Monoamin Oksidaz (MAO) inhibitér Etkili Yeni Pirazolin
Turevlerinin Molekiiler Modelleme Yontemiyle
Tasarlanmasi, Sentezi ve inhibisyon Kinetiklerinin
Hesapsal ve Deneysel Olarak Tayini

Proje No : 108T232

Prof. Dr. Kemal Yelekgi
Prof. Dr. Gulberk Ugar
Prof. Nesrin Gokhan Kelekgi
Prof. Dr. Safiye Erdem
Dr. Ayse Erdem
Umut Salgin Goksen
Seyhan Turkkan

Eyliil 2010
ISTANBUL



ONSOz

1087232 Numaral “Monoamin Oksidaz (MAO) Inhibitor Etkili Yeni Pirazolin
Tirevlerinin Molekiiler Modelleme Yéntemiyle Tasarlanmasi, Sentezi ve inhibisyon
Kinetiklerinin Hesapsal ve Deneysel Olarak Tayini” isimli projemizin 280.289,00 TL
batcesinin tamami Turkiye Bilimsel ve Teknolojik Arastirma Kurumu tarafindan
kargilanmigtir. Projemiz 01/08/2008 ile 01/08/2010 tarihleri arasinda iki yil strede
bitirilmistir.

Bu vesile ile TUBITAK da projemizi yuritilmeye uygun bulan, izleyen ve
degerlendiren degerli bilim insanlarina ve bizlere iki yil sure ile desteklerini
esirgemeyen kurum gorevlilerine en i¢ten duygularimizla tesekkur ediyoruz.



OZET

llag gelistirilmesi konusundaki geleneksel yaklagimlarin genellikle basamakli
sentez prosedurlerine dayanmalari ve aktivite profillerinin optimizasyonu igin ¢ok
sayida bilesigin sentezinin gerekmesi nedeniyle arastiricilar son yillarda aktivite
profillerinin  ¢ikarilmasinda bilgisayar tabanli molekller modelleme teknikleri
kullanmaya baslamiglardir. Farmasotik arastirmalarinda  kullanilan  molekuler
modelleme tekniklerine bilgisayar yardiml ilag tasarimi (Computer Assisted Drug
Design (CADD) ) veya bilgisayar yardimli molekuler tasarim (Computer Assisted
Molecular Design (CAMD) ) adi verilmektedir.

Bu calismada bu ydntemlerden yararlanilarak biyojenik aminlerin oksidatif
deaminasyonunda onemli rol oynayan monoamin oksidaz (MAO); MAO-A ve MAO-B
olarak isimlendirilen farkl iki izoformdaki enzimle calisiimistir. Bu izoformlari inhibe
eden bilesiklerin duygusal bozukluklar (Ornegdin major depresyon) ve nérodejeneratif
hastaliklar (Ornegin Parkinson ve Alzheimer Hastaliklari) gibi birgok hastalikta tedavi
edici degeri oldugu bilinmektedir.

Oncelikle, bir dizi yeni pirazolin tirevi molekiler modelleme yoéntemi ile
taranarak potensiyel inhibitér adaylari tespit edilmistir. (Burada esas olarak , Accelrys
Dicovery Studio programlari modelleme, tarama  ve goruntuleme islerinde
kullaniimigtir.) Daha sonra secilen bu bilesikler sentezlenmistir. Sentezi
gerceklestirilen bilesiklerin sigcan karaciger mikrozomlarindan izole edilip kismen
saflastinimis olan MAO-A ve MAO-B izoformlari ile etkilesimi incelenmistir. Sigan
karaciger kaynakli MAO izoformlarinin yeni sentezlenen turevler ile inhibisyonuna
iligkin kinetik parametreler, inhibisyonun segciciligi ve tersinirligi biyokimyasal olarak
tayin edilmigtir.

Hem hesapsal, hemde deneysel olarak Umit vaad eden bilesikler “Discovery
Studio De Novo Design” tasarim programi kullanilarak daha da gelistirilmistir.
Enzimlerin aktif kisimlari farmakofor tasarim programi yardimiyla modellenmistir.
Spartan ve Gaussian programlari kullanilarak sadece aktif kisimda bagl olan model
inhibitorlerin, PM6 seviyesinde enzim-inhibitor baglanma motifleri daha detayl olarak
incelenmistir.

Sonug olarak, deneysel olarak elde edilen veriler hesapsal olarak elde edilen
verilerle kargilastirlarak tartisiimigtir. Elde edilen detayh veriler MAO enzimleri ile
daha sonra yaplilabilecek secimli inhibitorler geligtirme ¢alismalari igin 6nemli ve yol
goOsterici sonuglara ulasiilmasini saglamistir.

Anahtar Kelimeler:Monoamin oksidaz (MAO), inhibisyon, pirazolin tlrevleri, molekiler
modelleme, kinetik




ABSTRACT

Since traditional approaches to drug discovery rely on a step-wise synthesis
and screening program for large numbers of compounds to optimize activity profiles,
scientists recently use computer models of new chemical entities to help define
activity profiles. The development of molecular modeling programs and their
application in pharmaceutical research has been formalized as a field of study known
as computer assisted drug design (CADD) or computer assisted molecular
design (CAMD).

In this study, using the above techniques, Monoamine oxidase-A (MAO-A) and
MAO-B isozymes which play an essential role in the oxidative deamination of the
biogenic amines were studied. Compounds that inhibit these isozymes were shown
to have therapeutic value in a variety of conditions including affective disorders (e.g.
major depression) and neurodegenerative diseases (e.g. Parkinson’s and
Alzheimer’s Diseases).

First, a series of new pyrazoline derivatives were screened using molecular
modeling and docking methods (Mainly, Accelrys‘ Discovery Studio tools were used
for modeling, screening and visualization) and promising lead compounds were
selected, synthesized and evaluated as novel selective MAO-A or —B inhibitors.
MAO-A and -B isoforms will be isolated and partly purified from rat liver microsomal
fractions. The kinetic behaviors and selectivities of these novel compounds, as well
as the reversibility of their inhibitory actions towards rat liver MAO isoforms will be
determined biochemically.

Both experimentally and computationally promising compounds were selected
using Discovery Studio’s de Novo Design program in order to enhance their binding
ability. Pharmacophoric properties of the active site of the enzymes were also
mapped. In order to understand the binding pose in the active site in detail quantum
mechanics studies were also performed at PM6 level using Gaussian program.

In conclusion, computational results were compared wit the experimental
studies. The results obtained both computationally and experimentally in this project
will provide invaluable data for further studies of these isozymes in order to develop
more selective and potential inhibitors.

Keywords:Monoamine oxidase (MAOQ), inhibition, pyrazoline derivatives,
molecular modelling, kinetics
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1. GIRIS
1.1.Depresyon ve Monoamin Oksidaz inhibitorleri:

Depresyon gunumuzde sik rastlanan bir psikiyatrik hastalik olup, tedavisi i¢in
geligtirilen yeni ilaglara ragmen, hala 6nemli bir saglik problemi olmaya devam
etmektedir. Monoamin oksidaz inhibitorleri (MAOI) depresyon tedavisinde 40 vyili
askin bir stredir kullanimi devam eden ilaglardir. Bu grup ilaglar 1950’lerin sonlarinda
antidepresan olarak tedaviye sokulmalarini takiben gozlenen hepatotoksisite, tiramin
iceren yiyeceklerle ve baska tip ilaglarla birlikte alindiklarinda meydana gelen
hipertansif krizler ve kiimulatif etkiler gibi yan etkilerinden dolayi klinik kullanimlarinda
azalma ve gerileme olmus, fakat son yillarda bu ilaclara olan ilgi yeniden artmistir (1).

Bunun en onemli nedeni peptit kimyasi ve gen teknolojisi alanlarindaki
gelismeyle birlikte MAO enziminin yapisi ve fonksiyonu hakkindaki bilgilerin artmasi,
MAQO’nun MAO-A ve MAO-B olarak adlandirilan ve yapisal farkliliklar gosteren en az
iki izoenziminin bulunmasidir (2). Boylelikle segici olmayan ve geri donlisumstz
birinci jenerasyon MAOI'nin yerine tiramin iceren yiyeceklerle etkilesme sonucu
hipertansif etki meydana getirmeyen segcici, geri dontisumli bilesiklerin gelistiriimesi
yonundeki ¢caligmalar yogunlagsmis ve bu grup ilaglar
yeniden guncellesmistir. MAO-A’'ya segici olan inhibitdrler depresyon tedavisinde
onem kazanirken, MAO-B inhibitorleri de Parkinson tedavisinde umut verici ilaglar
olarak tedaviye girmislerdir (3,4).

1.2.Monoamin Oksidazin Genel Yapisi:

Monoamin oksidaz [MAO, (EC 1.4.3.4): Monoamin: O, oksido reduktaz
(deamine edici)] flavin-adenin dinUkleotid (FAD) tasiyan bir enzimdir. Dis
mitokondriyal membrana bagh olarak bulunur. c-DNA klonlama c¢aligsmalari
sonucunda MAO enziminin MAO-A ve MAO-B olarak isimlendirilen iki formunun
oldugu ve bunlarin amino asit siralamasinin %70 benzerlik gdsterdigi bulunmustur.
MAO-A 527 adet, MAO-B ise 520 adet amino asitten olusur. Amino asit
siralanmasinda ug¢ polipeptid bdlgesi calisilan turlerdeki iki alt form arasinda ylksek
amino asit benzerligi gosterir. Iki izoenzimde de aktif bolge, prostetik grup flavin
adenin dinukleotidin (FAD) bagh oldugu kisimdir (5). FAD’nin yapisi Sekil 1' de
gorulmektedir. MAO-B icerisinde FAD’nin baglanma bolgesi ve hidrojen baglari ise
Sekil 2 de gorulmektedir.
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Sekil 1: insan MAO-A ve MAO-B’sinde ayni olan FAD-peptit kismi

Sekil 2: MAO-B icerisinde FAD’nin baglanma bdlgesi. Kesikli gizgiler hidrojen bagini géstermektedir.
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2.GENEL BILGILER
2.1. Monoaminlerin Kimyasal Yapisi ve Ozellikleri:

Yapilan gesitli histokimyasal, immunokimyasal ve otoradyografik incelemeler
MAO-A ve MAO-B’nin merkezi sinir sistemininin ve periferal organlarin farkh hicre
populasyonlarinda (MAO-A plasenta ve bagirsakta baskin iken , kan pateletlerinde,
lenfositlerde (6) ve kromofin hicrelerinde (7) MAO-B baskindir) mevcut oldugunu ve
farkh dagilim gdsterdigini ortaya ¢ikarmistir.

MAO-A ve MAO-B néroaktif ve vazoaktif aminlerin oksidatif deaminasyonunu,
ksenobiyotiklerin  (MPTP;1-metil-4-fenil-1,2,3,6-tetrahidropiridin) deoksidasyonunu
katalize eder. Bunlar icin asil substratlar klasik norotransmitterler olan 5-hidroksi
triptamin(seratonin), dopamin, noradrenalin ve adrenalindir. Cogu dogal substrat her
iki MAO tarafindan da metabolize edilir. ClunkU kofaktor kismi her iki MAO formunda
da benzerlik gosterir. Dolayisiyla substrat spesifikliginden sorumlu olan yapisal
farkhliklar muhtemelen proteinlerin diger bdlgelerindedir (8). Bundan dolayi
substratlar; MAO-A substratlarn (5-hidroksi triptamin), MAO-B substratlari (feniletil
amin ve benzil amin) ve karisik substratlar (tiramin ve dopamin) seklinde kabaca
siniflandirilabilir.

MAO, ndrotransmitterlerin ve diger endojen monoaminlerin deaminasyon
reaksiyonununu Sekil 3' te gorulen genel denkleme gore katalize etmektedir.

R-CH>-NH, + O — R-CHO + H,O, + NH;

Sekil 3: Monoaminlerin deaminasyon reaksiyonu

MAO tarafindan katalize edilen bu reaksiyon Sekil 4°de goruldigu gibi Ug¢
basamaklidir ve kimyasal mekanizmasi Sekil 5 te aciklanmistir.

1) E-FAD + R-CHy-NH, ——= E-FADH,+ R-CH,=NH,

2) RCH=NH+H0 _—= R-CHO + NH3

3) E-FADH, + O, ——~ E-FAD +H,0,

Sekil 4: MAO tarafindan katalizlenen reaksiyon

16
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Sekil 5. MAO’nun substrat oksidasyonunda ileri strilen kimyasal mekanizma

Bu reaksiyonda, substratdan enzime iki defa elektron transferi olur (9).
Silverman ve arkadaslarinin ileri surduUgu mekanizmaya gore 6nce substratin amino
grubundan, enzimin flavinine bir elektron transferi ile amin radikal katyonu olusur (A).
Bu radikal a proton kaybi ile karbon radikalini olusturur (B). Daha sonra ikinci bir
elektron transferi veya aktif bolge radikaliyle olan birlesmeyi takiben de b eliminasyon
ile iminyum arund olusur (C). Bu Urin kendiliginden amonyak veya primer amin
cikisiyla, aldehide hidroliz olur. Bunu FAD’in molekile oksijen tarafindan yeniden
oksidasyonu izler (10).

MAQO’nun susbtratlari ile etkilesimini stereokimyasal yonden incelemek
amaciyla yapilan g¢alismalar, reaksiyonun ikinci basamaginin (B) yani azot atomuna
komsu prosiral metilen grubundan hidrojen kopmasinin énemli oldugunu ve bu
hidrojenlerden hangisinin 6ncelikli olarak kopacaginin bunlarin konfiglirasyonu ile
tayin edildigi gosterilmistir. Yu ve arkadaslari substrat olarak benzil amin veya
dopamin kullanarak yaptiklari calismada MAO-A ve MAO-B’nin ayni stereospesifiteyi
gosterdigini yani pro-R-hidrojenin her iki MAO formu tarafindan da kopartildigini (Hg,
Sekil 5) tespit etmislerdir (11).

MAO ile b pozisyonunda asimetrik merkez tasiyan substratlar arasindaki
etkilesimi incelemek amaciyla b-feniletanol aminlerin R ve S enantiomerleri
kullaniimis ve yapilan bu galismada, Williams MAO-B’nin her iki enantiomeri de
oksitlemesine kargin MAO-A’nin sadece R formu Uzerinde etkili oldugunu gostermigtir
(5). Bu sonuglar MAO-A’nin aktif bolgesinin aralkilamin substratlarindaki b karbonuna
kasilik gelen pozisyonlarinin sterik engellere sahip oldugunu ayni seyin MAO-B igin
mevcut olmadigini gostermektedir.

Ayrica aragtirmalar MAO-A ve MAO-B’nin aktif bolgesinin stereospesifik
ozelliginin yani sira N atomu ile aromatik halka arasindaki uzakhgin da substrat ya da
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inhibitor aktiviteyi etkiledigini gostermistir.

2.2. Monoamin Oksidaz inhibitérlerinin Yapisi:

Monoamin oksidaz inhibitorleri, dopaminerjik, seratonerjik ve noradrenerjik sinir
uclarindaki MAO’yu inhibe ederek, bu norotransmitterlerin yikimini azaltir. Sonugta
bunlarin intranoronal duzeyini arttirir. Boylelikle bu norotransmitterlerin yikimi azalir
ve intrandronal duzey artar. Boylelikle bu noérotransmitterlerin daha buylk bir
miktarinin néronun digina diflze oldugu ve post-sinaptik reseptdr bdlgeleriyle
etkilestigi dolayisiyla depresif durumlardan sorumlu ndrotransmitter eksikligini
giderdigi dusunulmektedir.

MAO inhibitorleri enzimle etkilesim bigimlerine gbére geri déonisuimli ve geri
donugsumsuz monoamin oksidaz inhibitorleri olmak Uzere iki grupta incelenebilirler.

2.3. Geri Déniisiimsiiz MAO inhibitorleri :

2.3.1. Hidrazin Tirevleri :

CH;

o o o]
" | " "
N\//:\>—C—NH—NH—CH—CH3 NQ—C—NH—NH-CHTCHTC—NH-CHZ—Q
?
FC—NH—NH—CHZ—Q QNH—NHz
_N

CHy Yo

Sekil 6: Hidrazin turevlerinin kimyasal yapisi

2.3.2. Siklopropilamin Turevleri :

Cl

CH,
/\ ~ CH2
CH-CH—NH, o—CHZ—CHz—NH—CH\C':HZ

ci
Rz CHe CH,
@—C—NHz O—CH-CHp-NH—CHZ [ /2

Sekil 7: Siklopropil amin tiirevlerinin kimyasal yapisi
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2.3.3.Proparjilamin Turevleri :

Cl Cl

cH cH
@CHZ—N—CHZ—CECH O0—CHz—CHy—CHy~ N—CH,—C=CH

H NH—CH,—C=CH

I
O onten

/N—CHZ—CECH
CH;

Sekil 8: Proparjilamin tlrevlerinin kimyasal yapisi

2.3.4.Allilamin Tirevleri:

cHo R M c, @ F_H
¢ ¢
"
CH C—CHy—NH, O—CHz—C—CHz—NH,
F_H HO F_H
c o
1
FOCHTCHTC—CHTNHZ C—CH>—NH,
HO o
G
C—CH—NH
COOH

Sekil 9: Fluoroallilamin tarevlerinin kimyasal yapisi

2.4. Hidrazolonun Yapisi ve Onemi

Hidrazin tarevleri MAO inhibitorlerinin klasik sinifini olusturur. Bu grubun
prototipi iproniaziddir  (N’-isonikotinoil-N"-isopropilhidrazin). iproniazid aslinda
tuberkulostatik olarak gelistirilen ancak sonradan “Marsilid” ticari adi ile tedaviye
giren ilk modern antidepresan ilagtir (12). Daha sonra bu yapiy! tasiyan fenelzin
(Nardilo), Isokarboksazid (Marplan), Nialamid (Niamid) gibi diger antidepresanlar
geligtiriimigtir. Batin bu antidepresanlar MAO alt tiplerine karsi ya ¢ok az segicilik
goOstermiglerdir veya hig segici olmadiklari anlagiimistir.

Bu bilegiklerin N-asetilasyonla metabolize olduklari ve bu yolla olusan asetil
hidrazinlerin hizli biyosentezlerinin, bu bilegiklerin ciddi hepatotoksik etkilerine neden
olan mekanizmay: olusturduklari bildirilmistir (13). Metabolizasyonlarindaki sikinti ve
MAOQ’In izozimleri ile segici olmayan etkilesimlerinden kaynaklanan yan etkilerinden
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dolay! kullanimlar kisitlanmigtir.  Fakat etkinlikleri kesin olarak bilinen farmakoforik
bir grup olan hidrazin grubu bilegiklerin secici ve hepatotoksik yan etkileri azaltiimig
yeni turevlerinin elde edilmesi ile tedaviye yeni oncu bilegikler kazandirilabilecegi
disundldugu icin konu Uzerinde galismalar devam etmistir (14-16).

Diger taraftan hidrazonlarin da hidrazidler gibi MAO inhibitéri etki
gosterebildikleri bildirilmigtir (17-20). Bu grup substrat ve inhibitorlerin ortak ozelligi
enzimin aktif bolgesiyle etkilesmesinde rol oynayan amino veya imino grubunun
varligidir (21).

