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OZET

CIFT ETKIYE SAHIiP POTANSIYEL ANTIiOKSIDAN VE ANTIi-PARKINSON
ILAC AKTiF MADDELERIN iN SILIKO TASARIMI

Enzimler, canlilarda gergeklesen metabolik reaksiyonlarin pek ¢ogunu hizlandiran protein
yapisindaki biyolojik katalizorlerdir. Biyolojik sistemlerde endojen ve ekzojen kaynakli
faktorler sebebiyle siirekli olarak serbest radikaller ve diger oksijen kdokenli tiirler
iiretildiginden, canlilar bu faktorlerle miicadele edebilmek amaciyla enzimatik ve non-
enzimatik antioksidan savunma sistemleri gelistirmistir. Viicudumuzda siiperoksit iireten
sistemlerden bir tanesi de monoamin oksidaz enzimidir. Monoamin oksidaz (EC-1.4.3.4,
MAO) mitokondri zarinin disinda bulunan, biyolojik aminlerin oksidasyonundan sorumlu
bir flavoenzimdir. MAO’nun, MAO-A ve MAO-B olmak iizere iki fonksiyonel izoenzimi
bulunmaktadir. Bunlardan MAO-A segici olarak epinefrin ve serotonini oksitlerken, MAO-
B ise dopamini oksitler. Dolayisiyla MAO-A ve MAO-B’nin inhibisyonu bu aminlerin

yikimini engelleyerek antidepresan ve anti-Parkinson etki saglar.
Bu bilgiler 15181nda bu tez ¢alismasinda;

1. Yeni sentezlenmis ve antioksidan aktiviteleri Ol¢lilmiis 37 adet kumarin tiirevinden
olusan veri seti kullanilarak, saglamlig1 istatistiksel kriterlerle ispatlanmis
matematiksel modeller gelistirilmis ve kantitatif yapi-aktivite iliskileri (KYAT)
tanimlanmius,

2. Aymi kumarin tiirevlerinin MAO enzimleri ile etkilesimleri doking metoduyla
incelenerek seg¢icilik ve etkinlikleri arastirilmais,

3. Her iki ¢alismadan elde edilen sonuglar karsilastirilip degerlendirilerek, cift-etki
gbsterme potansiyeli olan bilesikler belirlenmis ve

4. Olusturulan KYAI modelleri kullanilarak yeni g¢ift-etkili kumarin tiirevleri
tasarlanmistir.

Yapilan ¢alismalar sonucunda veri seti olarak kullanilan kumarin tiirevlerinin ve yeni
tasarlanan kumarin tiirevlerinin bir kisminin yiiksek MAO inhibisyon ve antioksidan
aktivitesine sahip oldugu tespit edilmistir. Dolayisiyla da ¢ift etkiye sahip oldugu

diisiiniilen bu bilesikler gelecek caligmalar i¢in umut vaad etmektedir.

Haziran, 2016 Pinar ERZINCAN



ABSTRACT

IN SILICO DESIGN OF POTENTIAL DRUG ACTIVE COMPOUNDS
POSSESSING ANTIOXIDANTS AND ANTI-PARKINSON DUAL EFFECT

Enzymes are biological catalysts having protein structure that speed up most of the
metabolic reactions occuring in living organisms. As free radicals and oxygen based
species are continuously produced in the biological systems depending on endogenous and
exogenous factors, living organisms have developed enzymatic and non-enzymatic
antioxidant defence mechanisms. One of the systems in our body that produce superoxide
IS monoamine oxidase enzyme. Monoamine oxidase (EC-1.4.3.4, MAO) is a flavoenzyme
that is present outside the mitochondria membrane and is responsible for oxidation of
biogenic amines. There are two functional isoenzymes of MAO; MAO-A and MAO-B.
MAO-A selectively oxidizes epinephrine and serotonine, whereas MAO-B oxidizes
dopamine. Hence, inhibition of MAO-A and MAO-B exhibits antidepressant and anti-
Parkinson effect by preventing degradation of those amines. In the light of these, in this
thesis;

1. Mathematical models that are proved to be reliable by statistical criteria have been
developed by using data set comprising of recently synthesized 37 coumarin
derivatives with measured antioxidant activities. The quantitative structure-activity
relationships (QSAR) are described.

2. MAO binding affinity of the same coumarin compounds have been studied by
examining their interactions with MAO enzymes through docking method.

3. Molecules that potentially exhibit dual-effect are specified by comparing and
assessing the results of both QSAR and docking studies.

4. New coumarin derivatives have been designed by using the validated QSAR
models developed in this work.

It is confirmed that some of the coumarin derivatives that are used as data set and those
that are newly designed exhibit both high MAO inhibition and antioxidant activities.

Hence, those compounds are promising dual effect inhibitors for future studies.

June, 2016 Pinar ERZINCAN

Vi



YENILIK BEYANI

Alzheimer ve Parkinson gibi ¢agimizin 6nemli hastaliklart ndrodejeneratif bozukluklar
sonucunda ortaya ¢ikmaktadir. Norodejenerasyon oldukga karmasik bir siire¢ oldugundan,
Oonlenmesi ve tedavisi i¢in tek bir farmakolojik hedef yerine cift etkili inhibitorlerin
tasarlanmasi biiyilk umut vaadetmektedir. MAO, serotonin, adrenalin ve dopamin gibi
onemli noérotransmitterlerin  oksidasyonunda ve hiicre i¢i konsantrasyonlarinin
diizenlenmesinde 6nemli rol oynar. Bu nedenle, norodejeneratif hastaliklarin tedavisinde
MAO o6nemli bir hedef enzimdir ve farmakolojik miidahale i¢in MAO inhibitorleri
kullanilir. Diger yandan, MAO aktivitesinin asir1 artig1 oksidatif stres ile iligkilendirilen,
doku ve noronlarin dejenerasyonuna sebep olan hidrojen peroksit, amonyak gibi toksik
metabolitlerin asir1 derecede olusumunu da beraberinde getirir. Bu tez ¢alismasinda, ayni
bilesigin hem antioksidan hem de MAO inhibisyon aktivitesi gostererek ¢ok daha etkili
olabilecegi fikri ilk kez ortaya atilmistir.

Veri setinde kullanilan kumarin tiirevlerinin bazilar1 Biyokimya grubu tarafindan
sentezlenmis ve aktiviteleri Olg¢iilmiis yeni potansiyel bilesiklerdir. Ayrica, bu tez
kapsaminda, cift etki (antioksidan ve MAO inhibisyonu) gosterebilecek bilesiklerin yapi-
aktiflik iligkileri ilk kez incelenmis ve yeni potansiyel bilesikler tasarlanarak deneysel

caligmalar i¢in Onerilmistir.

Haziran, 2016 Prof. Dr. Ayse OGAN Pmar ERZINCAN
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SEMBOLLER

1Cso : Biyolojik aktivite (Maksimum inhibisyon konsantrasyonunun yarist)
Log P : Partisyon Katsayisi

Enomo : En yiiksek dolu molekiiler orbital enerjileri
ELumo : En diislik bos molekiiler orbital enerjileri

T : Dipol moment

E : Enerji

Eaq : Sulu faz enerjisi

] : Sertlik

c : Yumusaklik

w : Elektrofillik

R? : Korelasyon Katsayisi

R : Capraz validasyon korelasyon katsayisi
Rzadj : Diizeltilmis korelasyon katsayist

AG : Reaksiyon serbest enerji degisimi

Q° - Capraz validasyon

S : Standart tahmin hatasi

RMSE : Ortalama standart hatalarin kareleri

F : Fischer istatistigi

Q2|:1, Q2|:2, Q2|:3: Tahmini korelasyon katsayilarinin kareleri
CCC : Uyum korelasyon katsayis1

h* : Kritik sapka degeri
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KISALTMALAR

MAO : Monoamin Oksidaz

MAO-A : Monoamin Oksidaz-A

MAO-B : Monoamin Oksidaz-B

FAD : Flavin Adenin Diniikleotid

FMN : Flavin Mono Niikleotid

KYAI : Kantitatif Yap1-Aktivite Iliskisi

MLR : Coklu Lineer Regresyon

FRAP : Demir (I1I) Indirgeyici Antioksidan Kapasite
TEAC : Troloks esdeger antioksidan kapasite

PDB : Protein data bank

PM6 : Parametrik method 6

Ki : Inhibisyon sabiti

Sl : Secicilik indeksi

OECD : Organisation for Economic Co-operation and Development/Ekonomik

Kalkinma ve Isbirligi Orgiitii

ROT : Reaktif oksijen tiirleri
SOD : Siiperoksit dismutaz
GST . Glutatyon-S-transferaz,
GPx - Glutatyon peroksidaz
GR : Glutatyon rediiktaz
CAT . Katalaz

AH : Alzheimer hastaligi
AChE - Asetilkolinesteraz

Tyr : Tirozin



Cys
GlIn
Gly
Phe
Leu
lle
Thr
Lys
His
Val
Asn
Met

: Sistein

: Glutamin
: Glisin

: Fenilalanin
: Losin

: [zol6sin

: Treonin

: Lizin

: Histidin

- Valin

. Asparajin

: Metiyonin



SEKIL LISTESI

Sekil 1.1 RibOFlavin VItAMININ YaPIST....ccieiiiiieiieieiieie et 6
Sekil 1.2. Indirgenmis ve oksitlenmis FAD ve FMN yapilari.........ccocovevevevvevveceneenenenenenenns 7
Sekil 1.3. (a) MAO-A (2Z5X) (b) MAO-B (2XFN) enzim kristal yapilari....................... 11
Sekil 1.4. (a) MAO-A ve (b) MAO-B'nin aktif bolge bosluklarindaki farkliliklar-............. 12
Sekil 1.5. MAO’nun aktif bolgesindeki FAD’1n yapi formiilii.........occoooevviiiiiiniiicenn, 14
Sekil 1.6. MAO-A ve MAO-B izozimlerinin aktif bolge bosluklar1 ve aromatik kafes ..... 14
Sekil 1.7. Benzen, a-piron, ve kumarin halkalari.........c.cccoviiiiiiiiiiiinii e 20
Sekil 1.8. Kumarin tiirevlerinin terapotik uygulamalart ...........ccocvveiiiiiiicniineeeen, 21
Sekil 1.9. Kumarin molekiiliiniin numaralandirma siStemi...........ccooeereerriieinesieesnesneennn 22
Sekil 2.1. KYAI modellerinin gelistirilmesi siirecinde izlenen akis diyagrami................. 29
SEKIl 2.2, TTOIOKS . .veiviiiiiictie ettt ebe e st e e be e s be e e b e e saeesbeesneeeree e 30
Sekil 2.3. Veri setini olusturan bilesiklerin iki boyutlu yapilart ..........c.ccoooviiiiiiiinnnn, 32
Sekil 2.4. Molekiiler doking calismalarinda izlenen akis diyagrami ..........cccccceevvenvennnne 48

Sekil 2.5. (a) Rijid (b) Esnek doking hesaplamalarinda kullanilan 6rnek konfigiirasyon
OSYALATT. ...ttt 50
Sekil 2.6. AutoDock Vina programinin validasyonu i¢in yapilan RMSD hesaplamalarinda

(&) Harmin (b) 2-(2-benzofuranil)-2-imidazolin inhibitoriiniin dok pozisyonlar ile kristal

yap1 pozisyonlarinin ile {ist {iste ¢akistirilmasiyla elde edilen goriintiiler...............ccceeeee. 51
Sekil 3.1. Elde edilen modellerin MCDM grafigi..........cccovvivviiiiiiniiiiiiine e, 56
Sekil 3.2. Model 3 araciligiyla ait tahmin edilen Log(antioksidan aktivite) degerlerine karsi
gbzlenen Log(antioksidan aktivite) degerleri arasindaki iligkiyi gosteren grafik ............... 59
Sekil 3.3. Model 3 i¢in ¢izilen Williams Grafigi .........ccoccevviiiiiiiiiiiiiie e 61

Sekil 3.4. Kumarin tiirevlerinin antioksidan aktivitesinin tahmini i¢in kullanilan model
3’lin uygulama alan1 analizini gosteren grafik. ..........cccooeiiiiiiiiniiii e, 63
Sekil 3.5. 5 numarali bilesigin (a) rijid (b) esnek doking sonucunu gore enzime en yiiksek
afinite ile baglanan konformasyonunun MAO-A’nin aktif bolgesine yerlesme
J0L0V4 15 03 4 L 71
Sekil 3.6. 16 numarali bilesigin (a) rijid (b) esnek doking sonucunu gore enzime en yiiksek
afinite ile baglanan konformasyonunun MAO-A’nin aktif bolgesine yerlesme

POZISYONUL. ..ottt et et e e et e e e e et e e e e e e e 72

Xi



Sekil 3.7. 23 numarali bilesigin (a) rijid (b) esnek doking sonucunu gore enzime en yiiksek
afinite ile baglanan konformasyonunun MAO-A’nin aktif bolgesine yerlesme
[01o Y4 1S3V 1V PP 73
Sekil 3.8. 29 numarali bilesigin (a) rijid (b) esnek doking sonucunu gore enzime en yliksek
afinite ile baglanan konformasyonunun MAO-A’nin aktif bolgesine yerlesme
POZISYONUL. ...ttt et e e e e et e e e et e e e e, 74
Sekil 3.9. 13 numarali bilesigin (a) rijid (b) esnek doking sonucunu gore enzime en yliksek
afinite ile baglanan konformasyonunun MAO-B’nin aktif bolgesine yerlesme
POZISYONUL. ...ttt e e e e e e e e e e e e e 75
Sekil 3.10. 15 numarali bilesigin (a) rijid (b) esnek doking sonucunu gére enzime en
yiiksek afinite ile baglanan konformasyonunun MAO-B’nin aktif bolgesine yerlesme
POZISYONUL. .tttk b bbbt bt e b e s e s et etk A bbbt b e e e e e bt bt bttt nn s 76
Sekil 3.11. 36 numarali bilesigin (a) rijid (b) esnek doking sonucunu gore enzime en
yiiksek afinite ile baglanan konformasyonunun MAO-B’nin aktif bdlgesine yerlesme
POZISYONUL. . ..ttt sttt btttk bbbt h e e st e st e b e btk bbbt e b e et e bbbt bt nn s 77
Sekil 3.12. 37 numarali bilesigin (a) rijid (b) esnek doking sonucunu gore enzime en
yiiksek afinite ile baglanan konformasyonunun MAO-B’nin aktif bolgesine yerlesme
010y 1Sy Yo 1 PSSRSO 78
Sekil 3.13. 7, 10, 12, 13, 14, 16 ve 23 numarali 3-aril kumarin tiirevlerinde ortak olarak
gozlenen fONKSIYONEl YaAPL. ....ooiviiiiiiiici e 85
Sekil 3.14. 5, 23 ve 29 numarali numarali 3-aril kumarin tiirevlerinde ortak olarak
gozlenen fonkSIyonel YaPL. ....ccoiiiiiiiiiiiiii 85
Sekil 3.15. (a) 8 ve 21 numarali kumarin tiirevlerinde (b) 9 ve 21 numarali bilesiklerde ise
ortak olarak gbzlenen fonksiyonel yapl. ..o 86
Sekil 3.16. (a) 1, 5 ve 25 numarali (b) 3, 5, 23 ve 29 numarali 3-aril kumarin tiirevlerinde
ortak olarak gozlenen fonksiyonel yapi.........ccoovieiiiiiiiiiiii 87
Sekil 3.17. E-36, E-38 ve E-39 nolu kumarin tiirevlerinde ortak olarak gozlenen
FONKSIYONEL YAPT ..o 88
Sekil 3.18. (a) E-36, E-38 ve E-39 numarali (b) E-35, E-36 ve E-57 numarali kumarin

tiirevlerinde gozlenen ortak fonksiyonel yapi ........cccccovvviiiiiiiiiiiiiii e 89

xii



TABLO LISTESI

Tablo 2.1. Dort farkli yontemle Olgiilen antioksidan aktivite sonuglarinin Pearson’s
KOrelasyon KatSAYIIAT (1) .....veiveiueeieiiesiecie i e e et steeste e st e e e ste e sraesseennesnaenneaneesneas 30
Tablo 2.2. Veri setini olusturan bilesiklerin kimyasal yapilart..........cccccovvveviveiesivennsiennnn, 33
Tablo 2.3. KYAI hesaplamalarinda kullanilan bilesiklerin biyolojik aktivite degerleri..... 34
Tablo 2.4. DRAGON 6.0.38 yazilimindaki tanimlayict gruplar (Talete, 2011)................ 37
Tablo 2.5. Yeni tasarlanan bilesiklerin kimyasal yapilart..........cccccevvevevivenieiiesieenesiennn, 46
Tablo 2.6. MAO-A ve MAO-B izozimlerinin aktif bolgesinde yer alan ve esnek olarak
SECIIEN AMINO ASTLIET ....vviiiiie it e e e e e e e na e e e sne e e s nreeeanreas 49

Tablo 3.1. Veri setindeki bilesiklerin kimyasal yapilari ve deneysel olarak olgiilen

DIYOIOjiK aKEIVITE AEGEIIOri. . c.eiiiieiiiieiii i 54
Tablo 3.2. Egitim ve test seti olusturan bilesiklerin numaralari ..........c..cooevvvvnenivnienieninnnn. 56
Tablo 3.3. 1-3 tanimlayicili modellerin uygunluk ve i¢ validasyon parametreleri............. 57
Tablo 3.4. 1-3 tanimlayicili modellerin dis validasyon parametreleri ............coovevereenenne. S7
Tablo 3.5. Gelistirilen KYAI modellerinde yer alan tanimlayicilar ................ccccevueuennnes. 60
Tablo 3.6. Model 3’e ait degiskenlerin minimum ve maksimum sinirlart............cc.coceeee. 62

Tablo 3.7. Yeni tasarlanan bilesiklerin kimyasal yapilart ve Model 3 ile tahmin edilen
antioksidan aktiVITEIENT ...........c.cciviiiiii s 64
Tablo 3.8. MAO-A ve MAO-B izoenzimlerinin kristal yapi rijid doking sonucu baglanma
enerjisi(AG), inhibisyon sabiti(Ki) ve ST degerleri .......ccocviviiiiiiiniiiieieie e 67
Tablo 3.9. MAO-A ve MAO-B izoenzimlerinin kristal yapi esnek doking sonucu
baglanma enerjisi(AG), inhibisyon sabiti(Ki) ve ST degerleri............ccocovrivniiiinicinenenn 69
Tablo 3.10. 5 numarali bilesigin rijid ve esnek doking sonucuna enzime en yiiksek afinite
ile baglanan konformasyonunun MAO-A enzimi ile yaptig1 etkilesimler .............c.coocuenee. 71
Tablo 3.11. 16 numarali bilesigin rijid ve esnek doking sonucuna enzime en yiiksek afinite
ile baglanan konformasyonunun MAO-A enzimi ile yaptig1 etkilesimler.................cc...... 72
Tablo 3.12. 23 numarali bilesigin rijid ve esnek doking sonucuna enzime en yiiksek afinite
ile baglanan konformasyonunun MAO-A enzimi ile yaptig1 etkilesimler .............cccoocuenee. 73
Tablo 3.13. 29 numarali bilesigin rijid ve esnek doking sonucuna enzime en yiiksek afinite
ile baglanan konformasyonunun MAO-A enzimi ile yaptig1 etkilesimler.................cc...... 74
Tablo 3.14. 13 numarali bilesigin rijid ve esnek doking sonucuna enzime en yiiksek afinite

ile baglanan konformasyonunun MAO-B enzimi ile yaptig1 etkilesimler .............ccoccveee. 75

Xiii



Tablo 3.15. 15 numarali bilesigin rijid ve esnek doking sonucuna enzime en yiiksek afinite
ile baglanan konformasyonunun MAO-B enzimi ile yaptigi etkilesimler ...........c.cccocevenen. 76
Tablo 3.16. 36 numarali bilesigin rijid ve esnek doking sonucuna enzime en yiiksek afinite
ile baglanan konformasyonunun MAO-B enzimi ile yaptigi etkilesimler .............cccceeeenee. 77
Tablo 3.17. 37 numarali bilesigin rijid ve esnek doking sonucuna enzime en yiiksek afinite
ile baglanan konformasyonunun MAO-B enzimi ile yaptig1 etkilesimler ..........c..ccccueeneee. 78
Tablo 3.18. Kumarin tiirevlerinin MAO izoenzimleriyle deneysel inhibisyon, rijid ve esnek
dOKING SONMUGIATT ...t 81
Tablo 3.19. Tasarlanan bilesiklerin kristal yapr rigid doking sonucu baglanma
enerjisi(AG), inhibisyon sabiti (Ki) ve ST degerleri ........ccooviiriiiieiiiiiieiene s 83
Tablo 3.20. Deneysel olarak o6lgiilen MAO-A inhibisyon aktivitesi ve antioksidan
aktivitesi yiiksek olan bilesiklere ait deneysel ve hesaplanmig veriler...........c.ccoovvvveienennn. 84
Tablo 3.21. Deneysel olarak 6lgiilen MAO-B inhibisyon aktivitesi ve antioksidan aktivitesi
yiiksek olan bilegiklere ait VETIler........ccooviiiiiiiiiiiii e 86
Tablo 3.22. Cift etki ile antioksidan aktivite ve MAO-A inhibisyon aktivitesi gosteren yeni
tasarlanmis bilesiklere ait teorik olarak tahmin edilen degerler..........ccccocveriiiiiiiiiiinnnne 88
Tablo 3.23. Cift etki ile antioksidan aktivite ve MAO-B inhibisyon aktivitesi gosteren yeni

tasarlanmis bilesiklere ait teorik olarak tahmin edilen degerler............ccooviiiiiiiiiicnnnnne. 89

Xiv



1.GIRIS
1.1. Giris ve Amag

Enzimler, canlilarda gergeklesen metabolik reaksiyonlarin pek ¢ogunu hizlandiran protein
yapisindaki biyolojik katalizorlerdir (Nelson ve Cox, 2005). Biyolojik sistemlerde endojen
ve ekzojen kaynakli faktorler sebebiyle siirekli olarak serbest radikaller ve diger oksijen
kokenli tiirler {retildiginden, canlilar bu faktdrlere maruz kalmayr onlemek veya
sinirlandirmak amaciyla kuvvetli, kompleks, enzimatik ve non-enzimatik antioksidan

savunma sistemleri gelistirmistir (Pektas, 2009).

Aerobik organizmalarda, hem aerobik solunum hem de substrat oksidasyonu sonucunda
meydana gelen Reaktif Oksijen Tiirleri (ROT), antioksidan enzim sistemleri araciligiyla
detoksifiye edilir. Siiperoksit anyonlar1 (O2), hidroksil radikalleri (HO.) ve hidrojen
peroksit (H,O;) bilesiginin de dahil oldugu ROT, disiik miktarlarda aerobik
organizmalarda i¢ ve dis uyaricilara kars1 sabit olarak tiretilirler. Diisiik konsantrasyonlarda
ROT, hiicre farklilagmasinda etkili olan hiicre i¢i sinyal iletimi, hiicre biiylimesinin
durmasi, apoptozis, gen ekspresyonu, iyon tasinmasi, bagisiklik sistemi ve
mikroorganizmalara kars1 anti-bakteriyel etki gibi pek ¢cok 6nemli biyokimyasal islemde
rol oynar. Ancak yliksek konsantrasyonlarda ya da yetersiz detoksifikasyonlarinda ROT,
protein, lipid, RNA, DNA ve karbonhidratlar gibi birgcok molekiiliin yapisin1 degistirerek
ciddi metabolik fonksiyon bozukluklarina ve biyolojik makromolekiillerin hasarma yol
acan oksidatif strese neden olur. Biyolojik makromolekiillerde meydana gelen hasar ve
oksidatif stres iyonik dengesizlik, mitokondiriyal bozukluklar ve hiicrenin oliimiiyle
sonuglanir (Canbay ve ark., 2003; Kostova ve ark., 2011). Antioksidan savunma
sistemlerinin en 6nemli 6zelligi, tim bilesenlerinin ROT’a kars1 bir sinerji olusturacak
sekilde gorev almasidir. Bu nedenle, antioksidan enzimler hiicre dengesinin

diizenlenmesinde hayati bir 6neme sahiptirler (Alak ve ark., 2011).

Modern tip hem hastaliklarin tedavisinde yeni secenekler arastirmakta hem de hastaliklar
Onleme asamasinda yogun c¢alismalar yapmaktadir. Bu dogrultuda serbest radikal
olusumunun ve bunu Onlemek iizere gelistirilen ilacglarin antioksidan aktivitesinin
belirlenmesi, hastaliklarla savasmak ve hastaliklara yakalanma riskini azaltmak iizere

antioksidan diyet uygulanmasi ve ila¢ kullanim1 agisindan 6nemli olmaktadir.



Viicudumuzda siiperoksit iireten sistemlerden bir tanesi de monoamin oksidaz enzimidir.
Monoamin oksidaz (EC-1.4.3.4, MAO) mitokondri zarinin disinda bulunan ve flavin-
adenozin-diniikleotid (FAD) igeren, biyolojik aminlerin oksidatif deaminasyonunu
katalizleyen bir enzimdir. MAO, 5-hidroksitiramin, (5-HT), norepinefrin (NE) ve
dopamin (DA) gibi norotransmitterlerin hem oksidasyonunda hem de hiicre igi
konsantrasyonunun diizenlenmesinde onemli rol oynar (Abdelhafez ve ark., 2013).
MAO’nun, anahtar konumunda bulunan nérotransmitterlerin metabolizmasinda yer almast,
MAO’yu nérolojik bozukluklarin tedavisinde farmakolojik miidahale i¢in 6nemli bir hedef
haline getirmistir (Van den Berg ve ark., 2007). MAO’nun, bir MAO-A digeri MAO-B
olmak {iizere iki fonksiyonel izoenzimi bulunmaktadir. Bunlardan MAO-A segici olarak

serotonin ve epinefrini oksitlerken, MAO-B dopamini oksitler (Shi ve ark., 2010).

MAO aktivitesinde meydana gelen asir1 artig oksidatif stres ile iligskilendirilmektedir. MAO
enziminin substrati ile etkilesimi doku ve ndronlarin dejenerasyonuna sebep olan amonyak,
hidrojen peroksit gibi toksik metabolitlerin olusumunu da beraberinde getirir (Chimenti ve
ark., 2010). Bilindigi gibi hidrojen peroksit reaktif oksijen tiirtidiir ve Fenton reaksiyonu
yolu ile hidroksil radikali (*OH) olusturabilir. (*OH) yiiksek reaktivitesinden Otiirii canli
hiicreler i¢in en tehlikeli radikal olup serebral iskemi, yaslanma, Alzheimer hastalig1 ve

Parkinson hastaliginda 6nemli bir rol oynamaktadir (Soto-Oteroai ve ark., 2001).

MAO-A ve MAO-B’nin inhibisyonu serotonin, epinefrin ve dopamin gibi aminlerin
yikimini engelleyerek anti-Parkinson ve anti-depresan etki saglar (Shi ve ark., 2010). (R)-
Deprenyl ve Rasagiline giiniimiizde kullanilan en etkin Parkinson ilaglar1 olup MAO-B’yi
geri doniisiimsiiz olarak inhibe etmektedirler. Bu sekilde inhibe edildiginde, MAO-B
proteininin de novo sentezi birkag haftayr bulmaktadir. Bu nedenle enzimin aktivitesinin
hizla yeniden yerine gelmesini saglayacak yeni geri doniigiimlii inhibitdrlerin bulunmasi
biiyilk 6nem kazanmaktadir (Legoabe ve ark., 2012). Norotransmitterlerin biyolojik yari
omrli, MAO inhibitorlerinin gelistirilmesi ile uzatilabilir. Dolayisiyla da tiim bu unsurlar
géz Onilinde bulundurularak yeni MAO inhibitorlerinin bulunmasi icin ¢ok yogun
arastirmalar yapilmaktadir. Yapilan caligmalar, dogal kumarinler ve kimyasal olarak
sentezlenmis olan kumarin analoglarinin MAQO inhibisyonunda gii¢lii aktivite
gosterdiklerini ortaya koymustur (Brithlmann ve ark., 2001; Matos ve ark., 2009).
Kumarinler, benzopironlar sinifinda yer alan antioksidan aktivite de dahil pek ¢ok farkli

farmakolojik 6zellikler gosteren bilesiklerdir (Borges ve ark., 2005).



Giiniimiizde var olan ilag molekiillerini daha spesifik hale getirme caligmalar1 ve yeni ilag
etken madde tasarimlari, ilag etki mekanizmalarimin da tamimlanmaya c¢alisildig
mekanistik yontemler kullanilarak yiiriitiilmektedir. Bu dogrultuda kimyasal bilesigin
hedeflenen yapiyla etkilesmesi sonucunda ortaya ¢ikan biyolojik yanitin temelini olusturan
farmakodinamik faktorlerin de etkili bir bicimde belirlenmesi gerekmektedir. Bu
faktorlerin kimyasal bilesigin 06zellikleri ile dogrudan iligkili oldugu g6z Oniinde
bulundurularak bilesigin yapisal nitelikleri ile biyolojik aktivitesi arasindaki iligkilerin
tanimlanmasi olduk¢a Onemlidir. Bu baglamda s6z konusu iliskilerin tespit edilerek
tamimlanmas: ~ Kantitatif ~ Yapi-Aktivite Iliskisi (KYAI) analizleri araciligiyla
gerceklestirilir. KYAI kimyasal bilesiklerin nicel olarak belirlenen molekiiler nitelikleri ile
gozlenen biyolojik aktivite degerleri arasindaki iliskilerin anlagilmasina yardimer olarak
yeni bilesiklerin etkili bir bigcimde tasarlanmasi ve/veya gelistirilmesine olanak tanir (Sener
ve Yalgin, 2002). Yeni ila¢c etken maddelerin tasarlanmasinda kullanilabilecek bir diger
yontemde dokingdir. Bir molekiiler modelleme yontemi olan doking, bir molekiiliin bagka
bir molekiil ile kararli bir kompleks olusturmasi sonucunda, atomlarin uzayda tercih
ettikleri pozisyonlarini tahmin etmek i¢in kullanilir (Thiriot ve ark., 2008). Bu yontem
genellikle hedef molekiillere (enzim) ilag olarak tasarlanan maddelerin (ligand)

baglanmalarimin dogasini incelemek i¢in kullanilir.
Biitiin bu bilgiler 1s181nda bu tez ¢alismasinda;

1. Yeni sentezlenmis ve antioksidan aktiviteleri Olclilmiis 37 adet kumarin
tirevinden olusan veri setini kullanarak, saglamligi gegerli istatistiksel
kriterlerle ispatlanmig matematiksel modeller gelistirmek ve kantitatif yapi-
aktivite iliskilerini (KYAI) tanimlamak,

2. Ayni kumarin tiirevlerinin MAO enzimleri ile etkilesimlerini doking metoduyla
inceleyerek secicilik ve etkinliklerini arastirmak,

3. Her iki ¢aligmadan elde edilecek sonuglari karsilagtirip degerlendirerek, ¢ift-etki
gbsterme potansiyeli olan bilesikleri belirlemek,

4. Olusturulan KYAI modellerini kullanarak yeni ¢ift-etkili kumarin tiirevleri
tasarlamak amaclanmustir.

Gelistirilen modeller gelecekte yeni monoamin oksidaz inhibitdrii olarak tasarlanabilecek
bilesiklerin biyolojik aktivite degerlerinin tahmin edilmesinde kullanilacagindan gerek

sentez gerek deneysel calismalar 6ncesinde ¢ok sayida bilesik arasindan rasyonel se¢imler



yapilmasma olanak saglayacaktir. Boylece gelistirilen KYAI modelleri ve doking
caligmalar1 aracilifiyla deneysel aktivite Olgiimleri sirasinda ortaya c¢ikacak emek, zaman

ve maddi kayiplar en aza indirilmis olacaktir.



1.2. Genel Bilgiler

1.2.1. Enzimler

Enzimler canlilarda gerceklesen biyolojik reaksiyonlarin pek ¢ogunu hizlandiran, katalitik
riboniikleik asit (RNA) molekiillerinin kiigiik bir grubu harig, protein yapisindaki biyolojik
katalizorlerdir. Hiicre igerisinde ger¢eklesen binlerce reaksiyonun hizini ve 6zgiilliigiinii
diizenleyen enzimler yalnizca canlilar tarafindan dogal olarak sentezlenirler. Hiicre
solunumu, fotosentez, sindirim olayi, biiylime, sinirlerdeki iletim, kas kasilmasi gibi
onemli fizyolojik olaylar ve cesitli metabolik reaksiyonlar sonucunda olusan organik
maddelerin hiicrelerdeki yapim ve yikim reaksiyonlari enzimlerin katalitik etkisi ile

miimkiin olmaktadir (Champe ve Harvey, 1997; Nelson ve Cox, 2005).

Biyolojik olarak uygun sartlarda, katalizlenmeyen tepkimeler yavas gerceklesme
egilimindedir. Enzimler ise aktivasyon enerjisini diisiirmek suretiyle séz konusu
reaksiyonlart 1limli kosullarda ¢ok daha hizli ve spesifik bir bi¢cimde katalizlerler.
Enzimlerin katalitik aktiviteleri, dogal protein konformasyonlarinin saglamligina baglidir.
Eger enzimler denatiire olur ve {giinciil yapilarini kaybedelerse enzimlerin katalitik

aktiviteleri de yok olur (Nelson ve Cox, 2005).

