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Turk Hijyen ve Deneysel Biyoloji Der:

2-pirazolin yapisindaki yeni bir bilesigin sentezi, molekiiler
modellemesi ve monoaminoksidaz inhibitorii etkisinin
arastirilmasi

Begiim EVRANOS-AKSOZ', Giilberk UCAR?, Kemal YELEKGI®

gisi

OZET

Amagc: Noromediatorlerin yikimindan sorumlu olan
(MAO)
(MAO-A ve -B) bircok hastalik ile yakindan iliskili oldugu;

MAO inhibitorlerinin depresyon, Parkinson ve Alzheimer

monoamin oksidaz enziminin izoformlarinin

hastaligi gibi hastaliklarin tedavisinde kullanildigi
bilinmektedir. Grubumuzca daha etkin, tersinir ve az yan
etkili yeni bir MAO inhibitori (SH2U bilesigi) sentezlenmis
ve bu bilesigin insan MAO enzimini (hMAO) inhibe etme
yetenegi incelenmistir. Ayrica bu yeni bilesigin hMAO ile
etkilesimi, molekiler modelleme calismalar ile detayl
bir sekilde arastirilmistir. Sentezlenen yeni bilesigin
hMAQO’yu kuvvetli bir sekilde yarismali ve tersinir olarak
inhibe ettigi bulunmustur. 56z konusu bilesigin Parkinson
ve Alzheimer hastaliklaninin tedavisinde Umit verici bir

ilag etken maddesi olabilecegi distiniilmektedir.

Yontem: 3’,5’-Dikloro-2’-hidroksi
ile p-tolualdehit’in metanol icinde KOH varliginda
reaksiyona girmesiyle 1-(3,5-dikloro-2-hidroksifenil)-
3-p-tolil (3’,5’-Dikloro-2’-hidroksi-4-

metil salkon) bilesigi sentez edilmisti. Daha sonra

asetofenon

prop-2-en-1-on

elde edilen bu bilesigin etanol icerisinde geri ceviren

sogutucu altinda izonikotinik asit hidrazit ile muamele

ABSTRACT

Objective: Isoforms of monoamine oxidase (MAO-A
and -B) which are responsible for the degradation
of neuromediators are involved in many diseases,
and MAO inhibitors are used for the treatment of
some diseases such as depression, Alzheimer’s and
Parkinson’s diseases. Thus, a novel compound, SH2U
was synthesized and its ability for the inhibition
of human MAO (hMAO) activity was investigated by
our group. In addition, the interaction of SH2U with
hMAO isoforms have been investigated in detail using
molecular modelling technics. It has been found
that SH2U inhibited hMAO-B potently, selectively,
competitively and reversibly suggesting that the
novel compound may be a promising drug agent
for the treatment of Parkinson’s and Alzheimer’s

diseases.

Methods:
p-tolylprop-2-ene-1-on

1-(3,5-dichloro-2-hydroxyphenyl)-3-
(3’,5’-Dichloro-2’-hydroxy-
4-methyl chalcone) was prepared via the reaction
3’,5’-Dichloro-2’-hydroxy
acetophenone in methanol in the presence of KOH.
Then,

of p-tolualdehyde and

the obtained chalcone was treated with
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edilmesiyle [3-(3,5-dikloro-2-hidroksifenil)-5-p-tolil-4,5-
dihidropirazol-1-il] (piridin-4-il) metanon bilesigi sentez
edilmistir. Yapisi dogrulanan bu bilesigin hMAO enzimi ile
etkilesimi, ticari tayin kiti kullamlarak fluorometrik bir
yontemle incelenmistir. Ayrica, soz konusu yeni bilesik
ile hMAO arasindaki etkilesimler, molekiler modelleme

calismalan ile aydinlatitmistir.

Bulgular: Sentezlenen bilesigin yapisi, IR, Mass,
1H-NMR ve elemental analiz yontemleri kullamlarak
dogrulanmistir. Yapist dogrulanan bu bilesigin etkin,
secici, tersinir, toksik olmayan bir hMAO-B inhibitoru
oldugu ve inhibisyonun yarismali oldugu goriilmustiir.
Molekiiler yerlestirme programi kullamlarak bilesigin
hMAO-B enziminin aktif bolgesinde hangi amino asit yan
zincirleri ile ne tur girisimleri yaptigi belirlenmistir.

Sonug: Yeni sentezlenen SH2U bilesigi, hMAO-B
enzimini kuvvetle, secici, yansmali ve tersinir olarak
inhibe etmistir. Sentezledigimiz bilesik, bilinen secici
ama tersinmez MAO-B inhibitori olan selejilin’den daha
etkin ve secici, tersinir olarak hMAO-B enzimini inhibe
etmistir ve Parkinson ile Alzheimer hastalig1 tedavisinde
kullanilabilecek bir ilac etken maddesi olarak umit

vadetmektedir.