Iki ya da dort azot atomu tagiyan farkl heterosiklik bilesikler geri donistimli ve
segici monoamin oksidaz inhibitori tasariminda yap! tasi rolu Ustlenmigler ve
oksadiazolonlar, tetrazoller, oksadiazinonlar ve indenopiridazinlerin guglu, geri
doénusuimllt ve segici MAO-B inhibitdéri olduklar bulunmustur (22-26). Bu grup
bilesiklerde ortak ozellik inhibitor aktivite i¢cin dnemli olan ;

i) Benziloksi grubunun varligi,

ii) Beg Uyeli bir heterosiklik halkanin varligi (alti yeli halkalara gore bes uyeli
halkalar MAO-B’ye daha iyi afinite gosterir) ve

iii) Arildiazo turevlerinin yan zincirlerinin uzunlugunun substratlarda oldugu gibi
iki karbondan daha uzun olmamasidir.

iki azot iceren 2-pirazolin halkasi da bu halkalara izoster yapida bir molekdlddir.
Halka kapama veya halka igcine alma literaturde ornekleri bulunan ve yeni ilag
gelistirmede kullanilan klasik molekuler modifikasyon yontemlerinden biridir (27). 2-
Pirazolin ve bunlarin bisiklik turevlerinde farmakofor grubun halka igine alinmasi
bilesiklerin fizikokimyasal 6zelliklerine, sterik ve stereokimyasal yapilarina cgesitlilik
getirmektedir. Ayrica 2-pirazolin ve kondanse turevlerinin cis/trans ve optik izomeri
gostermesinden kaynaklanan aktivite farki da bildirilmigtir.

Yukarida bahsedilen oOzellikler bilegiklerin gerek metabolizasyonlarinin

yavaslatilarak hepatotoksisitelerinin azaltiimasi, gerekse enzimle etkilesim agisindan
secicilik saglanmasinda rol oynayabilen kimyasal modifikasyonlardandir.
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Sekil 10: Hidrazonun kimyasal yapisi

Halka iginde hidrazon yapisi tasiyan ve santral sinir sistemi Uzerinde cesitli
farmakolojik etkiler gosteren (trankilizan, psikoanaleptik, hipnotik ve antikonvilsan) 2-
pirazolin bilesiklerinin MAO inhibitort etkilerinin oldugu hatta MAO alt tiplerine
6zgullik gosterdigi, antidepresan/antiparkinson etkiye ve SSAO (Semicarbazide
sensitive (duyarll) amine oksidaz) inhibitérl etkiye sahip olduklari bildirilmistir (28-
38). Bu tlrevlerin monamin oksidaz inhibitori etkileri Gzerindeki ilk ¢calisma 1974
yilinda Parmar ve arkadaglari tarafindan yapilimistir (39). Daha sonra benzer
bulgulara Soni ve arkadaslari da ulagsmislardir (40).

Bu bulgularin 1siginda daha sonra gesitli arastiricilar tarafindan 3,5-difenil (1),
1,3,5-trifenil (1), 1-tiyokarbamoil-3,5-difenil-2-pirazolin (lll) ve 8-tiyokarbamoil-7,8-
diazabisiklo[4.3.0]non-6-en (lll) yapisinda ¢ok sayida 2-pirazolin tirevi sentezlenerek
antidepresan ve MAOQO inhibitor etkileri incelenmis ve bazi bilesiklerin kuvvetli
antidepresan etkiye sahip oldugu ve ylksek derecede MAO inhibisyonu yaptigi
gOsterilmigtir (28-38).

Sekil 11: Pirazolin tirevleri

Bununla birlikte son yillarda 1,3,5-trifenil-2-pirazolin turevleri () Uzerinde
yapilan molekuiler modelleme c¢alismalari, 1 numarali konumdaki fenil halkasinin
pirazolin halkasinin N2’si ile isoalloksazinin N5’i arasinda MAO inhibisyonu agisindan
oldukga 6nemli olan yuk-transfer etkilesme olusumuna izin vermedigini gostermistir
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(31). Aktivite tarama sonuglarina gore de bu bilesikler daha dusik MAO inhibitora
etki goOsterirken, BSAO (bovine serum amin oksidaz) daha iyi inhibe ettigi
gorulmasgtar. N1'deki fenil grubu yerine N1'de pozitif yuk olusumunu arttiracak bir
grup olan asetil grubunun () gelmesinin de isoalloksazin halkasiyla etkilesimi
arttirarak daha gugclu bir inhibisyona yol ac¢tigi bildirilmistir.

0 O
I R

© &,

Sekil 12: 1,3,5-trifenil-2-pirazolin turevleri
2.5. MAO-A ve MAO-B 'nin Molekiiler Ozellikleri:

insan MAQ’In kristal yapisinin tanimlanmis olmasi bu proteinler ve ligandlar
arasindaki segici etkilesmeyi agiklamada son derece donemlidir. Bu veriler katalitik
mekanizmanin arastirilmasinda ve rasyonel ilag tasarimi icin gereken farmakoforik
ihtiyaglarin anlasiilmasinda yardimcidir. Binda ve arkadaglari insan MAO-B’sinin
kristal yapisini 2002 yilinda aydinlatmistir (41). Ayni arastiricilar 2005 yilinda insan
ve sican MAO-A’sinin Ug¢ boyutlu yapisini tespit edip, yayinlamiglardir (42). Sigan
MAO-A’sinin kristalografik yapisi da Ma tarafindan yayinlanmistir (43). insan ve
sican MAO-A’s1 %90 benzerlik gostermesine ragmen (44), konformasyon ve hacim
acisindan aktif boélge yapisi farkhlik gosterir (42).

insan MAO-B’si ise dimer olarak kristallenir ve dimerik formun hidrodinamik
Ozelliklerini gosterir. Dimerik formun tek bir monomerinin yapisi sekil 13 te
gorulmektedir. Yapida ¢ok onemli olan, birbirine komsu iki kavitenin varhigidir. En
blayuk kavite flavin kofaktdérinin énudnde yer alan substrat baglanma bdlgesidir, 390
A° buyuklugundedir. Bu bdlge duzdir ve lizin 171, tirozin 188, tirozin 326 ve fenil
alanin 343 gibi aromatik ve alifatik amino asitlerden dolay! hidrofobik 6zelliktedir.
“Giris kavitesi” olarak isimlendirilen diger kavite 290 A° bulyutkliginde ve
hidrofobikdir. Isolésin bu iki kavite arasinda kapi goérevi Ustlenir ve isoldsinin
yonlenmesine ya da substrat/ inhibitére bagh olarak kapi agilip, kapanabilir. Kapi
gorevini goéren bu amino asit MAO-B’nin inhibitor segiciliginde 6nemlidir. Substrat
kavitesinin sonunda sistein 397’ye kovalent baglh FAD koenzimi yer almaktadir. Bu
enzim katalitik 6neme sahip ve flavine yakin, birbirine paralel tirozin 398 ve tirozin
435 amino asitlerini igeren kavitesi “aromatik kisim” olarak adlandirilir. Aromatik
kisim substratin amin grubunun yénelmesi ve taninmasinda énemlidir. ilgili substrat
amininin bu amino asitler ve flavin arasindaki konumlanmasi kovalent inhibisyon
kadar kataliz mekanizmasi i¢in de 6nemlidir. Kovalent olmayan inhibisyonda da
aromatik kisim yer almasina ragmen, bu cesit inhibitdrler hidrojen bagi ve hidrofobik
etkilesimler yoluyla baglanir (45).
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Active Site

Entrance Loop

Sekil 13: insan MAO-B’nin sematik gériinimii- Flavin kismi sari, flavin baglanma
bdlgesi mavi, stibstrat baglanma kismi kirmizi, C-terminal membran baglanma bélgesi
ise yesil renkte gosterilmistir.

insan MAO-A enzimi MAO-B enziminin tersine , monomer olarak
kristallenmektedir.Sicanda ise insandakinin tersine dimer olarak kristallenme
gorulmektedir. Buna karsin her iki MAO-A da giristeki protein bosluguna ilaveten
oldukga hidrofobik olan tek bir substrat baglanma bdlgesi icerir. Olguisii insan MAO-
A’si icin 550 A’iken, sican MAO-A’si i¢in 450 A°dur. Substrat baglanma kavitesi
MAO-B’de oldugu gibi giris bosluguna zit yondedir. Ayni zamanda flavinin 6nidnde
birbirine paralel iki tirozin halkasinin (tirozin 407, 444) yer aldigi aromatik kavite
vardir (42) (Sekil 14).
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Sekil 14: insan MAO-A’sinin sematik gésterimi. Flavin kismi sari, flavin baglanma
bdlgesi mavi, substrat kismi kirmizi, membran baglanma bélgesi ise yesil renkte
gOsterilmigtir.

insan MAO-A ve MAO-B’sinin karsilastirmali resmi Sekil 15°de goriilmektedir. MAO-
B iki bolimli uzayan bir kaviteye sahiptir. Isolésin 199'un yan zinciri agik
konformasyonda oldugu zaman (kap!i acildiginda) kavite buydkliga 700A°a
cikmaktadir (Sekil 16). Buna karsin MAO-A yuvarlak sekilli ve MAO-B’nin substrat
kavitesinden daha blyuk substrat kavite hacmine sahiptir. Her iki izoenzimin aktif
bolgesindeki amino asit yan zincirlerinin analizi, substratlarin MAO-B’de rotasyon
icin daha az serbestlige sahip oldugunu gosterir.
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MAO A MAO B
Sekil 15: MAO-A ve MAO-B’nin aktif bolge kavitelerinin karsilastirmal bir sekilde

sematik gosterimi

Sekil 16: 1,4-Difenil-2-bltenin giris ve slbstrat kaviteleri kaynasmis (kapi agik oldugu
zaman) durumdaki goruntisi
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3.GEREG, YONTEM ve YAPILAN CALISMALAR
3.1 . Molekiler Modelleme Caligmalari:
3.1.1 Proje Kapsaminda Kullanilan Programlar:

ACCELRYS Dicovery Studio (DS) moddilleri : Bu program moddulleri molekuler
dinamik, protein hazirlama, inhibitor molekuli hazirlama, inhibitor olarak tasarlanan
maddelerin minimizasyonunda kullaniimaktadir.

ADMET ve TOPKAT testleri, 3 degisik yontemle inhibitériin protein yapisina
yerlestiriimesi (doking yapilmasi), sonuglarin analiz edilmesi, goruntulerinin alinmasi
(iki ve G¢ll boyutta) olmak Uzere alt “tool” lardan olugsmaktadir. Bu tool’lara ek olarak,
ilag tasariminda o6nemli olan inhibitdran turevlerinin hazirlanarak baglanma
potansiyelinin artirlmasi i¢in kullanilan De Novo Evolution, DS Ludi, Pharmacopore
ve amino asit sirasi bilinen proteinlerin 3 boyutlu yapilarini olusturmada kullanilan
“Homology Modeling tool” larindan olusmaktadir.

Asagida molekuler modelleme yapilirken kullanilan program ve toollarin listesi
yer almaktadir.

ACCELRYS_DS_SCIENCE
ACCELRYS_DS_USER_BUNDLE
ACCELRYS_DS USER_BUNDLE
ACCELRYS_MS_COMPONENTS
DS_ANALYSIS
DS_BIOPOLYMER
DS_CATALYST_CONFORMATION
DS_CATALYST_SCORE
DS_CHARMM
DS_DE_NOVO_EVOLUTION
DS_DMOL3-MOLECULAR
DS_FLEXIBLE_DOCKING
DS_LIBDOCK
DS_LIGANDSCORE

DS_LUDI

DS_PROTEIN_REFINE
DS_QUANTUMM
DS_STANDALONE_BUNDLE
Gaussian G09

GausView 05

Spartan 06

AutoDock 4.02

AutoDockTools 1.5.2

NAMD

VMD
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3.1.2.Uygulanan Genel Prosediir:
3.1.2.1.Enzimler i¢in Uygulanan Prosediir:

Protein data bank (www.pdb.org) sitesinden MAO-A igcin 2z5x kodlu
(¢ézUnurligh 2.2 A) , MAO-B igin ise 1s3e kodlu ( ¢ozinurligi 1.6 A) pdb kristal
yapilarinin dosyalari alindi. PDB veri bankasindan elde edilen MAO-A ve MAO-B
enzimleri Accelrys programinin Protein Refine Tool’u kullanilarak su molekulleri ve
bagli olan inhibitorler c¢ikartildi. Amino asitlerin varsa eksiklikleri, kirik baglari ve
yukleri ayarlandi. Sonra Protein DS _Quantumm Moduli kullanilarak enzimler
minimize edildi. Minimize edilen bu enzimler NAMD ve VMD programlari kullanilarak
molekuler dinamik yapilari dizenlendi.

Bunun i¢in dnce FAD koenzimine ait topoloji parametreleri topoloji dosyasina
eklendi. Simulasyon, 310K sicakliginda Langevin dinamigi ile “Langevin damping”
katsayisi 5ps” kullanilarak gerceklestirildi. Sistem once konjuge gradient algoritma
kullanilarak 10000 basamakli enerji minimizasyonuna, bunu takibende toplamda 10
ns(nanosaniye)lik molekuler dinamik simdlasyonuna tabi tutuldu. Sistem 2 fs (femto
saniye ) araliklarla ilerlendi ve her bir ps (pikosaniye) de bir veri kaydedildi. Daha
sonra bu enzimler i¢in tasarlanan inhibitorler dokingi yapilarak serbest baglanma
enerjileri (AG) ve inhibisyon katsayilari (Ki) hesaplandi.

3.1.2.2.Ligandlar igin Uygulanan Prosediir:

Tasarlanan ligandlarin (N-sUbstitlie pirazolin turevleri) G¢ boyutlu goéruntileri
Accelrys ve Spartan_06 programlari kullanilarak gizildi. Yari deneysel PM3 metodu
ile konformasyon analizi yapildi ve her bir ligand icin en kararli konformer yapisi
segcilerek doking igleminde kullaniimak Uzere *.pdb veya *.mol2 dosyasi formatinda
kaydedildi. Liganda her degisiklik yapildiginda bu iglemler tekrarlandi.

Tasarlanan ligandlar MAO-A ve MAO-B enzimine LibDock, AutoDock
programlari kullanilarak dock edildi. Bu docking (yerlestirme ) programlari force field
parametrelerini kullanmaktadir. Accelrys ise CHARMM force field parametrelerini
kullanmaktadir. “CHARMm (Chemistry at HARvard Molecular Mechanics) Force
Fields “ protein ve DNA gibi biyomolekulletrin simiulasyonunda yaygin kullanilan bir
programdir.

Kisaca bu parametreler agagidaki gibidir. (Sekil 17)
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Equation 3:
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Sekil 17: CHARMM force field parametreleri

Burada OOP (out of plane ) improper torsiyon olarak tanimlanmigtir.

Serbest enerji degerlerinden (AG) asagidaki formul temel alinarak inhibisyon
katsayilari hesaplandi.

AG° = RTInK;

E.I-E+l

(K; Enzim inhibitor kompleksinin E.I ayrisma sabitidir)

Sekil 18: Serbest enerji degeri formali

Daha sonra temizlenen bu yapilar MAO-A, MAO-B ve kofaktér FAD, NAMD
(Nanoscale Molecular Dynamics) v.2.6 kullanilarak uzun sureli MD yontemiyle
dengeye getirilmigtir. Bu iglemin enzim Uuzerinde kristallesme sirasinda olusan
gerilimleri duzelttigi icin canh bunyesinde bulunan enzime daha c¢ok benzedigi
dusundlmektedir. MD similasyonu sabit NPT sartlarinda 310 K'de Langevin dinamigi
kullanilarak gergeklestiriimistir. Molekuler dinamikten 6nce sistem konjuge gradient
algoritmasi kullanilarak 10.000 basamakli enerji minimizasyonu yapilmistir.

IntelliStation Z Pro is istasyonu kullanilarak toplam 10 ns MD simulasyonuna
devam edilmigtir. En son elde edilen “snapshot” docking deneylerinde kullaniimigtir.
Minimize edilen bu enzimlere daha onceden yukarida bahsedilen optimize edilmig
inhibitorlerle AutoDock 4.02 ve Accelrys programinin LibDock ve CDOCKER
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programlari kullanilarak baglanmistir.

Modelleme c¢alismalarindan elde edilen sonuglardan yararlanilarak sentezi
yapilacak bilesikler planlanmigstir. Bilesiklerde bir kiral merkez oldugu i¢in her bilesign
iki optik izomeri bulunmaktadir. Yapilan modelleme calismalarinda R ve S formlari
ayni enzime ¢ok yakin (hemen hemen ayni) serbest baglanma enerjileri ile
baglanmislardir. Sentez sonucunda elde edilen enantiomerler karigimlarinin da
ayrilmalari teknik zorluklardan dolayl yapilamamis ve karigim olarak enzimatik
deneylerde kullaniimigtir. Tablo-1' de ligandlarin temel yapisi ve her birine verilen
bilesik kodlari yer almaktadir.

29



TABLO - 1: Ligandlarin temel yapisi ve bilesik formdilleri

)L__N/N\\
7N

H 4
P
©\ N
N~ N7
CH

fla-R

fla-S

fle-R

fle_S

f1f-R

f1f-S

flg-R

flg-S

f2a-R

f2a-S

f2e-R

f2e_S
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Cl

Cl

Cl

Cl

f2fR

f2fS

f2m-R

f2m-S

f2g-R

f29-S

19

20

f3a-R

f3a-S

f3e-R

f3e-S

f3f-R

f3f-S
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3.2. Kimyasal Galigsmalar:

3.2.1.Materyal:

Calismalarimizda kullanilan asetofenon, furfural,
4/metil/etil/alil/feniltiyosemikarbazit ve nonsubstitie tiyosemikarbazit turevleri
Aldrich ve Merck firmalarinin dranleridir.

3.2.2.Sentez Yontemleri:

NaOH_
R—@—c CH; + 4@ 2 O —CH= CHD
H

R: CH;, Cl, CH;0, Br

o S
I I\ - I R 1
R C—CH=CH + HNH—NH—C—NHR' —  » N
o \}‘I 1\
C

R" CH3z, CoHs

Sekil 19: Bilesiklerin sentez semasi
3.2.2.1. 1-Substituefenil-3-furil-2-propen-1-on:

0.02 mol asetofenon ile 0.02 mol furfuralin etanoldeki karisimina buz
banyosunda 0.8 g (0.02 mol) sodyum hidroksitin 20 mL sudaki ¢ozeltisi damla
damla eklenerek ve reaksiyon tamamlanincaya kadar karistirildi. Olusan kristalize
¢Okelti bir giin buzdolabinda bekletildi . Bu slre sonunda ¢dken bilesik bluchner
hunisinden slUzuldu; notral pH’ya gelinceye kadar su ile yikanip oda isisinda
kurutulduktan sonra etanolde kristallendirilerek saflastirildi (43, 44).

3.2.2.2. 1-Substitue tiyokarbamoil-3-substituefenil-5-furfuril-2-pirazolin:

Bir mol salkon tirevi ile 0.012 mol tiyosemikarbazit/stbstitlie tiyosemikarbazit
25 mL etanolde ¢ozuldikten sonra 5 ml su icinde hazirlanmis NaOH (0.025 mol)
cOzeltisi eklenerek su banyosunda 8 saat kaynatip bir gece bekletildi Coken Urin
suzlldu. Uygun bir ¢ézuclde kristallendirilerek saflastirildi.

3.3. Analitik Yontemler:

3.3.1. Erime Derecesi Tayinleri:

Bilesiklerimizin erime derecesi tayinleri “Thomas Hoover Capillary Melting
Point Apparatus” erime derecesi tayin cihazi ile saptanmistir.

3.3.2. ince Tabaka Kromatografisi ile Yapilan Kontroller:

Calismalarimizda Kieselgel HF254 Typ 60(Merck) firmasina ait hazir plaklar
kullaniimigtir.
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3.4.Spektrometrik Kontroller:

3.4.1. IR Spektrumlart:

Spektrumlar, yaklasik %1 konsantrasyonda madde iceren potasyum bromur
ile 10t/cm? basingta hazirlanmis diskler kullanilarak, Perkin Elmer FT IR 1720 X
Spektrofotometresinde alinmis ve dalga sayisi (cm™) cinsinden degerlendirilmistir.

