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OZET

MONOAMIN OKSIDAZ (MAO) ENZIMLERININ HIDRUR TRANSFERI
MEKANiZMASI TEK BASAMAKLI MI COK BASAMAKLI MIDIR?

Monoamin oksidaz A ve B dopamin, serotonin, adrenalin ve noradrenalin gibi norotransmitter
aminlerin oksidasyonundan sorumlu enzimlerdir. Bu enzimleri inhibe eden bilesikler
Parkinson, Alzheimer depresyon gibi norodejeneratif hastaliklarin tedavisinde kullanilirlar.
Literatiirdeki bir¢ok ¢alismaya ragmen bu énemli enzimlerin amin oksidasyon mekanizmalari
icin bir uzlasmaya varilamamustir. Bu tez c¢alismasinda hidriir transferi mekanizmasina

odaklanilmustir.

Mekanizma hakkinda bilinmeyen bir¢ok konuya i1s1ik tutmak i¢in PM6 ve ONIOM (M06-
2X/6-31+G(d,p):PM6) yontemleri ile kuantum kiimeleme yaklagimi hesaplamalar
gerceklestirilmigtir. MAO-A ve MAO-B’nin reaksiyonlar1 dogal substratlar ile (serotonin,
dopamin, adrenalin ve noradrenalin) modellenerek giren kompleksi, gecis konumu, ara iiriin

ve iiriin kompleksi yapilar1 karakterize edilmistir.
Tez ¢alismasindan elde edilen 6nemli sonuclar sdyle 6zetlenebilir:

MO06-2X/6-31+G(d,p) optimizasyonlar1 hem proton transferi hem de hidriir transferinin
birlikte bulundugu hibrit bir mekanizmay: isaret etmektedir. Hibrit mekanizmanin tek
basamaklt m1 yoksa NS5 yilidi iizerinden ¢ok basamakli mi1 oldugu substratin yapisina ve
enzimin aktif bolgesinin biiytikliigiine baglidir. NBO yiikleri NS5 yilidinin enzimin aktivitesini
geciktirdigini ortaya ¢ikarmistir. Bu bulgular zamana bagimli geri doniisiimlii kovalent bagl

MAO inhibitorlerinin akiler bir sekilde tasarimina yardimer olabilirler.

Kuantum kiimeleme yaklasimi MAO’1n optimum biiyiikliikteki aktif bolge yapisinda sistein
amino asidinin FAD’a kovalent bagli olmasinin kataliz hizin1 22 kat arttirdigini ortaya

koymustur.

Haziran, 2016 Kiibra CAKIR



ABSTRACT

IS THE HYDRIDE TRANSFER MECHANISM OF MONOAMINE OXIDASE(MAO)
ENZYMES SINGLE OR MULTIPLE STEP?

Monoamine oxidase A and B are the enzymes catalyzing the oxidation of important
neurotransmitter amines such as dopamine, serotonin, adrenaline and noradrenaline.
Therefore, their inhibitors are used in the treatment of neurodegenerative diseases such as
depression, Parkinson, Alzheimer. However, despite overwhelming efforts in the literature,
amine oxidation mechanism of this pharmacologically important enzymes has been

controversial. This study has focused on hydride transfer mechanism.

We employed full PM6 and ONIOM (M06-2X/6-31+G(d,p):PM6) calculations incorporated
with the quantum cluster approach in order to provide new insights to several unsolved issues
about the mechanism. The reactions of MAO-A and MAO-B with their natural substrates
(serotonin, dopamine, adrenalin and noradrenaline) were modeled by optimizing and
characterizing the reactant complex, transition states, intermediates and product complex

structures.
The important outcomes of the study can be summarized as:

MO06-2X/6-31+G(d,p) optimizations give rise to a hybrid mechanism exhibiting both proton
transfer and the hydride transfer character. Whether the hybrid mechanism is concerted or
stepwise through a N5-ylide depends on the nature of the substrate and the active site
environment. NBO charges reveal that the formation of N5-ylide retards the enzyme activity.
This finding can be quite usefull in rational design of time-dependent reversible covalent
inhibitors of MAO.

Quantum cluster approach reveals that the optimum active site model of MAO should contain
the cystein covalently bound to FAD, which increases the rate of catalysis by 22 times.

Haziran, 2016 Kiibra CAKIR



YENILIK BEYANI

MONOAMIN OKSIDAZ (MAO) ENZIMLERININ HIDRUR TRANSFERI
MEKANiZMASI TEK BASAMAKLI MI COK BASAMAKLI MIDIR?

Monoamin oksidaz nérotransmitter aminlerin oksidasyonundan sorumlu dis mitokondriyal
membran proteinidir. MAO-A ve MAO-B olmak lizere %70 benzerlige sahip, substrat ve
inhibitor seciciliklerinde farkliliklar gosteren iki farkli izoenzim yapisina sahiptir. Bu
izoenzimlerin gereginden az veya fazla aktivite gostermesi depresyon, Parkinson, Alzheimer
gibi norodejenaratif hastaliklara neden olur. Bu nedenle MAO-A ve MAO-B enzimlerinin
amin oksitleme mekanizmalar1 biiyiik merak konusudur. Bilim diinyasinda MAO
mekanizmasini arastirmak iizere gerceklestirilen hesaplamali c¢alismalar daha ©nceden
grubumuz tarafindan gergeklestirilmis, onerilen mekanizmalar hakkinda destekleyici ve/veya

karsit deliller elde edilmistir. Bu tez calismasi 4 6nemli yenilik icermektedir:

1) Onerilen hidriir transferi mekanizmalarmin aksine MAO amin oksitleme
mekanizmasinin 3 farkli basamak {izerinden ilerleyebilen ¢ok basamakli bir
mekanizma oldugu ilk kez kanitlanmistir. Bu mekanizmaya gore kullanilan substratin
ve/veya inhibitoriin kararliligina bagli olarak mekanizma farkli yollar {izerinden
ilerleyebilmektedir.

2) Modifiye edilen hidriir transferi mekanizmasinda literatiirde 6ne siiriilen N5-bagl
araliriiniin aslinda bir N5 vyilidi oldugu ve mekanizmanin N5 yilidi iizerinden devam
etmesi sonucunda enzimin aktivitesinin azaldig: tespit edilmistir. Mekanizma iginde
NS5 yilidi olusum basamaginin yeni kovalent bagl geri doniisiimlii mekanizma bazl
akilcr ilag tasarimu i¢in biiyiik bir katki saglayacag diisiiniilmektedir.

3) Flavoenzimlerin kovalent bagli olmasinin enzim katalizine etkisi bilim diinyas1 i¢in
hala soru isaretleri barindirmaktadir. Bu tez ¢alismasinda gergeklestirilen hesaplamalar
flavinin 8a pozisyonundan proteine Cys397 amino asidi araciligiyla kovalent bagl
olmasinin enzim katalizini yaklasik 22 kat hizlandirdigini ortaya koymustur.

4) MAO enzim kataliz mekanizmasinin proton transferi mekanizmasi mi yoksa hidriir
transferi mekanizmasi m1 oldugu en ¢ok merak edilen konudur. Bu soruyu cevaplamak
iizere gergeklestirilen caligmalar bu mekanizmanin aslinda hem proton transferi hem
de hidriir transferi mekanizmas1 karakteri tagiyan bir hibrit mekanizma oldugunu ilk
kez gozler oniline sermistir.

Haziran, 2016 Prof. Dr. Safiye (SAG) ERDEM Kiibra CAKIR
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MO06-2X : Minnesota Fonksiyoneli 06 ile %54 HF Degis-Tokus Hibrit Fonksiyoneli
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1. GIRIS

1.1.Giris ve Amag

Monoamin oksidaz (E.C 1.4.3.4; MAO ) biyolojik aminleri oksitleyerek parcalayan bir flavo
enzimdir (Colibus vd., 2005). MAO-A ve MAO-B olmak iizere %70 oraninda birbirine
benzeyen iki izoenzimi bulunmaktadir (Binda vd., 2002). Her iki enzimin benzer oksitleme
mekanizmalarina sahip oldugu disiiniilmekle beraber, substrat tercihleri, immiinolojik
ozellikleri, doku dagilimlari, inhibitdr 6zgiinliigi ve amino asit dizilimleri bakimindan
birbirlerinden ayrilirlar. MAO-A, segici olarak serotonin, epinefrin, norepinefrini oksitler ve
yaygin olarak kullanilan inhibitorii klorglindir (Colibus vd., 2005). MAO-B’nin substratlari
dopamin, benzilamin, fenetilamin, inhibitori ise (R)—deprenildir (Rinne, 1978; Kalgutkar vd.,
2001).

Yillardir MAO-A ve MAO-B enzimlerinin amin oksidasyon mekanizmasinin aydinlatiimasi
icin biiylik ugraslar verilmistir. MAO’1in amin oksitleme mekanizmas: hakkinda literatiirde
mekanizmaya bagli inaktivasyon, izotopik etiketleme, araiiriinleri tespit edebilme, kinetik
izotop etkileri, mutasyon incelemeleri gibi deneysel yontemleri kapsayan ¢ok sayida yayin
mevcut olmasina ragmen, arastirmacilar mekanizma {izerinde heniiz bir uzlasmaya
varamamislardir (Edmondson vd., 2007; Chajkowski-Scarry ve Rimoldi, 2014). MAO Katalizi
iizerine g¢eliskili deneysel bulgular, deneylerde dogrudan gozlemlenemeyen molekiiler
diizeyde detaylar1 incelemeyi amaclayan teorik caligmalar1t gerekli kilmistir. MAO
mekanizmas1 {izerine ilk hesaplamali calisma, FAD ve bir seri p-siibstitiie benzilamin
tiirevleri arasindaki reaksiyon i¢in PM3 ve B3LYP/6-31G(d) metotlarin1 kullanan Erdem vd.
(2006) tarafindan sunulmustur. Oksidasyon mekanizmasinda substrattan bir proton ve iki
elektronun flavine transferi gerceklesmektedir. Bu transfer icin literatiirde Tek Elektron
Transferi (Single Electron Transfer-SET) mekanizmasi (Silverman, 1992; Silverman, 1995;
Lu vd., 2002) hidriir transferi mekanizmasi (Ralph vd., 2007; Fitzpatrick, 2004; Fitzpatrick,
2010) ve polar niikleofilik mekanizma (Miller ve Edmondson, 1999; Edmondson vd., 2004)

gibi cesitli oksidasyon mekanizmalar1 onerilmistir (Sekil 1.1).
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Sekil 1.1. (a) Tek Basamakli Hidriir Transferi, (b) Iki Basamakli Hidriir Transferi, (c) Polar
Niikleofilik A Mekanizma, (d) Eszamansiz Tek Basamakli Polar Niikleofilik Mekanizma

Tek elektron transferi (SET) mekanizmasi amin oksidasyonlarinda ve MAO-B’de
mekanizma-bazli gesitli inhibitorlerin birgok halka agilmasi tepkimeleri i¢in Onerilen SET
kimyasina dayanmaktadir (Silverman ve Ding, 1993). Bu mekanizmaya karsi sunulan
gortislerin en bilineni; MAO-A ve MAO-B ig¢in katalitik dneme sahip radikal ara {riiniin
saptanmasindaki basarisizliktir (Edmondson vd., 2007). Grubumuz tarafindan (Erdem ve
Biiyiikmenekse, 2011) ve son donem diger gruplar tarafindan gergeklestirilen c¢alismalarin
(Vianello vd., 2012; Abad vd., 2013) hesaplamali sonuglari da SET mekanizmasina karsi
kanitlar sunmustur. Bu sebeple yakin zamandaki ¢alismalarin odaginda geriye kalan diger iki

mekanizma yer almaktadir.

Polar niikleofilik mekanizmaya gore, flavin iizerindeki C4a tizerine amin azotundan gelen bir

cift elektron ile C4a atomu eksi yiik ile yliklenirken N5 atomunun niikleofilik saldirmasiyla



aminin aC’u iizerinden pro-R hidrojeni proton olarak kopar. Ikinci basamakta ise olusan
araliriin indirgenmis flavin ve iminyum katyonu vermek iizere ayrisir (Sekil 1.1.c). Bu
mekanizma Miller ve Edmondson (1999) ve Edmondson vd. (2004), tarafindan MAO-A’nin
indirgeyici yari reaksiyonu tizerinde bir seri p-siibstitiie benzilamin tiirevlerinin yapi-aktivite
iliskilerine dayanarak Onerilmis ve modelleme c¢alismalarimiz tarafindan desteklenmistir
(Erdem vd., 2006; Akylz vd., 2007). Elektron ¢ekici gruplar ile reaksiyon hizinin
iyilestirilmesi, Edmondson vd. (2004) tarafindan Onerilen polar niikleofilik mekanizmay1
desteklemistir. Ancak, onerilen mekanizmaya gore C4a-N11 arasinda bag olugmasi sonucu

elde edilen araiiriinii yogunluk fonksiyonel teorisi metotlar1 ile optimize edilememistir.

MAO-A ve MAO-B’nin aktif bolgelerindeki benzerlikler goz oniine alindiginda, MAO-B i¢in
de aym1 mekanizmanin gegerli oldugu varsayilmistir. Daha sonra, D-aminoasit oksidaz
(DAAO) i¢in kabul edilen ve N-metiltriptofan oksidaz (MTO) ve lizin-spesifik demetilaz 1
LSD1 enzimleri i¢in uygun goriilen dogrudan hidriir transfer mekanizmasinin, bu enzimlere
benzerligi nedeniyle MAO i¢in de diisiiniilmesi gerektigi bir¢ok arastirmaci tarafindan
Onerilmistir (Fitzpatrick, 2010; Kay vd., 2007; Can, 2007). Bu Onermeye gore, amin
azotundan C14-N11 bagina elektron aktarimi, herhangi bir ara iiriin olusmaksizin, aC’dan
flavin N5 atomuna hidriir goglinii kolaylagtirmaktadir (Sekil 1.1.a). Erdem vd. (2006), YFT
(B3LYP/6-31G(d)) yontemleri ile aratiriiniin elde edilememesi sonucunda niikleofilik katilma,
eliminasyon ve proton transferinin eszamansiz tek-basamakli (asynchronous concerted)
sekilde gerceklesebilecegini onermistir. Bunu izleyen QM/MM caligsmasi (Akytiz vd., 2007),
bu ilk calisma ile uyum igindedir. Aslinda C4a araiiriiniiniin eksikligi, DAAO, MTO ve LSD1
gibi diger flavoenzimlerin mekanizmalari iizerine ¢alisan bir¢ok arastirmacinin 6nerdigi gibi,
tek basamakli hidriir transferi mekanizmasina isaret etmektedir (Ralph vd., 2007; Can, 2007,
Fitzpatrick, 2010). Daha sonra, Vianello vd. (2012) tarafindan MAO-B ile dopamin
oksidasyonuna kuantum kiimeleme hesaplar1 uygulanmis ve N5-bagl aratiriin (N5 Adduct)
olusumuna dayanan iki basamakli hidriir transferi mekanizmasi Onerilmistir (Sekil 1.1.b).
Ayni zamanda grubumuz tarafindan Akyiiz ve Erdem (2013), benzilamin ve feniletilamin
substratlar1 kullanilarak ONIOM hesaplamalar1 (yiiksek katman i¢cin WB97XD, CAM-
B3LYP, M06-2X, B3LYP fonksiyonelleri ile) gerceklestirilmistir. Her iki MAO izoformunun
da aktif bolgeleri hesaplamalara ilk kez tamamen dahil edilmistir. Sonuglarin N5 aratiriiniiniin
sadece MAO-B’de olusabildigini gostermesi, MAO-A ve MAO-B i¢in kismen farkli hidriir
transfer mekanizmalar1 olduguna isaret etmektedir. Bundan bagimsiz olarak Orru vd. (2013)

tarafindan yapilan ¢alisma da MAO-A ve MAO-B’nin ayni mekanizmayi izlediklerine dair



temel varsayimi sorgulamistir. pH 9’daki yapi-aktivite iliskileri, MAO-A‘nin proton
transferine (polar niikleofilik) dair aktivite gdsterirken, MAO-B’nin ise hidriir transferine dair
kinetik ozellikler gosterdigini kanitlamaktadir. Ote taraftan Repi¢ vd. (2014a) her iki aktif
bolgede de elektrostatik diizenlenmelerin benzer oldugunu, bu yiizden MAO-A ve MAO-
B’nin farkli kimyasal mekanizmalara sahip olabilmesinin miimkiin olmadigin1 séylemislerdir
(Repic vd., 2014b). Repi¢ ve arkadaslari ayrica insan MAO-B enziminin tamamini géz oniine
alarak, dopamin yikimina ait hidriir transfer basamagi icin degerlik bag simiilasyonlar
uygulamiglardir (Repic¢ vd., 2014a). Diger yandan Abad ve arkadaslari da benzilamin substrati
ile MAO-B enziminin tamamini kullanarak QM/MM hesaplamalar1 (QM hesaplamalari i¢in
BP86 seviyesinde ve MM hesaplamalart icin CHARMM?27 seviyesinde) uygulamislardir
(Abad vd., 2013). Abad vd. (2013) sonuglarini, en basta Erdem ve arkadaslar1 tarafindan
Onerilen eszamansiz tek basamakli polar niikleofilik mekanizma lehine yorumlamislardir
(Sekil 1.1.d). Cok yakin zamana ait bir hesaplamali ¢alismada, Zenn vd. (2015) MAO-A
enziminin ¢evresindeki proteinin, mekanizmanin polar niikleofilik karakterini MAO-B
enzimine gore daha ¢ok giliclendirdigine dair bulgular elde etmislerdir. Bu sonug, Orru vd.
(2013) kinetik deneyleriyle uyum i¢indedir, ancak iki izoformdaki elektrostatik
diizenlenmenin benzerligine dair bulgular (Repi¢ vd., 2014a) ile celismektedir. Cok yakin
zamanda, Zapata vd. (2015) benzilamin, p-nitrobenzilamin ve feniletilamin substratlar1 ile
MAO-B enzimi i¢in kuantum kiimeleme yaklasimini kullanmiglardir. p-nitrobenzilamin polar
niikleofilik mekanizmasina, benzilamin ve feniletilamin hidriir transferi mekanizmasina

benzer sonuglar vermistir.

Bugiine kadar elde edilen tiim deneysel veriler ve son yillardaki teorik ¢abalara ragmen, MAO

mekanizmasi hakkinda hala soru isaretleri vardir (Chajkowski-Scarry ve Rimoldi, 2014).

Bu tezin amaci, bugiine kadar yapilan teorik ve deneysel ¢alismalarin 1s18inda ndrotransmitter
aminlerin MAO katalizli oksidasyon mekanizmasina agiklik getirmektir. Bu baglamda, su

sorularin cevaplari arastirilmigtir:

1) MAO enzimleri nérotransmitter aminleri proton transferi ile mi yoksa hidriir transferi
ile mi oksitlemektedir? Veya, ilging bir sekilde, her iki mekanizmanin da birlikte
olabilme ihtimali var midir? Mekanizmanin detaylar1 ve takip ettigi mekanizma yollari
nelerdir? Tek basamakli midir yoksa bazi aratiriinler olugmakta midir?

2) Katalizleme tepkimesinden sorumlu olan flavin kofaktoriiniin protein iskeletine

kovalent bagli olmasmin (diger bir¢ok flavoenzimden farkli olarak) islevi nedir?



Katalizleme hiz1 agisindan bir 6nemi var midir? Hangi mekanizmanin gecerli

oldugunu belirlemede bir rol oynamakta midir?



1.2. Genel Bilgiler

1.2.1. Enzimler

Enzimler biyolojik sistemlerde katalizor gorevi goren sentetik veya inorganik katalizorlere
gore daha iistiin katalizleme yetenegine sahip 6zel makromolekiillerdir. Substratlarina karsi
yiiksek derecede secicilige sahip olup kimyasal reaksiyonlart hizlandirirlar ve sulu
cozeltilerde belirli sicaklik ve pH sartlar1 altinda faaliyet gosterebilirler (Nelson ve Cox,
2012).

Enzimler biitiin biyokimyasal prosesin merkezinde yer alirlar ve besin maddelerini ayristiran,
kimyasal enerjiyi doniistiren, biyolojik makromolekiilleri yapitaslarindan olusturan
reaksiyonlar1 katalizlerler. Enzim ¢aligmalar1 pratikte ¢ok biiyilk Oneme sahiptir. Bazi
hastaliklar, o6zellikle kalitsal genetik bozukluklar, c¢esitli enzimlerin eksikliginden veya
yoklugundan kaynaklanirken, baz1 hastaliklar ise gesitli enzimlerin asir1 aktivitesi sonucu

ortaya ¢ikar.

