat (NaNOs3), sodyum
bistilfit (NaHSO3), hidrojen peroksit (H20>), iire, sakaroz, D-glukoz, L-alanin, askorbik asit,
D-glutatyon (GSH), sistein (Cys), homosistein (HCys), N-asetil sistein (NAC), monoamin
oksidaz A (rekombinant), monoamin oksidaz B (rekombinant), klorjilin, pargilin, serum.

Kullanilan kimyasallar analitik safliktadir.
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3.3. NM-T FLOROJENIK BIiLESIGIiNiN SENTEZi

MAO toplam aktivite tayini i¢in sentezlenen ve NM-T olarak adlandirilan florojenik bilesik
¢ok basamakli reaksiyon prosediirii tizerinden elde edildi. Genel sentez semasi asagida
belirtildigi gibidir (Sekil 3.3):

o cl
é DPOCI;DMF, CHCI, (2 ~om
2)H,0,4°C
@ )]
CH, HC -
N CH, CH,COOH N CH.I, CH.CN N
©/ l_$\1H2 + H,C 3 3 N CH, 3 3 A\ CH,
100°C 600 C
2 H,C CHa HoC CHs

(©) (©) ®) ®

cl G -
N - _—
o~ Z>0OH + N\ CH, asetik anhidrit, sodyum asetat
80°C
H,C CHy

(@) (6

Sekil 3.3. NM-T prob bilesiginin ¢ok asamali sentez semasi.
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3.3.1. 2-kloro-1-formil-3-hidroksimetilen siklohekzen Sentezi (2):

250 mL’lik balon igerisinde sogutulan 20 mL diklormetan ve 15 mL dimetilformamid (DMF)
solvent karigimina, damlatma hunisi yardimiyla fosfor oksikloriir (POCls, 130 mmol, 12 mL)
ilave edildi. Bu karigim oda sicakliginda ve azot atmosferinde yaklasik olarak 1 saat manyetik
karistirict ile karistirildi. Sarimsi renkli Haack Reaktifi’nin olustugu gozlemlendi ve tekrar O
°C’ye sogutuldu. Soguk karisim tizerine siklohekzanon (1; 50 mmol, 5.2 mL) ilave edildi ve 4
saat boyunca reflilks edildi. Bu siirenin sonunda, 500 mL buz-su karisimina dokiildii.
Yaklagik olarak 12 saat boyunca sogukta bekletildi. Olusan sar1 renkli ¢cokelti siiziildii. Soguk
su ile iyice yikandi ve kurutuldu. Verim: %85, 7.2 g, sar1 renkli kat1 [101].

3.3.2. 1-metil-2,3,3-trimetil-3H-indolyum iyodiir Sentezi (6):

40 mL asetik asit igerisine fenil hidrazin (3, 74 mmol, 7.3 mL ) ve 3-metil-2-biitanon (4; 74
mmol, 8 mL) ilave edildi. 3 saat boyunca 100 °C’de reflikks edildi. Siire sonunda su ve
diklorometan ilave edilerek istenilen iiriiniin organik faza gegmesi saglandi. Ayirma hunisinde
solvent fazi alindi. Solvent vakumda uzaklastirildi. 2,3,3-trimetil-3H-indol (5) bilesigi koyu
bordo renkli sivi olarak elde edildi. Herhangi bir saflastirma islemi uygulanmaksizin,
maddenin tizerine 100 mL asetonitril ve yaklasik 15 mL metil iyodiir ilave edildi. 55 °C’de 6
saat boyunca reflilkks edildi. Cokelti miktarmin artmasi i¢in balon dolapta sogutuldu.

Siiziilerek tirtin alind1 ve kurutuldu. Verim: %60, 12 g, somon renkli kristal [102-103].

3.3.3. Cy7-ClI Sentezi (7):

2-kloro-1-formil-3-hidroksimetilen siklohekzen (2; 55 mmol, 9.75 g), 1-metil-2,3,3-trimetil-
3H-indolyum iyodiir (6; 110 mmol, 33 g) ve sodyum asetat (110 mmol, 10 g) tartilarak balon
icerisindeki 150 mL asetik anhidrit tizerine ilave edildi. Azot gaz1 varhiginda, 80 °C’de 1 saat
refliiks edildi. Islem sonrasi balon sogutuldugunda parlak renkli yesil kristallerin ¢oktiigii
gozlendi. Cokelti siiziilerek alindi. Sirasiyla distile su, bikarbonat ve eter ile yikandi. Etiivde
50 °C’de bir gece boyunca kurutuldu. Verim: %80, 26 g, yesil renkli kristal [101,104].



27

3.3.4. NM-T Sentezi:

50 mL hacimli yuvarlak dipli balon igerisinde bulunan 10 ml DMF ¢oéziiciisiinde Cy7-Cl’in
(7; 1 mmol, 600 mg) ¢6ziinmesi saglandiktan sonra reaksiyon ortamina piperazin (8; 4 mmol;
340 mg) ilave edildi. Yesil renkli ¢ozelti, yag banyosunda 80 °C’de 5 saat refliiks edildi. Bu
islem sirasinda ¢ozelti rengi laciverte doniistii. Oda sicakligina getirilen karisimin iizerine 150
mL dietil eter ilave edildiginde ¢okelme meydana geldi ve olusan yesil-sar1 renkli kristaller
stiziilerek izole edildi. Kolon kromatografisi uygulanarak iiriin saflastirildi. Verim: %55, 360

mg, yesil-sar1 renkli kat1 [105].

3.4. NM-T ESASLI YENi SPEKTROFLOROMETRIK YONTEM GELIiSTiRILMESI

3.4.1. Cozeltilerin Hazirlanmasi

3.4.1.1. MAO-A ve MAO-B Enzim Cozeltilerinin Hazirlanmast
Gelistirilen yontemde kullanilmak {izere MAO-A ve MAO-B enzim ¢alisma ¢ozeltileri, 5

mg/mL konsantrasyona sahip rekombinant enzim c¢ozeltilerinden 0.1 mL alinarak fosfat
tamponu (PBS) ile son hacim 10 mL olacak sekilde seyreltildi. Son konsantrasyon 50 pg/mL

olacak sekilde giinliik olarak hazirlandi.

3.4.1.2. PBS Tampon Cozeltisinin Hazirlanmasi
Tablet formda bulunan PBS 1 tablet/200 mL bidestile su olacak sekilde gilinliik olarak

hazirlandi. 0.05 M HCI ¢ozeltisi kullanilarak pH:7.5’e ayarlandi.

3.4.1.3. NM-T Florojenik Prob Cozeltisinin Hazirlanmast
Sentezi gerceklestirilen NM-T bilesiginin (Mw: 660.67 g/mol) 10 M stok ¢dzeltisi, tartilarak

alman 16.52 mg’nin 25 mL etanolde ¢6ziinmesiyle hazirlandi (ko-solvent olarak 2 mL

diklormetan kullanild1).

3.4.1.4. Cesitli Analit Cozeltilerinin Hazirlanmast
Prob bilesik {izerine girisim olusturabilecek ve canli hiicrelerin/dokularin yapisinda

bulunabilecek bazi analitlerin (K*, Na*, Mg?*, Ca®*, Cu?*, NO*, HSOg3", H202, Ure, Sakkaroz,
Glukoz, L-Alanin, Askorbik Asit, Glutatyon (GSH), Sistein (Cys), Homosistein (HCys), N-
Asetil Sistein (NAc)) 103 M stok ¢ozeltileri 10 mL hacimde bidestile su kullanilarak

hazirlandi.
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3.4.1.5. Inhibitor Cizeltilerinin Hazirlanmast
MAO-A inhibitérii olarak kullanilan klorjilin’in (Mw: 308.63 g/mol) 102 M stok ¢ozeltisi

7.71 mg’nin 25 mL PBS’te ¢6ziinmesiyle hazirlandi. MAO-B inhibitorii olarak kullanilan
pargilin’in (Mw: 195.69 g/mol) 102 M stok c¢ozeltisi 4.89 mg’nin 25 mL PBS’de
cozliinmesiyle hazirlandi. Hazirlanan stok c¢ozeltilerden seyreltmeler yapilarak analizler

sirasinda ilaveler gergeklestirildi.