3.4.2. "H-NMR:

Spektrumlar bilesiklerin kloroform-d (Merck) daki yaklasik %10’luk ¢ozeltileri
ile Bruker 200 MHz FT-NMR spektrometresinde alinip, d (ppm) skalasinda
degerlendirilmistir.

3.4.3. Kitle spektrumlari:

Agilent 5973 Network Mass Selective Detector Direct Insertion Probe SIS
(Scientific Instrument Services) HPP7-M kullanilarak gerceklestiriimigtir.

3.4.4. Eleman Analizleri:
Bilesiklerin C, H ve N elementlerinin analizleri Ankara Universitesi Eczacilik
Fakultesi Merkez Laboratuvarinda yaptiriimistir.

Tablo-2' de bu bilegiklerin yapisi yer almaktadir.
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TABLO- 2 : Bilesiklerin kimyasal yapisi

Erime

Bilesik D Co6zundugu | Kristalizasyon . Verim
Kodu Bilegigin Yapisi Solvanlar | Céziicisii ?,g’)eces' (%)
HsC \
N/ N| o) MeOH,
A N7 CHCls, Metanol:Su | 129,5-130,5 |48
S:(';\ DMSO
HN—CH,
H;C \
TN | 0 MeOH,
F.E NTO ] CHCls, Metanol:Su | 125-126 29
—¢ y DMSO
\ 2
HN—C"~CH,4
FiA NI | cHe, Metanol:Su | 103-104 41
S=C DMSO
\ 2
HN—C -C=CH,
H
H,C )
\_/ 0 /ﬁ MeOH,
FiF N Ll |cHel, | Metanoksu | 174 31
S=C, — DMSO
N7
" < > Al 0 MeOH,
FiQ \ITI/ | CHCls, Metanol:Su | 194,5-195 | 37
s=c, DMSO
NH,
ClI |
| 0 MeOH,
FoM Nl CHCls, CHCI3:MeOH | 175-175,5 | 48
S:'C\ DMSO
HN—CH;
ClI
D\ 78 0 MeOH,
F,E Nl CHCls, CHCI3:MeOH | 170-171 42
s—¢ . DMSO
\ 2
HN—C"~CHj
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N MeOH,
w1
F2A N CHCl,, Metanol:Su | 118-119 53
S=C 4 DMSO
2
HN—C’-C=CH,
N /ﬁ MeOH,
F.F N CHCls, CHCl;:MeOH | 181-182 61
S=C, DMSO
O
Cl
N\ // | O MeOH,
F.Q N || CHCls, Metanol:Su | 218-219 48
s=—0 DMSO
\NH2
HaCO | o MeOH,
FsM N | DMSO, Aseton 188-188,5 |59
S=C, Aseton
HN—CH,
HsCO
| O | MeOH,
F3iE N7 || | CHCIs, Metanol 144-1455 |63
s—¢ . DMSO
\ 2
HN—C ~CH,q
N MeOH,
FsA N | cHe, Metanol:Su | 139-140 |55
S=C_ DMSO
HN—C -C=CH,
Haco\Q_Hi
N /ﬁ MeOH,
FsF N LI |cHol, | Metanol:su | 1724173 |9
DMSO
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H3co\©_'7
| O, | MeOH,
FsQ N || | CHC, Metanol:Su | 198-199,5 |35
s=0 DMSO
\
NH,
Br
| 0 MeOH,
FsM N CHCls, Metanol 172-173 55
S:(';\ DMSO
HN—CHs
B
N7 ] 0 MeOH,
F4E N CHCls, Metanol:Su | 177,5-178,5 | 34,5
s—¢ ! DMSO
\ 2
HN—C -CH,
Br—
< > | 0
N\N/ | |
Fi:A | MeOH Metanol:Su 127-128 48
S=C H
\ 2
HN—C -C=CH,
H
N /ﬁ MeOH,
FuF N L |cHCl,, | Metanol:su | 181 29
S=C, DMSO
O
Br
< > | O MeOH,
FiQ N | CHCls, 3. Metanol:Su | 229-230 36
st DMSO
\
NH,

3.5.Sentezlenen Bilesiklerin Spektroskopik Sonugclari:

1-Tiyokarbamoil-3-(4-metilfenil)-5-(2-furil)-4,5-dihidro-(1H)-pirazol (F1Q)

37%; mp 194,5-195°C (Metanol-su); "H-NMR (400 mHz, CDCls) d (ppm) (J in Hz):
2.41 (s, 3H, Ph-CHs), 3.46 (dd, 1H, Ha, Jag: 17.6, Jax: 3.6), 3.66 (dd, 1H, Hp, Jas:
17.6, Jsx: 11.4), 6.13 (dd, 1H, Hx, Jax: 3.6, Jex: 11.4), 6.33 (dd, 1H, furan H*), 6.43
(d, 1H, furan H°), 7.24-7.30 (m, 3H, furan H°, Fenil H°, H°), 7.65 (d, 2H, Fenil H?,
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H°): MS (70 eV, El): m/z (%): 285 (M*, 100%), 286 (M+1", 19%), 268 (M*-OH,
11%), 256 (M*-CNH,, M*-CO, 22%), 252 (M*-SH, 16%), 225 (M*-CSNH,, 43%),
197 (M*-N2CSNH,, 25%), 182 (M*-CH3CgH4C, 6%), 168 (M*-CH3CsH4CN, 26%),
153 (CeH50NLS, 60%), 140 (CeHsONS, 28%), 114 (C3H4N3S, 45%), 109 (CeH7ON,
C4H30CHN(CHy), 62%), 91 (CH3CgHa4, 47%), 81 (CsHs0, 47%), 60(CSNH2, 20%).
Analiz HesaplananC1sHsN30OS: C, 63.13; H, 5.30; N, 14.73; S, 11.24. Bulunan C,
62.83; H, 4.99; N, 14.73; S, 11.17.

1-N-Metiltiyokarbamoil-3-(4-metilfenil)-5-(2-furil)-4,5-dihidro-(1H)-pirazol
(F1M)

48%; mp 129,5-130,5°C (Metanol-su); "H-NMR (400 mHz, CDCls) d (ppm) (J in
Hz): 2.42 (s, 3H, Ph-CHj;), 3.20 (d, 3H, NH-CH3, J:1.8), 3.42 (dd, 1H, Ha, Jas: 17.4,
Jax: 3.6), 3.63 (dd, 1H, Hp, Jag: 17.4, Jex: 11.4), 6.18 (dd, 1H, Hx, Jax: 3.6, Jsx:
11.4), 6.33 (dd, 1H, furan H4), 6.41 (d, 1H, furan H3), 7.25-7.35 (m, 3H, furan H®,
Fenil H®, H°), 7.44 (br, 1H, NH-CH3), 7.66 (d, 2H, Fenil H?, H°); MS (70 eV, El): m/z
(%): 299 (M™, 100%), 300 (M+1*, 20%), 282 (M*-OH, 7%), 270 (M*-NCH3, 26%),
266 (M'-SH, 14%), 225 (M'-CSNHCHs;, 54%), 209 (M*-C7Hs, 24%), 197 (M*-
N2CSNHCH3, 31%), 182 (M*-CH3CeH4CN, 33%), 167 (C;H;ON.S, 25%), 153
(CeHs0ONLS, 25%), 128 (C4HsN3S, 68%), 109 (CsH7ON, C4H30CH,;N(CHy), 34%),
91 (CH3CgH4, 30%), 81 (CsHsO, 51%), 74 (CSNHCHs;, 33%). Analiz
HesaplananC4H17N30S: C, 64.19; H, 5.72; N, 14.04; S, 10.71. Bulunan C, 64.41;
H, 6.35; N, 13.86; S, 10.39.

1-N-Etiltiyokarbamoil-3-(4-metilfenil)-5-(2-furil)-4,5-dihidro-(1H)-pirazol
(F4E)

29%; mp 125-126°C (Metanol-su); '"H-NMR (400 mHz, CDCI3) d (ppm) (J in Hz):
1.28 (t, 3H, CH,-CHs), 2.41 (s, 3H, Ph-CHs), 3.39 (dd, 1H, Ha, Jag: 17.6, Jax: 3.6),
3.62 (dd, 1H, Ha, Jas: 17.6, Jax: 11.2), 3.67-3.74 (m, 2H, NH-CH»-CHs), 6.18 (dd,
1H, Hx, Jax: 3.6, Jex: 11.2), 6.31 (dd, 1H, furan H*), 6.39 (d, 1H, furan H°), 7.24 (d,
2H, Fenil H*, H°), 7.26 (s, 1H, furan H°), 7.28 (br, 1H, NH-CH,), 7.65 (d, 2H, Fenil
H?, H®); MS (70 eV, El): m/z (%): 313 (M™, 100%), 314 (M+1*, 28%), 296 (M*-OH,
7%), 284 (M*-CH2CHs, 31%), 280 (M*-SH, 15%), 270 (M*-NCH,CHs, 12%), 225
(M*-CSNHCH,CH3, 68%), 209 (M*-CH3CsH4CH, 32%), 197 (M*-N,CSNHC;Hs,
43%), 196 (M*-CH3CsH4CN, 38%), 181 (CgHoON,S, 25%), 168 (C7HsON,S, 15%),
153 (CeHsON.S, 36%), 142 (CsHgNsS, 42%), 118 (CHsCeH4sCHN, 32%), 109
(CeH70ON, C4H3OCHN(CH,), 27%), 94 (C4H3OCHN, 30%), 91 (CH3CeHa, 30%), 81
(CsHs0, 31%), 44 (NHCH,CHs, 34%). Analiz HesaplananC47H1gN3sOS: C, 65.15; H,
6.11; N, 13.41; S, 10.23. Bulunan C, 64.81; H, 6.23; N, 13.32; S, 10.09.

1-N-Alliltiyokarbamoil-3-(4-metilfenil)-5-(2-furil)-4,5-dihidro-(1H)-pirazol
(F1A)

41%; mp 103-104°C (Metanol-su); '"H-NMR (400 mHz, CDCl3) d (ppm) (J in Hz):
2.41 (s, 3H, Ph-CH3), 3.41 (dd, 1H, Ha, Jas: 17.8, Jax: 3.6), 3.61 (dd, 1H, Hs, Jas:

5.92-6.02 (dddd, 1H, CH=CHy), 6.17 (dd, 1H, Hx, Jax: 3.6, Jex: 11.6), 6.31 (dd, 1H,
furan H*), 6.39 (d, 1H, furan H°), 7.24 (d, 2H, Fenil H*, H°), 7.26 (s, 1H, furan H°),
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7.44 (br, 1H, NH-CH,), 7.65 (d, 2H, Fenil H?, H6); MS (70 eV, EI): m/z (%): 325 (M™,
89%), 326 (M+1%, 20%), 310 (M*-CH3, 11%), 292 (M*-SH, 11%), 269 (M*-NHC3Hs,
32%), 225 (M*-CSNHC3Hs, 34%), 211 (M*-NCSNHC3Hs, 100%), 209 (208=M"-
CH3CgH4CN, 26%), 197 (M*-No,CSNHC3Hs, 34%), 193 (M*-CH3CgH4CN(CHj3),
38%), 167 (C7H7ON.S, 13%), 152 (CsH4ONoS, 79%), 138 (CsH4ONS, 17%), 118
(CH3CeH4CHN, 50%), 115 (NHCSNHC3Hs, 30%), 109 (CeH;ON, C4H30CHN(CHy),
22%), 94 (C4H30CHN, 87%), 91 (CH3CgH4, 37%), 81 (CsH50, 20%), 56 (NHC3Hs,
35%), 41 (C3Hs, 57%). Analiz HesaplananCgH19gN3OS: C, 66.43; H, 5.88; N, 12.91;
S, 9.85. Bulunan C, 66.31; H, 5.68; N, 12.98; S, 9.92.

1-N-Feniltiyokarbamoil-3-(4-metilfenil)-5-(2-furil)-4,5-dihidro-(1H)-pirazol
(F4F)

31%; mp 174°C (Metanol-su); "H-NMR (400 mHz, CDCI3) d (ppm) (J in Hz): 2.41 (s,
3H, Ph-CHs), 3.46 (dd, 1H, Ha, Jas: 17.6, Jax: 3.6), 3.67 (dd, 1H, Hp, Jas: 17.6, Jsx:
11.6), 6.27 (dd, 1H, Hx, Jax: 3.6, Jsx: 11.6), 6.32 (dd, 1H, furan H*), 6.45 (d, 1H,
furan H°), 7.28 (s, 1H, furan H°), 7.16-7.37 (m, 5H, NH-Fenil), 7.62 (d, 2H, Fenil H°,
H°), 7.69 (d, 2H, Fenil H*, H®), 9.18 (br, 1H, NH-Fenil); MS (70 eV, El): m/z (%): 361
(M*, 100%), 362 (M+1*, 25%), 344 (M*-OH, 4%), 332 (M*-CoHs, 27%), 328 (M*-
SH, 22%), 269 (M*-NHCgHs, 4%), 244 (M*-CH3CsH4CN, 38%), 225 (M*-CSNHC¢Hs,
34%), 197 (M*-N2CSNHCeHs, 31%), 190 (CoHgN3S, 42%), 152 (CsH4ON,S, 80%),
135 (CSNCegHs, 43%), 118 (CH3CsH4CHN, 24%), 109 (CsH;ON, C4H3;OCHN(CH,),
28%), 93 (C4H30CN, 34%), 91 (CH3CgH4, 28%), 81 (CsH50, 15%), 77 (CeHs, 44%).
Analiz HesaplananC,1H1gN3OS: C, 69.78; H, 5.30; N, 11.63; S, 8.87. Bulunan C,
70.06; H, 5.35; N, 11.59; S, 8.94.

1-Tiyokarbamoil-3-(4-klorofenil)-5-(2-furil)-4,5-dihidro-(1H)-pirazol (F.Q)

48%; mp 218-219°C (Metanol-su); '"H-NMR (400 mHz, CDCl3) d (ppm) (J in Hz):
3.44 (dd, 1H, Ha, Jas: 17.4, Jax: 3.6), 3.66 (dd, 1H, Hp, Jas: 17.4, Jsx: 11.2), 6.15
(dd, 1H, Hx, Jax: 3.6, Jex: 11.2), 6.34 (dd, 1H, furan H*), 6.44 (d, 1H, furan H°), 7.30
(s, 1H, furan H°), 7.42 (dt, 2H, Fenil H®, H°), 7.69 (dt, 2H, Fenil H?, H°); MS (70 eV,
El): m/z (%): 305 (M*, 100%), 306 (M+1", 20%), 307 (M+2", 37%), 288 (M*-OH,
9%), 276 (M*-CNH>, M*-CO, 36%), 272 (M*-SH, 17%), 245 (M*-CSNH,, 43%), 217
(M*-NoCSNH,, 27%), 194 (M*-CICeH4, 5%), 181 (M*-CICsH4CH, 12%), 168 (M*-
CICeH4CN, 34%), 153 (CgHsONoS, 96%), 152 (M™-CgHsON.S, 58%), 140
(CeHsONS, 49%), 114 (C3H4N3S, 68%), 109 (CeH7ON, C4H30CHN(CHy), 88%), 102
(C2H4N3S, 21%), 94 (C4H3OCHN, 34%), 81 (CsHsO, 72%), 75 (NHCSNH,, 32%),
60(CSNH3, 47%). Analiz HesaplananC14H12CIN3OS: C, 54.99; H, 3.96; N, 13.74; S,
10.49. Bulunan C, 54.75; H, 3.88; N, 13.75; S, 10.35.

1-N-Metilltiyokarbamoil-3-(4-klorofenil)-5-(2-furil)-4,5-dihidro-(1H)-pirazol
(F2M)

48 %; mp 175-175,5°C (Kloroform-metanol); "H-NMR (400 mHz, CDCls) d (ppm) (J

in Hz): 3.18 (s, 3H, NH-CHj), 3.39 (dd, 1H, Ha, Jag: 17.6, Jax: 3.6), 3.62 (dd, 1H, Hp,
Jag: 17.6, Jex: 11.6), 6.19 (dd, 1H, Hy, Jax: 3.6, Jax: 11.6), 6.32 (dd, 1H, furan H*),
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6.41 (d, 1H, furan H°), 7.26 (s, 1H, furan H°), 7.41 (d, 2H, Fenil H>, H°), 7.68 (d, 2H,
Fenil H HP); MS (70 eV, El): m/z (%): 319 (M*, 100%), 320 (M+1*, 24%), 321
(M+2", 40%), 302 (M*-OH, 8%), 290 (M*-NCH3, 27%), 286 (M*-SH, 10%), 245 (M*-
CSNHCH3, 42%), 229 (M*-OCSNHCH3, 22%), 217 (M*-N,CSNHCH3;, 24%), 182
(M*-CICeH4CN, 47%), 167 (C;H;ON.S, 19%), 154 (CeHsON,S, 29%), 128
(C4H6N3S, 41%), 109 (CsH7ON, C4H3OCH2N(CHz2), 35%), 94 (C4H30OCHN, 18%), 81
(CsHs0, 45%), 74 (CSNHCH3, 26%). Analiz HesaplananC4sH14CIN3OS: C, 56.33;
H, 4.41; N, 13.14; S, 10.03. Bulunan C, 56.61; H, 3.96; N, 12.99; S, 9.48.

1-N-Etilltiyokarbamoil-3-(4-klorofenil)-5-(2-furil)-4,5-dihidro-(1H)-pirazol
(F2E)

42 %; mp 170-171°C (Kloroform-metanol); "H-NMR (400 mHz, CDCls) d (ppm) (J in
Hz): 1.28 (s, 3H, CH2-CH3), 3.38 (dd, 1H, Ha, Jas: 17.6, Jax: 3.6), 3.61 (dd, 1H, Hjg,
Jag: 17.6, Jgx: 11.6), 3.67-3.71 (m, 2H, NH- CH2—CH2 6.20 (dd, 1H, Hx, JAx 3.6,
Jex: 11.8), 6.32 (s, 1H, furan H%), 640§d 1H, furan H”), 7.26 (s, 1H, furan H°), 7.33
(br, 1H, NH-CH,), 7.41 (d, 2H, Fenil H°, H°), 7.69 (d, 2H, Fenil H2 H6) MS (70 eV,
El): m/z (%): 333 (M", 100%), 334 (M+1+', 25%), 335 (M+2+', 37%), 316 (M*-OH,
6%), 304 (M*-CH,CH3, 24%), 300 (M*-SH, 8%), 290 (M*-NCH,CH3, 8%), 245 (M*-
CSNHCH,CH3;, 35%), 229 (M*-OCSNHCH3;, 20%), 217 (M*-N,CSNHCH;, 22%),
196 (M*-CICe¢H4CN, 38%), 183 (CgH11ON,S, 20%), 168 (C;HgON,S, 13%), 153
(CeHsONLS, 23%), 152 (M'-CgHoON,S, 17%), 142 (CsHgNsS, 22%), 138
(CICeH4CHN, 20%), 109 (CeH7ON, C4H30CHN(CHz2), 21%), 94 (C4H30CHN, 20%),
81 (CsHs0, 31%), 44 (NHCH,CHs, 29%). Analiz HesaplananC1sH16CIN3OS: C,
57.56; H, 4.83; N, 12.59; S, 9.61. Bulunan C, 57.84; H, 4.63; N, 12.46; S, 9.25.