Enzimatik kataliz biitlin yagayan sistemler i¢in olmazsa olmazdir. Biyolojik sistemlerde, cogu
biyolojik molekiil hiicre sartlart olan notr pH’ta, ilimli sicakliklarda ve sulu ortamlarda
oldukga kararli oldugundan bu sistemlerde katalizlenemeyen reaksiyonlar yavas ger¢eklesme
egilimi gosterirler. Ayrica, bir¢cok bilindik, kararsiz ara iirlinlerin olusumu veya iki farkh
molekiiliin 6zel bir bigimde ¢arpigsmasi gibi kimyasal prosesler hiicre ortaminda elverissizdir
veya miimkiin olmamaktadir. Bu nedenle enzimler s6z konusu reaksiyonlarin daha hizli bir

sekilde olugmasi i¢in ortam yaratmaktadirlar.

Baz1 enzimler aktivite gosterebilmek i¢in “kofaktor” adi verilen farkli kimyasal bilesiklere
ihtiya¢ duyarlar. Kofaktorler, Fe, Mg, Mn veya Zn gibi inorganik iyonlar olabilecegi gibi
cesitli organik bilesikler de olabilirler. Enzimin aktivitesini goOsterebilmek icin ihtiyac
duydugu organik veya metalorganik bilesiklere ise “koenzim” adi verilir. Baz1 enzimler hem

inorganik hem de organik kofaktorlere ihtiyag duyarlar.

Enzim katalizli bir reaksiyonun belirleyici 6zelligi, enzimin katalizleme reaksiyonunu
gerceklestirdigi enzimin “aktif bolgesi” olarak adlandirilan bir kisminda olusuyor olmasidir.
Aktif bolgenin ylizeyi substitiientler tagiyan ve substrata baglanip, onun kimyasal degisimini
katalizleyen amino asit pargalariyla sarilidir. Katalizleme reaksiyonu sirasinda aktif bolge

substrati ¢cevreler ve onu ¢ozeltiden izole eder.



1.2.1.1. Flavin Koenzimler

Flavinler ~ flavoprotein  olarak  siniflandirilan  enzimlerde  oksidasyon-rediiksiyon
reaksiyonlarinda gorev alan Riboflavin [7,8-dimethyl-10-(1-D-ribityl)isoalloxazine, vitamin
B2]’den tiireyen koenzimlerdir (Mack ve Grill, 2006). (Sekil 1.2) Flavin mono niikleotid
(FMN) ve flavin adenin diniikleotid (FAD) riboflavinin biyolojik aktif formlaridir.
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Flavin koenzim yapisinin biyolojik aktivite gosteren kismi izoalloksazin halkasidir. Yiiksek
konjugasyona sahip izoalloksazin halkast muhtesem bir elektron akseptoriidiir ve bu sayede
kuvvetli redoks 6zellik gosterir. Flavinler tek seferde bir elektron ya da es zamanl olarak iki
elektron kabul edebilirler ve bunun sonucunda koenzimin okside form (Flox), semikinon form
(FI") ve indirgenmis form (FIH ) olmak ftizere ii¢ farkli oksidasyon derecesi olusabilir

(Silverman ve Holladay, 2014) (Sekil 1.3).

Flavin koenzimleri enzimlerin Histidin (Chlumsky vd., 1998) ya da Sistein (Kearney vd.,
1978) kalintilarina C-6 veya C-8a pozisyonlarindan kovalent bagli olarak bulunabilecegi gibi
kovalent bagsiz (Doukyu, 2009) olarak da bulunabilirler. Fakat enzimin kovalent bagli olup

olmamasinin enzim aktivitesi lizerine etkisi tam olarak agiklik kazanmamaistir.
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Sekil 1.3. Flavin koenziminin farkli oksidasyon dereceleri (Silverman ve Holladay, 2014).

1.2.2. Enzim Kataliz Reaksiyonlari

Canli viicudunda gergeklesen pek ¢ok reaksiyon termodinamik olarak tercih edilse de kinetik
olarak ¢ok yavastir. Bu sebeple evrim siirecinde bu reaksiyonlarin katalizlenmesi igin
Ozellesmis katalizorler olan enzimler ortaya ¢ikmistir. Enzimler substratlarin {iriine dontisiim
mekanizmalarindan sorumludurlar. Substratlar (S) enzimlerin (E) aktif bolgelerine baglanarak
enzim-substrat kompleksi (ES) olustururlar ve daha sonra baglanmis substratlar tiriinlere (P)
doniiserek ayrilirlar. Enzimler aktivitelerini devam ettirebilmek i¢in yiikseltgenerek iglevlerini

geri kazanirlar (Sekil 1.4).
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Sekil 1.4. Enzim katalizli reaksiyon

En 6nemli enzim kataliz mekanizmalar1 yakinlik etkisi, niikleofilik (kovalent) kataliz, genel
asit-baz katalizi, elektrostatik kataliz, ¢oziiniirlestirme ve germe-¢ekmedir. Bu etkiler gegis
konumunun kararlilik kazanmasina ya da girenlerin kararsizlagmasina yardimci olarak

reaksiyonun aktivasyon bariyerini diistirirler (Silverman ve Holladay, 2014).

Yakinlik etkisi, substrat ile enzimin aktif bolgesinde bulunan reaktif gruplarin uyumuna
dayanmaktadir. Bu uyum yardimiyla substrat enzimin aktif bolgesine yakin bir noktada
tutunur ve cevrilme-diizenlenmeler ile substratin entropisinde azalma meydana gelir.
Substrattaki bu entropik azalma substratin enzime baglanma enerjisi ile dengelenir ve
entalpide azalma meydana gelir. Lightstone ve Bruice (1996) tarafindan MM3 yontemi ile
gerceklestirilen teorik hesaplamalar smirli donmenin reaksiyon aktivasyon enerjisini

diisiirdiigiinii gostermistir.



Baz1 enzimlerin aktivitesinde, aktif bolgede bulunan kofaktor ya da niikleofilik amino asit
kalintilar1 gorev alirlar. Niikleofilik kataliz reaksiyonlarinda enzimin niikleofilik kismi
substratin elektrofilik kismina atak yaparak kovalent bag olusturur ve reaksiyonun daha hizli
ger¢ceklesmesini saglar. En temel aktif bolge niikleofilleri sistein {izerindeki tiyol grubu, serin
ve treonin tizerindeki hidroksil gruplari, histidin {izerindeki imidazol halkasi, lizin lizerindeki

amino grubu ve aspartik asit ve glutamik asit tizerindeki karbonil gruplaridir.

Genel asit-baz katalizi, proton transferine dayanir ve reaksiyonun hizi ile 6zgiinliigiinde etkili
rol oynar. Enzim substratin elektrofilik veya niikleofilik karakterini proton transferi ile arttirir
ve reaksiyonun hizlanmasimi saglar. Blow ve arkadaslarinin (1969) o-kimotripsin ile
gerceklestirdigi calismaya gore yiikiin el degistirmesi olarak adlandirilan bir dizi niikleofilik
ataklar sonucu aktif boélgede pKa degerinin yiikselmesi ile reaksiyon hizinin arttidigi

gozlemlenmistir.

Elektrostatik kataliz, aktif bolgede bulunan iyonik veya polar gruplarin substratta karsit yiik
olusturmast sonucu gegis konumunun kararli girenlerin ise kararsiz hale gelmesi ile reaksiyon
aktivasyon bariyerinin diismesine sebep olmaktadir. Serin proteaz subtilisin enzimi ile aktif
bolge proton verici amino asitlerinin (Serin-221, histidin-64 ve aspartat-32) alanin amino asit
kalintistyla degistirilmesi sonucunda hizin 2x10° kat yavasladigi gozlemlenmistir (Carter ve
Wells, 1988).

Girenlerin  kararliiginin bozulmasi ¢oziintirlestirme ile de gergeklestirilebilir. Enzime
substratin baglanmast sirasinda aktif bolgenin yiiklii gruplarindan su molekiillerinin
cikarilmasi ile olusmaktadir. Su molekiillerinin ¢ikarilmasi sonucunda substrat suya gore daha
diisiik dielektrik ortama maruz kalir ve substrat iizerindeki yiikli gruplar kararsiz hale
getirilir. Suya gore daha diisiik dielektrik ortamda elektrostatik etkilesimler ¢ok daha fazla
olacagindan pozitif ve negatif yiiklerin var olmasi reaksiyonun ge¢is konumu sirasinda olusan
yiikleri daha kuvvetli stabilize edecektir.

Organik kimyada germe ve cekme molekiillerin reaktivitelerinde 6nemli rol oynar.
Epoksitlerin diger esterlere gore reaktivitesinin ¢ok daha yiiksek olmasi bu olaya baglidir.
Siklik fosfat ester hidrolizi de bu durumu agiklayan bir diger 6rnektir (Covitz ve Westheimer,
1963). Eger enzim kataliz sirasinda germe ve ¢ekme uygulanabilirse enzimatik reaksiyon gok
hizlanacaktir. Bu etki enzimde yliksek aktivasyona, substratta meydana gelirse substratin
giren konumu enerjisinin artmasina sebep olacaktir. Induced fit hipotezine (Koshland, 1958)
gore enzim substrat1 baglayabilmek i¢in uygun pozisyonda olmak zorunda degildir. Substrat

enzime yaklastikca substrat tizerindeki cesitli gruplar aktif bélgede konformasyonel degisime



ugrarlar ve enzimin kararliligin1 bozarak (germe ve ¢ekme) diisiik katalitik formdan yiiksek
katalitik forma ge¢mesini veya katalizde yer alan aktif bolge gruplarinin diizgiin bir siraya

girmesini saglayarak enzim katalizini hizlandirirlar.

1.2.3. Enzim inhibisyonu

Bir¢ok hastalik veya hastaliklarin ilk belirtileri 6zel bilesiklerin eksiklik ya da fazlaligindan
ileri gelir. Bu 0zel bilesiklerin eksikligi veya fazlaligi enzim inhibisyonunun bir sonucu
olabilir. Enzim inhibisyonu ¢esitli bilesiklerin enzime baglanarak ¢ok kararli ES kompleksi
olusturmasi sonucu enzimin aktivasyonunun yavaslamasi ya da tamamen durmasi olayidir. ki

tip inhibisyon ¢esidi vardir: geri doniisiimlii inhibisyon, geri doniisiimsiiz inhibisyon.

1.2.3.1. Geri Déniisiimlii inhibisyon
Geri doniisiimlii inhibisyon; yarismali (competitive), yar1 yarigmali (uncompetitive) ve

yarigmasiz (non competitive) inhibisyon olmak iizere ii¢ gruba ayrilir.

a)Yarismali inhibiyonda genellikle gergek substrata benzeyen inhibitor (I) enzimin aktif
bolgesine baglanmak icin substrat ile yarigir. Inhibitor substrat gibi enzime baglanarak EI
kompleksi olustururlar fakat reaksiyon gergeklesmez. Boylelikle substratin {irtine doniisme

hiz1 azalmis olur.

Metanol zehirlenmelerinde uygulanan tedavi yarismali inhibisyonun giizel bir 6rnegidir.
Karaciger alkol dehidrojenaz enzimi viicuda alinmis olan metanolii formaldehite cevirir ve
olusan formadehit 6zellikle gozlerde kalict korliige neden olur. Buna engel olmak i¢in viicuda
alkol dehidrojenaz enzimine alternatif bir substrat olan etanol kontrollii olarak verilir ve

metanoliin hizli bir sekilde formaldehite ¢evrilmesi engellenir.

b)Yar1 yarismali inhibisyonda inhibitér sadece ES kompleksine baglanir ve reaksiyonu

inaktive eder.

C)Yarigsmasiz inhibisyonda ise inhibitorler enzimin aktif bolgesi diginda bir bolgeye baglanir

ve reaksiyonu durdururlar.

Bazi geri doniistimlii inhibitorler hedef enzimlerine geri doniisiimsiiz inhibitorler gibi oldukg¢a
sik1 baglanirlar. Bu siki baglanan inhibitorler, kovalent geri doniisiimsiiz inhibitorlere benzer
kinetik 6zelliklere sahiptirler. Bu durumda, bu inhibitorlerin bazilar1 enzime diisiik afiniteli bir
EI kompleksi olusturacak sekilde baglanir ve daha sonra bu kompleks yavas bir degisime

ugrayip siki baglanmali bir EI* kompleksi olusturur. Bu kinetik davranisa yavas baglanma
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denir. Baglanmay1 takiben enzimin bu sekilde yeniden yapilanmasi c¢ogu zaman bir
konformasyon degisimi igerir ve genellikle enzim inhibitér molekiiliin etrafina sarilir. Yavas
baglanan inhibitore metotraksat, allopurinol, ve asiklovir (acyclovir)'in aktive olmus formu

sayilabilir.

1.2.3.2. Geri Déniisiimsiiz inhibisyon

Geri doniisiimsiiz inhibisyon genelde bir enzimi kovalent olarak degisime ugratir (modifiye
eder) ve dolayisiyla inhibisyon geriye dondiiriilemez. Geri doniisiimsiiz inhibitorler enzimin
aktivitesi icin 6nemli olan bir iglevsel grubu bozan veya kararli kovalent bag olmaksizin
kompleks meydana getiren veya enzimle birlesen bilesiklerdir. Genellikle aldehit, haloalkan,
alken, Michaelis akseptorii, fenil siilfonat, fluorofosfonat gruplari gibi reaktif fonksiyonel
gruplar tasirlar ve bu elektrofilik gruplar amino asit yan zincirleri ile tepkimeye girerek
kovalent bagl araiiriin (adduct) olustururlar. Degisime ugrayan amino asit kalintilari, yan
zincirlerinde hidroksil veya siilfidril grubu gibi niikleofil gruplar iceren serin (DFP ile

reaksiyona girer), sistein, treonin ve tirozin gibi amino asitlerdir.

Yarigmali geri doniisiimsiiz inhibisyon substrat ile inhibitoriin benzer yapida oldugu bir
tiirdiir. Inhibitor substrat gibi davranarak aktif bolgeye kovalent olarak baglanir, fakat olusan
kompleks tekrardan ayrilmaz. Boylelikle enzim inaktive olmus olur. Bu tiir inhibisyon daha
diistiik dozlarda ila¢ kullanimini1 gerektirir. Vigabatrin yarigmali geri doniistimsiiz inhibisyon
i¢in iyi bir 6rnektir (Gram, 1989). Hayvanlarda 6zellikle farelerde vigabatrin sirayla 1-3 ve 5
saat metabolik yar1 6mre sahiptir fakat hedef enzimi olan GABA-AT’a baglandiktan sonra
yar1 omrii birkag¢ giindiir (Messenheimer ve Lamotrigine, 1994, Browne, 1989). Vigabatrin
uygulandiktan sonra GABA-AT enziminin aktive olmasi i¢in gerekli olan hiz genetik
sentezinin hizina karsilik gelir. Bazi durumlarda, 6zellikle hedef enzimin genetik olusumu ¢ok
yavas oldugunda, vigabatrinin etkileri viicuda verilmesi kesilerek daha etkili bir sekilde
kontrol edilebilir ve bu da geri doniisiimsiiz inhibitorlerin tasarimi igin oldukg¢a dnemlidir.
Kanser veya mikrobiyal enfeksiyonlar gibi daha yayilmis olan ve daha uzun tedaviler
gerektiren hastaliklarda geri doniisiimsiiz inhibisyon daha uygun bir tedavidir (Barf ve
Kaptein, 2012).

1.2.3.3. Mekanizma Bazh inhibisyon
Geri doniisiimsiiz inhibitorlerin bir ¢esidi de mekanizma bazli inhibitorlerdir. Intihar
inhibitoérii veya mekanizma bazli inhibitorler, enzimin aktif bolgesini modifiye etmek i¢in ¢ok

0zel sartlar olusturan degistirilmis substratlardir. Bu inhibit6rler spesifik enzimin substratlari
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ile benzer yapidadir ve enzime substrat olarak baglanir. Baglangi¢cta normal enzim kataliz
mekanizmasinin ilk birkag basamagina uygun olarak etki gosterirler, daha sonra ilerleyen
basamaklarda kimyasal olarak reaktif ara iiriin olustururlar ve enzimi kovalent modifikasyon
ile inaktive ederler. Bu tip inhibitore N,N-dimetilproparjilamin 06rnek gosterilebilir.
Monoamin oksidaz dopamin ve serotonin gibi norotransmitterleri oksitleyerek beyin
dokularindaki seviyelerini disiiriir. Parkinson hastaligi dopamin seviyesindeki diisiikliik ile,
depresyon ise serotonin seviyesindeki diisiikliik ile alakalidir. Monoamin oksidaz’in koenzimi
olan flavin halkasi N,N-dimetilproparjilamin’i oksitler ve bdylece flavinin N5 atomuna
baglanarak flavin grubunu kovalent olarak modifiye eder ve enzimi inhibe eder (Berg vd.,
2002). ilk MAO-B inhibitérlerinden selejilin (Riederer ve Przuntek, 1987) ve daha sonra
gelistirilen rasajilin (Weinreb vd., 2011) Parkinson hastaliginin tedavisinde kullanilan ve
calisma prensipleri mekanizma bazli inhibitérlere benzeyen diger inhibitorlerdir. Selejilin ve
rasejilin anologlari flavinin N5 pozisyonundaki azot atomuna saldirarak kovalent bagh geri
doniisimsiiz  bir araiiriin  olustururlar. Hubélek ve arkadaslar1 (2004) tarafindan
gerceklestirilen X-Ray yapi aydinlatma c¢alismalari sonucu bu araiiriin yapis1 karakterize

edilmistir.

Glinlimiizde akilc1 ilag tasarimi calismalari kovalent bagli geri doniistimlii inhibitorler
tasarlama {izerine yogunlasmistir. Kovalent bagli geri doniisiimlii inhibitorler sayesinde enzim
tamamiyle bloke olmadan enzim kataliz hizim1 yavaslatarak yan etkileri daha az ilag
uygulamalarina zemin hazirlanacagi diisiiniilmektedir. Bu nedenle geri doniisiimlii kovalent
inhibitorler tasarlamak proteinlerin kalict modifikasyonlarinin yarattigi olumsuz sonuglari
bertaraf etmek ve lstiin tedavi imkanlar1 yaratabilmek i¢in olduk¢a 6nemlidir (Singh vd.,
2011). Son yillarda kovalent bagli inhibitorlere olan ilgi 6nemli dlgiide artmistir. Fakat burada
en Onemli sorun inhibitorlerin tasariminin yapilmasit ve etkilerinin arastirilmasindaki

uygulamalardir (Singh vd., 2011;Mah vd., 2014).

1.2.4. Monoamin Oksidaz (MAOQO)

Monoamin oksidaz (EC1.4.3.4, MAO), serotonin, dopamin, norepinefrin, epinefrin gibi
norotransmitter aminlerin oksidasyonunu katalizleyen ve hiicre i¢i konsantrasyonun
diizenlenmesinde 6nemli rol oynayan dis mitokondri membran proteinidir. 1968 yilinda
MAO’nun %70 oraninda birbirine benzeyen MAO-A ve MAO-B olmak iizere iki farkli formu
oldugu bulunmustur (Sekil 1.5). Bu iki enzim; substrat tercihleri, immiinolojik 6zellikleri,
doku dagilimlari, inhibitoér 6zgilinliigli ve amino asit dizilimleri bakimindan birbirlerinden

ayrilmalarina karsin oksidasyon mekanizmalarinin ayni oldugu diisiiniilmektedir. Ayrica her
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iki MAO da dis mitokondriyal membrana C-terminal a-heliks bolgelerinden baglanirlar ve
diger hidrofobik bolgelerle diger membran etkilesimlerini olustururlar (Rebrin vd., 2001;
Binda vd., 2002; Ma vd., 2004).

(@) ()

Sekil 1.5. (a) MAO-A (2Z5X) (b) MAO-B (1S3E) enzim kristal yapilari

MAO-A segici olarak serotonin (5-hidroksitriptamin), epinefrin ve norepinefrin
norotransmitter aminlerini metabolize ederken, MAO-B ise benzilamin, dopamin ve
feniletilamin norotransmitter aminlerini okside etmeyi tercih eder ve norepinefrin ve
serotonini de yavas olmakla birlikte oksitleyebilir ( Fowler ve Benedetti, 1983; Gaweska ve
Fitzpatrick, 2011). MAO-B ayrica 1-metil-4-fenil-1,2,3,6-tetrahidropiridin (MPTP)’den,
Parkinson hastalig1 nedeni olan nérotoksin 1-metil-4-fenil-piridinyum’u olusturur (Chiba vd.,
1984)

Serotonin (5-HT ya da 5-hidroksitriptamin), insanda mutluluk, canlilik ve zindelik hissi veren
bir hormon ve nérotransmitter amindir. Eksikliginde depresif, yorgun, sikilgan bir ruh hali
gortliir. Norepinefrin (noradrenalin) merkezi sinir sistemi ve sempatik sinir sistemi
norotransmitteridir ve beynin dikkat ve g¢evreye yanit verme ile ilgili kisimlarim etkiler.
Epinefrin (adrenalin), bobrek istli bezleri ve sempatik sinir sistemindeki sinir uglarindan

salgilanan, kalp atigin1 hizlandiran bir hormondur. Dopamin viicutta dogal olarak iiretilir ve
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beyinde dopamin reseptorlerini aktive ederek ndrotransmitter olarak gorev yapar. Sempatik

sinir sistemi iizerindeki etkisi nedeniyle ilag olarak kullanilir.