Substratlarina 6zgii olan enzimler genler tarafindan sifrelenirler. Dolayisiyla da kendilerine
0zgii bir amino asit dizilimine sahiptirler. Baz1 enzimler sadece proteinden olusurlar ve
aktivite gosterebilmek i¢in sahip olduklar1 amino asit kalintilar1 disinda baska kimyasal
gruplara gereksinim duymazlar. Baz1 enzimler ise aktivite gosterebilmek i¢in K, Ca*,
Fe*?, Mg*? ve Zn*? gibi kofaktdr olarak adlandirilan bir veya birden fazla metal iyonuna ya
da koenzim olarak adlandirilan kompleks organik ve metalloorganik molekiillere
gereksinim duyarlar. Bazi enzimler ise hem koenzime hem de bir veya birden fazla metal

iyonuna gereksinim duyarlar (Champe ve Harvey, 1997; Nelson ve Cox, 2005).

Metabolizmada gerceklesen reaksiyonlarin cogunda meydana gelen kimyasal degisiklikler
enzimlerin sadece amino asit zincirlerindeki fonksiyonel gruplar tarafindan yapilamaz. Bu
tiir reaksiyonlarin katalizlenmesinde enzimler, kofaktor veya koenzimlerle birlikte hareket
etmek zorundadir. Koenzimler ¢ogunlukla viicut i¢in gerekli organik besinlerden biri olan
vitaminlerden tiirerler. Her biri hiicre i¢inde 6zel bir fonksiyona sahip olan koenzimler
enzimin islevini yerine getirmesini saglayan ve enzimde asil is yapan kisimdir (Champe ve

Harvey, 1997; Bugg, 2004; Nelson ve Cox, 2005). Bu nedenle enzimlerin etki



mekanizmalarinin anlasilabilmesi i¢in Oncelikle enzimin, varsa enzim iizerindeki koenzim
gibi yardime1 gruplarin ve substratlarin yapisal 6zelliklerinin incelenmesi gereklidir. Bu tez
caligmasinda inhibisyon aktivitesi arastirilan monoamin oksidaz enzimi, koenzim olarak

flavin halkasina sahiptir.

1.2.1.1. Flavin Koenzimleri

Flavoproteinler, birgok redoks ve monooksijenasyon tepkimelerini katalizleyen ve koenzim
olarak flavin adenin diniikleotid (FAD) veya flavin mono niikleotid (FMN) kullanan
enzimlerdir. Riboflavin (B, vitamini) tiirevi olan FAD ve FMN fonksiyonel olarak es
koenzimlerdir (Sekil 1.1). Buna ragmen bazi enzimler bu koenzimlerden sadece birini
kullanirken bazi enzimler ise herhangi birini kullanirlar (Nelson ve Cox, 2005; Silverman
ve Holladay, 2014).

HsC
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Sekil 1.1 Riboflavin vitaminin yapisi

Flavinlerin yapisinda yer alan ve oldukga konjuge olan izoalloksazin trisiklik halka sistemi
miilkemmel bir elektron alicisidir. Bu yapr flavinlerin giiglii redoks 06zelliklerinden
sorumludur (Silverman ve Holladay, 2014). Katalitik fonsiyonel bélge olan izoalloksazin
halkasi, tersinir rediiksiyona ugramakla birlikte, indirgenmis substrattan bir veya iki
hidrojen atomu formunda bir veya iki elektron kabul etmektedir. Bu sekilde olusan
tamamen indirgenmis formlar FADH; ve FMNH; olarak kisaltilmaktadir (Sekil 1.2).
Tamamen oksitlenmis flavin niikleotiti ise sadece bir elektron kabul eder. Boylece

izoalloksazin halkasinin semikinon formu olusur ve bu yapit FADH ve FMNH olarak



kisaltilir. Flavoproteinler indirgendiklerinde ya da yiiksetgendiklerinde ana absorpsiyon
bandinda bir degisiklik meydana gelir. Bu degisiklik flavoproteinlerin katildigi
tepkimelerin analizinde kullanilabilir. Flavoproteinler bir ya da iki elektron transferi
yapabildikleri i¢in, bu smif proteinler piridin niikleotidi bagli dehidrojenazlara gore ¢ok
daha gesitli tepkimelere katilirlar (Nelson ve Cox, 2005).
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Flavin adenin diniikleotid (FAD) ve
Flavin mononiikleotid (FMIN)

Sekil 1.2. Indirgenmis ve oksitlenmis FAD ve FMN yapilari (Nelson ve Cox, 2005)

1.2.2. Enzim Inhibisyonu

Giliniimiizde karsilasilan bir¢ok hastalik, viicuttaki belli bir metabolitin eksikligi veya
fazlaligindan, yabanci bir organizmanin istilasindan ya da anormal hiicre biiylimesinden
kaynaklanmaktadir. Bu nedenle, viicut i¢in gerekli metabolitlerin seviyesi normal diizeye
getirilebilir ve yabanci organizma girisinin ya da anormal hiicre biiylimesinin Oniine
gecilebilirse s6z konusu hastaliklar da tedavi edilebilir (Silverman ve Holladay, 2014).
Bugiin kullanilmakta olan bircok ilag ve toksik ajan enzim inhibisyonu yoluyla hastaliklara

etki etmektedir (Stryer ve ark., 2012).

Katalitik enzim reaksiyonun yavaslatan veya durduran molekiiler ajanlara enzim
inhibitorii, gergeklesen bu olaya da enzim inhibisyonu denir. Enzimler hemen hemen biitiin
hiicresel siirecleri katalizledikleri i¢in enzim inhibitorleri bilinen en 6nemli farmakolojik

ajanlardir (Nelson ve Cox, 2005). Enzimleri inaktivite etmek i¢in kullanilan bu ajanlarin



viicutta gerceklesen diger enzimatik reaksiyonlar etkilememesi ve organizma ig¢in zararl
yan iriinler olusturmamasi son derece onemlidir. Bu nedenle bazi metabolik yollarin
tanimlanmasinda, enzim mekanizmasinin aydinlatilmasinda 6zellikle de katalizde kilit rol
oynayan amino asitlerin tespit edilmesinde enzim inhibisyon ¢aligmalari 6nemli yer tutar

(Nelson ve Cox, 2005; Stryer ve ark., 2012).

Enzim inhibisyonu geri doniistimlii inhibisyon ve geri doniisiimsiiz inhibisyon olmak iizere

ikiye ayrilir. (Stryer ve ark., 2012).

1.2.2.1. Geri Doniisiimsiiz (Irreversibl) Enzim inhibisyonu

Geri doniisiimsiiz inhibisyonda, inhibitorler enzime kovalent ya da kovalent olmayan
etkilesimlerle ¢ok siki bir sekilde baglanarak genellikle enzimin aktivitesi i¢in gerekli olan
fonksiyonel grupla kararli kompleksler olustururlar (Nelson ve Cox, 2005; Stryer ve ark.,

2012). Boylece enzimlerin substratla etkilesmesini engellerler.

Intihar inhibitorleri geri doniisiimsiiz inhibitdrlerin 6zel bir smifidir. Bu bilesikler enzimin
aktif bolgesine baglanincaya kadar goreceli olarak inaktiftirler. Genellikle normal enzim
tepkimesinin ilk birka¢ basamagini gerceklestirmek iizere tasarlanan intihar inhibitorleri,
normal iriine dontstiiriilmek yerine enzime geri-doniisiimsiiz baglanan ¢ok reaktif bir

bilesige doniistiirtiliirler (Nelson ve Cox, 2005).

Katalitik mekanizmada yer alabilen substrat analoglari olan intihar inhibitérleri, katalitik
merkeze kovalent bir bagla baglanarak enzimi bloklar. Burada kovalent baglanma enzimin
kendisi tarafindan baslatilip sonlandirildigi i¢in bu bilesiklere intihar inhibitorleri denir. Bu
bilesikler ayrica enzimi inaktiflestirmek i¢in normal enzim tepkime mekanizmalarini
kullandiklar1 i¢in mekanizma bazli inaktivatorler olarak da isimlendirilirler (Stryer ve ark.,
2012).

Intihar inhibitérleri, bilinen substratlar ve tepkime mekanizmalarindan yola ¢ikilarak yeni
farmokolojik ajanlarin elde edilmesinde 6nemli bir yere sahip olan rasyonel ilag
tasarimlarida merkezi bir rol oynar. Ornegin, monoamin oksidaz enzimi dopamin ve
serotonin gibi norotranmitter aminlerin deaminasyonunu katalizleyerek bu aminlerin
beyindeki seviyelerinin digiiriilmesini saglar. Parkinson hastalifi beyindeki dopamin
seviyesi, depresyon ise beyindeki serotonin seviyesi ile iligkili olan bir rahatsizhiktir. Iste
Parkinson hastaligi ve depresyonun tedavisinde kullanilan bir ilag olan (-) deprenil,

monoamin oksidazin intihar inhibitdriidiir (Nelson ve Cox, 2005; Stryer ve ark., 2012).



Iyi tasarlanmus bir intihar inhibitorii tek bir enzime 6zgiidiir ve enzimin aktif bdlgesi i¢inde
yer alana kadar da reaktif degildir. Bu nedenle, bu yaklasimi temel alarak tasarlanan ilaglar
diger ilaglara gore daha az yan etki gosterme iistiinliigiine sahip olabilirler (Nelson ve Cox,

2005).
1.2.2.2. Geri Déniisiimlii (Reversibl) Enzim Inhibisyonu

Geri doniisiimlii enzim inhibisyonunda, inhibitér enzime genellikle kovalent olmayan
etkilesimlerle baglanir. Bu nedenle olusan enzim-inhibitér kompleksinin ayrilmasi daha
hizli gergeklesir ve enzim inhibitoriin 6zelliklerine bagli olarak zamanla yeniden

aktivitesini kazanir (Stryer ve ark., 2012; Silverman ve Holladay, 2014).

Geri doniisiimlii enzim inhibisyonu; enzim aktivitesine olan etkileri, mekanizmalar1 ve
29 C¢ 99 ¢¢

reaksiyon kinetigi agisindan “yarigmali”, “yar1 yarismali”, “yarismasiz” ve “karisik” olmak

izere dorde ayrilir.

Yarismali (Kompetitif) inhibisyonda, substratla benzer kimyasal yapiya sahip olan
inhibitdr serbest enzimin aktif bolgesine baglanarak enzimi inhibe eder ve substratin
enzime baglanmasini engeller. Bu tiir inhibisyonda, inhibitor enzimin aktif bolgesine
baglanmak icin substratla yaris halindedir. Bu nedenle inhibisyonda belirleyici olan
ortamdaki substrat ve inhibitér konsantrasyonudur. Inhibitér enzime geri déniisiimlii
baglandig1 i¢in, yaris daha fazla substrat eklemek suretiyle substrat lehine kaydirilabilir ve
inhibisyon orani azaltilabilir. Yarismali inhibitorler genellikle ila¢ olarak kullanilirlar

(Stryer ve ark., 2012; Silverman ve Holladay, 2014).

Yar1 yarigsmali (Un-kompetitif) inhibisyonda, inhibit6r sadece enzim-substrat kompleksine
baglanarak enzim kataliz reaksiyonu inaktive eder. Bu tiir inhibisyonda inhibitér ya
substratin baglanmasi ile yapisal degisime ugrayan enzimde ortaya ¢ikan bir bolgeye
baglanir ya da enzime baglanmis substrata dogrudan baglanarak aktiviteyi engeller (Stryer

ve ark., 2012).

Yarigsmasiz (Non-kompetitif) inhibisyonda, inhibitor serbest enzime ya da enzim-substrat
kompleksine enzimin aktif bolgesi disindaki baska bir bolgesinden baglanarak enzimi
inaktive eder. Yarigmasiz inhibisyon, yarismali inhibisyonda oldugu gibi substrat

konsantrasyonu arttirilarak 6nlenemez (Stryer ve ark., 2012).



Bazen inhibitér hem serbest enzime hem de enzim-substrat kompleksine ayni anda
baglanir. Bu durumda elde edilen kinetik veriler yarigmali veya yarismasiz olarak net bir
sekilde kategorize edilemeyebilir. Bu tiir inhibisyona “karigik inhibisyon™ adi verilir. Bu
durum ile enzim substrat inhibitor kompleksi kataliz islemine ¢ok yavas giriyorsa veya
inhibitér hem turnover katsayisini (kca) Ve hem de Michaelis sabitinin (Ky,) her ikisini

birden degistiriyor ise karsilasilir (Biswanger, 2008).

1.2.3. Monoamin Oksidaz (MAOQO)

Monoamin oksidaz (EC-1.4.3.4, MAO) flavin-adenozin-diniikleotid (FAD) igeren, néronal,
glial ve pek cok farkli hiicrenin mitokondri zarinin disinda yer alan bir enzimdir
(Abdelhafez ve ark., 2013). MAO, serotonin (5-hidroksitiramin, 5-HT), dopamin (DA),
adrenalin (A), noradrenalin (NA) ve norepinefrin (NE) gibi norotransmitterlerin
oksidasyonunda ve hiicre i¢i konsantrasyonunun diizenlenmesinde 6nemli bir rol oynar
(Matos ve ark., 2012; Abdelhafez ve ark., 2013). Ayrica hormonlarin, diyet aminlerin (p-
tiramin) ve 1-metil-4-fenil-1,2,3,6-tetrahidropiridin (MPTP) gibi potansiyel olarak toksik

eksojen aminlerin metabolizmasinda da yer alir (Carradori ve ark., 2014).

MAO’nun oksidatif deaminasyonundan sorumlu oldugu biyolojik aminlerin,
metabolizmada canlilik, sicaklik diizeni, yeme davranislari, saldirganlik, cinsellik, uyku ve
hipofizin diizenlenmesi gibi temel islevleri bulunmaktadir. MAO enzimi MAO-A ve
MAO-B olarak adlandirilan, farkli genlerden sentezlenen ve yaklagik olarak % 70 oraninda
benzer amino asit dizilimine sahip olan iki fonksiyonel izoenzime sahiptir. (Edmondson ve
ark., 2009). Bu izoenzimlerden MAO-A daha ¢ok plesanta, karaciger ve bagirsak
ceperlerinde yer alir. MAO-B ise insan beyninde ve trombositlerde baskin olan izoformdur

(Helguera ve ark., 2012; Pisani ve ark., 2013).
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(a) (b)
Sekil 1.3. (a) MAO-A (2Z5X) (b) MAO-B (2XFN) enzim kristal yapilar1 (Enzimlere ait

goriintiiler Discovery Studio 4.1 programi kullanilarak elde edilmistir.)

1.2.3.1 Monoamin Oksidaz A ve B lizoenzimlerinin islevleri ve Karakteristik

Ozellikleri

MAO’nun fonksiyonel izoenzimleri olan MAO-A ve MAO-B amino asit dizilimleri,
dokulardaki dagilimlari, immiinolojik Ozellikleri, substrat tercihleri ve inhibitor
seciciliklerindeki farkliliklar ile birbirinden ayrilirlar (Abdelhafez ve ark., 2013). Bu
izozimlerden MAO-A segici olarak serotonin, epinefrin ve norepinefrini oksitler ve selektif
olarak klorgilin tarafindan inhibe edilir. MAO-B ise segici olarak benzilamin ve -
fenetilamini metabolize eder ve selektif olarak selejilin ve rasajilin tarafindan inhibe edilir
(Matos ve ark., 2012; Abdelhafez ve ark., 2013). Dopamin ve tiramin ise her iki izoenzim
icin ortak substrattir. Fakat insan beynindeki dopamin tercthen MAO-B tarafindan
oksitlenir (Matos ve ark., 2012; Naoi ve ark., 2016). Depresyon durumunda beyindeki
noradrenalin ve serotonin miktar1 onemli derecede azalir. Parkinson hastaliginda ise
beyindeki dopamin miktar1 6nemli derecede azalir. Bu nedenle MAO-A ve MAO-B’nin
inhibisyonu bu aminlerin yikimimi engelleyerek anti-depresan ve anti-Parkinson etki saglar
(Shi ve ark., 2010).

MAO-A ve MAO-B izozimleri kristal yapilar1 bakimindan da farkliliklar gosterirler. Insan
MAO-B’si ve sigan MAO-A’s1 dimer olarak kristallenirken, insan MAQO-A’s1 monomer
olarak kristallenir (Sekil 1.3). Kristal yapilarda goriilen bu farklilik, sigan MAO-A’sinin
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151 nolu pozisyonunda yer alan glutamik asitin yerine insan MAO-A’sinda lizin amino
asidinin bulunmasindan kaynaklanir. insan MAO-B’si ve sican MAO-A’smin dimer ara
yiizeyinde yer alan glumatik asitin yerine insan MAO-A’sinda lizin amino asidinin
bulunmasi insan MAO-A’smnin monomer halinde kristallenmesiyle sonug¢lanmigtir
(Youdim ve ark., 2006). Yaklasik olarak % 92 oraninda benzer amino asit dizilimine sahip
olan insan ve sigan MAO-A’sinin aktif bolge yapisi konformasyon ve hacim agisindan
farkliliklar gosterir (Edmonson ve ark., 2004; De Colibus ve ark., 2005). Oldukga
hidrofobik tek bir substrat baglanma bdlgesi iceren MAO-A’nin aktif bolgesinin hacmi,
sican MAO-A’sinda 450 A% iken insan MAO-A’sinda 550 A%tiir. 550 A% liik hacme sahip
olan insan MAO-A’smin aktif bolgesi kisa ve genis bir substrat bosluguna sahiptir.
Yaklasik olarak 700 A% liik bir hacme sahip olan insan MAO B’sinin aktif bolgesi ise dar
ve uzun bir substrat bosluguna sahiptir (Youdim vd., 2006). Aktif bolge iizerinde yapilan
caligmalar substratin MAO-A’nin aktif bolgesinde MAO-B’nin aktif bolgesine kiyasla
daha rahat donebildigini gostermistir (Edmondson ve ark., 2007). Dolayisiyla da bu
farkliligin MAO-A ve MAO-B’nin substrat ve inhibitér se¢iminde de etkili oldugu

distiniilmektedir.

Insan MAO-A ve MAO-B’sinin aktif bolgesinde 20 adet amino asit bulunmaktadir. MAO-
A’nin aktif bolgesinde yer alan amino asitler Tyr-69, GIn-74, Val-91, Val-93, Leu-97, lle-
180, Asn-181, lle-207, Phe-208, Ser-209, Val-210, Glu-216, Cys-323, lle-325, 1le-335,
Leu-337, Met-350, Phe-352, Tyr-407, Tyr-444’tiir. MAO-B’nin aktif bélgesinde yer alan
amino asitler ise Tyr-60, GIn-65, Val-82, Glu-84, Leu-88, Leu-171, Cys-172, lle-198, lle-
199, Ser-200, Thr-201, Glu-207, Thr-314, 1le-316, Tyr-326, Leu-328, Met-341, Phe-343,
Tyr-398 ve Tyr-435tir. Her iki izoenzimde aktif bolgeyi olusturan bu amino asitlerden

sadece 7 tanesi farklilik géstermektedir (Edmonson ve ark., 2004).

Y407 e
—>>—oH Sy
Substrat Bogliugu ‘ Giris Boslutiu
—C>—oH —on
Yaa4 ~ 550 A3 vess  ~400A% ~200 A3
e N |< >
\ ~135A | ~20A
(a) (b)

Sekil 1.4. (a) MAO-A ve (b) MAO-B’nin aktif bolge bosluklarindaki farkliliklar (Tiirkkan,
2013)
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Insan MAO-A’smin hidrofobik aktif bdlgesi tek bir bosluktan olusurken; insan MAO-
B’sinin aktif bolgesi birbirine komsu yaklasik 300 A®1luk bir giris boslugu ile yaklasik 400
A®luk substrat boslugu olmak iizere iki ayri bosluktan olusmaktadir. Flavin koenziminin
onilinde yer alan substrat boslugu (substrat baglama bolgesi) MAO-A’da oldugu gibi giris
bosluguna zit yondedir. Diiz bir yapiya sahip olan substrat boslugu bu bolgede yer alan
Lizin 171 (Lys-171), Tirozin 188 (Tyr-188), Tirozin 326 (Tyr-326) ve Fenilalanin 343
(Phe-343) gibi aromatik ve alifatik amino asitlerden dolay1 hidrofobik 6zelliktedir. Giris
boslugu da bu bolge de yer alan amino asitler nedeniyle hidrofobik 6zellik gosterir (Sekil
1.4). Substrat boslugu ile giris boslugu arasinda Isoldsin 199 amino asidi (Ile-199) yer alir.
[le-199 bu iki bosluk arasinda kapi gorevi goriir ve gelen substrat ya da inhibitére gore bu
kap1 acilir ve kapanir. insan MAO-A’sinda Ile-199°a karsilik gelen amino asit Phe-208
olup s6z konusu amino asidin bdyle bir iglevi yoktur. Bu nedenle kap1 gorevi goren lle-
199, MAO-B’nin inhibitor seciciliginde énemli bir yere sahiptir (Hubalek ve ark., 2005).
MAO-A ve MAO-B izozimleri arasinda goriilen bir diger onemli farklilik da MAO-B’nin
aktif bolgesinde yer alan Tyr-326 amino asididir. MAO-B’deki aktif bdlgenin ikiye
ayrilmasindan dolayli olarak sorumlu olan Tyr-326 amino asidi, MAO-A’da aym
pozisyona karsilik gelen ile-335 amino asidine gore yapisi nedeniyle daha smirlayici bir
etki gosterir. Dolayisiyla da biitiin bu faktorler goz 6niine alindiginda MAO-A da yer alan
Phe-208/1le-335 amino asit ¢ifti ile MAO-B de yer alan I1le-199/Tyr-326 amino asit ¢iftinin
bu iki izoenzimin inhibitor ve substrat segimleri arasindaki farklikta temel belirleyici neden

oldugu goriilmektedir (Binda ve ark., 2003; Edmonson ve ark., 2009).

1.2.3.2 Aromatik Kafes

MAO’ nun aktif bolgesinde yer alan ve enzime kovalent bagla bagl olan FAD (Flavin
Adenin Diniikleotid) oksidasyon reaksiyonunun gerceklesmesini saglayan koenzimdir
(Sekil 1.5). Her iki izoenzimde FAD, 8-a pozisyonundan enzimin yan gruplarina baghdir.
Bu yan gruplar MAO-A enziminde Cys-406, MAO-B enziminde ise Cys-397° dir
(Edmonson ve ark., 2004).
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Sekil 1.5. MAO’nun aktif bolgesindeki FAD’1n yap1 formiilii

Her iki enzimde de substratin flavine yaklastig1 6n bolgede birbirine yaklasik olarak paralel
ve flavininin re yliziine yaklagik olarak dik pozisyonda bulunan iki tirozin halkasi
bulunmaktadir. Aralarinda yaklasik olarak 7.8A mesafe bulunan iki tirozin amino asidi
tarafindan olusturulan bu yap1 aromatik kafes olarak adlandirilir (Sekil 1.6). MAO-A da
aromatik kafesi olusturan amino asitler Tyr-407/Tyr-444, MAO-B de aromatik kafesi
olusturan amino asitler Tyr-398/Tyr435’dir (Youdim ve ark., 2006).

(@) (b)

Sekil 1.6. MAO-A ve MAO-B izozimlerinin aktif bdlge bosluklart ve aromatik kafes
(Edmondson ve ark., 2007)
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Aromatik kafes, MAO tarafindan ger¢eklestirilen oksidasyon reaksiyonlarinda 6nemli bir
rol oynar. Ciinkii substrat ve inhibitorler flavin halkasina ulasabilmek ic¢in bu iki fenolik
tirozin halkasinin arasindan ge¢gmek zorundadir (Edmonson ve ark., 2004). Aromatik
kafesin fonksiyonu belirlemek amaciyla yapilan caligmalarda aromatik kafesin amin
substratin1 polarize hale getirerek polar niikleofilik mekanizma i¢in daha etkili bir
niikleofile doniistiirdiigli ileri siiriilmektedir. Ayrica aromatik kafesin amin substratinin,
flavin halkasinda reaksiyona girecegi pozisyona kadar reaksiyon yolunun belirlenmesinde
de rol oynadig: literatiirdeki ¢calisma sonuglari arasindadir (Edmonson ve ark., 2007; Erdem

ve ark., 2001, 2006, 2011; Akyiiz ve ark., 2007).

1.2.3.3. Monoamin Oksidaz inhibitorleri

Monoamin oksidaz (MAQO) hormonlarin, ndrotransmitter aminlerin, diyet aminlerin ve
toksik eksojen aminlerin oksidasyonunda ve  hiicre i¢i konsantrasyonunun
diizenlenmesinde rol oynayan O6nemli bir enzimdir (Matos ve ark., 2012; Abdelhafez ve
ark., 2013; Carradori ve ark., 2014). MAO’nun, oOzellikle anahtar konumundaki
ndrotransmitterlerin metabolizmasinda yer almasi, MAO’yu ndrolojik bozukluklarin
tedavisinde farmakolojik miidahale i¢in 6nemli bir hedef haline getirmistir (Van den Berg

ve ark., 2007).

1950°1i yillarda monoamin oksidaz inhibitorlerinin antioksidan 6zelliklerinin kesfedilmesi
depresyon tedavisinde umut verici bir gelisme olmustur. Ancak klinik olarak uygulamaya
sokulan MAO inhibitorlerinin hepatoksisite, ortostatik hipotansiyon ve “peynir etkisi”
olarak adlandirilan ve tiramin iceren yiyeceklerle birlikte alindiginda ortaya c¢ikan
hipertansif kriz gibi yan etkilere sahip olduklar1 goriilmiistiir. Segici olmayan ve geri
doniislimsiiz enzim inhibisyonu ile iliskili oldugu disiiniilen bu durum yeni monoamin
oksidaz inhibitorlerinin bulunmasint gerekli kilmistir (Abdelhafez ve ark., 2013). Buna
ilaveten giiniimiizde en etkin Parkinson ilaglari olarak kullanilan (R)-deprenil ve rasajilin
de MAO-B’yi geri doniisiimsiiz olarak inhibe etmektedirler. Bu sekilde inhibe edildiginde,
MAO-B proteininin de novo sentezi birka¢ haftayr bulmaktadir. Bu nedenle inhibitor
seviyesi azaldiginda enzimin aktivitesinin hizla tekrar yerine gelmesini saglayacak yeni
geri doniisiimlii inhibitorlerin bulunmasi biliylik 6nem kazanmaktadir (Legoabe ve ark.,
2012). Biitiin bu unsurlar goz Oniinde alinarak hem secici hem de geri doniisiimlii
inhibisyon yapan yeni MAO inhibitdrlerinin bulunmasi i¢in ¢ok yogun arastirmalar

yapilmaktadir.
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Giliniimiizde kullanilan MAO inhibitorleri enzimle etkilesim sekillerine gore geri
dontistimlii (reversible) ve geri doniisiimsiiz (irreversible) MAO inhibitorleri olmak {izere

iki grupta incelenebilirler.

1.2.3.3.1. Geri Déniisiimsiiz MAO Inhibitorleri

Geri doniistimsiiz MAO inhibitorleri, substrat gibi davranarak enzimin yapisinda yer alan
flavin koenziminin N5 atomuna baglanir. Inhibisyon reaksiyonunun ilk asamasinda
inhibitér enzim oksidasyon reaksiyonun bir sonucu olarak ara iiriine doniistiiriiliir. Olusan
reaktif ara iriin flavin grubuna kovalent olarak baglanir ve yapisindaki amin grubunu

serbest azot i¢eren bir metabolit olarak serbest birakir (Finberg, 2014).

Geri doniisiimsiiz inhibisyonda diisiik dozdaki inhibitér bile enzimi tamamiyle inhibe
edebilir. Buna bagli olarak enzim aktivitesini zamana bagl olarak cok yavas bir sekilde
geri kazanir. Bu nedenle geri doniisiimsiiz inhibisyonun dogas1 geregi katalitik aktivitenin

geri kazanilmasi enzimin tekrar in vivo sentezlenmesine baglidir (Finberg, 2014).
Geri doniisiimsiiz MAO inhibitorleri 4 ana kimyasal grupta incelenebilir. Bunlar;

1. Hidrazin Tirevleri: Fenelzin (B-feniletilhidrazin)

2. Siklopropilamin Tiirevleri: Tranilkipromin

3. Proparjilamin Tiirevleri: Klorjilin, rasajilin, selejilin

4. Allilamin Tirevleridir
Hidrazin tiirevi MAO inhibitérleri bilinen ilk MAO inhibitorleridir. Bu sinifta yer alan ve
anti-tiiberkiiloz ilact olarak kullanilan izoniazidin kimyasal modifikasyonu sonucunda
tesadiifen kesfedilen iproniazid tedavide kullanilan ilk modern antidepresan ilactir. Daha
sonra bu yapiy1 tasiyan fenelzin (Nardil), [sokarboksazid (Marplan) ve Nialamid (Niamid)
gibi ¢esitli antidepresanlar gelistirilmistir. Fakat gelistirilen bu antidepresanlarin MAO
izozimlerine kars1 ¢cok az segici olduklar1 ya da hi¢ segici olmadiklar1 goriilmiistiir. Ayrica
s0z konusu antidepresanlarin, tiramin gibi diyet aminlerin kan basincini arttirici etkisini
giiclendirme ve karaciger hasar1 gibi yan etkilere sebep olduklar1 gériilmiis ve bu nedenle
kullanimlar1 kisitlanmistir. Bununla birlikte segici, yan etkileri azaltilmis ve etkinlikleri
kesin olarak bilinen tedavi edici nitelikte yeni Oncii bilesiklerin tasarlanabilecegi
diisiiniildiigli i¢in hidrazin tiirevleri tizerindeki ¢alismalar devam etmektedir (Cesura ve

Pletscher, 1992; Finberg, 2014).
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Depresyonun klinik tedavisinde kullanilmak tizere MAO inhibitorii olarak gelistirilen ve
giinlimiizde kullanimda olan tek siklopropilamin tiirevi inhibitor tranilkipromindir.
Tranilkipromin her iki MAO izoformu i¢in de oldukg¢a hizli aktivite gdsteren son derece
etkili geri doniisiimii olmayan bir inhibitordiir. Fakat sec¢ici olmamasit ve “peynir etkisi”
olarak adlandirilan ve tiramin iceren yiyeceklerle birlikte alindiginda ortaya c¢ikan
hipertansif krize neden olmasi nedeniyle bugiin cogunlukla kullanilmamaktadir (Finberg,

2014).

Proparjilamin (asetilenik) tiirevleri, en yaygin olarak ¢alisilan geri doniisiimsiiz MAO
inhibitorleridir. Gelistirilen ilk proparjilamin (asetilenik) tiirevi bilesik olan parjilin (N-
benzil-N-metil-proparjilamin) zayif antidepresan etkiye sahip olup tercihen MAO-B’ yi
inhibe etmektedir. Bir siire antihipertansif ilag olarak da kullanilan parjilin artik
giinlimiizde kullanilmamaktadir. Parjilinin ardindan gelistirilen diger proparjilamin
(asetilenik) tiirevi bilesikler klorjilin, rasajilin ve selejilindir. Antidepresan ve
antianksiyetik  etkiye sahip  klorgilin  [N-metil-N-proparjil-3-(2,4-diklorofenoksi)—
propilamin] gelistirilen ilk segici ve geri donilisiimsiiz MAO-A inhibitoriidiir. Rasajilin ve
selejilin (L-deprenil) ise anti-Parkinson etkiye sahip segici ve geri doniisiimsiiz MAO-B
inhibitorleridir. MAO enzimini segici olarak inhibe etme yetenegine sahip olmalaria
ragmen bu ilaglarin serotonin sendromu, bas donmesi, bulanik gérme, sersemlik gibi
santral sinir sistemi yan etkilerinin olmasi, enzimin aktif bodlgesine kovalent olarak
baglanarak geri doniislimsiiz inhibisyon yapmasi, yiiksek dozlarda ve tekrar eden
uygulamalarda selektivite kayiplari gibi nedenler tedavideki kullanimlarinda onemli

kisitlamalara neden olmustur (Cesura ve Pletscher, 1992; Finberg, 2014).

1.2.3.3.2. Geri Doniisiimlii MAO Inhibitorleri

Geri doniisiimsiiz MAO inhibitdrlerinin ¢esitli yan etkilere sahip olmasi arastirmacilari
yeni, segici ve geri doniisiimliit MAO inhibitorleri gelistirmeye yoneltmistir. Bu dogrultuda
yapilan calismalar sonucunda gelistirilen geri doniisiimlii inhibitorlerde, geri doniisiimsiiz
inhibitorlerde gozlenen, tiramin potansiyalizasyonu (etki gliglenmesi), “peynir etkisi” adi
verilen ve inhibitorlerle birlikte almman peynir gibi fermante yiyeceklerin MAO
inhibitorleriyle etkilesip hipertansiyona neden olan kiimiilatif etki ve tekrar eden
uygulamalarda gozlenen selektivite kayiplart gibi yan etkilerin dnlenebildigi gozlenmistir.
Dolayisiyla geri doniisimli MAO inhibitorleri son yillarda yeni jenerasyon MAO

inhibitorleri olarak 6nem kazanmistir (Aydin, 2011).
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Geri doniisiimliic MAO inhibitorleri, enzime genellikle kovalent olmayan etkilesimlerle
baglanir. Béylece olusan enzim-inhibitér kompleksinin ayrilmasi daha hizli gergeklesir ve
enzim inhibitoriin Ozelliklerine bagli olarak aktivitesini zamanla yeniden kazanir.
Gliniimiizde segici ve geri doniistimlii olarak MAO-A’y1 inhibe ettigi bilinen bilesikler
moklobemid, simoksaton, brofaromin ve befloksaton; segici ve geri doniisiimlii olarak
MAO-B’yi inhibe ettigi bilinen bilesikler ise safinamid ve lazabemiddir (Cesura ve
Pletscher, 1992; Bolasco ve ark, 2010; Finberg, 2014).