1-N-Alliltiyokarbamoil-3-(4-klorofenil)-5-(2-furil)-4,5-dihidro-(1H )-pirazol
(F2A)

53%; mp 118-119°C (Metanol-su); '"H-NMR (400 mHz, CDCls) d (ppm) (J in Hz):
3.39 (dd, 1H, Ha, Jag: 17.4, Jax: 3.6), 3.62 (dd, 1H, Has, Jag: 17.4, Jex: 11.2), 4.26-
439 (m, 2H, NH-CH,-CH), 5.24 (ddq, 2H, CH=CH,, J:.....), 5.96 (dddd, 1H,
CH=CHy), 6.19 (dd, 1H, Hx, Jax: 3.6, Jex: 11.2), 6.32 (dd, 1H, furan H*), 6.41 (d, 1H,
furan H%), 7.26 (s, 1H, furan H°), 7.44 (dt, 3H, NH-CH and Fenil H® H°), 7.68 (dt,
2H, Fenil H? H®); MS (70 eV, El): m/z (%): 345 (M, 89%), 346 (M+1", 26%), 347
(M+2*, 39%), 330 (M*-CHs, 13%), 312 (M*-SH, 8%) 289 (M*-NHC3Hs, 25%), 246
(M*-CSNC3Hs, 23%), 245 (M*-CSNHC3Hs, 21%), 231 (M*-NCSNHC3Hs, 73%), 217
(M*-N2CSNHC3Hs, 20%), 208 (M*-CICeH4CN, 13%), 193 (CoHoON,S, 29%), 179
(CgH70N3S, 15%), 152 (CICeH4CN(CHs), CeH4ONoS, 58%), 138 (CIC¢H4CHN,
CeH4ONS, 27%), 115 (NHCSNHC3Hs, 19%), 109 (CgH;ON, C4H30CHN(CH,),
17%), 94 (C4H3OCHN, 45%), 81 (CsHsO, 13%), 56 (NHC3Hs, 24%), 41 (CsHs,
21%). Analiz HesaplananC7H1sCIN3OS: C, 59.04; H, 4.66; N, 12.15; S, 9.27.
Bulunan C, 58.82; H, 4.66; N, 12.18; S, 9.20.

1-N-Feniltiyokarbamoil-3-(4-klorofenil)-5-(2-furil)-4,5-dihidro-(1H)-pirazol
(F2F)

61 %; mp 181-182°C (Kloroform-metanol); '"H-NMR (400 mHz, CDCls) d (ppm) (J in
Hz): 3.46 (dd, 1H, Ha, Jas: 17.6, Jax: 3.2), 3.69 (dd, 1H, Hp, Jas: 17.6, Jex: 11.2),
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6.32 (dd, 1H, Hx, Jax: 3.2, Jex: 11.2), 6.34 (t, 1H, furan H*), 6.47 (d, 1H, furan H°),
7.20 (t, 1H, NH-Fenil H*), 7.26 (s, 1H, furan H°), 7.36 (t, 2H, NH-Fenil H*, H°), 7.45
(d 2H, NH-Fenil H? H°®), 7.61 (d, 2H, Fenil H*, H°), 7.74 (d, 2H, Fenil H> H°), 9.14
(br, 1H, NH-Fenil); MS (70 eV, El): m/z (%): 381 (M*, 100%), 382 (M+1", 31%),
383 (M+2", 39%), 364 (M*-OH, 6%), 352 (M*-C2Hs, 31%), 348 (M*-SH, 17%), 289
(M*-NHCgHs, 7%), 245 (M*-CSNHCgHs, 36%), 244 (M*-CICcH4CN, 72%), 229 (M*-
OCSNHCH3, C12HoON,S, 41%), 217 (M*-N2CSNHCeHs, 32%), 190 (CoHgNs3S,
37%), 183 (....., 30%), 152 (CIC¢H4sCN(CH3), CsH4ON3S, 77%), 138 (CICsH4CHN,
15%), 135 (CSNCgHs, 47%), 109 (CsH7ON, C4H30CHN(CHy), 31%), 93 (C4H30CN,
34%), 81 (CsHs0, 44%), 77 (CsHs, 32%). Analiz HesaplananCyH1sCIN3OS: C,
62.90; H, 4.22; N, 11.00; S, 8.40. Bulunan C, 62.37; H, 3.85; N, 10.78; S, 8.26.

1-Tiyokarbamoil-3-(4-metoksifenil)-5-(2-furil)-4,5-dihidro-(1H)-pirazol
(F3Q)

35%; mp 198-199,5°C (Metanol-su); '"H-NMR (400 mHz, CDCls) d (ppm) (J in Hz):
3.44 (dd, 1H, Ha, Jas: 17.2, Jax: 3.2), 3.65 (dd, 1H, Hp, Jas: 17.4, Jsx: 11.2), 3.87 (s,
3H, OCHs), 6.12 (dd, 1H, Hx, Jax: 3.6, Jex: 11.2), 6.33 (dd, 1H, furan H*), 6.43 (d,
1H, furan H3), 6.95 (d, 2H, Fenil H3, H5), 7.27 (s, 1H, furan H5), 7.70 (d, 2H, Fenil
H?, H®); MS (70 eV, El): m/z (%): 301 (M*, 100%), 302 (M+1*, 18%), 286 (M*-CHs,
21%), 272 (273=M*-CNH,, M*-CO, 17%), 268 (M*-SH, 16%), 252 (...., 53%), 241
(M*-CSNH>, 40%), 225 (M*-OCSNH>, 14%), 213 (M*-N2CSNH>, 22%), 168 (M"-
CH30CsH4CN, 19%), 153 (CgHs0ON.S, 48%), 140 (CsHsONS, 27%), 133
(CH30CsH4CN, 32%), 114 (C3H4N3S, 38%), 109 (CsH7ON, C4H30CHN(CH>), 52%),
94 (C4H30CHN, 13%), 93 (HOCgH4, 20%), 81 (CsHs0, 40%), 60(CSNH2, 26%).
Analiz HesaplananC4sH1sN30,S: C, 59.78; H, 5.02; N, 13.94; S, 10.64. Bulunan C,
60.00; H, 5.28; N, 13.98; S, 10.55.

1-N-Metiltiyokarbamoil-3-(4-metoksifenil)-5-(2-furil)-4,5-dihidro-(1H)-
pirazol (F;M)

59%; mp 188-188,5°C (Acetone); "H-NMR (400 mHz, CDCls) d (ppm) (J in Hz):
3.18 (s, 3H, NH-CHs), 3.39 (dd, 1H, Ha, Jas: 17.2, Jax: 3.6), 3.61 (dd, 1H, Ha, Jas:
17.2, Jox: 11.2), 3.86 (s, 3H, OCH), 6.16 (dd, 1H, Hx, Jax: 3.6, Jax: 11.2), 6.32 (t,
1H, furan H*), 6.40 (d, 1H, furan H°), 6.95 (d, 2H, Fenil H*, H%), 7.26 (s, 1H, furan
H°), 7.29 (s, 1H, NH-CH3), 7.70 (d, 2H, Fenil H*, H°); MS (70 eV, El): m/z (%): 315
(M*, 100%), 316 (M+1", 20%), 298 (M*-OH, 7%), 286 (M*-NCHs, 20%), 282 (M*-
SH, 13%), 241 (M*-CSNHCHs, 53%), 225 (M*-OCSNHCHs;, 19%), 213 (M*-
N,CSNHCHs, 30%), 182 (M*-CH30CsH4CN, 24%), 167 (C7H;ON.S, 18%), 154
(CsHsON2S, 16%), 141 (CsH7ONS, 13%), 133 (CH30CsH4CN, 30%), 128 (C4HeN3S,
49%), 109 (C¢H7ON, C4H30CH2N(CH2), 28%), 94 (C4H3OCHN, 15%), 93 (HOCgH.,
14%), 81 (CsHsO, 42%), 74 (CSNHCH3, 31%). Analiz HesaplananCgH17N30,S: C,
60.93; H, 5.43; N, 13.32; S, 10.17. Bulunan C, 61.27; H, 5.49; N, 13.55; S, 10.24.

1-N-Etiltiyokarbamoil-3-(4-metoksifenil)-5-(2-furil)-4,5-dihidro-(1H)-pirazol
(FsE)
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63%; mp 144-145,5°C (Methanol); '"H-NMR (400 mHz, CDCls) d (ppm) (J in Hz):
1.28 (t, 3H, CH2-CHs), 3.38 (dd, 1H, Ha, Jas: 17.4, Jax: 3.2), 3.60 (dd, 1H, Ha, Jas:
17.4, Jex: 11.2), 3.66-3.73 (m, 2H, NH-CH»-CHz3), 3.86 (s, 3H, OCHs), 6.17 (dd, 1H,
Hyx, Jax: 3.2, Jex: 11.2), 6.31 (dd, 1H, furan H*), 6.39 (d, 1H, furan H°), 6.95 (d, 2H,
Fenil H®, H°), 7.26 (s, 1H, furan H°), 7.28 (t, 1H, NH-CH,), 7.70 (d, 2H, Fenil H?, H®);
MS (70 eV, El): m/z (%): 329 (M*, 100%), 330 (M+1*, 21%), 312 (M*-OH, 5%), 300
(M*-CH,CHs, 20%), 296 (M*-SH, 12%), 286 (M*-NCH:CHi, 10%), 241 (M*-
CSNHCH,CHa, 54%), 225 (M*-OCSNHCH,CHs3, 21%), 213 (M*-N2CSNHCH,CHs,
30%), 196 (M*-CH30CsH4CN, 22%), 181 (CsHoON2S, 14%), 168 (C/HsON2S, 10%),
153 (CeHsON.S, 22%), 142 (CsHgNsS, 31%), 133 (CHszOCgH4CN, 32%), 109
(CeH70ON, C4H30CHN(CH,), 20%), 94 (C4H30OCHN, 21%), 81 (CsHs0, 22%), 44
(NHCH2CHs3, 25%). Analiz HesaplananC47H19N30,S: C, 61.98; H, 5.81; N, 12.76; S,
9.73. Bulunan C, 61.98; H, 5.72; N, 12.75; S, 9.57.

1-N-Alliltiyokarbamoil-3-(4-metoksifenil)-5-(2-furil)-4,5-dihidro-(1H)-
pirazol (F3A)

55%; mp 139-140°C (Metanol-su); '"H-NMR (400 mHz, CDCl3) d (ppm) (J in Hz):
3.39 (dd, 1H, Ha, Jas: 17.2, Jax: 3.6), 3.61 (dd, 1H, Hp, Jas: 17.2, Jex: 11.2), 3.86 (s,

6.02 (m, 1H, CH=CHy,), 6.17 (dd, 1H, Hx, Jax: 3.6, Jsx: 11.2), 6.31 (dd, 1H, furan
H*), 6.39 (d, 1H, furan H°), 6.95 (d, 2H, Fenil H®, H°), 7.26 (s, 1H, furan H°), 7.42
(br, 1H, NH-CHy), 7.70 (d, 2H, Fenil H?, H°); MS (70 eV, El): m/z (%): 341 (M*,
64%), 342 (M+1*, 14%), 326 (M*-CHs, 8%), 308 (M*-SH, 8%), 285 (M*-NHC3Hs,
24%), 241 (M'-CSNHC3Hs, 28%), 227 (M*-NCSNHC3Hs, 100%), 213 (M*-
N2CSNHCH,CH3, 27%), 208 (M*- CH30CsH4CN, 11%), 193 (CoHgON>S, 28%), 152
(CeH4ON2S, 51%), 134 (CH30CeH4CHN, 42%), 133 (CH30OCgH4CN, 38%), 115
(NHCSNHC3Hs, 17%), 109 (CsH7ON, C4H30CHN(CH3), 16%), 94 (C4H3;OCHN,
72%), 81 (CsHs0, 15%), 56 (NHCsHs, 24%), 41 (CsHs, 47%). Analiz
HesaplananC4gH19N30.S: C, 63.32; H, 5.61; N, 12.31; S, 9.39. Bulunan C, 63.36;
H, 5.42; N, 12.36; S, 9.42.

1-N-Feniltiyokarbamoil-3-(4-methoxyfenil)-5-(2-furil)-4,5-dihidro-(1H)-
pirazol (FsF)

9%; mp 172-173°C (Metanol-su); "H-NMR (400 mHz, CDCls) d (ppm) (J in Hz):
3.47 (dd, 1H, Ha, Jas: 17.6, Jax: 3.2), 3.68 (dd, 1H, Has, Jas: 17.6, Jex: 11.2), 3.88 (s,
3H, OCHs), 6.28 (dd, 1H, Hx, Jax: 3.2, Jex: 11.2), 6.33 (t, 1H, furan H*), 6.46 (d, 1H,
furan H°), 6.98 (d, 2H, NH-Fenil H*, H%), 7.19 (t, 1H, NH-Fenil H*), 7.26 (s, 1H, furan
H°), 7.36 (t, 2H, NH-Fenil H*, H°), 7.62 (d, 2H, Fenil H*, H°), 7.75 (d, 2H, Fenil H?,
H®), 9.16 (br, 1H, NH-Fenil); MS (70 eV, El): m/z (%): 377 (M, 100%), 378 (M+1",
24%), 360 (M*-OH, 3%), 332 (M*-C2Hs, 18%), 328 (M*-SH, 18%), 269 (M*-NHCgHs,
4%), 244 (M*-CH30C6H4CN, 26%), 242 (M*-CSNCgHs, 48%), 241 (M*-CSNHCgH:s,
32%), 229 (C12HoON,S, 13%), 227 (M*-NCSNHC3Hs, 13%), 225 (M'-
OCSNHCH,CHs, 19%), 213 (M*-N,CSNHCgHs, 20%), 190 (CoHgN3S, 32%), 152
(CeHsON3S, 59%), 135 (CSNCeHs, 48%), 133 (CH30CgH4CN, 35%), 118
(CH30CgH3C, 7%), 109 (CsH;ON, C4H30CHN(CHy>), 24%), 93 (C4H30CN, 26%), 81
(CsHs50, 13%), 77 (CeHs, 54%). Analiz HesaplananC31H19N30,S: C, 66.82; H, 5.07;
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N, 11.13; S, 8.49. Bulunan C, 67.20; H, 5.21; N, 11.22; S, 8.34.
1-Tiyokarbamoil-3-(4-bromofenil)-5-(2-furil)-4,5-dihidro-(1H)-pirazol (F4Q)

36%; mp 229-230°C (Metanol-su); "H-NMR (400 mHz, CDCl3) d (ppm) (J in Hz):
3.44 (dd, 1H, Ha, Jas: 17.6, Jax: 3.6), 3.66 (dd, 1H, Hs, Jas: 17.43, Jax: 11.45), 6.16
(dd, 1H, Hx, Jax: 3.6, Jax: 11.4), 6.33 (dd, 1H, furan H*), 6.26 (d, 1H, furan H°), 7.26
(s, 1H, NH2), 7.57-7.63 q, 4H, furan H®, Fenil H*, H®, H°, H®); MS (70 eV, El): m/z
(%): 349 (M*, 61%), 350 (M+1™, 16%), 351 (M+2", 63%), 334 (M+2*-OH, 6%), 332
(M*-OH, 6%), 322 (M+2*-CNH,, M+2*-CO, 24%), 320 (M*-CNH,, M*-CO, 24%), 318
(M+2*-SH, 11%), 316 (M*-SH, 12%), 291 (M*-CSNH,, 28%), 290 (M*-CSNH, 28%),
289 (M*-CSNH,, 27%), 275 (M+2°-OCSNH,, M*-NCSNH,, 10%), 273 (M*-
OCSNHa, 9%), 263 (M+2"-N2CSNH,, 15%), 261 (M*-N2CSNHy, 14%), 196 (M+2*-
BrCeHa, 8%), 194 (M*-BrCeHa, 8%), 184 (M+2*-BrC¢HsC, 11%), 183 (BrCsH4CN,
11%), 182 (M*-BrCsH4C, 20%), 181 (BrCsH4CN, 16%), 168 (M*-BrCsH4CN, 36%),
153 (CsHsON2S, 100%), 152 (M*-CH4ON,S, 45%), 140 (CeHsONS, 44%), 114
(C3H4N3S, 62%), 109 (CeH;ON, C4H3OCHN(CH,), 88%), 102 (C2H4N3S, 36%), 94
(C4H30CHN, 29%), 93 (C4H30CN, 31%), 81 (CsHsO, 65%), 76 (CsHs, 28%), 75
(NHCSNH,, 25%), 60(CSNH,, 44%). Analiz HesaplananC14H12BrN3;OS: C, 48.01;
H, 3.45; N, 12.00; S, 9.16. Bulunan C, 48.09; H, 3.67; N, 12.13; S, 9.29.

1-N-Metiltiyokarbamoil-3-(4-bromofenil)-5-(2-furil)-4,5-dihidro-(1H)-
pirazol (F4;M)

55%; mp 172-173°C (Methanol); '"H-NMR (400 mHz, CDCls) d (ppm) (J in Hz): 3.18
(d, 3H, NH-CH5), 3.39 (dd, 1H, Ha, Jas: 17.6, Jax: 3.6), 3.62 (dd, 1H, Hp, Jas: 17.6,
Jax: 11.6), 6.19 (dd, 1H, Hx, Jax: 3.6, Jex: 11.6), 6.32 (dd, 1H, furan H%), 6.41 (d, 1H,
furan H°), 7.26 (s, 1H, furan H°), 7.41 (s, 1H, NH-CHs), 7.56-7.63 (m, 4H, Fenil H,
H®, H°, H%); MIS (70 eV, EIl): m/z (%): 363 (M™, 74%), 364 (M+1*, 21%), 365 (M+2",
77%), 348 (M+2'-OH, 6%), 346 (M*-OH, 6%), 336 (M+2"-NCHs, 30%), 334 (M"-
NCHs, 28%), 334 (M+2°-SH, 11%), 332 (M*-SH, 10%), 291 (M+2*-CSNHCH3,
38%), 289 (M'-CSNHCHj3, 36%), 275 (M+2"-OCSNHCH3;, M*-NCSNHCH3;, 17%),
273 (M*-OCSNHCH3, 15%), 263 (M+2"-N,CSNHCH3, 21%), 261 (M*-N2CSNHCHs,
22%), 182 (M*-BrCgH4CN, 77%), 181 (BrCsH4CN, 34%), 167 (C;H;ON.S, 46%),
154 (CeHgON2S, 51%), 153 (CeHsON.S, 54%), 152 (CeHsONoS, 43%), 128
(C4H6N3S, 100%), 109 (CeH7ON, C4H30CH,N(CH3), 59%), 102 (N2,CSNHCHSs,
36%), 94 (C4H30CHN, 36%), 81 (CsHsO, 90%), 74 (CSNHCHs, 72%). Analiz
HesaplananC4sH14BrNs;OS: C, 49.46; H, 3.87; N, 11.54; S, 8.80. Bulunan C, 49.73;
H, 3.94; N, 11.79; S, 8.82.