Monoamin oksidaz inhibitorleri klinik olarak depresyon, Parkinson, Alzheimer gibi
hastaliklarin ve diger ndrodejeneratif hastaliklarin tedavilerinde kullanilirlar (Youdim vd.,
2006). Depresyon durumunda, noradrenalin ve serotonin miktar1 dnemli 6lglide azaldigindan
MAO-A’y1 inhibe edici bilesikler anti-depresyon ilaglart olarak tasarlanir. Parkinson
hastaliginda ise beyindeki dopamin miktar1 onemli o6l¢iide azaldigindan MAO-B’nin
inhibisyonu dopamin deaminasyonunun azalmasin1 ve dopamin seviyesinin normal diizeye

¢cikmasini saglar.

Her iki MAO enzimi yapisal olarak farkliliklar igermektedir. Upadhyay ve arkadaslari (2008)
tarafindan gergeklestirilen NMR ¢alismalart insan ve fare MAO enzimlerinin dimer olarak
kristallendigini, sadece insan MAO-A’sinin monomer olarak kristallendigini belirlemistir
(Sekil 1.5). MAO-B enziminde substrat enzimin aktif merkezine ulasmak i¢in enzimin ig
kisminda bulunan iki oyuktan ge¢melidir. Bu oyuklardan ilki 290A’luk hacime sahip giris
oyugudur. Giris oyugundan gecen substrat ‘‘Substrat oyugu’’ adi verilen 390 A’luk daha
genis bir bolgeye ulasir (Sekil 1.6). Bu iki oyuk arasinda bulunan izolésin-199 amino asidi
(11e199) bu iki oyuk arasinda kap1 gorevi goriir ve substrat veya inhibitore gore bu kap1 agilir
ve kapanir. 11e199 amino asidinin varligt MAO-B enziminde inhibitor spesifikligi i¢in 6nemli
rol oynamaktadir (Hubalek vd., 2005). Substrat oyugunun sonunda 8a pozisyonundan
Sistein-397 kalintisina (Cys-397) tiyoeter bagi ile kovalent olarak baglanmig FAD koenzimi
bulunur (Edmondson vd., 2007). ‘‘GRID”’programi kullanilarak yapilan aktif bolge
bosluklarinin analizinde her iki boslugunda oldukca hidrofobik oldugu ve amin baglanma
bolgesinde birbirine yakin paralel iki tirozin (Tyr398 ve Tyr435) amino asidi bulundugu
gozlemlenmistir. Aromatik kafes olarak tanimlanan bu bolge katalitiz mekanizmasi igin
biiyiikk bir 6neme sahiptir (Edmondson vd., 2007). MAO-A enziminde ise aktif bolge 550
A’luk bir hacime sahip tek bir oyuktan olusmaktadir ve yapilan aktif bolge analizlerine gore
substratin MAO-A’nin aktif bolgesinde MAO-B’nin aktif bdlgesine kiyasla daha rahat
donebildigi gorilmistir (Edmondson vd., 2007). MAO-B’de oldugu gibi MAO-A
enzimlerinde de kovalent bagli FAD’nin re-yiiziinde birbirine yakin mesafede paralel iki
tirozin (Tyr404 ve Tyr444) amino asit kalintis1 bulunur ve ayn1 sekilde aromatik kafes olarak
adlandirilan bu bolge oldukga hidrofobik o6zelliktedir. Edmondson ve grubu (Li vd., 2006)
tarafindan gerceklestirilen MAO-A’da Tyr444 ve MAO-B’de Tyr435 mutantlari ile yapilmis

kinetik ¢alismalar, mutant enzimlerin aktivitelerinin dogal enzimlerin aktivitesinden daha
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diisiik oldugunu gostermis ve aromatik kafesin amin substratinin oksitlenmesini kolaylastirici
bir etkisinin olabilecegini diigiindiirmiistiir. Ayn1 sekilde poliamin oksidaz ve trimetilamin
dehidrojenaz enzimlerinde gerceklestirilen yapi analizleri MAQO’ya benzer sekilde flavinin 6n
yliziinde aromatik Ozellik tasiyan amino asit kalintilarinin aromatik kafes olusturdugunu
gostermistir (Edmondson vd., 2009). Grubumuz tarafindan gergeklestirilen teorik ¢alismalar
da bu bulgular1 destekleyecek niteliktedir (Akyiiz vd., 2007) (Sekil 1.6).

MAO A MAO B
Sekil 1.6. MAO-A ve MAO-B enzimlerinin aktif bolge bosluklari ve aromatik kafes

(Edmondson vd., 2007)

Flavin koenzimleri enzimlerin Histidin (Chlumsky vd., 1998) ya da Sistein (Kearney vd.,
1978) kalintilarina C-6 veya C-8a pozisyonlarindan kovalent bagli olarak bulunabilecegi gibi
kovalent bagsiz (Doukyu, 2009) olarak da bulunabilirler. Flavin koenzimi barmdiran
enzimlerin sadece %10‘unda flavin halkasi enzime kovalent olarak bagli bulunur (Starbird
vd., 2015). MAO enzimleri ve piranoz 2-oksidaz (P20) enzimleri FAD halkasini enzime
kovalent bagl olarak bulundururlar (Sucharitakul vd., 2010). Alkol oksidaz (AO) enziminde
ise enzim ile flavin halkasi birbirine bagh degildir (Ozimek vd., 2005). MAO-A ve B
enzimlerinde Flavin C8a pozisyonundan enzime sirasiyla Cys403 ve Cys397 amino asit
kalintilar1 araciligiyla bagli bulunmaktadir. Piranoz 2-oksidaz enziminde ise C8a
pozisyonundan His167 amino asidine baglidir (Sucharitakul vd., 2010). Fakat tim bu
caligmalara ragmen MAO enziminin kovalent bagli olmasinin enzim aktivitesi iizerine etkisi

aciklik kazanamamustir.
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1.2.4.1. MAO Amin Oksitleme Mekanizmalari

Glinlimiizde norodejenaratif hastaliklarin tedavisinde kullanilan mevcut ilaglarin  yan
etkilerinin azaltilabilmesi i¢in secici ve etkin MAO inhibitorlerine ihtiyag vardir. Bu sebeple
enzimin substratr olan aminleri nasil bir tepkime mekanizmasi lizerinden oksitledigi yogun
ilgi odagidir ve bugiine kadar tek elektron transferi, proton transferi ve hidriir transferi igeren
cesitli mekanizmalar Onerilmistir. Son yillarda en fazla {izerinde tartisilan polar niikleofilik
(proton transferi) ve hidriir transfer mekanizmalaridir. MAO mekanizmast igin yapilan
caligmalar onemli oranda deneysel verilere dayanmaktadir. Hesaplamali caligmalar ise
tarafimizdan baslatilmis olup kiigiik/orta biiyiikliikkte model yapilara uygulanabilmistir (Erdem
ve ark. 2006). Son birkag yil i¢inde ise enzimin tamamina uygulanan QM/MM hesaplamalari
yapan c¢aligmalar ardarda yaymlanmistir. X-1s1n1 yapilarinin aydinlatilmasi aktif bolge amino
asitlerinin koordinatlarini, birbirleri ve inhibitér ile olan etkilesimlerini, inhibitoriin
bulundugu bolgenin yapisina gore yeni inhibitorler tasarlamayi sagladigi igin hesapsal
calismalara olduk¢a &nemli bir kapr agmistir. Ozellikle son yillarda yiiksek ¢oziiniirliiklii
MAO-A ve MAO-B’nin x-1gin1 yapilarinin aydinlatilmasi hesaplamali ¢aligmalardan daha
basarili ve gercekci sonuglar elde edilmesini saglamaktadir. Farmakolojik 6éneme sahip olan
bu enzimlerin oksitleme ve inaktivasyon mekanizmalarinin incelenmesinde, kiiciik model
molekiiller yerine enzimin aktif bolgesinin tamaminin dahil edilmesi aktif bolge amino
asitlerinin substrat iizerindeki etkilerinin hem toplam olarak incelenmesini hem de 6zellikle
iizerinde durulan amino asitlerin etkilerinin tek tek incelenebilmesine olanak saglamaktadir.
Ancak yapilan deneysel ve hesaplamali ¢alismalar bugiine kadar hangi mekanizmanin gercek

mekanizma oldugu cevabini verememislerdir.

MAQO Kkatalizorliiglinde aminlerin oksidatif deaminasyonu enzimin aktif bolgesinde yer alan
FAD kofaktorii iizerinden gercgeklesir (Sekil 1.2) ve genel olarak su basamaklardan olusur:
Norotransmitter aminler once FAD ile yiikseltgenerek iminlere doniistiiriiliir. Olusan bu
iminler daha sonra enzimatik olmayan bir sekilde hidroliz olup aldehit ve amonyaga
pargalanirlar. Indirgenmis FAD ise molekiiler oksijenle yiikseltgenerek yeniden reaksiyon igin

hazir hale gelir (Sekil 1.7).
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+
R-CH,NH, + E-FAD ———» R-CH=NH, + E-FADH, FAD indirgenmesi
+
R-CH=NH, + H-O-H —m> RCHOH + NH; Deaminasyon

E-FADH, + 0, — E-FAD + H,0, FAD Oksidasyonu

Sekil 1.7. MAO’nun norotransmitterleri oksitleme mekanizmast

1.2.4.1.1. Tek Elektron Transferi Mekanizmasi

Silverman tarafindan Onerilen (1993) tek elektron transferi (SET) mekanizmasit amin
oksidasyonlarinda ve MAO-B’de mekanizma-bazli ¢esitli inhibitorlerin birgok halka agilmasi
tepkimeleri i¢in onerilen (SET) kimyasina dayanmaktadir. Bu mekanizmaya gore oksidasyon
reaksiyonu substratin amin-N (N11) {izerinde bulunan elektron ¢iftinden tek elektronun flavin
iizerine aktarilmasi ile bagslar ve daha sonra amin aH’ni proton olarak flavine aktarilir. Olusan
karbon radikalinden bir elektronun daha go¢ etmesiyle reaksiyon tamamlanir (Silverman,

1992; Silverman, 1995) (Sekil 1.8).

FAD.- FADH
A
FAD FAD- FAD. FADH
oo \\_/ +e —I_l+ . oo \_/ +
RCH,NH, =< = RCH,NH, — RCHNH, —— > RCH=NH,

Pe, I

Bu mekanizma tizerinde deneysel ve teorik olarak gerceklestirilen ¢alismalar mekanizmanin

Sekil 1.8. Tek elektron transferi (SET) mekanizmasi

olasiligini ciirtitmiislerdir. Bu mekanizmaya kars1 sunulan goriislerin en bilineni; MAO-A ve
MAO-B icin katalitik oneme sahip radikal ara iirlinlin saptanmasindaki basarisizliktir
(Edmondson vd., 2007). Ayrica tek elektron transferi igin termodinamik bariyer oldukca

yiiksektir ve aminlerin yiiksek redoks potansiyeli (Em =+ 1.5 V) flavin kofaktorii tarafindan
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okside edilmelerini ¢ok miimkiin kilmamaktadir (Sablin ve Ramsay, 2001). Grubumuz
tarafindan (Erdem ve Biiyiikmenekse, 2011) ve son donemde diger gruplar tarafindan
gerceklestirilen calismalarin  (Vianello vd., 2012; Abad vd., 2013) hesaplamali sonuglar1 da

SET mekanizmasina kars1 kanitlar sunmustur.

Bu sebeple yakin zamandaki ¢alismalarin odaginda geriye kalan diger iki mekanizma yer

almaktadir.

1.2.4.1.2. Tek Basamakh Hidriir Transferi Mekanizmasi

Fitzpatrick (2004) tarafindan onerilen tek basamakli hidriir mekanizmasina gére substratin o-
H’i hidriir (H) olarak flavine aktarilarak amin (substrat) iminyum katyonuna (RCH=NH,")
yiikseltgenir. iki elektron ve bir protonun flavine aktarilmasi ile reaksiyon tamamlanmis olur

(Sekil 1.1.a).

Tek basamakta gerceklesen bu reaksiyon icin gerekli olan aktivasyon enerjisi yiiksek
oldugundan pek miimkiin goriilmemektedir. Fakat diger yandan, son yillarda bilim insanlari
MAO’ya benzer olan D-aminoasit oksidaz (DAAO) enziminin oksidasyon mekanizmasinin
tek basamakta gerceklesen hidriir transferi oldugu konusunda fikir birligine ulagsmislardir
(Hopkins vd., 2013). Bu bulgu N-metiltriptofan oksidaz (MTO) (Karasulu ve Thiel, 2015) ve
lizin-spesifik demetilaz 1 (LSD1) (Karasulu vd., 2013) enzimleri i¢in uygun oldugu
diistiniilen mekanizmanin MAO i¢in de miimkiin olabilecegi ihtimalini tekrar giindeme
tasimistir. Ayrica Edmondson (2007) tarafindan onerilen polar niikleofilik mekanizma i¢in
herhangi bir arailiriin yapisinin elde edilememesi de tek basamakli hidriir transferi
mekanizmasinin lehine katki saglamistir. Ayrica grubumuz tarafindan gerceklestirilen teorik
calismalar da mekanizmanin miimkiin oldugunu gostermistir (Akyiiz ve Erdem, 2013; Can,
2007).

1.2.4.1.3. iki Basamakh Hidriir Transferi Mekanizmasi

MAO’nun yiiksek ¢oziintirliklii x-151mm1 yapilarmin aydinlatilmasiyla aktif bolge icinde
flavinin re-yiiziinde 4 tane H,O molekiilii tespit edilmistir. Bu H,O molekiillerinin oksidasyon
mekanizmasinda kritik bir role sahip olabilecegi fikrinden hareketle Vianello vd. (2012)
tarafindan mekanizmaya H,O molekiilleri dahil edilmistir. Kiigiik model bir yap1 kullanarak
iki adimda gergeklesen hidriir transferi mekanizmasi onerilmistir (Sekil 1.1.b). Mekanizmanin
birinci adim1 bizim de modellemis oldugumuz tek basamakli hidriir transferi mekanizmasi ile
benzerdir ancak iiriin olarak amin katyonu yerine amin-aC atomu ile flavin-N5 atomunun

kovalent baglanarak bir araiiriin olusturdugunu iddia etmislerdir. Ikinci adimda ise kismen
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indirgenmis flavin H,O molekiiliinden bir proton (H") alir ve protonunu kaybeden hidroksil
(OH") iminyum katyonundan (NH,=CHR") proton (H") alarak nétr imin (NH=CHR) bilesigi
ve H,O olusur. X-1511 yapisinda tespit edilen 2 adet H,O molekiili Vianello vd. (2012)
tarafindan notrallestirici ajan olarak kullanilarak mekanizma modellenmistir. Fakat N5
atomuna bagli araiiriin yapisinin herhangi bir iminyum katyonuna doniismeden amin-N11

azotundan su yardimiyla proton koparabilmesi olasi goriinmemektedir.

1.2.4.1.4. Polar Niikleofilik Mekanizma

Edmondson vd. (2004) tarafindan onerilen polar niikleofilik mekanizma ise ¢esitli deneysel
bulgulara dayanmaktadir (Sekil 1.1.c). Mekanizmanin birinci basamaginda substratin amin
azotu (N11) niikleofil olarak flavinin C4a atomuna saldirip kovalent bagli bir ara iiriin
olustururken flavinin N5 atomu substratin aH’ini alir. Ikinci basamakta ise olusan ara iiriin
ayrisarak indirgenmis flavin ve iminyum katyonuna doniisiir. (niikleofilik katilma ve proton
transferi ayn1 basamakta gerceklesir). Literatiirdeki ilk hesaplamali yayin olan ¢alismamizda
(Erdem vd., 2006) kii¢iikk model yapilara yari-deneysel kuantum mekanik yontemle uygulanan
kantitatif-yapi-aktiflik iliskileri Sekil 3c’deki polar niikleofilik mekanizmayi1 destekleyici
onemli kanitlar sunmustur. Bu mekanizmadaki araiiriiniin Hartree-Fock ve YFT yontemleri ile
optimize edilememesi nedeniyle mekanizmanin tek-basamakta fakat eszamansiz olarak

gerceklesebilecegi ancak diger alternatiflerin de miimkiin olabilecegi yorumu yapilmstir.

1.2.4.1.5. Eszamansiz Tek Basamakh Polar Niikleofilik Mekanizma

Kastner ve grubu (Abad vd., 2013) tarafindan Onerilen mekanizmaya gore substratin N11
atomu flavin tizerindeki C4a atomu ile kovalent bagl araiiriin olusturmadan etkileserek N11
atomu 2e”’unu C4a’ya yiik transferi ile aktarir. Bu etkilesim N5 atomunun bazligini arttirarak
aH’ni proton olarak kopartabilmesini kolaylastirir. Boylelikle flavin indirgenirken iminyum
katyonu olusur (Sekil 1.1.d).
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2. MATERYAL VE YONTEM

2.1 Kullanilan Yontemler
Tez ¢alismasinda kullanilan yontemler;

1. Semi-empirik (Yar1 Deneysel) PM6 (Stewart, 2008; Stewart, 2009).
2. YFT (Yogunluk Fonksiyoneli Teorisi) M06-2X/6-31+G(d,p) (Truhlar ve Zhao, 2006).

3. Hibrit yontemler (ONIOM) ONIOM(MO06-2X/6-31+G(d,p):PM6) (Daprich vd., 1999;
Karadakov ve Morokuma, 2000)’dur.

Reaksiyon koordinatlarindaki tiim yapilar frekans hesaplar1 ile karakterize edilmistir. Gegis
konumlar1 (TS) iizerine yapilan I¢sel Reaksiyon Koordinati (IRC) (Fukui, 1981) hesabi ile
yapilar teyit edilmis ve giren kompleksleri (RC) ile iriin kompleksleri (PC) optimize

edilmisgtir.

2.1.1. Kompleks Sistemler icin QM/MM Y 6ntemleri

QM yontemler kullanilarak biiylik ve kompleks sistemlerin yap1 ve ozelliklerinin dogru bir
sekilde hesaplanmasi zor ve olduk¢a fazla zaman alan bir islemdir. Bu hesaplamalart miimkiin
hale getirebilmek i¢in teorik kimyaci bilim insanlari yogun cabalar sarfederek cok olcekli
QM/MM hibrit metotlar1 gelistirmislerdir. Bu nedenle, 2013 Nobel Kimya Odiilii M. Karplus,
M. Levitt ve A. Warshel’e verilmistir. Hibrit metoda gére biiyiik molekiiller birka¢ bolime
ayrilarak hesaplamalar gerceklestirilir ve yiiksek seviye yontemler ile diisiik seviye yontemler
farkli kisimlara uygulanirlar. Karplus ve Honig tarafindan 1971 de gelistirilen bu metoda goére
kuantum mekanik (QM) yontemler ve klasik molekiiler mekanik (MM) yontemler
birlestirilmigtir. Denklem 2.1°’de QM/MM yontemine goére tiim sistemin toplam enerjisi
gosterilmistir. QM metodu ile sistemin enerjisi (Eqm), MM metodu ile ¢evre sistemin enerjisi
(Emm) ve QM model sistem ile MM ¢evre sistemi arasindaki etkilesimden kaynaklanan enerji

(Eom-Emm) toplanarak sistemin sahip oldugu toplam enerji (Eqmmm) hesaplanmustir.

Eomimm = Eom + Emm + Eqm-mm (2.1)

Denklem 2.1°de gosterilen enerji ifadesi bir dizi toplama islemine dayandigi i¢in toplamali
yaklagim olarak adlandirilir. Iki sistemin enerjisi ve iki sistem arasindaki etkilesim toplanarak

tiim sistemin toplam enerjisi hesaplanmistir (Chung vd., 2015).

Morokuma ve grubu tarafindan gelistirilen ONIOM metodu ise toplamali QM/MM

metodunun aksine ¢ikarmali bir ekstrapolasyon metottur. Gergek sistemin toplam enerjisi,
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QM metodu ile model sistemin enerjisi (Eom), MM metodu ile tiim sistemin enerjisinin
toplamindan, MM metodu ile model sistemin enerjisinin farkina esittir. Yani ¢ikarmali islem

hesaplamalara iki kez katilan MM etkilesiminin ¢ikarilmasidir.

Eommm = Eqm(mode) + EMM(gergek sistem) = EMM(mode) (2.2)

ONIOM genel iki katmanli QM/MM metodunun farkli bir ¢esidi olarak diisiliniilebilir. Buna
ragmen ONIOM metodunda iki katmanli QM/MM metodu kullanilabilecegi gibi ayrica farkl
QM/QM metotlar birlikte kullanilarak birkag¢ katmana kolaylikla ayrilabilir (Sekil 2.1).