3.4.2. MAO Aktivite Tayini I¢in Gelistirilen Yontemin Uygulanmasi

10° M NM-T prob ¢dzeltisinden 500 uL igeren vida kapakl bir tiipe x uL MAO-A, MAO-B
veya MAO-A + MAO-B enzim ¢ozeltileri eklenerek son hacim (V1) 3 mL olacak sekilde PBS
ilave edildi. Vorteks ile karistirilan ¢ozeltiler, onceden 37 °C’ye ayarlanan galkalamali su
banyosunda 120 dakika inkiibe edildi. Siire bitiminde oda kosullarinda ve karanlikta 5 dakika
bekletilen analiz ¢ozeltilerinin floresans intensitelerindeki degisim Aem: 786 nm dalgaboyunda
kaydedildi. Blank ¢o6zelti, enzim izoformlarinin yerine ayni hacimde PBS eklenmesiyle
hazirlandi. Kalibrasyon grafigi olusturulurken, azalan floresans intensite degerleri artan

konsantrasyonda ilave edilen MAO-A ve MAO-B izoformlarina kars1 kaydedildi.
Cozelti Hazirlama Prosediirii:

500 uL NM-T + x uL enzim ¢ozeltisi + (2500 — X) uL PBS

[Blank: 500 uL NM-T + 2500 uL PBS]

3.4.3. Inhibitér Bilesiklerin Varhginda MAO Aktivite Tayini

MAO-A icin: Vida kapakli cam tiip icine sirastyla 10° M konsantrasyondaki NM-T prob
¢ozeltisinden 500 pL; 50 pg/mL konsantrasyondaki MAO-A enzim ¢ozeltisinden 500 pL ve
MAO-A inhibitérii olan 10® M konsantrasyondaki “klorjilin® ¢ozeltisinden degisen
hacimlerde eklendi. Son hacim (V1) 3 mL olacak sekilde pH:7.5 PBS tampon ¢ozeltisi ilave
edildi. Vorteks ile karistirilan ¢ozeltiler, 6nceden 37 °C’ye ayarlanan c¢alkalamali su
banyosunda 120 dakika inkiibe edildi. Siire bitiminde oda kosullarinda ve karanlikta 5 dakika
bekletilen analiz ¢ozeltilerinin floresans intensitelerindeki degisim Aem: 786 nm dalgaboyunda
kaydedildi. Blank ¢o6zelti, inhibitoér yerine ayni hacimde PBS eklenmesiyle hazirlandi. Bu
yontemle inhibitdr bilesigin konsantrasyon diizeyinde % inhibisyon degerleri Esitlik 4.1°e

gore belirlendi. % inhibisyon degerleri ile Ckiorjilin degerleri kullanilarak ¢izilen grafikten elde
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edilen dogru denklemi kullanilarak inhibitor bilesigin enzim inhibisyon aktivitesi ICso degeri

olarak hesaplandi.

Cozelti Hazirlama Prosediirii:

500 uL NM-T + 500 L MAO-A + x uL Klorjilin + (2000 — x) uL PBS
[Blank: 500 L NM-T + 500 zL MAO-A + 2000 uL PBS]

MAO-B igin: Vida kapakli cam tiip igine sirasiyla 10° M konsantrasyondaki NM-T prob
¢ozeltisinden 500 plL; 50 pg/mL konsantrasyondaki MAO-B enzim ¢ozeltisinden 500 pL ve
MAO-B inhibitérii olan 10°® M konsantrasyondaki “pargilin” ¢ozeltisinden degisen
hacimlerde eklendi. Son hacim (V1) 3 mL olacak sekilde pH:7.5 PBS tampon ¢ozeltisi ilave
edildi. Vorteks ile karistirilan ¢ozeltiler, 6nceden 37 °C’ye ayarlanan c¢alkalamali su
banyosunda 120 dakika inkiibe edildi. Siire bitiminde oda kosullarinda ve karanlikta 5 dakika
bekletilen analiz ¢ozeltilerinin floresans intensitelerindeki degisim Aem: 786 nm dalgaboyunda
kaydedildi. Blank ¢ozelti, inhibitor yerine ayni hacimde PBS eklenmesiyle hazirlandi. Bu
yontemle inhibitor bilesigin konsantrasyon diizeyinde % inhibisyon degerleri Esitlik 4.1°¢
gore belirlendi. % inhibisyon degerleri ile Cpargilin degerleri kullanilarak ¢izilen grafikten elde
edilen dogru denklemi kullanilarak inhibitor bilesigin enzim inhibisyon aktivitesi ICso degeri

olarak hesaplandi.
Cozelti Hazirlama Prosediirii:
500 uL NM-T + 500 uL MAO-B + x uL Pargilin + (2000 — x) uL PBS

[Blank: 500 L NM-T + 500 uL MAO-B + 2000 uL PBS]
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3.4.4. Gelistirilen Spktroflorometrik Yontemin Biyolojik Orneklere Uygulanmasi
Yontemin kesinligini ve geri kazanimini tespit etmek amaciyla sentetik seruma bilinen
konsantrasyonlarda enzim c¢ozeltileri eklendi. Gelistirilen yontem ile MAO-A, MAO-B ve
MAO-A + MAO-B aktiviteleri belirlendi.

Vida kapakli cam tiip igine sirastyla 10° M konsantrasyondaki NM-T prob ¢ozeltisinden 500
ul; 1:10 oraninda seyreltilen sentetik serum ¢ozeltisinden 100 pL ve 50 pg/mL
konsantrasyondaki MAO-A, MAO-B veya MAO-A + MAO-B enzim ¢6zeltilerinden degisen
hacimlerde eklendi. Son hacim (VT) 3 mL olacak sekilde pH:7.5 PBS tampon ¢ozeltisi ilave
edildi. Vorteks ile karistirilan ¢ozeltiler, 6nceden 37 °C’ye ayarlanan c¢alkalamali su
banyosunda 120 dakika inkiibe edildi. Siire bitiminde oda kosullarinda ve karanlikta 5 dakika
bekletilen analiz ¢ozeltilerinin floresans intensitelerindeki degisim Aem: 786 nm dalgaboyunda
kaydedildi. Blank ¢ozelti, enzim yerine ayni hacimde PBS eklenmesiyle hazirlandi. Azalan
floresans intensite degerleri, serum igerigine artan konsantrasyonda ilave edilen enzim

cozeltilerilerine kars1 kaydedildi.

Cozelti Hazirlama Prosediirii:

500 uL NM-T + 100 uL Serum + X uL enzim ¢éozeltisi + (2400 — x) uL PBS
[Blank: 500 xL NM-T + 100 xL Serum + 2400 uL PBS]

Bu yontemle, sentetik serum varliginda ve yoklugundaki intensite degerleri karsilastirilarak

yontemin geri kazanimi hesaplandi. Yontem kesinligi ortaya kondu.

3.4.5. Hiicre Ortaminda NM-T Kullanilarak Konfokal Gériintiilleme Saglanmasi

Sentezlenen NM-T florojenik prob ¢ozeltisi kullanilarak hiicre ortamimda MAO aktivite tayini
gorsellestirildi. A549 hiicrelerinin kiiltiirlenmesi i¢in modifiye Dulbecco ortami (DMEM)
kullanildi. Islem 6ncesinde yikanan hiicreler baslangigta 15 dakika boyunca %5 CO2 gazi
altinda 25 pM NM-T ile; ardindan 10 pg/mL konsantrasyonda MAO-A ve MAO-B enzim
cozeltileri 37 °C’de inkiibe edildi. Fazla miktardaki prob ve enzim ¢ozeltilerinin
uzaklastirilmast i¢in PBS ile 5 defa yikama yapildi. Olympus FV1000-1X85 konfokal
mikroskop kullanilarak 750 - 800 nm araliginda goriintiiler kaydedildi.
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4. BULGULAR

4.1. SENTEZLENEN NM-T FLOROJENIK PROBUNUN KIMYASAL YAPISININ
AYDINLATILMASI

MAO enzim aktivitesinin tayini i¢in tez kapsaminda sentezlenen NM-T prob bilesiginin
kimyasal yapis1 MS, *H-NMR, *C-NMR ve FTIR teknikleri uygulanarak elde edilen veriler

dogrultusunda aydinlatilmistir.

4.1.1. HRMS Teknigi ile Kiitle Spektrumunun Incelenmesi

N s e
0
; 60
.
HPTE 534.35536
LI: 3 Cx Has b
x 4
5
30
Tahmini Kiitle Bulunan Kiitle (m/z) Molekiil Formiilii

533.3623 533.7687 CasHasNg

HRMS (+ESI): m/z [M-1]" = 533.3623 g/mol

Sekil 4.1: NM-T prob bilesiginin HRMS spektrumu.
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4.1.2. 'H-NMR Teknigi ile Molekiildeki Proton Sayisinin incelenmesi

MA-NIRMADET-PROBR 2 & 2 EER REF g 223
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lo.o
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T T T T T T T T T T
B.0 7.5 7.0 65 5.0 5.5 5.0 4.5 4.0 3.5 3.0 25 2.0 1.5 1.0 0.5 0.0
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Sekil 4.2: NM-T prob bilesiginin *H-NMR spektrumu.

NM-T, *H-NMR (500 mHz, CDCls): & 7.75 (d, J = 13.6 Hz, 2H), 7.39 — 7.31 (m, 5H), 7.15
(td, J = 7.5, 0.9 Hz, 2H), 7.05 (d, J = 7.9 Hz, 2H), 5.96 (d, J = 32.8 Hz, 7H), 5.78 (d, J = 13.5
Hz, 2H), 3.95 (t, J = 5.1 Hz, 4H), 3.77 (s, 4H), 3.58 (s, 7H), 3.47 (dd, J = 6.0, 3.6 Hz, 4H),
2.63 (s, 6H), 2.48 (t, J = 6.5 Hz, 5H), 2.04 (s, 2H), 1.84 (p, J = 6.4 Hz, 3H), 1.69 (s, 15H),
1.67 (s, 4H).
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4.1.3. 3C-NMR Teknigi ile Molekiildeki Karbon Sayisinin incelenmesi

MA-IRMAO-T-8ROB-1.11.1.1r &
S o
R s
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< 28.
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45.50
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28.61

— 140
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LA M/ AL
T T T T /A v AT AT T A A T T 7 —v T T A 7 T AT
170.8 143.2 141.8 140.4 128.4 124.24.2 1224 1094.8 52.4 52.2 52.0 48.6 45.6 40.8 28.6 25.0 21.8 0.0
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Sekil 4.3: NM-T prob bilesiginin 1*C-NMR spektrumu.