Anahtar Kelimeler: Monoamin oksidaz (MAO),

pirazolin, alzheimer hastaligi, parkinson hastalig

isonicotinic acid hydrazide under reflux in ethanol
to give (3-(3,5-Dichloro-2-hydroxy phenyl)-5-p-tolyl-
4,5-dihydropyrazol-1-yl) methanone.

The interaction of SH2U with hMAO isoforms was

(pyridin-4-yl)

investigated fluorometrically using commercial Kkits.
The interaction between SH2U and hMAO was also

analyzed using AutoDock 4.2.6 program.

Results: The structure of compound SH2U was
confirmed using IR, Mass, 1 H-NMR and elemental
analysis methods. SH2U appeared as a potent,
selective, reversible and nontoxic hMAO-B inhibitor.
Mode of inhibition was found to be competitive.
Interactions of the new compound with the active site
of hMAO-B were clarified using molecular modelling

studies.

Conclusion: Compound SH2U inhibited hMAO-B

potently, selectively, competitively and reversibly.
The synthesized compound is found to be more potent
and selective than selegiline, the known irreversible
MAO-B inhibitor, indicating that SH2U appears as a
promising active molecule to be used in the treatment

of Parkinson’s and Alzheimer’s diseases.

Key Words: Monoamine oxidase (MAO), pyrazoline,

alzheimer’s disease, parkinson’s disease

GIRIS
MonoaminOksidaz (MAOQ), karaciger, beyin, bagirsak
mukozas1 ve diger organlarin mitokondrilerinin dis
membraninda yer alan ve flavinadenozin dinikleotid
MAO,
triptamin gibi
aminlerin oksidatif deaminasyonundan sorumludur

iceren bir enzimdir. serotonin, dopamin,

norepinefrin, tiramin, biyojenik
(1) ; ancak histamin gibi diaminlere afinitesi dusuktur
(2). Memelilerde MAO, MAO-A ve MAO-B olmak uzere
substrat ve inhibitor ozellikleri farkliik gosteren iki
izoform halinde bulunmaktadir (3). Ozellikle MAO-B
katalizlenen oksidatif

tarafindan deaminasyon
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reaksiyonu, hidrojen peroksit ve aldehitler gibi
norotoksik maddelerin olusumuna neden olmaktadir
ve noron hasarina yol acmaktadir (4). Yaslanma
ile birlikte beyinde MAO-B enziminin aktivitesinin
arttigr gosterilmistir ve yilkksek MAO-B dizeyinin
ozellikte yaslilarda ortaya c¢ikan norodejeneratif
bozukluklardan sorumlu olabilecegi fikrine varilmistir.
MAO-B enzim aktivitesinin artisi ile dopamin
metabolizmasinin artisi paralellik gostermektedir (5).
Bu nedenle dopaminin terapotik siirdiriilebilirliginin

yaslibiktaki bilissel fonksiyonlarin duzeltilmesinde



etkin rol oynayabilecegi distiniilmektedir. Beyindeki
dopaminerjik noronlarda meydana gelen oksidatif
hasarin, alzheimer ve parkinson hastaliklarn gibi
norodejeneratif ~ hastaliklarin gelisiminde onemli
MAO-B inhibitorleri
bu nedenle parkinson ve alzheimer hastaliklarinin

tedavisinde kullanilmaktadir (8, 9).

rolii oldugu bilinmekte (6, 7);

Bu calismada, grubumuzun daha once yaptig
calismalann verilerine dayanarak kuvvetli MAO-B
inhibitor etki bilesik
(SH2U) molekiiler modelleme yontemi kullanarak
tasarlanmis;

gostermesi  beklenen bir

sentezlenmis ve karekterizasyonu
yapilmis; bilesigin MAO inhibitor etkisi insan MAO
(hMAO) enzimi kullanilarak arastinlmistir.

GEREC ve YONTEM
Kimyasal yontemler
Kullanilan kimyasallar

3’,5’-Dikloro-2’-hidroksi asetofenon, izonikotinik
asit hidraziti, p-Tolualdehit, KOH, HCl, etanol,
metanol.

Kimyasal yap1 aydinlatmasinda kullanilan cihazlar

Sentez calismalarn Ankara Universitesi, Eczacilik
Fakiltesi, Farmasotik Kimya Anabilim Dali’'nda
gerceklestirilmistir. IR spektrum olcumleri Jasco FT/IR
420 Spektrofotometresinde (Easton, USA) (4000-400 cm-
1) KBr (Merck) diski hazirlanarak gerceklestirilmistir.
NMR 6lciimleri, internal standart TMS sifir sinyaline
gore CDCI3 veya DMSO-d6 icinde Varian Mercury-400
MHz FT-NMR Spektrometresinde (Varian Inc.,
Alto, CA, USA) gerceklestirilmistir. Mass spektrumlari;
Waters ZQ micromass LC-MS spektrometresinde
(Waters Corporation, Milford, MA, USA), elektrospray
iyonizasyon (ESI) yontemi uygulanarak cekilmistir. C,
H, N tayinleri, Leco CHNS 932 analyzer (Leco-932, St.
Joseph, MI, USA) cihaz1 ile yapilmistir. Erime noktasi
tayinleri Electrothermal 9100 (Eng. Ltd., Essex, UK)
aletinde,