Seviyeler:
X = Model Sistem

X+Y = Orta Model
X+Y+Z = Gergek Sistem

Yontemler:

X : Yiksek seviye ydontem
Y : Orta seviye yontem

Z : Dustk seviye yontem

Y (Orta)

Z (Diisiik)

Sekil 2.1.ONIOM seviyelerinin tanimlanmasi

2.1.2. Solvent Etkisinin Katilmasi

Reaksiyonlarda solvent etkisi kimyasal ve fiziksel 6zellikler agisindan olduk¢a onemlidir.
Teorik olarak gerceklestirilen hesaplamalara solvent etkisini katmak igin iki ¢esit yaklagim
bulunmaktadir. Bunlardan ilki solvent molekiillerinin yapiya dahil edildigi gercek (explicit)
solvent modelidir. Digeri ise siirekli ortam olarak tanimlanan temsili solvent modelidir. Bu iki
metot 6zellikle ONIOM hesaplamalarina solvent etkisini katmak amaciyla gelistirilmigtir
(Chung vd., 2015).

2.1.2.1.Gerg¢ek (Explicit) Solvent Model

Gergek solvent model sistemlerinde solvent molekiilleri sisteme yerlestirilerek hesaplamalar
gerceklestirilir. Daha onceleri gelistirilen benzer metotlar (MD yada Monte Carlo(MC)) farkl
solvent konfiglirasyonlar1 saglamak i¢in kullanmilmistir. Fakat coklu seviye metotlarini
birlestirmek icin klasik metotlar bircok problemle karsilagsmistir. Bu problemlerden en
onemlisi yiiksek seviyedeki solvent molekiillerinin simiilasyon sirasinda aktif bolgeye girip
cikmasindan kaynaklanan Kkesintili potansiyel enerji ve kuvvetlere neden olmasidir.

Morokuma ve grubu tarafindan bu problemi ¢ézmek icin ONIOM-MD metot gelistirilerek
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ONIOM-XS metodu kullanilmaya baslanmistir (Kerdcharoen ve Morokuma 2003). Bu
metoda gore solvent molekiillerinin ge¢isini yumusatmak i¢in diisiik ve yiiksek seviyeler
arasina ince bir kabuk tabaka konumlandirilmis ve sistemin enerjisi bu kabuk tabakanin nasil

tanimlandigina bagimli olarak degismektedir.

Kimyasal reaksiyonlarin teorik olarak hesaplandigi ilk giinlerde solventin sadece hesaplama
stirelerini  etkiledigi distiniilmiistiir. Fakat gergek sistemde ¢oziinen madde solvent
molekiilleri ile ¢evrilidir ve bu molekiiller bazi reaksiyonlarda elektrostatik etkilesim ve
hidrojen baglari ile ag motifleri olusturarak yapiy: kararlilastirmaktadir. Re ve arkadaslar (Re
ve Morokuma, 2004) bir veya iki su molekiilii ile metil kloriirin SN2 reaksiyonunda
solvasyonun etkisini incelemislerdir. ONIOM(QM/QM) metodu ile gergeklestirilen ¢alismada
susuz, 1 su ve 2 su molekiilii iceren yapilarda iki suyun var oldugu yapinin aktivasyon

bariyerinin daha diislik oldugu belirlenmistir.

Gergek solvent etkisi sadece kimyasal reaksiyonlar i¢in degil ayn1 zamanda biyomolekiiller
icin de ¢ok énemlidir. Ozellikle Cu?*, Mg®*, Li*, Na*, ve K" gibi katyonlar1 ¢evreleyen su
molekiilleri enerji ve yap1 agisindan DNA ya baglanmalarini etkilemektedir. Baglanma
enerjisi fosfat gruplarinin ve katyonlarin cevrelerindeki hidrojen bag motiflerine baglidir.
Suresh ve arkadaslar1 (2002) tarafindan 3 katmanli ONIOM(B3LYP/6-31G(d):PM3:UFF)
metodu kullanilarak DNA pargasi ve hidrat Mg®* ve Ca?* katyonlari kullanilarak birgok model
sistem incelenmistir. DNA pargasimin anyon ve dianyon modelleri kiyaslanmis ve buna gore
anyon model igin tek disli ligand baglanma yapisinin hem Mg?* hem de Ca?* sistemleri igin
daha kararli oldugu goriilmiistiir. Buna karsin dianyon model i¢in katyonlar ve DNA pargasi
arasindaki etkilesim genis yapisal bozulmalara ve halka yapilarinin bozulmasina neden

olmustur.

2.1.2.2. Temsili (Implicit) Solvent Model

Solvent etkisi solvent molekiilleri kullanilmadan temsili olarak hesaplamalara dahil edilebilir.
Temsili solvent etkisi ile solventin dielektrik sabiti (¢) esas alinarak sistemin yiik, geometri ve
reaksiyon enerjisi lizerinde yarattigr degisiklikler hesaplamalara dahil edilmis olur.
Giliniimiizde SCRF yonteminin bir alt modeli olan PCM metodu (polarizable continuum
model) teorik kimyada olduk¢a yaygin kullanilan klasik bir yontemdir. Temsili solvent
modelin derisik ¢oziiciilerin elektrostatik etkilerinin hesaplamalara dahil edilmesi, kolay
yakinsama ve solvent molekiillerinin sayisindan bagimsiz olmas1 gibi bir ¢ok avantaji vardir.

Wu ve arkadaslar1 (2011) tarafindan gergeklestirilen c¢alisma; gercek sistemde DNA
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oligomerlerinin geometrisi ile ONIOM-PCM metodu ile gergeklestirilen optimizasyonlar
sonucu elde edilen geometrilerin benzer oldugunu gostermistir. Ayrica uyarilmig haldeki
absorpsiyon emisyon spektroskopi gibi 6zellikler ¢evreye karsi oldukga hassas oldugundan
solvent etkisinin hesaplamalara eklenmesi olduk¢a onemlidir. ONIOM-PCM metodunun
dezavantaji ise solvent molekiillerinin yarattigi kararliligi karsilayamamasidir (Chung vd.,

2015).

2.1.2.3. Gergek (Explicit) ve Temsili (Implicit) Solvent Etkisinin Hesaplamalara Birlikte
Eklenmesi

Temsili solvente ek olarak gercek solvent molekiillerinin de ayni reaksiyonlarda gorev aldigi
sistemler bulunmaktadir. Bu sistemlerde hem ger¢ek hem de temsili solvent birlikte
hesaplamalara katilir ve geometri, kimyasal reaksiyon ve kimyasal 6zellikleri etkiler (Chung
vd., 2015). Ozellikle katalitik ve enzimatik reaksiyonlar, DNA ve RNA ailesinin geometrileri
icin literatiirde bircok ¢alisma bu sekilde gergeklestirilmistir. Marianski ve arkadaslari (2012)
polialanin yapisinin a-heliksi igin temsili ve gerg¢ek solventin etkisini tartigmislardir. Gergek
su molekiillerinin heliksin C ve N terminalleri ile kurduklart H-baglar sayesinde daha kararli
konformasyona sahip olduklart ve boylelikle kendi dipol momentinin toplamina daha yakin
dipol momentinin elde edilmesine yardimci oldugunu belirlediler. Ayrica gergek sisteme
oldukca yaklagsmis olan sanal sistemlerin elde edilebiliyor olmasi gelecek teorik caligsmalar

i¢in imit vericidir.

2.1.3. Kiimeleme (Cluster) Yaklasim

Enzim, DNA ve RNA gibi yliksek molekiil agirliklarina sahip biiylik ve kompleks sistemlerin
yiiksek seviye metotlar kullanilarak modellenebilmesi giinlimiiz sartlarinda miimkiin degildir.
Bu amacla gelistirilen yontemlerden biri olan kiimeleme (cluster) yaklasimi Son yillarda
ozellikle enzimatik reaksiyonlarin hesaplamali olarak modellenmesinde kullanilmaktadir.
Enzimin aktif bolgesi kullanilarak elde edilen daha kii¢iik model yapilar ile enzimin tamamini
temsil eden minimum biyiikliikteki model yap1 belirlenir ve hesaplamalar belirlenen bu

model yap1 ile gerceklestirilir.

Kullanilan kiimeleme yaklagimi ile 6zellikle enzimatik reaksiyonlarda aktif bolge giderek
biiyiitiilerek reaksiyon enerji degerlerinin yakinsamasi ile minimum biiyiikliikteki model yap1
ve bu yapinin gevresine enzimin geri kalanini temsil eden dielektrik sabiti (g) ilave edilerek
hesaplamalar gergege uygun olarak bulunur (Georgieva ve Himo, 2010; Siegbahn ve Himo,
2011).
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2.1.4. Yiik Hesaplamalar1 (NBO)

NBO (Natural Bond Orbital) analizi molekiil-i¢i ve molekiiller-arasi bag yapici etkilesimleri,
yiik transferlerini ve delokalizasyonu gozlemleyebilmek i¢in uygun bir yaklasimdir. NBO
hesaplamalar1 kapsaminda ikinci dereceden pertiirbasyon teorisi analizi sonucunda elde edilen
E(2) enerji degerleri donor (i)-akseptor (j) etkilesimlerinin ortaya ¢ikardigi kararliligi temsil
eder ve asagidaki formiil ile hesaplanir:

E(2) = AEj; = Qi% (2.3)

Denklem 2.3’te, E(2) kararlilik enerjisi, qi donor orbitaldeki elektron sayisi, Ei, Ej NBO
Fock matrisinin diyagonal elemanlar1 ve F(i,j) diyagonal olmayan elemanlar1 temsil eder. E(2)
degeri ne kadar biiyiik ise etkilesim o kadar siddetlidir. Elektron yogunlugunun Lewis tipi
dolu NBO orbitallerinden (bonding:BD ve/veya lone pair:LP) bos NBO orbitallerine

(antibonding:BD*, LP* veya Rydberg:RY*) delokalize olmas1 kararlilik kazandiran donor-
akseptor etkilesimleri ile iligkilidir (Foster ve Weinhold, 1980; Reed vd., 1988).

2.2. Kullanilan Materyaller

2.2.1. Aktif Bolgenin Secilmesi Ve Kullanilan Model Yapilar

Enzim koordinatlari MAO-A enzimi i¢in 2Z5X (Binda vd., 2004) pdb kodlu, 2.2A
¢oziiniirliige sahip, MAO-B enzimi i¢in 2XFN (Bonivento vd., 2010) pdb kodlu ve 1S3E (Son
vd., 2008) pdb kodlu, 1.6 A ¢oziinlirliige sahip x-1511 kristalografik verileri kullanilarak
belirlenmistir. Enzimin reaksiyon mekanizmasini modelleyebilecek en uygun optimum yapiya
ulagabilmek i¢in kiimeleme (cluster) yaklagimi (Liao vd., 2011) kullanilmigtir (Engin, 2015).
Optimum aktif bolge yapisinin belirlenmesi icin gelistirilen bu yaklasimda belirlenen model
yapt (MODEL 1) katmanlar halinde biiyiitiilerek farkli biiyiikliiklerde model yapilar
olusturulmustur (Sekil 2.2).
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Kiimeleme yaklagimina gore belirlenen 6 model yap1 asagidaki birimlerden olusturulmustur
(Sekil 2.2).
~ MODEL I = Flavin + Substrat (48 atom) [Substrat: Benzilamin]
~ MODEL Il = MODEL | + Tyr398 + Tyr435 + Tyr188 + 7H,0 (141 atom)
~ MODEL Il = MODEL Il + Phe343 + Tyr326+ Cys172+ Leul71 + 11e198 + Glu206 +
Tyr60 + H,0 (281 atom)
~ MODEL IV= MODEL Il + Cys397 (290 atom)
~ MODEL V= MODEL IV + Gly204 + Gly205 + 11e199 + Lys296 + Vall73 + Val294
+ Thrl74 (388 atom)

yrosme

Tyrosine

Phenylalanine
’ 343
Glycing Glutamlne . o

206 H/ Cystein MH
: 172
Leucine SH HO NH»

NH; 171 H Tyrosine
Isoleucine HoN N 326
198 =, [e)

HN Threonine
— H 174
N

Isoleucine

HsN

Lysine NH,
296

Sekil 2.2. Kuantum kiimeleme yaklasimina gore enzimin aktif bdlge modelleri (MODEL | :
mavi, MODEL Il : yesil, , MODEL Il : pembe, MODEL IV : koyu mavi,
MODEL V : kahverengi).

MODEL V olusturulurken Lys296 protonlanmis + yiiklii olarak modele dahil edilmistir.
Yukaridaki modellere ek olarak, Cys397 ile kovalent bagl flavinin katalizlemeye etkisini
arastirmak iizere asagidaki MODEL Ila yapist devreye sokulmustur:

= MODEL Il + Cys397 + 1H,0 (152 atom) [Substrat: Serotonin] (Sekil 2.3)
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2.2.2. ONIOM Seviyelerinin Belirlenmesi
ONIOM  seviyeleri belirlenitken model yapilar 2 katmana ayrilarak ONIOM
optimizasyonlarinda yiiksek seviyeli katmana dahil edilen kisimlar 3 farkli sekilde (shl, Ihl ve
Ihl-cys) ele alinmistir:
~ MODEL X-shl (MODEL small high layer, X:II, IV, V) olarak tanimladigimiz az
sayida (substrat + flavin + 3H,O + Cys397(kismen)) yiiksek seviye atom igeren yapi
tizerine ¢alismalar (Sekil 2.4.a).
~ MODEL IV-Ihl (MODEL large high layer) olarak tanimladigimiz daha fazla sayida
(substrat + flavin + Tyr398 + Tyr435 + 3H,0) yiiksek seviye atom iceren yapi lizerine
caligmalar (Sekil 2.4.b).
~ MODEL IV-lhl-cys (MODEL IV large high layer-sistein(kismen)) olarak
tanimladigimiz en fazla sayida (substrat + flavin + Tyr398 + Tyr435 + 3H,0 +

Cys397(kismen)) yiiksek seviye atom igeren yapi lizerine ¢alismalar (Sekil 2.4.c).

Sekil 2.3. (a) MODEL Ila aktif bolge amino asitleri ve flavinde koordinantlar1 dondurulmus
atomlar (* ile gosterilmistir). (b) ONIOM yonteminde kullanilan iki seviye (yliksek
seviyedeki atomlar gri-top, diisiik seviyedeki atomlar yesil-cubuk olarak gosterilmistir.

Goriintii sadeligi acisindan H atomlar1 gosterilmemistir.)
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Sekil 2.4. (a) MODEL IV-shl (b) MODEL IV-Ihl (c) MODEL IV-lhl-cys yapilarinin ¢
boyutlu goriintiisii. (Koordinatlart dondurulmus atomlar (*) ile gosterilmistir. Yiiksek seviyeli
katmana alinan atomlar gri-top, diisiik seviyedeki atomlar yesil-cubuk gdsterilmistir. Goriintii

sadeligi agisindan H atomlar1 gosterilmemistir).

2.2.3. Cahsilan Substratlar

Substrat olarak enzimin dogal substratlari olan serotonin, dopamin, epinefrin (adrenalin),
norepinefrin (noradrenalin), fenetilamin ve benzilamin tercih edilmistir (Sekil 2.5). Daha
onceki c¢aligmalarimizda (Akyliz ve Erdem, 2013) benzilamin ve fenetilamin substratlar

kullanilmis ve bu calismalarin devami niteliginde olan modelleme c¢alismalar1 ile bulunan
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sonuglar kiyaslanmistir. Epinefrin, norepinefrin ve serotonin substratlar ise yapilan literatiir

caligmalar 15181nda teorik olarak daha dnce hi¢ modellenmemesi sebebiyle tercih edilmistir.

Norepinefrin(Noradrenalin) Benzilamin

Fenetilamin Dopamin Serotonin

Sekil 2.5. Calisilan substratlarin ii¢ boyutlu goriintiileri
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3. BULGULAR VE TARTISMA

3.1. MODEL 1 ile Gergeklestirilen Cahsmalar: Norotransmitter Aminlerin
Oksidasyonunun Modellenmesi

Serotonin, dopamin, adrenalin, noradrenalin, benzilamin ve fenetilamin nérotransmitterleri
icin MODEL | (Sekil 3.1) olarak tanimladigimiz flavint+substrat yapisit polar niikleofilik
(Edmondson, 2004) ve hidriir transfer (Fitzpatrick, 2004) mekanizmalart modellenmistir.

Cys397-Enzyme

CHj
2 ! ' 9
0O N 10a. N _ga 8
ﬁ’; ~Y 10
3N s 7
H 4 N~ 5a CH3
o
H' o

©® H 7 ="NH

16

HO

Sekil 3.1. MODEL I (flavin+substrat) yapisindaki 6nemli atomlarin numaralandirilmasi

Polar niikleofilik mekanizmanin (Sekil 1.1.c) gecis konumu ve/veya C4a ara iiriinii HF ve
YFT yontemleriyle optimize edilemediginden (Erdem vd., 2006) her iki mekanizma da PM6
yontemi (Stewart, 2008) ile modellenmis ve substratlarin mekanizma tercihleri incelenmistir.
PM6 parametrizasyonunun Ozellikle protein yapilarinin modellenmesinde oldukca basarilt
oldugu bilinmektedir (Stewart, 2009). Daha Onceki g¢aligmalarimizda da MAO kataliz
mekanizmalaria uygulanmis ve YFT yontemlerine ¢ok yakin aktivasyon enerjileri (yaklagik
3 kkal/mol daha yiiksek) hesaplayarak basarili oldugu tespit edilmistir (Atalay ve Erdem
2013). Diger yandan, YFT yontemleri ile polar niikleofilik mekanizmanin C4a ara iiriinii
optimize edilememekte ve dogrudan {iriin kompleksine doniismektedir. Bu nedenledir ki son
teorik calismalarda mekanizmanin tipi (hidriir veya proton transferi) hakkinda literatiirde
celigkili yorumlar yapilmaya baslanmistir (Vianello vd., 2012; Abad vd., 2013, Repic vd.,
2014, Zenn vd., 2015). Bu baglamda ¢alismada, her iki mekanizmay1 da modelleyebilen ve
karsilagtirma olanagi sunan tek yontem olarak PM6 kullanimi tercih edilmistir. PM6 yontemi

ile yapilan hesaplamalardan elde edilen sonuglar Tablo 3.1 ve Tablo 3.2°de verilmistir.
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Tablo 3.1. Norotransmitterlerin MODEL | i¢in PM6 yontemi ile modellenen polar niikleofilik

mekanizmasina ait AG1":1. Basamagin Gibbs aktivasyon enerjisi, AG2": 2. Basamagin Gibbs

aktivasyon enerjisi, AG Reaksiyonun Gibbs serbest enerjisi, ZPE diizeltilmis 1. aktivasyon

enerjisi (AE1"), ZPE diizeltilmis 2. aktivasyon enerjisi (AE2") ve ZPE diizeltilmis reaksiyon

enerjileri (AE) (kkal/mol)

AG/ AG;' AG AE{ AE;' AE
Serotonin 39.9 a 10.3 37.8 a 9.2
Dopamin 34.8 26.6 -6.8 31.8 23.7 -11.4
Adrenalin 33.7 25.1 8.7 30.7 21.8 7.0
Nordarenalin 32.7 22.9 13.1 29.3 19.9 11.7
Benzilamin 36.6 25.9 -8.3 31.9 21.8 10.1
Fenetilamin 38.7 a 12.7 35.3 a -135

a: 2. Gegis konumu yapisi optimize edilememistir.

Tablo 3.2. Norotransmitterlerin MODEL | igin PM6 yontemi ile modellenen hidriir transfer

mekanizmasma ait Gibbs serbest aktivasyon enerjileri (AG)), ZPE diizeltilmis aktivasyon

enerjileri (AE*), reaksiyonlarin Gibbs serbest enerjileri (AG) ve ZPE diizeltilmis reaksiyon

enerjileri (AE) (kkal/mol)

AG' AG AE' AE
Serotonin 35.2 -11.4 34.3 -14.6
Dopamin 29.6 -4.0 29.7 -3.5
Adrenalin 37.1 11.4 335 9.5
Nordarenalin 35.9 -8.2 33.1 -11.8
Benzilamin 34.5 2.8 31.5 1.3
Fenetilamin 35.4 -6.7 32.2 -10.9
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Tim substratlar i¢in hidriir transferi (Sekil 1.1.a) ve polar niikleofilik (Sekil 1.1.c)
mekanizmanin hiz belirleme basamagi modellenebilmis ve kiyaslama yapilabilmistir. Enerji
bariyerleri kiyaslandiginda AG' (hidriir) (29.6-37.1 kkal/mol) araliginda, AG#(polar) ise (32.7-
39.9 kkal/mol) araliginda degismektedir. Her ne kadar degerler birbirine yakin olsa da,
adrenalin ve noradrenalin hari¢ genellikle tercih edilen mekanizmanin hidriir transferi oldugu
goriilmektedir. Adrenalin ve noradrenalin’nin polar niikleofilik mekanizmay1 tercih etmesinin
sebebi amin aC atomuna (C14) bagli olan —OH grubunun elektron ¢ekme 6zelliginden dolay1
enerji bariyerini diisiirmesinden kaynakli oldugu diistiniilmektedir. Ciinkii, Sekil 1.1.c’de
gortldiigii gibi hiz belirleme basamagindaki TS1 ve C4a-ADD yapilarinda oC iizerinde
elektron yogunlugu artmaktadir. Bu elektron yogunlugunun azalmasimi saglayan faktorler
yapilarin kararliligini arttirir. Nitekim, s6z konusu norotransmitter aminlerin aC atomuna
elektron gekici gruplar (F, Cl, Br) baglanarak gergeklestirilen modellemelerde tiim substratlar
icin mekanizma tercihi polar niikleofilik mekanizma ydniinde olmustur (Engin vd., 2014). Iki
mekanizmay1 birbirinden ayiran en 6nemli 6zellik aH (H15) in N5 e transfer oldugu hiz
belirleme basamaginda TS yapilarindaki N11-C4a mesafeleridir. Polar niikleofilik
mekanizmaya ait TS yapilarinda N11-C4a mesafesi 1.65-1.68 A araliginda, hidriir transferi
mekanizmasinda ise 2.40-2.59 A araliginda degismektedir (Tablo 3.3). Diger taraftan,
ndrotransmitter’a bagli olarak son iiriiniin degisiklik gosterdigi, mekanizmalarda (Sekil 1.1.a

ve C) Onerilen tiriin kompleksini her zaman vermedigi saptanmustir.