NM-T, BC-NMR (500 mHz, CDClz): § 175.10, 171.79, 170.81, 170.31, 143.08, 14

F2.2x10't

F2.0x10'

F1.8x10'!

F1.6x10'!

F1.4x10t

F1.2x10't

F1.0x10"

I8.0x10'°

F6.0x10'°

F4.0x10'°

F2.0x10'°

0.0

F-2.0x10"°

1.65,

141.57, 140.33, 128.65, 128.34, 126.06, 124.39, 124.19, 124.08, 122.30, 121.89, 109.77,
109.41, 97.74, 96.63, 77.26, 77.01, 76.76, 63.68, 63.66, 54.62, 54.18, 52.22, 48.55, 48.20,
45.50, 40.80, 36.47, 35.24, 31.51, 31.20, 29.61, 28.65, 28.61, 25.14, 24.99, 22.60, 21.81,

21.62, 15.12, 14.04, 9.33.
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4.1.4. FTIR Teknigi ile Molekiildeki Fonksiyonel Gruplarin incelenmesi
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60 1 €
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Sekil 4.4: NM-T prob bilesiginin FTIR spektrumu.

NM-T, FTIR (v, em™): 3215 (NH), 2928 (C-Haromaiik), 2853, 1359 (C-Haiitatik), 1650
(C=Caromatik), 1549 (C=Caiken), 1438 (C=N), 1200-700 (C-C ve C-N titresimleri), 900-700 (NH

ve benzen halkalari i¢in diizlem egilim titresimleri).
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4.2. TOPLAM MAO AKTIiVITE TAYIiNi

4.2.1. Optimum Deney Kosullarinin Belirlenmesi

Tez kapsaminda sentezlenen ve 10° M konsantrasyondaki NM-T ¢ozeltisinden 3 mL alinarak
kuvars kiivet igerisine aktarildi. Spektoroflorometrede gergeklestirilen 6n tarama isleminde
eksitasyon dalgaboyu (kex) 720 nm; emisyon dalgaboyu (Aem) 786 nm olarak tespit edildi.
Boylece NM-T prob bilesiginin NIR floresans 6zellige sahip oldugu gosterildi.

42.1.1. PH Degerinin Belirlenmesi
MAO enzim izoformlarinin aktivite gosterdigi pH degerlerine baglh olarak, tek basina ve

enzim varliginda NM-T prob bilesiginin floresans intensitesindeki degisim incelendi. Elde
edilen veriler degerlendirildiginde 7 — 9 pH araliginda, prob ve enzim tiirlerinin etkilesiminin
en fazla oranda gergeklestigi tespit edildi. Bu dogrultuda gelistirilen yontemin optimum pH
degeri 7.4 olarak (fizyolojik deger) belirlendi. Tampon ¢6zelti olarak PBS tercih edildi.
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©
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2 10

0
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pH

Sekil 4.5: MAO-A ve MAO-B enzimleri varhginda NM-T probunun floresans
intensitesinin pH’a bagh olarak degisimi



4.2.1.2.

NM-T prob bilesiginin tek basina ve enzim varligindaki intensite degerleri Aem:786 nm’de
belirli zaman araliklarinda izlenerek inkiibasyon islemi igin uygun siire (hem A hem B
izoformu icin) 120 dakika olarak belirlendi. Inkiibasyon siiresince NM-T prob bilesiginin

intensite degerlerinde belirgin bir degisim olmadigi; enzim varliginda ise zamanla intensite
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Inkiibasyon Siiresinin Belirlenmesi

degerlerinde azalma meydana geldigi gozlemlendi.
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Sekil 4.6: NM-T’nin floresans intensitesinin (a) MAO-A ve (b) MAO-B enzimleri
varhginda zamana bagh olarak degisimi

42.1.3.
MAO enzim izoformlarinin aktivite gosterdigi sicaklik degerlerine baglh olarak, tek basina ve

enzim varliginda NM-T prob bilesiginin floresans intensitesindeki degisim incelendi. Elde
edilen veriler degerlendirildiginde 37 °C sicaklikta, prob ve enzim tiirlerinin etkilesiminin en

fazla oranda gergeklestigi tespit edildi. Bu dogrultuda gelistirilen yontemin optimum sicaklik

Inkiibasyon Sicakhiginin Belirlenmesi

degeri 37 °C olarak (insan viicut sicakiig) belirlendi.
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Sekil 4.7: NM-T’nin floresans intensitesinin sicakliga bagh degisimi.
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4.2.1.4. Prob Cozeltisi Kararliliginin Belirlenmesi
NM-T prob ¢ozeltisinin intensite degerleri, Aem:786 nm’de giin ici ve gilinler aras1 (haftalik)

olacak sekilde izlendi. Elde edilen bulgular degerlendirildiginde prob floresans intensitesinde
belirgin bir degisim olmadigi; NM-T bilesigi kullanilarak hazirlanan ¢alisma stok ¢ozeltisinin

oda sartlarinda uzun bir siire kararlilik gosterdigi belirlendi.

100

80 ® o o o o o o o o
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20

Floresans intensitesi (a.u)

1h 2h 3h 4h 5h 6h 7h 8h 9h
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80 ® ] (] ] o
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—NM-T
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20

Floresans intensitesi (a.u)

l.giin 2.giin 3.glin 4.glin 5.giin

Sekil 4.8: NM-T’nin floresans intensitesinin (a) giin i¢i ve (b) giinler aras1 degisimi.

4.2.1.5. Cizelti Ortaminda Bulunan Tiirlerin Floresans Intensitelerinin Belirlenmesi
Gelistirilen yontemde kullanilan tiim bilesenlerin NM-T prob bilesiginin floresans intensitesi

tizerine etkisi incelendi. Elde edilen veriler degerlendirildiginde NM-T prob bilesiginin secici
olarak MAO-A ve MAO-B enzim ¢ozeltilerine yanit verdigi; diger bilesenlerin herhangi bir

floresans intensitesine sahip olmadigi ve NM-T iizerinde girisim olusturmadig: tespit edildi.
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Sekil 4.9: Cozelti ortaminda bulunan tiirlerin NM-T ’nin floresans intensitesine etKisi.

4.2.1.6. Cesitli Analitlerin Girisim Etkisinin (Interferans) Incelenmesi
Canli hiicrelerin veya dokularin yapisinda bulunabilecek bazi analitlerin analiz ¢ozeltisi

icerisine ilave edilmesiyle NM-T {izerine girigsim etkisi incelendi.

Vida kapakli cam tiip igine sirastyla 10° M konsantrasyondaki NM-T prob ¢ozeltisinden 500
uL; 10 M konsantrasyondaki interfere edici analitlerden 500 pL eklendi. Son hacim (V1) 3
mL olacak sekilde pH:7.5 PBS tampon ¢ozeltisi ilave edildi. Vorteks ile karistirilan ¢ozeltiler,
onceden 37 °C’ye ayarlanan galkalamali su banyosunda 120 dakika inkiibe edildi. Siire
bitiminde oda kosullarinda ve karanlikta 5 dakika bekletilen analiz ¢dzeltilerinin floresans

intensitelerindeki degisim Aem: 786 nm dalgaboyunda kaydedildi.

1. blank 2. KCI 3. NaCl, 4. MgCl, 5. CaCl,, 6. CuClz, 7. NaNOs, 8. NaHSO3, 9. H20», 10.
tire, 11. sakaroz, 12. D-glukoz, 13. L-alanin, 14. askorbik asit, 15. GSH, 16. Cys, 17. HCys,
18. NAC, 19. MAO-A (rekombinant, 10 pg/mL), 20. MAO-B (rekombinant 10 pg/mL).
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Sekil 4.10: Cesitli analitlerin NM-T probunun floresans intensitesine etkisi.
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4.2.2. Gelistirilen Yontemle MAO izoformlari i¢in Elde Edilen Emisyon Spektrumlar

MAO-A4 i¢in: 10°M NM-T prob ¢ozeltisinden 500 pL igeren vida kapakli bir tiipe son
konsantrasyon 0 — 8.34 ug/mL araliginda olacak sekilde MAO-A enzim ¢6zeltisinden
eklenerek son hacim (V1) 3 mL olacak sekilde PBS ilave edildi. Vorteks ile karistirilan
cozeltiler, onceden 37 °C’ye ayarlanan ¢alkalamali su banyosunda 120 dakika inkiibe edildi.
Siire bitiminde oda kosullarinda ve karanlikta 5 dakika bekletilen analiz ¢ozeltilerinin

floresans intensitesindeki degisim Aem: 786 Nm dalgaboyunda kaydedildi (Sekil 4.9).

%0 MAO-A
80
I o
g 60 0 pg/mL
'g 50 1.67 ug/mL
ﬁ 40 3.34 ug/mL
% 30 5 ug/mL
‘E‘S 20 = 6.67 pg/mL
10 v 8.34 pug/mL
0

750 760 770 780 790 800 810 820

Dalgaboyu (A, nm)

Sekil 4.11: MAO-A varhginda NM-T’nin emisyon spektrumu.
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Sekil 4.12: Gelistirilen florometrik yonteme gore MAO-A’1n kalibrasyon grafigi.
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Tablo 4.1. NM-T probunun gelistirilen yontem MAO-A izoformu i¢in elde edilen

kalibrasyon dogru denklemi ve lineer arahgi.