1.2.4. Serbest Radikaller ve Oksidatif Stres

Serbest radikaller ve diger reaktif oksijen tiirleri, insan viicudunda normal hiicresel
metabolik siirecler sirasinda ya da ¢esitli dis etkenler araciligi ile siirekli olarak meydana
gelmektedir. Serbest radikaller bir veya daha fazla sayida eslesmemis elektrona sahip atom,
molekiil veya iyon halinde bulunabilen, diger molekiillere ve kimyasal reaksiyonlara kars1
oldukca reaktif taneciklerdir. Biyolojik sistemlerdeki serbest radikaller genellikle oksijen,
azot ve kiikiirt iceren molekiillerden iretilirler. Bu sekilde iiretilen serbest radikaller,
reaktif oksijen tiirleri (ROT), reaktif azot tiirleri (RNT) ve reaktif kiikiirt tiirleri (RST)
olarak adlandirilan molekiil gruplarina ayrilirlar. Reaktif oksijen tiirleri (ROT), siiper oksit
anyonu, hidroksil radikali, perhidroksil radikali, singlet oksijen, nitrik oksit, peroksinitrit
ve hipoklordz asit gibi taneciklerden meydana gelir. Reaktif azot tiirleri (RNT) nitrik
oksitten tiiretilir. Reaktif kiikiirt tiirleri (RST) ise reaktif oksijen tiirlerinin (ROT)

gerceklestirdigi reaksiyonlar aracilifiyla tiollerden iiretilirler (Kostova ve ark., 2011).

Diisiik konsantrasyonlarda ROT, hiicre farklilagmasinda etkili olan hiicre i¢i sinyal iletimi,
hiicre biliylimesinin durmasi, apoptozis, gen ekspresyonu, iyon tasinmasi, bagisiklik sistemi
faaliyetleri ve mikroorganizmalara karsi antibakteriyel etki gibi pek ¢ok Onemli
biyokimyasal islemde rol oynar. Ancak yiiksek konsantrasyonlarda olmas1 ya da yetersiz
detoksifikasyona ugramasi sonucunda ROT; DNA, RNA, protein, lipid ve karbonhidrat
gibi bircok molekiiliin yapisin1 degistirerek ciddi metabolik fonksiyon bozukluklarina ve
biyolojik makromolekiillerin hasarina yol agan oksidatif strese neden olur. Metabolik
fonksiyon bozukluklart ve oksidatif stres iyonik dengesizliklere, mitokondriyal
bozukluklara ve en sonunda hiicrenin 6liimiine yol agar (Canbay ve ark., 2003; Kostova ve

ark., 2011).

Organizmada serbest radikallerin ve ROT’un olusum hizi ile bu maddelerin metabolize

edilme hiz1 bir denge igerisindedir. Bu durum oksidatif denge olarak adlandirilir. Oksidatif
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denge saglandigt miiddet¢e organizma, serbest radikallerden ve ROT’tan
etkilenmemektedir. Ancak serbest radikallerin ve ROT un olusum hizinda meydana gelen
artma ya da ortadan kaldirilma hizinda meydana gelen diisme bu dengenin bozulmasina
neden olur. “Oksidatif stres” olarak isimlendirilen bu durum serbest radikal olusumu ile
antioksidan savunma mekanizmasi arasindaki mevcut dengenin kaybini ifade eder ve doku

hasari ile sonuglanir (Altan ve ark., 2006).

Serbest radikallerin ve ROT un tiiretilmesi ile siipiiriilmesi arasindaki denge agir metaller,
radyasyon, asir1 1s1, besin yetersizligi, hava kirliligi, tuzluluk, kuraklik, patojen saldirilar
gibi ¢ok cesitli biyotik ve abiyotik faktdrlerden etkilenir. Bu faktorlere ilaveten
yaslanmayla birlikte hiicresel homeostatik sistem de giderek artan bir sekilde etkinligini
kaybeder. Bu durum da hiicreleri oksidatif hasara karsi daha savunmasiz hale getirerek
canlilar i¢in hayati 6nemi olan makromolekiillerde geri doniisiim olan veya geri doniistimii
olmayan hasarlara yol acar (Gill ve Tuteja, 2010; Valle, 2011). ROT un bir dayatmasi
sonucunda olusan oksidatif stres kalp-damar hastaliklari, hipertansiyon, thrombosis,
kanser, diyabet, yaslanma, Alzheimer ve Parkinson hastaligi gibi bir¢ok kronik ve

norodejeneratif hastaliga neden olur (Fu ve ark., 2011, Mladenovi¢ ve ark., 2011).

1.2.5. Antioksidan Savunma Sistemleri

ROT’larn iiretimini ve bunlarin hiicrelerde meydana getirdigi hasar1 6nlemek amaciyla
viicutta “antioksidan savunma sistemleri” olarak bilinen gesitli savunma mekanizmalari

gelistirilmistir (Altan ve ark., 2006).

Antioksidan savunma sistemlerinde yer alan molekiiller endojen ve eksojen kaynakli
yapilar olup, oksidan molekiillerin sebep oldugu hasar1 gerek hiicre ici gerek de hiicre dis1
savunma mekanizmalartyla etkisiz hale getirirler (Altan ve ark., 2006). Antioksidanlar,
enzimatik antioksidanlar ve enzimatik olmayan antioksidanlar olmak iizere iki ana grup
altinda toplanirlar. Enzimler ve enzim kofaktorleri gibi bazi antioksidanlar viicutta
iretilirken, enzimatik olmayan antioksidanlarin bircogu besinler araciligiyla disaridan
alinir. Siiperoksit dismutaz (SOD), glutatyon-S-transferaz (GST), glutatyon peroksidaz
(GPx), glutatyon rediiktaz (GR), katalaz (CAT) ve sitokrom oksidaz gibi enzimler
enzimatik antioksidanlara 6rnek olarak verilebilir. Cinko, bakir ve selenyum gibi c¢esitli
elementler de bu enzimlerin fonksiyonlarini yerine getirebilmesi i¢in gereklidir. Enzimatik

olmayan eksojen kaynakl1 antioksidanlara 6rnek olarak flavonoidler ve fenolik asitlerin yer
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aldig1 polifenoller, vitaminler, mineraller, karotenoidler ve organosilfiir bilesikleri

verilebilir (Altan ve ark., 2006; Ratnam ve ark., 2006).

Kumarinler genis bir biyolojik aktivite alanina sahip lakton tiirevi bilesiklerdir. Kumarinler
de birer antioksidan gibi davranarak canli hiicrelerde hem reaktif oksijen tiirlerinin
olusumunun kontrol altina alinmasinda hem de olusan reaktif oksijen tiirlerinin
stipiiriilmesinde rol alarak serbest radikallerin yol actig1 oksidatif hasari kontrol altina

alirlar (Traykova ve Kostova, 2005; Wu ve ark., 2007).

1.2.6. Kumarinler

Kumarinler (1,2-benzopironlar), piron halkasi ile benzen halkasinin kaynasmasi sonucunda
olusan (Sekil 1.7) heterosiklik yapiya sahip diisiik molekiil agirlikli fenolik bilesiklerdir
(Kostova ve ark., 2011).

O O, C

Eenzen o-Firon Eumarin

Sekil 1.7. Benzen, a-piron, ve kumarin halkalari

Kumarinler bitkilerin, 06zellikle de yesil bitkilerin ve ugucu yaglarin yapisinda yer
almaktadir. Tonka fasiilyesi, yesil ¢ay, akasya, lavanta, yaban mersini, kayisi, ¢ilek, kiraz
ve tar¢ini kapsayan pek cok bitkinin meyve, kabuk, govde ve yapraklarinda dogal olarak
bulunurlar. Dogal kaynaklardan izole edilen yaklasik olarak 1300 kadar kumarin tiirevinin
yani sira laboratuvar kosullarinda sentetik veya yar1 sentetik olarak sentezlenmis kumarin
tirevleri de bulunmaktadir (Lacy ve O’kennedy, 2004; Bilgin ve ark., 2011; Vardar, 2012,

Figueroa-Guinez ve ark., 2015).
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Sekil 1.8. Kumarin tiirevlerinin terapotik uygulamalar1 (Jameel ve ark., 2016)

Kumarinler enzim inhibitorii olarak davranma, antioksidan gibi hareket ederek reaktif
oksijen tiirlerini siipiirme ve toksik maddeleri 6nleme gibi pek ¢ok onemli biyokimyasal
etkiye sahiptir. Ayrica kumarin tiirevleri sahip olduklar1 fonksiyonel yapilar1 sayesinde
antitimor, antialerjik, antiastim, analjezik, antidiyabetik, antihipertansif, antiviral,
antifungal, antimikrobiyal, anti-koagiilan,anti-adipojenik, anti-inflamatuar, anti-kanser ve
antidepresan etki (Sekil 1.8) gibi ¢ok genis bir alanda biyolojik aktivite
gosterebilmektedirler (Vardar, 2012; Patil ve ark., 2013; Figueroa-Guifiez ve ark., 2015,
Jameel ve ark., 2016). Dolayisiyla da sahip olduklar1 bu genis biyolojik aktivite alani
kumarin tiirevlerini farmakolojik aragtirmalarin odagi haline getirmis ve ila¢ endiistrisinin

onemli bir pargas1 yapmuistir.

Kumarin tiirevleri ayrica ilag endiistrisinin yani sira; optik beyazlatici reaktif olarak
fluoresans ve lazer boyar madde yapisinda, tatlandirici olarak gidalarda, hos kokulari
nedeniyle parfiimlerde, sabunlarda ve temizlik iriinlerinde siklikla kullanilmaktadirlar

(Lacy ve O’kennedy, 2004; Vardar, 2012; Figueroa-Guiiiez ve ark., 2015).

1.2.6.1. Kumarinlerin Antioksidan Ozellikleri

Genis bir biyolojik aktivite alanina sahip olmalar1 nedeniyle kumarinlerin glinden giine
onemi artmaktadir. Kumarinler canli hiicrelerde hem reaktif oksijen tiirlerinin olusumunun
kontrol altina alinmasinda hem de olusan reaktif oksijen tiirlerinin siipiiriilmesinde rol

alarak serbest radikallerin yol actifi oksidatif hasar1 kontrol altina alirlar. Ayrica
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kumarinler DNA onariminda, hasar gérmiis siliperoksit dismutaz, katalaz, glutatyon
peroksidaz gibi enzimlerin aktivitelerinin diizenlenmesinde, immiin savunmada yer alan
kinon oksirediiktaz, glutatyon sentetaz, glutatyon-S-transferaz gibi enzimlerin aktivitesinin
arttirllmasinda ve ksantin oksidaz enziminin aktivitesinin azaltilmasinda rol oynarlar

(Traykova ve Kostova, 2005; Wu ve ark., 2007).

Iskelet yapilarina gore kumarin tiirevlerinin gdsterdikleri antioksidan aktivite de
degiskenlik gosterir. Flavonoid halkasinda yer alan -OH gruplar1 antioksidan aktiviteyi
artirirken, -OCH3 gruplar1 antioksidan aktiviteyi azaltir. (Traykova ve Kostova, 2005).
Bununla birlikte hidroksikumarin gibi fenolik bilesiklerin antioksidan etkisi bilesikte yer
alan -OH gruplarmin konumuna, halkadaki konjugasyon ve rezonans etkisine bagli olarak
degiskenlik gosterir. Bu tiir fenolik bilesikler, ortamdaki eslesmemis elektrona sahip
serbest radikale kendi hidrojen atomunu (He) aktararak, serbest radikalleri ortamdan

uzaklastirirlar (Rodriguez ve ark., 2011).

Dihidroksikumarinler, monohidroksikumarinlere gére daha yiiksek antioksidan aktiviteye
sahip bilesiklerdir. Dihidroksikumarinlerin yapisinda yer alan -OH gruplarinin pozisyonu
dihidroksikumarinin gosterecegi antioksidan aktivitede Onemli bir role sahiptir. Genel
olarak 6,7-dihidroksikumarinler 7,8-dihidroksikumarinlere gore, 7,8-
dihidroksikumarinlerde 5,7-dihidroksi kumarinlere (Sekil 1.9) gore daha yiiksek
antioksidan aktivite gosterirler (Danis ve ark., 2016). Ornegin, mantar kaynakli tirozinaz
enzimi ile yapilan bir ¢caligmada dihidroksikumarinin yapisinda bulunan -OH gruplarinin
kumarinin iskeletinde C6 ve C7 nolu pozisyonda yer almasinin sdz konusu kumarinin
tirozinaz enzimini inhibe etmesinde dnemli bir role sahip oldugu goriilmiistiir. Buna paralel
olarak 6,7-dihidroksi-4-metilkumarin bilesiginin de oldukga etkili bir radikal siipiiriicii
olarak davrandig: belirlenmistir (Traykova ve Kostova, 2005). Ayrica dihidroksikumarinde
bulunan iki -OH grubunun orto pozisyonunda yer almasinin o kumarinin Oz¢— ve ROO«
radikallerini siipiirmek suretiyle lipit peroksidasyonunu engelledigi belirlenirken, buna
ilaveten Fe* iyonunun varliginda da bu bilesigin OHe {iretimine yardim ederek bir

prooksidan gibi davrandig1 gézlenmistir (Traykova ve Kostova, 2005).
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Sekil 1.9. Kumarin molekiiliiniin numaralandirma sistemi
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Polihidroksikumarinler de biyolojik sistemlerde giiglii birer metal selatlayic1 ve radikal
stipliricii olarak rol oynayan bilesiklerdir. Bu bilesiklerin o-dihidroksi ve o-diasetoksi
substitiientli tiirevleri de oldukga etkili birer radikal siipiiriicii olarak davranirlar. Ayrica
tionilkumarinlerin hidroksi ve diasetoksi tiirevleri de giiglii antioksidan o6zellige sahip

bilesiklerdir (Lin ve ark., 2011; Traykova ve Kostova, 2005).

1.2.6.2. Kumarinlerin Norodejeneratif Ozellikleri

Norodejeneratif hastaliklar merkezi sinir sistemindeki bozulmaya bagli olarak gelisen
cogunlukla geri doniilemez, ilerleyici ve en son asamada da Oliimle sonuglanan
hastaliklardir. Amyotrofik lateral skleroz (ALS), Alzheimer (AH), Parkinson (PH) ve
Huntington hastalig1 en yaygin goriilen noérodejeneratif hastaliklardir. Bu hastaliklarin
tliimiiniin farkli nedenleri ve farkli patalojik karakteristikleri olmasina ragmen neredeyse
hepsinde ortak olarak gozlenen durum agregasyona yatkin proteinlerin birikimiyle
meydana gelen sinir hiicrelerindeki dejenerasyondur. Bu hastaliklardan Alzheimer ve
Parkinson genellikle yashilarda goriilen ve yasam kalitesini 6nemli Olclide azaltan
hastaliklardir. Etkin tedavileri ve olusum mekanizmalar1 tam anlamiyla bulunamamis olan
bu kronik ve ilerleyici seyir gosteren norodejeneratif hastaliklar, modern tibbin ¢6zmeye
calistig1 en 6nemli problemlerden biridir (Peng ve ark., 2013; Pavlin ve ark., 2015; Jameel
ve ark., 2016) Bu amagcla yapilan bazi ¢alismalarda kumarin tiirevlerinin Alzheimer ve
Parkinson hastaliginin tedavisinde kullanilabilecek Onemli ajanlar oldugu ortaya

konulmustur (Peng ve ark., 2013; Pavlin ve ark., 2015; Jameel ve ark., 2016).

Kumarinler a-piron ile benzen halkasinin kaynasmasi sonucunda olusan, zengin elektron
ve yiik tasima 6zelliklerine sahip m-m konjuge sistemini igeren, lakton tiirevi bilesiklerin
olduk¢a dnemli bir sinifidir. Kumarin tiirevleri canlilarin yapisindaki ¢esitli enzimlerin
aktif bolgelerine kovalent olmayan etkilesimlerle (hidrofobik etkilesimler, n-n
etkilesimleri, elektrostatik etkilesimler, hidrojen baglari, metal koordinasyon, Van der
Waals vs.) baglanarak oldukc¢a genis bir alanda biyolojik aktivite gosterirler. Bu 6zellikleri
sayesinde kumarin tlirevlerinin ndrodejeneratif hastaliklarin tedavisinde ve dnlenmesinde
potansiyel bir ila¢ olarak kullanimlarina iliskin ¢alismalar ve arastirmalar giderek dnem

kazanmaktadir (Peng ve ark., 2013).

Alzheimer Hastalig1 (AH), biligsel yetenek kayiplari ve agir davranis bozukluklar: seklinde
ortaya ¢ikan, sanayilesmis iilkelerde 6zellikle de yaslilarda goriilen kronik norodejeneratif

bir beyin hastaligidir (Peng ve ark., 2013; Xie ve ark., 2013). AH’ nin nedeni tam olarak
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bilinmemekle birlikte hastaliga yol actigi diisiiniilen iic ndropatolojik bulgu tespit
edilmistir. Bunlar; norofibriler yumaklar, amiloid B-peptit (AP) plaklar ve sinaptik
kayiplardir. Alzheimer hastaliinda, belirgin sinaps ve noron kayiplarini igeren 6nemli
patolojik degisiklikler ve dopamin, serotonin, ndradrenalin, glutamat ve asetilkolin (ACh)
gibi norotransmitter maddelerin seviyelerinde Onemli oranda azalmalar meydana
gelmektedir. Yapilan klinik caligmalar, bu norotransmitter maddeler arasinda AH’nin
patogenezinde en 6nemli rol oynayanin ACh oldugunu gostermistir (Bartus, 2000). Bu
nedenle ACh’in hidrolizinden baslica sorumlu enzim olan asetilkolinesterazin (AChE)
inhibe etmek suretiyle ACh’in beyindeki sinaptik diizeylerini arttirmak AH’nin tedavisinde
en umut verici yaklasimdir (McGeer ve McGeer, 2003). AChE enzimi ile yapilan
caligmalar kumarin ve tiirevlerinin enzimin periferal anyonik bolgesine geri doniistimlii
olarak baglanarak AChE’1 inhibe etme 0Ozelligine sahip olduklarini gostermistir. Bu da
aragtirmacilara kumarin tiirevleri iizerinde yapilacak modifikasyonlar aracilifiyla AH
tedavisinde kullanilabilecek potansiyel AChE inhibitorlerinin sentezi igin yol
gostermektedir (Anand ve ark., 2012). Ayrica AH’nin patogenezinde rol oynadigi
diisiiniilen norotransmitterlerden biri olan dopamin ise MAO-B enzimi tarafindan
metabolize edilmektedir. Dolayisiyla MAO-B enziminin inhibe edilmesi de AH’nin
tedavisinde kullanilabilecek yaklasimlardan biridir (Cai, 2014). Bu konuda MAO enzimi
ile yapilan ¢alismalar da kumarin ve tiirevlerinin AH’ nin tedavisinde kullanilabilecek etkili

ajanlar oldugunu gostermistir (Matos ve ark., 2012; Patil ve ark., 2013).

Parkinson hastalig1 titremeli fel¢ olarak da isimlendirilen, genellikle yaslilarda goriilen
kronik ve ilerleyici noérodejeneratif hastaliktir. Parkinson hastaliginin baslica klinik
belirtileri hareketlerde yavaslama (bradikinezi), katilik (rijidite), titreme, biling kaybi ve
hafiza bozuklugudur. Parkinson hastaliginin hiicresel diizeyde, reaktif oksijen tiirlerinin
(ROT) asir1 iiretimi, mitokondriyal elektron tasiyici zincirinde modifikasyonlar ve
katekolamin metabolizmasinda degisiklikler ile ilgili oldugu diisliniilmektedir. Ayrica
yaslanmaya bagli olarak ortaya c¢ikan normal hiicresel siireclerdeki yetmezlik ve buna
paralel olarak dopaminerjik néronlarin savunmasiz kalmasiin da Parkinson hastalifinda
etkili olduguna inanilmaktadir. Parkinson hastalig1 ile iliskili oldugu diisliniilen ROT un
olusum mekanizmasi kesin olarak bilinmemekle birlikte dopaminerjik néronlar tarafindan
tretilen oksidatif stresin ana kaynaklarinin; dopamin metabolizmasi, mitokondriyal
fonksiyon bozukluklar1 ve néroinflamasyon oldugu belirlenmistir. Bunlardan dopamin

metabolizmasi sonucunda, Parkinson hastaliginda da etkili olduguna inanilan ve lipid
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membranlarinin peroksidasyonu yoluyla sitotoksisiteye yol ag¢an hidrojen peroksit ve
oksijen radikalleri iiretilir (Matos ve ark., 2015). Insan beyninde dopamin metabolizmas1
MAO-B tarafindan gerceklestirilir. Dolayistyla MAO-B’nin inhibisyonu bu aminin
yikimini engelleyerek anti-Parkinson etki saglar (Shi ve ark., 2010). Yapilan ¢alismalar,
dogal kumarin ve kimyasal olarak sentezlenmis olan kumarin analoglariin MAO
inhibisyonunda giiclii aktivite gosterdiklerini ortaya ¢ikarmistir (Brithlmann ve ark., 2001;
Matos ve ark., 2009; Abdelhafez ve ark., 2013). Bu da arastirmacilara kumarin
tiirevlerinden yola ¢ikilarak Parkinson hastaliginin tedavisinde kullanilabilecek potansiyel

MAO inhibitorlerinin sentezi igin yol gostermektedir.
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2. MATERYAL VE YONTEM

Bilgisayar destekli ilag tasarimi belirli bir biyolojik aktiviteye sahip ya da sahip oldugu
diistintilen bilesiklerin tasarlanmasi, optimizasyonu ve yapi-aktivite iliskilerinden yola
cikarak farmakolojik aktivitesini tahmin etme siirecidir. Yeni bir ilag gelistirme siirecindeki
temel amag; bilinen ilaglardan daha etkili, daha az toksik etkiye sahip, mevcut yan etkileri

minimuma indirilmis biyoalicisina 6zgii bilesikler gelistirmektir.

Bilgisayar destekli ilag tasarimi; ligand-temelli (ligand-based) ilag tasarimi ve yapi-temelli
(structure-based) ilag tasarimi olmak iizere iki temel bashiga ayrilir. ilag olarak tasarlanan
bilesiklerin etkilesmesi beklenen hedef proteinin {i¢ boyutlu yapisi biliniyorsa protein-
ligand etkilesimini temel alan yapi-temelli ila¢ tasarim yontemleri kullanilir. Bu
yontemlere ornek olarak molekiiler dinamik (MD) simiilasyon ve doking verilebilir. Eger
ilag olarak tasarlanan bilesiklerin etkilesmesi beklenen hedef proteinin ii¢ boyutlu yapisi
bilinmiyorsa bu durumda ligand-temelli ilag tasarim yontemleri tercih edilir. Kantitatif
Yapi-Aktivite iliskisi (KYAI) analizi ligand-temelli ilag tasarimi kapsaminda kullanilan bir
yontemdir (Y1ilmaz, 2012).

Bu tez calismasinda, yeni sentezlenmis ve antioksidan aktiviteleri Ol¢iilmiis 37 adet
kumarin tiirevinden olusan veri setini kullanilarak, saglamligi istatistiksel kriterlerle
ispatlanmis matematiksel modeller gelistirmek ve kantitatif yapi-aktivite iliskileri (K'Y AI)
tamimlamak, ayni kumarin tlirevlerinin MAO enzimleri ile etkilesimlerini doking
metoduyla inceleyerek secicilik ve etkinliklerini arastirmak amaclanmistir. Her iki
caligmadan elde edilecek sonuglar karsilastirip degerlendirerek, cift-etki gosterme
potansiyeli olan bilesikler tespit edilmistir. Bu amagcla tez ¢alismasinda asagida belirtilen

yontemler kullanilmistir;

1) Kantitatif Yapi-Aktivite Iliskisi (KYAI) analizleri
2) Molekiiler Doking (Molekiiler Yerlestirme)

2.1. Kantitatif Yapi-Aktivite iliskisi (KYAI) analizleri

Glinlimiizde var olan ila¢ molekiillerini daha spesifik hale getirme ¢aligmalar1 ve yeni ilag¢
etken madde tasarimlari, ilag etki mekanizmalarmin da tanimlanmaya calisildig:
mekanistik yontemler kullanilarak yiriitiilmektedir. Bu dogrultuda kimyasal bilesigin
hedeflenen yapiyla etkilesmesi sonucunda ortaya ¢ikan biyolojik yanitin temelini olugturan

farmakodinamik faktorlerin de etkili bir bi¢cimde belirlenmesi gerekmektedir. Bu
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faktorlerin  kimyasal bilesigin 06zellikleri ile dogrudan iligkili oldugu g6z Oniinde
bulundurularak bilesigin yapisal nitelikleri ile biyolojik aktivitesi arasindaki iligkilerin
tanimlanmasi olduk¢a Onemlidir. Bu baglamda so6z konusu iliskilerin tespit edilerek
tammlanmas1 ~ Kantitatif ~ Yapi-Aktivite Iliskisi (KYAI) analizleri araciligiyla
gerceklestirilir. KY Al kimyasal bilesiklerin nicel olarak belirlenen molekiiler nitelikleri ile
gbzlenen biyolojik aktivite degerleri arasindaki iligkilerin anlasilmasina yardimer olarak
yeni bilesiklerin etkili bir bicimde tasarlanmasina ve gelistirilmesine olanak tanir (Sener ve

Yalgin, 2002).

Kantitatif Yapi-Aktivite Iliskisi (KYAI) analizleri aracihigiyla kimyasal bilesiklerin
deneysel olarak Olciilen biyolojik aktiviteleri ile cesitli yazilimlar kullanilarak belirlenen
molekiiler tanimlayicilari (bilesiklerin fizikokimyasal/yapisal/topolojik 6zelliklerini ifade
eden degisken parametreler) arasindaki iliskiler matematiksel ve istatiksel yontemlerle
nicel olarak ¢ézlimlenir. Cozlimleme sonucunda, veri setinde yer alan bir grup molekiiliin
biyolojik aktivitesine, molekiillerdeki hangi fizikokimyasal ya da yapisal 6zelliklerin
katkida bulundugunu molekiiler tanimlayicilar araciligiyla ifade eden bir matematiksel
denklem elde edilir (Sener ve Yalgmn, 2002). Bu matematiksel denklem (Denklem 2.1)
genel olarak sdyle ifade edilebilir;

lOg(C)=k1*x+k2*y+k3*Z+ ............ (21)

Denklemde yer alan C ifadesi veri setindeki molekiiller icin deneysel olarak oOl¢iilmiig
biyolojik aktivite (K, 1Cso, LDs...) degerlerini; ki, ko ve ks niimerik katsay1 sabitlerini; x, y

ve z ise hesaplanmis molekiiler tanimlayicilar: belirtir.

Kantitatif Yapi-Aktivite iliskisi (KYAI) analizleri aracilifiyla matematiksel modeller
gelistirilebilmesi i¢in
* Gozlenen biyolojik aktiviteyi ayni mekanizmaya dayali olarak ortaya cikaran
kimyasal bilesiklerden olusan bir veri setine,
* Bu veri setindeki kimyasal bilesiklere ait biyolojik aktivitenin ayni ortamda ve ayni
kosullarda nicel olarak saptanmasina,
* Bu veri setinde yer alan kimyasal bilesiklerin ya da bu bilesiklere bagl
substitlientlerin molekiiler niteliklerini nicel olarak tanimlayan degisken

parametrelere (tanimlayicilar) ve
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* (Gozlenen biyolojik aktiviteyi belirten degerler ile molekiiler 6zellikleri tanimlayan
parametrik degiskenler arasindaki iliskiyi ¢oziimleyecek istatistikler yontemlere
(matematiksel islemlere) gereksinim duyulur (Sener ve Yalgin, 2002).

Yukarida belirtilen faktdrler goz dniine almarak yapilan KYAI analizleri sonucunda daha
iyi sonuglarin elde edilebilmesi icin her bir basamagin kendi i¢inde bazi kriterleri
saglamasi gereklidir. Bu dogrultuda gelistirilen KYAI modellerinin valide edilme ve
degerlendirilme agamalarinda bir standart olusturulabilmesi amaciyla OECD (Organisation
for Economic Co-operation and Development; Ekonomik Kalkinma ve Isbirligi Orgiitii)
tarafindan baz1  kriterler ~ getirilmistir (OECD, 2007). OECD’e gore KYAI
validasyonlarinda giivenilir modeller elde edilebilmesi i¢in asagida verilen bes temel

prensibin goz oniinde bulundurulmasi gereklidir. Bu prensipler kisaca sdyledir;

1. Tammlanmis bir sonu¢ deger: KYAI calismasinda deneysel olarak olgiilen ve
modellenmesi hedeflenen biyolojik, fizikokimyasal ya da cevresel faktoriin, deneysel
Olciimiin yapildig1 kosullarla birlikte detayli olarak tanimlanmasi gerekir. Cilinkii ayni
bilesik icin farkli kosullar ve yontemlerle elde edilen veriler birbirinden farklilik gosterir.
Bu nedenle deneysel olgiimlerin gerceklestirildigi kosullarin belirtilmesi gerekir. Ayrica
daha saglikli ve giivenilir sonuglar elde edilebilmesi icin, KYAI modelleri olusturmak

amaciyla kullanilacak 6l¢iilmiis degerlerin dogrulugu ve hata pay1 araligi da énemlidir.

2. Kesin bir algoritma: KYAI modellerinin olusturulmasinda kullanilacak olan
matematiksel yontemler, istatistiksel parametreler ve olusturulan modellerde yer alacak
molekiiler tanimlayicilar iyi tanimlanmus, tekrarlanabilir ve kullanilacak yeni veri setlerine

uygulanabilir olmalidir.

3. Uygulanabilirlik alaninin tanimlanmasi: Gelistirilen bir KY AT modelinin biitiin kimyasal
bilesiklerin aktivitesini giivenilir bir sekilde tahmin etmesi beklenemez. Ciinkii veri setinde
yer alan bilesiklerin kimyasal yapilari, fizikokimyasal ozellikleri ve etki
mekanizmalarindaki farklilik gelistirilen bir modelin giivenilir tahmin yapmasini etkiler.

Bu nedenle gelistirilen modellerin uygulanabilirlik alaninin tanimlanmasi gereklidir.

4. Uyum derecesi, saglamlik ve tahmin giicii: Bu prensip olusturulan KYAI modellerinin
valide edilmesi asamasinda yapilmas1 gereken istatistiksel ¢aligmalar hakkinda bilgi verir.
Bu dogrultuda veri setindeki bilesikler egitim seti ve test seti olmak iizere ikiye ayrilir.

Cesitli istatistiksel parametreler kullanilarak egitim seti araciligiyla elde edilen modelin
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uyum derecesini ve saglamligi (modelin i¢ performansi); test seti kullanarak da elde edilen

modelin tahmin giicii (dis validasyon) test edilmelidir.

5. Eger miimkiin ise mekanistik yorum: Bu prensip tahmin edilen biyolojik aktivite ile
modelde yer alan tanimlayicilar arasindaki mekanistik bagin ortaya konulmasini ifade eder.
Bir KYAI modelinin mekanistik aciklamasinin yapilmasi, modelin karmasik biyolojik ya
da fizikokimyasal mekanizmanin bir sonucu olarak ortaya ¢iktig1 gz oniine alindiginda,

her zaman miimkiin olamamaktadir (OECD, 2007).

Bu tez calismasinda belirtilen OECD prensipleri dikkate almarak KYAI modelleri
gelistirilmistir. KYAI caligmalar1 sirasinda takip edilen basamaklar1 gosteren akis

diyagrami Sekil 2.1°de verilmistir.