Polar niikleofilik mekanizma ile serotonin ve fenetilamin haricinde tiim substratlar i¢in C4a
ara uriinii ve 2. Gegis konumu basamagi modellenebilmistir. Serotonin ve fenetilaminde ise
C4a ara iiriinii yerine {iriin kompleksi (PC) elde edilmistir. 2. ge¢is konumundan sonraki son
iriinler ise adrenalin ve noradrenalin i¢in iirlin kompleksi iken dopamin ve benzilamin i¢in aC

ile N5 mesafesinin 1.6 A’e kisaldig1 N5’e bagl ara iiriindiir (N5-ADD).

Hidriir transferi mekanizmasi ile son {iriin olarak serotonin, fenetilamin ve noradrenalin i¢in
N5 ara iriinii olustururken, dopamin adrenalin ve benzilamin i¢in iirlin kompleksine
doniigmiistiir. Bu ¢aligsmalar sonucunda; MAO kataliz mekanizmasinin substrat yapisina gore
degisikilik gosterebilecegi, tek basamakli veya iki basamakli olabilecegi Omgoriilmiistiir.
Ancak MODEL 1 yapilarinda enzim ¢evresinin stabilizasyon etkisinin bulunmadig: dikkate
alinmalidir. Gaz fazinda yapilan MODEL I hesaplamalarinda zwiteriyonik N5-ADD ve C4a-
ADD yapilarinin iyon kompleksi olan PC yapilarindan daha kararli olmasi beklenen bir

durumdur. Enzim i¢inde ise bu durum degisebilir.

31



Tablo 3.3. Norotransmitterlerin MODEL | i¢in PM6 yontemi ile elde edilen geg¢is konumu
(TS) yapilarma ait 6nemli bag uzunluklar1 (A) ve iiriin/araiiriin tercihleri (PC/N5-ADD/C4a-
ADD)

Hidriir Polar

C4a-N11 C14-N5 Uriin tercihi C4a-N11 C14-N5 Uriin tercihi

Serotonin 2.54 2.56 N5-ADD 1.67 2.50 PC
Dopamin 2.55 2.59 PC 1.67 2.50 PC
Adrenalin 2.58 2.57 PC 1.67 2.49 C4a-ADD
Noradrenalin 2.40 2.55 N5-ADD 1.68 2.50 C4a-ADD
Benzilamin 2.48 2.55 PC 1.68 2.49 C4a-ADD
Fenetilamin 2.49 2.57 N5-ADD 1.68 2.50 PC

3.2. MODEL lla ile Gergeklestirilen Calismalar

Daha onceki ¢aligmalarimizda (Atalay ve Erdem, 2013; Akyiiz ve Erdem, 2013) yapilan TS
optimizasyonlarindan sonra IRC hesaplarinin bazi durumlarda N5’e bagli ara iiriiniine bazi
durumlarda ise dogrudan {irtin kompleksine gotiirdiigii tespit edilmistir. N5-kovalent
araiiriiniiniin olugmasi tizerinden ilerleyen 2 basamakli hidriir transferi mekanizmasi Vianello
vd. (2012) tarafindan (dopamin + flavin + Tyr398 + Tyr435 + Tyrl88 + 4H,0) kiimesinin
MO06-2X/6-31G(d) optimizasyonlarina dayanarak onerilmistir. Ancak, bizim tespitimize gore,
kataliz sirasinda N5-kovalent araiiriiniiniin olusup olusmayacagi hassas bir konu olup aktif
bolgedeki amino asitler, su molekiilleri, kullanilan YFT fonksiyoneli gibi ¢esitli faktorlere
baghdir. Yeterince biiyiik bir aktif bolge kiimesi kullanildiginda PC iyon komplekslerinin
kararlilig: arttigindan IRC hesaplart sonucu dogrudan iiriin kompleksi optimize edilmektedir.
Yani, bir araiiriin olusmaksizin kataliz tepkimesi tamamlanmaktadir. Diger yandan, N5-C14
arasina kovalent bir bag manuel olarak olusturularak verilen baslangi¢ yapisi da kararl bir
arailiriin (N5-ADD) olarak optimize edilebilmektedir. Bu gozlemlerimiz ve asagida anlatilan
sonuglarimiz PC ve N5 yapilari arasinda bir denge reaksiyonu olabilecegini
disiindiirmektedir. Bu amacgla gercgeklestirilen c¢alismalar 1s13inda  hidriir  transferi

mekanizmas1 modifiye edilerek ¢ok basamakli bir modifiye mekanizma onerilmistir.
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3.2.1. Modifiye Hidriir Transfer Mekanizmasi

Hidriir transferi mekanizmasi MODEL Ila ile serotonin substrati kullanilarak incelenmistir.
S6z konusu mekanizmaya gore ilk basamakta ndrotransmitterin oC’undan oH’in flavin N5’e
g6¢ etmesi sonucunda PC_. iyon kompleksi olusmustur. Es zamanli olarak bir elektron ¢ifti de
substratin amino grubundan flavine transfer olmus ve sonug¢ olarak indirgenmis flavin ve
oksitlenmis substrat (iminyum katyonu) olusmustur. PC_, kompleksi yeterli kararliliga sahip
olamazsa azot inversiyonu ile, transfer olan aH flavinin re-yiiziinden si-yiiziine dogru
yonlenirken N5’in bag yapmamis elektron ¢ifti de flavinin re-yiiziine gegerck PCin, iyon
kompleksini olusturur. (Sekil 3.2). Flavin iizerinde biriken negatif yiik genellikle karbonil
oksijeni O1 veya N1 etrafinda delokalize olurken; substrattaki pozitif yiik ise amin azotu N11
ve aC (C14) tizerinde delokalize olur.

Yapilan ¢alismalar sonucunda mekanizmanin ti¢ farkli mekanizma yolu (a, b, c) iizerinden
ilerlerleyebilecegini dnermekteyiz (Sekil 3.2). Sekil 3.2°de gosterilen a yoluna gore flavin N5
atomu PCiny iyon kompleksi olusturmak iizere ¢evrime ugradiktan sonra son basamakta PCipy
iyon kompleksi iminyum grubundan bir kristal su molekiiliiniin proton alip-vermesi ile flavine
bir proton transfer ederek en son PC nétral iminin olugsmasini saglamigtir. Olusan PC nétral
imin kolaylikla uzaklasarak aktif bolgeden ¢ikar ve non-enzimatik olarak hidroliz olup

aldehite doniisiir. Bu sirada flavin halkasi ise O, molekiilityle tekrardan yiikseltgenir.

Mekanizmanin ilerleyebilecegi diger bir yolunda ise (b yolunda), PC.. ya da PCin
formundaki iminyum katyonunun aktif bolgedeki su molekiilleri yardimiyla direkt hidrolize
ugramasi sonucu aldehite ve FAD’in de molekiiler oksijen ile tekrar okside flavin formuna

gecmesi olasiligl s6z konusudur.

Mekanizmanin en 6nemli basamak PCjq, iyon kompleksi olusumu basamagidir. Ciinkii flavin
ve substrat arasindaki redoks reaksiyonu bu basamakta ger¢eklesmektedir. PC iyon
kompleksleri yeterli miktarda kararlilagtirilamadig:i takdirde flavin N5 ile substrat C14
arasindaki ¢ekim {stiin gelerek ¢ yolu tizerinden N5 ara {irlinlinii (aslinda bu bir azot yilididir)
olusturur (N5y;). Boylelikle flavin iizerindeki elektron yogunlugu, N5 ortaklanmamis elektron
cifti lizerinden, yiikseltgenmis substrat ile paylasilir. Diger taraftan, Bolim 3.2.2°deki NBO
yik dagilimi tarafindan desteklendigi gibi, N5y olusumu, flavin-substrat indirgenme yar1
reaksiyonunu geri cevirir. Clinkii substrat, aC-oH bag kirilma basamaginda flavine transfer

edilmis elektronlar1 kismen geri kazanir ve bunun sonucunda enzim aktivitesinin yani FAD
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indirgenmesinin azalmas1 beklenir. Enzim Kataliz reaksiyonunun tamamlanabilmesi igin, N5y,

araliriiniiniin elektronlarini tekrar flavine vererek PC;,,’e geri ayrigmasi gerekir.

Cys397-Enz Cys397-Enz Cys397-Enz

HZN

- ® H
H;Nﬁ H)N
R RC R H ﬁR/ PC_, / R H PCiy,
CH, Cys397-Enz CH; Cys397-Enz

| |

o O I\’\ N [0) N N
1Y 9 NP

H HN x
N H o)

Cys397-Enz

CH;

Cys397-Enz T (‘:H3 Cys397-Enz
FAD,,

CH;
H
0

H
H,0 \
HN= c/ O—H
a
R PC

Sekil 3.2. Tarafimizdan onerilen, MAO katalizinde kovalent geri doniisiimlii inhibisyon

basamagi (C yolu) igeren modifiye hidriir transferi igin alternatif basamaklar (a, b)

Bu mekanizma i¢in PM6 ve ONIOM (M06-2X/6-31+G(d,p):PM6) hesaplamalari ile elde
edilen reaksiyon enerji profili Sekil 3.3’te karsilastirilmigtir. ONIOM (MO06-2X/6-
31+G(d,p):PM6) metodu ile optimize edilen yapilarin 3 boyutlu goriintiileri Sekil 3.4°te
verilmigtir. Sadece PM6 metodu ile Onerilen mekanizmadaki tim yapilart karakterize
edilebilmistir. Bu nedenle biitin PM6 optimize yapilar1 iizerine tek nokta MO06-2X/6-
31+G(d,p) enerji hesaplamalari da gergeklestirilmistir (Tablo 3.4).
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Sekil 3.3. Reaksiyon koordinati boyunca MODEL-Ila i¢in modifiye hidriir transferi
mekanizmasina ait relatif Gibbs serbest enerji degerleri (kkal/mol). (Yesil c¢izgi
ONIOM(M06-2X/6-31+G(d,p):PM6) yontemi sonuglarini, mavi ¢izgi PM6 sonuglarini,

kirmizi ¢izgi 1se N5y, kovalent bagli geri doniistiimlii inhibisyon basamagini gostermektedir.)

Sekil 3.3’te goriildiigli lizere, aC-aH baginin ayrildigr ilk basamak reaksiyon koordinati
boyunca en yiiksek AG' degerine sahip oldugundan reaksiyonun hiz belirleme basamagidir
(Miller ve Edmondson, 1999; Walker ve Edmondson, 1994). Bu basamaktaki Gibbs serbest
enerji engeli (22,8 kkal/mol-ONIOM metoduna goére) MAO’nun benzilamin, fenetilamin ve
dopamin (Vianello vd., 2012; Akyiiz ve Erdem 2013) ile yapilan hesaplamali ¢alismalarmin
yanisira diger flavoenzimlerin hidriir transferi bariyerleri ile de uyusmaktadir (Kong vd.,

2011; Karasulu vd., 2013; Karasulu ve Thiel, 2015).
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G184 94

Sekil 3.4. MAO’nun serotonin ile oksidasyonundan ONIOM(MO062x/6-31+G(d,p):PM6)
yontemiyle reaksiyon koordinati boyunca MODEL lla-shl yapisi ile elde edilen optimize

yapilar. (Etkilesim uzunluklari A biriminden verilmistir.)
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MO06-2X/6-31G(d,p) metodu ile dogal enzim model yapilar1 tizerine uygulanan tek nokta
enerji hesaplari enerji bariyerini 22.8’den 20.5 kkal/mol’e diisiirmiistiir (Tablo 3.4). Sirasiyla
oksijen ve hava saturasyonlarinda MAO-B ile gerceklestirilen kinetik deneylerde reaksiyon
hizlar1 17.44 kkal/mol ve 17.81 kkal/mol olarak Ol¢iilmiistiir (Edmondson vd., 1993). Bu
degerlerin hesaplamali olarak buldugumuz bariyer ile uyum igerisinde oldugu tespit
edilmistir. Ayrica son zamanlarda LSD1 ve MTO gibi diger amin oksidasyonundan sorumlu
flavoenzimler ile gerceklestirilen ¢alismalardan elde edilen aktivasyon bariyerleri de elde
ettigimiz teorik sonuglara benzerdir. QM(B3LYP-D2/6-31G(d))/CHARMM metodu ile tiim
sistemin simiilasyon hesaplamalar1 sonucu LSD1 ve MTO igin elde edilen serbest aktivasyon
enerjileri sirasiyla 20,9 ve 21,3 kkal/mol’diir (Karasulu vd., 2013; Karasulu ve Thiel, 2015).

Tablo 3.4. MODEL lla-shl i¢in hesaplanan Relatif Gibbs serbest enerji AG (kkal/mol)

degerleri
PM6 MO06-2X/ CPCM®//IM06-2X/
6-31+G(d,p):PM6 6-31+G(d,p)//PM6
RC 0.0 0.0 (0.0)® 0.0
TS 28.6 22.8 (20.5) 22.2
PC .. -10.2 b 3.1
TSiny -10.0 b 2.5
PCinv -12.8 -3.7 -15
TSns-pc -6.6 4.5 -5.5
N5y, -11.0 3.8 2.8
TSh20 -7.1 54 3.6
PC -10.4 1.9 1.1

*Tiim sistemde M06-2X/6-31G(d,p)//M06-2X/6-31+G(d,p):PM6 metodu ile tek nokta enerji
hesaplamalari. T Sinv basamagi ger¢eklesmeden dogrudan PCj,, optimizasyonu
gergeklesmistir. “CPCM metodu ile enzim cevresi i¢in dielektrik sabiti =4 alinarak tek nokta
enerji hesaplamalar1 gerceklestirilmistir.

Ayrica, Tyr435Phe mutant modelleri kullanilarak ayni1 metotlar ile dogal enzim ve mutant
enzim sonuclart kiyaslanmigstir. Tyr435Phe mutant modeli i¢in hiz belirleme basmaginin
Gibbs serbest aktivasyon enerji bariyeri 23.4 kkal/mol olarak hesaplanmis ve dogal enzime
gore 0.6 kkal/mol daha yiiksek oldugu goriilmiistiir. Deneysel olarak da, MAO-A enziminin
serotonin ile katalizinde O, varliginda gerceklestirilen Tyr444Phe mutantlariin kataliz
hizinin, dogal enzimin kataliz hizindan daha yavas oldugunu gostermistir (Nandigama vd.,
2001). Fakat farkli MAO formlar ile hesaplamali ve deneysel verilerin dogrudan Kkantitatif
olarak kiyaslanmasi miimkiin olmayacagindan sadece fenilalanin ve tirozinin yer

degistirmesinin hiz1 azalttig1 sdylenebilir.
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PM6 sonuglar1 degerlendirildiginde, N5 ¢evriminin gergeklestigi basamak oldukga kiigiik bir
enerji bariyerini asarak gerg¢eklesmektedir (0,2 kkal/mol). Bu nedenle ONIOM (MO06-2X/6-
31+G(d,p):PM6) metodu ile TS;,, basamagi optimize edilememektedir. aC-aH bag kirllma
basamagi (TS) yapisindan baslanan IRC hesaplamalarinda dogrudan PC;,, iyon kompleksi
elde edilmistir. Bu sonuca dayanarak N5 ¢evriminin eszamansiz olarak ilk basamakla beraber
gerceklestigi soylenebilir. PCiny olusurken substrat iminyum katyonuna yiikseltgenirken FAD

ise anyonik FADH’a indirgenir ve indirgenme redoks reaksiyonu tamamlanmais olur.

Pozitif yiiklii iminyum bilesiginin aldehite hidroliz olmadan MAO aktif bolgesinden ayrilmasi
olduk¢a zordur (Edmondson vd., 1993; Woo ve Silverman, 1995). Ciinkii n-katyon
etkilesimleri ile aromatik kafeste tutunmasi beklenir. Bu sebeple reaksiyonun son
basamaginda iminyum katyonunun flavin N1’e su molekiili yardimiyla proton transferi
sonucunda nétr imine doniismesi gerekmektedir. Bu basamagin gergeklesmesi igin asilmasi

gereken enerji engeli 9.1 kkal/mol’liik kiigiik bir engeldir.

PCinv iyon kompleksi igin alternatif bir basamak ise TSns.pc gecis konumu iizerinden flavin
N5-yilidinin olusumudur. Bu basamak i¢in de Gibbs serbest enerji ONIOM (M06-2X/6-
31+G(d,p):PM6) ve PM6 metotlar1 ile sirasiyla 8.2 kkal/mol ve 6.2 kkal/mol olarak
hesaplanmis ve kolaylikla gerceklesebilecegi goriilmiistiir. Ote yandan bu yilidin PC;y,’a geri
donebilmesi i¢in gereken geri-aktivasyon enerjileri ONIOM (MO06-2X/6-31+G(d,p):PM6) ve
PM6 metotlar1 ile yapilan hesaplamalar sonucunda sirasiyla 0.7 and 3.8 kkal/mol olarak
bulunmus ve olusabilecek N5y, araiiriiniin kolay bir sekilde tekrar PCi,, e doniisebilecegi
sonucuna vartlmistir. ONIOM (MO06-2X/6-31+G(d,p):PM6) metodu ile geri doniisiim
reaksiyonu diisiiniildiigiinde aslinda asilmasi gereken bir bariyer bulunmamaktadir ve N5y,
PCinv’den 7.5 kkal/mol daha az kararhidir. Bu veriler birlikte degerlendirildiginde yilidin
olusur olusmaz tekrar iyon kompleksine ayrisacagi ve N5y olusumunun oldukca kisith
olacag goriilmektedir. PCjn, iyon kompleksine ayrismanin gergeklesmesinden sonra, yukarida

bahsedilen kristal su lizerinden nétr PC kompleks iirtinii olugsmaktadir.

Tablo 3.5’te verilen hesaplanmis bag uzunluklari, yukarida bahsedilen kimyasal degisiklikleri
destekler niteliktedir. Hiz belirleme basamaginda pro-R aH’nin amin N11 eslesmemis elekton
ciftlerini aC’a aktarmasiyla birlikte flavin N5 atomu {izerine aktarimimi, C14-H15 mesafesi
uzayip N5-H15 mesafesinin kisalmasi ile eszamanli olarak N11-C14 mesafesi yavas yavas
1.46 A (RC)’dan 1.36 A (TS)’a ve daha sonra 1.28 A (PCinv)’a kisalarak N11=C14 iminyum

¢ift bagi olugsmasim kanitlamaktadir. En Onemli bag mesafesi proton transfer (polar
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niikleofilik) mekanizmasi ile hidriir transfer mekanizmasini ayirt etmeye yardimci olan N11-

C4a mesafesidir.

Tablo 3.5. ONIOM (M062x/6-31+G(d,p):PM6) metodu ile MODEL lIla-shl i¢in hesaplanan

bag mesafeleri (A).
RC TS PCinv TSNs-pc N5y, TSh20 PC
C14-H15 1.10 1.33 3.02 2.42 2.22 3.54 3.22
N5-H15 2.62 1.30 1.02 1.03 1.04 1.02 1.02
N11-C4a 2.73 2.59 3.00 2.90 2.86 3.51 3.09
N5-C14 3.27 2.55 2.69 191 1.67 3.29 2.92
N5-C4a 1.29 1.35 1.42 1.44 1.45 141 141
N11-C14 1.46 1.36 1.28 1.33 1.38 1.27 1.27
N1-C10a 1.32 1.33 1.35 1.34 1.34 1.37 1.38
C4-C4da 1.50 1.46 141 141 1.42 1.42 1.42
C4-01 1.21 1.23 1.26 1.26 1.25 1.25 1.24
N11-H12 1.02 1.02 1.05 1.02 1.02 1.53 1.77
H12-Ows 2.02 1.85 1.65 2.11 2.10 1.05 1.00
Owi-Hw1 0.97 0.97 0.97 0.97 0.97 1.23 2.66
Hwi-N1 2.20 2.16 2.12 2.20 2.20 1.27 1.01

Vinello vd. (2012) tarafindan Onerilen iki basamakli hidriir mekanizmasi (Sekil 1.1.b) ile
bizim Onerdigimiz mekanizma arasindaki temel farklilik PCj,, iyon kompleksinin
olusumudur. Vianello vd. (2012) ve Repic vd. (2014) bu kompleksi optimize edememisler ve
yerine flavin N5 araiiriinii (N5 Adduct) olarak adlandirdiklar1 yapiy1 elde etmislerdir (Biz
buna N5y demekteyiz). Repic ve grubunun gergeklestirdigi ¢alismada kullanilan modelde
aktif bolgede dort su molekiilii ve Tyr398, Tyr435, Tyrl88 amino asit kalintilari
bulunmaktadir (Peptid omurgasindaki atomlar yapiya dahil degildir). Gaz fazinda veya kiiciik
model yapilar i¢inde iyon kompleksinin kararli kalabilmesi miimkiin olmadigindan daha

kararli kalabilen N5 araiiriiniinii elde ettiklerini diisiiniiyoruz.