. o . Korelasyon Lineer Arahk
Dedektor Prob Dogru Denklemi Katsayisi (ug/mL)
NM-T y =6.30 Cmao-a +0.02 r=0.998 1.26 -8.73

MAO-B icin: 10° M NM-T prob ¢ozeltisinden 500 pL iceren vida kapakli bir tiipe son

konsantrasyon 0 — 8.34 pg/mL araliginda olacak sekilde MAO-B enzim ¢ozeltisinden

eklenerek son hacim (VT1) 3 mL olacak sekilde PBS ilave edildi. Vorteks ile karistirilan

¢ozeltiler, 6nceden 37°C’ye ayarlanan ¢alkalamali su banyosunda 120 dakika inkiibe edildi.

Stire bitiminde oda kosullarinda ve karanlikta 5 dakika bekletilen analiz ¢ozeltilerinin

floresans intensitesindeki degisim Aem: 786 Nm dalgaboyunda kaydedildi (Sekil 4.13).
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Sekil 4.13: MAO-B varhginda NM-T’nin emisyon spektrumu.
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Sekil 4.14: Gelistirilen florometrik yonteme gore MAO-B’nin kalibrasyon grafigi.

Tablo 4.2. NM-T probunun gelistirilen yontem ile MAO-B izoformu icin elde edilen
kalibrasyon dogru denklemi ve lineer arahgi.

. o . Korelasyon Lineer Arahk
Dedektor Prob Dogru Denklemi Katsayisi (ng/mL)
NM-T y =4.91 Cvao-s + 0.09 r=0.9944 0.79 - 8.53

MAO-A ve MAO-B izoformlarinin bir arada bulundugu ¢o6zelti ortaminda toplam MAO
aktivite tayini gerceklestirildi.

10° M NM-T prob ¢ozeltisinden 500 pL iceren vida kapakli bir tiipe 3.34 pg/mL
konsantrasyonda MAO-A ve MAO-B enzim ¢ozeltilerinin sentetik ikili karisim ¢ozeltisi
eklenerek son hacim (V1) 3 mL olacak sekilde PBS ilave edildi. Vorteks ile karistirilan
¢ozeltiler, onceden 37 °C’ye ayarlanan ¢alkalamali su banyosunda 120 dakika inkiibe edildi.
Stire bitiminde oda kosullarinda ve karanlikta 5 dakika bekletilen analiz ¢dzeltilerinin
floresans intensitesindeki degisim Aem: 786 nm dalgaboyunda kaydedildi. Beklenen ve

deneysel olarak elde edilen floresans intensiteleri karsilastirildi (Tablo 4.3).
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Tablo 4.3. MAO-A ile MAO-B izoformlarinin ¢ozelti ortamina ayri ayri ve birlikte ilave
edilmesi sonucunda beklenen ve deneysel olarak elde edilen floresans intensiteleri.

Deneysel
NM-T | MAO-A | MAO-B | poc |, Pg?ii"e‘;?' Oé?éik Beklenen
5 toplam . .
(10° M) | (ng/mL) | (ug/mL) (dakika) | Edilen Intensite
Intensite
00uL) | - - 2500uL | 3mL | 120 |84.43:+0.33| 84.88
(500 pL) 3.34 - 2300 uL | 3mL 120 60.71+0.18 59.96
0oLy | - 334 | 2200uL | 3mL | 120 |64.58:0.25| 65.47
(500 L) | 3.34 334 |1500uL | 3mL | 120 |45.16+0.13| 44.33

t s
p=X=+ ﬁ esitligi ile elde edilmigtir (N=3, tos = 4.303).

NM-T prob ¢ozeltisinin tek basina ve MAO-A ile MAO-B enzim ¢ozeltilerinin ilavesi sonrasi

elde edilen goriiniir bolge spektrumu asagida verildigi gibi elde edildi (Sekil 4.15).

a
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Sekil 4.15: (a) NM-T. (b) NM-T + MAO-A. (c) NM-T + MAO-B cozeltilerine ait
goriiniir bolge spektrumlari.
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4.2.3. inhibitor Bilesiklerin ICs0 Degerlerinin Gelistirilen Yontem ile Hesaplanmasi

Gelistirilen NM-T esasli spektroflorometrik yontemde inhibitor bilesiklerin enzim inhibisyon
aktivitelerini hesaplamak i¢in klorjilin’in (MAO-A inhibitérii) ve pargilin’in (MAO-B
inhibitorii) belirli konsantrasyon araliginda enzim izoformlarmin g¢ozeltilerini igeren analiz
orneklerine ilave edilmesiyle 120 dakika inkiibasyon saglandi. Islem sonucunda ¢ozelti
ortaminda kalan enzim miktarlarinin NM-T prob bilesiginin floresans intensitesinde meydana
getirdigi azalma tespit edildi. Tiim inhibitérlerin enzim inhibisyon aktiviteleri (% inhibisyon),
Esitlik 4.1°ye gore hesaplandi.
I,—1I

% inhibisyon = 1—1 X 100 (4.1)
1

o—1

lo NM-T probunun baslangi¢ intensitesi; I1 ve 2 ise sirasiyla klorgilin yoklugunda ve

varhiginda inkiibasyon ortaminda kalan NM-T probuna ait (Aem = 786 nm) intensite

degerleridir.

Cozelti Hazirlama Prosediirii:

500 uL NM-T + 500 uL enzim ¢ozeltisi + x uL inhibitor + (2000 — X) uL PBS
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Sekil 4.17: Klorgilinin konsantrasyona bagh olarak % inhibisyon degerlerinin degisimi.
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Klorgilin igin elde edilen intensite degerleri kullanilarak hesaplanan % inhibisyon degerleri ve

dogru denklemi Tablo 4.4’de gosterildi.

Tablo 4.4. % inhibisyon — Ckiorgilin degerleri ve dogru denklemi.

Chorgilin (M) Al7ss % inhibisyon
0.33 43.72 14.32
0.66 37.02 29.15
1.33 25.15 51.86
1.66 19.46 63.76
2.66 5.17 90.09
Iref = 81.25  lkiorgilin = 79.04
y = 32.31 Ciorgilin + 46.92 (y = % inhibisyon)
r =0.9905

Elde edilen % inhibisyon degerleri (Tablo 4.4) ile inhibitor bilesigin konsantrasyonlari
arasinda ¢izilen grafige (Sekil 4.15) ait dogru denklemi kullanilarak klorgilin i¢in ICso degeri
hesaplandi.

y =50 (%50 inhibisyon) i¢in
50 = 32.31 Ciorgilin + 46.92

Co _50—46,92_0095 M
klorgilin — 3231 = U 1)

1Cs0 = 0.095 uM
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Sekil 4.18: Pargilinin konsantrasyona bagh olarak % inhibisyon degerlerinin degisimi.
Yy g y g g

Pargilin i¢in elde edilen intensite degerleri kullanilarak hesaplanan % inhibisyon degerleri ve

dogru denklemi Tablo 4.5’de gosterildi.

Tablo 4.5. % inhibisyon — Cpargilin degerleri ve dogru denklemi.

Chpargilin (M) Al7gs % inhibisyon
0.33 29.25 30
0.66 24.78 40.78
1.33 15.62 61.68
1.66 11.64 70.19
2.66 241 95.2
Iref = 81.25 lpargilin = 79.04
y = 27.69 Cpargilin + 49.72 (y = % inhibisyon)
r=0.9883

Elde edilen % inhibisyon degerleri (Tablo 4.5) ile inhibitor bilesigin konsantrasyonlari
arasinda cizilen grafige (Sekil 4.16) ait dogru denklemi kullanilarak pargilin igin ICso degeri
hesaplanda.



46

y =50 (%50 inhibisyon) igin
50 = 27.69 Cpargilin +49.72

c _50-4972_ 0 oM
pargilin — 2769 = U. o8

ICs0 = 0.01 uM

4.2.4. Biyolojik Orneklerde MAO Aktivite Tayini

Gelistirilen spektroflorometrik yontemin geri kazanimini tespit edebilmek amaciyla biyolojik
ornekte MAO aktivite tayini gergeklestirildi. Biyolojik drnek olarak sentetik serum kullanildu.
10 kat seyreltilen serum 6rnegine bilinen ve artan konsantrasyonlarda MAO-A ve MAO-B
enzim ¢ozeltileri ilave edildi. Beklenen ve deneysel olarak elde edilen floresans intensiteleri

karsilastirilarak gelistirilen yontemin geri kazanimi hesaplandi (Tablo 4.6 ve 4.7).

Tablo 4.6. Sentetik serum érnegine, farklh konsantrasyonlarda MAO-A ilavesi sonucu
gelistirilen spektroflorometrik yonteme gore beklenen ve dl¢iilen floresans
intensitelerinin karsilastirilmasi.