Olgiilen Antioksidan
SPARTAN Aktivite Degerleri DRACON
Geometrik Optimizasyon Tammlayicilarim Hesaplanmasi
Tanmmlayicilarin Hesaplanmasi
l &«

[Q SARTNS'e Verilerin Yiiklenmesi

( QeARDS ]

/ ¢Qﬁ A}Tlml
(s )

H“# ‘7.--""'

l [ KYAT Modelleri ] lT
Ic Validasyon ] / '\[ s Validasyon ]

Uygulama Alam ]
I, —

[ Valide edilmis KYAT Modelleri ]

)

Bilinmeyen Antioksidan Aktivite
Degerlerinin Tahmin Edilmesi

Sekil 2.1. KYAI modellerinin gelistirilmesi siirecinde izlenen akis diyagrami
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2.1.1. Veri Setini Olusturan Yapilarin Elde Edilmesi ve Antioksidan Aktivite
Cahismalan

Veri setini Marmara Universitesi Fen-Edebiyat Fakiiltesi Organik Kimya ve Biyokimya
Anabilim Dallarinin laboratuvarlarinda sentezlenmis 37 adet kumarin tiirevi ve Standart
olarak kullanilan troloks bilesigi olusturmaktadir. Troloks bilesiginin iki boyutlu yapisi
Sekil 2.2’de ve veri setini olusturan kumarin tiirevlerinin iskelet yapilar1 Sekil 2.3’de
verilmistir. Veri setini olusturan kumarin tiirevlerinin kimyasal yapilar1 ise Tablo 2.2°de

verilmistir.

OH

HO

Sekil 2.2. Troloks

Veri setinde yer alan bilesiklerin antioksidan aktiviteleri dort farkli yontem kullanilarak
Ol¢iilmiistiir. Bu yontemler; bakir (II) indirgeyici antioksidan kapasite (CUPRAC) yontemi,
demir (I11) indirgeyici antioksidan kapasite (FRAP) yontemi, 1,1-difenil-2-pikrilhidrazil
(DPPH) radikal siipiirme aktivitesi yontemi ve metal selatlama aktivitesi (MCA)
yontemidir (Erzincan ve ark., 2015, Danis ve ark., 2016). Bu dort ¢alismadan elde edilen
antioksidan aktivite Ol¢iim sonuglari arasindaki korelasyon, SPSS 21.0 programi
araciligiyla Pearson’s korelasyon katsayisi (r) kullanilarak hesaplanmis ve sonuglar
Tablo.3’de verilmistir (SPSS Inc., 2014). En yiiksek pozitif korelasyon FRAP ve CUPRAC
yontemlerinin kullanilmasiyla elde edilen antioksidan aktivite sonuglar1 arasinda

bulunmustur (r = 0.963; Tablo 2.1).

Tablo 2.1. Dort farkli yontemle Olgiilen antioksidan aktivite sonuglarinin Pearson’s

korelasyon katsayilari (r)

CUPRAC FRAP DPPH MCA
CUPRAC 1

FRAP 0.963" 1

DPPH -0.183 0.156 1

MCA -0.7237 -0.676" 0.447" 1

** Korelasyon 0.01 diizeyinde anlamlidir.
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FRAP yontemi antioksidan aktivite tayininde yaygin olarak kullanilan yontemlerden
biridir. Dolayisiyla da elde edilen antioksidan aktivite sonuglarin1 bu yontem kullanilarak
gerceklestirilmis diger ¢aligmalarin sonuglartyla karsilagtirmak daha kolaydir. Bu nedenle
bu tez c¢alismasinda FRAP yontemi ile elde edilen antioksidan aktivite sonuglari

kullanilarak KY AI modelleri gelistirilmistir.

2.1.2. Demir (IIT) Indirgeyici Antioksidan Kapasite (FRAP) Yéntemi ile Antioksidan

Aktivitelerinin Olciilmesi

FRAP yonteminde kumarin tiirevlerinin demir iyonu (Fe**) indirgeme kapasiteleri Oyaizu
metoduna gore tayin edilmistir (Oyaizu, 1986). Bu metoda gore her bir kumarin
cozeltisinden 100 pL’lik 6rnek (5 pL DMSO igeren ve pH’1 6.6 olan 50uM fosfat
tamponunda ¢oziilmiig) alinarak deney tiiplerine konulmustur. Daha sonra her birinin
tizerine 200 uL 50uM fosfat tamponu (pH:6,6) ve 200 uL %]1°lik potasyum ferrisiyaniir
[K3Fe(CN)s] ilave edilmistir. Elde edilen karisimlar 50°C°de 20 dakika inkiibe edilmistir.
Inkiibasyon isleminin ardindan karisimlara 250 pL %10’luk trikloroasetikasit (TCA) ilave
edilmis ve 10.000 g’de 10 dakika santrifiij edilmistir. Santrifiij sonrasi siipernatantlardan
700 pL alinarak 150 uL % 0,1°lik FeClj; ¢ozeltisi ile karigtirilmistir. 700 nm’de 6rneklerin
absorbanslar1 okunmustur. Pozitif kontrol olarak troloks kullanilmistir. Sonuglar troloks
esdeger antioksidan kapasite (TEAC) olarak ifade edilmistir (Elde edilen sonuclar, 1.0
mM’a esdeger antioksidan kapasiteye sahip Troloks ¢ozeltisinin konsantrasyonu temel
alinarak hesaplanmis ve mM biriminde verilmistir.) (Apak ve ark., 2004). Yiiksek TEAC
degerleri soz konusu bilesiklerin yiiksek indirgeme potansiyeline sahip oldugunu gosterir.
Sentezlenen kumarin tiirevlerinin yaklasik olarak yarisi referans olarak alinan troloks

bilesiginden daha yiiksek antioksidan aktivite gostermistir.

Veri setini olusturan bilesikler i¢in Olciilen antioksidan aktivite degerleri 0.01 ile 3.61
milimolar (mM) arasinda de@ismektedir. KYAI modelleri logaritmik skaladaki TEAC
degerleri kullanilarak gelistirilmistir. Logaritmik olarak hesaplanan biyolojik aktivite
degerleri -2.00 ile 0.56 mM araliginda degismektedir. Olgiilmiis olan biyolojik aktivite

degerleri Tablo 2.3’te verilmistir.
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(a) (b)
Bitisik benzen halkali 3-aril kumarin tiirevleri

Sekil 2.3. Veri setini olusturan bilesiklerin iki boyutlu yapilari
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Tablo 2.2. Veri setini olusturan bilesiklerin kimyasal yapilari

3-Aril kumarin tiirevleri

Bilesik No Rl R2 R3 R4 R5 R5 R7 Rg
1 -H -OH -OH -H -OCH; -OCHj; -H -H
2 -H -OCH; -OCHj; -H -OAc* -OAc -H -H
3 -H -OCH; -OCH; -H -OH -OH -H -H
4 -H -OAc -OAc -H -OCH; -OCHj; -H -H
5 -H -OH -OH -H -OH -OH -H -H
6 -H -OAc -OCH; -H -OCH; -OCHj; -H -H
10 -OH -OH -H -H -OCH; -OCHj; -H -H
11 -OAc -OAc -H -H -OCH; -OCHj; -H -H
12 -OH -OH -H -H -CHs3 -H -H -H
13 -OH -OH -H -H -H -NO, -H -H
14 -OH -OH -H -H -H -H -H -H
16 -OH -OH -H -H -H -CH; -H -H
23 -OH -OH -H -H -OH -OH -H -H
24 -H -OH -H -OH -OCH; -OCH; -OCH; -H
25 -H -OH -OH -H -OCH; -OCH; -OCH; -H
26 -H -OAc -H -OAc -OAc -OAc -H -H
27 -H -OAc -OAc -H -OCH; -OCH; -OCH; -H
28 -H -OAc -H -OAc -OCH; -OCH; -OCH; -H
29 -H -OH -H -OH -OH -OH -H -H
4-Aril kumarin tiirevleri
BiIESik No Rl R2 R3 R4 R5 RG R7
7 -OH -OH -H -H -H -OCHj, -OCH;
8 -H -OH -OH -H -H -OCHj; -OCHj;
9 -OH -OH -H -H -H -OH -OH
18 -H -OH -H -OH -H -H -H
21 -H -OH -OH -H -H -OH -OH
22 -H -OCHj; -OCH; -H -H -OCHj, -OCH;
Kumarin iskeletinden tiireyen bilesikler
Bilesik No R, R, R3
15 -N=N-C¢Hs -OH -H
17 -H -H -OH
19 -NH, -OH -H
20 -H -OH -H
Bitisik benzen halkal 3-aril kumarin tiirevleri
(@) (b)
Bilesik No R R, Bilesik No R; R,
30 -OAc* -OAc 33 -OAc -OAc
31 -OCH, -OCH, 34 -H -CH,
32 -H  -OCH, 36 -H -OCH,
35 -H -C6H5 37 -OCH; -OCH3
*Ac= CHSCO
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Tablo 2.3. KYAI hesaplamalarinda kullanilan bilesiklerin biyolojik aktivite degerleri

Bilesik No Antioksidan Aktivitesi log(Antioksidan Aktivitesi)

(mM) (mM)
1 2.27 0.355
2 0.17 -0.778
3 1.94 0.287
4 0.44 -0.360
5 3.35 0.525
6 0.16 -0.787
7 1.83 0.261
8 2.38 0.377
9 2.66 0.425
10 2.11 0.325
11 0.33 -0.486
12 2.06 0.313
13 3.61 0.557
14 2.28 0.358
15 0.17 -0.778
16 2.01 0.303
17 0.05 -1.331
18 1.22 0.086
19 0.11 -0.972
20 0.02 -1.778
21 2.94 0.468
22 0.03 -1.574
23 2.72 0.435
24 1.22 0.085
25 2.16 0.334
26 0.22 -0.664
27 0.33 -0.486
28 0.16 -0.796
29 2.24 0.351
30 0.14 -0.854
31 0.07 -1.154
32 0.10 -1.000
33 0.14 -0.853
34 0.01 -2.000
35 0.01 -2.000
36 0.10 -1.000
37 0.08 -1.097

Troloks 1 0
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2.1.3. Yapilarin Optimizasyonu

Veri setindeki her bir bilesigin SPARTAN’10 programi ile ii¢ boyutlu yapisi ¢izildi
(Wavefunction Inc., 2010). Yari-deneysel yontem olan PM6 metoduyla konformasyon
taramas1 yapilarak her bir bilesik icin sulu fazdaki en kararli konformasyon se¢ildi
(Stewart, 2007). Secilen en kararli konformasyonlarin PM6 yontemi ile geometri

optimizasyonu yapildi ve optimize edilen yapilar mol2 formatinda kaydedildi.

2.1.4. Tamimlayic1 Hesabi

Molekiiler tanimlayict hesabi SPARTAN’10 ve DRAGON 6.0.38 yazilimlar1 kullanilarak
yapildi (Wavefunction Inc., 2010; DRAGON, 2013).

2.2.4.1 SPARTAN Tammlayicilarinin Hesaplanmasi

SPARTAN’10 programi kullanilarak yapilan geometrik optimizasyon sonucunda asagida
verilen 18 adet tanimlayici elde edilmis ve bu tanimlayicilar tanimlayicit havuzuna

eklenmistir;

e En yiiksek dolu molekiiler orbital enerjileri (Enomo),
e En diisiik bos molekiiler orbital enerjileri (ELumo),
e Dipol Moment (p),

e Alan,

e Hacim,

e Ayrima Katsayisi (LogP),

e Sulu faz enerjisi (Eaq)

e Polarizabilite

e Hidrojen bagi verici (HBD Count)

e Hidrojen bag alict (HBA Count)

e Molekiiler Agirlik (amu)

Bu tanimlayicilarin yani sira;

e Enomo-ELumo araligy,

e Sertlik (Hardness),

e Yumusaklikl (Softness 1),
e Yumusaklik 2 (Softness 2),
e Elektronegatiflik,
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o Elektrofillik,
e Hacim/Alan orani
gibi tanimlayicilar hesaplanmistir. Yukarida verilen SPARTAN tanimlayicilarini elde

etmek i¢in kullanilan matematiksel esitlikler asagida verilmistir (LoPachin ve ark., 2007) .
Enomo-ELumo araligt = Enomo - ELumo

Sertlik (n) = (ELumo - ErHomo) / 2

Yumusaklik 1(c1) =1/ (ELumo - EHomo)

Yumusaklik 2 (62)=1/n

Elektrofillik (o) = uz /2m (w: Dipol moment)

2.1.4.2. DRAGON Tanimlayicilarinin Hesaplanmasi

SPARTAN’10 programi ile optimize edilen bilesiklerin mol2 formatindaki en kararh
konformasyonlart DRAGON 6.0.38 yazilimina yiiklenerek Dragon tanimlayicilar
hesaplanmistir (DRAGON, 2013).

DRAGON 6.0.38 yazilimi1 29 tanimlayic1 grup icerisinde yapilarin farkli 6zellikleri ile
iligskili toplamda 4885 tane tanimlayict hesaplayabilmektedir. Dragon tanimlayici

gruplarinin detaylar1 ve her bir gruptaki tanimlayici sayilar1 Tablo 2.4’te verilmistir.
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Tablo 2.4. DRAGON 6.0.38 yazilimindaki tanimlayici gruplari

Tanmmlayici1 No

Tanimlayic1 Grubu

Tanimlayic1 Sayisi

© 00 N O O b W N -

N DD N DNDNDNDDNDNDNDRNNERERPRPRER R B P
© 0 N o O R W NP O © 0o N o ol b O

Yapisal tanimlayicilar
Halka tanimlayicilari
Topolojik indeksler
Hareket ve yol sayilar
Baglant1 indeksleri
Bilgi indeksleri
2D matriks temelli tanimlayicilar
2D otokorelasyon
Burden 6zdegerler
P_VSA-benzeri tanimlayicilar
3D matriks temelli tanimlayicilar
3D otokorelasyon
RDF tanimlayicilar
3D-MoRSE tanimlayicilar
WHIM tanimlayicilari
GETAWAY tanimlayicilar
Randic molekiiler profiller
Fonksiyonel grup sayilari
Atom-merkezli parcalar
Atom-tipi E-durum indeksleri
CATS 2D
2D Atom Ciftleri
3D Atom Ciftleri
Yiik tanimlayicilart
Molekiiler 6zellikler

Ila¢ benzeri indeksler

43
32
75
46
37
48
550
213
96
45
90
80
210
224
114
273
41
154
115
170
150
1596
36
15
20
27

2.1.5. Model Gelistirme

SPARTAN’10 ve DRAGON 6.0.38 programlart kullanilarak elde edilen toplam 2717

tanimlayicidan olusan tanimlayici havuzu KYAI modelleri gelistirmek iizere QSARINS
2.2.1 programina yiiklendi (Gramatica ve ark., 2013, 2014; QSARINS 2.2.1, 2015).
QSARINS programindaki “excluding semi-constant descriptors (> 80%) ve highly
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intercorrelated descriptors (>95%)” secenegi segilerek yapilan tanimlayici filtrasyonunun

ardindan kalan 717 tanimlayici kullanilarak KY Al modelleri gelistirildi.

KYAI modelleri olusturulurken bagimli degisken olarak log (antioksidan aktivite)
degerleri, bagimsiz degisken olarak ise tanimlayicilar se¢ildi. Bagimli degisken olan log
(Antioksidan Aktivite) degerlerinin normal dagilima uygunlugu SPSS 21.0 programindaki
Kolmogorov-Smirnov testi (p>0.05) kullanilarak test edildi (SPSS Inc., 2014). Log

(antioksidan aktivite) degerlerinin normal dagilima uydugu goriildii.

Model gelistirme ve validasyon g¢aligmalar1 i¢in veri setini olusturan bilesikler 80/20
oraninda egitim (30 adet) ve test set (8 adet) olmak iizere ikiye boliindii. Farkli egitim-test
set ayrimlar1 SPSS 21.0 programindaki hiyerarsik kiime analizi kullanilarak
gerceklestirildi. Kiimeler, SPSS 21.0 yazilimindaki “between group linkage” ve “squared
Euclidean distance” metodu kullanilarak olusturuldu (SPSS Inc., 2014). Bu sekilde elde
edilen kiimeler dikkate alinarak egitim-test set ayrimlari yapilirken, deneysel olarak en
diisik ve en yiiksek antioksidan aktivite degerine sahip yapilarin egitim setinde yer
almasina, biyolojik aktivitenin sec¢ilen yapilar tarafindan temsil edilebilir nitelikte olacak

sekilde homojen egitim-test dagilimlarinin olusturulmasina dikkat edildi.

KYAI modelleri ¢oklu lineer regresyon (MLR) analizi kullanilarak gelistirildi. Coklu lineer
regresyon analizi (MLR), tek bir bagimli degisken ile birden fazla bagimsiz degisken
arasindaki iliskiyi belirlemek i¢in kullanilan istatistiksel bir yontemdir. Bu tez ¢alismasinda
MLR modelleri QSARINS 2.2.1 yazilimindaki “All Subset and Genetic Algorithm”
secenegi kullanilarak olusturuldu (Gramatica ve ark., 2013, 2014; QSARINS 2.2.1, 2015).

Elde edilen modeller QSARINS 2.2.1 yazilimindaki Cok Kiriterli Karar Verme
(Multicriteria Decision Making, MCDM) grafikleri kullanilarak siralandi. Model segme
asamasinda i¢ ve dis validasyon kriterlerinin yani sira MCDM grafiklerinden de
faydalanildi. MCDM grafikleri i¢ ve dis validasyon ile ilgili belirli sayidaki kriterin
performansinin bir 6zetidir. MCDM grafiklerinde; her bir model i¢in ¢apraz validasyon, dis
validasyon ve uygunluk kriterleri ayr1 ayr1 veya birlikte degerlendirilir ve elde edilen

degerlendirme sonuglarina gore modeller siralanir (Gramatica ve ark., 2013; QSARINS

2.2.1, 2015).
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2.1.6. Modellerin Validasyonu

Elde edilen KYAI modellerinin tahmin giicii, saglamlig1 ve giivenirligi literatiirde kabul

edilen validasyon kriterleri kullanilarak degerlendirildi.

2.1.6.1. i¢ Validasyon

MLR modellerinin i¢ tahmin giicii, giivenirligi ve istatistiksel kalitesi; belirleme katsayisi
(RZ), diizeltilmis belirleme katsayisi (Rzadj), bir molekiilii disarida birakarak yapilan ¢apraz
validasyon (Q%00), birden fazla molekiili disarida birakarak yapilan capraz
vaIidasyon(QZLMO), standart tahmin hatasi (s), egitim ve test set i¢in ortalama standart
hatalarin kareleri (RMSE; ve RMSEy) gibi istatistiksel parametreler kullanilarak

belirlenmistir.

Belirleme katsayisi (R?), deneysel degerler ile gelistirilen model araciligiyla tahmin edilen

degerler arasindaki uyumun derecesi hakkinda bilgi veren bir istatistiksel parametredir.

Ancak bu parametre gelistirilen modelin tahmin giicii hakkinda bilgi vermez. Y; deneysel
biyolojik aktivite degeri, ¥, tahmin edilen biyolojik aktivite degeri ve y deneysel

biyolojik aktivite degerlerinin ortalamasi1 olmak {izere; R? degerini hesaplamak i¢in

kullanilan matematiksel esitlik Denklem 2.2 “de verilmistir (Chirico ve Gramatica, 2011).
Z (¥ — }'ij?-
i=1
Y -3’
i—1

R =1

(2.2)

R? degeri modele eklenen tamimlayici sayisina paralel olarak artis gosterir. Eklenen
tanimlayicinin biyolojik aktivitenin aciklanmasma anlamli bir katkida bulunmamasi
durumunda dahi R? degerinde artis meydana gelir. Bu durum fazla-uyum (overfitting)
problemi yaratir. Bu nedenle artan tanimlayici sayisina bagli olarak R? degerinde meydana
gelen artis dikkatli bir sekilde degerlendirilmelidir. MLR ¢alismalarindaki fazla-uyum
problemi validasyon asamasinda, R? degerinin yanisira diizeltilmis belirleme katsayisinin
(Rzadj) da dikkate alinmasi suretiyle asilabilir. Model gelistirme calismalarinda dikkate
alinmasi gereken en Onemli parametrelerden biri de Topliss oranidir. Egitim setindeki
bilesik sayisinin tanimlayici sayisina orani olarak tanimlanan Topliss oraninin en az 5

olmasi istenir. Bu oranin 5 veya daha fazla olmasi model gelistirme calismalarinda
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interkorelasyon nedeniyle ortaya ¢ikabilecek fazla-uyum problemini de engelleyebilir
(Dearden ve ark., 2009; Chirico ve Gramatica, 2011; Gramatica ve ark., 2013).

Gelistirilen modellerin tahmin giiciinii degerlendirmede kullanilan metodlardan biri de
capraz validasyondur (Q%). Bu metotta, egitim setinden bir veya daha fazla sayida bilesik
kademeli bir sekilde uzaklastirilarak korelasyon katsayisi hesaplanir. Hesaplanan bu deger
modelin i¢ tahmin giicli ve istatistiksel kalitesi hakkinda bilgi verir. Capraz validasyon
egitim setinden sistematik olarak bir tane verinin disariya atilmasi ile hesaplanan Q% oo
(leave-one-out cross-validation) ve egitim setinden sistematik olarak birden fazla sayida
verinin disariya atilmasi ile hesaplanan Qo (leave-many-out cross-validation) olmak

iizere iki sekilde yapilabilir. Q%00, KYAI ¢alismalarinda en yaygin olarak kullanilan

metottur. Yy, deneysel biyolojik aktivite degeri, V;,; 1 bilesigi uzaklastirildiktan sonra

model araciligiyla tahmin edilen biyolojik aktivite degeri ve Yy deneysel biyolojik aktivite
degerlerinin ortalamasi olmak {izere QZLOO degerini hesaplamak i¢in kullanilan

matematiksel esitlik Denklem 2.3’de asagida verilmistir (Gramatica, 2007; Chirico ve
Gramatica, 2011).

il 6’:‘;:‘ _}'i}z

Qfﬂn l ———
ZJ -7

(2.3)

Ortalama standart hatalarin kareleri (RMSE), gelistirilen model yardimiyla tahmin edilen
biyolojik aktivite degerlerinin deneysel biyolojik aktivite degerinden ortalama olarak ne
kadar saptigi hakkinda bilgi veren bir istatistiksel parametredir (Chirico ve Gramatica,
2011). Hem egitim setinin i¢ validasyonunda (RMSEy), hem de test setin dis
validasyonunda (RMSEgs) kullanilan bir istatistiksel parametre olan RMSE degerinin
tahmin giicii yiiksek bir model i¢in diisiik olmasit beklenir. RMSE Denklem 2.4°de verilen

matematiksel esitlik yardimiyla hesaplanir.

a2
RMSE — ||E-l(3ﬁ—30

n

N (2.4)

Tanimlayicilar arasindaki interkorelasyon QUIK kurali araciligiyla test edilebilir. Bu

amagla tez ¢alismasinda model hesaplamalart 6ncesinde QSARINS programindaki “QUIK
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rule” boliimii 0.05 secilerek tanimlayicilar arasindaki interkorelasyon minimize edilmis ve

modelin gilivenirligi arttirllmistir (Gramatica ve ark., 2013).

Elde edilen MLR modellerinin giivenilirligi ayrica Y-karistirma (Y-scrambling) yontemi
ile de test edilmistir. Bu yontemde egitim setindeki bilesiklere ait biyolojik aktivite
degerleri [log (antioksidan aktivite)] rastgele karistirilir ve bu islem defalarca tekrarlanir.
Bu islem sonunda deneysel olarak o6lgiilen biyolojik aktivite degerinden farkli bir biyolojik
aktivite degeriyle eslesmis olan egitim seti bilesikleri i¢in yeni bir korelasyon katsayisi
hesaplanir. Bu islemin amact modelin sans korelasyonu ile elde edilip edilmedigini ortaya
cikarmaktir. Hesaplanan yeni korelasyon katsayisinin diisiik c¢ikmasi modelin sans

korelasyonu ile elde edilmedigini gosterir (Gramatica, 2007).

Fischer (F) istatistigi, gelistirilen modellerin istatistiksel yonden gegerliligi hakkinda bilgi
veren parametrelerden birisidir. F degerinin yiiksek olmasi elde edilen modelin

gecerliligini arttirir (Aydin, 2011).

2.1.6.2. D1s Validasyon

Gelistirilen modellerin tahmin giicii, test set icin hesaplanan belirleme katsayist (thest),
tahmini korelasyon katsayilariin kareleri (Q2F1, Q2F2, Q2F3)= uyum korelasyon katsayisi

(CCCls), r’m ve Ar’m gibi istatistiksel parametreler kullanilarak test edilmistir.

Tahmini korelasyon katsayilarinin kareleri (szl, QZFZ, Q2|:3), gelistirilen modellerin
performansin1  degerlendirmede kullanilan istatistiksel parametrelerden biridir. Bu
parametre, test set i¢in elde edilen modeller araciligiyla tahmin edilen biyolojik aktivite

degerleri ile deneysel olarak dl¢iilen biyolojik aktivite degerleri arasindaki farki, egitim seti
degerlerinin ortalamasin1 da dikkate alarak hesaplar. Y; test set bilesiklerinin deneysel
biyolojik aktivite degerleri, ¥, test set bilesiklerinin tahmin edilen biyolojik aktivite
degerleri, ¥ egitim setinin biyolojik aktivite degerlerinin ortalamasi, ntgr egitim setindeki
bilesik sayis1 ve Ngxr test setteki bilesik sayisi olmak iizere; szl, QZFZ ve Q2|:3 degerlerini
hesaplamak i¢in kullanilan matematiksel esitlikler Denklem 2.5-2.7°de verilmistir (Shi ve

ark., 2001; Schiiirmann ve ark., 2008; Consonni ve ark., 2009, 2010; Chirico ve
Gramatica, 2011).
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Uyum korelasyon katsayisi (CCC veya p.), deneysel degerler ile gelistirilen model
araciliglyla tahmin edilen degerler arasindaki uyumu oOl¢gmek i¢in kullanilan bir
parametredir. Hem egitim setinin (CCCy) hemde test setin (CCCist) validasyonlarinda
kullanilabilen bir parametre olan uyum korelasyon katsayisi; Lin tarafindan Onerilen ve
Chirico ve Gramatica tarafindan yeniden modifiye edilen bir matematiksel esitlik
yardimiyla (Denklem 2.8) hesaplanir. Bu esitlikte yer alan x ve y degerleri sirasiyla

deneysel verilere kars1t model yardimiyla tahmin edilen degerler alinarak cizilen grafikteki
apsis ve ordinat degerlerini, n bilesik sayisini, X Ve y sirastyla apsis ve ordinat
degerlerinin ortalamasini ifade eder (Lin, 1989, 1992; Chirico ve Gramatica, 2011).

2 3 (v — )y — 7)

i=1

IE:'-: = T
Yxi—®+ Y i—3 + nlx—3)

i=1 i=1

(2.8)

Bu tez calismasinda gelistirilen modellerin glivenirligini test etmek ic¢in kullanilan
parametrelerden biri de Golbraikh ve Tropsha kriterleridir. Golbraikh ve Tropsha
kriterlerini  saglayan modeller giivenilir ve kabul edilebilir modeller olarak

degerlendirilmektedir (Golbraikh ve Tropsha, 2002). Bu kriterler soyledir;

l. R®>0.6
1. (R*-Re?)/R?®<0.1ve0.85<k<1.15veya
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(R*-R¢®)/R*<0.1ve 0.85<k’'<1.15
. |R*-R’$*|<0.3
Yukaridaki denklemlerde yer alan R? degeri tahmin edilen biyolojik aktivite degerlerine
kars1 deneysel olarak dlciilen degerlerin, R’ ise 8lgiilen biyolojik aktivite degerlerine karst
tahmin edilen degerlerin grafige gecirilmesiyle elde edilen egrilerin korelasyon
katsayilarina; k ve &’ ise sirastyla bu egrilerin egimlerine karsilik gelmektedir. R% ve R’
ise ¢izilen grafiklerdeki egrilerin x ve y eksenlerinin kesistigi noktadan baslatilmasiyla elde

edilen korelasyon katsayilarina denk gelmektedir (Golbraikh ve Tropsha, 2002).

r’m ve Ar’m parametreleri, tim veri setindeki bilesiklerin Olciilen aktivite degerleri ile
tahmin edilen aktivite degerleri arasindaki iligkiden yola c¢ikilarak hesaplanan ve
gelistirilen modellerin tahmin giiciinii ve saglamligin1 degerlendirmede kullanilan
parametrelerdir. Ar’m degeri 0.2°den kiigiik olan ve r’m degeri 0.5’ten biiyiik olan bir
model giivenilir ve kabul edilir olarak nitelendirilmektedir. r? ve r’ Golbraikh ve Tropsha
kriterlerinde yer alan R? ve R% degerlerine karsilik gelmek iizere r’m Denklem 2.9°de

verilen esitlik yardimiyla hesaplanir (Ojha ve ark., 2011).

r=r x (‘1—1,.,-"}2—;%)
(2.9)

2.1.7. Uygulama Alaninin Belirlenmesi

Gelistirilen bir KYAI modelinin biitiin kimyasal bilesiklerin aktivitesini giivenilir bir
sekilde tahmin etmesi beklenemez. Ciinkii molekiiler tanimlayicilar ve bu tanimlayicilara
bagl olarak elde edilen modeller; veri setinde bulunan bilesiklerin kimyasal yapilari,
fizikokimyasal 6zellikleri ve etki mekanizmalar1 gibi faktorlere bagl olarak ortaya ¢ikar.
Dolayistyla da veri setindeki bilesiklerden farkli kimyasal yapilara, fizikokimyasal
ozelliklere ve etki mekanizmalarina sahip bilesiklerin kullanilmasi gelistirilen modelin
giivenilir tahmin yapmasini etkiler. Bu nedenle gelistirilen modellerin uygulanabilirlik

alaniin tanimlanmasi gereklidir.

Geligtirilen modellerde uygulama alanmmin disinda kalan ve aykiri deger olarak
isimlendirilen bilesikler modelin tahmin giiclinii 6nemli Olgiide degistirmektedir. Bu
nedenle gelistirilen modeller i¢in aykiri deger analizi yapilmalidir. Bu tez calismasinda
aykir1 deger analizi ve uygulama alanmin tespiti her bir model i¢in QSARINS programi

aracilifiyla cizilen Williams grafigi kullanilarak yapildi. Williams grafigi, bilesiklerin
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standart artik degerlerine kars1 sapka degerlerinin (h) degisimini gosteren iki boyutlu bir
grafiktir. Bu grafikte yer alan standart artik ve sapka degerleri uygulama alaninin

belirlenmesinde ve aykirt deger analizinde kullanilan iki 6nemli parametredir.

Cesitli regresyon temelli metotlar aracilifiyla hesaplanabilen standart artik, aykiri deger
analizinde kullanilan parametrelerden birisidir. Calismamiz i¢in standart artik £3 olarak
belirlenmis ve bu degerin disinda kalan yapilar yanit-aykir1 deger (response outlier) olarak

tanimlanmastir.

Aykirt deger analizinde kullanilan bir diger parametrede kritik sapka degeridir. X; dikkate
alman bilesigin tanimlayict vektorii, X egitim seti tanimlayicilarindan elde edilen
tanimlayici matriks ve X' onun transpoze matriksi olmak iizere; bilesiklerin sapka
degerleri Denklem 2.10°da verilen formiille hesaplanir (Gramatica, 2007).

h = X" (X" X)X; (2.10)

Uygulama alaninin sinirlarini ¢izen en 6nemli parametrelerden biri olan kritik sapka degeri
(h*) ise Denklem 2.10’da verilen formiille belirlenir. Bu formiildeki n egitim setindeki

bilesik sayisini, p ise modeldeki tanimlayici sayisimi gosterir (Gramatica, 2007).
h*= 3(p+1)n (2.11)

Kritik sapka degerinin iistiinde kalan yapilar genellikle yapisal olarak veri setinin genel
dagilimina uymayan molekiillerdir ve yapisal aykiri deger (structural outlier) olarak
tanimlanirlar. Veri setini olusturan kimyasallarin yapisi, kaldirag etkisi yaratarak model
parametrelerinin belirlenmesinde etkili olan en 6nemli faktorlerden birisidir. Kaldirag, bir
molekiiliin gelistirilen modelin deneysel alanina (yani egitim setinin yapisal merkezine)
olan uzakligini ifade eder ve s6z konusu molekiiliin kimyasal yapisinin model iizerindeki
etkisi hakkinda bilgi verir. Yiiksek kaldirag degerine sahip molekiillerden tahmin edilen
biyolojik aktivite degerleri deneysel biyolojik aktivite degerlerine yakin olan molekiillerin
egitim setinde olmas1 gelistirilen modeli giiclendirir ve bu durum iyi kaldirag olarak ifade

edilir. (Gramatica, 2007).
2.1.8. Yeni Kumarin Tiirevi Bilesiklerin Tasarlanmasi

Veri setinde yer alan ve deneysel olarak 6l¢iilen antioksidan aktivite degerleri yiiksek olan

bilesiklerden yola cikilarak 31 adet yeni kumarin tiirevi bilesikler tasarlandi. Yeni
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tasarlanan bilesiklerin iki boyutlu yapilar1 Sekil 2.3’de, kimyasal yapilar1 Tablo 2.5’de
verilmistir. Bu bilesiklerin antioksidan aktivite degerleri, veri seti i¢in gelistirilen ve
istatistiksel agidan en iyi model olarak segilen KYAI modeline ait esitlikten faydalanilarak
tahmin edildi. Ayrica tasarlanan bilesiklerin molekiiler doking yontemiyle MAO

inhibisyon aktiviteleri belirlendi.