Akyiiz ve Erdem tarafindan (2013) gerceklestirilen 10 amino asit ve 8 aktif bolge kristal suyu
iceren MAO-A ONIOM(QM:QM) optimizasyonlar1 3 farkli YFT fonksiyoneli kullanilarak
tirin kompleksi olugsmasini saglamistir. Bdylece kiimeleme hesaplamalar ile belirlenen
enzimin aktif bolgesinde iyon kompleksi yapisinin daha kararli oldugunu kanitlamistir.

Onceki ¢alismalarimiza benzer sekilde, 8 su molekiilii iceren bu ¢alismada da ileri yondeki
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IRC hesaplamalarinda dogrudan PCin, iyon kompleksi elde edilmistir. Diger taraftan NS5y,
yapist manuel olarak olusturulup, daha sonrasinda geometri optimizasyonlari ile yap1 optimize
hale getirildiginde elde edilen enerjiler PC;,, iyon kompleksinin daha karali oldugunu
gostermistir. Sekil 1.1.b’de gosterilen iki basamakli hidriir transfer mekanizmasinin ikinci
basamak gec¢is konumu optimize edilmeye c¢alisilmistir. Fakat Vianello ve grubunun (2012)
Onersine gore, N5 araiiriiniin nétral iiriin kompleksine ayrigmasi, iki su molekiilii ile flavin N1
amin azotuna proton gogiiniin eszamanli olarak gergeklestigi belirtilmesine karsin, bizim
biitiin ¢abalarimiza ragmen boyle bir es zamanli gegis konumu yapisi optimize edilememistir;
optimizasyonlar sirainda once flavin N5-amin C14 mesafesi (3.29 A) acilmistir. Sanal
frekans animasyonu amin N11-H12, H12-Ow; ve Hwa-flavin N1 baglarina ait gerilme
titresimi gosterirken N5-C14 arasinda bir gerilme titresimi gézlemlenmemistir. Ciinkii N5-
C14 mesafesi¢cok uzundur (3.291&). Bu sekil 1.1.b’de Onerilen iki basamakli hidriir transferi
mekanizmasinin aksine, N5y; yapisinin N5-C14 bag agilmasi ile aminden flavin N1 atomuna
proton transferinin es zamanl olmadigini agik¢a gostermektedir. Yani aminden flavin N1’e
proton transfer olmadan dnce N5-C14 bag ayrilmasinin ayr1 bir basamakta meydana geldigini
diisindlirmiistiir. Bu ylizden grubumuz tarafindan mekanizma i¢in NS5y yapisindan PCiny
yapisina geri ayrilan yeni bir basamak onerilmistir (Sekil 3.2.c). Ayrica, aminden flavin N1’e
proton transfer basamagini iki su molekiilii yerine tek su molekiilii ile modelledik ¢ilinkii tek
su molekiilii (Sekil 3.2) i¢in Gibbs serbest enerji bariyerinin iki su molekiilii ile modellenen

bariyerden 4.1 kkal/mol daha diisiik oldugu goriilmiistiir.

3.2.2. N5 Yilid Olusumu Inhibisyon mu Kataliz Basamagi mi?

MAO Kkataliz mekanizmasimin nasil gergeklestigini aydinlatmak igin reaksiyon koordinati
boyunca optimize yapilarda geometrik parametreler (Tablo 3.5) ve NBO yiik dagilimlar
(Sekil 3.5) incelenmistir. Reaksiyon RC yapisindan TS ve daha sonrasinda PC.; iyon
kompleksine dogru ilerlerken amin N (N11)’nun yiikii 0.3 birim azalmistir. Ciinkii N11
elektronlarinin bir kismim1 aC’a aktararak aC-oH arasindaki bagin zayiflamasina yardimeci
Olmustur. Es zamanli olarak RC’ten PC_; iyon kompleksine dogru oH elektronlartyla birlikte
hidriir olarak Flavin N5’e transfer oldugundan aC iizerindeki yiik 0.6 birim azalmistir. Buna
karsin eger aH proton olarak flavin N5’e go¢ etmis olsaydi aC’nun elektron yogunlugunun
artmasi beklenirdi. Sonug olarak oH nin elektronik yiikii 0.2 birim azalirken N5 atomunun 0.3
birim artmistir. N5 iizerinde bulunan elektron yogunlugunun bir kismimin konjugasyon ile
flavin Ol ve N1 atomlarinda delokalize olmasi beklenir. (Sekil 3.5)’te gozlemlendigi gibi,
O1’in elektronik yiikii 0.15 birim artarken N1’deki artis gozardi edilebilecek miktardadir.
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Sekilde goriildiigii tizere literatiir calismalarindaki gorsellerin aksine elektron delokalizasyonu
N1’den daha ¢ok O1 atomuna dogrudur. Tablo 3.5’te RC’den PCj,, iyon kompleksine dogru
olgiilmiis olan bag mesafeleri C4-O1 mesafesinin 0.05 A (1.21 A’dan 1.26 A’a) uzadigim
fakat C10a-N1 mesafesinin ise nispeten daha az uzadigim (0.03 A) dogrulamaktadir. PC._.
iyon kompleksinin olustugu basamak indirgenme reaksiyonunun tamamlandigi basamaktir.
Serotonin ve FAD*in toplam elektronik yiikleri de bunu desteklemektedir. FAD’1n elektronik
yiki (kirmizi egri) 0.8 birim (-0.2’den -1.0’e) artarken serotoninin elektronik yiikii (mavi
egri) 0.8 birim (0.0’den 0.8’¢) azalmistir. Sonug olarak serotonin yiikseltgenerek iminyum
katyonunu olustururken FAD ise indirgenmistir. N5 inversiyonunun gergeklestigi adimda ise
onemli bir yiik degisimi yasanmamistir. NSy yapisina gelindiginde elektronik yiiklerde biiyiik
bir degisimin meydana geldigi gorilmiistiir. PCin~-N5y; diizenlenmesinde aC ve N11
tizerindeki elektron yogunlugu 0.2 birim artmis; es zamanli olarak flavin N5, O1, N1 ve C10
atomlarindaki elektronik yiiklerde 0.2 birimlik bir azalma meydana gelmistir. Bu flavin
halkasinin N5 araciligiyla aC’a elektronlarmi aktardiginin bir gostergesidir. Optimize N5y,
yapisinda aC-N5 arasindaki bag mesafesi 1.69 A olarak Sl¢iilmiistiir. Boyle bir elektronik
yapinin literatiirde 6rnekleri bulunan ve N-C bag uzunlugunun 1.56 A olarak hesaplandig
azot yilidi yapisina benzedigi goriilmiistir (Dixon vd., 1983; Naito vd., 1994). Azot
yilitlerinde N atomunun formal yiikii + iken azota direk bagli olan C atomunun formal yiikii —

dir (Pandey vd., 2006).

PCinv yapisindan NS5y yapisina gegis sirasinda FAD ve substrat tizerindeki elektronlar oldukca
yogun bir sekilde degismektedir. Sekil 3.5’de goriildiigii gibi substrat {izerindeki toplam
elektron yogunlugu 0.4 birim (+0,8 den +0,4’e) artarken FAD iizerindeki elektron yogunlugu
0.5 birim (-1,0’dan -0,5e) azalmaktadir. Elektron yogunlugundaki bu biiyiik farklilik birinci
basamakta transfer olan elektronlarin yaklagik olarak yarisinin geri yonde tasindigini
gostermektedir. Baska bir deyisle birinci basamakta substrattan flavine aktarilan elektronlarin
bir kismint FAD bu basamakta substrata geri aktarmaktadir. Sonu¢ olarak FAD’in yar
indirgenmis substratin ise yar1 yiikseltgenmis formu olusmaktadir. Boylelikle N5y olusumu
gercekte FAD indirgenme reaksiyonunun etkisini kismen yok etmekte ve enzimin aktivitesini
geciktirmektedir. Bu yiizden Sekil 3.2.c yolu (kirmizi) aslinda indirgenmis flavin ile
yiikseltgenmis substrat arasindaki bir geri-redoks basamagidir ve bu reaksiyon sayesinde
mekanizma bazli inhibitérlerin tasarimi miimkiin olabilir. Protein veri tabanindandaki g¢esitli

inhibitorler ile MAO enzim kristal yapilart bu oneriyi desteklemektedir. Ciinkii bu yapilarin
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biiyiikk bir kisminda (39 pdb yapisindan 19°u) inhibitor flavin N5 atomuna kovalent olarak
bagli bulunmaktadir (Bonivento vd., 2010; Bonivento ve Mattevi, 2008; Li vd., 2006).

0.8

0.6 -

0.4
==01

——C4a
0.2 1 ——N5

—+—N11

0 - T T T T T T T T T T ) B -o-C14
PC (-+) TSinv PCinv TS(NS-PC) NSyl TS(NS-PC) PCinv A —H15
Ay A e A

=N1
—e—FAD

-0.2

~i-SER

-0.4 -

-0.6 -

-0.8

Sekil 3.5. MODEL lla-shl i¢cin CPCM/M062X/6-31+G(d,p)//PM6 metodu ile gergeklestirilen
hesaplamalardan elde edilen flavin halkasi ve serotonin’in NBO toplam yiikii ile 6nemli
atomlara ait NBO yiiklerinin reaksiyon koordinati boyunca degisimi. (FAD toplam yiik

yogunlugu: kirmizi, Serotonin toplam yiik yogunlugu: mavi.)

Sekil 3.2°deki N5y-PCiny ayrigmasi basamagi enzimin aktivitesini geri kazandirmaktadir. Son
basamak amin N11’den flavin N1’e proton transferi basamagidir ve bu basamak sonunda

noétral serotonin ve notral flavin olusmaktadir.

3.2.3. Kovalent Geri Déniisiimlii inhibitérlerin Mekanizma Bazh Akiler Tasarim

Kovalent bagli inhibitorler diizenli olarak viicuda verilme gereksinimi olmayan yiiksek ve
uzun siireli kalict etkiye sahip inaktivatorlerdir. Buna karsin kovalent bagli inhibitorler
genellikle toksik ve istenmeyen yan etkilere sebebiyet verip geri doniisiimsiiz olarak biyolojik

hedeflerin aktivitelerini geciktirdiklerinden tercih edilmemektedirler. Bu nedenle geri
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doniistimlii kovalent inhibitorler tasarlamak proteinlerin kalici modifikasyonlarinin yarattigi
olumsuz sonuglar1 ortadan kaldirmak ve istiin tedavi imkanlar1 yaratabilmek i¢in oldukga
onemlidir (Singh vd., 2011). Son yillarda kovalent bagli inhibitdrlere olan ilgi 6nemli 6lgiide
artmistir. Fakat burada en 6nemli sorun inhibitorlerin tasariminin yapilmasi ve etkilerinin
arastirtlmasindaki uygulamalardir (Singh vd., 2011; Mah vd., 2014). Tarafimizdan onerilen
inhibisyon mekanizmasinin bu agidan 6nemli oldugu ve MAO igin kovalent geri doniisiimlii

mekanizma bazli ilag tasarimina uygun hale getirilebilecegini diisiiniiyoruz.

Bolim 3.2.2.°de anlatildigi gibi ¢ yolu {izerinden olusan N5 Yyilidi mekanizma bazli
inhibisyona neden olmaktadir. Bu durumun mantikli izah1 sudur: Serotonin gibi iyi
substratlarda PCin, iyon kompleksi N5y, araiiriiniinden daha kararli yapida olmalidir. Bundan
kaynakli olarak, geri aktivasyon bariyerinin daha diisiik olmasi beklenir. Buna karsin,
mekanizma bazli giiclii bir inhibitérde N5y araiiriiniiniin daha kararl yapida ve bu yiizden de
geri reaksiyon aktivasyon bariyerinin daha yiiksek olmas1 inhibisyon etkinligini arttirir. Bagka
bir deyisle, enzim inhibisyonunun nedeni N5y, araiiriiniiniin kararlilifidir. Ciinkii ne kadar
kararli bir yilid olusursa geri aktivasyon enerjisi yiikselecek ve enzimin geri donme hizi

(FAD’1n geri indirgenmesi) o kadar yavaslayacaktir.

Bu 6nerimizi test etmek i¢in MAO-B’nin iyi bilinen zamana bagimli inaktivatorii olan 5-
(aminometil)-3-(4-metoksifenil)-2-oksazolidinon (Sekil 3.6) igin Sekil 3.2.c yolundaki
termodinamik denge modellenmistir (Silverman vd., 1993; Erdem vd., 2014; Silverman,
1995). 5-(aminometil)-3-(4-metoksifenil)-2-oksazolidinon’un PCi,, Ve N5y yapilar1 serotonin
ile yapilan hesaplamalarda kullanilan metot olan (MO06-2x/6-31+G(d,p):PM6) ile
tasarlanmigtir. Hesaplanan Gibbs serbest enerjileri ¢ yolundaki dengenin 2.5 kkal/mol daha
ekzergonik oldugunu ortaya koymustur. Ciinkii NS5y PCi, iyon kompleksinden daha
kararlidir. Buna karsin serotonin i¢in ayni denge 7.5 kkal/mol daha endergoniktir ve NS5y ,
PCinv iyon kompleksinden ¢ok daha kararsizdir. Bu veriler 1518inda kararli N5y, olusumu ile
MAO igin kovalent bagli inhibisyon 6nerimiz desteklenmistir. Onerdigimiz bu inhibisyon
mekanizmasinin, bilesik yapilarindaki akiler modifikasyonlar ile, kovalent bagli mekanizma
bazli ilaglarin geri doniisimlii ve daha etkin hale getirilebilmesi ve daha giicli yeni

inhibitdrlerin tasarimi i¢in kullanilabilecegini diisiiniiyoruz.
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Sekil 3.6. 5-(aminometil)-3-(4-metoksifenil)-2-oksazolidinon inaktivatoriiniin - ONIOM
(M062x/6-31+G(d,p):PM6) yontemiyle MODEL Ila-shl i¢in elde edilen PCi, ve N5y

optimize yapilar1. (Degerler A biriminden verilmistir.)

3.2.4. Hidriir Transferi Ile Proton Transferi Mekanizmalarimin Karsilastirilmasi

Tek adimli reaksiyonda amin azotu iizerindeki eslesmemis elektron ¢iftinin flavin C4a’dan N5
atomuna dogru (polar niikleofilik/proton transferi) saat yoniinde mi yoksa aC tizerinden N5’e
(hidriir transferi) saat yoniiniin tersinde mi hareket ettigini anlamak oldukca giigtiir (Sekil
3.7). Proton transferinde flavin N5 iizerindeki elektron yogunlugu birikimi niikleofilik
karakteri arttirir ve boylece pro-R aH proton olarak aktarilir. Bu durumda o proton ve aminin
eslesmemis elektron cifti birbirinden ayri1 olarak tasmir ve eslesmemis elektron ciftinin
hareket yonii ile aH’nin hareketi birbirlerine terstir. Hidriir transferinde ise aC-aH bag
ayrilmasi ile aC’da elektron birikir ve bdylece elektron ¢ifti ve proton ayni yonde hareket
ederek bagin elektronlari ile oH flavin N5 atomuna transfer olur. Bu iki mekanizmay1 ayirt
etmek i¢in en 6nemli geometrik paramatre amin N11-flavin C4a mesafesidir. Iki basamakli
proton transferinde (Erdem vd., 2006, Atalay ve Erdem 2013) bu mesafe gecis konumu
yapisinda N11-C4a araiiriin yapisina benzer sekilde oldukca azalmaktadir. Tek basamakli
proton transferinde ise araiiriindeki N11-C4a bag olusmas1 ve ayrilmasmin ayni basamakta
(Erdem vd., 2006) es zamansiz (asynchronous) olarak yani bag olusmadan amin N’dan Flavin
C4a’ya yiik aktarimi gercekleserek meydana geldigi farzedilmektedir (Abad vd., 2013). Buna
dayanarak proton transfer mekanizmasinda (Sekil 1.1.d) gegis konumu yapisindaki N11-C4a
mesafesinin hidriir transferi mekanizmasina benzemesi ve iki basamakli proton transferi

mekanizmasindaki (Sekil 1.1.c) mesafeden daha uzun olmasi1 beklenmektedir.
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Sekil 3.7. MAO’nun amin oksidasyon mekanizmasinda substrattan FAD’a elektronlarin saat

yoniinde ve saat yoniiniin tersine hareketi.

Son zamanda MAO-B igin benzilamin kullanilarak yapilan QM/MM ¢alismasindan alinan
reaksiyon kesitlerinde (snapshots) N11-C4a mesafesinin giren kompleksinde 2.52 A, gecis
konumunda ise 2.56 A oldugu belirlenmis ve bu sonuglara dayanarak hidriir transferi ve tek
basamakli proton transferi karigimi bir mekanizma onerilmistir (Abad vd., 2013). Giren
kompleksindeki nispeten kisa bag mesafesi bir miktar yiikiin C-H bag kirilmas1 olmadan 6nce
transfer oldugu ve bunun sonucunda mekanizmanin kismen polar niikleofilik karakter tagidigi
seklinde yorumlanmistir. Bu o6neri daha sonra p-OH ve p-NO; benzilamin bilesikleri i¢in

benzer QM/MM hesaplamalari ile desteklenmistir (Zenn vd., 2015).

Grubumuz tarafindan gerceklestirilen son gaz fazi hesaplamalarinda ise proton transfer ve
hidriir transferi mekanizmalarinda benzer aktivasyon bariyerleri elde edilmistir (Atalay ve
Erdem, 2013). Son olarak Zapata-Torres ve grubu (2015) tarafindan MAO-B i¢in M06-2X/6-
31G(d,p) yontemi ile kuantum kiimeleme yaklagimi hesaplamalar1 yapilmistir. Cikan
sonuglara gdre p-NO2 benzilaminin oksidasyonunda gecis konumu yapisindaki N11-C4a

mesafesi 2.53 A iken bu mesafe benzilamin ve fenetilamin igin 2.9 A olarak bulunmustur. p-
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NO;, benzilamindeki C4a-N11 mesafesinin nispeten kisa olmasi mekanizmanmn polar
niikleofilik karakter tasidigi, benzilamin ve fenetilamindeki mesafenin nispeten uzun olmast
ise hidriir transferi karakteri olarak yorumlanmistir. Ancak, N11-C4a mesafesinin enzim
cevresi, substrat ¢esidi, kullanilan hesaplama metodu gibi ¢esitli faktorlerden etkilendigi de

unutulmamalidir.

Benzilamin ile yapilan calismalarda, klasik YFT fonksiyoneli B3LYP gecis konumu
yapisindaki N11-C4a mesafesini 2.7-3.0 A araliginda hesaplarken (Erdem vd., 2006; Atalay
ve Erdem, 2013; Akyiiz ve Erdem, 2013) dispersiyon etkisi eklenmis YFT metotlar
CAMB3LYP, WB97XD, M06-2X bu mesafeyi sirasiyla 2.65 A, 2.63 A ve 2.59 A olarak
hesaplamigtir. (Akyliz ve Erdem, 2013). Hidriir transfer mekanizmasina uyan diger amin
oksidasyonundan sorumlu flavoenzimlerde bu onemli mesafe MTO enzimi (Karasulu ve
Thiel, 2015) icin 3.18 A ve LSDI enzimi (Karasulu vd., 2013) igin ise 2.9 A olarak
hesaplanmistir. MTO ve LSD1 enzimlerinde bu mesafenin goreceli olarak daha uzun olmasi,
MAO’nun substratlarinda bulunmayan fakat bu enzimlerin substratlarindaki aminlere bagl
metil gruplar ile flavin C4a arasindaki sterik etkilesimin varligindan kaynaklanmaktadir. Bu
bilgiler iizerine, biz serotonin mekanizmasini detayli olarak arastirdik. Tablo 3.5
incelendiginde, N11-C4a mesafesi RC i¢in 2.73 A’tan aH’ nin flavin N5 atomuna gog ettigi
TS yapisinda 2.59 A’a kadar azalmis son olarak PC yapisinda 3.00 A ¢ikmistir. Bu substratin
flavine yaklasarak flavin N5 atomunun pro-R aH’e kolaylikla saldirmasina yardimci olacak
sekilde amin N11 ile flavin C4a arasinda istemli bir etkilesim oldugunu gostermektedir (Sekil
3.4). Elde edilen bulgular yine de hidriir transfer mekanizmasina olduk¢a benzerdir. RC’ten
TS’ye devam edildiginde oC’daki NBO negatif yiikiin (0.11) kismen azalmas1 bu benzerligi
kanitlar niteliktedir (Sekil 3.5). Ciinkii bu reaksiyon proton transfer reaksiyonu olsaydi aC

elektron yogunlugunun artmasi beklenirdi.