Protokol Deneysel
NM-T MAO-A Serum PBS v Siiresi Olarak Beklenen | Geri Kazanim
(105M) | (ug/mL) | (1:10) toplam | SUTESL | =146 Edilen | intensite (%)
(dakika) . .
Intensite

(500 pL) 0 (100 uL) | 2400 uL | 3mL | 120 |84.65+0.09| 81.44 -

(500 L) | 1.67 | (100pL)|2300puL | 3mL | 120 |75.25+0.47| 70.98 101.49
(500 L) | 3.34 | (100puL) | 2200l | 3mL | 120 |63.69+0.86| 59.85 101.06
(500pL) | 5 | (100pL) | 2100puL | 3mL | 120 |55.04+0.33| 50.24 103.16
(500 pL) | 6.67 | (100puL) | 2000 uL | 3mL | 120 |45.31+0.58| 39.63 106.22
(500ppL) | 8.34 | (100puL)| 1900 uL | 3mL | 120 |34.78+0.22| 28.39 111.19

Tabloda yer alan veriler ortalama + standart sapma, N=3 olarak verilmistir.
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Sekil 4.19: Serum ornegi icinde MAO-A’1n kalibrasyon egrisi.
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y =-6.0626x + 84.738

y =-6.3209x + 81.453

R? =0.9997

4

6

Konsantrasyon (pg/mL)

R? = 0.9984

Bulunan

Beklenen

10

Tablo 4.7. Sentetik serum d6rnegine, farkh konsantrasyonlarda MAO-B ilavesi sonucu
gelistirilen spektroflorometrik yonteme gore beklenen ve dl¢iilen floresans
intensitelerinin karsilastirilmasi.

Deneysel
NM-T MAO-B Serum PBS V. ngﬁt?' Ollz?ggk Beklenen | Geri Kazamim
(10°M) | (ng/mL) (1:10) poplam (dakika) Edilen Intensite (%)
Intensite
(500 pL) 0 (100 uL) | 2400 uL | 3 mL 120 85.24+0.97 82.03 -
(500 pL) 1.67 (100 uL) | 2300 ul | 3mL 120 79.54+0.26 74.96 101.82
(500 pL) 3.34 (100 uL) | 2200 uL | 3 mL 120 68.43+0.64 65.08 102.21
(500 pL) 5 (100 uL) | 2100 uL | 3mL 120 63.01+0.13 57.52 103.96
(500 pL) 6.67 (100 uL) | 2000 uL | 3mL 120 54.91+0.74 48.11 107.49
(500 pL) 8.34 (100 uL) | 1900 uL | 3 mL 120 48.10+0.53 41.86 108.23

Tabloda yer alan veriler ortalama + standart sapma, N=3 olarak verilmistir.
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y =-4.7121x + 85.858

R?=0.9972

4

6

Konsantrasyon (pug/mL)

R?=0.9939
o....
'- ..... ,

10

@ Beklenen

@ Bulunan

Sekil 4.20: Serum 6rnegi icinde MAO-B’nin kalibrasyon egrisi.

MAO-A ve MAO-B izoformlarinin bir arada bulundugu biyolojik 6rneklerde aktivite tayini

gerceklestirildi. Biyolojik 6rnek olarak sentetik serum kullanildi. 10 kat seyreltilen serum

ornegine bilinen ve artan konsantrasyonlarda MAO-A ve MAO-B enzim ¢ozeltileri ilave

edildi. Beklenen ve deneysel olarak elde edilen floresans intensiteleri karsilastirildi. (Tablo

4.8)

Tablo 4.8. MAO-A ile MAO-B izoformlarimmin serum ortamina birlikte ilave edilmesi
sonucunda beklenen ve deneysel olarak elde edilen floresans intensitelerinin

karsilastirilmasi.
Deneysel
NM-T | MAO-A | MAO-B | Serum pBS | Vs sztril:i)l Oé"’l‘gzk Beklenen
-5 . oplam * N
(10°M) | (ng/mL) | (ng/mL) (1:10) (dakika) Edilen Intensite
Intensite
(500 uL) | 1.67 1.67 | (100puL) | 2200 uL | 3mL 120 | 65.31+0.45 |  66.45
(500 pL) 1.67 3.34 (100 uL) | 2100 uL | 3 mL 120 58.86+0.93 56.34
(500 uL) | 3.34 1.67 | (100puL) | 2100 L | 3mL 120 | 55.06+0.24 |  53.89
(500 uL) | 3.34 3.34 | (100 puL) | 2000 uL | 3mL 120 | 44.18+0.18 | 44.78

(P =0.05 igin Fdeneysel = 0.338, Furitik (tablo) = 1.875, Fdeneysel < Fritik (tablo))

p=X=*

o

N

esitligi ile elde edilmistir (N=3, t.os = 4.303).
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4.2.5. Hiicre Ortaminda MAO Aktivite Tayini ve Goriintillenmesi

Sentezlenen probun ve gelistirilen yontemin hiicre ortaminda uygulanabilirligini tespit
edebilmek adia A549 hiicrelerine 6ncelikle 25 uM NM-T ¢ozeltisi ilave edilerek hiicrelerin
floresans goriintiisii kaydedildi. Akabinde 10 ug/mL MAO-A ve 10 pg/mL MAO-B ¢ozeltileri
ilave edilerek 120 dakika inkiibasyon saglandi. Hiicrelerin floresans goriintiisii tekrar
kaydedildi. Enzim yoklugunda ve varliginda NM-T’nin hiicre ortamindaki floresans degisimi

gorsellestirildi.

Sekil 4.5: A549 hiicrelerinde gerceklestirilen floresans goriintiilemeye ait hiicre
goriintiileri a) 25 pM NM-T. b) 25 uM NM-T + 10 pg/mL MAO-A. ¢) 25 uM NM-T + 10
pg/mL MAO-B.
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5. TARTISMA

Alzheimer, biligsel fonksiyonlar1 etkileyen; Parkinson ise beyinde dopaminerjik ndron
kaybina bagl olarak hareketlerin yavaglamasina ve istem dis1 hareket bozukluklarina neden
olan progresif hastaliklardir. Monoamin oksidaz (MAO) enzimlerinin katalizledigi oksidatif
deaminasyon reaksiyonlarinin sonucunda organizmada yiiksek miktarda olusan reaktif oksijen
tirleri, depresyon gibi noropsikiyatrik ve Alzheimer - Parkinson gibi norodejeneratif
bozukluklarin olusumunda Onemli rol oynamaktadir. Hastaliklarin mevcut tedavi
yontemlerinde hastalarin yasam kalitesini artirmaya yonelik semptomatik tedaviler yer
almaktadir. MAO enzim izoformlar1 noropsikiyatrik ve ndrodejeneratif bozukluklarin tedavisi
icin ilag gelistirilmesinde 6nemli hedeflerlerdir. Depresyonda MAO-A inhibitdrleri, serotonin
ve norepinefrinin merkezi metabolizmasini bloke ederek hareket ederken; Parkinson’da
MAO-B inhibitérleri dopaminin merkezi sinir sisteminde pargalanmasini Onleyerek etki
etmektedir [39,106]. Genel olarak teshis siirecinde tomografik (MR) goriintilleme ve
spektroflorometrik (floresans) analiz yontemleri kullanilmaktadir. Ancak; tercih edilen MR
goriintiileme tekniginin maliyetinin yiiksek olmasi; spektroflorometrik yontemlerdeki reaktif
olarak kullanilan problarin ise A veya B izoformuna ayri ayri secicilik gostermesi ve kisa
dalgaboylarinda islem yapilabilmesine olanak tanimasi bu siiregte bazi smirlayici etkiler
olusturmaktadir. Bu nedenle uzun dalgaboylarinda, dzellikle de elektromanyetik spektrumun
NIR dalgaboylarinda her iki enzim izoformuna ayni anda secicilik gosteren ve diisiik
dedeksiyon limitlerinde kisa siirede yanit alinmasina olanak taniyan yeni florojenik problarin
gelistirilmesine biiyilik oranda ihtiya¢ duyulmaktadir. Bu kapsamdaki bilimsel ¢aligmalar tiim

diinyada 6nem kazanmistir [19,49].

Monoaminoksidaz aktivite Ol¢limiine yonelik olarak gelistirilen florojenik prob sayisinda
yiikselis trendi yakalanmis olsa da NIR floroforlar kullanilarak sentezlenen problar oldukca
siurli sayida kalmistir. Ayrica, sentezlenen birgok florojenik probun hem kimyasal molekiil
yapist hem de etki mekanizmasi incelendiginde birbirine ¢ok biiyiik oranda benzerlik
gosterdigi; onceki problarin sahip oldugu dezavantajlari ortadan kaldiracak sekilde belirgin
bir 6zgiinliikk tasimadigi gortiilmektedir [20,57] (Tablo 5.1).
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Tablo 5.1. MAO aktivite tayini icin sentezlenen NIR florojenik problar.

Dalgaboyu | Dalgaboyu Selektivite
Prob Molekiil Yapisi g)\e Y g}\@ y LOD Gosterdigi Referans

(o) (hem) izoform
420 664 12pugml | MAO-B [65]
730 790 - MAO-B [66]
530 675 26ng/mL | MAO-A [70]
680 710 13 ng/mL MAO-A [72]
680 708 45ng/mL | MAO-A [73]
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Ozellikle klinik uygulama agisindan daha ziyade tercih edilen toplam MAO aktivite l¢iimiine
yonelik goriiniir bolge dalgaboyunda analize imkan taniyan birka¢ florojenik prob
gelistirilmis; ancak NIR emisyon dalgaboyuna ve diisiik LOD degerine sahip herhangi bir

prob literatiire kazandirilmamustir [39].