3.5.18. 1-N-Etilltiyokarbamoil-3-(4-bromofenil)-5-(2-furil)-4,5-dihidro-
(1H)-pirazol (F4E)

34,5%; mp 177,5-178,5°C (Metanol-su); '"H-NMR (400 mHz, CDCls) d (ppm) (J in
Hz): 1.25 (t, 3H, CH2-CHs), 3.38 (dd, 1H, Ha, Jas: 17.2, Jax: 3.6), 3.61 (dd, 1H, Hj,
Jas: 17.6, Jx: 11.6), 3.66-3.72 (m, 2H, NH-CH2-CH3), 6.20 (dd, 1H, Hx, Jax: 3.6,
Jex: 11.6), 6.32 (dd, 1H, furan H4), 6.40 (d, 1H, furan H3), 7.26 (s, 1H, furan H5),
7.33 (br, 1H, NH-CH>), 7.56-7.63 (m, 4H, Fenil H*>, H®, H°, H°); MS (70 eV, El): m/z
(%): 377 (M*, 96%), 378 (M+1", 30%), 379 (M+2*, 100%), 362 (M+2*-OH, 7%),
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360 (M*-OH, 6%), 350 (M+2"-CH,CHj3, 35%), 348 (M"-CH,CH3, 34%), 346 (M+2"-
SH, 11%), 344 (M*-SH, 11%), 336 (M+2"-NCH,CH3, 10%), 334 (M*-NCH,CHj,
11%), 291 (M+2*-CSNHCH,CHs3, 47%), 289 (M*-CSNHCH,CH3, 45%), 275 (M+2"-
OCSNHCH3, 25%), 273 (M*-OCSNHCHj3, 24%), 263 (M+2"-N2,CSNHCH3, 27%),
261 (M*-N2CSNHCHj3, 27%), 196 (M*-BrCsH4sCN, 76%), 182 (CgH1oON,S, 38%),
181 (BrCeH4CN, 56%), 168 (CsHsON2S, 31%), 153 (CeHsONo.S, 76%), 152
(CeHaONLS, 48%), 142 (CsHsN3S, 69%), 109 (CsH7ON, C4H30CHN(CH>), 49%),
102 (NCSNHCH2CH3, 42%), 94 (C4H3OCHN, 60%), 81 (CsHsO, 57%), 44
(NHCH2CHs3, 74%). Analiz HesaplananC4sH1BrNsOS: C, 50.80; H, 4.26; N, 11.11;
S, 8.48. Bulunan C, 50.91; H, 4.33; N, 10.97; S, 8.77.

1-N-Alliltiyokarbamoil-3-(4-bromofenil)-5-(2-furil)-4,5-dihidro-(1H)-pirazol
(F4A)

48%; mp 127-128°C (Metanol-su); '"H-NMR (400 mHz, CDCl3) d (ppm) (J in Hz):
3.39 (dd, 1H, Ha, Jas: 17.4, Jax: 3.6), 3.62 (dd, 1H, Hg, Jas: 17.2, Jsx: 11.2), 4.26-
4.39 (m, 2H, NH-CH»>-CH), 5.24 (ddd, 2H, CH=CH,, J:.....), 5.93-6.00 (m, 1H,
CH=CHy), 6.20 (dd, 1H, Hx, Jax: 3.6, Jex: 11.2), 6.32 (dd, 1H, furan H*), 6.41 (d, 1H,
furan H°), 7.26 (s, 1H, furan H°), 7.42 (br, 1H, NH-CH,) Fenil), 7.56-7.63 (dt, 2H,
Fenil H, H°, H°, H%); MS (70 eV, El): m/z (%): 389 (M*, 47%), 390 (M+1", 13%),
391 (M+2", 47%), 376 (M+2*-CH3, 9%), 374 (M*-CHj3, 12%), 358 (M+2"-SH, 6%),
356 (M*-SH, 6%), 335 (M+2"-NHC3Hs, 25%), 333 (M*-NHC3Hs, 21%), 292 (M+2*-
CSNC3Hs, 11%), 291 (M+2*-CSNHC3Hs, 15%), 290 (M*-CSNC3Hs, 14%), 289 (M*-
CSNHC3Hs, 14%), 277 (M+2"-NCSNHC3Hs, 50%), 275 (M*-NCSNHC;3Hs, 57%),
263 (M+2"-N,CSNHC3Hs, 14%), 261 (M*-No,CSNHC3Hs, 16%), 223 (M*-BrCsHsC,
11%), 208 (M*-BrCe¢H4CN, 11%), 193 (CoHgON,S, 48%), 182 (BrCeH4sCHN, 29%),
152 (CeHsONLS, 100%), 138 (CsH4sONS, 16%), 115 (NHCSNHC3Hs, 32%), 109
(CeH7ON, C4H30CHN(CHy), 25%), 94 (C4H30OCHN, 85%), 81 (CsHs0, 22%), 56
(NHC3Hs, 43%), 41 (CsHs, 69%). Analiz HesaplananC47H16BrN3;OS: C, 52.31; H,
4.13; N, 10.77; S, 8.22. Bulunan C, 52.15; H, 3.91; N, 10.85; S, 8.24.

1-N-Feniltiyokarbamoil-3-(4-bromofenil)-5-(2-furil)-4,5-dihidro-(1H)-
pirazol(F4F)

29%; mp 181°C (Metanol-su); '"H-NMR (400 mHz, CDCl3) d (ppm) (J in Hz): 3.46
(dd, 1H, Ha, Jag: 17.6, Jax: 3.6), 3.68 (dd, 1H, Hp, Jas: 17.6, Jax: 11.2), 6.30 (dd, 1H,
Hy, Jax: 3.6, Jex: 11.2), 6.34 (dd, 1H, furan H*), 6.47 (d, 1H, furan H°), 7.20 (t, 1H,
NH-Fenil H?), 7.26 (s, 1H, NH-Fenil H*), 7.36 (t, 2H, NH-Fenil H*, H°), 7.58-7.61 (m,
4H, Fenil H>,H®, H°, H®), 7.67 (d 2H, NH-Fenil H*, H°), 9.14 (br, 1H, NH-Fenil); MS
(70 eV, El): m/z (%): 425 (M, 48%), 426 (M+1", 18%), 427 (M+2*, 52%), 410
(M+2"-OH, 4%), 408 (M*-OH, 3%), 398 (M+2*-CoHs, 22%), 396 (M*-CoHs, 22%),
394 (M+2*-SH, 11%), 392 (M*-SH, 12%), 292 (M*-CSNCgHs, 18%), 291 (M+2*-
CSNHCgHs, 18%), 290 (M*-CSNCgHs, 28%), 289 (M*-CSNHCgHs, 17%), 275
(M+2"-OCSNHCH3;, 14%), 273 (M*-OCSNHCHs3, 13%), 263 (M+2*-N,CSNHC¢Hs,
17%), 261 (M*-N,CSNHCgHs, 18%), 244 (M*-BrCsH4CN, 50%), 229 (C12HgON,S,
19%), 215 (...., 26%), 190 (CoHgNsS, 50%), 183 (....., 22%), 182 (BrCgH4CHN,
19%), 181 (BrCsH4CN, 17%), 152 (CsH4ON2S, 100%), 136 (CSNHCsHs, 22%), 135
(CSNCgHs, 52%), 109 (CsH7ON, C4H30CHN(CHy), 38%), 94 (C4H30CHN, 19%), 93
(C4H3;OCN,  41%), 81 (CsHsO, 21%), 77 (CeHs, 60%). Analiz
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HesaplananCyoH16BrN;OS: C, 56.34; H, 3.78; N, 9.86; S, 7.52. Bulunan C, 56.18;
H, 3.76; N, 9

3.6. Biyokimyasal Caligmalar:
3.6.1.Materyal:

Biyokimyasal calismalarda kullanilan kimyasal bilesikler Sigma-Aldrich
(Almanya) ve Merck (USA) firmalarindan temin edilmistir. Spektrofotometrik
Olcimler Shimatzu UV-1800 Spektrofotometresinde gergeklestiriimigstir.

3.6.2. Sican Karaciger Dokusundan Mitokondrial Pellet Eldesi:

Sigan karacigeri, HU Kapsamh Bilimsel Arastirma projesi (Proje no: HUBAB
04-01-301-005) cergevesinde edinilen etik kurul izni (No: 1082, 2004) uyarinca
saglanan siganlardan elde edilmigtir. Mitokondrial MAO, sican karaciger
homojenatinin mitokondrial pelletinden elde edilmistir (45). Sigan karaciger dokusu
(3-5 g) 1:40 (w/v) oraninda 0.3 M sukroz iginde homojenize edilmis, 1,000 xg de 10
dk santruftjlenmis; stpernatant alinip 10,000 xg de 30 dk santriflijlenerek kaba
mitokondrial pellet elde edilmisgtir.

Pellet, 3-[(3-kolamidopropil)dimetilamonyum]-1-propansulfonat (CHAPS) (%1)
ile 37°C’de 60 dk inkiibe edilecek ve 1,000 xg de 15 dk santrifiijlenmistir. Pellet, 0.3
M sukroz i¢inde restispande edilecek; 1.2 M sukroz Ustunde tabakalandirilip 53,000
x g de 2 saat santrufujlenmigtir. Pellet, potasyum fosfat (KP) tamponu, pH 7.4 de
resiispande edilip -70°C’de saklanmistir.

3.6.3.Total MAO, MAO-A ve MAO-B Aktivitelerinin Tayini:

1 mM Vanillik asit, 500 uM 4-aminoantipirin ve 4 U.ml™ peroksidaz (0.2 M KP
tamponu, pH 7.6 iginde hazirlanmis) iceren kromojenik ¢ézelti hazirlanmigtir. Deney
karisimi 167 pl kromojenik ¢ozelti, 667 pl substrat ¢ozeltisi (500 uM p-tiramin) ve
133 pl KP tamponundan olusacak ve pH 7.6’an olusacaktir. Karisim, enzim
eklenmeden 6nce 37°C’de 10 dk preinkiibe edilmis; reaksiyon 100 pl enzim
eklenerek baslatiimis ve absorbans artisi 498 nm’de 60 dakika takip edilmigtir.
Reaksiyonun ilk hizi, molar sogurma katsayisi olan 4654 M".cm™ kullanilarak
hesaplanmistir. Sonuglar nmol.saat”.mg™' olarak ifade edilmistir (45).

MAO-A ve MAO-B aktivitelerinin dlgiminde homojenat ikiye ayriimistir.
Substrat olarak p-tiramin (MAO-A igin 500 uM; MAO-B i¢in 2.5 mM) kullaniimis ve
bir izozim olgulurken digeri inhibe edilerek izozimlerin aktiviteleri tayin edilmigtir.
Tayinden once enzim, O0zgul MAO-A inhibitord klorgilin veya 6zgul MAO-B
inhibitéri L-deprenyl ile 1:100 oraninda 37°C’de 60 dk muamele edilmistir (son
inhibitor derigimleri 1 yM ). Daha sonra total MAO aktivitesi tayin edilmistir.

MAO iceren homojenatlarin yeni inhibitorlerle etkilesimi ve kinetiginin tayini

Sentezlenen bilesiklerin MAO ile etkilesiminin incelenmesinde, aktivite tayininden
énce homojenatlar bilesiklerle 37°C’de 0, 10, 20 ,30, 45 and 60 dakika ©n
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inkiibasyona tabi tutulmusglardir. Bilesiklerin MAO izoformlariyla etkilesim kinetikleri
Lineweaver-Burk ikincil resiprokal grafigi, farkli substrat derigsimlerinde 1/v nin 1/s’e
karsi grafiklenmesi ile hesaplanmistir. inhibisyon sabitleri ve diger kinetik veriler
non-regresyon analizi ve excel paket programi kullanilarak hesaplanmis; 1Cs
degerleri (enzim aktivitesini %50 azaltan inhibitdor derisimi) on inklUbasyon
yapilmaksizin veya yapilarak ve doz-cevap egrilerinin non-lineer regresyonu
yardimiyla hesaplanmistir. Inhibisyonlarin tersinirligi (geri donebilirligi) dilGisyon
teknigiyle incelenmistir. Son derisimin 10 kati derisimde hazirlanan enzim 6rnekleri
37°C’de farkli derisimdeki inhibitorlerle 60 dak. inkiibe edilmistir. Paralel bir
deneyde inhibitor yerine distile su girilmis; orneklerin tmU daha sonra 10 kez dilue
olacak sekilde olgum karigsimina eklenmigtir. Tum setlerde MAO aktivitesi tayin
edilmistir.

3.6.4.Protein Tayini:

Orneklerin protein igerikleri Bradford (46) yontemiyle standart olarak sigir
serum albumini kullanilarak belirlenmigtir.

3.6.5. Saflastirma ve MAO’in Kinetik Ozelikleri:

Sigan karaciger dokusu homojenize edilirken her asamada aktivite ve protein
tayini yapilmis, bu degerler kismi saflastirma tablosu olarak degerlendirilmigtir.
Tablo 3'te kismi saflastirma tablosu gérlilmektedir. ilk asamada elde edilen kaba
homojenat hacmi yaklasik 480 ml idi ve spesifik aktivitesi 3.95 nmol/saat.mg protein
olarak hesaplandi. 1000 x g santrifij sonrasi ve CHAPS ile muamele sonrasi
asamalarinda homojenat miktari sirasiyla 450 ml ve 10 ml olarak elde edildi ve bu
asamalarda spesifik aktivite 5.32 ve 29.64 nmol/saat.mg protein olarak hesaplandi.
Deneylerimizde MAO enzim kaynagi olarak kullanilan 53,000 x g sonrasi Urln
yaklasik 22 ml'dir ve substrat olarak p-tiramin kullanildiginda spesifik aktivitesi
54.68 nmol/saat.mg protein olarak tayin edilmigtir. Son asamaya gelindigine MAO
spesifik aktivitesi itibari ile enzim 13.84 kez saflastiriimig oldu.

TABLO-3 : Sigan karacigerinden elde edilen MAO enziminin kismi saflastirma
tablosu

Asama Protein miktari | Enzim Aktivitesi | Spesifik aktivite Saflastirma

(mg/ml) (nmol/saat) (nmol/saat.mg (kez)
protein)

Kaba 3.49 13.80 3.95 1.00

Homojenat

1000 X g | 3.00 14.00 5.32 1.35

sonrasi

CHAPS sonrasi | 3.92 116.40 29.64 7.50

53000 x g|3.20 175.00 54.68 13.84

sonrasi

Total MAO, MAO-A ve MAO-B enzimlerinin aktiviteleri yontemlerde detayli
anlatildigi sekilde ol¢uldl, hesaplandi. Substrat olarak p-tiramin kullanildi. Elde
edilen Km ve Vmax degerleri Tablo 4’de gosterildi.
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p-tiramin derigsimleri total MAO igin 50-500 uM, MAO-A i¢in 10-100 pM, MAO-
B icin 50-500 pM’dir.

TABLO-4 : Sigan karacigeri MAO enziminin kinetik ozellikleri

Izoform Km Vinax
(M) (nmol/saat.mg protein)
Total MAO | 42,7 73
MAO-A 22 33
MAO-B 205 50

4. CALISMALARIN SONUCLARI
4.1.Biyokimyasal Sonuglar:

4.1.1.Sentezlenen Pirazolin Tiirevlerinin MAO izoformlari ile

Etkilesimlerine iliskin Sonuglar:

Sentezlenen pirazolin turevlerinin kimyasal yapilari daha once yer verdigimiz
Tablo 2’de; sican karaciger kaynakli MAO izo-enzimleri ile etkilesimine iliskin I1Cs
degerleri Tablo 5de; hesapsal K; degerleri Tablo 6’ da; deneysel K; degerleri
Tablo 7’ te 6zetlenmistir.

TABLO- 5: Sican karaciger MAO izozimlerinin yeni sentezlenen pirazolin turevleri
ile inhibisyonuna iligkin deneysel ICsy degerleri

Bilesik :\/IAO—AUigir]* MAO-B N igin | SI*” i'\r/:'r?i(t?isyonunun
Cso degeri IC5o degeri MAO-A/MAO-B secicilig

F1A 685.22+35.00 nM | 3.240.12 uM 0.214 MAO-A igin segici
F1E 690.11+£28.00 nM | 6.66+0.24 yM 0.103 MAO-A icin segici
F1F 25.30+1.88 nM 777.00+40.90 0.032 MAO-A icin segici
F1M 1.28+0.10 uM 2%510.33 MM 0.230 MAO-A igin segici
F1Q 1.184£0.10 uM 1080.00+45.70 | 0.001 MAO-A igin segici
F2A 225.30+£11.00 nM gg3¢0.40 uM 0.042 MAO-A igin segici
F2E 359.20+25.10 nM | 3.60£0.20 uM 0.099 MAO-A igin segici
F2F 356.00+14.03 nM | 7.90£0.35 pM 0.045 MAO-A icin segici
F2M 875.00+40.33 nM | 3.96+0.21 yM 0.220 MAO-A igin segici
F2Q 1.60£0.10 uM 4.40£0.20 uM 0.363 MAO-A igin segici
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F3A 240.22£13.50 nM | 4.90+0.14 uyM 0.049 MAO-A icin segici
F3E 670.19£29.00 nM | 8.00+0.35 uM 0.083 MAO-A igin segici
F3F 20.44+0.11 nM 21.00+0.20 uM 9.734x10* MAO-A icin secici
F3M 781.00+£39.80 nM | 4.00+0.20 nM 0.195 MAO-A icin secici
F3Q 800.01£41.00 nM | 2.00+0.15 uM 0.400 MAO-A i¢in segici
F4A 366.00£22.90 nM | 2.00+£0.11 uM 0.183 MAO-A igin segici
F4E 21.00+1.97 nM 201.00+13.00 0.104 MAO-A icin secici
nM
F4F 29.00+1.99 nM 401.00+£25.13 0.072 MAO-A icin secici
nM
F4M 511.00+40.21nM | 3.251£0.24 uM 0.157 MAO-A icin secici
F4Q 1.231£0.10 uM 3.80+0.22 uM 0.323 MAO-A icin secici
Selejilin | 8.10+£0.30 uM 121.80+10.15 66.50 MAO-B i¢in secici
nM
Moklob | 33.15+2.05 nM 4.36+£0.20 uM 0.007 MAO-A icin segici
emid

*Substrat p-Tiramin, MAO-A dl¢ilurken 500 pM, MAO-B dlgllirken 2.5 mM
derisimde kullanildi. izo-ezimlerin tayininde clorgyline MAO-A inhibitdrii) veya
[-deprenyl (MAO-B inhibitdrt) son derisim olarak 1 yM derisimde kullanildi. Yeni
sentezlenen inhibitérler ve bilinen inhibitérler (selegiline ve moclobemid)
homojenatla aktivite tayininden énce 37°C de 60 dakika inkiibe edildi. Her deger 3

badimsiz deneyin ort+SH si olarak ifade edildi.