Mekanizmanin nasil gergeklestigini anlamak i¢in MODEL lla-shl geg¢is konumu iizerine
molekiil i¢indeki yiik transferlerini ve konjugasyonlarini analiz etmekte kullanilan NBO ikinci
dereceden pertiirbasyon teorisi analizi (Rubarani vd., 2014) uygulanmis ve sonuglari

incelenmistir (Tablo 3.6).
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Tablo 3.6. MODEL lla-shl gecis konumu iizerine MO062X/6-31G(d,p)//(M062X/6-
31+G(d,p):PM6) metodu ile gergeklestirilen NBO ikinci dereceden pertiirbasyon teorisi

analizinde 6nemli dondr-akseptor etkilesim enerjileri®.

E(2) EG)-E@)  F(iJ)
Dondr NBO (i) Akseptor NBO (j) kkal/mol  a.u. a.u.

Flavin halkasi icinde

BD N5-H15 LP Cda 46.69 0.30 0.133
BD N5-H15 BD* C5a-C6 15.08 0.50 0.077
LP C4da BD* N1-C10a 139.05 0.16 0.146
LP C4a BD* C4-O1 81.95 0.19 0.131
LP C4a BD* N5-H15 21.61 0.41 0.099
LP N5 BD* N5-H15 15.35 0.69 0.097
BD N5-H15 LP Ci14 109.75 0.31 0.202

Substrattan flavin halkasina

LP C14 BD* N5-H15 153.73 0.40 0.266
LP N11 LP Cda 20.94 0.16 0.065
Substrat i¢inde

LP N11 LP Ci14 110.97 0.17 0.150

 Mavi hidriir ve kirmiz1 polar mekanizmaya ait sonuglar.

Tablo 3.6°daki donor-akseptor stabilizasyon enerjileri elektron gogliniin yonii hakkinda
ipuclart saglamistir. Tabloda sadece 15 kkal/mol’den biiyilik stabilizasyon enerji degerleri
verilmigtir. E(2) degerleri konjugasyon ve yiik transferinin sagladigi kararliligin miktarini
gosterir. Amin N11’in ortaklasmamis elektron g¢iftinden aC’nun ortaklasmamis elektron
ciftine elektronlarin aktarimi yapiya 110.97 kkal/mol’liik oldukca biiyiik bir kararhilik
kazandirmistir. aC ortaklasmamis elektron ¢iftinden N5-H15 anti-bag orbitallerine elektron
aktarimi yapida daha da biiyiik bir (153.73 kkal/mol) kararliligin olugmasini saglamistir. Bir
baska 6nemli kararlilik (49,69 kkal/mol) olusturan etkilesim ise N5-H15 bag orbitallerinden
flavin C4a’ya dogru elektron transferidir. Bu etkilesimlerde (mavi renk) tipki hidriir
transferinde (Fitzpatrick, 2004) oldugu gibi (Sekil 3.7) elektron tasiniminin yonii saat
yoniiniin tersine dogrudur ve amin N11’den aC’a ve daha sonrasinda flavin N5-H15’ten
C4a’ya dogru oldugu goriilmektedir. Buna karsin elektronlarin saat yoniinde go¢ etmesi de

yaptya cesitli kararliliklar kazandirmistir (Sekil 3.7). Elektronlarin saat yoniinde hareketinden
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kaynakli yapiya kazandirdiklar1 kararliliklar (kirmizi renk) elektronlarin amin N11’den flavin
C4a’ya (20,94kkal/mol), C4a’dan N5-H15’e (21.61 kkal/mol), N5-H15’ten aC’a (109.75
kkal/mol) dogru hareket etmesinin sonucudur. N11 baslangi¢c noktasi olarak g6z Oniine
almacak olursa saat yoniindeki 20,94 kkal/mol’liik daha kii¢iik kararliliga kiyasla saat
yOniiniin tersine 110.97 kkal/mol’liikk daha biiyiik kararlilik yiik transferinin amin N11’den
flavin C4a yoniine dogru oldugunu gostermektedir. Mekanizmanin polar niikleofilik
(Edmondson vd., 2004) karakteri zayif olmasma karsin bu veriler ayn1 zamanda her iki
mekanizmanin da var oldugunu dogrular niteliktedir ve bu durum literatiirdeki birgok ¢eliskili

sonucu izah etmektedir.

3.2.5. Biiyiik Model/Kovalent Bagh Ve Bagsiz FAD

FAD kofaktorii Flavinin C-8a pozisyonundan MAO-A’da Cys406, MAO-B’de ise Cys397
amino asit uglarina kovalent olarak baghdir (Kearney vd., 1971; Nagy ve Salach, 1981; Miller
ve Edmondson, 1999). MAO ve diger bazi flavin igeren enzimlerde FAD’in kovalent bagh
olmasinin islevsel 6nemi flavoenzimlerin sadece %10’nun flavin kofaktériine kovalent baglh
olmasindan dolay1 ilgi konusudur (Heuts vd., 2009). Kovalent bagli flavoenzimlerin katalizi
hizlandirarak FAD indirgenme potansiyelinin artmasina yardimci oldugu diisiiniilmektedir
(Sucharitakul vd., 2010).

Yapilan bir deneysel ¢alismada MAO-A’da Cys406 ve MAO-B’de Cys397 amino asitleri
Serin amino asidi ile mutasyona ugratildiginda enzimin aktivitesinin kayboldugu aciga
cikmistir (Wu vd., 1993). Buna karsin MAO-A’da Cys 406 amino asidinin alanin ile
mutasyonunda ise dogal enzimin katalitik aktivitesine gore aktivitesi %50 oraninda azalmis
fakat aktivite tamamiyla yok olmamistir (Hiro vd., 1993). Cys406Ala mutasyonunun katalitik
aktivitesi kovalent bagli olmayan Cys406Ala mutasyon sonuglari ile karsilagtirilmig ve
kovalent bagsiz analog %10°dan az aktivite gostermesine karsin indirgenme-yiikseltgenme
potansiyeli normal flavin sonuglarina benzer bulunmustur. Bu sonuglara bagl olarak kovalent
baglh formun aktif bolgede kataliz etkisi lizerinde 6nemli olabilecegi kanisina varilmistir

(Nandigama ve Edmondson, 2000).

Bu calismada MODEL lla-shl sonuglarimizi dogrulamak ve kovalent bagli FAD’nin etkisini
molekiiler seviyede detayl1 sekilde anlamak i¢in daha biiyiik aktif bolgeye sahip MODEL IV-
shl yapist olusturmustur. Bu hesaplamalarda MODEL Ila-shl yapisinda oldugu gibi kovalent
bagli (MODEL IV-shl, Tablo 3.7°’de MODEL IV-cFAD olarak verilen) ve FAD C8a-Cys397
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arasindaki bag kirilarak olusturulan kovalent bagsiz (Tablo 3.7°’de MODEL IV-nFAD olarak

verilen) modeller kullanilmistir (Sekil 3.8).

°
GLU2Q6

ILE1

Sekil 3.8. MAO’nun serotonin ile oksidasyonunda hiz belirleme basamaginin MODEL IV-shl
icin M06-2X/6-31+G(d,p):PM6 metodu ile elde edilen optimize geometri yapilari.

Tablo 3.7 sonuglarina bakildiginda, kullanilan model ve segilen yonteme bakilmaksizin
kovalent bagsiz tiim modellerde aktivasyon enerji bariyerleri dogal enzyme gore yiiksek
cikmustir. Ozellikle M06-2X/6-31+G(d,p):PM6 yontemi ile MODEL IV-nFAD igin yapilan
hesaplamalarda bariyer MODEL IV-cFAD’in bariyerine gore 1.9 kkal/mol daha yiiksek

cikmistir ve bu da kataliz hizin1 22 kat azaltmistir.

Tablo 3.7. MODEL Ila-shl ve MODEL IV-shl yapilari ig¢in kovalent bagli(c-FAD) ve
kovalent bagsiz (nFAD) mutant modeller igin relatif Gibbs serbest enerji hesaplamalar1 AG
(kkal/mol).

PM6 M06-2X/6-31+G(d,p):PM6

MODEL  MODEL MODEL MODEL MODEL MODEL

IV-CFAD  IV-nFAD IV-CFAD IV-nFAD lla-cFAD lla-nFAD
RC 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0
TS 25.1 26.1 225 24.4 22.8 24.1
PCinv -18.0 -14.8 -3.4 1.4 3.7 2.8
TSwspc  -16.9 -14.1 - - 45 2.0
N5y 211 -17.2 0.3 2.0 3.8 1.5

MTO ile yapilan son QM/MM c¢alismasinda da hidriir transferi mekanizmasina gore Gibbs
serbest aktivasyon enerjisi kovalent bagsiz modelde 2.0 kkal/mol artmis ve bu 6nerilen degere
uygunluk gostermistir (Karasulu ve Thiel 2015). Dahasi bagka bir kovalent bagl flavoenzim

(piranoz 2-oksidaz) ile yapilan deneysel caligmaya gore, dogal enzim ile mutasyona ugratilan
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kovalent bagsiz mutant enzimin indirgenme hiz1 yaklagik olarak ~22 kat azalmistir

(Sucharitakul vd., 2010).

Kovalent bagsiz FAD’nin serbest aktivasyon enerjisindeki artisa mantikli bir agiklama
getirmek icin kovalent bagli-bagsiz gecis konumu yapilarindaki Onemli geometrik
parametreler incelenmistir (Tablo S1). N11-C4a mesafesi hari¢ tiim diger bag mesafeleri
benzerdir. MODEL Il-shl yapisinda N11-C4a mesafesi (2.59 A) MODEL Ila-nFAD-shl
yapisindaki mesafeden (2.61 A) 0.02 A daha kisadir. Bununla birlikte MODEL IV-shl
yapisindaki N11-C4a mesafesi (2.63 A) ise MODEL IVnFAD-shl yapisindaki mesafeden
(2.72 A) 0.09 A daha kisadir. Bu durum FAD’in kovalent bagl oldugunda MAO kataliz
hizinin arttirmast amin N11 ile flavin C4a arasindaki daha zayif etkilesimden kaynaklandigini
gostermektedir. Dihedral agilar (C9-C8-C7-C6, C9-C9a-C5a-C6, N10-C9a-C5a-N5, N1-
Cl0a-C4a-C4, C9a-N10-Cl0a-C4a, C10a-C4a-N5-C5a, C5a-N5-C4a-C4) incelendiginde
kovalent bagli izoalloksizan halkasinin yaklasik 4°-11° daha fazla diizlemden saptigi
goriilmiistiir (Karasulu ve Thiel 2015). Benzer sekilde MTO flavo enziminde kovalent bagli-
bagsiz modeller i¢inde diizlemden sapmalar gézlemlenmistir Bir diger onemli geometrik
parametre ise aC-oH-N5 agisidir. Kovalent bagli-bagsiz modeller arasindaki fark yaklagik
olarak (2.5°)’dir. MTO enzimiyle gergeklestirilen ¢alismada ise bu ag¢1 yaklasik 3.0° olarak
ol¢tilmiistiir (Karasulu ve Thiel 2015).

3.3.Kuantum Kiimeleme Y aklasimi

Bu yaklasim sayesinde, optimum bir aktif bolge modelinin hangi amino asit birimlerini igine
alacagi belirlenirken ayni zamanda da her bir amino asit katmaninin enzim katalizleme
islevine katkisini da izlenme olanagi bulunmustur. Bes farklt model kullanilarak hidriir
transferi mekanizmast PM6 (Engin, 2015) ve ONIOM (M062X/6-31+G(d,p):PM6)
yontemleri ile benzilamin substratt kullanilarak modellenmistir. Elde edilen aktivasyon

bariyerleri ve reaksiyon enerjileri Tablo 3.8’de verilmistir.
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Tablo 3.8. PM6 ve ONIOM (M062X/6-31+G(d,p):PM6) yontemleriyle optimize edilmis
model yapilarin relatif Gibbs serbest enerji (AG), ZPE diizeltilmis enerji (AE) degerleri
(kkal/mol) ve aC-N5 atomlar1 arasi mesafeler(A) (ONIOM seviyelerinde MODEL X-shl

kullanilmistir.)

PM6 ONIOM(M062X/6-31+G(d,p):PM6)
, aC-N5§ , aC-N5
AG AG AG AG
mesafe(A) mesafe(A)

MODEL 1 34.5 2.8 4.1 30.3 10.0 1.6
MODEL II 32.6 -14.3 1.6 242 -0.4 24
MODEL III 31.3 -1.9 3.8 28.6 8.3 5.1
MODEL IV 27.1 -10.1 A 25.0 -0.6 3.1
MODELYV 25.8 -13.8 4.0 25.0 -0.8 3.9

Model tanimlar1 i¢in Boliim 2.2.1°deki Sekil 2.2’ye bakiniz.

Optimum aktif bolge yapisin1 belirlerken literatiir 6rneklerinde genelde elektronik
enerjilerdeki azalma takip edilerek odaklanma noktasi aranmaktadir. Tablo 3.8 incelendiginde
aktivasyon enerjisinde en 6dnemli azalmanin MODEL III-shI’den MODEL IV-shl’e geciste
ortaya ¢iktig1 goriilmektedir. Bu bulgular aktif bolgenin hangi kisimlarinin kataliz kinetigi
tizerinde en biiyiik pay1 oldugunu gostermesi bakimindan ¢ok 6nemli ve degerlidir (Sekil 2.2).
MODEL IlI-shI’den MODEL IV-shl’e geciste tek fark flavin 8a pozisyonuna Cys397’nin
kovalent olarak baglanarak yapiya dahil edilmesidir. Bu kiigiik gibi goriinen degisiklik
aktivasyon enerjisinde PM6 yontemi ile yapilan hesaplamalarda 4.5 kkal/mol,
ONIOM(M062X/6-31+G(d,p):PM6) yontemi ile yapilan hesaplamalardaysa 3.6 kkal/mol’likk
onemli bir azalmaya neden olmustur. Daha sonra MODEL V-shl’i olusturmak {izere 7 adet
daha aktif bolge amino asidi (Gly204 + Gly205 + Ileul99 + Lys296 + Vall73 + Val294 +
Th174) eklenmesine ragmen aktivasyon enerjisi degismemistir. Bu bulgular 1s18inda, daha
biiyilk yapinin hesaplama zamanini ¢ok arttiracagi ve onemli bir degisiklik yapmayacag:
beklenmektedir. Optimum model olarak MODEL IV yapisiin kullanilmast uygun
goriilmiistiir. Béylece, Kuantum kiimeleme yaklasimu ile literatiirde merak konusu olan, flavin
8a pozisyonuna kovalent bagli Cys397’nin islevi ile ilgili 6nemli yeni bir bulguya da

ulasilmustir.
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3.4. MODEL 1V Ile MAO-A/MAO-B Serotonin/Dopamin Tepkimelerinin Kiyaslanmasi

MAO-A ve MAO-B enzim mekanizmalar1 serotonin ve dopamin olmak iizere iki farkli
norotransmitter ile ¢alisilmistir. Kiimeleme yaklasimina gore sec¢ilmis olan MODEL IV (Sekil
2.2) yapisi yaklasik 300 atom igeren ¢ok biiyiik bir yap1 oldugundan mekanizmanin yalnizca
hiz belirleme basamagi modellenmistir. Farkli yontemlerden elde edilen MODEL 1V’e ait

relatif Gibbs serbest enerji degerleri Tablo 3.9 ve 3.10°da verilmistir.

Tablo 3.9. MAO-A enziminin serotonin ve dopamin ndrotransmitterlerinin hidriir transferi
mekanizmasina ait Gibbs serbest aktivasyon enerji (kkal/mol) (AG') ve ZPE diizeltilmis enerji

(AE") degerleri (kkal/mol) , aC-N5 ve N11-C4a (A) mesafeleri.

Dondurulmus C4a-N11 C14-N5
Substrat Metot Katman  atom sayisi AG' AE' A) A)
2.547 2.616
PM6 - 22 30.77 29.09
2.906 3.859
ONIOM(MO062X/ 2.651 2.539
LARGE 22 25.95 22.77
SEROTONIN  6-31G(d):PM6 2.844 3.355
ONIOM(M062X/ LARGE 2.691 3.429
12 24.98 22.38
6-31+G(d,p):PM6 -Cys 3.031 2.544
16.75
DENEYSEL - - - - -
16.79
2.502 2.601
PM6 - 22 29.39 27.36
2.754 3.558
ONIOM(MO062X/ 2.645 2.538
LARGE 22 25.63 24.81
. 6-31G(d):PM6 2.944 3.316
DOPAMIN
ONIOM(M062X/6 LARGE 2.565 2.556
12 23.48 21.40
-31+G(d,p):PM6 -Cys 2.794 3.181
17.32
DENEYSEL - - - - -
17.35

Koyu renk mesafeler TS yapilarina, italik olanlar RC yapilarina aittir. Deneysel degerler

(Edmondson vd., 2009) tarafindan 6l¢tilmiis kear degerleri kullanilarak doniistiirtilmiistir.

Tablo 3.9 ve 3.10°da PM6 ile ONIOM sonuglart kiyaslandiginda ilk goze ¢arpan sonu¢ g¢ok
daha giivenilir bir yontem olan M062X fonksiyonelinin tiim model ve substratlarda daha
diisiik aktivasyon bariyeri hesaplamasidir. Buradan, dispersiyon etkisinin PM6 ydntemine

gore daha 1yi temsil edildigini gormek miimkiindiir.
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ONIOM hesaplamalar1 kapsaminda aktivasyon enerjisini etkileyebilecek ¢esitli parametreler
(temel set, yiiksek seviye katmanin biiyiikliigii, dondurulmus atom sayisi) MAO-B serotonin
tepkimesi iizerinde test edilmis olup sonuglar Tablo 3.10°da verilmistir. Goriildiigli gibi Gibbs
serbest aktivasyon enerjileri 22.23-25.30 kkal/mol araliginda degismektedir ve bu
parametrelerden az miktar etkilenmektedir. Genel olarak bakildiginda, hesaplanan bariyerler
deneysel sonuglardan 6-9 kkal/mol daha yiiksektir. Bu hesaplamalarin asil amaci deneysel
sonuclar ile tam kantitatif bir uyum elde etmek degildir. Yapilan modellemelerin birgok yonii
ile deney kosullarin1 tam olarak yansitmasi zaten beklenemez. Ornegin, bizim
modellemelerimizde bariyer TS ve RC enerji farkina gore hesaplanir ancak duragan konum
(steady state) Kinetik ke 6lgimleri RC olusmasi dncesindeki siireci de kapsamaktadir. Bu ve
benzeri nedenlerle dogrudan kiyaslama yapmak yaniltici olabilir. Ayrica deneysel degerler de
birbirine ¢ok yakindir (16.55-17.81 kkal/mol). Burada asil amacg kalitatif bir karsilastirma
yaparak farkli mekanizmalarin, farkli substratlarin ve iki MAO izoformunun kiyaslanmasidir.
Bu baglamda, Tablo 3.9 ve 3.10’da kirmiz ile gdsterilen ve 22 atomun donduruldugu biiyiik
katmanli yapiya ait ONIOM (M06-2X/6-31G(d):PM6) sonuglarini karsilastirmayi tercih ettik
clinkii dondurulan atom sayilarinin daha az oldugu bazi yapilarin gergek kristal yapi

koordinatlarindan sapma riski tasidiklar1 gézlenmistir.

MAO-B i¢in, iki noérotransmitter (serotonin/dopamin) karsilagtirildiginda hesaplanan
aktivasyon enerjilerinde farklilik géze carpmaktadir. PM6 yontemi ile yapilan hesaplamalarda
serotonin i¢in daha diisiik bir bariyer bulunmustur (serotonin igin 25.1 kkal/mol, dopamin igin
27.3 kkal/mol) ancak, bu fark PM6 yonteminin hata payi igindedir. ONIOM (MO06-2X/6-
31G(d):PM6 yontemi dopamin i¢in daha diisiik bir bariyer (dopamin igin 22.5 kkal/mol
serotonin i¢in 24.1 kkal/mol) tahmin etmistir ki bu sonug¢ deneysel bulgularla uyum i¢indedir.
Ayni yontem, PC yapisindaki aC-N5 mesafesini dopamine kiyasla serotonin i¢in az miktar
daha kisa tahmin etmektedir. PC yapisinda TYR435 amino asidinin -OH grubu serotonin
benzen halkasinin m elektronlar ile giiglii bir etkilesim i¢inde oldugu ve ayni zamanda
TYR398 —OH grubu ile serotoninin —OH fonksiyonel grubunun kuvvetli bir H-bag1 yaptigi
goriilmistlir. S6z konusu etkilesimlerin serotoninin flavin yapisina daha yakin kalmasini

sagladig1 anlasilmistir.