Bu kapsamda degerlendirildiginde Li ve ark. tarafindan gelistirilen MAO-Red-1 adl
probunun tasidigi 3-aminopropanol grubu MAO-B ilavesi sonucunda once oksidasyona,
akabinde hidrolize ugrayarak prob yapisindan ayrilmakta ve florofor tizerindeki OH grubu
serbest hale gelerek floresans intensitesinde artis meydana gelmektedir [65]. 664 nm’de
analize imkan tanimasi yoniinden avantaj olustururken LOD degerinin 1.2 pg/mL olarak

hesaplanmasi prob duyarliliginin yeterince iyi olmadigimi gostermektedir.

Wang ve ark. tarafindan literatiire kazandirilan ve Mito-CyNH; adlandirilan florojenik prob
siyanin floroforu iizerinden 3-aminopropanol grubu kullanilarak MAO izoformlarina segici
olarak yanit verecek sekilde tiirevlendirilmistir. 790 nm dalgaboyunda ve 2 saatlik inkiibasyon
stiresi akabinde MAO-B izoformunun analizine imkan tanimaktadir. Calisma sonuglar
incelendiginde LOD degeri belirtilmedigi goriilmekte; bununla birlikte analiz 6ncesi probun

H20: ile 6n islem uygulanmasi gelistirilen yontem agisindan dezavantaj olusturmaktadir [66].

Yang ve ark. tarafindan gergeklestirilen farkli bir ¢aligmada ise 675 nm dalgaboyunda MAO
aktivite Olgiimiine olanak taniyan NIR florojenik problar sentezlenmistir. Calisma detayli
olarak incelendiginde yalnizca Probe-3 olarak adlandirilan probun MAO-A izoformu i¢in
secicilik gosterdigi anlagilmaktadir. Molekiil yapis1 detayli olarak yorumlandiginda daha
evvel literatiire kazandirilan MAO-Red-1 adli prob yapisiyla ¢ok biiyiik oranda benzerlik
gosterdigi kolaylikla fark edilebilmektedir. Buna karsin LOD degeri 2.6 ng/mL olarak
hesaplanarak MAO-Red-1’e gore daha diisiik dedeksiyon limitlerinde tayin yapilabilmesine
olanak taninmistir. Ancak, analizin gergeklestirildigi emisyon dalgaboyu agisindan biiyiik

oranda bir iyilesme saglanamamuistir [70].

Yang ve ark. tarafindan literatiire kazandirilan NIR floresans 0Ozellige sahip bir diger
florojenik prob ise DHMP2 olarak isimlendirilmistir. Klasik siyanin floroforu yerine yeni
nesil siyanin floroforu kullanilarak 3-aminopropanol grubuyla tiirevlendirilen bu prob, MAO-
A izoformuna segicilik gostermektedir. 710 nm dalgaboyunda ve 13 ng/mL olarak hesaplanan
dedeksiyon limitlerinde analizin gergeklestirilmesi avantaj olarak sunulsa da, 12 saatlik

inkiibasyon siiresi dezavantaj olusturmaktadir. Ayrica, diger tim NIR florojenik problarda
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oldugu gibi MAO izoformlarina kars1 segicilik saglayabilmek adina tercih edilen ve eterik bag
ile florofora baglanan 3-aminopropanol grubunun, kuvvetli asidik ve bazik ortamlardan
kolaylikla etkilenerek prob yapisindan hidroliz olmaktadir. Bu durumda, prob molekiiliin
floresans intensitesinde meydana gelen artisinin enzim etkisiyle olup olmadigi konusunda net

bir yorum yapilamamaktadir [72].

NIR floresans ozellige sahip olan bir diger florojenik prob ise Rma-2’dir ve bu tez
caligmasinda gelistirilen NIR floresans 6zellikli prob sentezlenene kadar literatiire
kazandirilan son NIR floresan probtur. Shang ve ark. tarafindan gergeklestirilen ¢alisma
sonucunda sentezlenen bu prob, 708 nm dalgaboyunda emisyona sahiptir. 1 saatlik
inkiibasyon sonrasinda 4.5 ng/mL dedeksiyon limitinde MAO-A izoformuna karsi segici
olarak analiz yapilmasina olanak taniyan bu probun molekiil yapist DHMP2 ile biiyiik oranda
benzerlik gostermektedir. Ozgiinliik agisindan degerlendirildiginde biiyiik bir fark ortaya
konmazken; molekiil yapisinda tercih edilen ilave fonksiyonel gruplarin etkisiyle inkiibasyon
siiresi DHMP2’ye gore oldukca kisa bir siirece indirgenmis ve daha diisiik dedeksiyon
limitlerinde c¢alismayr miimkiin hale getirilmistir. Ancak, kuvvetli asit ve baz etkisiyle
florofor yapisindan kolaylikla hidroliz olabilen 3-aminopropanol yapisi bu prob bilesikte de
tercth edilmis; intensite artisin1 saglayan hidroliz mekanizmasimin enzim etkisiyle
iliskilendirilmesine go6lge diisiirmiistir. Bu durum, gelistirilen probun tip alaninda

kullanilmasi halinde dezavantaj olusturmaktadir [73].
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Tablo 5.2. Toplam MAO aktivite tayini icin sentezlenen florojenik problar.

Prob Molekiil Yapisi Da'?ib)oyu Da'&jb)oyu LOD Referans
345 465 - [61]
H,N _~_O l o) l OCH,
3.5 pg/mL
W 470 535 6 pgimL [59]
HN/ﬁ NH
SUOBYe
(O
]
L0
OO 405 415 - [52]
N
()
H
1.88 ng/mL Tez
725 786 9.15 ng/mL

Calismasi
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Tez calismasinda ele alinan konu agisindan bakildiginda, toplam MAO aktivite tayini i¢in
gelistirilen problar da incelenmistir (Tablo 5.2). Bu dogrultuda literatiire bakildiginda Zhang
ve ark. tarafindan sentezlenen ve CRI1 olarak adlandirilan florojenik prob, kumarin
floroforunun 3-aminopropanol ile tiirevlendirilmesiyle MAO izoformlarina segici hale
getirilmistir. Anlik olarak analizin gergeklestirilmesine imkan saglayan bu prob bilesik 465
nm dalgaboyuna emisyon degerine sahiptir ve bu nedenle floresan 6zellik tasimasina ragmen
NIR o6zellik tasimamaktadir. Bu nedenle, aktivite tayini gerceklestirilmek istenen canli doku
ve hiicre gibi biyolojik Orneklerin hasara ugramasi kag¢inilmazdir ve bu prob bilesik i¢in
biiyiilk bir dezavantaj olusturmaktadir. LOD degeri belirtilmemis oldugundan duyarlilik
acisindan herhangi bir yorum yapilamamaktadir. Literatiirde 3-aminopropanol grubu
kullanilarak MAO izoformlarina segici hale getirilen prob bilesikler ile gerceklestirilen
analizlerde genel olarak MAO-A izoformuna kars1 segicilik saglandigi belirtilmistir; fakat bu
calisgma sonuglari degerlendirildiginde gelistirilen probun hem MAO-A hem de MAO-B
izoformlarma yanit verdigi ve toplam MAO aktivitesinin dl¢limiine yonelik kullanilabilecegi

gosterilmistir. Bu husus biiyiik bir ¢eliski ve dezavantaj olusturmaktadir [49,61].

Benzer sekilde Li ve ark. tarafindan literatiire kazandirilan floresein esasli ve Probe-1 olarak
adlandirilan florojenik probun yapist incelendiginde 3-aminopropanol grubu kullanilarak hem
MAO-A hem MAO-B izoformlarina karsi 535 nm dalgaboyunda yanit alindigi rapor
edilmistir. MAO-A izoformu igin LOD degeri 3.5 pg/mL; MAO-B izoformu i¢in LOD degeri
6 pg/mL olarak hesaplanmistir. Bu ¢aligmada, enzim c¢ozeltilerinin prob iizerine ilavesini
takiben 2 saat inkiibasyon uygulanmig; probun floresans intensitesinde artis kaydedilmis ve
toplam MAO aktivite 6l¢iimii gergeklestirilmistir. Ancak, CR1 florojenik probunda oldugu
gibi gelistirilen probun hem MAO-A hem de MAO-B izoformlarina yanit verdigi ve toplam
MAO aktivitesinin Ol¢iimiine yonelik kullanilabilecegi gosterilmistir. Bu husus biiyiik bir

celiski ve dezavantaj olusturmaktadir [49,59]

Yakin zamanda Zhang ve ark. tarafindan gergeklestirilen bir ¢alisma sonucunda ise OTTP-3-
Piperazine olarak adlandirilan florojenik prob gelistirilmistir. 415 nm dalgaboyunda emisyon
degerine sahip olan prob bilesik, literatlire kazandirilan birgok NIR o6zellige sahip floresan
probun yapisinda tercih edilen 3-aminopropanol grubunun aksine piperazin halkasi ihtiva
etmektedir. Piperazin halkasi tiizerinde bulunan sekonder amin MAO izoformlarinca
oksidasyona ugramakta; halka acilimi ger¢eklesmekte ve reaksiyon devaminda deaminasyon

olusmaktadir. Bu sayede hem MAO-A hem de MAO-B izoformlarina yanit vermekte ve
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toplam aktivite tayinine olanak tanimaktadir. Ancak prob bilesige ait LOD degeri
belirtilmemistir. Prob bilesik floresans oOzellige sahip olmasma ragmen NIR 6zellik
tasimamaktadir. Bu nedenle, aktivite tayini gergeklestirilmek istenen canli doku ve hiicre gibi
biyolojik Orneklerin hasara ugramasi kac¢inilmazdir ve bu prob bilesik i¢in bliylik bir

dezavantaj olusturmaktadir [52].