KYAI calismalar1 kapsaminda tasarlanan bilesiklerin SPARTAN’10 programi ile ii¢
boyutlu yapisi ¢izildi ve yari-deneysel yontem olan PM6 metoduyla konformasyon
taramasi1 yapildi (Stewart, 2007; Wavefunction Inc., 2010). Bulunan konformerler sulu
fazdaki enerji degerlerine gore siralanarak en diisiik enerjiye sahip konformasyon en kararl
konformasyon olarak secildi. Segilen en kararli konformasyonlarin PM6 yontemi ile
geometrik  optimizasyonu yapilarak SPARTAN tanimlayicilan ve DRAGON
tanimlayicilar1 hesaplandi. Veri seti icin gelistirilen ve istatistiksel acidan en iyi model
olarak secilen KYAI modeline ait esitlikten faydalanilarak tasarlanan bilesiklerin

antioksidan aktivite degerleri tahmin edildi.

Molekiiler doking calismalari kapsaminda tasarlanan bilesiklerin ii¢ boyutlu yapilar
SPARTAN’10 programi kullanilarak cizildi (Wavefunction Inc., 2010). SPARTAN’10
programindaki yari-deneysel PM6 metoduyla yapilan konformasyon taramasinin ardindan
her bir bilesik i¢in gaz fazindaki en kararli konformasyon segilerek yapilar optimize edildi
(Stewart, 2007). Optimize olmus bilesik yapilar1 pdb formatinda kaydedildi. Aktif bolgesi
bos pdb formatindaki enzim dosyalar1 ve pdb formatindaki ligand dosyalar: rijid doking
islemi i¢in AutodockTools 1.5.6 programinda agilarak doking islemine hazir hale getirildi
ve pdbqt formatma déniistiiriildii (Morris ve ark., 2009). Izoenzimlerin yapisinda bulunan
FAD’1in N5 atomu merkezde olmak {izere x, y, z boyutlar1 40x40x40 A olacak sekilde bir
kiip secilerek bir grid olusturuldu. Ligandlarin bu kiip igerisinde enzime baglanmasi
sagland1. Dokingler AutodockVina programi kullanilarak yapildi ve her bilesik i¢in doking
hesaplamalar1 10 kez tekrarland1 (Trott ve Olson, 2010).
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Tablo 2.5. Yeni tasarlanan bilesiklerin kimyasal yapilar

3-Aril Kumarin Tiirevleri

Bilesik No Rl R2 R3 R4 R5 Rs R7 Rg
E-32 -H -OH -OH -H -H -OH -OCH; -H
E-33 -OH -H -OH -H -H -OH -OCH; -H
E-34 -OH -H -H -OH -H -OH -OCHj; -H
E-35 -H -OH -OH -H -H -OH -H -OCH;
E-36 -H -OH -OH -H -OH -H -NO, -H
E-37 -H -OH -OH -H -H -OH -NO, -H
E-38 -OH -OH -H -H -OH -H -NO, -H
E-39 -OH -H -OH -H -OH -H -NO, -H
E-40 -H -OH -OH -H -H -CH; -OAc”® -H
E-56 -OH -OH -H -H -H -OH -NO, -H
E-57 -H -OH -OH -H -H -OAc -OAc -H
E-60 -H -OH -OH -H -H -OCH; -NO, -H
E-62 -H -OH -OCHj; -H -H -OCH; -OCH; -H
E-63 -H -OH -OH -H -H -CH;  -OCHj; -H

4-Aril Kumarin Tiirevleri

Bilesik No R]_ R2 R3 R4 R5 R6 R7
E-41 -OH -H -OCHj; -H -OH -OH -H
E-42 -OH -H -OCHj; -H -OH -H -OH
E-43 -OH -OH -H -H -CH; -OH -H
E-44 -OH -H -OH -H -CH; -OH -H
E-45 -H -OH -OH -H -OH -NO, -H
E-46 -OH -H -OH -H -OCH; -OCHj; -H
E-47 -OH -H -OH -H -OCHj; -H -OCHj;
E-48 -H -OH -OH -H -OCHj; -H -OCHj;
E-58 -H -OH -OCHj; -H -H -OH -OH
E-59 -H -OH -H -OH -OH -CHjs -H
E-64 -OH -OCHj; -H -H -OH -OH -H

Bitisik benzen halkali 3-hidroksi kumarin tiirevleri
(a) (b)

Bilesik No R R, Bilesik No R; R,
E-65 -OAc* -OCH3 E-68 -OAc -OCH3
E-66 -OCH3 -OH E-69 -OCH3 -OH
E-67 -OH -OH E-70 -OH -OH

*Ac= CH3CO
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2.2. Molekiiler Doking (Molekiiler Yerlestirme)

Bir molekiiler modelleme yontemi olan doking, bir molekiiliin bagka bir molekiile
nonkovalent etkilesimlerle baglanarak kararli bir kompleks olusturmasi sonucunda,
molekiillerin uzayda tercih ettikleri pozisyonlar1 ve baglanma afinitelerini tahmin etmede
kullanilan bir yontemdir (Thiriot ve ark., 2008; Trott ve Olson, 2010). Bu ydntem
genellikle hedef molekiillere (reseptor) ilag olarak tasarlanan maddelerin (ligand)

baglanmalarinin dogasini incelemek i¢in kullanilir.

Ligand-reseptor ve reseptor-reseptor dokingi olmak tizere iki tiirde uygulamasi olan doking
yonteminde, reseptor olarak proteinler, niikleik asitler (DNA, RNA) gibi biiyilk ve
biyolojik dneme sahip makromolekiiller kullanilir. Doking ¢alismalarinda reseptdr olarak
ele alinan molekiillerin yapilarinin tanimlanmasinda X-1sinlar1 kristallografisi veya niikleer
manyetik rezonans (NMR) teknikleri kullanilmaktadir. Ligand-protein dokingi; ligand1
esnek (flexible) proteini sabit (rijid) ya da hem ligandi hem de proteini esnek se¢cmek
suretiyle gergeklestirilmektedir. Protein-protein dokingi ise bilgisayar programlari
araciliftyla simulasyonu yapilmis iki adet protein molekiiliiniin birbiriyle etkilesimini
icermektedir. Protein-protein dokingindeki etkilesimler ligand-protein dokingindeki

etkilesimlere kiyasla daha rijiddir (Dias ve Filgueira de Azevedo Jr, 2008).

Molekiiler doking calismalari, ilag ya da ilag aday:r olarak tasarlanan taneciklerin hedef
enzim, protein ya da niikleik asit molekiiliiniin aktif bdlgesine hangi konformasyonlarda
hangi etkilesimlerle baglandigi, bu baglanmada etkili olan amino asit ya da niikleotid
tirleri ve baglanma afinitesinin tahmini ile ilgili 6nemli bilgiler sunmaktadir. Bu bilgiler
hedeflenen makromolekiillere daha uygun bilesiklerin tasarlanmasi asamasinda yol
gosterici  olmaktadir. Bu tez ¢alismasinda Scripps Arastirma Enstitiisii tarafindan
gelistirilmis agik lisansli bir doking programi olan AutoDock Vina kullanilarak rijid ve

esnek protein-ligand dokingleri yapilmistir (Trott ve Olson, 2010).

AutoDock Vina, AutoDock ile aym laboratuvarda (The Molecular Graphics Lab,
Department of Molecular Biology, The Scripps Research Institute, California) gelistirilmis
bir doking programidir. AutoDock Vina ve AutoDock programinin performansi 190 tane
protein-ligand kompleksinden olusan bir deneme seti kullanilarak karsilagtirilmis ve

AutoDock Vina programimin daha hizli ve giivenilir tahminler verdigi goriilmiistiir.
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Autodock Vina programinda kullanilan genetik algoritma bircok global ve yerel
optimizasyon yaklagiminin bir kombinasyonudur (Trott ve Olson, 2010). Programin
kendine 6zgii bir grafik ara yiizii bulunmamakla birlikte; hedef molekiilii ve ligand1 doking
islemine hazirlamak ve grid parametrelerini belirlemek amaciyla AutoDock programi i¢in
gelistirilmis olan AutoDockTools (ADT) grafik ara yiizii kullanilabilmektedir (Morris ve
ark., 2009).

Tez ¢alismasinda izlenen molekiiler doking basamaklarini gosteren akis diyagrami Sekil

2.4’te verilmistir.

Enzim dosyalarmn
hazarlanmas:

U

Ligand hilegiklerinin
haarlanmas

U

Konfigiirasyon
dosyasimin hazirlanmas

U

AutoDock Vina
ile doking

U

‘ Doking Sonuclarmmn ‘

Girimtillenmesi

Sekil 2.4. Molekiiler doking calismalarinda izlenen akis diyagrami

2.2.1. Enzim dosyalarimnin hazirlanmasi

MAO-A igin 2.2 A ¢odziiniirliige sahip 2Z5X x-1511 kristal yapis, MAO-B igin 1.6 A
cozlnlirliige sahip olan 2XFN x-is1m1 kristal yapist protein veri bankasindan pdb
formatinda indirilmistir. Dimer halinde bulunan MAO-B enzimindeki zincirlerden biri
silinerek monomerik yap1 elde edilmistir. Her bir enzim igin kristal yapisinda enzime baglh
olan inhibitdr, deterjan ve su molekiilleri yapidan silinip gerekli diger diizeltmeler

yapildiktan sonra aktif bolgesi bos enzim pdb formatinda kaydedilmistir. Bu sekilde elde
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edilen enzim dosyalari rijid doking islemi i¢in AutodockTools 1.5.6 programinda agilarak

doking islemine hazir hale getirilmis ve pdbqt formatina dontistiiriilmiistiir.

Esnek doking isleminde ise Oncelikle esnek olarak segilecek amino asitler belirlenmistir.
MAO-A ve MAO-B enziminin aktif bolgesinde yer alan ve esnek olarak secilen 11 adet
amino asit Tablo 2.6’da verilmistir. pdb formatinda kaydedilen aktif bélgesi bos enzim
dosyalar1 AutodockTools 1.5.6 programinda agilarak belirlenen 11 adet aktif bolge amino
asidi doking islemi sirasinda esnek olarak se¢ilmis ve donebilen bag sayilari

tanimlandiktan sonra pdbqt dosya formatinda kaydedilmistir.

Tablo 2.6. MAO-A ve MAO-B izozimlerinin aktif bolgesinde yer alan ve esnek olarak

secilen amino asitler

MAO-A enzimi i¢in esnek secilen MAO-B enzimi icin esnek secilen
amino asitler amino asitler

Tyr-69 Tyr-60

Asn-181 Cys-172
lle-207 lle-198

Phe-208 lle-199

GIn-215 GIn-206
Lys-305 Lys-296
lle-335 Tyr-326
Phe-352 Phe-343
Cys-406 Cys-397
Tyr-407 Tyr-398
Tyr-444 Tyr-435

2.2.2. Ligand bilesiklerinin hazirlanmasi

MAO inhibitér ozellikleri arastirilacak olan kumarin tiirevleri ile MAO-A ve MAO-B
izozimlerinin x 1sm1 kristal yapilarinda bulunan ligandlarin {i¢ boyutlu yapilar

SPARTAN’10 programi kullanilarak ¢izildi (Wavefunction Inc., 2010). Spartan’10

49



programindaki yari-deneysel PM6 metoduyla yapilan konformasyon taramasinin ardindan
her bir bilesik i¢in en kararli konformasyon segilerek optimize edildi (Stewart, 2007).
Optimize olmus bilesik yapilar1 pdb formatinda kaydedildi. AutodockTools programi
kullanilarak her bir ligand yapist doking islemine hazir hale getirilmek iizere pdbqt
formatia doniistiiriildi. Veri setini olusturan bilesiklerin iki boyutlu yapilar1 Sekil 2.3’te

verilmistir. Veri setini olusturan bilesiklerin kimyasal yapilar1 Tablo 2.2’de verilmistir.

2.2.3. Konfigiirasyon (Config) dosyasinin hazirlanmasi
Protein ve ligand molekiilleri doking islemine hazirlandiktan sonra komut isteminin
calistirilarak doking hesaplamasinin yapilabilmesi i¢in dncelikle konfiglirasyon dosyasinin

hazirlanmasi gerekir.

Bir konfigiirasyon dosyasinda; ligand ve protein molekiiliin adi, proteinin aktif bolgesi
iizerinde baglanmanin gerceklesecegi atomun kartezyen koordinatlari ve baglanmanin
gerceklesecegi atom merkez alinarak olusturulan kiipiin  boyutlarim1  tanimlayan
parametreler yer alir. Proteinin aktif bolgesi ve bu bolge ilizerindeki baglanmanin
gerceklesecegi atomun koordinatlar1 kullanilacak proteine gore farklilik gosterir. Ayrica
baglanmanin gergeklesecegi atom merkez alinarak olusturulan kiipiin boyutlar1 da proteinin

aktif bolgesi ve kullanilacak ligand molekiillerinin boyutuna gore farklilik gosterir.

AutoDock Vina programi kullanilarak gerceklestirilen rijid ve esnek doking hesaplamalari

icin hazirlanan 6rnek konfigiirasyon dosyalar1 Sekil 2.5’de verilmistir.

receptor = protein.pdbqgt receptor = rigid.pdbgt
ligand = ligand.pdbgt flex = flex.pdbqgt
ligand = ligand.pdbqgt
center_x = 34.176
center y = 31.342 center_x = 34,176
center_z = -14.785 center_y = 31.342
center_z = -14.785
size x = 48
size v = 48 size x = 4@
size_z = 40 size y = 40
size_z = 48
(a) (b)

Sekil 2.5. (a) Rijid (b) Esnek doking hesaplamalarinda kullanilan 6rnek konfigiirasyon

dosyalari
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2.2.4. Doking Islemi

MAO izoenzimlerin yapisinda bulunan FAD’in N5 atomu merkezde olmak iizere x, y, z
boyutlart  40x40x40 A olacak sekilde bir kiip secilerek bir grid olusturulmustur.
Ligandlarin bu kiip i¢erisinde enzime baglanmasi saglanmistir. MAO-A izoenzimi i¢in N5
atomunun X, y, z koordinatlar1 34.176; 31.342; -14.785 olarak, MAO-B izoenzimi i¢in N5
atomunun X, y, z koordinatlar1 ise 55.199; 150.457; 21.281 olarak belirlenmistir.
AutodockVina programi ile enzim ve ligandin pdbqt dosyalari agilarak doking islemi
yapilmistir. Konfigirasyon dosyasmin hazirlanmasinin  ardindan da komut istemi
caligtirtlmistir.  Hesaplama sonucunda ligandin enzime baglanabilecegi farkl
konformasyonlar ve her birine ait baglanma enerjileri elde edilmistir. Her bilesik icin

doking hesaplamasi1 10 kez tekrarlanmistir.

AutoDock Vina programinin validasyonu, enzimin kristal yapisindaki inhibitoriin enzime
doklanmasi ile elde edilen konformasyonlarin, X-ray yapisindan sapmasi (Root Mean
Square Deviation, RMSD) incelenerek gerceklestirilir. Bu amagla 6nce kullanilan kristal
yapilarin inhibitorleri harmin ve 2-(2-benzofuranil)-2-imidazolin sirasiyla MAO-A ve
MAO-B’ye dok edilmistir. Dok pozisyonlar1 kristal yapt pozisyonlari ile {ist tiste
cakistirilarak (Sekil 2.6) hata paymnin RMSD < 2 kriterini saglayip saglamagina bakilmistir
(Trott ve Olson, 2010). RMSD degerlerinin hesabi i¢in Discovery Studio 4.1 programi
kullanilmistir (Accelrys Software Inc., 2013). Bu dogrultuda RMSD degerleri harmin i¢in
1.408, 2-(2-benzofuranil)-2-imidazolin i¢in ise 1.598 olarak hesaplanmistir. Bu sonuglar

bize kullanilan yontemin dogru oldugunu gosterir.

Kristal vapidald harmin

(@) (b)

Sekil 2.6. AutoDock Vina programinin validasyonu i¢in yapilan RMSD hesaplamalarinda
(a) Harmin (b) 2-(2-benzofuranil)-2-imidazolin inhibitoriiniin dok pozisyonlari ile kristal

yap1 pozisyonlarinin ile iist iiste ¢akistirilmasiyla elde edilen goriintiiler

o1



2.2.5. Doking Sonuclarimin Goriintiilenmesi

Doking isleminin ardindan komut isteminin ¢alistirilmasiyla program tarafindan yapilan
hesaplamalar sonucunda rijid dokingde ligandin enzime baglanabilecegi farklh
konformasyonlar ile her birine ait baglanma enerjilerini igeren pdbqt formatinda out
dosyas1 ve sadece baglanma enerjilerini ve bu enerjilerin karsilastirmasini igeren txt
formatinda bir log dosyasi elde edilmistir. Esnek dokingde ise bu iki dosyaya ilaveten
doking islemi sirasinda, birbirinin komplementeri olan pdbqt formatinda esnek segilen
amino asitlerin bulundugu flexible.pdbqt dosyasi ve esnek segilen amino asitlerin disinda
kalan diger amino asitlerin bulundugu rigid.pdbqt dosyalar1 olugmustur. Ayrica esnek
dokingde elde edilen out dosyasi ligandin yanisira esnek segilen amino asitlerin de
konformasyonlarin1 igermektedir. Bu sekilde elde edilen sonuglar AutoDock Tools
kullanilarak goriintiilendikten sonra her bir ligand i¢in en iyi baglanan konformasyonlar
secilerek Discovery Studio goriintiileme yazilimi ile enzim-ligand etkilesimleri

incelenmistir (Accelrys Software Inc., 2013).
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3. BULGULAR VE TARTISMA

Bu calismada yeni sentezlenmis ve antioksidan aktiviteleri Ol¢iilmiis 37 adet kumarin
tirevi ile standart olarak kullanilan troloks bilesiginden olusan veri seti kullanilarak
saglamhig1 gegerli istatistiksel kriterlerle ispatlanmis kantitatif yapi-aktivite iliskisi
modelleri gelistirilmistir. Ayni kumarin tiirevlerinin MAO enzimleri ile etkilesimleri
doking metoduyla incelenerek secicilik ve etkinliklerini arastirilmistir. Her iki ¢caligmadan
elde edilen sonuglar karsilastirip degerlendirerek, cift-etki gosterme potansiyeli olan
bilesikler belirlenmistir. Elde edilen sonuglardan yola c¢ikilarak yeni kumarin tiirevleri
tasarlanmistir. Olusturulan K'Y AT modelleri kullanilarak tasarlanan bilesiklerin antioksidan

aktiviteleri tahmin edilmis ve doking metoduyla MAO inhibisyon aktiviteleri incelenmistir.

3.1. KYAI Modelleri

FRAP yontemi kullanilarak yapilan antioksidan aktivite Ol¢iim sonuglarina gore; veri
setinde yer alan bitisik benzen halkali 3-aril kumarin tiirevleri ile kumarin iskeletinden
tiireyen bilegiklerin referans olarak alinan troloks bilesiginden daha diisikk antioksidan
aktivite gosterdigi gozlenmistir. Bununla birlikte veri setindeki 3-aril kumarin tiirevlerinin
yaklagsik olarak %60’ 1nin, 4-aril kumarin tiirevlerinin ise yaklasik olarak %85’inin referans
olarak alinan troloks bilesiginden daha yiiksek antioksidan aktivite gosterdigi goriilmistiir.
Bu bilesiklerden 3- aril kumarin tiirevi olan 13 numaral bilesik [3-(4-nitrofenil)-7,8-
dihidroksikumarin] en yiliksek antioksidan aktivite gosteren bilesiktir. Bu bilesik
fonksiyonel grup olarak C ile simgelenen kumarin halkasinda orto pozisyonunda bulunan —
OH gruplarina ve A ile simgelenen benzen halkasinda bulunan —NO, grubuna sahiptir. Veri
setinde A halkasinda fonksiyonel grup olarak —NO; grubu bulunduran tek bilesik 13
numarali bilesiktir. Dolayisiyla da bu durum A halkasinda ayn1 pozisyonunda —NO; grubu
bulunduran bir bilesigin yiiksek antioksidan aktiviteye sahip oldugunu gdstermektedir.
Deneysel calismalar1 yapilan kumarin tiirevlerinin bu bulgular dogrultusunda yapisal
karakteristikleri g6z Oniine alinarak, antioksidan aktivitelerine bagli yapi-aktivite
iligkilerini tanimlayan KY AI modelleri gelistirilmistir. Veri setini olusturan bilesiklerin iki
boyutlu yapilart Sekil 2.3’te, kimyasal yapilar1 ve deneysel olarak 6l¢iilen biyolojik aktivite

degerleri Tablo 3.1°de verilmistir.
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Tablo 3.1. Veri setindeki bilesiklerin kimyasal yapilart ve deneysel olarak dlgiilen biyolojik aktivite degerleri

Troloks Antioksidan aktivitesi (Log(TEAC)) (Mm) =0
3-Aril kumarin tiirevleri
Bilesik No R hl R2 R3 R4 R5 Rs R7 '(Al\_n;éc().ir_séiaé]))a l((rtrll\&t)ESI
1 -H -OH -OH -H -OCH3 -OCH3; -H 0.355x*
2 -H -OCH3; -OCH; -H -OAc” -OAc -H -0.778
3 -H -OCH3 -OCHg; -H -OH -OH -H 0.287*
4 -H -OAcC -OAc -H -OCH3 -OCH3; -H -0.360
5 -H -OH -OH -H -OH -OH -H 0.525%*
6 -H -OAc -OCH3 -H -OCH3 -OCHg3; -H -0.787
10 -OH -OH -H -H -OCH3 -OCHg3 -H 0.325x
11 -OAc -OAc -H -H -OCH3 -OCHg3; -H -0.486
12 -OH -OH -H -H -CHj3 -H -H 0.313=
13 -OH -OH -H -H -H -NO, -H 0.557=
14 -OH -OH -H -H -H -H -H 0.358%*
16 -OH -OH -H -H -H -CH3 -H 0.303x
23 -OH -OH -H -H -OH -OH -H 0.435x
24 -H -OH -H -OH -OCH3 -OCHg3; -OCHg3; 0.085x*
25 -H -OH -OH -H -OCHs -OCHg3; -OCHs3 0.334x
26 -H -OAc -H -OAc -OAc -OAc -H -0.664
27 -H -OAc -OAc -H -OCH3 -OCHg3; -OCHg3; -0.486
28 -H -OAc -H -OAc -OCHjs -OCHg3; -OCHs3 -0.796
29 -H -OH -H -OH -OH -OH -H 0.351=

* Troloksa gore antioksidan aktivitesi yiiksek olan bilesikler, ©Ac= CH,CO
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Tablo 3.1.’in devamu

4-Aril kumarin tirevleri

Antioksidan aktivitesi

Bilesik No R1 R2 R3 R4 R5 R6 R7 (LOg(TEAC)) (mM)
7 -OH -OH -H -H -H -OCH3 -OCHjs 0.261*
8 -H -OH -OH -H -H -OCHjs -OCHjs 0.377*
9 -OH -OH -H -H -H -OH -OH 0.425%
18 -H -OH -H -OH -H -H -H 0.085%
21 -H -OH -OH -H -H -OH -OH 0.468+*
22 -H -OCH; -OCH3 -H -H -OCHjs -OCHjs -1.574
Kumarin iskeletinden tiireyen bilesikler
Antioksidan aktivitesi

Bilesik No R R, Rs3 (Log(TEAC)) (Mm)
15 -N=N-C¢Hs -OH -H -0.778
17 -H -H -OH -1.331
19 -NH, -OH -H -0.972
20 -H -OH -H -1.778

Bitisik benzen halkah 3-aril kumarin tiirevleri
(@) (b)

Bilesik R R Antioksidan aktivitesi Bilesik R R Antioksidan aktivitesi
No ! 2 (Log(TEAC)) (Mm) No ! 2 (Log(TEAC)) (Mm)
30 -OAc®  -OAc -0.854 33 -OAc  -OAc -0.853
31 -OCH; -OCH, -1.154 34 -H -CH, -2.000
32 -H -OCH, -1.000 36 -H -OCH, -1.000
35 -H -CH, -2.000 37 -OCH; -OCH, -1.097

* Troloksa gore antioksidan aktivitesi yiiksek olan bilesikler, “Ac= CH,CO
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37 adet kumarin tiirevi ve standart olarak kullanilan troloks bilesigi olmak {izere toplam 38
bilesikten olusan bir veri seti kullanilarak yapilan model arama calismalari, gecerli ve
giivenilir KYAI modelleri bulmak amaciyla birbirinden farkli egitim-test set ayrimlari
yapilarak gergeklestirilmistir. Bu dogrultuda yapilan denemeler sonucunda bulunan en iyi

modeller Tablo 3.2” de verilen egitim-test ayrimiyla elde edilmistir.

Tablo 3.2. Egitim ve test seti olusturan bilesiklerin numaralari

Test Set Egitim Seti
5,8,12,17,21, 24, 34, 38 1,2,3,4,6,7,9, 10, 11, 13, 14, 15, 16, 18, 19, 20,
22,23, 25, 26, 27, 28, 29, 30, 31, 32, 33, 35, 36, 37

Modeller QSARINS 2.2.1 yazilimindaki “All Subsets and Genetic Algorithm” se¢enekleri

kullanilarak olusturulmustur. Molekiiler yapinin farkli ydnlerini yansitan 1, 2 ve 3
tamimlayicili MLR modelleri elde edilmistir. Elde edilen modellerde SPARTAN
tanimlayicilarina  rastlanmamistir.  Modellerde sadece DRAGON  tanimlayicilari
gozlenmistir. Dolayisiyla da DRAGON tanimlayicilart SPARTAN tanimlayicilarini
ortmiistilir. Gelistirilen modeller i¢ ve dis validasyon kriterleri ve bu kriterlerle iligkili olan
MCDM (Cok Kriterli Karar Verme) grafikleri dikkate alinarak degerlendirilmistir (Sekil
3.1.). Bu dogrultuda elde edilen en iyi 1, 2 ve 3 tanimlayicili modeller bu modellere iliskin

i¢ ve dis validasyon parametreleri ile birlikte Tablo 3.3 ve Tablo 3.4’de verilmistir.

MCDM ext vs. MCDM fi
MCDM Fit ent¥s " IC2 Morils CATS2D 07 DL )
I\_F'_

/O { 1C2 RDF140s CATS2D_07 DL )
{JGI1 Infective-50_J {IC2 CATS2D 07 DL J

LOC CATSZD_07_DL )

Infective-50

0.834 0.545 0.857 0,863 0,679 0,891 0,902 0.914 0,925
MCDM exk

Sekil 3.1. Elde edilen modellerin MCDM grafigi
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Tablo 3.3. 1-3 tanimlayicili modellerin uygunluk ve i¢ validasyon parametreleri

Model Tanimlayict

No Sayisi Tanimlayicilar R? R%i RMSE, CCCy F Q%00 RMSE, CCCyr Q%mo R¥er QYo
IC2 Morlls
1 3 CATS2D 07 DL 0.935 0928 0.196 0.967 124926 0.915 0.223 0.967 0.908 0.106 -0.197
IC2 RDF140s
2 3 CATS2D 07 DL 0.934 0927 0.197 0.966 123.359 0.914 0.225 0.965 0908 0.103 -0.204
3 2 IC2 CATS2D _07_DL 0924 0918 0.213 0.960 162.924 0.906 0.236 0.960 0.901 0.069 -0.155
4 2 JGI1 Infective-50 0.870 0.860 0.277 0.930 90.230 0.837 0.310 0.930 0.830 0.068 -0.154
5 2 LOC CATS2D_07_ DL 0.854 0.843 0.294 0.921  78.963 0.818 0.328 0.895 0.808 0.068 -0.153
6 1 Infective-50 0.635 0.622 0.464 0.777  48.763 0.585 0.495 0.777 0575 0.034 -0.109
7 1 RDF010s 0.612 0.598 0.479 0.759 44.101 0.557 0.511 0.759 0541 0.036 -0.109
Tablo 3.4. 1-3 tanimlayicili modellerin dis validasyon parametreleri
RZ_RaOZ/ RZ_OZ/
Model No  Tamimlayicilar R%st RMSEws Q% Q% Q% CCCpst IPmav. Ari, k' k R? R
1 IC2 Morlls
CATS2D_07_DL 0.903 0.239 0.903 0.890 0.903 0.948 0.842 0.021 0980 0.922 0.004 0.007
IC2 RDF140s
2 CATS2D 07 DL 0.944  0.243 0.944 0.936 0.944 0.968 0.867 0.013 0.938 1.003 0.006 0.008
3 IC2 CATS2D_07_DL 0.887  0.255 0.889 0.875 0.890 0.939 0.817 0.023 0.940 0.943 0.005 0.010
4 JGI1 Infective-50 0.876  0.287 0.859 0.841 0.860 0.928 0.776 0.025 0.990 0.877 0.011 0.019
5 LOC CATS2D_07_DL 0.880  0.309 0.889 0.875 0.890 0.935 0.810 0.034 0916 0965 0.011 0.004
6 Infective-50 0.945  0.199 0.932 0.924 0.933 0.955 0.866 0.018 0.826 1.142  0.009 0.006
7 RDF010s 0.865 0.289 0.857 0.839 0.858 0.926 0.836 0.029 1.008 0.864 0.000 0.003
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Uygunluk, i¢ ve dig validasyon parametreleri dogrultusunda elde edilen 2 ve 3
tanimlayicilt modellerin (1-5 arast modeller) tiimii kabul edilebilir istatistiksel
kalitededir. MCDM grafigi, validasyon parametreleri ve tasarlanan bilesiklerle yapilan
biyolojik aktivite tahmini ¢aligmalarindan yola ¢ikilarak giivenilir, gegerli ve tahmin
giicli en yiiksek model olarak iki tanimlayicili bir model olan “model 3” se¢ilmistir.
Ayrica Model 2’deki {igilincli tanimlayic1 olan RDF140s tanimlayicisinin istatistiksel
parametrelerde onemli bir iyilesme saglamadigi goriildiigiinden daha az tanimlayici

iceren Model 3 tercih edilmistir.

Model 3’¢ ait matematiksel denklem ve istatistiksel degerler Denklem 3.1°de

verilmistir.

Log (AAreac (MM)) = 6.401 (£0.583) + 0.381 (+£0.024) CATS2D_07_DL (3.1)
+1.384 (+0.150) 1C2

Ny = 30, R%g = 0.924, RMSE,, = 0.213, F =162.924, CCCy = 0.960

Niest=8, R%est= 0.887, RMSE s = 0.255, Q%1 = 0.889, Q°r, = 0.875, Q%= 0.878,

CCCres= 0.939

Model 3 de yer alan molekiiler tanimlayicilar 1C2 ve CATS2D _07_DL dir. Bu iki
tanimlayici arasinda dikkate deger bir korelasyon bulunmamaktadir (R=0.041). Modelin
thest degeri 0.887, RMSEs degeri 0.255 olarak hesaplanmistir. Hesaplanan thest
degerinin yiiksek, RMSEs degerinin diisiik olmasit modelin tahmin giiciiniin yiiksek
oldugunu gosterir. Iki 6nemli i¢ validasyon parametresi olan, Q2|_oo ve QZLMO degerleri
sirastyla 0.906 ve 0.901 dir. Bu iki validasyon parametresinin degerlerinin birbirine
yakin, yliksek ve Rzadj degeri (0.924) ile kiyaslanabilir olmas1 modelin stabil oldugunu
gosterir. Model 3’iin P degeri (0.817) Ojha ve arkadaslar tarafindan tanimlanan P
esik degerinden (0.5) ¢cok daha yiiksek bulunmustur (Ojha ve ark., 2011). Bu durum
model 3’lin kabul edilebilir bir model oldugunu gosterir. Model 3’tin CCCys degeri
(0.939) yiiksek, m (0.817) ve r% (0.876) degerleri de birbirine yakin bulunmustur. Bu
nedenle model 3 yiiksek tahmin giicline sahiptir. Ayrica digsal korelasyon katsayilari
olan Q2p1 (0.889) ve Q2F2 (0.875) i¢in hesaplanan degerlerin birbirine yakin ve yeterli
istatistiksel kaliteye sahip olmasi, KYAI modeli gelistirmek igin segilen test setin

biyolojik aktivite degerlerinin egitim setinin biyolojik aktivite degerleri ile benzer
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dagilima sahip oldugunu gosterir. Buna ilaveten modelin Q% (0.890) degeri de yeterli
istatistiksel kaliteye sahiptir. Dolayisiyla model i¢in hesaplanan biitiin kriterlerin kabul
edilebilir degerlere sahip olmasi, modelin yiiksek dig tahmin potansiyelinin yani sira

yiiksek i¢ tahmin giicline ve istatistiksel glivenirlige sahip oldugunu gosterir.