**Selektivite (segicilik) indeksi. ICso (MAO-A)/ICso (MAO-B) olarak ifade edildi.

TABLO-6: MAO izo-enzimlerinin yeni sentezlenen pirazolin tirevleri ile
inhibisyonuna iliskin hesapsal K; degerleri
Bilesik "\(’I%Zg'::?'n “KnpggéBer'F in I\SIIIAO-A/ 1E?ébisyon Tersinirlik ?:I\ﬁi(.t))i_sanunun
' ' MAO-B seciciligi
F1A-R 95.60 nM 495.76 nM 0.193 Yarigmall Tersinir MAO-A igin segici
F1A-S 190.25 nM 2.28 uyM 0.048 Yarigmall Tersinir MAO-A igin segici
F1E-R 148.73 nM 606.44 nM 0.245 Yarigmall Tersinir MAO-A igin segici
F1E-S 181.54 nM 1.64 uM 0.111 Yarigmali Tersinir MAO-A igin segici
F1F-R 6.90 nM 140.67 nM 0.049 Yarigmall Tersinir MAO-A igin segici
F1F-S 14.63 nM 385.88 nM 0.0379 Yarigmall Tersinir MAO-A igin segici
FIM-R 251.47 nM 645.16 nM 0.389 Yarigmall Tersinir MAO-A icin segici
F1M-S 328.42 nM 1.16 uM 0.283 Yarigmall Tersinir MAO-A igin segici
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F1Q-R 371.66 nM 267.99 uM 0.0014 Yarigmall Tersinir MAO-A igin segici
F1Q-S 245.18 nM 1.64 uM 0.149 Yarigmali Tersinir MAO-A igin segici
F2A-R 76.58 nM 1.48 uM 0.052 Yarigmali Tersinir MAO-A igin segici
F2A-S 57.43 nM 1.35 uM 0.043 Yarigmall Tersinir MAO-A igin segici
F2E-R 129.01 nM 516.63 nM 0.249 Yarigmall Tersinir MAO-A igin segici
F2E-S 118.98 nM 1.09 uM 0.109 Yarigmall Tersinir MAO-A igin segici
F2F-R 8.51 nM 74.91 nM 0.114 Yarigmali Tersinir MAO-A igin segici
F2F-S 12.66 nM 69.63 nM 0.182 Yarigmall Tersinir MAO-A igin segici
F2M-R 198.13nM 160.15 nM 0.261 Yarigmall Tersinir MAO-A igin segici
F2M-S 231.10 nM 942.44 nM 0.245 Yarigmali Tersinir MAO-A igin segici
F2Q-R 942.63 nM 2.56 uM 0.368 Yarigmall Tersinir MAO-A igin segici
F2Q-S 902.78 nM 2.58 uM 0.349 Yarigmall Tersinir MAO-A igin segici
F3A-R 77.36 nM 890.14 nM 0.087 Yarigmall Tersinir MAO-A igin segici
F3A-S 66.51 nM 1.84 uM 0.036 Yarigmall Tersinir MAO-A igin segici
F3E-R 173.04 nM 1.82 uM 0.095 Yarigmall Tersinir MAO-A igin segici
F3E-S 378.40 nM 935.86 nM 0.404 Yarigmali Tersinir MAO-A igin segici
F3F-R 5.38 nM 195.35 nM 0.028 Yarigmali Tersinir MAO-A igin segici
F3F-S 9.60 nM 398.17 nM 0.024 Yarigmall Tersinir MAO-A igin segici
F3M-R 161.65 nM 773.58 nM 0.209 Yarigmall Tersinir MAO-A igin segici
F3M-S 442.93 nM 2.33 uM 0.190 Yarigmali Tersinir MAO-A igin segici
F3Q-R :\K/: 93 396.49nM | 0434 | Yansmali | Tersinir | MAO-A igin segici
F3Q-S 1510 nM 2.09 uM 0,722 Yarigmall Tersinir MAO-A igin segici
F4A-R 80.34 nM 454.79 nM 0177 Yarigmall Tersinir MAO-A igin segici
F4A-S 83.49 nM 904.59 nM 0.092 Yarigmall Tersinir MAO-A icin segici
F4E-R 130.04 nM 624.31 nM 0.208 Yarigmall Tersinir MAO-A igin segici
F4E-S 91.34 nM 763.38 nM 0.120 Yarigmall Tersinir MAO-A igin segici
F4F-R 4.28 nM 50.62 nM 0.085 Yarigmal Tersinir MAO-A igin segici
F4F-S 13.26 nM 262.91 nM 0.050 Yarigmali Tersinir MAO-A igin segici
FAM-R 237.59 nM 929.23 nM 0.256 Yarigmall Tersinir MAO-A igin segici
F4M-S 160.09 nM 1.12 yM 0.143 Yarigmal Tersinir MAO-A igin segici
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F4Q-R 517.57 nM 1.09 uM 0.475 Yarigmall Tersinir MAO-A igin segici
F4Q-S 475.74 nM 2.25uM 0.211 Yarigmali Tersinir MAO-A igin segici
Selejilin metom ﬁ:,'l35*°'12 67.88 | Yansmal | Tersinir | MAO-B igin segici
Moklobemid mo:o.ﬂ :]',38*3'00 0.008 | Yansmalh | Tersinir | MAO-A igin segici
*Selektivite (secicilik) indeksi. Ki (MAO-A)/Ki (MAO-B) olarak ifade edildi.
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TABLO-7: Sican karaciger MAO izo-enzimlerinin yeni sentezlenen pirazolin turevleri
ile inhibisyonuna iligkin deneysel K; degerleri

- — S . MAO

Bilesik | 1 soma" | pAD:B €N MAO-A/ | (MMIPISYON | Tersinirlik | inhibisyonunu

ideg ideg MAO-B n segiciligi

F1A 170.0049.93 | 790 00+30.00nM | 0.215 | Yansmali | Tersinir MAO-Aicin
nM Segici

F1E 175.00£11.03 1 4 664013 uM 0104 | Yansmal | Tersinir MAO-Aicin
nM Segici

FAF 6.00£0.25nM | 198.00+11.05nM | 0.030 | Yansmali | Tersinir 2"6@%"* igin

FIM 320.55¢16.05 | 4 4840.11 uM 0271 | Yansmali | Tersinir MAO-Aicin
nM segici

F1Q 285.00+11.70 | 570 00+0.13uM | 0.001 | Yansmali | Tersinir MAO-Aicin
nM segici

F2A 55.0043.02 1.39£0.01 uM 0.040 | Yansmali | Tersinir MAO-A icin
nM Segici

F2E 90.79+5.11 880.00£55.00 "M | 0.103 | Yanismali | Tersinir MAO-Aicin
nM Segici

F2F 88.00+4.20 2.00+0.12 uM 0.044 Yarigmali Tersinir MAO-A ein
nM Segici

F2M 230.10+11.00 | g7 4344500 nM | 0.237 | Yansmali | Tersinir MAO-Aicin
nM segici

F2Q 400.00+16.00 | 4 4840.10 uM 0.339 | Yansmali | Tersinir MAO-A—gin
nM segici

F3A 60.12+3.80 1.92+0.10 uM 0.031 | Yansmal | Tersinir MAO-A  lcin
nM Segici

F3E 165.80£9.00 | 4 9940.09 uM 0.083 | Yansmal | Tersinir MAO-Aicin
nM Segici

F3F 5.2540.35n1M | 5.50£0.20 uM g:§4x1 Yarismali | Tersinir 2"6@%"* igin

F3M 195.00£11.00 | 4 6554010 nM 0.185 | Yansmal | Tersinir MAO-Aicin
nM segici

F3Q 190.00¢11.20 | 490 5541870 1M | 0.387 | Yansmali | Tersinir MAO-A icin
nM segici

F4A 80.015.30 4501142040 nM | 0.178 | Yarismali | Tersinir MAO-Aicin
nM segici

F4E 560:022nM | 50.3042.41nM | 0111 | Yansmali | Tersinir MAO-A icin
secici

F4F 7.206033nM | 100.0045.77 nM | 0.065 | Yarismali | Tersinir 2"6’;%"* igin

F4Mm 177.00£10.25 1 4 4840.10 uM 0.150 Yarigmali Tersinir MAO-A icin
nM Segici

F4Q 395.00£19.80 | 4 8040 15 uM 0.219 Yarigmali Tersinir MAO-A ein
nM segici

Selejilin | 2.06£0.21 pM | 30.35:0.12nM | 67.88 | Yarigmali | Tersinir Q"eAgg:'iB igin

Moklobemid | 8.90£0.27 nM | 1.08£3.00 uM 0.008 | Yangmal | Tersinir 2"@%‘“ igin

*Substrat p-Tiramin, MAO-A olgllirken 500 uM, MAO-B dlgilirken 2.5 mM derisimde kullanildi.
izozimlerin tayininde clorgyline (MAO-A inhibitérii) veya I-deprenyl (MAO-B inhibitérii) son derigim
olarak 1 pM derisimde kullanildi. Yeni sentezlenen inhibitdrler ve bilinen inhibitérler (selegiline ve
moclobemid) homojenatla aktivite tayininden énce 37°C de 60 dakika inkiibe edildi. Her deger 3
bagimsiz deneyin ort+SH si olarak ifade edildi.

52




**Selektivite (segicilik) indeksi. Ki(MAO-A)/Ki(MAO-B) olarak ifade edildi.
Fenil halkasinda metil grubu tasiyan grupta (F4A, F4E, F4F, FsM ve F;Q) tiyokarbamoil grubunda hig
bir sibstitient tasimayan F1Q en etkin MAO-A inhibitor etki gdsterirken, bu bilesigin MAO-A i¢in K;
degeri 285.00+11.70 nM; SI (K; MAO-A/-B) degeri 0.001 olarak hesaplandi. F;Q, bilinen segici ve etkin
MAO-A inhibitérii Moklobemid’den ¢ok daha etkin bir inhibitér oldugu gérinmektedir. Sirasiyla F4F,
F.E, F1A ve F1M segici ve etkin MAO-A inhibitér etki gosterdiler (Tablo 7).

Fenil halkasinda klor grubu tasiyan seride (F2A, F2E, FoF, FoaM ve F2Q),
tiyokarbamoil grubunda allil sUbstitienti bulunduran F,A bilesigi en etkin MAO-A
inhibitor etki gosterirken, bu bilesigin MAO-A igin K; degeri 55.00+3.02 nM; S| (K;
MAO-A/-B) degeri 0.040 olarak bulundu. Klor atomunun elektron ¢ekme etkisinin
MAO-A selektif etkiyi ve aktif bolge ile etkilesimin gucinu artirdigr dugunulmektedir.
Sirasiyla FoF, FoE, FoM ve F2Q bilesikleri de segici ve etkin MAO-A inhibitor etki
gosterdiler (Tablo 7).

Fenil halkasinda brom tasiyan seride (F4A, FiE, FisF, FsM ve F4Q),
tiyokarbamoil grubunda fenil slbstitlenti bulunduran F4F bilesigi en etkin MAO-A
inhibitor etki gosterirken, bu bilesigin MAO-A icin K; degeri 7.20+0.33 nM; Sl (K;
MAO-A/-B) degeri 0.065 olarak bulundu. Brom atomunun tipki klor gibi elektron
cekme etkisiyle MAO-A nin aktif bolgesiyle etkilestigi dustnulmektedir. Ancak
bromun klordan daha buyuk olmasi, sterik engel olugsturmus olabilir ve bu grubun
inhibitor  etkisinin  klorlu gruba oranla zayiflamasina neden olabilir diye
disunmekteyiz. Sirasiyla F4E, F4M, F4A ve F4Q bilesikleri de segici ve etkin MAO-A
inhibitor etki gosterdiler (Tablo 7).

Sentezlenen 3-substituefenil-5-(2-furil)-1-substitletiyokarbamoil-2-pirazolin
tirevlerinin tamaminin, MAO-A izozimini segici, yarismali ve tersinir olarak inhibe
ettikleri saptandi. Tiim bilesiklerin inhibitor etkilerinin, enzim-inhibitér karisiminin 37°C
de 1 saat inkubasyonu ile arttigi gozlendi. Burada verilen sonuglar, 1 saatlik
inkiibasyon sonunda elde edilen sonuglardir. inhibitérlerin, enzimin aktif bélgesine
ulasmalari, gerekli baglarin olugarak etkilesmeleri ve substratla yer degistirebilmeleri
icin bu inkubasyon gerekli gorunmektedir.

Bu turevlerden inhibitdr olarak en etkin bilesik, fenil halkasinda metoksi grubu;
tiyokarbamoil yapisinda fenil stbstitlenti tagsiyan F3;F olarak belirdi. Bu bilesigin I1Cs
degerinin MAO-A igin 20.44+0.11 nM; secicilik degeri olan Sl ICsy (MAO-A/MAO-B)
degerinin ise 9.734x10* oldugu belirlendi. Bu degerler, ICso degeri MAO-A igin
33.15+2.05 nM; SI IC5p (MAO-A/MAO-B) degeri 0.007 olarak bildirilen bilinen en etkin
MAO-A inhibitéri Moclobemid’den ¢ok daha iyi idi (Tablo 6).

FsF bilesiginin MAO ile etkilesiminin kinetigi incelendiginde bu bilesigin MAO-A
izo-ezimini yarigmali ve tersinir olarak inhibe ettigi; Kidegerinin MAO-A igin 5.25+0.35
nM; secicilik degeri olan Sl K; (MAO-A/MAO-B) degerinin ise 9.54x10™ oldugu (Tablo
7) goruldl. Bu degerler, K; degeri MAO-A icin 8.90+0.27 nM; S| K; (MAO-A/MAQO-B)
degeri 0.008 olarak bildirilen bilinen en etkin MAO-A inhibitéri Moclobemid’den ¢ok
daha iyi idi (Tablo 7). Bu bilesigin MAO-A ile etkilesimine iligkin Lineweaver-Burk
grafigi Grafik 1’de goriimektedir.
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Grafik 1: Sigan karaciger MAO-A aktivitesinin FsF bilesigi tarafindan inhibisyonuna

iliskin Lineweaver-Burk grafigi. FzF bilesigi

enzimle 37°C'de 60 dakika 6n

inkiibasyona tabi tutulmustur. Inhibitér derigimleri sekil igindeki kutuda gosterilmistir.

P-Tiramin, 0.01-0.10 mM derisimde kullaniimistir.
Ki degeri alttaki grafikten hesaplanmistir.
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4.2.Molekiiler Modellemeye iliskin Sonuglar:

4.2.1.Tasarlanan bilesiklerden secilenlerin iki ve Gi¢ boyutlu gorintileri:

Sekil 20: F1A_R Bilesiginin Monoamin Oksidaz-A enziminin aktif kismindaki Gi¢ boyutlu goérintisi
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Sekil 21 : F1A_R Bilesiginin Monoamin Oksidaz A enziminin aktif kisminda iki boyutta (2D) goérinusu.

Bilesik F1A-R inhibitérinin MAO-A enziminin aktif kismina molekuller
modelleme yéntemi ile yerlestiriimis sekli géziikkmektedir. inhibitériin furan halkasi
Tyr444 ve Tyrd07 amino asitleri yan zincirleri arasina residulerin fenil halkasina yatay
konumumda p....p girisimi yaparak yerlegsmistir. Tiyoamid grubunun azot atomu ile
Tyr444 hidroksil grubu ile bir hidrojen ba@ yapmistir. inhibitorii cevreleyen diger
amino asit yan zincirleri ise: Phe208, Asn181, GIn215, Lys315, Gly67, ve Gly443 tur.
Bu inhibitor tablodan da anlasilacagi uzere MAO-A enzimine molekuler modelleme
ile baglanan iyi bilesiklerden bir tanesidir. Serbest baglanma enerjisi, AG= -9.17
kcal/mol ve inhibisyon katsayisi ise K= 188.62 nanomolar dir.
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Sekil 22 : F1A_R Bilesiginin Monoamin Oksidaz B enziminin aktif kisminda t¢ boyutlu gérintisi
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Sekil 23: F1A_R Bilesiginin Monoamin Oksidaz B enziminin aktif kisminda iki boyutta (2D) gorintisi

Bilesik F1A_R inhibitdorinin MAO-B enziminin aktif kismina molekiler
modelleme yontemi ile yerlestiriimis sekli gdziikmektedir. inhibitériin FAD halkasina
uzak bir konumda enzimin baglanma hacminin giris kismina yakin bir bolgeye
konumlanmistir inhibitériin furan halkasi Tyr53 ile p...p grisimi, fenil halkasi ise
Lys209 ile p...p grisiminde bulunmaktadir. Ayrica yine yan zincir alil grubu da Tyr80
residisi ile girsimde bulunmaktadir. inhibitérii gevreleyen diger amino asit yan
zincirleri ise: Asp329, Tyr80, Thr45, Lys332, Asp55, Ser214, Gly215, Val54 ve
Pro333’tur. Serbest baglanma enerjisi, AG= -7.29 kcal/mol ve inhibisyon katsayisi ise
Ki= 4.52 mikroMol'dur. Bu inhibitorin daha iyi bir MAO-A inhibitori olmasinin nedeni
inhibitérin furan halkasinin  MAO-A enzimide daha yakin mesafede ve efkili
baglanmasi ve yaptigi hidrojen bagidir.
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Sekil 24: F2F_R Bilesiginin Monoamin Oksidaz A enziminin aktif kisminda i¢ boyutlu goriintusi
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Sekil 25: F2F_R Bilesiginin Monoamin Oksidaz A enziminin aktif kisminda iki (2D) boyutlu gérintisi

Bilesik F2F-R inhibitérinin MAO-A enziminin aktif kismina molekiler
modelleme yontemi ile yerlestiriimis sekli géziikkmektedir. inhibitériin furan halkasi
Tyrd44 ve Tyr4d07 amino asitleri yan zincirleri arasina yatay konumda yerleserek
Tyr444 ile bir p...p girisiminde bulunmaktadir. inhibitériin fenil halkasi Phe208 ile yine
bir p...p girisiminde bulunmaktadir. inhibitdriin tiyokarbonil grubu yanindaki azot
atomu ise 11e180 residusunun karbonil grubu ile bir hidrpjen bagi yapmaktadir.
ihibitdérii cevreleyen diger amino asit yan zincirleri ise: Asn181, Gly67, GIn215,
Leu337, Lys305, Tyr69 ve lle307’dir. Serbest baglanma enerijisi, AG=-10.50 kcal/mol
ve inhibisyon katsayisi ise Ki= 19.98 nanomolardir.
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Sekil 26: F2F_R Bilesiginin Monoamin Oksidaz B enziminin aktif kisminda t¢ boyutlu gérintisu
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Sekil 27: F2F_R Bilesiginin Monoamin Oksidaz B enziminin aktif kisminda iki boyutlu goérintusu

Bilesik F2F-R inhibitoruinin MAO-B enziminin aktif kismina molekuler
modelleme ydntemi ile yerlestiriimis sekli gézikmektedir. MAO-A enzimine baglanma
modunun tersine inhibitor enzimin aromatik kafes boslugunu olusturan Tyr398,
Tyrd35 ve FAD’den uzak enzimin daha c¢ok kavitesinin giris bdlgesine yakin bir
hacime yerlegmistir. Inhibitor MAO-B'ye MAO-A’dan daha gevsek baglandidi igin
ihnibisyon sabiti daha yiiksek cikmistir. inhibitdrii cevreleyen diger amino asit yan
zincirleri ise: Gly212, Lys332, Lys52, Pro332, Val211, Tyr80, Thr331, Asp330,
Lys209, Val82 ve Phe210’dur. Serbest baglanma enerjisi, AG= -8.85 kcal/mol ve
inhibisyon katsayisi ise Ki= 323.30 nanomolardir.
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Sekil 28: F3F_R inhibitdriiniin MAO-A enziminin aktif bélgesindeki Gi¢ boyutlu gérintlsu
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Sekil 29: F3F_R inhibitdriinin MAO-A enziminin aktif bélgesindeki iki boyutlu gérintlsi
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Sekil 30: F3F_R inhibitériniin MAO-B enziminin aktif bélgesindeki ¢ boyutlu gériintisu
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Sekil 31: F3F_R inhibitdriinin MAO-B enziminin aktif bdlgesindeki iki boyutlu gérintlsi
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Sekil 32: F3F_S inhibitérinin MAO-A enziminin aktif bélgesindeki ti¢ boyutlu gorintisi
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Sekil 33: F3F_S inhibitdrinin MAO-A enziminin aktif bolgesindeki iki boyutlu pozu.
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Sekil 34: F3F_S inhibitérinin MAO-B enziminin aktif bélgesindeki ti¢ boyutlu gérintisi
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Sekil 35: F3F_S inhibitdriinin MAO-B enziminin aktif bolgesindeki iki boyutlu gérintisu
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Sekil 36: F4F_R inhibitérinin MAO-A enziminin aktif bélgesindeki ti¢ boyutlu gérintisu

71



Sekil 37: F4F_R inhibitériinin MAO-A enziminin aktif bélgesindeki iki (2D) boyutlu gérintisu
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Sekil 38: F4F_R inhibitériinin MAO-B enziminin aktif bélgesindeki G¢ boyutlu gérintisu
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Sekil 39: F4F_R inhibitériinin MAO-B enziminin aktif bélgesindeki iki boyutlu gérintlsi
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4.2.2. Elde Edilen Verilerin Degisik istatistiksel Yontemlerle Yorumlanmasi:

Hesapsal yontemlerle elde edilen veriler yukarida bahsedildigi gibi Serbest
baglanma enerjisi, DG ve inhibisyon katsayisi, K; dir. K; dederi Cheng-Prussoff
formUla yardimiyla ICso degerine cevrilebilir, ancak [S] substrat ve Km dederlerinin
bilinmesi ve inhibisyonun geriye donusebilir olmasi gerekir. Fakat Ki degerleri
yaklasik olarak elde edilen ICso degerlerinden daha glvenilirdir.