Bu tez ¢alismasinda, glinlimiize dek literatiire kazandirilan tiim florojenik problardan farkli
Ozelliklere ve avantajlara sahip NM-T adli NIR florojenik prob sentezlenerek toplam
monoamin oksidaz aktivite 6lgtimii gergeklestirildi. Rekombinant olarak alinan MAO-A ve
MAO-B enzim izoform c¢ozeltileri, 7.5 pH degerine sahip PBS ile seyreltildi. Farkli
konsantrasyonlarinin NM-T prob bilesigi ile etkilesimi 786 nm’de florometrik olarak

gbzlemlendi.

Literatlirde bildirilen florojenik problarla kiyaslandiginda NM-T bilesigi, kimyasal molekiil
yapisinda piperazin grubu bulunduran ve toplam MAO aktivitesinin 6l¢limiinii miimkiin kilan
ilk NIR florojenik prob olma o6zelligi tasimaktadir. MAO enzim izoformlarina secicilik
saglamak amaciyla geleneksel olarak kullanilan 3-aminopropanol ve tetrahidropiridin
gruplarinin yerine prob molekiil yapisinda tercih ettigimiz piperazin halkasi, florofor
molekiile giiglii elektron akisi saglayarak molekiil i¢i yiik transferini hizlandirirken; tizerinde
bulunan sekonder amin grubu ile de MAO enzim izoformlarinin her ikisi tarafindan da segici

olarak oksidasyona ugramaktadir [52].

Toplam MAO aktivite dlgiimil i¢in gelistirilen spektroflorometrik yontem, enzim ilavesi
sonrasinda sentezlenen florojenik probun intensitesinde meydana gelen intensite azalmasina
(turn off) dayanmaktadir. Piperazin halkasinin {izerinde bulunan sekonder amin grubu, MAO
enzim izoformlar1 tarafindan oksidasyona ugrayarak kuaternize olur; akabinde ortamda
bulunan su molekiilleri tarafindan aldehit ve amino gruplar1 olusturmak i¢in hidroliz edilir.
Bir siire sonra enzim izoformlarin katalizledigi deaminasyon reaksiyonu sonucunda amino
grubu molekiil yapisindan NH3 formunda uzaklasir. NM-T florojenik probu ile MAO
izoformlar1 arasinda gergceklesen reaksiyon mekanizmas1 asagida belirtildigi  gibi

gerceklesmektedir:
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NM-T
floresans var

MAO-A
MAO-B

tautomeri

floresans yok

Sekil 5.1: NM-T ile MAO izoformlar: arasinda gerceklestigi ongoriilen reaksiyon
mekanizmasi.
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NM-T’nin MAO izoformlara karst secici oldugunu gosterebilmek adina prob iizerinde
girisim olusturabilme potansiyeline sahip 10° M konsantrasyondaki analitler (inorganik
katyonlar, anyonlar ve aminosaitler) ve 10 ug/mL konsantrasyondaki MAO enzim izoformlari
analiz ¢ozeltisine ilave edildi. Tez kapsaminda gelistirilen NM-T florojenik probunun
piperazin halkasimin spesifik oksidasyonundan dolay:1 ortama ilave edilen hicbir analite karsi
secicilik gostermedigi; MAO-A ve MAO-B izoformlarina ise yiiksek secicilik gosterdigi
tespit edildi.

Tez kapsaminda sentezlenen florojenik prob kullanilarak toplam MAO aktivite 6lgiimii i¢in
spektroflorometrik bir yontem gelistirildi. NM-T olarak adlandirilan ve tez kapsaminda ilk
defa sentezlenen florojenik prob kullanilarak MAO-A izoformu igin 1.26 — 8.73 pug/mL lineer
calisma araligindaki LOD degeri 1.88 ng/mL; MAO-B izoformu i¢in 0.79 — 8.53 pg/mL
lineer ¢alisma araligindaki LOD degeri 9.15 ng/mL olarak hesaplandi. Elde edilen sonuglar
incelendiginde, NIR florojenik problarin kullanildigi spektroflorometrik yontemler arasinda
en diisiik LOD degerlerinde aktivite Ol¢limiine olanak taniyan; bir baska deyisle literatiirde

yer verilen diger yontemlere gore daha duyarli yeni bir yontem gelistirildigi goriildii (Tablo
2.1).

Biyolojik ornek olarak kullanilan serum o6rnegine 1.67 — 8.34 ug/mL lineer konsantrasyon
araliginda MAO-A ve MAO-B enzim ¢ozeltileri katkisi yapildi. Beklenen ve deneysel olarak
elde edilen intensite degerleri kiyaslandiginda katki yapilan konsantrasyonlar karsiliginda geri
kazanim MAO-A i¢in % 101.49 — 111.19 ve MAO-B i¢in %101.82 — 108.23 araliginda
hesapland: (Tablo 4.6 ve 4.7). Ayrica serum Ornegine MAO-A ve MAO-B enzim ¢ozeltileri
birlikte katki yapildi. F-testinin uygulandig iki-yonlii varyans analizi (ANalysis Of VAriance
(ANOVA)) karsilastirmas1 sonucunda; gelistirilen NIR esash florometrik yontemle sentetik
ikili izoform karisimlar i¢in deneysel olarak bulunan sonuglar ile teorik olarak beklenen
bulgular %95 giivenirlik diizeyinde benzerlik gdstermektedir (P = 0.05 i¢in Fgeneysel = 0.338,
Frritik (tablo) = 1.875, Feneysel < Fritik (tablo)) (Tablo 4.8)

Ayrica, hiicre ortaminda meydana gelen prob — enzim etkilesimi konfokal mikroskop altinda
gorsellestirildi. A549 tip hiicrelere uygulanan NM-T prob ¢dzeltisinin floresans intensitesinde
enzim izoformlari ile etkilesim sonrasi belirgin bir azalma meydana geldigi tespit edildi. Elde
edilen goriintiiler incelendiginde, MAO-A izoformunun MAO-B izoformuna kiyasla NM-

T’nin floresans intensitesini daha fazla oranda soniimledigi gézlendi (Sekil 4.5).
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6. SONUC VE ONERILER

Bu tez calismasinda toplam MAO enzim aktivitesinin Olglimiine yonelik olarak
elektromanyetik spektrumun NIR bolgesinde emisyon dalgaboyuna sahip yeni bir florojenik
prob sentezlenmistir. NM-T olarak adlandirdigimiz bu florojenik probun eksitasyon
dalgaboyu (Xex) 720 nm; emisyon dalgaboyu (Aem) ise 786 nm olarak tespit edilmistir.
Kimyasal molekiil yapisinin Karakterize edilmesi icin MS, *H-NMR, ¥C-NMR ve FTIR
teknikleri kullanilarak analizler gerceklestirilmis; elde edilen sonuglar karsilastirmali olarak

degerlendirilerek prob yapisi aydinlatilmistir.

Sentezlenen NM-T bilesiginin kapali molekiil formiilii C3sHssN4l seklindedir. Teorik olarak
hesaplanan molekiil kiitlesi 660.6737 g.mol? diir. Uygulanan HRMS-ESI teknigi ile kiitle
spektrumu alindi. Bilesigin molekiiler iyon piki m/z [M-1]+ = 533.3623 g.mol? olarak
belirlendi (Sekil 4.1). Bu deger kiitle agisindan beklenilen bilesigin sentezlendigini

gostermektedir.

Bilesigin kimyasal yapisinin karakterize edilmesinde ¢esitli *H-NMR ve *C-NMR teknikleri
kullanild1 (Sekil 4.2 ve Sekil 4.3). Sentezlenen yeni NIR-HBI molekiiliiniin yapisi COSY
(proton-proton eslestirmeleri), HSQC (proton-karbon eslestirmeleri) ve HMBC (kuaterner
karbonlarin etrafi) teknikleriyle aydinlatildi. Karbon ve proton eslesmeleri detayli olarak

incelendi ve karakterizasyon basariyla dogrulandi.

NM-T molekiiliiniin yapisinda bulunan bazi grup ve baglarin titresimleri, FTIR teknigi
uygulanarak alinan IR spektrumu ile degerlendirildi. Bu spektruma bakildiginda piperazin
halkasi iizerindeki NH grubuna ait karakteristik bantin 3215 cm™; aromatik C-H baglarma ait
gerilme bantinin 2928 cm?; alifatik C-H baglarina ait gerilme bantlarinin 2799-1354 cm™;
aromatik C=C baglarma ait gerilme bantinin 1650 cm; alifatik C=C baglarina ait gerilme
bantinin 1549 cm?; C=N gerilme bantinin 1438 cm™ ve molekiilii olusturan aromatik

halkalara ait diizlem i¢i egilmelerin 900-700 cm™ de oldugu gozlendi (Sekil 4.3).
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Sentezlenen NM-T florojenik probu kullanildigi yeni bir spektroflorometrik ydntem
gelistirilerek MAO enzim izoformlarinin ayri ayri1 ve toplam aktiviteleri tayin edilmistir.
Gelistirilen bu yontemde MAO izoformlari, ticari rekombinant enzim ¢ozeltilerinin PBS ile
seyreltilmesiyle hazirlanmistir. Konsantrasyon, sicaklik, pH, zaman parametreleri géz 6niinde
bulundurularak yontem optimize edilmistir. Buna gore, NM-T prob ¢dzeltisi kullanilarak
pH:7.5 degerinde 37 °C’de 120 dakikalik inkiibasyon sonucunda toplam MAO aktivite
Olctimii yiiksek secicilik ve duyarlilikta tekrarlanabilir sekilde gergeklestirilebilmektedir.