Model 3 araciligiyla tahmin edilen antioksidan aktivite degerleri ile dlgiilen antioksidan
aktivite degerleri arasindaki iliskiyi gosteren grafik Sekil 3.2’de verilmistir. Calisilan
kumarin tlirevleri grafik lizerinde optimal ¢izgi boyunca dagilmiglardir. Veri setinin bu
dagilimi tahmin edilen antioksidan aktivite degerleri ile deneysel olarak olgiilen

antioksidan aktivite degerlerinin birbiriyle olduk¢a uyumlu oldugunu géstermektedir.

o Egitim sati
& Test sat

Model 3 ile Tahmin Edilen Log{Antioksidan AktiviteTeac)

-2.002 -1.65% -1.317 -0.975 -0.632 -0.290 0,053 0,395 0735
Deneysel LogiAntioksidan AktiviteTgac)

Sekil 3.2. Model 3 araciligiyla ait tahmin edilen Log(antioksidan aktivite) degerlerine

kars1 gozlenen Log(antioksidan aktivite) degerleri arasindaki iliskiyi gdsteren grafik

Gelistirilen en iyi 1, 2 ve 3 tanimlayicili modellerde yer alan ve antioksidan aktivitenin
modellenmesinde 6dnemli bir rolii olan DRAGON tanimlayicilart ve bu tanimlayicilarin

anlamlar1 Tablo 3.5’de verilmistir
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Tablo 3.5. Gelistirilen KY Al modellerinde yer alan tanimlayicilar

Sembol Sinif Tanim
IC2 Bilgi indeksi Bilgi igerik indeksi (2.dereceden komsuluk
simetrisi)
Morlls 3D-MorSE 11.sinyalin iyonik duruma bagl olarak
tanimlayicilari agirliklandirilmis degeri
CATS2D_07_DL CATS 2D Donér ve lipofilik gruplar arasindaki
topolojik mesafeleri tanimlayan indeks
RDF140s RDF Iyonik duruma bagli olarak
tanimlayicilari agirliklandirilmig radyal dagilim fonksiyonu
JGI1 2D 1.dereceden ortalama topolojik yiik indeksi
otokorelasyonlar
Infective-50 [lac-benzeri Ghose-Viswanadhan-Wendoloski %50
Indisler oraninda anti-infektif ila¢ benzeri indeks
LOC Topolojik indisler ~ Lopping merkezi indeksi
RDF010s RDF Iyonik duruma bagli olarak
tanimlayicilar agirliklandirilmig radyal dagilim fonksiyonu

3.1.1.Tanimlayicilarin Rolii

En iyi MLR modeli olarak secilen 3 numarali modelde yer alan tanimlayicilar IC2 ve
CATS2D_07_DL’dir. Bu tanimlayicilar model i¢in verilen matematiksel denklemdeki
(Esitlik 3.1) katsayilarna bagli olarak biyolojik aktiviteye pozitif yonde katki
yapmaktadirlar. Dolayisiyla da s6z konusu tanimlayicilarin degeri arttikca hesaplanan
biyolojik aktivite degeri de artar. Bu tanimlayicilardan IC2 [Information Content index
(neighborhood symmetry of 2-order)] bilgi indeksi tamimlayici sinifinda,
CATS2D _07_DL (CATS2D Donor-Lipophilic at lag 07) ise CATS2D (Chemically
Advanced Template Search 2D) tanimlayict smifinda yer alir. CATS2D 07 DL
tanimlayicisinda yer alan DL ifadesindeki D hidrojen bagi verici gruplari, L ise lipofilik
gruplar1 ifade eder. CATS tanimlayicilari, farmakafor noktalarindaki herhangi iki atom
cifti arasindaki topolojik mesafe dikkate alinarak hesaplanir. Belirtilen farmakafor
noktalar1 CATS2D 07 DL tanimlayicisi araciligiyla yansitilan hidrojen bagi vericileri
ve lipofilik atomlardir. Kumarin tlirevlerindeki farmakaforlar ¢ogunlukla —OH
gruplaridir ve bu gruplar hidrojen bagi vericisi olarak etki ederler. Dolayisiyla da
kumarin tiirevlerindeki farmakafor gruplarinin pozisyonlar: ve sayilart biiyiik ihtimalle

antioksidan aktiviteyi etkilemektedir.

Model 3’te yer alan tanimlayicilara literatiirde yapilan KYAI ¢alismalar1 kapsaminda

gelistirilen modellerde de rastlanmistir.  Nitro-poliaromatik  hidrokarbonlarin
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mutajenitesinin modellenmesi amaciyla yapilan KYAI c¢alismalarinda bilgi igerik
indeksi tanimlayicisina rastlanmistir  (Chirico ve Gramatica, 2011). CATS
tanimlayicilarina ise fulleren tiirevlerinin anti-viral aktivitesinin ve yeni kalp T tiirii Ca*
kanalin1 bloke edici ajanlarin ICsy degerlerinin tahmin edilmesi amaciyla yapilan
caligmalarda rastlanmistir (Schneider ve ark., 1999, Ahmed ve ark., 2013). Her iki
caligmada da CATS tanimlayicisinin biyolojik aktiviteye pozitif yonde katkida

bulunmasi bu ¢aligmada elde edilen bulgularla 6rtiismektedir.

3.1.2. Modelin Uygulama Alaninin Tanimlanmasi

En iyi MLR modeli olarak segilen Model 3’iin uygulama alani Williams grafigi
kullanilarak belirlenmistir. Model 3 icin QSARINS yazilimi1 aracilifiyla ¢izilen
Williams grafigi Sekil 3.3’de verilmistir.

o Egitim seti
Standart arnk ® Test set
3.500
2625
1.750

0.8675

0,000

-I'l_l'l_l'l'l_l'l'l'l
o040 0077 0115 0,453 0,191 0225 0266 0,304 0,342
Sapka degerleri (i*= 0.300)

Sekil 3.3. Model 3 i¢in ¢izilen Williams Grafigi
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Veri setindeki biitiin bilesiklerin sapka degeri, kritik sapka degerinden (h* =0.300) daha
diisik bulunmustur. Bu nedenle veri setinde yapisal aykiri degere rastlanmamuistir.
Ayrica veri setindeki bilesiklerin higbiri limit deger olarak alinan +3 standart sapma
araligmin disina ¢ikmamistir. Bundan dolayr veri setinde yanit-aykirt degere de
rastlanmamistir. Dolayisiyla veri setindeki tiim bilesiklerin antioksidan aktiviteleri

Model 3 yardimiyla giivenilir bir sekilde tahmin edilmistir.

Kumarin tiirevleri ve standart olarak kullanilan trolokstan olusan veri seti ig¢in
gelistirilmis model 3’iin uygulama alanini gosteren, bagimli ve bagimsiz degiskenlere

ait en diisiik ve en yiiksek deger araliklar1 Tablo 3.6’da verilmistir.

Tablo 3.6. Model 3’¢ ait degiskenlerin minimum ve maksimum sinirlari

Veri Seti
Parametre Minimum Maksimum
Deger Deger
Tahmin edilen
Log(Antioksidan Aktivite) 2 -
1 IC2 3.179 4,255
Tammlayiel "eAT5D 07 DL 0 5

3.1.3. Tasarlanan Bilesiklerin Antioksidan Aktivitelerinin Tahmin Edilmesi

Kumarin tiirevlerinin antioksidan aktivitesi, kumarin halkasina bagli gruplarin tiirii ve
pozisyonuna bagli olarak degiskenlik gdsterir. Bu durum dikkate alinarak hidroksi,
asetoksi, metoksi, nitro ve metil gibi c¢esitli fonksiyonel gruplar kumarin iskeleti
iizerinde farkli pozisyonlarda yerlestirilerek yeni kumarin tiirevleri tasarlanmistir.
Tasarlanan bilesiklerden 14 tanesi 3-aril kumarin tiirevi, 11 tanesi 4-aril kumarin tiirevi
ve 6 tanesi de bitisik benzen halkali 3-aril kumarin tiirevidir. Tasarlanan bilesiklerin iki
boyutlu yapilart Sekil 2.3’te, kimyasal yapilar1 ve tahmin edilen antioksidan aktiviteleri

Tablo 3.7°de verilmistir.

Tasarlanan bilesiklerin antioksidan aktivitesi model 3’e ait matematiksel denklem
kullanilarak tahmin edilmistir. Tasarlanan bilesikler i¢in model 3 yardimiyla belirlenen,
uygulama alanmi gosteren ve QSARINS programi aracihiiyla elde edilen Insubria
grafigi Sekil 3.4’te verilmistir. Bu grafige gore yeni tasarlanan tiim bilesiklerin sapka
degeri, kritik sapka degerinin (h*= 0.300) altinda kalmistir. Bu bulgu tasarlanan tiim

bilesiklerin model 3’{in yapisal alani i¢inde kaldigini gosterir.
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12 bilesigin tahmin edilen antioksidan aktivitesi, veri seti i¢in deneysel olarak olgiilen
en yiiksek antioksidan aktivite degerinden (0.738) daha yiliksek bulunmustur. Bununla
birlikte s6z konusu bilesiklerin sapka degerleri kritik sapka degerinden daha diisiik
oldugu i¢in bu bilesikler model 3’iin yapisal alani i¢inde kalmaktadir. Antioksidan
aktiviteleri tahmin edilen diger 19 bilesik hem kritik sapka degerinden daha diisiik sapka
degerine sahip olduklar1 i¢in hem de deneysel olarak Olciilen en yiiksek antioksidan
aktivite degerinden daha diisiik antioksidan aktivite degerine sahip olduklar1 i¢in model
3’iin uygulama alani i¢inde kalmaktadir. Model 3’iin uygulama alani i¢inde kalan bu
bilesiklerden 12 tanesinin tahmin edilen antioksidan aktivitesi referans olarak alinan
troloksun deneysel antioksidan aktivite degerinden daha yiiksek bulunurken, 7 tanesinin
antioksidan aktivitesi troloksun deneysel antioksidan aktivite degerinden daha diisiik
bulunmustur. Dolayisiyla da hem model 3’iin uygulama alani iginde kalan hem de
tahmin edilen antioksidan aktivitesi trolokstan daha yiliksek olan 12 bilesik gelecekte
yapilacak caligmalar i¢in umut vaad etmektedir. Bu bilesikler; E-34, E-35, E-36, E-38,
E-39, E-41, E-45, E-46, E-48, E-57, E-59 ve E-64 tiir.

Model 3 ile Tahmin Edilen Log{Antioksidan Aktivitetsac)
1.330

o Egitim seti
@ Tasarlanan hilesikler

0.875

0,420

-0.035

-0, 489

-0.944

-1.399

-1.854 o

-2.309 G Rasaasas RAsanazes Rasazazes Rasaasass Rasaasas RAsanazes RAsasazes
0.036 0.073 0.110 0,147 0. 154 0221 0,253 0,295 0,332

Sapka degerleri (h*= 0.300)

Sekil 3.4. Kumarin tiirevlerinin antioksidan aktivitesinin tahmini i¢in kullanilan model

3’lin uygulama alan1 analizini gosteren grafik.
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Tablo 3.7. Yeni tasarlanan bilesiklerin kimyasal yapilar1 ve model 3 ile tahmin edilen

antioksidan aktiviteleri

(a) 3-Aril kumarin tiirevleri

3-Aril kumarin tiirevleri

Antioksidan
Aktivitesi

Bilesik No R, R, Rs R, Rs Rs R, R (Log(TEAC)
(mM)
E-32 -H -OH -OH -H -H -OH -OCH; -H 0.836
E-33 -OH -H -OH -H -H -OH -OCH; -H 1.329
E-34 -OH -H -H -OH -H -OH -OCH; -H 0.455x*
E-35 -H -OH -OH -H -H -OH -H -OCH;, 0.755*
E-36 -H -OH -OH -H -OH -H -NO, -H 0.576%*
E-37 -H -OH -OH -H -H -OH -NO, -H 0.871
E-38 -OH -OH -H -H -OH -H -NO, -H 0.576%*
E-39 -OH -H -OH -H -OH -H -NO, -H 0.281x
E-40 -H -OH -OH -H -H -CH; -OAc” -H 0.798
E-56 -OH -OH -H -H -H -OH -NO;, -H 0.957
E-57 -H -OH -OH -H -H -OAc -OAcC -H 0.634x
E-60 -H -OH -OH -H -H -OCH; -NO;, -H 0.798
E-62 -H -OH -OCH; -H -H -OCH; -OCH; -H -0.606
E-63 -H -OH -OH -H -H -CH; -OCH; -H 0.855

* Uygulama Alam iginde kalan ve tahmin edilen antioksidan aktivitesi trolokstan biiyiik olan bilesikler
2Ac= CH5CO
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(b) 4-Aril kumarin tiirevleri

4-Aril kumarin tiirevleri

Antioksidan
Bilesik No R1 R2 R3 R4 R5 R6 R7 Aktivitesi
(Log(TEAC)) (mM)
E-41 -OH -H -OCH; -H -OH -OH -H 0.186%*
E-42 -OH -H -OCH; -H -OH -H -OH 0.947
E-43 -OH -OH -H -H -CH; -OH -H 1.233
E-44 -OH -H -OH -H -CH; -OH -H 1.019
E-45 -H -OH -OH -H -OH -NO; -H 0.108x
E-46 -OH -H -OH -H -OCH; -OCHj; -H 0.182x
E-47 -OH -H -OH -H -OCH; -H -OCH; 0.870
E-48 -H -OH -OH -H -OCH; -H -OCH; 0.414+
E-58 -H -OH -OCH; -H -H -OH -OH 0.836
E-59 -H -OH -H -OH -OH -CH; -H 0.555*
E-64 -OH -OCH;, -H -H -OH -OH -H 0.104+

* Uygulama Alani i¢inde kalan ve tahmin edilen antioksidan aktivitesi trolokstan biiyiik olan bilegikler

(c) Bitisik benzen halkali 3-hidroksi kumarin tiirevleri

Bitisik benzen halkali 3-hidroksi kumarin tiirevleri

(@) (b)
Antioksidan Antioksidan
Aktivitesi Aktivitesi
Bilesik No R Bilesik No R,
(Log(TEACQ)) (Log(TEACQC))
(mM) (mM)
E-65 -OAc*  -OCH, -0.310 E-68 -OAc*  -OCH, -0.398
E-66 -OCH, -OH -0.188 E-69 -OCH, -OH -0.288
E-67 -OH -OH -0.143 E-70 -OH -OH -0.251
“Ac= CH,;CO
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3.2. Molekiiler Doking Calhismalari

37 adet kumarin tiirevinden olusan veri setinin MAO izoenzimleri ile etkilesimleri rijid
ve esnek doking metodlartyla incelenerek s6z konusu kumarin tiirevlerinin MAO

inhibisyon aktiviteleri ve segicilikleri arastirilmistir.

3.2.1. Rijid Doking Sonuclar

MAO-A ve MAO-B enzimleri ile yapilan rijid doking hesaplamalar1 her bilesik i¢in 10
kez tekrarlanmistir. Hesaplamalar sonucunda bilesiklerin enzim i¢indeki yonelimlerini
gosteren farkli konformasyonlar ve bu konformasyonlara ait baglanma enerjileri elde
edilmistir. Enzime en yiiksek afinite (en diisiik serbest baglanma enerjisi; AG) ile
baglanan konformasyonlarin baglanma enerjileri dikkate alinarak hazirlanan rijid
doking sonuglart1 Tablo 3.8’de verilmistir. Bu sonuglara gore; 37 adet kumarin
tirevinden 19 tanesi MAO-A’nin aktif bolgesine, 35 tanesi ise MAO-B’nin aktif
bolgesine baglanmistir. Dolayisiyla MAO-A enzimine kiyasla MAO-B enzimi ile daha
fazla sayida kumarin etkilesmistir. 3-aril kumarin tirevi olan 24 ve 26 numarali

bilesikler ise her iki izoenzimin de aktif bolgesine baglanamamustir.

Doking hesaplamalar1 sonucunda, kumarin tiirevlerinin birgogunun izoenzimlere kristal
yapidaki inhibitérlerden (MAO-A’da harmin AG = -8.8 kcal/mol; MAO-B’de 2-(2-
benzofuranil)-2-imidazolin AG = -8.7 kcal/mol) daha giiglii etkilesimlerle baglandig:
goriilmistlir. Kumarin tiirevleri i¢in hesaplanan serbest baglanma afiniteleri (AG);
MAO-A’da -5.8 ile -9.4 kcal/mol araliginda, MAO-B’de ise -7.3 ile -12.4 kcal/mol
araliginda degismektedir. MAO-A ve MAO-B izoenzimleri i¢in elde edilen AG
degerlerinden yola ¢ikilarak hesaplanan K; degerlerini birbirine oranlamak suretiyle her
bir bilesik i¢in segicilik indeksi (SI) hesaplanmistir (Tablo 3.8). Bu sonuclara gore 6
bilesik (14, 15, 16, 19, 20 ve 29 numarali bilesikler) MAO-A’ya; 29 bilesik (1, 2, 3, 4,
56,7,8,9,10, 11, 12, 13, 17, 18, 21, 22, 23, 25, 27, 28, 30, 31, 32, 33, 34, 35, 36 ve 37
numarali bilesikler) ise MAO-B’ye daha yiiksek afinite ile baglanmistir.
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Tablo 3.8. MAO-A ve MAO-B izoenzimlerinin kristal yap:1 rijid doking sonucu

baglanma enerjisi (AG), inhibisyon sabiti (K;) ve SI degerleri

Bilesik MAO-A MAO-B Sl
AG Ki AG Ki Kimao-a\ Kimao-s
(kcal\mol)  (uM) (kcal\mol) (M)

1 -5.8 55.993 9.0 0.252 222.194
2 - - -9.2 0.180 -
3 -6.8 10.352 -8.6 0.496 20.870
4 - - -8.0 1.366 -
5 -7.9 1.617 -8.7 0.419 3.859
6 - - -8.1 1.154 -
7 - - -7.8 1.914 -
8 - - -7.8 1.914 -
9 -7.9 1.617 -8.2 0.974 1.660
10 -7.4 3.760 9.1 0.213 17.652
11 - - -9.5 0.108 -
12 -8.7 0.419 -8.9 0.299 1.401
13 -8.5 0.587 9.1 0.213 2.756
14 -9.4 0.128 -8.7 0.419 0.305
15 -9.2 0.180 -8.8 0.354 0.508
16 -9.4 0.128 -8.8 0.354 0.362
17 -7.7 2.266 -7.9 1.617 1.401
18 -7.8 1.914 -8.1 1.154 1.659
19 -8.3 0.823 -7.8 1.914 0.430
20 -8.0 1.366 -7.8 1.914 0.714
21 -7.5 3.176 -7.8 1.914 1.659
22 - - 9.1 0.213 -
23 -8.4 0.695 -8.7 0.419 1.658
24 - - - - -
25 - - -7.9 1.617 -
26 - - - - -
27 - - -7.3 4.452 -
28 - - -8.0 1.354 -
29 -8.2 0.974 -7.8 1.914 0.509
30 - - -11.6 0.0031 -
31 - - -11.5 0.0037 -
32 -7.6 2.682 -11.5 0.0037 724.865
33 - - -10.3 0.0279 -
34 - - -11.6 0.0031 -
35 - - -12.4 0.0008 -
36 -8.3 0.823 -10.4 0.0235 35.021
37 - - -10.3 0.0279 -

Ki=exp((AG*1000)/(Rcal*TK))
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3.2.2. Esnek Doking Sonuglari

MAO-A ve MAO-B enzimleri ile yapilan esnek doking hesaplamalar1 her bilesik i¢in 10
kez tekrarlanmigtir. Enzime en yiiksek afinite (en diislik serbest baglanma enerjisi; AG)
ile baglanan konformasyonlarin baglanma enerjileri dikkate alinarak hazirlanan esnek
doking sonuglar1 Tablo 3.9’ da verilmistir. Elde edilen sonuglara gore; 37 adet kumarin
tirevinden 30 tanesi MAO-A enziminin aktif bolgesine baglanmistir. MAO-B
enziminde ise veri setindeki bilesiklerin tamami aktif bolgeye baglanmistir. Dolayisiyla
rijid doking sonuglarina paralel olarak esnek dokingde de MAO-A enzimine kiyasla

MAO-B enzimi ile daha fazla sayida kumarin etkilesmistir.

Doking hesaplamalar1 sonucunda, kumarin tiirevlerinin birgogunun izoenzimlere kristal
yapidaki inhibitorlerden (MAO-A’da harmin AG= -12.3 kcal/mol; MAO-B’de 2-(2-
benzofuranil)-2-imidazolin AG= -10.8 kcal/mol) daha giiglii etkilesimlerle baglandig:
goriilmiistiir. Kumarin tiirevleri i¢in hesaplanan serbest baglanma afiniteleri (AG);
MAO-A’da -5.0 ile -12.1 kcal/mol araliginda, MAO-B de ise -8.0 ile -13.7 araliginda
degismektedir. Elde edilen sonuglara goére 20 bilesigin (1, 3, 5, 7, 8, 9, 10, 12, 13, 14,
15, 16, 18, 21, 23, 24, 25, 29 ve 36 numarali bilesikler) MAO-A enzimine; 16 bilesigin
(2, 4, 6, 11, 17, 20, 26, 27, 28, 30, 31, 32, 33, 34, 35 ve 37 numarali bilesikler) ise
MAO-B enzimine daha yiiksek afinite ile baglandig1 goriilmiistiir.

3.2.3. Rijid ve Esnek Doking Sonu¢larinin Karsilastirilmasi

Rijid ve esnek doking ¢aligmalar1 sonucunda elde edilen sonuclar karsilastirildiginda,
esnek doking ile elde edilen baglanma enerjisi degerlerinin rijid doking ile elde edilen
baglanma enerjisi degerlerinden ¢cogunlukla daha diisiik ¢iktig1 goriilmiistiir. Dolayisiyla
da, beklenildigi gibi esnek doking sonucunda baglanma enerjisi degerlerinde iyilesme
meydana gelmistir. Ayrica rijid dokingde MAO izozimlerinin aktif bdlgesine
baglanmayan bazi bilesiklerin esnek doking sonucunda izozimlerinin aktif bdlgesine
baglandig1 goriilmiistiir. Ornegin MAO-A’da 6, 7, 8, 11, 22, 24 ve 25 numaral
bilesikler, MAO-B de ise 24 ve 26 numarali bilesikler esnek doking sonucunda enzimin

aktif bolgesine baglanmislardir.
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Tablo 3.9. MAO-A ve MAO-B izoenzimlerinin kristal yap1 esnek doking sonucu
baglanma enerjisi (AG), inhibisyon sabiti (K;) ve SI degerleri

Bilesik MAO-A MAO-B Sl
AG K; AG K Kimao-a\ Kivao-s
(kcal\mol) (M) (kcal\mol) (M)

1 -10.3 0.028 -8.9 0.299 0.094
2 - - -10.5 0.020 -
3 -10.0 0.047 -9.0 0.252 0.186
4 - - -10.4 0.023 -
5 -11.1 0.007 -8.5 0.587 0.012
6 -9.0 0.252 -9.5 0.108 2.333
7 -10.3 0.028 -9.5 0.108 0.259
8 -9.9 0.055 -84 0.695 0.079
9 -10.7 0.014 -9.5 0.108 0.129
10 -9.9 0.055 -9.0 0.252 0.218
11 -8.0 1.366 -9.9 0.055 24.836
12 -11.2 0.006 -10.9 0.006 1
13 -11.7 0.003 -9.0 0.252 0.012
14 -10.9 0.010 -10.7 0.014 0.714
15 -10.7 0.014 -10.3 0.028 0.5
16 -11.2 0.006 -9.0 0.252 0.024
17 -7.8 1.914 -8.0 1.366 1.401
18 -10.2 0.033 -9.8 0.065 0.508
19 -8.5 0.587 -8.5 0.587 1
20 -8.1 1.154 -8.2 0.974 1.185
21 -10.6 0.017 -9.5 0.108 0.157
22 -9.0 0.252 -9.0 0.252 1
23 -11.2 0.006 -8.7 0.419 0.014
24 -9.2 0.180 -8.8 0.353 0.509
25 -9.5 0.108 -8.7 0.419 0.258
26 - - -10.3 0.028 -
27 - - -10.2 0.033 -
28 - - -9.9 0.055 -
29 -10.9 0.010 -9.9 0.055 0.182
30 -6.2 28.503 -12.2 0.001 28503
31 -10.3 0.028 -11.5 0.004 7
32 -11.1 0.007 -11.4 0.005 14
33 - - -12.4 0.0008 -
34 -5.0 216.071 -12.9 0.0003 720236.7
35 - - -13.7 0.0001 -
36 -12.1 0.001 -11.0 0.009 0.111
37 -11.1 0.007 -11.2 0.006 1.167

K=exp((2G*1000)/(Rcal*TK))
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Her iki doking ¢alismasinda da MAO-B enzimi ile daha fazla sayida bilesigin etkilestigi
gorlilmiistiir. Bununla birlikte yapilan rijid ve esnek doking calismalarinda veri
setindeki bazi bilesiklerin izoenzimlere olan ilgilerinde degisiklerin meydana geldigi
gozlenmistir. Ornegin rijid doking de MAO-B enzimine daha yiiksek afinite ile
baglanan bazi bilesiklerin (1, 3, 5 numarali kumarinler gibi), esnek dokingde MAO-A

enzimine daha yliksek afinite ile baglandig1 goriilmiistiir.

Rijid ve esnek doking caligmalar1 sonucunda elde edilen enzim-ligand etkilesimleri
Discovery Studio 4.1 programi kullanilarak incelenmistir. Deneysel inhibisyon
caligmalarindan elde edilen sonuglara goére; MAO-A’ya en iyi baglanan dort bilesik olan
5, 16, 23 ve 29 numarali kumarin tiirevleri ile MAO-B’ye en iyi baglanan dort bilesik
olan 13, 15, 36 ve 37 numarali kumarin tiirevlerinin enzimlerle yaptiklar: etkilesimleri
gosteren gorlntiiler Sekil 3.5-3.12°de verilmistir. Bu bilesiklerin enzimlerle yaptig
etkilesimler detayli olarak Tablo 3.10-3.17°de verilmistir. Tablolarda yer alan; Kum
kumarin iskeletinin yapisinda yer alan a-piron halkasini; KumFenil kumarin iskeletinin
yapisinda yer alan benzen halkasini, Fenil kumarin halkasinin yan zincirindeki benzen

halkasini, BitisikFenil ise kumarin iskeletine bitisik benzen halkasini ifade eder.

Elde edilen etkilesim sonuglarina gore; esnek dokingde enzimin aktif bdlgesindeki
amino asitlerin esnek segilmesi amino asitlerin konformasyonlarinda meydana gelen
degisikliklere bagli olarak, ligandlarin enzimin aktif bolgesine bu bolgedeki amino
asitlerle rijid dokinge gore daha fazla sayida etkilesim yaparak yerlesmesini saglamistir.
Dolayisiyla da bu durum esnek dokingde hem ligandlarin enzimin aktif bolgesine daha
yiiksek afinite ile baglanmasina hem de rijid dokingde enzimin aktif bolgesine

giremeyen ligandlarin enzimin aktif bolgesine baglanabilmesine neden olmustur.
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Sekil 3.5. 5 numarali bilesigin (a) rijid (b) esnek doking sonucunu gore enzime en

yiiksek afinite ile baglanan konformasyonunun MAO-A’nin aktif bolgesine yerlesme

pozisyonu. FAD koenzimi lacivert, ligand sar1, ligandin etkilestigi amino asitler ise gri

renkte gosterilmistir. Etkilesim uzakhig A cinsinden belirtilmistir.

Tablo 3.10. 5 numarali bilesigin rijid ve esnek doking sonucuna enzime en yiiksek

afinite ile baglanan konformasyonunun MAO-A enzimi ile yaptig1 etkilesimler

Bilesik AG Rijid Doking Etkilesimler AG Esnek Doking Etkilesimler
(kcal (kcal
/mol) /mol)
KumFenil-OH(O)...Tyr197-OH(H) (H
KumFenil-OH(H)...FAD- bagi=2.85)
C=0(0) (H bagi=2.51) KumFenil-OH(H)...Tyr444-OH(O) (H
KumFenil-OH(O)...FAD- bagi1=2.08)
NH(H) (H bagi=1.90) KumFenil-OH(H)...Asn181- C=0(0)
KumFenil...Tyr407(n-n (H bagi=3.07)
stacked=4.76) KumFenil...FAD(n-n T shaped =5.46)
5 79 Kum-C=0(0) 111 KumFenil...Tyr407(n-n stacked=3.75)

...Phe208(C)(C-H bagi=3.70)
Fenil...[le335 (n-0 =3.52)
Fenil...Phe208 (- = T shaped
=4.48)
Fenil-OH(H)...Cys323-
SH(S)(H bag1 =2.35)

Kum...Tyr407(n-n stacked=5.10)
Kum...Phe352 (n- © T shaped =5.23)
Fenil...Ile180 (r- Alkil =5.48)
Fenil...Ile335(n-c =3.88)
Fenil-OH(O)... Cys323-SH(H) (H
bagi=3.37)
Fenil-OH(H)...Thr336-C=0(0) (H
bagi=2.25)
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Sekil 3.6. 16 numarali bilesigin (a) rijid (b) esnek doking sonucunu gore enzime en

yiiksek afinite ile baglanan konformasyonunun MAO-A’nin aktif bolgesine yerlesme

pozisyonu. Etkilesim uzaklig1 A cinsinden belirtilmistir. FAD koenzimi lacivert, ligand

pembe, ligandin etkilestigi amino asitler ise gri renkte gosterilmistir.

Tablo 3.11. 16 numarali bilesigin rijid ve esnek doking sonucuna enzime en yiiksek

afinite ile baglanan konformasyonunun MAO-A enzimi ile yaptig1 etkilesimler

Bilesik AG Rijid Doking Etkilesimler AG Esnek Doking Etkilesimler
(kcal/ (kcal/
mol) mol)
Kumfenil.. FAD (z-Donor H KumFenil-OH(H)... Tyr407 (
bagi=2.81) L
) Donor H bag1=2.20)
KumFenil...Tyr407(n-n .
_ KumFenil...Tyr407(n-n
stacked=4.45) stacked=4.57)
bKaL:gT:-3C7:6())(O). --Phe208(C)(C-H Kum-O...Asn181-NHy(H)(H
o ) i bag1=2.92)
16 -9.4 l:zn;lli.).PheZOfﬁ (- © T shaped 11.2 Kum-C=0(0)... Asn181-NH,(H)

Fenil...Ile335 (n-c =3.44)
Fenil-CHa...11e335 (Alkil =5.47)
Fenil-CHa;... Cys323(Alkil =3.96)
Fenil...Cys323(n-siilfiir=4.99)

(H bagi=2.47)

Fenil...Phe208 (- © T shaped
=4.59)

Fenil-CHa... 11e325 (Alkil =4.46)
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Sekil 3.7. 23 numarali bilesigin (a) rijid (b) esnek doking sonucunu gore enzime en

yiiksek afinite ile baglanan konformasyonunun MAO-A’nin aktif bolgesine yerlesme

pozisyonu. Etkilesim uzaklig1 A cinsinden belirtilmistir. FAD koenzimi lacivert, ligand

turuncu, ligandin etkilestigi amino asitler ise gri renkte gosterilmistir.

Tablo 3.12. 23 numarali bilesigin rijid ve esnek doking sonucuna enzime en yiiksek

afinite ile baglanan konformasyonunun MAO-A enzimi ile yaptig1 etkilesimler

Bilesik AG Rijid Doking Etkilesimler AG Esnek Doking Etkilesimler
(kcal (kcal
/mol) /mol)
Fenil-OH(H)...Tyr444 (n-Donor H
bagi=2.60)
Fenil...Tyr444(n-n stacked=4.90)
KumFenil-OH(H)...FAD- Feml. .. Tyr407(m-m stacked=3.72)
C=0(0) (H bagi=2.05) Fenil...FAD(n-n T shaped =5.19)
L Dagles Kum-C=0(0)...Asn181-NH,(H) (H
KumFenil...Tyr407(n-n N
stacked=4.33) bagi=2.51)
. Kum-C=0(0)...GIn215-NH,(H) (H
23 8.4 Fenil...Phe208 (n-n T - badi=2.99
9% shaped =4.65) 11 0agi=2.99)

Fenil...Ile335 (- 6 =3.45)
Fenil-OH(H)...Cys323-
SH(S) (H bagi=2.40)

KumpFenil...Cys323-SH(xn-Siilfiir =5.93)
KumFenil-OH(O)...Cys323-SH(H) (H
bagi=3.36)
KumFenil...Met350(n-Siilfiir =5.95)
Kum...Ile180 (- Alkil =5.19)
KumPFenil...Ile180 (n- Alkil =5.47)
KumPFenil...[le335 (- 6 =3.90)
Kum...Ile335 (z- Alkil =5.16)
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Sekil 3.8. 29 numarali bilesigin (a) rijid (b) esnek doking sonucunu gore enzime en
yiiksek afinite ile baglanan konformasyonunun MAO-A’nin aktif bdlgesine yerlesme
pozisyonu. Etkilesim uzaklig1 A cinsinden belirtilmistir. FAD koenzimi lacivert, ligand

yesil, ligandin etkilestigi amino asitler ise gri renkte gosterilmistir.