MAO-A enziminde deneysel olarak dopamin aktivasyon bariyeri ortamina bagli olarak 17.32
kkal/mol, ve 17.35 kkal/mol, serotonin i¢in ise aktivasyon bariyeri 16.75 kkal/mol, 16.79
kkal/mol olarak bulunmustur (Edmondson vd., 2009) ve serotonin az miktar daha hizli
oksitlenmektedir. Ancak ONIOM (M06-2X/6-31G(d):PM6 yontemi ile dopamin ve serotonin
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icin hesaplanan Gibbs aktivasyon bariyerleri hemen hemen aynidir. Aktivasyon enerjisi AE'
olarak karsilagtirildiginda ise beklenildigi gibi MAO-A’nin serotonini daha hizl katalizledigi

goriilmektedir.

Tablo 3.10. MAO-B enziminin serotonin ve dopamin ndrotransmitterlerinin hidriir transferi
mekanizmasina ait Gibbs serbest aktivasyon enerji (kkal/mol) (AG") ve ZPE diizeltilmis enerji
(AE') degerleri (kkal/mol) , aC-N5 ve N11-C4a (A) mesafeleri.

Dondurulmus s Cda-N11 C14-N5
Substrat Metot Katman AG AE'
atom sayisi A) A)
2.604 2.595
PM6 - 22 25.12 23.66
3.029 3.113
ONIOM(M062X/6 2.627 2.551
SMALL 22 22.52 22.39
-31+G(d,p):PM6 2.78 3.278
ONIOM(M062X/6 2.542 2.555
LARGE 22 2411 22.96
-31G(d):PM6 2.658 3.24
. ONIOM(MO062X/6 2.538 2.243
SEROTONIN LARGE 12 23.29 23.38
-31G(d):PM6 2.676 3.292
ONIOM(MO062X/6 2.562 2.552
LARGE 22 22.97 22.48
-31+G(d,p):PM6 2.73 3.231
ONIOM(MO062X/6 2.556 2.556
LARGE 11 25.30 25.39
-31+G(d,p):PM6 2.745 3.29
ONIOM(M062X/6 LARGE 2.539 2.557
12 22.23 23.82
-31+G(d,p):PM6 -Cys 2.741 3.303
17.44
DENEYSEL - - - - -
17.81
2.430 2.609
PM6 - 22 27.27 26.28
2.688 3.436
. ONIOM(M062X/6 2.570 2.567
DOPAMIN LARGE 22 22.48 21.94
-31G(d):PM6 2,705 3.296
ONIOM(M062X/6 LARGE 2.558 2.560
12 25.68 27.79
-31+G(d,p):PM6 -Cys 2.773 3.308
16.55
DENEYSEL - - - - -
17.41

Koyu renk mesafeler TS yapilarina, italik olanlar RC yapilarina aittir. Deneysel degerler

(Edmondson vd., 2009) tarafindan 6l¢tilmiis ke degerleri kullanilarak doniistiirtilmiistir.
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4. GENEL DEGERLENDIRME VE SONUC

Bu tez calismasinda monoamin oksidaz enzimleri ile substratlar1 arasinda gergeklesen

oksidasyon reaksiyonunun tek basamakli m1 yoksa ¢ok basamakli bir mekanizma mi1 oldugu

aragtirtlmistir. Cok basamakli modifiye hidriir transferi mekanizmast MAO enzimi igin

belirlenen uygun aktif bolge yapisinda modellenmistir. Gergeklestirilen bu caligmalar ve

sonucunda elde edilen bulgular 6zetlenecek olursa:

1.

MODEL Ila ve serotonin kullanilarak yapilan ONIOM(MO062X/6-31+G(d,p):PM6
hesaplamalari ile mekanizmanin tiim basamaklart modellenmistir. Literatiirde kiiciik aktif
bolge modelinde dogrudan olustugu one siirlilen N5-ADD araiiriiniiniin aslinda bir N5
yilidi (N5y)) oldugu ve enzim katalizlemesini geri dondiirdiigii tespit edilmistir. Enzim
aktif bolgesindeki amino asitler ve su molekiilleri yeteri miktarda modellemelere
katildiginda dogrudan iminyum katyonu iceren PCi, olusmaktadir. PCi, ile N5y
arasindaki dinamik denge mekanizma bazli kovalent-geri doniisiimlii bir inhibisyona
neden olur. Bu durumun mantikli izahit sudur: Serotonin gibi iyi substrat i¢in PCiny yapisi
NSy araiiriiniinden daha kararlidir ve bu nedenle geri reaksiyon aktivasyon bariyeri de
daha diisiiktiir. Bunun aksine mekanizma bazl giiclii bir inhibitérde N5y, araliriinii daha
kararhidir, geri reaksiyon aktivasyon bariyerinin daha yiiksek olmasi beklenir. Bagka bir
deyisle enzim inhibisyonunun nedeni NS5y araiiriiniiniin kararhiligidir. Ciinkii ne kadar
kararli bir yilid olusursa bu dengenin geri donme hizi o kadar yavaslayacaktir ve bu siire
boyunca enzimin aktivitesi duracaktir. Geri doniistimlii inhibitorler genellikle enzimlerle
kovalent bag yapmadan fiziksel etkilesimler ile baglanirlar ve yan etkileri daha az
oldugundan tercih edilirler. Ancak boyle inhibitdrlerin etkinlikleri kovalent baglanan
inhibitorlere gore daha azdir. Kovalent baglanan inhibitorler ise etkinligi ¢ok yiiksek
olmalarma ragmen genellikle enzim aktivitesini geri donlisiimsiiz bir sekilde
durdurduklarindan ¢ok ciddi yan etkiler gosterirler. Bu baglamda, enzimi kovalent bag
yaparak geri donlisimlii olarak inhibe eden bilesiklerin kesfedilmesinin ¢ok 6nemli
oldugunu diisiiniiyoruz. Tez caligmasinin bu boliimiinde modellenen mekanizmanin yeni
kovalent-geri doniisiimlii ilaglarin tasarimi i¢in kullanilabilecegini oneriyoruz.

Flavoenzimlerin sadece %10’unun flavin kofaktdriine kovalent bagli olmasindan dolay1
MAOQ’daki kovalent flavinin islevi de merak konusudur (Starbird vd., 2015). Bu konu
MODEL lla ve MODEL IV yapilar {izerinden arastirilmistir. S6z konusu modellerin

kovalent bagsiz FAD igeren mutant tipleri olusturularak karsilastirilmistir. Kovalent
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bagsiz mutant tipinde aktivasyon enerjisi yaklasik 1.9 kkal/mol artmis olup hizin 22 kat
azalacag1 sonucunu ortaya koymustur.

. MAO mekanizmasinin modellenmesi i¢in optimum aktif bolge biiyiikligi kuantum
kiimeleme yaklasimi ile tespit edilmistir. Buna gore, substrat, FAD, Tyr398, Tyr435,
Tyrl88, Phe343, Tyr326, Cysl72, Leul7l, lleu198, Glu206, Tyr60, Cys397, 8 H20
kapsayan ve yaklasik 300 atom bulunduran MODEL IV uygun bulunmustur. Cok yeni bir
baska teorik ¢alismada (Zapata vd., 2015) MAO-B enzimindeki Lys296 amino asidinin
ve N5 ile arasinda bulunan H,O molekiilii ile yaptigi hidrojen baglarinin mekanizmay1
etkileyebilecegi Onerilmistir. Fakat bizim ¢alismamizda Lys296 ile birlikte yapiya 7 adet
daha amino asit (Lys296 + Gly204 + Gly205 + lleu199 + Vall73 + Val294 + Thrl74)
MODEL 1V yapisina katilmasina ragmen MODEL V i¢in aktivasyon enerjisi ¢ok az bir
miktar etkilenmistir.

Kuantum kiimeleme yaklasimi ile elde edilen en optimum aktif bolge yapisi (MODEL
IV) kullanilarak serotonin/dopamin oksidasyonu MAO-A ve MAO-B ig¢in ayr1 ayri
modellenmigtir. ~ ONIOM (M06-2X/6-31G(d):PM6)  yontemi  ile  yapilan
optimizasyonlardan elde edilen sonuclara goére hesaplanan bariyerler kalitatif olarak
deneysel bulgularla ortiigmektedir.

Tez caligmasi kapsaminda cevabi arastirilan sorulardan biri de mekanizmanin proton
transferi mi yoksa hidriir transferi mi oldugudur. Direk hidriir transferi mekanizmasinda
aC-aH bag kirilmasi tek basamakta gerceklesir. Abad vd. (2013) tarafindan yakin
zamanda proton transferi mekanizmasinin da eszamansiz tek adimli bir sekilde
olabilecegi Onerilmistir. Tek basamakli bir mekanizmada amin azotu {izerindeki
eslesmemis elektron c¢iftinin Flavin C4a’dan N5 atomuna dogru (polar niikleofilik/proton
transferi) saat yoniinde mi yoksa aC iizerinden N5’e (hidriir transferi) saat yoniiniin
tersinde mi hareket ettigini anlamak olduk¢a giictiir. Proton transferinde Flavin NS5
tizerindeki elektron yogunlugu birikimi niikleofilik karakteri arttirir ve boylece pro-R aH
proton olarak aktarilir. Bu durumda o proton ve aminin eslesmemis elektron c¢ifti
birbirinden ayr1 olarak tasinir ve eslesmemis elektron ¢iftinin hareket yonii ile aH’nin
hareketi birbirlerine terstir. Hidriir transferinde ise aC-H bag ayrilmasi ile aC’da elektron
birikir ve bdylece kirilan bagin elektronlart ile aH Flavin N5 atomuna transfer olur.
Boylelikle elektron cifti ve proton aynmi yonde hareket etmis olur. Tez kapsaminda
MODEL lla ile incelenen NBO donor-akseptor etkilesimleri her iki mekanizmanin

birlikte olabilecegi hibrit bir mekanizmayi isaret etmistir.
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EKLER

Tablo S1. ONIOM (M062x/6-31+G(d,p):PM6) metodu ile hesaplanmis 6nemli dihedral
acilar, C14-H15-N5 agis1 ve N11-C4a mesafesi.
(a) Kovalent bagli MODEL Ila-shl sonuglart.

RC TS PCiny TSns.pc N5y, TSh20 PC
0(C9-C8-C7-C6) 10.06 8.36 6.06 9.09 7.75 9.53 6.32
0(C9-C9a-C5a-C6) 8.59 7.70 6.90 8.85 6.46 12.54 8.22
O0(N10-C9a-C5a-N5) 6.37 4.95 3.57 2.30 1.05 12.39 5.61
0(N10-Cl10a-C4a-N5) 2.24 6.94 9.86 18.76 19.03 4,37 5.98
O(N1-C10a-C4a-C4) 2.29 491 -0.96 9.03 8.46 3.56 -9.90
0(N1-C2-N3-C4) 7.54 4.96 4.03 12.25 11.22 2.48 6.73
0(N1-Cl0a-C4a-N5) -176.90 -173.00 -167.45 -161.49 -161.51 -172.87 -175.01
0(N10-C10a-C4a-C4) -178.56 -175.15 176.35 -170.72 -171.01 -179.20 171.09
0(C9a-N10-Cl10a-C4a) -2.06 -10.70 -19.87 -28.61 - 32.25 5.78 -20.64
0(C10a-C4a-N5-C5a) 2.03 341 7.20 3.22 6.55 -5.87 14.39
0(C6-Cha-N5-C4a) 178.09 -175.32 -169.36 -167.13 -161.70 167.20 -167.69
0(C5a-N5-C4a-C4) 178.75 171.36 173.69 160.98 157.78 -170.62 174.33
0(C14-H15-N5) 152.13
R(N11-C4a) 2.73 2.59 3.00 2.90 2.86 3.51 3.09

(b) Kovalent bagsiz MODEL lla-shl sonuglari.

RC TS PCiw  TSsrc N5,
0(C9-C8-C7-C6) 3.75 291 2.31 2.40 2.26
6(C9-C9a-C5a-C6) 3.68 3.67 3.31 2.84 2.17
0(N10-C9a-C5a-N5) 2.09 1.03 -2.42 -4.74 -5.16
0(N10-C10a-C4a-Nb) 245 5.69 9.12 17.63 19.32
O(N1-C10a-C4a-C4) -0.68 1.07 2.95 8.38 11.32
0(N1-C2-N3-C4) 10.52 4.70 5.93 11.56 13.55
O0(N1-C10a-C4a-N5) -174.90 -174.91 -169.69 -162.49 -161.58
0(N10-C10a-C4a-C4) -178.34 -178.34 -178.24 -171.51 -167.78
0(C9a-N10-C10a-C4a) -2.33 -2.33 -7.66 -26.76 -29.69
0(Cl0a-C4a-N5-Cbha) -5.42 -5.42 -6.98 -0.41 0.39
0(C6-Cha-N5-C4a) 176.38 -176.69 -179.10 -167.21 -164.42
0(C5a-N5-C4a-C4) -178.29 -178.30 -179.79 162.48 157.51
6(C14-H15-N5) 149.68
R(N11-C4a) 2.79 2.61 3.04 2.91 2.92

68



(c) Kovalent bagli-bagsiz MODEL IV-shl sonuglari.

MODEL IVcFAD-shl MODEL IVnFAD-shl

RC TS PCiv N5y RC TS PCinv N5y
6(C9-C8-C7-C6) 9.49 6.67 5.39 5.28 6.44 4.13 0.80 2.56
6(C9-C9a-C5a-C6) 8.56 6.67 4.78 4.81 6.30 4.64 1.68 2.00
6(N10-C9a-C5a-N5) 7.15 4.88 048  -150 453 302 030 -159
0(N10-C10a-C4a-N5)  4.80 760 2029  19.73 5.38 599 1333  18.24
6(N1-C10a-C4a-C4) 5.07 825 1153 8.55 1.94 3.67 761 1112
B8(N1-C2-N3-C4) 7.13 751 1479 1173 | 1093 1159 1868  17.77

O6(N1-C10a-C4a-N5) -175.34  -173.16 -161.70 -161.28 -175.60 -176.20 -165.77 -164.00
O(N10-Cl0a-C4a-C4) -17480 -170.99 -166.47 -170.44 -177.08 -174.14 -173.30 -166.64
0(C9a-N10-C10a-C4a) -1.74 -11.77 -37.52 -39.91 0.71 -4.81 -22.12 -34.54
6(C10a-C4a-N5-Cba) -1.67 3.54 9.75 12.03 -6.38 -2.24 2.66 8.85

6(C6-C5a-N5-C4a) 176.71 -174.19 -155.17  -153.97 173.39 179.89 -166.97 -156.44
6(C5a-N5-C4a-C4) 177.85 166.84 149.28  150.25 -176.83  175.32 164.43  150.33
6(C14-H15-N5) 152.10 151.08

R(N11-C4a) 2.78 2.63 3.24 2.84 2.81 2.72 3.02 2.90

Table S2. MODEL Ila ve MODEL IV i¢in hesaplanan enerji (E), Gibbs serbest enerji (G)
degerleri (au) ve imaginary frekanslari.
(@) PM6 ve CPCM/IM06-2X/6-31+G(d,p)//PM6 metotlari ile MODEL Ila sonuglart.

MODEL lla-cFAD-shl

E G Tek noktaE G correction Imaginary

frekans

RC -1.17382502 -0.231974  -4363.804717 0.941852

TS -1.12639747 -0.186326 -4363.767506 0.940072 -1691.7

PC .. -1.19593130 -0.248288 -4363.805305 0.947449

TSinv -1.19588461 -0.247872 -4363.806857 0.948013 -147.07

PCin -1.20160732 -0.252339 -4363.814550 0.949268

TSnspc  -1.18754511 -0.242536 -4363.816629 0.945009 -141.02

N5y -1.19665223 -0.249548 -4363.805566 0.947104

TSho  -1.18365757 -0.243322 -4363.797434 0.940336 -880.35

PC -1.19306579 -0.248614  -4363.805498 0.944452
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(b) ONIOM (M062X/6-31+G(d,p):PM6 metodu ile hesaplanan kovalent bagli MODEL-

Ila-shl sonuglari.

MODEL lla-cFAD-shl

MODEL lla-nFAD-shl

RC
TS

I:)Cinv
TSNs-pc
N5y|

TSh20
PC

; 6 akans  F G okans
-2112.141806 -2111.123297 -2113.348535 -2112.31121
-2112.102057 -2111.086940 -1284.51 -2113.304300 -2112.27284  -1370.88
-2112.148398 -2111.129189 -2113.351678 -2112.31566
-2112.139992 -2111.116063  -94.79  -2113.348480 -2112.30804  -110.06
-2112.141004 -2111.117167 -2113.349169 -2112.30883
-2112.128868 -2111.114748  -927.68 - -

-2112.137444

-2111.120295

(c) PM6 metodu ile hesaplanan kovalent bagli-bagsiz MODEL IV-shl sonuglari.

MODEL IVcFAD-shi

MODEL IVnFAD-shl

E ¢ ok E c  rakans
RC -1.80851232  0.108749 -1.83687050  0.093597
TS -1.76685682  0.148773 -1634.51 -1.79406471  0.135126 -1636.45
PCinv  -1.84018863  0.080058 -1.86586533  0.070013
TSns-pc -1.83585971  0.081824 -151.22  -1.86194113  0.071056 -116.54
N5y, -1.84432014  0.075080 -1.87400333  0.066156

(d) ONIOM (M062X/6-31+G(d,p):PM6 metodu ile hesaplanan kovalent bagli-bagsiz
MODEL IV-shl sonuglari.

MODEL IVcFAD-shi

MODEL IVnFAD-shl

E G Imaginary E G Imaginary
frekans frekans
RC -2112.771263 -2110.785479 -2113.976982 -2111.97318
TS -2112.729699 -2110.749556  -12249  -2113.934608 -2111.93429 -1328.35
PCinv  -2112.775427 -2110.790833 -2113.969874 -2111.97087
TSns-pc - - - -
N5y, -2112.779482 -2110.785078 -2113.980879 -2111.96999
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Tablo S3. CPCM/M062X/6-31+G(d,p)//PM6 metodu ile hesaplanan MODEL lla-shl’a ait

onemli atomlarin NBO yiikleri®,

RC TS PC-.  TSiw PCiw TSnsec N5y TS0 PC

O1 -0.67v 0712 083 -083 -083 -080 -081 -079 -0.76
C4 0.74 0.70 0.64 0.64 0.64 0.66 0.67 0.66 0.67
Cda 0.12 -001 -011 -011 -012 -012 -015 -0.10 -0.08
NS -0.37 051 -067 -067 -071 -060 -054 -070 -0.69
N11 -098 -082 071 071 071 -079 -092 -074 -0.75
H12 0.43 0.49 0.51 0.51 0.51 0.48 0.44 0.53 0.55
H13 0.41 0.44 0.47 0.47 0.47 0.46 0.43 0.43 0.40
Ci14 -0.29  -0.18 0.27 0.27 0.28 0.21 0.12 0.22 0.15
H15 0.23 0.32 0.47 0.47 0.47 0.48 0.53 0.47 0.47
H16 0.23 0.27 0.26 0.27 0.27 0.28 0.28 0.24 0.23
N1 -066 -068 -0.70 -069 -070 -069 -068 -0.75 -0.69
C10 0.48 0.50 0.46 0.46 0.46 0.48 0.49 0.52 0.50
FAD -027 -066 -098 -098 -099 -077 -049 -0.79 -0.12

SER 0.02 0.22 0.82 0.83 0.85 0.67 0.39 0.13 -0.02

*FAD ve SER flavin ve serotonin yapilarindaki tiim atomlarin toplam NBO yiiklerini temsil

etmektedir.
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Tablo S4. Deneysel ve teorik hiz sabiti hesaplari®

MAO-A MAO-B
Substrat
Keat AG' Keat AG

Serotonin (Deneysel)
(O, ortaminda) 198 16.75 61 17.44
Serotonin (Deneysel)
(hava ortaminda) 183 16.79 33 17.81
Dopamin (Deneysel)
(O ortaminda) [E 17.32 217 16.55
Dopamin (Deneysel)
(hava ortaminda) 1 17.35 65 17.41
Serotonin(teorik)
(Dogal Enzim) r - 1.98x10™ 22.50
Serotonin(teorik)
(Mutant Enzim) - 7 8.1x10°® 24.40

*Deneysel hiz sabitlerinin aktivasyon enerjisine doniisiimii ve teorik aktivasyon enerjilerinin

hiz sabitine doniisiimii i¢in asagidaki denklem kullanilmistir.

kT

k = :
h.c®°

k: Reaksiyon hiz sabiti

kp:Boltzman sabiti =3.30x10*

T: Sicaklik (K) =298.15K

h: Planck sabiti =1.58x10*

c: Konsantrasyon = 1 kkal/mol

R: Gaz Sabiti = 1.987 kal/mol.K
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