NM-T florojenik probunun tek basina giin i¢i ve giinler arasinda elde edilen % RSD degerleri

sirastyla 0.73 ve 0.71 olarak bulundu.

LOD = 3sp/m 6.1)
LOQ =10 spi/m (6.2)

Uygulanan yontemde MAO-A izoformu igin LOD ve LOQ degerleri sirasiyla 1,88 ve 6.26
ng/mL olarak; MAO-B izoformu i¢in LOD ve LOQ degerleri sirasiyla 9.15 ve 30.5 ng/mL
olarak esitlik 6.1 ve 6.2 kullanilarak hesaplandi. Sp standart sapmay1 (N=10); m ise her iki
izoform kullanilanilarak olusturulan kalibrasyon dogrularinin egim degerlerini ifade
etmektedir. Toplam MAO aktivite dl¢iimii i¢in gelistirilen diger spektroflorometrik yontemler
ile karsilastirildiginda, tez kapsaminda NM-T dedektdr probu kullanilarak gelistirilen yeni
spektroflorometrik yontemin toplam aktivite 6l¢limiiniin en diisitk LOD degerlerinde ve NIR

dalgaboyunda (Aem = 786 nm) gergeklestirilmesine olanak tanidigi goriillmektedir (Tablo 5.2).

Gelistirilen yeni yontem ile elde edilen MAO-A izoformu kalibrasyon egrisi kullanilarak

dogru denklemi 6.3’deki gibi olusturuldu.

y = 6.30 Cmao-a + 0.02 (6.3)

Lineer ¢alisma araligi 1.26 — 8.73 ug/mL ve korelasyon katsayisi (r) 0.998 olarak hesaplandi.
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Gelistirilen yeni yontem ile elde edilen MAO-B izoformu kalibrasyon egrisi kullanilarak

dogru denklemi 6.4’°deki gibi olusturuldu.

y =4.91 Cvao-s + 0.09 (6.4)

Lineer ¢alisma araligi 0.79 — 8.53 ug/mL ve korelasyon katsayisi (r) 0.9944 olarak hesaplandi.

NM-T florojenik probunun MAO enzim izoformlari ile reaksiyonu sonucunda, prob yapisinda
enzime se¢icilik olusturan piperazin halkasi tizerindeki sekonder amin grubunun oksidasyonu
ve deaminasyonuna bagli olarak halka acilmasi meydana gelmektedir. Boylece, baslangicta
floresans Ozellige sahip olan prob yapisina elektron akisi kesilmekte ve floresans siddeti
azalmaktadir (Sekil 4.11 ve 4.13). Farkli konsantrasyonlarda enzime 6zgii inhibitorlerin ilave
edilmesiyle bu azalma orani daha diisiiktiir. Bu durum, NM-T probuna ait pik yiiksekliklerinin

artan inhibitor konsantrasyonu ile azalmasindan agik¢a goriinmektedir.

Halka Agilmasi

H_ % |CT etkin
H N H

/HO OH;

Sekil 6.1 NM-T bilesigi iizerinde meydana gelen halka acilmasi.

NM-T probunun enzim izoformlariyla inkiibasyonu sonucunda ol¢iilen intensite degerlerinin
sadece ortama ilave edilen MAO-A ve MAO-B ¢ozeltilerinden kaynaklandigini gostermek
amaciyla analiz ¢ozeltisine ilave edilen tiim bilesenlerin tek baslarina emisyon spektrumlari
cizilmistir (Sekil 4.9). Bu spektrum grafigi incelendiginde analiz ortaminda bulunan tiriinlerin

NM-T’nin floresans siddetine etkisi olmadig1 goriilmektedir.
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Sentezlenen NM-T florojenik probu kullanilarak hazirlanan ¢ozeltinin tek basina ve enzim
ilaveleri sonrasindaki goriiniir bolge spektrumu alindi ve detaylica incelendi. 240 ve 260
nm’deki bantlar NM-T’nin molekiil yapisinda bulunan aromatik halkalarm 7 —» =*
gecislerine; 315 ve 356 nm’de bantlar ise alifatik yapinin n —» x> gegislerini ifade
etmektedir. NM-T prob ¢6zeltisinin iizerine ilave edilen MAO-A ve MAO-B enzim ¢ozeltileri
piperazin halkasinin oksidasyona bagli olarak agilmasina; deaminasyon reaksiyonu sonucunda
molekiil yapisindan NHz grubunun ayrilmasina ve dedektér probun molekiil yapisinda OH
oksokrom grubunun olusmasina neden olmaktadir (Sekil 5.1 ve 6.1). Buna bagli olarak OH
oksokrom grubu, meydana getirdigi hipokromik etki ile NM-T’nin absorbans siddetinde 750
nm (MAO-A izoformu ile reaksiyonu sonucunda) ve 790 nm (MAO-B izoformu ile
reaksiyonu sonucunda) dalga boylarinda azalmaya; batokromik etki ile dalgaboyunun 690
nm’den 750 nm (MAO-A izoformu ile reaksiyonu sonucunda) ve 790 nm’ye (MAO-B
izoformu ile reaksiyonu sonucunda) kaymasini saglamaktadir (Sekil 4.15). MAO-A ve MAO-
B izoformlarinin kompleks molekiil yapilar1 ve NM-T ile etkilesimlerinin farkli agilardan
gerceklesmesi goz Oniinde bulunduruldugunda absorbans siddetinin azalmasi ve dalgaboyu

kaymalarinin farklilik gosterdigi diistintilmektedir.

Gelistirilen spektroflorometrik yontem esliginde NM-T florojenik probunun 786 nm’deki
floresans intensite degerleri kullanilarak inhibitér maddeler icin ICso degerleri incelendi.
MAO-A inhibitérii olarak klorjilin ve MAO-B inhibitorii olarak pargilin kullanildi. Klorjilin
i¢in ICsp degeri 0.095 uM; pargilin i¢in ICso degeri 0.01 pM olarak hesapland:r (Tablo 4.2 ve
4.3). Alagoz ve ark. tarafindan gerceklestirilen g¢alismada, MAO-A inhibitorii olarak
Klorjilinin ICsp degeri 3-(2-Aminophenyl)-3-oxopropanamine (kynuramine) dedektor bilesigi
kullanilarak spektrofotometrik bir yontemle hesaplanmis ve 1Cso (iorjitiny: 0.07 uM olarak
bulunmustur [106]. Ozaita ve ark. tarafindan gergeklestirilen c¢alismada ise, MAO-B
inhibitérii olarak pargilinin ICso degeri [YC]PEA (2-phenylethylamine[ethyl-1-14C]
hydrocloride) dedektor bilesikleri kullanilarak radyokimyasal yontemle hesaplanmis ve 1Cso
(pargiling 0.0082 uM olarak bulunmustur [107-110]. Sonuglar ele alindiginda, tez kapsaminda
gelistirilen yontem uygulanarak bulunan degerler ile literatiirde rapor edilen degerlerin

birbirine yakin oldugu goriinmektedir.
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Literatiirde toplam MAO aktivite Ol¢limiine yonelik olarak kullanilan NIR 6zellige sahip
herhangi bir prob ve yontem bulunmamaktadir. Tez kapsaminda gelistirilen yontem, herhangi
bir 6n isleme tabi tutulmadan analizin ger¢eklesmesine olanak saglamasi yoniinden avantaj
saglamaktadir. Bu calisma sonucunda gelistirilen yontem biyolojik 6rneklerde segici olarak
MAO aktivite Olclimiine olanak taniyan tibbi tanit kitine (biyosensdr) doniistiiriilme
potansiyeline sahiptir. Bu sayede norodejenaratif hastaliklarin klinik tanisi ve tedavisinde
ilgili enzimlerin fonksiyonunun ortaya konulmasinda kolaylik getirecegi; elde edilecek yeni
bilgiler neticesinde o6zellikle tip alaninda yeni projelerin iretilmesine katki saglamasi

distiniilmektedir.
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ETiK KURUL iZIiN YAZISI

Uyari: Canli denekler iizerinde yapilan tim aragtirmalar i¢in Etik Kurul Belgesi alinmasi
zorunludur.

0 Etik Kurul izni gerekmektedir.
X Etik Kurul izni gerekmemektedir.

Emin Ahmet YESIL
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KURUM IiZNi YAZILARI

Uyari: Canli ve cansiz dencklerle yapilan tiim ¢alismalar ig¢in kurum izin belgelerinin
eklenmesi zorunludur. Gizlilik ve mahremiyet iceren durumlarda kurum adi kapatilmahdir.

0  Kurum izni gerekmektedir.

X  Kurum izni gerekmemektedir.

Emin Ahmet YESIL
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