Tablo 3.13. 29 numarali bilesigin rijid ve esnek doking sonucuna enzime en yiiksek

afinite ile baglanan konformasyonunun MAO-A enzimi ile yaptig1 etkilesimler

Bilesik AG Rijid Doking Etkilesimler AG Esnek Doking Etkilesimler
(kcal/ (kcal/
mol) mol)

KumFenil...Tyr407(n-n

KumFenil-OH (O)...FAD-NH(H) stacked=4.19)
(H bagi=2.31) Kum...Tyr407(n-n
KumFenil...FAD(n-n T-Shaped stacked=5.91)
=5.15) Fenil...Ile180 (m- Alkil =5.09)
29 8.2 KumFenil... Tyr407(n-n Stacked -10.9 Fenil...lle335(n- Alkil =4.32)

' =3.86) ' Fenil-OH(O)... Cys323-SH(H)
Kum... Tyr407(n-n Stacked=5.50) (H bag1=3.49)
Fenil...Ile335 (n- Alkil =3.87) Fenil-OH(H)... Met324-
Fenil...Leu337 (n- Alkil =4.42) C=0(0) (H bag1=3.00)

KumFenil-OH(H)...Asn181-
C=0(0) (H bag1=2,31)
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Sekil 3.9. 13 numarali bilesigin (a) rijid (b) esnek doking sonucunu gore enzime en

yiiksek afinite ile baglanan konformasyonunun MAO-B’nin aktif bolgesine yerlesme

pozisyonu. Etkilesim uzaklig1 A cinsinden belirtilmistir. FAD koenzimi lacivert, ligand

pembe, ligandin etkilestigi amino asitler ise gri renkte gosterilmistir.

Tablo 3.14. 13 numarali bilesigin rijid ve esnek doking sonucuna enzime en yiiksek

afinite ile baglanan konformasyonunun MAO-B enzimi ile yaptig1 etkilesimler

Bilesik AG Rijid Doking Etkilesimler AG  Esnek Doking Etkilesimler

(kcal (kcal

/mol) /mol)
Kum-C=0(0)...GIn206-NH(H) (H
bag1=2.37) KumFenil...Leul71(z-
Kum-OH(H)...11e199-C=0(0) (H Alkil=5.08)
bagi=3.07) Kum...Leul71(n-
Kum...Leul71(n- 6 =3.06) Alkil=4.02)
Kum...Cys172 (wn-Siilfiir =5.43) Kum...Leul71(n- 6 =3.47)

13 -9.1  Kum...Tyr326 (n- n T shaped -9.0 Kum..Tyr326 (n-n T

=4.64)

KumPFenil...Leul 71(n- Alkil=5.27)
KumPFenil...Ile199 (n- Alkil =3.81)
Kum...Ile199 (n- Alkil =4.47)
Fenil...Leul71(n- Alkil=4.58)
Fenil...Cys172 (n-Alkil =4.92)

shaped =5.22)
Kum...Tyr326 (n-c =3.83)
Fenil...Ile199 (n- 6 =3.69)
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Sekil 3.10. 15 numaral bilesigin (a) rijid (b) esnek doking sonucunu gore enzime en

yiiksek afinite ile baglanan konformasyonunun MAO-B’nin aktif bdlgesine yerlesme

pozisyonu. Etkilesim uzaklig1 A cinsinden belirtilmistir. FAD koenzimi lacivert, ligand

turkuaz, ligandin etkilestigi amino asitler ise gri renkte gosterilmistir.

Tablo 3.15. 15 numarali bilesigin rijid ve esnek doking sonucuna enzime en yiiksek

afinite ile baglanan konformasyonunun MAO-B enzimi ile yaptig1 etkilesimler

Bilesik AG Rijid Doking Etkilesimler AG Esnek Doking Etkilesimler
(kcal/ (kcal
mol) /mol)
Fenil... Tyr398(n-n stacked=4.81)
Kum(N)...GIn206 (H bagi=2.65)
Kum-OH(O)...GIn206-NH(H)
Kum-C=0(0)...Tyr326-OH(H) (H bag1=2.37)
(H bag1=2.05) Kum...Cys172 (n-Siilfiir =5.98)
Kum...lle199 (n- 6 =3.61) Kum...Cys172 (wn-Siilfiir =4.67)
KumFenil...Ile199 (n- Alkil KumPFenil...Leul71(z-
=4.46) Alkil=5.39)
15 88 KumFenil. lle316 (x- Alkil 103 Wum. Leul71(n- 6 =3.03)
=5.00) Kum...Tyr326 (n- n T shaped

Kum...l1e316 (- Alkil =4.94)
Fenil...Leul71(n- Alkil=4.16)

=5.29)

Kum-OH...Tyr326 (n-Donor H
bagi=3.02)

Kum...Ile199 (n- 6 =3.60)
Kum...Ile199 (n- 6 =3.73)
KumPFenil...Ile199 (n- 6 =3.49)
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Sekil 3.11. 36 numarali bilesigin (a) rijid (b) esnek doking sonucunu gore enzime en

yiiksek afinite ile baglanan konformasyonunun MAO-B’nin aktif bolgesine yerlesme

pozisyonu. Etkilesim uzaklig1 A cinsinden belirtilmistir. FAD koenzimi lacivert, ligand

yesil, ligandin etkilestigi amino asitler ise gri renkte gosterilmistir.

Tablo 3.16. 36 numarali bilesigin rijid ve esnek doking sonucuna enzime en yiiksek

afinite ile baglanan konformasyonunun MAO-B enzimi ile yaptig1 etkilesimler

Bilesik AG Rijid Doking Etkilesimler AG Esnek Doking Etkilesimler
(keal (keal
/mol) /mol)
Kum-C=0(0)...Cys172-SH(H) (H EZ?III:?E;S"'GW% (C-H
bagi=2.88) g1=3.

Kum...Leul71 (n-c =3.20)
KumPFenil...Ile199 (n- 6=3.56)
Kum...Cys172(zn-Siilfiir =5.36)
Kum...Tyr326 (n- n T shaped
=4.98)

BitigikFenil...Ile199 (n- Alkil=4.36)
BitigikFenil...Ile316 (n- Alkil=4.93)
KumPFenil...Ile199 (n- Alkil=4.98)
Kum...Ile199 (n- Alkil=4.09)
Fenil...Leul71 (z-Alkil =4.18)

36 -10.4 -11.0

Fenil...Leul71 (z-Alkil =4.30)
Kum...Cys172(n-Siilfiir =5.60)
Kum...Leul71 (n-0 =3.10)
Kum...Tyr326 (- © T shaped
=4.99)

Kum... le199 (n-c =3.57)
KumPFenil... [1e199 (wn-6 =3.55)
KumPFenil... [1e199 (wn-6 =3.95)
BitigikFenil...Ile199 (n- Alkil=4.29)
KumFenil...Ile316 (n- Alkil=5.04)
BitigikFenil...Ile316 (n- Alkil=4.94)
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Sekil 3.12. 37 numaral bilesigin (a) rijid (b) esnek doking sonucunu gore enzime en
yiiksek afinite ile baglanan konformasyonunun MAO-B’nin aktif bdlgesine yerlesme
pozisyonu. FAD koenzimi lacivert, ligand pembe, ligandin etkilestigi amino asitler ise

gri renkte gosterilmistir. Etkilesim uzakligi A cinsinden belirtilmistir.

Tablo 3.17. 37 numarali bilesigin rijid ve esnek doking sonucuna enzime en yiiksek

afinite ile baglanan konformasyonunun MAO-B enzimi ile yaptig1 etkilesimler

Bilesik AG Rijid Doking Etkilesimler AG Esnek Doking Etkilesimler
(kcal/ (kcal/
mol) mol)
Kum-C=0(0)...Cys172-SH(H) (H

Fenil-OCH;(0)...GIn206-NH,(C-
H bagi=2.70)
Fenil...Cys172(n-Alkil =5.28)
Fenil...Leul71 (n-Alkil =4.32)
Kum...Cys172(n-Stlfiir =5.56)

bagi=2.97)

Kum...Leul71 (n-c =3.33)
Fenil...Leul71 (n- 6 =3.87)
Fenil-OCH;(C)...11e199(C-H

Bagi=3.13) Siilfiir =
KumC=0(0)...11e199(C-H K o0 (Al 08
37 -10.3 Bagi=3.49) -11.2 :

Kum... Ile199 (n-c =3.60)
Kum... [1e199 (n-c =3.89)
BitigikFenil...Ile199(x-

Fenil...Ile199 (n-c =3.31)
Kum...Cys172 (n-Siilfiir =5.06)
BitisikFenil... Tyr398(n-m stacked

D Alkil=4.36)
Kum...Tyr326 (n-n T shaped EE?&E%ZLJRS 16(m-
-5.03) 11=4.94)

KumFenil...Leul71(n-Alkil =4.61) KumPFenil...Ile316 (n-Alkil=4.95)
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3.2.4. MAO Inhibisyon Cahsmalar

Doking c¢alismalarinin ardindan kumarin tiirevlerinin MAQO inhibisyon aktivitesi
Marmara  Universitesi ~Fen-Edebiyat Fakiiltesi Biyokimya Anabilim Dali
laboratuvarinda deneysel olarak dl¢iilmiistiir. Elde edilen 6l¢iim sonuglari rijid ve esnek

doking sonuglariyla birlikte Tablo 3.18’de verilmistir.

Deneysel ol¢iim sonuglarma gére MAO-A inhibisyon aktivitesi en yiiksek olan
bilesikler 1, 3, 5, 7, 8, 9, 10, 11, 12, 13, 14, 16, 21, 23, 25, 27 ve 29 (17 bilesik)
numarali bilesiklerdir. MAO-B inhibisyon aktivitesi en yiiksek olan bilesikler 1, 3, 4, 5,
7,9,10, 11,12, 13, 14, 15, 16, 21, 22, 23, 25, 27, 29, 31, 36 ve 37 (22 bilesik) numarali
bilesiklerdir. 19, 20, 34 ve 35 numarali kumarin tiirevleri ise her iki izoenzim i¢in de
inhibisyon aktivitesi gostermemistir (100 uM konsantrasyonda). Bunlardan 19 ve 20
numarali bilesikler kumarin iskeletinden tiireyen, 34 ve 35 numarali bilesikler ise bitigik

benzen halkali 3-aril kumarin tiirevi bilesiklerdir.

Inhibisyon dl¢iimleri yapilan kumarin tiirevlerinden 15, 22, 31, 36 ve 37 numaral
bilesikler MAO-B enzimini yiiksek segicilikle inhibe etmektedir. Bu bilesiklerden 15
numarali bilesik 3-aril kumarin tiirevi, 22 numarali bilesik 4-aril kumarin tiirevi, 31, 36
ve 37 numaral1 bilesikler ise bitisik benzen halkali 3-aril kumarin tiirevi bilesiklerdir.
Deneysel inhibisyon Ol¢iimlerinde MAO-A enzimini yiiksek segicilikle inhibe eden

bilesiklere rastlanmamuistir.

Deneysel inhibisyon calismalari dncesinde, kumarin tiirevlerinin MAO izozimlerine
olan etkinliklerini ve seciciliklerini arastirmak amaciyla rijid ve esnek doking
caligmalar1 yapilmistir. Doking caligmalarindan elde edilen sonuglar 6zellikle esnek
doking sonuglar1 genel olarak deneysel sonuglarla uyum igerisindedir ve veri setindeki
bilesiklerin MAO izozimlerine kars1 olan ilgileri hakkinda genel bir fikir vermektedir.
Bununla birlikte bazi1 doking sonuclari deneysel sonuglarla Ortlismemektedir. Bu
durumun  kumarin tiirevlerinin  yaptigi inhibisyon tiriiyle iligkili  oldugu
diistiniilmektedir. Ciinkii doking metodunda, ligandlarin enzime yarigmali inhibisyon
yaparak kovalent olmayan etkilesimlerle baglandigi varsayilir. Eger enzimle
etkilesimleri deneysel olarak incelenen bilesikler, enzime yarigsmali inhibisyon diginda
baska bir inhibisyon tiirliyle baglaniyorsa bu durum deneysel sonucglarin doking

sonuclarindan daha farkli ¢ikmasina neden olacaktir. Bu ¢alismada kumarin tlirevlerinin
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MAO enzimine karisik inhibisyon yaparak baglandigi saptanmistir. Dolayisiyla bazi
bilesikler i¢in gézlenen deneysel ve doking sonuglar1 arasindaki farkliliklar sz konusu
kumarin tlirevlerinin enzime yarigmali inhibisyondan farkli bir inhibisyon tiirliyle

baglaniyor olmasindan kaynaklanmaktadir.

Karisik inhibisyonda deneysel olarak belirlenen ICsy degerleri ile K; degerleri arasinda
dogrudan bir iliski kurulamamaktadir. Bu nedenle bu calismada deneysel olarak

belirlenen ICsq degerleri ile K; degerleri karsilagtirilmamustir.
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Tablo 3.18. Kumarin tiirevlerinin MAO izoenzimleriyle deneysel inhibisyon, rijid ve

esnek doking sonuglari

Rijid Doking Esnek Doking Deneysel Inhibisyon
Bilesik Sonuclan Sonuclari Sonuc¢lar
‘,\fg‘ MAO-A MAO-B MAO-A MAO-B MAO-A MAO-B
Ki Ki Ki Ki ICso ICso
(uM) (M) (M) (M) (M) (M)
1 55.993 0.252 0.028 0.299 2.04 2.43
2 - 0.180 - 0.020 14.03 10.14
3 10.352 0.496 0.047 0.252 1.97 2.56
4 - 1.366 - 0.023 12.17 8.24
5 1.617 0.419 0.007 0.587 1.79 2.34
6 - 1.154 0.252 0.108 182.12 61.29
7 - 1.914 0.028 0.108 2.61 3.40
8 - 1.914 0.055 0.695 8.12 11.31
9 1.617 0.974 0.014 0.108 2.08 2.66
10 3.760 0.213 0.055 0.252 1.94 2.54
11 - 0.108 1.366 0.055 6.43 8.14
12 0.419 0.299 0.006 0.006 1.95 2.50
13 0.587 0.213 0.0026 0.252 2.07 0.91
14 0.128 0.419 0.010 0.014 3.95 2.33
15 0.180 0.354 0.014 0.028 204.09 0.13
16 0.128 0.354 0.006 0.252 1.56 0.99
17 2.266 1.617 1.914 1.366 355.29 228.27
18 1.914 1.154 0.033 0.065 104.70 178.70
19 0.823 1.914 0.587 0.587 - -
20 1.366 1.914 1.154 0.974 - -
21 3.176 1.914 0.017 0.108 2.30 3.21
22 - 0.213 0.252 0.252 115.59 9.28
23 0.695 0.419 0.006 0.419 1.81 2.45
24 - 0.180 0.353 17.50 23.40
25 - 1.617 0.108 0.419 2.09 2.84
26 - - 0.028 16.84 13.01
27 - 4.452 - 0.033 8.92 5.83
28 - 1.354 - 0.055 102.65 213.21
29 0.974 1.914 0.01 0.055 1.79 3.18
30 - 0.0031 28.503 0.0011 97.20 54.40
31 - 0.0037 0.028 0.0037 128.35 1.23
32 2.682 0.0037 0.007 0.0044 245.07 48.12
33 - 0.0279 - 0.0008 78.31 13.82
34 - 0.0031 216.071 0.0003 - -
35 - 0.0008 - 0.0001 - -
36 0.823 0.0235 0.00135 0.0086 290.91 0.0109
37 - 0.0279 0.007 0.006 194.35 0.235
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3.2.5. Tasarlanan Bilesiklerin Doking Sonuclari

Yeni tasarlanan 31 adet kumarin tiirevinden 18 tanesi MAO-A’nin aktif bolgesine, 22
tanesi ise MAO-B’nin aktif bolgesine baglanmistir. Dolayisiyla MAO-A enzimine
kiyasla MAO-B enzimi ile daha fazla sayida kumarin etkilesmistir. 6 bilesik ise her iki
izoenzimin de aktif bolgesine baglanamamistir. Enzime en yiiksek afinite (en diislik
serbest baglanma enerjisi; AG) ile baglanan konformasyonlarin baglanma enerjileri

dikkate alinarak hazirlanan rijid doking sonuglar1 Tablo 3.19’da verilmistir.

Doking hesaplamalari sonucunda, kumarin tiirevlerinin 6nemli bir boliimiiniin
izoenzimlere kristal yapidaki inhibitdrlerden daha giiclii etkilesimlerle baglandigi
goriilmistiir. Kumarin tiirevleri i¢in hesaplanan serbest baglanma afiniteleri (AG);
MAO-A’da -6.6 ile -8.8 kcal/mol araliginda, MAO-B de ise -5.9 ile -11.8 kcal/mol

araliginda degismektedir.

MAO-A ve MAO-B izoenzimleri igin elde edilen AG degerlerinden yola ¢ikilarak
hesaplanan K; degerlerini birbirine oranlamak suretiyle her bir bilesik i¢in segicilik
indeksi (SI) hesaplanmistir (Tablo 3.19). Bu sonuglara gore 4 bilesik (E-34, E-43, E-44
ve E-64) MAO-A’ya; 20 bilesik (E-32, E-33, E-35, E-36, E-37, E-38, E-39, E-40, E-56,
E-57, E-58, E-60, E-62, E-63, E-65, E-66, E-67, E-68, E-69 ve E-70) ise MAO-B’ye
daha yiiksek afinite ile baglanmigstir.
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Tablo 3.19. Tasarlanan bilesiklerin kristal yap1 rigid doking sonucu baglanma enerjisi
(AG), inhibisyon sabiti (K;) ve SI degerleri

MAO-A MAO-B Sl
Bilesik AG Ki AG Ki Kimao-a\ Kivao-s
(kcakmol) (uM) (kcal\mol) (uM)

E-32 -1.7 2.266 -9.0 0.252 8.992
E-33 -8.0 1.366 -9.0 0.252 5.421
E-34 -8.6 0.496 -8.3 0.823 0.603
E-35 -7.3 4.452 -8.8 0.354 12.576
E-36 -8.3 0.823 -8.9 0.299 2.753
E-37 -7.8 1.914 -94 0.128 14.953
E-38 -7.9 1.617 -8.8 0.354 4.568
E-39 -8.4 0.695 -9.1 0.213 3.263
E-40 -7.2 5.270 -9.0 0.252 20.913
E-41 - - - - -
E-42 - - - - -
E-43 -6.9 8.744 - - -
E-44 -6.6 14.510 - - -
E-45 = = = = -
E-46 - - - - -
E-47 - - - - -
E-48 - - - - -
E-56 -8.2 0.974 -9.5 0.108 9.018
E-57 - - -9.2 0.180 .
E-58 - -7.3 4.452 -
E-59 - - -5.9 47.296 -
E-60 - - -9.3 0.152 -
E-62 - - -9.0 0.252 -
E-63 -7.4 3.760 -8.7 0.419 8.974
E-64 -7.1 6.239 - - -
E-65 - - -11.8 0.002 -
E-66 -1.7 2.266 -11.4 0.004 566.5
E-67 -7.4 3.760 -11.3 0.005 752
E-68 - - -10.3 0.028 -
E-69 -7.8 1.914 -10.2 0.033 58
E-70 -8.8 0.354 -10.4 0.024 14.750

K=exp((2G*1000)/(Rcal*TK))

3.3. Cift-Etki Gosterme Potansiyeli Olan Bilesikler

3.3.1. Veri Setindeki Bilesikler

Bu c¢alismada yeni sentezlenmis ve antioksidan aktiviteleri Sl¢iilmiis 37 adet kumarin

tirevinden olusan veri seti kullanilarak saglamligi gecerli istatistiksel kriterlerle
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ispatlanmis KYAI modelleri gelistirilmis ve aym1 kumarin tiirevlerinin MAO enzimleri
ile etkilesimlerini doking metoduyla inceleyerek secicilik ve etkinliklerini

arastirilmastir.

Deneysel inhibisyon 6l¢iim sonuglar1 da dikkate alinarak her iki ¢alismadan elde edilen
sonuglar karsilastirip degerlendirilerek, cift-etki gdsterme potansiyeli olan bilesikler
belirlenmistir. Deneysel olarak 6lgiillen MAO-A inhibisyon aktivitesi ve antioksidan
aktivitesi yiiksek olan bilesikler 1, 5, 8, 9, 10, 12, 13, 14, 16, 21, 23 ve 29 numarali
bilesiklerdir (12 bilesik). Bu bilesiklerin deneysel antioksidan aktiviteleri, MAO-A

inhibisyon ve doking sonuglar1 Tablo 3.20°de verilmistir.

Tablo 3.20. Deneysel olarak olgiilen MAO-A inhibisyon aktivitesi ve antioksidan

aktivitesi yliksek olan bilesiklere ait deneysel ve hesaplanmis veriler

Antioksidan Rij_id Esn_ek ICeo
BN ARE PO DO
(mM) (uM) (M)

1 2.27 55.993 0.028 2.04
5 3.35 1.617 0.007 1.79
8 2.38 - 0.055 8.12
9 2.66 1.617 0.014 2.08
10 2.11 3.760 0.055 1.94
12 2.06 0.419 0.006 1.95
13 3.61 0.587 0.0026 2.07
14 2.28 0.128 0.010 3.95
16 2.01 0.128 0.006 1.56
21 2.94 3.176 0.017 2.3
23 2.72 0.695 0.006 1.81
29 2.24 0.974 0.010 1.79

Yiiksek antioksidan aktivite ve MAO-A inhibisyon aktivitesi gosteren bilesiklerden 1, 5,
10, 12, 13, 14, 16, 23 ve 29 numarali bilesikler 3-aril kumarin tiirevi; 8, 9 ve 21
numarali bilesikler ise 4-aril kumarin tiirevi bilesiklerdir. Bu bilesiklerden 7, 10, 12, 13,
14, 16 ve 23 numarali kumarin tiirevlerinde ortak olarak gozlenen fonksiyonel yapi,
kumarin halkasinda R; ve R; konumlarinda yer alan orto pozisyonundaki —OH

gruplaridir. Bu duruma iligskin molekiil yapis1 Sekil 3.13’te verilmistir.
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Sekil 3.13. 7, 10, 12, 13, 14, 16 ve 23 numarali 3-aril kumarin tiirevlerinde ortak olarak

gozlenen fonksiyonel yapi.

5, 23 ve 29 numarali numarali 3-aril kumarin tiirevlerinde ortak olarak gozlenen
fonksiyonel yap1 kumarin halkasinda Rg ve R; konumlarinda yer alan orto
pozisyonundaki —OH gruplaridir. Bu duruma iliskin molekiil yapisi Sekil 3.14’te

verilmistir.

Sekil 3.14. 5, 23 ve 29 numarali numarali 3-aril kumarin tiirevlerinde ortak olarak

gozlenen fonksiyonel yapi.

8 ve 21 numarali kumarin tiirevlerinde ortak olarak gozlenen fonksiyonel yapi, kumarin
halkasinda R, ve Rz konumlarinda yer alan orto pozisyonundaki —OH gruplaridir. Bu
duruma iliskin molekiil yapis1 Sekil 3.15 (a)’da verilmistir. 9 ve 21 numarali kumarin
tirevlerinde ise ortak olarak gozlenen fonksiyonel yapi yan zincirde yer alan benzen
halkasindaki Rg ve R; konumlarinda yer alan orto pozisyonundaki —OH gruplaridir. Bu

duruma iliskin molekiil yapis1 Sekil 3.15 (b)’de verilmistir.
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HO j
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(@) (b)

Sekil 3.15. (a) 8 ve 21 numarali kumarin tiirevlerinde (b) 9 ve 21 numarali bilesiklerde

ise ortak olarak gbzlenen fonksiyonel yapi.

Deneysel olarak 6l¢iillen MAO-B inhibisyon aktivitesi ve antioksidan aktivitesi yliksek
olan bilesikler 1, 3, 5,7, 9, 10, 12, 13, 14, 16, 21, 23, 25 ve 29 numarali bilesiklerdir (14
bilesik). Bu bilesiklerin deneysel antioksidan aktiviteleri, inhibisyon degerleri ve doking

sonuclar1 Tablo 3.21°de verilmistir.

Tablo 3.21. Deneysel olarak olgiilen MAO-B inhibisyon aktivitesi ve antioksidan

aktivitesi yliksek olan bilesiklere ait veriler

Antioksidan Rijid Esnek ICss
A L N A 7
(mM) (uM) (uM)

1 2.27 0.252 0.299 2.43
3 1.94 0.496 0.252 2.56
5 3.35 0.419 0.587 2.34
7 1.83 1914 0.108 3.40
9 2.66 0.974 0.108 2.66
10 2.11 0.213 0.252 2.54
12 2.06 0.299 0.006 2.50
13 3.61 0.213 0.252 0.91
14 2.28 0.419 0.014 2.33
16 2.01 0.354 0.252 0.99
21 2.94 1.914 0.108 3.21
23 2.72 0.419 0.419 2.45
25 2.16 1.617 0.419 2.84
29 2.24 1.914 0.055 3.18
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Yiiksek antioksidan aktivite ve MAO-B inhibisyon aktivitesi gosteren bilesiklerden 1, 3,
5,7,10, 12, 13, 14, 16, 23, 25 ve 29 numarali bilesikler 3-aril kumarin tiirevi, 9 ve 21
numaral1 bilesikler ise 4-aril kumarin tiirevi bilesiklerdir. Bu bilesiklerden 7, 10, 12, 13,
14, 16 ve 23 nolu kumarin tiirevlerinde ortak olarak gozlenen fonksiyonel yapi, kumarin
halkasinda R; ve R, konumlarinda yer alan orto pozisyonundaki —OH gruplaridir. Bu
duruma iliskin molekiil yapis1 Sekil 3.13’de verilmistir. 1, 5 ve 25 numarali 3-aril
kumarin tiirevlerinde ortak olarak gozlenen fonksiyonel yapi kumarin halkasinda R, ve
Rs konumlarinda yer alan orto pozisyonundaki —OH gruplaridir. Bu duruma iliskin
molekiil yapist Sekil 3.16 (a)’da verilmistir. 3, 5, 23 ve 29 numarali 3-aril kumarin
tirevlerinde ortak olarak goézlenen fonksiyonel yapt kumarin halkasinda Rg ve Ry
konumlarinda yer alan orto pozisyonundaki —OH gruplaridir. Bu duruma iligkin molekiil
yapist Sekil 3.16 (b)’de verilmistir. 4-aril kumarin tiirevi olan 9 ve 21 numaral
molekiillerde ortak olarak gozlenen fonksiyonel yapt yan zincirde yer alan benzen
halkasindaki R¢ ve R; konumlarinda yer alan orto pozisyonundaki —OH gruplaridir. Bu

duruma iliskin molekiil yapis1 Sekil 3.15 (b)’de verilmistir.

(b)

Sekil 3.16. (a) 1, 5 ve 25 numarali (b) 3, 5, 23 ve 29 numarali 3-aril kumarin

tiirevlerinde ortak olarak gozlenen fonksiyonel yap1

3.3.2. Tasarlanan Bilesikler

Tasarlanan bilesiklerden rijid doking metoduyla MAO-A’ya baglanma afinitesi en fazla
olan ve gelistirilen KYAI modeliyle tahmin edilen antioksidan aktivitesi en yiiksek olan
bilesikler E-34, E-35, E-36, E-38, E-39 ve E-64 numarali (6 bilesik) kumarin
turevleridir. 4-aril kumarin tiirevi olan E-64 ile 3 aril kumarin tiirevi olan E-34, E-35,

E-36, E-38, E-39 numarali bilesiklerin tahmin edilen antioksidan aktiviteleri, rijid
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doking sonucunda hesaplanan serbest baglanma enerjileri (AG) ve K; degerleri Tablo

3.22°de verilmistir.

Tablo 3.22. Cift etki ile antioksidan aktivite ve MAO-A inhibisyon aktivitesi gosteren

yeni tasarlanmis bilesiklere ait teorik olarak tahmin edilen degerler

Tahmin Edilen AG Ki
Bilesik No Antioksidan Aktivitesi 210 (M)
FRAP TEAC (mM) *
E-34 0.455 -8.6 0.496
E-35 0.755 7.3 4.452
E-36 0.576 8.3 0.823
E-38 0.576 -7.9 1.617
E.39 0.281 -8.4 0.695
E-64 0.104 7.1 6.239

Bu molekiillerden E-36, E-38 ve E-39 nolu kumarin tiirevlerinde ortak olarak gozlenen
fonksiyonel yapi; yan zincirde yer alan benzen halkasindaki Rs pozisyonundaki —OH ve
R; pozisyonundaki —NO; gruplarimin konumudur. Bu duruma iliskin molekiil yapisi
Sekil 3.17’de verilmistir.

Rg
Sekil 3.17. E-36, E-38 ve E-39 nolu kumarin tirevlerinde ortak olarak gozlenen

fonksiyonel yap1

Rijid doking metoduyla MAO-B’ye baglanma afinitesi en fazla olan ve gelistirilen
KYAI modeliyle tahmin edilen antioksidan aktivitesi en yiiksek olan bilesikler E-34, E-
35, E-36, E-38, E-39 ve E-57 numarali (6 bilesik) kumarin tiirevleridir. 3 aril kumarin
tiirevi olan bu bilesiklerin tahmin edilen antioksidan aktiviteleri, rijid doking sonucunda

hesaplanan serbest baglanma enerjileri (AG) ve K;degerleri Tablo 3.23’te verilmistir.
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Tablo 3.23. Cift etki ile antioksidan aktivite ve MAO-B inhibisyon aktivitesi gosteren

yeni tasarlanmis bilesiklere ait teorik olarak tahmin edilen degerler

Tahmin Edilen

Bilesik No Antioksidan Aktivitesi (kcﬁ\ﬁ]ol) ( KI\'/I)
FRAP TEAC (mM) H
E-34 0.455 8.3 0.823
E-35 0.755 -8.8 0.354
E-36 0.576 -8.9 0.299
E-38 0.576 -8.8 0.354
E-39 0.281 9.1 0.213
E-57 0.634 9.2 0.180

Bu molekiillerden E-36, E-38 ve E-39 nolu kumarin tiirevlerinde ortak olarak gozlenen
fonksiyonel yapi; yan zincirde yer alan benzen halkasindaki Rs pozisyonundaki —OH ve
R; pozisyonundaki —NO; gruplarinin konumudur. Bu duruma iliskin molekiil yapisi
Sekil 3.18 (a)’da verilmistir. E-35, E-36 ve E-57 nolu kumarin tiirevlerinde gézlenen
ortak fonksiyonel yapi, kumarin halkasinda R, ve Rs; konumlarinda yer alan orto
pozisyonundaki —OH gruplaridir. Bu durumu gosteren molekiil yapist Sekil 3.18 (b)’de

verilmistir.

(@) (b)

Sekil 3.18. (a) E-36, E-38 ve E-39 numarali (b) E-35, E-36 ve E-57 numarali kumarin

tirevlerinde gozlenen ortak fonksiyonel yap1
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4. GENEL DEGERLENDIRME VE SONUC

Bu ¢alismada yeni sentezlenmis ve FRAP yontemi ile antioksidan aktiviteleri 6l¢iilmiis
37 adet kumarin tiirevi ile standart olarak kullanilan troloks bilesiginden olusan veri seti
kullanilarak saglamlig1 gegerli istatistiksel kriterlerle ispatlanmis kantitatif yapi-aktivite
iligkisi modelleri gelistirilmigtir. Aynm1 kumarin tiirevlerinin MAO enzimleri ile
etkilesimleri doking metoduyla incelenerek baglanma mekanizmalar1 arastirilmistir.
Molekiiler doking c¢alismalarini takiben veri setindeki bilesiklerin MAO inhibisyon
aktiviteleri Biyokimya Anabilim Dali 6gretim elemanlari tarafindan deneysel olarak
Ol¢iilmistiir. Her iki ¢alismadan elde edilen sonuglar deneysel inhibisyon ¢aligmalar1 da
dikkate alinarak karsilastirilip degerlendirilmis ve cift-etki gdsterme potansiyeli olan
bilesikler belirlenmistir. Elde edilen sonuglardan yola ¢ikilarak yeni kumarin tiirevleri
tasarlanmistir. Olusturulan KYAI modelleri kullanilarak tasarlanan bilesiklerin
antioksidan aktiviteleri tahmin edilmis ve doking metoduyla MAO inhibisyon

aktiviteleri incelenmistir.

Veri setindeki bilesiklerden 12 tanesinin (1, 5, 8, 9, 10, 12, 13, 14, 16, 21, 23 ve 29)
deneysel Olgim sonuglarma gore yiiksek MAO-A inhibisyon ve antioksidan
aktivitesine; 14 tanesinin ise yiikksek MAO-B inhibisyon ve antioksidan aktivitesine (1,
3,5, 7,9, 10, 12, 13, 14, 16, 21, 23, 25 ve 29) sahip oldugu gorilmistiir. Cift etki
gosteren bu bilesiklerin yapi-aktiflik iligkileri arastirildiginda, Ri-R2, R2-Rs3, Rg-R7
pozisyonlarindaki ikili —OH gruplarinin s6z konusu aktiviteden sorumlu olabilecegi

anlagilmistir.