Cheng-Prussoff formili:

ICs0= K; (1+ S/Km)

Elimizde hem deneysel hem de hesapsal K; degerleri oldugundan enzimlere ait
bu iki deger degisik yonleriyle birbiriyle kargilastiriimigtir.

TABLO-8: MAO- A ve MAO-B Enzimlerinin deneysel Ki degerleri ve Ki ‘lerin log

degerleri
MAO-A igin MAO-B i¢in
Bilesik | k. degeri 'd°Q(K‘? K; degeri | 1°9(K))
egeri degeri
F1A 1,70E-07 | -6,76 7,90E-07 | -6,10
F1E 1,75E-07 | -6,75 1,68E-06 | -5,77
F1F 6,00E-09 | -8,22 1,98E-07 |-6,70
F1M 3,21E-07 | -6,49 1,18E-06 | -5,92
F1Q 2,85E-07 | -6,54 2,70E-04 | -3,56
F2A 5,50E-08 | -7,25 1,39E-06 |-5,85
F2E 9,08E-08 | -7,04 8,80E-07 | -6,05
F2F 8,80E-08 | -7,05 2,00E-06 |-5,69
F2M 2,30E-07 |-6,63 9,70E-07 | -6,01
F2Q 4,00E-07 |-6,39 1,18E-06 | -5,92
F3A 6,01E-08 | -7,22 1,92E-06 | -5,71
F3E 1,66E-07 | -6,78 1,99E-06 |-5,70
F3F 5,25E-09 | -8,27 5,50E-06 |-5,25
F3M 1,95E-07 | -6,70 1,05E-09 |-8,97
F3Q 1,90E-07 | -6,72 4,91E-07 |-6,30
F4A 8,00E-08 | -7,09 4,50E-07 |-6,34
F4E 5,60E-09 | -8,25 5,03E-08 | -7,29
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F4F 7,20E-09 | -8,14 1,00E-07 | -7
F4M 1,77E-07 | -6,75 1,18E-06 | -5,92
F4Q 3,95E-07 | -6,40 1,80E-06 | -5,74

MAO-A MAO-B
Bilesik | . degeri Iofegg(ﬁ K, degeri 'o‘l’egéﬁ
F1A-S | 1,90E-07 | -6,72 2 28E-06 5,64
FIE-S | 1,82E-07 |-6,74 1,64E-06 5,78
FIF-S | 146E-08 |-7.83 3,86E-07 6,41
FIM-S | 328E-07 |-648 1,16E-06 5,93
F1Q-S | 245E-07 | -6,61 1,64E-06 5,78
F2A-S | 5,74E-08 | -7,24 1.35E-06 5,86
F2E-S | 1,19E-07 | -6,92 1,09E-06 5,96
FOF-S | 127E-08 | -7,89 6,96E-08 7,15
FOM-S | 2.31E-07 | -6,63 9,42E-07 6,02
F2Q-S | 9,03E-07 | -6,04 2 58E-06 5,58
F3A-S | 6,65E-08 | -7,17 1,84E-06 5,73
F3E-S | 3,78E-07 | -642 9,36E-07 6,02
F3F-S | 9,60E-00 |-8,01 3,98E-07 6,39
F3M-S | 443E-07 | -6,35 2 33E-06 5,63
F3Q-S | 1,51E-06 | -5,82 2 09E-06 5,67
F4A-S  |835E-08 | -7,07 9,05E-07 6,04
FAE-S | 9,13E-08 | -7,03 7,63E-07 6,11
FAF-S | 133E-08 |-7.87 2 63E-07 6,58
FAM-S | 1,60E-07 | -6,79 1.12E-06 5,95
F4Q-S | 4,76E-07 | -6,32 2 25E-06 5,64

TABLO- 9: MAO- A ve MAO-B Enzimlerinin hesapsal S-izomerleri igin Ki degerleri
ve Ki'lerin log degerleri
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TABLO-10 : MAO- A ve MAO-B Enzimlerinin hesapsal R-izomerleri i¢in Ki degerleri

ve Ki'lerin log degerleri

MAO-A MAO-B
Bilesik | . degeri | log(Ki) degeri | K; degeri log(K) degeri
FIA-R |9,56E-08 |-7,01 4,96E-07 6,30
FIE-R |1,49E-07 |-6,82 6,06E-07 6,21
FF-R |6,90E-09 |-8,16 1,41E-07 6,85
FIM-R | 2,51E-07 |-6,59 6,45E-07 6,19
F1IQ-R |372E-07 |-6.42 2,68E-04 3,57
F2A-R |7,66E-08 |-7,11 1,48E-06 5,82
F2E-R | 1,29E-07 |-6,88 5,17E-07 6,28
FOF-R | 8,51E-09 |-8,07 7,49E-08 712
FOM-R | 1,98E-07 | -6,70 1,60E-07 679
F2Q-R | 9.43E-07 |-6,02 2,56E-06 5,59
F3A-R |7,74E-08 |-7,11 8,90E-07 6,05
F3E-R |1,73E-07 |-6,76 1,82E-06 573
F3F-R | 5,38E-09 |-8,26 1,95E-07 6,70
F3M-R | 1,62E-07 |-6,79 7,74E-07 6,11
F3Q-R | 1,72E-07 |-6,76 3,96E-07 6,40
FAA-R |8,03E-08 |-7,00 4,55E-07 6,34
FAE-R |1,30E-07 |-6,88 6,24E-07 6,20
FAF-R |4,28E-09 |-8,36 5,06E-08 7,29
F4M-R | 2,38E-07 | -6,62 9,20E-07 6,03
F4Q-R |5,18E-07 |-6,28 1,09E-06 5,96
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Grafik 2: MAO-A Enziminin deneysel (mavi), hesapsal S-izomeri (kirmizi) ve
hesapsal R (sari) izomerlerin log Ki de@erlerinin karsilastiriilmasi

-5,75
-6,5
-7,25

log(Ki)

-8,75

F1A FIE FIF FIM F1Q F2A F2E F2F F2M F2Q F3A F3E F3F F3M F3Q F4A FAE F4F F4M F4Q

Denevsel ®S -formu

F4E bilesigi haric deneysel veriler ile hesapsal veriler arasinda bir paralellik
gbzukmektedir. R ve S izomerleri, F3Q harig, MAO-A enzimini ayni derecede inhibe
etmiglerdir. Deneysel veriler genel olarak iki izomerin ortalama degerlerine yakin
degerlerle MAO-A enzimini inhibe etmiglerdir.

TABLO-11: MAO-A enzimine karsi deneysel, S- ve R-izomerlerinin inhibisyon
katsayilarinin logaritmik degerleri

Deneysel S-formu R -formu

F1A -6,76 -6,72 -7,01
F1IE -6,75 -6,74 -6,82
F1F -8,22 -7,83 -8,16
FIM  -6,49 -6,48 -6,59
F1Q -6,54 -6,61 -6,42
F2A  -7,25 -7,24 -7,11
F2E -7,04 -6,92 -6,88
F2F -7,05 -7,89 -8,07
F2M -6,63 -6,63 -6,70
F2Q -6,39 -6,04 -6,02
F3A -7,22 -7,17 -7,11
F3E -6,78 -6,42 -6,76
F3F -8,27 -8,01 -8,26
F3M -6,70 -6,35 -6,79
F3Q -6,72 -5,82 -6,76
F4A -7,09 -7,07 -7,09
F4AE -8,25 -7,03 -6,88
F4F -8,14 -7,87 -8,36
FAM -6,75 -6,79 -6,62
F4Q -6,40 -6,32 -6,28
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Grafik 3: MAO-A Enziminin deneysel (y-ekseni) , S-izomeri (mavi) ve R (kirmizi)
izomerlerin logKi degerlerinin korelasyonu

MAO A icin deneysel verilerin korelasyonu
-5,5 T T T

Zd

Deneysel
~

7~
*
o ¢
-8,5
-9 8,5 -8 -7,5 -7 6,5 6 -5,5
Hesapsal
S - formu *R - formu
Y = 0.8101X- 1.4854 R? = 0.6358 (R izomeri icin)
Y = 0.765X- 1.6805 R? = 0.6374 (R izomeri igin)

Yukaridaki grafikten ve denklemlerden deneysel inhibisyon katsayilari hem R
izomeri hemde S izomerinin hesapsal inhibisyon katsayilar ile igin ¢ok yuksek
degerde olmasada yeterli derecede korelasyon gostermektedir.
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TABLO-12: MAO -B Enziminin deneysel, hesapsal (R ve S izomerleri) Ki degerlerinin

log degerleri

F1A
F1E
F1F
F1M
F1Q
F2A
F2E
F2F
F2M
F2Q
F3A
F3E
F3F
F3M
F3Q
F4A
F4E
F4F
F4M
F4Q

Deneysel
-6,10
-5,77
-6,70
-5,92
-3,56
-5,85
-6,05
-5,69
-6,01
-5,92
-5,71
-5,70
-5,25
-8,97
-6,30
-6,34
-7,29
-7
-5,92
-5,74

S - formu

-5,64
-5,78
-6,41
-5,93
-5,78
-5,86
-5,96
-7,15
-6,02
-5,58
-5,73
-6,02
-6,39
-5,63
-5,67
-6,04
-6,11
-6,58
-5,95
-5,64

R - formu

-6,30
-6,21
-6,85
-6,19
-3,57
-5,82
-6,28
-7,12
-6,79
-5,59
-6,05
-5,73
-6,70
-6,11
-6,40
-6,34
-6,20
-7,29
-6,03
-5,96

Grafik 4 :MAO-B Enziminin deneysel (mavi), hesapsal S-izomeri (kirmizi) ve

hesapsal R (sar1) izomerlerin logKi de@erlerinin karsilagtiriimasi

MAO B

FIA FIE FIF FIM F1Q F2A F2E F2F F2M F2Q F3A F3E F3F F3M F3Q F4A F4E F4F F4M F4Q

Deneysel ®S - formu

Yukardaki grafikten de anlasilacagi Uzere F3M bilesigi hari¢ diger bilesikler
icin deneysel veriler ile hesapsal veriler arasinda bir paralellik gozlenmigtir. Hesapsal

olarak bulunan R ve S izomerleri arasinda olaganustu bir fark tespit edilememisgtir.
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Grafik 5: MAO-B Enziminin deneysel (y-ekseni) , S-(mavi) ve R (kirmizi) izomerlerin
logKi degerlerinin korelasyonu

-3 T T T T T
- MAO B icin deneysel verilerin korelasyonu .
-4,2 //
-4,8 /
-5,4 ®
2-6 * . ¢ %o .
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7,2 ° £
-7,8
8,4
9 - -
-9,6
-8 -7,5 -7 -6,5 -6 -5,5 -5 -4,5 -4 -3,5 -3
Hesapsal
S - formu ¢R - formu
Y = 0.0183X- 6.2053 R?=0.0001 (S izomeri igin)
Y = 0.692X- 1.8186 R?=0.2753 (R izomeri igin)

Yukaridaki grafikten ve denklemlerden deneysel inhibisyon katsayilari ile S
izomeri hesapsal inhibisyon katsayilari arasinda herhangi bir korelsyon tespit
edilememigtir. R izomerinin hesapsal inhibisyon katsayilari ile  deneysel inhibisyon
katayilari arasinda ¢ok duguk degerde yeterli olmayan bir korelasyon gozukmektedir.
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TABLO-13: Deneysel ve Hesapsal Segicilik Degerleri (MAO-B K/MAO-A Kj)

Deneysel Hesapsal S- Hesapsal R-
formu formu
F1A 4,64 11,98 5,18
F1E 9,60 9,03 4,07
F1F 33,00 26,37 20,38
F1M 3,68 3,53 2,56
F1Q 947,36 6,68 721,06
F2A 25,27 23,50 19,32
F2E 9,69 9,16 4,00
F2F 22,72 5,50 8,80
F2M 4,21 4,07 0,80
F2Q 2,95 2,85 2,71
F3A 31,93 27,66 11,50
F3E 12,00 2,47 10,51
F3F 1.047,61 41,47 36,31
F3M 0,005 5,26 4,78
F3Q 2,58 1,38 2,30
F4A 5,62 10,83 5,66
F4E 8,98 8,35 4,80
F4F 13,88 19,82 11,82
F4M 6,66 6,99 3,91
F4Q 4,55 4,72 2,10

Grafik 6 : Deneysel ve Hesapsal [R izomeri (sari) ve S izomeri (kirmizi) ] Segicilik
indekslerinin karsilagtiriimasi (MAO-B K/MAO-A Kj)
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Deneysel B Hesapsal S-formu Hesapsal R-formu

F3F bilesigi grafikten de goéruldigu gibi deneysel olarak iyi bir MAO-A
inhibitériidir. inhibisyon katsayisi Ki  MAO-A igin 5.38 nM, MAO-B enzimi igin ise
5.50 mikroM dir. Segicilik indeksi ise SI=1047 dir. Hesapsal olarakta bu bilesik MAO-
A inhibitéra olmakla birlikte secicilik indeksi bu kadar yluksek bulunamamistir. (Sl=
36-60). F1Q bilesigi hem deneysel olarak hemde hesapsal olarak (sadece R izomeri)
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yuksek oranda MAO-A inhibitora olarak bulunmustur. Diger bilesikler icin ¢ok ylksek
degerlerde olmasa bile bilesiklerin MAO-A inhibitéri olduklari hem hesapsal hemde
deneysel olarak tespit edilmigtir.

4.2.3.Tasarlanan inhibitérlere ~ADMET (Absorbtion, Distribution,
Metabolism, Excretion , Toxicity) Testleri:

Klinik deneylerden once ila¢ olarak dusunulen maddelerin guvenilir ADMET
testlerinin yapilmasi bize klinik deneylerde ilacin nasil davranacagi konusunda
onemli ipuglari vererir. Bu da bize sonucu klinik deneylerde sonu husranla bitebilecek
bir ilacin klinik deneylere sokulmamasini saglayarak hem zamandan hemde paradan
olaganuistlii tasarruflar saglar. ila¢ olarak MAO-A ve MAO-B enzimlerine
tasarladigimiz 20 maddenin (R ve S izomerleri) ADMET neticeleri verilmistir.

Incelenen diskriptorler agagidaki gibidir:

1. Bagirsaktan emilim (Human intestinal absorption, HIA)

2. Suda ¢6zUnUrlik (Aqueous solubility, AS)

3. Kan-Beyin-engeli peneterasyonu (Blood brain barrier penetration,
BBB)

Plasma protein baglanmasi (Plasma protein binding)

Sitokrom P450 2D6 ihnibisyonu

Hepatoksisite

ook
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Grafik 7: ADMET test sonuglari
Eksenler:

ADMET AlogP98 vs. ADMET PSA 2D

-4
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g2 B Absorption-9%
0 | EREE

q

BBB-99
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ADMET PSA 20

Y — ekseni : AlogP98 : Kurala gére bu degerin -1> deder<5 arasinda olmasi beklenir.
X- ekseni: PSA (Polar Surace Area) : bu degerin -10>deger < 130 olmasi beklenir.

Grafikteki mavi noktalar bizim tasarladigimiz maddelerin yerlerini gdstermektedir.

Bu grafige gore tasarlanan molekulllerin ADMET deg@erleri butun testleri
gecmigtir.

4.2.4 Kuantum Kimyasi Hesaplamalari:

Enzimler ve polimerler gibi ¢ok blyuk sistemlerin  hareketlerini
modelleyebilmek icin kullanilan, molekuler dinamik ve molekuler mekanik yontemleri
olaya global olarak yaklastiklarindan, boyle buyuk bir sistemin klguk bir hacmi igcinde
gerceklesen elektronik etkilesimleri tespit etmekte yetersizdirler. Kuantum mekanigi
prensiplerine  dayali  yontemlerin ise elektronik  etkilesimleri  basariyla
hesaplayabildikleri bilinmektedir. Bu nedenle, doking c¢alismalari ve aktivite
Olcimlerinden sonra potansiyel ila¢g aktif maddesi olarak tespit edilen ligandlarin,
enzimin aktif bolgesi icinde kuantum mekanigi prensiplerine gore optimize edilmesi
hedefine ydnelik olarak hesaplamalar yapilmistir. input hazirlanmasi ve output
sonuglarinin  goruntulenmesi igin Accelrys ve GaussView5.0 yazilimlarindan
faydalaniimistir.
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Asagidaki metodoloji izlenmigtir:

Doking sonuglarina gore MAO-A enzimine iyi baglanan ve potansiyel ilag aktif
maddesi olabilecedi dusunulen pirazoller her bilesik grubunun fenil substitie
tirevleridir ki bunlar F1F, F2F, F3F ve F4F bilesikleridir. MAO-A enzimine dock
edilmis F4F-R, F3F-R ve F1F-R ligandlarinin dosyalari Accelrys programinda
goruntulendi. Bu bilesiklerin enzim aktif bolgesinde docklanmis pozisyonlarini
cevreleyen protein zincirindeki amino asit reziduleri tespit edildi. Bu reziduler ve FAD
halkasi haricinde enzimin geri kalan buyuk kismi silinerek yapi yaklagik 528
(hidrojenler dahil) atoma kagultaldt. Enzimin aktif bélgesindeki butliin aminoasit
rezuduleri ve ayrica ligandin etrafini saran Gly67 ve Leu305 yapiya dahil edildi.Elde
edilen yapi GaussView programina aktarildi. Enzimin kristal yapisinda aktif bélgede
bulunan 8 adet su molekuld ayni konumlarinda ve protein zinciri ile hidrojen baglari
yapacak sekilde yapiya eklendi.“Feeze” secgenedi kullanilarak FAD halkasi 3
atomundan ve her bir aminoasit rezidust 2 veya 3 atomundan sabitlendi. ONIOM
secenedi ile yapi 2 katmana ayrildi. ic katman icin cesitli seviyelerde ab initio
yontemleri, dig katman ise yari-deneysel PM3, PM6 yontemleri secilerek Gaussian09
ile optimizasyonlar denendi. Ancak bu sekilde baslatilan hesaplamalar cok fazla
bilgisayar zamani aldigindan (1 ay sonunda) kesmek zorunda kalindi.
Hesaplamayi kolaylastirmak igin yapinin tamamina yari-deneysel PM6 yontemi
secilerek yapilar tekrar duzenlendi.

F1F-R, F2F-R, F3F-R, F4F-R inhibitorleri igin doking pozisyonlarindan en iyi
olani pdb formatinda kaydedilerek Discovery Studio (Accelrys) programina aktarildi.
Accelrys programi ile bu hidrojenler eklenerek yapi tekrar duzgun hale getirildi.
Ligandin etkilesimde bulundugu fakat MAO-A ‘nin aktif bdlgesinde bulunmayan
Gly67, GIn215, Lys305 aminoasitleri ve MAO-A’ nin aktif bolgesinde yer aldigi bilinen
20 aktif bolge aminoasidi ve FAD disindaki aminoasitler Accelrys ile yapidan
silindi.Daha sonra mol2 formatinda kaydedilerek, Gausview’ da yap! okutuldu.
Gausview’ da acilan yapiya insan MAO-A’ sinda mevcut olan su molekilleri enzimin
kristal yapisindaki konumlara eklendi (14 adet). Geometri optimizasyonu sirasinda
yapinin dagiimasini engellemek amaciyla hazirlamis oldugumuz dosyadaki 23
aminoasit ve FAD uygun atomlarindan donduruldu, ligand ve sular ise serbest
birakildi.Bu doért inhibitériin hepsinde aktif bdlge disinda etkilestikleri aminoasitler
ayni (Gly67, GIn215 ve Lys305) oldugundan dordunun hesaplamasinda kullanilan
aminoasitler ve sularin sayisi, dondurulan atomlar ve diger parametreler ayni olacak
sekilde ayarlandi.