Veri seti kullanilarak saglamligi gecerli istatistiksel kriterlerle ispatlanmis kantitatif
yapi-aktivite iliskisi modelleri gelistirilmistir. Gelistirilen modeller arasindan uygunluk,
i¢c ve dis validasyon parametreleri dogrultusunda giivenilir, gecerli ve tahmin giicii en
yiikksek model olarak iki tanimlayicili bir model olan “Model 3” secilmistir. Model 3
kullanilarak yeni tasarlanan 31 adet kumarin tiirevi bilesigin antioksidan aktivitesi
tahmin edilmistir. Model 3’lin uygulama alani i¢inde kalan bilesiklerden 12 tanesinin
(E-34, E-35, E-36, E-38, E-39, E-41, E-45, E-46, E-48, E-57, E-59 ve E-64) tahmin
edilen antioksidan aktivitesi standart olarak alinan troloksun antioksidan aktivitesinden

daha yiiksek ¢ikmustir.
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Gelistirilen KYAI modeli yardimiyla yapilan antioksidan aktivite tahmin ¢alismalarinin
ardindan tasarlanan bilesiklerin MAO enzimleri ile etkilesimleri rijid doking metoduyla
incelenerek bu bilesiklerin segicilik ve etkinliklerini arastirilmistir. Elde edilen
sonuglara gore tasarlanan bilesiklerden 6 tanesinin (E-34, E-35, E-36, E-38, E-39 ve E-
64) tahmin edilen antioksidan aktivitesinin ve MAO-A’ya baglanma afinitesinin yiiksek
oldugu bulunmustur. Buna benzer sekilde 6 bilesigin (E-34, E-35, E-36, E-38, E-39 ve
E-57) daha tahmin edilen antioksidan aktivitesinin ve MAO-B’ye baglanma afinitesinin
yiikksek oldugu bulunmustur. Cift etki gdsteren bu bilesiklerin yapi-aktiflik iligkileri
arastirildiginda, R; pozisyonundaki —NO, ve birbirine komsu —OH gruplarinin sz

konusu aktiviteden sorumlu olabilecegi goriilmiistiir.

Biyolojik sistemlerde endojen ve ekzojen kaynakli faktorler sebebiyle siirekli olarak
serbest radikaller ve diger oksijen kokenli tiirler liretilmektedir. Canlilar bu faktorlerle
miicadele edebilmek i¢in antioksidan savunma sistemlerine ihtiya¢c duymaktadirlar.
Biyolojik aminlerin oksidasyonundan sorumlu monoamin oksidaz enzimi de
viicudumuzda siiperoksit lireten sistemlerden bir tanesidir. Monoamin oksidaz
enziminin Ozellikle anahtar konumundaki nérotransmitterlerin metabolizmasinda yer
almasi; bu enzimi depresyon ve Parkinson gibi norolojik bozukluklarin tedavisinde
farmakolojik miidahale i¢in 6nemli bir hedef haline getirmistir. Bu ¢alismada veri seti
olarak kullanilan kumarin tiirevlerinin ve yeni tasarlanan kumarin tiirevlerinin bir
kisminin yiiksek MAO inhibisyon ve antioksidan aktivitesine sahip oldugu tespit
edilmistir. Dolayisiyla da ¢ift etkiye sahip oldugu diisliniilen bu bilesikler gelecek

caligmalar i¢in umut vaad etmektedir.
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EKLER

Tablo Ek-1. Yeni tasarlanan bilesiklerin model 3 ile tahmin edilen antioksidan

aktiviteleri, model 3 i¢in hesaplanan tanimlayic1 degerleri ve sapka degerleri

Tahmin edilen
R antioksidan Tanimlayieiar S?pka .
Bilesik No L Degerleri
aktivitesi IC2 | CATS2D 07 DL (h*)
Log(TEAC) (mM)
E-32 0.8365 4.128 4 0.1341
E-33 1.3299 4.209 5 0.2267
E-34 0.4552 4.128 3 0.0852
E-35 0.7549 4.069 4 0.1234
E-36 0.5756 4.215 3 0.1066
E-37 0.8711 4.153 4 0.1395
E-38 0.5756 4.215 3 0.1066
E-39 0.2814 4.278 2 0.1013
E-40 0.7983 4.376 3 0.1640
E-41 0.1859 4.209 2 0.0799
E-42 0.9486 4.209 4 0.1538
E-43 1.2331 4.139 5 0.2093
E-44 1.0192 4.260 4 0.1692
E-45 0.1085 4.153 2 0.0657
E-46 0.1818 4.206 2 0.0791
E-47 0.8697 4.152 4 0.1393
E-48 0.4137 4.098 3 0.0794
E-56 0.9569 4.215 4 0.1555
E-57 0.6337 4.257 3 0.1193
E-58 0.8365 4.128 4 0.1341
E-59 0.5548 4.200 3 0.1024
E-60 0.7983 4.376 3 0.1640
E-62 -0.6063 3.912 1 0.0360
E-63 0.8551 4.417 3 0.1823
E-64 0.1043 4.150 2 0.0651
E-65 -0.3097 4.402 0 0.1721
E-66 -0.1885 4.214 1 0.0803
E-67 -0.1434 3.971 2 0.0391
E-68 -0.3982 4.338 0 0.1451
E-69 -0.2881 4.142 1 0.0623
E-70 -0.2513 3.893 2 0.0368
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Tablo Ek-2. Veri setindeki bilesiklerin Olgiilen antioksidan aktiviteleri, model 3 ile

tahmin edilen antioksidan aktiviteleri, model 3 i¢in hesaplanan tanimlayici degerleri ve

sapka degerleri
Tahmin edilen Olciilen Tammlavicilar
o antioksidan antioksidan y Sapka
Bilesik aktivitesi aktivitesi Degerleri
No &
Log(TEAC) Log(TEAC) | IC2 |CATS2D 07.DL | (h¥)
(mM) (mM)

Troloks 0.0221 0.0000 3.815 3 0.0646
1 0.4137 0.3554 4.098 3 0.0794
2 -0.4992 -0.7782 4.265 0 0.1188
3 0.0324 0.2871 4.098 2 0.0546
4 -0.4992 -0.3598 4.265 0 0.1188
5 0.6824 0.5246 3.741 5 0.1938
6 -0.6819 -0.7869 4.133 0 0.0834
7 0.4137 0.2617 4.098 3 0.0794
8 0.4137 0.3772 4.098 3 0.0794
9 0.7377 0.4249 3.781 5 0.1889
10 0.4137 0.3250 4.098 3 0.0794
11 -0.4992 -0.4859 4.265 0 0.1188
12 0.5258 0.3132 4,179 3 0.0969
13 0.3362 0.5571 4.042 3 0.0708
14 -0.1176 0.3579 3.714 3 0.0767
15 -0.7923 -0.7782 3.502 2 0.1073
16 0.3210 0.3032 4,031 3 0.0694
17 -1.1495 -1.3310 3.795 0 0.0640
18 -0.0803 0.0852 3.741 3 0.0725
19 -1.2505 -0.9720 3.722 0 0.0733
20 -1.4000 -1.7782 3.614 0 0.0958
21 0.6824 0.4683 3.741 5 0.1938
22 -1.4871 -1.5740 3.551 0 0.1137
23 0.7377 0.4351 3.781 5 0.1889
24 -0.4970 0.0852 3.991 1 0.0397
25 0.1729 0.3338 3.924 3 0.0618
26 -1.0651 -0.6642 3.856 0 0.0600
27 -0.6763 -0.4859 4.137 0 0.0843
28 -0.6556 -0.7959 4,152 0 0.0876
29 0.1882 0.3509 3.935 3 0.0621
30 -0.6473 -0.8539 4.158 0 0.0889
31 -0.8783 -1.1549 3.991 0 0.0628
32 -0.9863 -1.0000 3.913 0 0.0592
33 -0.7331 -0.8539 4.096 0 0.0763
34 -2.0019 -2.0000 3.179 0 0.2922
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Tablo Ek-2’nin devam

Olciilen

Tahmin edilen antioksidan Tammlayicilar Sapk
Bilesik antioksidan Ktivitesi apia
No aktivitesi Log(TEAC) | 1C2 | cATS2D. 07 DL Degrglen

Log(TEAC) (mM) O%ﬁnM) ) i ()

35 -1.8441 -2.0000 3.293 0 0.2243
36 -1.1177 -1.0000 3.818 0 0.0621
37 -0.9710 -1.0969 3.924 0 0.0594
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Tablo Ek-3. Veri setindeki her bilesik icin MAO-A izoenzimi ile 10 defa tekrarlanan
rijid doking hesaplamalar1 sonucunda her denemede enzimin aktif bolgesine en diisiik
serbest baglanma enerjisi ile baglanan konformasyonlarin baglanma enerjisi (AG;

kcal/mol) degerleri

Deneme
Sayisi
Bilesik 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10
No

1 -5.8 - - - - - - -5.8 - -
2 - - - - - - - - - -
3 - -6.7 - - -6.8 - - - - -6.8
4 - - - - - - - - - -
5 -79 | -7.8 | -7.9 - -7.9 - 79 | -7.3 | -79 | -7.9
6 - - - - - - - - - -
7 - - - - - - - - - -
8 iy - : 4 - 4 - - - -
9 75| -79 | -64 - -78 | -75 | 65 | -75 | -6.8 -
10 - -7.4 - - -6.7 - -74 | -7.0 - -6.7
11 - - - - - - - - - -
12 -8.7 | -8.7 | -8.7 | -8.7 - - -8.7 | -7.6 - -7.5
13 -85 | -6.7 | -7.9 - -85 | -70 | -80 | -79 | -79 | -7.1
14 - 94| -94 | -94 | -94 | 94| 94 | 94 | -94 | -94
15 92 |-85|-71| 66 | -92|-92 | -92 | -92 | -85 | -85
16 94 | -94 | 94 | -94 - 94 | 94 | 94 | -94 | -94
17 -76 | 7.7 | -76 | -7.7 | 7.7 | <76 | 7.7 | 7.7 | -7.7 | 1.7
18 - -7.8 - - -7.8 - -7.8 | -5.8 - -
19 -8.3 - -83 | -83| 83| -83| -83 | -83 | -83 | -83
20 -80 | -80| 80| -80| -80| -80| -80 | -80 | -8.0 | -8.0
21 -75 | -75 - - -7.5 - -7.5 - - -
22 - - - - - - - - - -
23 -84 | -84 | -85 | -7.7 - - -8.4 - - -
24 - - - - - - - - - -
25 - - - - - - - - - -
26 - - - - - - - - - -
27 - - - - - - - - - -
28 - - - - - - - - - -
29 - -82 | -7.7 | -1.6 - -82 | -7.7 | -65 | -8.2 | -8.1
30 - - - - - - - - - -
31 - - - - - - - - - -
32 -7.6 | -7.6 - - -74 | -73 | -7.3 | -7.6 - -
33 - - - - - - - - - -
34 - - - - - - - - - -
35 - - - - - - - - - -
36 - -8.3 - -7.3 | -8.3 - - -8.3 - -
37 - - - - - - - - - -
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Tablo Ek-4. Veri setindeki her bilesik icin MAO-B izoenzimi ile 10 defa tekrarlanan
rijid doking hesaplamalar1 sonucunda her denemede enzimin aktif bolgesine en diisiik
serbest baglanma enerjisi ile baglanan konformasyonlarin baglanma enerjisi (AG;

kcal/mol) degerleri

Deneme
ayisl
Bilesik 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10
No

1 90 | 90 | -7.7 | 9.0 - - -7.7 | -80 | -9.0 | -9.0
2 -9.2 - -82 | 82| 82 | -78 | -82 - - -
3 -8.6 - -77 | -7.8 | -86 | -7.7 - -7.8 - -8.6
4 -80 | -6.2 | -8.0 - - - -8.0 | -8.0 - -8.0
5 -8.7 | -76 | -87 - -76 | 7.6 -1.7 - -8.7 -
6 81| -72 | -76 | -81 | -80 | -80 | -80 | -8.0 - -8.0
7 -7.8 - -7.8 - -7.4 - -7.8 - -7.4 -
8 -7.8 | -7.7 | -5.9 - -7.8 - - -78 | -7.5 | -7.5
9 -7.1 | 8.2 - - -7.1 | -8.2 - -82 | -82 | -82
10 91| 84| -84 | -78 | -7.8 | -9.1 - 9.1 | 9.0 -
11 83| -94 | 95 | -74 | -94 | -94 | 94 - -75 | -8.3
12 -89 | 80| -89 | -89 | -85 - - -85 | -8.1 -
13 - 91| -82 | 84| -84 | -85 | -91 | -85 | -9.1 -
14 -87 | -87 | 87 | -83 | -87 | -8.7 | -87 - -8.7 | -8.7
15 -88 | -76 | -86 | -75 | -8.8 | -88 | -8.8 - -85 | -8.6
16 -8.8 | -8.8 - - -82 | 87| -88 | -84 | -88 | -84
17 79| -79 | -79|-79 | -79 | -79 | -79 | -70 | -79 | -7.9
18 -8.0 | -6.8 - - - -81 | 63| -61 | -6.3 | -6.7
19 -7.8 - -78 | -78 | -78 | -78 | -6.8 | -7.8 | -7.8 | -7.8
20 -78 | -7r8 | -78 | -78 | -78 | -7.8 | -78 | -7.8 | -7.8 | -7.8
21 -7.8 | -7.8 - -7.2 | -6.2 - 77 | 7.2 | -7.2 | -1.8
22 -78 | 91| 91| -78 | -7.8 | -9.0 | -9.1 - -76 | -9.1
23 -8.7 | -82 | -82 | -82 - -87 | -74 | -87 | -87 | -87
24 - - - - - - - - - -
25 79| -79 | -79 | -70 | -69 | -7.0 | -7.9 - - -
26 - - - - - - - - - -
27 -7.3 - -7.3 - - - - -7.3 | -7.3 -
28 -7.9 - - - - - - - -8.0 -
29 -7.8 | -7.8 - - -76 | -7.8 | -7.6 - -6.1 -
30 -116| -68 |-116 |-116 | -10.0 | -11.6 | -11.6 - -11.6 | -11.6
31 -115| -7.2 | -11.5 | -115 - -115|-115]| -115 - -11.5
32 -115|-115|-115|-115|-115|-115|-100 | -115 | -11.5 | -11.5
33 99 | 98 | -9.7 | 9.7 | -10.3 | -10.3 | -10.2 | -9.9 | -10.2 | -10.3
34 -10.3 - -10.2 | -11.6 | -10.3 | -10.3 - -11.6 | -10.3 | -11.5
35 -12.4 | -12.3 | -12.4 - -12.4 | -11.8 | -12.4 - - -12.4
36 -104 | -10.4 - -96 | -104 - -96 | -104 |-104 | -104
37 -10.0 - - -10.0 | -10.3 | -10.0 | -10.0 | -10.3 | -10.1 | -10.2
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Tablo Ek-5. Veri setindeki her bilesik icin MAO-A izoenzimi ile 10 defa tekrarlanan
esnek doking hesaplamalar1 sonucunda her denemede enzimin aktif bolgesine en diisiik
serbest baglanma enerjisi ile baglanan konformasyonlarin baglanma enerjisi (AG;

kcal/mol) degerleri

Deneme
Sayisi

Bilesik 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10

No

1 -9.5 - -10.3-10.3| -9.7 | -10.3 | -10.3 | -9.2 | -10.3 -
2 - - - - - - - - - -
3 -99 | -96 |-10.0|-10.0| -9.9 |-10.0| 10.0 | -10.0 | -9.9 | -10.0
4 - - - - - - - - - -
5 -10.3 - -10.9 - -11.1(-11.1 | -111 | -10.9 - -11.0
6 -6.1 | -9.0 - -87 | -59 | -6.1 - -8.7 | -8.7 -5.7
7 -10.3| -9.0 | -10.3 | -94 | -10.3|-10.3 | -10.3 | -10.3 | -10.3 | -10.3
8 -9.2 - -99 | -99 | -9.1 -93 | -99 | -9.0 -9.2
9 -10.0 | -10.0 | -10.0 | -10.7 | -10.7 | -10.7 - -10.0 | -10.0 | -10.0
10 -9.7 | -99 | 9.7 | -9.9 - 9.7 | -98 | -98 | -9.7 -0.8
11 -6.3 | -7.9 - -6.2 - - -80 | -7.8 - -8.0
12 -11.2 | -104 | -11.1 - -11.1|-112 | -112 | -104 | -11.2 | -11.1
13 -11.7 | -11.7 | -11.7 - -10.1 | -10.0 | -10.2 | -8.6 | -10.1 | -104
14 -10.9 | -10.9 | -10.9 | -10.8 | -10.9 - -10.2 | -10.2 - -10.8
15 -10.7 - - -10.7 | -10.7 | -10.7 | -9.9 | -10.7 | -10.7 -
16 -11.2 | -10.7 - -11.2 | -10.6 | -11.0 | -10.7 | -11.2 | -11.2 | -10.7
17 - -78 | -75 | -77 | -7.8 | -78 | -75 | -7.8 | -7.8 -7.8
18 -10.1 | -9.6 | -10.2 | -10.1 - -10.2 | -10.1 | -10.1 - -10.1
19 -80|-83| 81| -85|-85|-80| -85|-81| -85 -8.5
20 -8.1 | -7.6 - -81 ] -81)|-81 | -81]-81|-81 -
21 -10.6 | -10.6 | -10.6 | -10.0 - -10.0 | -10.0| -9.9 | -10.6 | -10.6
22 -85 -88| 80| -89 | -88|-81| -88]|-59| -88 -9.0
23 -10.2 | -10.2 | -104 | -10.2 | -10.2 | -10.2 | -10.2 | -11.2 | -10.3 | -10.2
24 92 ] -91| 92| -92 | -85 |-92 | -92 | -86 | -9.1 -9.2
25 -95 | -6.4 - 94 | 94 | -61 | -6.2 | -95 - -9.5
26 - - - - - - - - - -
27 - - - - - - - - - -
28 - - - - - - - - - -
29 -104 | -109 | -10.5 | -10.4 | -10.9 | -10.9 | -10.9 | -10.3 - -10.9
30 - - - - - - - - -6.2 -
31 - -10.3 | -10.3 - -10.3 | -10.3 | -10.3 | -10.2 | -10.3 | -10.3
32 -110|-110|-110|-110|-120|-111|-111|-110|-11.0 -
33 - - - - - - - - - -
34 - - - -5.0 - - - - - -
35 - - - - - - - - - -
36 -120|-11.2|-121|-114|-114|-11.2|-121|-11.1|-120| -8.9
37 -11.0|-10.2 | -109 | -100 | -10.1|-111| -83 | -9.7 | -10.2 | -111
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Tablo Ek-6. Veri setindeki her bilesik icin MAO-B izoenzimi ile 10 defa tekrarlanan
esnek doking hesaplamalar1 sonucunda her denemede enzimin aktif bolgesine en diisiik
serbest baglanma enerjisi ile baglanan konformasyonlarin baglanma enerjisi (AG;

kcal/mol) degerleri

Deneme
Sayisi
Bilesik 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10
No

1 -84 | 89| 84| 84| -82| -87| -84 | -82| -88| -88
2 91 | 94 - -91 | -98 |-105| 9.7 | -9.7 | -98 | -104
3 90| 83| -86 | 88 | -74 | -85 | -8.6 | -8.9 - 8.6
4 -104 | -84 |-103| 97 | -99 | -98 |-104 | -8.1 - -9.7
5 -85 |83 | -76 | -70 | -78 | -7.3 | -86 | -83 | -84 | -7.9
6 -95 | -85 | 91 | -84 - -84 | -83 | -85 | -94 | -83
7 - - -9.2 - -92 | 80 | -93 | -95 - -8.0
8 -6.2 | -6.3 - - -83 | 6.3 | -84 - -83 | 6.4
9 -9.5 - 95| 95| 95| -87 | -75 | -76 | -7.6 -
10 -8.7 | -89 | -89 - 90 | -88 | -89 | -89 | -8.9 -
11 92|99 | 92| 97| 99| 98| -85 | -99 | -98 | -9.7
12 - -10.6 | -10.3 | -10.9 | -10.4 - 9.1 |-104|-10.9 | -104
13 90| 90| -89 | 90 | -90 | -9.0 | -89 | -9.0 -9.0
14 -10.7 | -10.6 | -10.6 | -10.4 | -10.4 | -10.6 | -10.1 | -10.2 | -10.6 -
15 -10.2 | -10.2 | -9.2 | -10.1 | -10.1|-10.3| -9.7 | -9.1 | -9.0 | -9.7
16 90| 88| -90 | 90 | -88 | -88 | -9.0 - -84 | -8.9
17 -78 | -79 | -7.8 | -7.9 - -7.9 - -7.9 - -8.0
18 - 97 ] -911| -93 | -93 | -91 - -98 | -96 | -9.1
19 -80| 83| -81| 85| -85 | -80| -85 | -81 | -85 -
20 -82 | -82 | 8.1 - -6.9 - -75 | -82 | -7.6 -
21 95|92 | 90| 92| 92| -92 | -6.4 | 95 - -9.1
22 -88 | -5.7 | -88 | -8.6 - -88 | -8.8 - -90 | -8.8
23 -84 | -84 | 86 | -82 | -84 | -87 | -84 | -8.6 - -8.6
24 -88 | 87| 88| -86 | -87 | -86 | -88 | -88 | -88 | -8.7
25 -84 | 65| -87 | 82| -84 | -82 | -87 | -84 | -83 | -84
26 - -9.2 |-10.1| -9.8 | -99 | -10.2|-10.3| -9.8 |-10.3 | -9.1
27 91| -94 | -98 | -57 | -56 | -9.6 - -10.1 - -10.2
28 -9.6 - -9.9 | -9.8 - - - -8.1 - -9.9
29 -7.8 - 95| 95| -78 | 95| -7.7 | -99 | -6.8 | -7.7
30 -12.0 | -12.2 | -105 | -12.1 | -10.7 | -12.2 | -12.0 | -10.8 | -10.7 | -12.2
31 -11.4 | -11.4 | -115 | -11.4 | -114 | -114 | -114 | -11.4 | -11.4
32 -114|-114)-11.3 | -11.3|-114|-11.3 | -11.3 | -11.2 | -11.4 | -11.4
33 -11.2 | -10.2 | -10.4 | -10.2 | -11.1 | -12.4 | -11.9 | -11.9 | -10.6 -
34 -80 | -129| -8.0 | -8.0 | -12.9 - - -12.2 | -12.9 | -12.2
35 -13.7 | -13.6 | -13.6 | -13.6 | -13.6 | -13.6 | -13.6 | -13.6 | -13.6 | -13.6
36 -108 | -95 | -103| -95 |-104|-104| -94 | -95 | -11.0 | -10.8
37 -109|-109|-11.2 |-109|-109 | -11.0| -9.7 | -10.9 | -10.9 | -10.9
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Tablo Ek-7. Tasarlanan her bilesik i¢in MAO-A izoenzimi ile 10 defa tekrarlanan rijid
doking hesaplamalari1 sonucunda her denemede enzimin aktif bolgesine en diisiik serbest

baglanma enerjisi ile baglanan konformasyonlarin baglanma enerjisi (AG; kcal/mol)

degerleri
Deneme
Sayisi
Bilesik 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10
No

E-32 74 | -715|-70 | -75 | -75 | -77 | -15 | -75 | -7.3 -
E-33 -7.7 - -8.0 - -8.0 - -80 | -7.3 - -8.0
E-34 -7.4 - -6.6 | -7.4 - -64 | -70 | -85 | -86 | -8.6
E-35 -7.3 | -7.1 - -7.1 - -64 | -72 | -64 | -64 | -7.2
E-36 - - -6.4 - 82 | -83 | -6.6 - -6.4 | -8.3
E-37 -70 | -78 | -7.8 | -7.7 | -7.8 - - -6.6 - -6.6
E-38 - - -79 | -66 | -66 | -6.7 | -6.7 | -6.7 | -7.0 | -6.7
E-39 - 6.9 - -8.3 - -8.4 - -6.2 | -84 -
E-40 -7.2 - -70 | -7.2 | -6.3 | -6.5 | -6.6 - - -
E-41 - - - - - - - - - -
E-42 - - - - - - - - - -
E-43 -6.9 | -69 | -6.9 | -6.9 - - - - - -5.9
E-44 -6.6 = - - = -6.1 - -6.1 | -6.1 | -6.1
E-45 - = = - - - > = - -
E-46 - - 2 = - - - - - -
E-47 - - - - - - - - - -
E-48 - - - - - - - - - -
E-56 -7.0 - - - -74 |1 -82 | -7.1 | -8.2 - -
E-57 - - - - - - - - - -
E-58 - - - - - - - - - -
E-59 - - - - - - - - - -
E-60 - - - - - - - - - -
E-62 - - - - - - - - - -
E-63 7.2 | 14 | 714 | -74 | -74 - - -74 - -
E-64 -7.1 - - -7.1 - - - - 71| -7.1
E-65 - - - - - - - - - -
E-66 -7.7 | -76 | -76 | -76 | -7.6 - -76 | -76 | -76 | -7.6
E-67 714 | -74 | 74 | -74 | -74 - 74 | 74 | -74 -
E-68 - - - - - - - - - -
E-69 -70 | -7.8 | -7.8 | -7.8 - - - - -7.0 -
E-70 - -8.8 - -78 | -76 | -7.6 - - -6.9 -

110



Tablo Ek-8. Tasarlanan her bilesik icin MAO-B izoenzimi ile 10 defa tekrarlanan rijid

doking hesaplamalar1 sonucunda her denemede enzimin aktif bolgesine en diisiik serbest

baglanma enerjisi ile baglanan konformasyonlarin baglanma enerjisi (AG; kcal/mol)

degerleri

Deneme
Sayisi
Bilesik 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10
No

E-32 90| 90 | -90 | 90 | -90 | -79 | -7.9 | -7.9 - -
E-33 - -81|-90|-81| -90 | -90 | -81 | -82 | -9.0 -
E-34 -83 | -81 | -7.2 | -82 - -83 | -83 | -83 | -83 | -8.2
E-35 -65 | 66 | -80 | -88 | -88 | -8.0 | -6.6 - - -8.8
E-36 - -85 | -71 | -89 | -7.6 - -89 | -85 | -89 | -89
E-37 -94 | -86 | -86 | -86 | -86 | -86 | -86 | -8.6 - -
E-38 -88 | -88|-80| -88 | -76 | -81 | -88 | -76 | -88 | -8.8
E-39 -7.6 - -63 | -76 | -90 | 90 | -91 | -90 | -76 | -9.1
E-40 -90 | 90 | -90 | -90 | -9.0 | -9.0 | -9.0 - -9.0 -
E-41 - - - - - - - - - -
E-42 - - - - - - - - - -
E-43 - - - - - - - - - -
E-44 - - - - - - - - - -
E-45 - - - - - - - - - -
E-46 - - - - - - - - - -
E-47 - - - - - - - - - -
E-48 - - - - - - - - - -
E-56 95| 95| -94 | -86 | -86 | -86 | -84 | -84 | -86 -
E-57 -9.2 - -8.5 - -7.2 | -84 | -91 | -86 | -9.2 | -9.2
E-58 -73 | -73 | -7.3 | -7.3 | -1.2 | -6.7 - - - -
E-59 - - - - - - - -5.9 - -5.9
E-60 -93]1-93|-81]-81|-81]-81)|-81]-80 - 7.6
E-62 90| -89 | -90| 90 | -75 | -75 | -75 - - -
E-63 -87 | -87 | -87 | -87 | -87 | -87 | -82 | -82 - -
E-64 - - - - - - - - - -
E-65 -11.8 | -11.8 | -11.8 | -11.7 | -10.2 | -10.2 - -10.2 - -8.7
E-66 -10.1 | -11.41-114 | -11.4 | -10.1 | -114 | -114 - -10.1 | -10.1
E-67 -99 | -99 |-113|-11.3|-11.3 |-11.3 | -11.3 | -11.3 - -11.3
E-68 - - -10.3| -98 | -9.8 | -9.8 | -10.3 - -10.3 | -10.3
E-69 -10.2 | -10.2 | -10.2 | -10.2 | -10.2 | -10.1 | -9.1 - -9.0 -
E-70 -10.4 | -10.4 | -10.4 | -10.1 | -10.1 | -10.1 | -10.1 - - -
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Sema.l. AutoDock Vina ile rijid doking adimlari

AutoDockTools galistirilir.

Protein. pdbqt hazirlanmas :

File —> Read molecule—> Calisma Klasorii —> Vina-tutoriak—=> protein.pdb open

V

Edit — Hydrogens Bonds —>Add —>Polar only —O0K

v

Dashboard —— protein
Grid — Macromolecule —> Choose —> Protein —> Select molecule

Calisma Klasori—> Vina-tutorial —> protein.pdbqt
Gridbox hazirlanmasi :

Grid — GridBox —> Center Grid Box — X center ,y center, z center
Spacing (angstrom)=1.000 x-dimension, y-dimension, z-dimension

Close

Ligand .pdbqt hazirlanmasi :

Ligand—> Input —> Open — Calisma Klasorii —> Vina-tutorial —> ligand.pdb

open ¢

Dashboard —> ligand (-) , protein (+) (Molekiil gizleme )

Ligand —> torsion tree —> choose torsion —> green=rotatable, magenta= non-

rotatable, red= un-rotatable (Doénebilen baglarin tanimlanmasi)

y

Ligand —> output —> save as PDBQT —— Calisma Klasérii —> Vina-tutorial

ligand.pdbqt

y

Quit
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Config dosyasimin hazirlanmasi:

Calisma klasorii—> yeni text dosyasi.txt —>  config.txt

— I

receptor = protein.pdbgt
ligand = ligand.pdbqt

center x=11
——J  center_y=90.5 —
center z=57.5

size_ x =40
size y =40
size z=40

Komut isteminin (Command Prompt) cahstirilmasi:

All programs

Accessories

Command prompt

cd Desktop\Calisma klasort

C:\Users\Desktop\Calisma  Klasorii>“\Program  Files\The
Institute\Vina\vina.exe” --config config.txt --log log.txt
Enter

Docking sonucunun incelenmesi ve goriintiillenmesi:

AutoDockTools calistirilir.

File —> Read molecule —> Vina_deneme —> protein.pdbgt —> Open

V

Scripps

Research

File —> Read molecule —— Vina_deneme —> ligand_out.pdbqt —> Open
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Sema.2. AutoDock Vina ile esnek doking adimlari

AutoDockTools galistirilir.

Flexible Docking with AutoDock Vina

Hazirlik asamasi

Calisma klasorii olusturulur. Protein ve enzim dosyasi bu klasoriin i¢ine kaydedilir.
protein.pdb  protein dosyasmnin adi

ligand.pdb ligand dosyasinin adi

AutoDock Tools ¢ahstirilir.

File —> Read molecule—> Caligsma klaséri——> protein.pdb — open

l

Edit —> Hydrogens —> Add —— All Hydrogens — noBondOrder —> Yes —>

J

OK

Protein kapatilir. Bunun igin;

Dashboard —> L "Ls protein —> O

Ligand.pdbqt hazirlanmasi

Ligand —> Input —> Open —> Calisma klaséri—> ligand.pdb—>  Open

Ligand —> Torsion Tree —> Detect Root ...
Ligand —> Torsion Tree —> Choose Torsions ... —> Done
Ligand —> Torsion Tree —> Set Number of Torsions... —> fewest atoms —>

Dismiss

Ligand —> Output —> Save as PDBQT —> Calisma klasorii —> ligand.pdbgt —

V

Save
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Ligand dosyasi kapatilir, protein dosyasi agilir. Bunun igin;

Dashboard —> L 1> ligand —> O
Dashboard —> L "L> protein—> [

Protein.pdbgt hazirlanmasi

Grid —> Macromolecule — Choose —— Protein——> Select molecule —>
Training folder

> protein.pdbgt

Gridbox hazirlanmasi :

Grid — GridBox —> number of points in X-dimension, y-dimension, z-dimension

V

Spacing (angstrom)

V

Center Grid Box——> x center, y center, z center

V

File —— Close saving current
Esnek ve rijid protein dosyalarinin hazirlanmasi

Grid ——> Set Map Types —> Choose Ligand ——> ligand ——> Select Ligand

V

Flexible Residues Input Choose Macromolecule... ——> protein ——>

Select Molecule —— OK

y

Select —— Select From String ——> Residue: ARG8(The name and number of
amino acid)

——> Add ——> Dismiss

y

Flexible Residues —— Choose Torsions in Currently Selected Residues... ——>

l

Close
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Flexible Residues —> Output ——> Save Flexible PDBQT...

AutoFlex File: type-in; protein_flex.pdbgt —~ Save

y

Flexible Residues —— Output ——> Save Rigid PDBQT...

AutoFlex File: type-in; protein_rigid.pdbqgt —— Save

v

Grid ——> SetMap Types —— Choose FlexRes.... ——> Protein ——>

Select molecule providing flexible residues — Quit

Config dosyasinin hazirlanmasi:

Calisma Klasorii —>  yeni text dosyasi.txt —> config.txt

receptor = protein.pdbqt
flex = protein_flex.pdbqt
ligand = ligand.pdbqt

center_x = 23.058
center_y = 31.766
center_z =-14.398

size x =40

size_ y=40
size z=40

out = out.pdbqt (tercihen)

Komut isteminin (Command Prompt) cahstirilmasi:
Tiim programlar

b

Donatilar

|

Komut istemi

b
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cd Desktop\Calisma klasorii

b

C:\Users\Desktop\Calisma  Klasorii>"\Program  Files\The  Scripps  Research

Institute\Vina\vina.exe" --config config.txt --log log.txt

"

Enter

Docking sonucunun incelenmesi ve goriintiilenmesi:
AutoDockTools ¢aligtirilir.

File —> Read molecule —> Calisma Klasorii—> protein.pdbgt —> Open

y

File —> Read molecule ——> Calisma Klasérii —> ligand_out.pdbgt— Open
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