_ 4.2.41. F1F-R inhibitérii-PM6 Hesaplamalari Sonucunda F1F-R
Inhibitorinde Gozlemlenen Degisimler:

Doking sonucunda, inhibitérin feniline para konumundan bagli olan metil
grubunun Lys305 yan zincirine 3,29 A olan mesafesi PM6 optimizasyon hesaplamasi
sonucunda 3,48 A’a cikmistir.Diger taraftan inhibitordeki tiyoamid grubunun azoda
bagli hidrojeni 1le180’ in karbonil oksijenine doking sonucunda 3,27 A iken PM6
hesabinda bu mesafe 1,95 A’a azalmistir. inhibitérdeki furan halkasinin ise FAD’ ye
olan mesafesi 3,46 Adan 4,34 A’a c¢ikmistir. Sonug¢ olarak inhibitér PM6
optimizasyonu sonucunda doking hesaplamasindan alinan ilk konumuna gére FAD’
den bir miktar uzaklagmistir.
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Sekil 40: F1F-R inhibitorinin PM6 Hesaplamasi sonucunda inhibitorin enzim icinde konumlandigi
yer. (Inhibitor top model, enzim ise gubuk model ile gésterilmistir. Kirmizi noktalar su molekullerinin
oksijenleridir.)

F1F-R inhibitorintn etkilesimlerin karsilastiriimasi. Doking sonucu gri renkle, PM6
sonucu mor renkle gosterilmigtir.
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Sekil 41: F1F-R inhibitérinin etkilesimlerin karsilastiriimasi

_ 4.2.4.2. F2F-R inhibitérii- PM6 Hesaplamalari Sonucunda F2F-R
Inhibitorinde Goézlemlenen Degisimler:

Doking sonucunda, inhibitdériin para konumundaki klor atomuyla Lys305 yan
zincirindeki NHj3 azotuyla 4,127 mesafeye bulunmaktayken, PM6 optimizasyon
hesaplamasi sonucunda bu mesafe 3,17A olarak degismistir.Diger taraftan
inhibitordeki tiyoamid grubunun kukurt atomu Tyr444’ (n hidroksil hidrojenine doking
sonucunda 3,96A mesafedeyken, bu mesafe 3,23A olarak degismistir. inhibitoriin
tiyoamidinin azot atomu ile lle180 doking sonucunda 3,00A iken, PM6 optimizasyonu
sonucunda bu mesafe 3,42A’ a cikmistir.inhibitérdeki furan halkasi ise hem doking
sonucunda hem de PM6 optimizasyonu sonucunda Tyr407 ve Tyr444’ Un arasinda
paralel konumda durarak “r-rt stacking” etkilesimi yapmaktadir.Doking sonucu ile
PM6 optimizasyonu sonuclari arasindaki diger bir fark ise inhibitérin metoksi
grubunun bagl oldugu fenil halkasinda gérilmektedir. Bu fenil halkasi 1,32A FAD’
den uzaklagmistir.
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Sekil 42: F2F-R inhibitorinin PM6 Hesaplamasi sonucunda inhibitorin enzim iginde
konumlandigi yer. (Inhibitdér top model, enzim ise gubuk model ile gdsterilmistir.
Kirmizi noktalar su molekullerinin oksijenleridir.)
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F2F-R inhibitérinin etkilesimlerin karsilastiriimasi. Doking sonucu gri renkle, PM6
sonucu mor renkle gosterilmigtir.

3.960
LYS305

ILE180

Sekil 43: F2F-R inhibitorinun etkilesimlerin karsilastiriimasi-Poz1

LYS305

ILE180

Sekil 44: F2F-R inhibitérinun etkilesimlerin karsilastiriimasi- Poz2
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_ 4.2.43. F3F-R inhibitérii-PM6 Hesaplamalari Sonucunda F3F-R
Inhibitorinde Gozlemlenen Degisimler:

Doking sonucunda, inhibitérin feniline para konumundan bagli olan metoksi
grubunun oksijen atomuyla Lys305 yan zincirindeki protonlanmis NHs hidrojeniyle
2,14 A mesafeye yerlesmisken, PM6 optimizasyonu sonucunda bu mesafe 1,86 A’'a
dugmustur.Diger taraftan inhibitordeki tiyoamid grubunun kukdrt atomu Tyr444’ n
hidroksil hidrojenine doking sonucunda 2,59 A mesafedeyken, PM6 yontemi bu
mesafeyi 2,65 olarak bulmustur. Tyr407’ nin fenolik halkasindaki hidroksil hidrojeni
pirazol grubu azotuna (N-N=C) doking sonucunda 2,89 A dururken, PM6
optimizasyonu sonucunda bu uzaklik 2,36 A’a diigmustir.inhibitérdeki furan halkasi
ise doking sonucunda Tyr407 ve Tyr444’ Gn arasinda ve fenolik halkalarina paralel
konumda dururken, PM6 hesaplamasi sonucunda furan halkasi yaklagik 90 derecelik
bir ddbnme hareketi yaparak FAD’ ye dik olan konumunu FAD’ ye paralel sekilde
degistirmigtir. Ayrica, furan halkasinin oksijen atomu Tyr444’ uUn fenil halkasina
yonelmistir. Doking sonucu ile PM6 optimizasyonu sonuglari arasindaki en bariz fark
ise inhibitorun metoksi grubunun bagli oldugu fenil halkasinda goriimektedir.Bu fenil
halkasi bir ucundan FAD’ den 1,28 A uzaklasirken, diger ucundan 1,97 A daha
asaglya kaymistir.
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Sekil 45: F3F-R inhibitorinin PM6 Hesaplamasi sonucunda inhibitorin enzim icinde konumlandigi
yer. (Inhibitdr top model, enzim ise gubuk model ile gésterilmistir. Kirmizi noktalar su molekullerinin
oksijenleridir.)
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Sekil 46: F3F-R inhibitorinin etkilesimlerin karsilastiriimasi. Doking sonucu gri renkle, PM6 sonucu
mor renkle gosterilmistir.

_ 4.2.4.4. F4F-R inhibitorii-PM6 Hesaplamalann Sonucunda F4F-R
Inhibitorinde Goézlemlenen Degisimler:

Doking sonucunda, inhibitdrun feniline para konumundan baglh olan brom
atomu Lys305 fonksiyonel grubundaki protonlanmis NHs hidrojeniyle 2,73 A
mesafeye yerlesmigken, PM6 optimizasyon hesaplamasi sonucunda bu mesafe 2,62
A’a dismustiir. Brom atomunun ayrica Gly67 amino asidine olan mesafesi 4,44 A
iken, PM6 optimizasyonu sonucunda bu mesafe 2,15 A yakinligindadir . Diger
taraftan inhibitdérdeki tiyoamid grubunun azota bagl hidrojeniyle Asn181’in karbonil
oksijeni arasinda 2,07 A mesafe bulunurken, PM6 hesaplamasi sonucunda bu
mesafe 2,16 A olarak degismistir. inhibitdrdeki furan halkasinin oksijen atomu
Tyr444’ (in fenolik halkasindaki hidroksil hidrojenine doking sonucunda 3,14 A, PM6
optimizasyonu sonucunda ise 2,31 A uzakliktadir. Furan halkasi FAD’den
uzaklagsarak aromatik kafesin digina kaymigtir.Doking sonucu ile Gaussian PMG6
optimizasyonu sonuglari arasindaki diger bir fark ise inhibitérin metoksi grubunun
baglh oldugu fenil halkasinda gorulmektedir.Bu fenil halkasinin doking durusuyla PM6
hesaplamasi sonucunda halkanin 1,53 A’'luk bir hareketi s6z konusudur.

Ayrica bu inhibitorde ortamdaki su molekulunun etkisini de gormek
mumkundur. PM6 optimizasyonu oOncesinde ortama yerlestirilen (Gly67, Lys305
aminoasitleri civarindaki) su molekullerinden bir tanesi Lys305 fonksiyonel
grubundaki protonlanmis NH; hidrojenine 1,6 A mesafeye yaklagsarak bu protonu
Lys305’in azotundan uzaklastirmistir.H,O molekinin protonu ise inhibitérin fenile
bagl brom atomuyla etkileserek 2,78 A mesafeye gelmistir.
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Sekil 47: FAF-R inhibitorinin PM6 Hesaplamasi sonucunda inhibitorin enzim i¢inde konumlandigi
yer. (Inhibitor top model, enzim ise gubuk model ile gésterilmistir. Kirmizi noktalar su molekillerinin
oksijenleridir.)
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F4F-R inhibitérandn etkilesimlerin karsilastiriimasi. Doking sonucu gri renkle, PM6
sonucu mor renkle gosterilmistir.

TYR444

2.159

ASN181 .
LYS305
Sekil 48: F4F-R inhibitoriinin etkilesimlerin karsilastiriimasi
TYR444
ASN181

Sekil 49: F4F-R inhibitérinin etkilesimlerin karsilastiriimasi-poz 2
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4.3. CDOCKER:

CDOCKER (CHARMm) programi Discovery Studio-2.5.5’nun bir moduli ve
grit tabanlh Molekuler Dinamik “docking” algoritmasina sahiptir. Boylece daha hizli bir
sekilde inhibitérin de hareketliligini saglayarak (baglar, acilar ve dihedraller), daha
tutarli ve guvenilir sonuglar veren CHARMM “force fields” kullanarak inhibitorleri aktif
kisma yerlestirir.

AutoDock “docking” programi ile enzimlerin aktif kismina yerlestirilen inhibitor
lerden ¢ok iyi baglanma katyasina sahip olan inhibitorler secilerek Accelrys’in
CDOCKER programiyla tekrar “dock” edilmiglerdir. Ayni bilesikler yine Accelrys in
“‘De Novo Design” modulu kullanilarak hem MAO-A hem de MAO-B enzimi aktif
bdlgeleri kullanilarak yapiya dayal olarak geligtirilerek bu enzimlere daha spesifik ve
etkili hale getirilmiglerdir (Tablo 14).

4.4. DS AutoLudi “de novo design”:

DS AutoLudi programi “de novo design tool'un altinda c¢aligir.Lider olarak
secilen iskelet (scaffold) ligandini enzimin hedef baglanma boélgesinde iskelete
enzimin aktif bolge boslugunu dikkate alarak pargalar ekleyerek ligandin reseptore
bagdlanma kabiliyetini artirir. “Combinatorial mode”, da DS Auto Ludi kendi fragment
kUtiphanesini kullanir. Elde edilen sonuglari LUDI derecelendirme kuralina gore
siralanir.Burada yuksek deger iyi baglaniyor demektir.
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Tablo 14: De Novo Yéntemiyle Gelistirilen Yiiksek Potansiyelli ve Secimli Gelistiriimis inhibitorler

Baslangi¢ MAO-A MAO-B

Maddeleri

Adi M.A AutoDock1 LUDI | M.A AutoDock?2 AutoDock1 LUDI | M.A AutoDock?2
F1A-R 325.42 | 96.6 nM 1366 | 385.50 | 55.20 nM 496 nM 1113 | 363.48 | 2.28 nM
F1F-S 364.46 | 14.6 nM 1477 | 419.51 | 0.33 nM 386 nM 1306 | 418.56 | 1.63 nM
F2A-S 345.84 | 57.4 nM 1234 | 409.93 | 1.42 nM 1.35 uM 944 | 453.00 | 1.98 nM
F2F-S 381.87 | 12.7 nM 1340 | 421.94 | 0.40 nM 69.6 nM 1161 | 419.93 | 47.59 nM
F3A-S 341.42 | 66.5 nM 1384 | 438.59 | 70.26 nM 1.84 uM 953 |440.53 | 588.84 nM
F3F-R 377.45 | 5.38 nM 1465 | 429.54 | 0.18 nM 195 nM 1425 | 496.63 | 13.93 pM
F3F-S 377.45 | 9.60 nM 1250 | 476.57 | 3.99 nM 398 nM 1255 | 490.59 | 184.06 pM
F4E-S 378.28 | 91.3 nM 1188 | 492.86 | 0.50 nM 763 nM 681 |404.32 | 13.18 nM

AutoDock1: Baglangi¢ maddelerinin inhibisyon katsayisi.

LUDI: (De Novo Ludi yontemiyle gelistirilen inhibitorlerin LUDI skoru. (YUksek deger daha iyi baglanmayi gdsterir).

AutoDock2: De Novo Ludi yontemiyle baslangi¢g maddelerinden geligtirilen inhibitorlerin inhibisyon katsayisi.




Tablo 15: De Novo Yontemiyle Gelistirilen Yuksek potansiyelli ve Segimli Gelistirilmis
Inhibitorlerin Kimyasal Yapisi ve Bilesik Kodlari

24
P4
A

flarimacA 1,366 3855

=

HJKN\/N>/®,
F H 2 flfsimaoA 1,477 419.52

3 faslmaoA 1,234 409.93

4 f2fsimaoA 1,340 42194

5 f3aslmaoA 1,384 438.59

CH 6 f3frimaocA 1,465 429.54



7

8

f3fsilmaoA 1,250

fdeslmaoA 1,188

476.57

492.86
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Cl

flarlmaoB

flfsimaoB

f2aslmaoB

f2fsImaoB

f3aslmaoB

f3fsimaoB

1,113 363.48

1,306 418.56

944 453

1,161 419.93

953 44053

1,255 490.59
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7

f4eslmaoB

681

404.32

O
NH
N 8  f3frimaoB 1,425 494.63

CH

Cr
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4.5.FARMAKOFOR MAPPING:

Tanimlanan aktif bdlge 6nce analiz edilerek ligandlarla makul girisimde
bulunabilecek aktif bdlgedeki farmakoforik kisimlar belirlenir (mapping). Tespit edilen
basarili sonuclar tekrar analiz edilir. istenen o&zellikleri kapsayacak sayida
diskriptorler belirlenir. Bu sekilde MAO-A ve MAO-B isoenzimlerine en iyi farmakofor
modelleri hidrojen bagi vericileri, hidrojen bagi alicilar, hidrofobik bdélgeler ve bos
hacimler alinarak dretilmigtir. MAO enzimleri i¢cin bu sekilde Uretilen farmakofor
modelleri binlerce bilesigin taranmasini (in silico design), rasyonel ilag tararimini
olaganustu bir sekilde kolaylastirabilmektedir.

~—

Acceptor : Excluded Volume

Sekil 50: MAO-A aktif bélge farmakofore mapping: Aktif bdlgede magenta renkli toplar hidrojen bagi
vericilerini, yesil toplar hidrojen bagi alicilarini, turkuaz renkte olanlar hidrofobik bolgeleri ve gri renkli
bodlgeler ise bos hacimleri gostermektedir.

101



Hydrophobe

Sekil 56: MAO-B aktif bolge farmakofore mapping: Aktif bdlgede magenta renkli toplar hidrojen bagdi
vericilerini, yesil toplar hidrojen bagi alicilarini, turkuaz renkte olanlar hidrofobik boélgeleri ve gri renkli
bodlgeler ise bos hacimleri gostermektedir.
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5.SONUC

Molekuler modelleme calismalarindan elde edilen sonuclar ve biyokimyasal
calismalardan elde edilen kinetik bulgular birlikte ele alindiginda, bu proje igin
uretilen kimyasal bilegiklerin hepsinin MAO enzimiyle etkilesime girdigi, fakat
izozimlere olan 6zgullukleri géz 6nune alindiginda MAO-B’ye kiyasla MAO-A’yl daha
kuvvetli bir sekilde inhibe ettikleri tespit edilmistir.

Yapilan doking ve kuantum kimya hesaplamalarinin sonuglari bunun sebebini
acikca ortaya koymaktadir. Bu inhbitoérlerin hepsi MAO-A ile etkilesirken aktif
bdlgelerdeki FAD nin hemen 6nlne ve aromatik kafese yerlesmekte ve etrafindaki
aminoasitlerle kuvvetli etkilesimler yapmaktadirlar. MAO-B ile etkilesimleri ise aktif
bdlgenin giris bolumunde gergeklesmektedir. MAO-B ile etkilesimleri ise aktif
bdlgenin giris bolimuinde gerceklesmektedir. MAO-B nin giris bolimundeki amino
asit reziduleri inhibitorle etkileserek onun daha ileriye FAD' nin 6nune gitmesine
engel olmaktadir.MAO enziminin Onerilen amin oksitleme mekanizmalarina goére
enzimatik reaksiyon FAD’ nin re-yuzunde tam Onundeki aromatik kafesin icinde
gerceklesmektedir.Bu nedenle , bu bosluga yerlesebilen inhibitorler enzimi daha iyi
inhibe etmektedir.

Ozellikle F1F, F3F, F4E ve F4F biesikleri mao-A icin potansiyel segilimli ilag
adaylaridir. Bu bilesiklerin bir sonraki faz denemelerinde kullaniimasi Gmit
vaadetmektedir. Diger taraftan F3M ve F4E bilegikleri de mao-B enzimi igin bir
sonraki fazda denenebilecek 6nemli ilag adaylaridir.

Henuz denenmemis fakat De Novo Design in Discovery Studio yontemi ile
mevcut potansiyel ila¢g adaylari mao-A ve mao-B enzimleri daha da aktif ve segimli
hale getirilmiglerdir. Ozellikle bazi bilesikler mao-B secimli degilken (Tablo-14)
inhibitorlere enzim yapisina dayali olarak , yeni eklenen farmaforik gruplarla mao-B
secimli hale gelirken aktiviteleri de olaganustu degismigtir.

De Novo Design in Discovery Studio yontemiyle mao-A igin geligtirilen F1F-S
(0.3356 nM ), F2A-S (1.42 nM), F2F-S (0.4037 nM) , F3F-R (0.1885 nM) ve F4E-S
(0.5053 nM) ; mao-B icin gelistirilen F1A-R (2.28 nM) , F3F-R (13.93 pM) ve F3F-S
(184.06 pM) bilesiklerinin ilerdeki projelerde bir an dnce sentezlenerek, bu enzimlerle
denenmesi gorusundeyiz.

Simdiye kadar yapilan yayinlarda , bu aktivite ve segicilikte fazla inhibitor
bulunmamaktadir.
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Oz (en gok 70 kelime) ilag gelistirilmesi konusundaki geleneksel yaklagimlarin
genellikle basamakli sentez prosedurlerine dayanmalari ve aktivite profillerinin
optimizasyonu i¢in ¢ok sayida bilesigin sentezinin gerekmesi cok masrafli ve
zaman alici olmasi nedeniyle aragtiricilar son yillarda aktivite profillerinin
cikarilmasinda bilgisayar tabanli molekller modelleme teknikleri kullanmaya
baslamiglardir.

Bu calismada bu yéntemlerden yararlanilarak biyojenik aminlerin oksidatif
deaminasyonunda énemli rol oynayan monoamin oksidaz (MAQO); MAO-A ve
MAQO-B olarak isimlendirilen farkli iki izoformdaki enzimle calisiimigtir. Bu
izoformlari inhibe eden bilesiklerin duygusal bozukluklar (Ornegin major
depresyon) ve nérodejeneratif hastaliklar (Ornegin Parkinson ve Alzheimer
Hastaliklar) gibi birgok hastalikta tedavi edici degeri oldugu bilinmektedir. Bu
projede bilesikler 6nce modellenerek sonra sentez edilmislerdir. Deneysel olarak
elde edilen veriler hesapsal olarak elde edilen verilerle kargilagtiriimistir. Elde
edilen bu ¢ok énemli veriler MAO enzimlerine sec¢imli ve potansiyel inhibitorler
gelistirme calismalarina yol gdsterici sonuclar saglamistir.

Anahtar Kelimeler: Monoamin oksidaz (MAO), inhibisyon, pirazolin tirevleri, molekuler

modelleme, kinetik
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