Palo

kapiller yontemle yapilmis ve sonuclar
diizeltilmeden verilmistir. Sentez calismalar sirasinda
reaksiyonlardaki gelismeyi izlemek ve elde edilen

maddelerin saflik derecelerini belirlemek amaciyla
ince tabaka kromatografisinden yararlamlmstir. Bu
amacla adsorban olarak (Kieselgel-60 F254, Merck)
ile kaplanmis aluminyum plaklar kullanmilmistir. Uygun
¢ozucu sistemi ile suriiklenme islemi tamamlandiktan
sonra acik havada kurutulan plaklardaki lekeler, UV
lambast altinda, 254 nm dalga boyunda incelenmistir.

Sentez yontemleri

Salkon Sentezi

4.99 mmol 3’,5’-Dikloro-2’-hidroksi asetofenon’un
20 ml metanoldeki cozeltisine %50 (a/h) KOH cozeltisi
(5ml) damla damla buz banyosunda eklendi ve karisim
oda sicakliginda yarim saat kanstirildi. Sonra lizerine
6.018 mmol (0.723g, 0.71ml) p-tolualdehit ilave edildi
(10, 11).
kanistinlan reaksiyon ortaqmm buza dokuldi, 1N HCL

Bir gece boyunca manyetik karistincida
cozeltisi ile asitlendirildi (12), suzilerek etanolden
kristallendirildi.
Pirazolin Tiirevi Bilesigin Sentezi
3’,5’-Dikloro-2’-hidroksi-4-metil salkon (500 mg;
1.63 mmol), izonikotinik asit hidrazit (230 mg; 1.63
mmol) 20 ml etanol icinde 78 °C’ de 32 saat 1sitildi.
Kat1 halde aynlan ham uriin etanolden kristallendirildi
(13). Beyaz renkli 310 mg Uriin elde edildi. Verim %
44.68 E.N. 246.3 °C. Cozucu sistemi: n hekzan(1): etil
asetat(9).
gosterilmistir.
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Bilesiklerin sentez basamaklar Sekil 1’de

geri geviren
sogutucu

Sekil 1. (3-(3,5-dikloro-2-hidroksifenil)-5-p-tolil-4,5-dihi-
dropirazol-1-il)(piridin-4-il)metanon sentez basamaklari.
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Molekiiler Modelleme Calismalar

Kadir
Has Universitesi, Miihendislik ve Doga Bilimleri

Molekuler  modelleme  calismalar,
Fakiiltesi, Biyoinformatik ve Genetik Bolumi’nde

gerceklestirilmistir.
Protein sistemi

hMAO-A (PDB giris kodu: 2BXS, inhibitor klorjilinle
birlikte kristalize) ve hMAO-B (PDB giris kodu: 1S3E
inhibitor  6-hidroksi-N-proparjil-1(R)-aminoindanla
birlikte kristalize)
Protein Data Bank’tan elde edilmistir (www.rcsb.

enzimlerinin kristal yapilar,
org). Calismalar, enzimlerin sadece bir alt birimi olan
B zincirleri Uzerinde yurutulmustur.

Kristal yapinin gerilimini dustirmek ve proteinleri
Autodock
kullamlmaya elverisli hale getirmek icin tum polar

doklama  simiilasyon  programinda

hidrojenler Accelrys Discovery Studio 4.6 modelleme

paketiyle eklenmistir. Elde edilen yap1, vakum

ortaminda minimize edilmis; minimizasyon boyunca,

agir atomlar baslangic kristal koordinatlarinda
sabitlenmis;  hidrojenler  hareket  etmelerine
imkan verecek sekilde serbest birakilmistir.

AutoDockTools (ADT) grafiksel kullanici ara yuzi
programi, enzimleri ve inhibitorleri hazirlamak icin
kullamlmistir. Gasteiger yukleri hesaplanmis ve non-
polar hidrojenler karbon atomlariyla birlestirilmistir.
Makromolekiiller icin, olusturulmus pdbqt dosyalan
kaydedilmistir.

Yeni sentezlenen bilesigin 3 boyutlu yapisi
(PM3)

(Wavefunction

hazirlanmus, seviyesinde optimize edilmis

ve  Spartan Inc.)  molekiiler
modelleme programinin yardimiyla mol2 formatinda
kaydedilmistir. Bu dosyalarin kismi yikleri sonradan
ADT paket programi (versiyon 1.5.6) kullanilarak
modifiye edilmis, boylece non polar hidrojen
atomlarinin yiikleri hidrojenin baglhi oldugu atoma
atanmistir. Sonu¢ dosyalar, pdbqgt dosyalar halinde

kaydedilmistir.
Molekiiler Modelleme

AutoDock 4.2.6 kullamlmistir. Doklama veri girisi
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dosyalarin1 olusturmak icin AutoDockTools programi
kullamlmistir. Tium doklamalarda x, y, z yonlerinde
80x80x80 nokta boyutlarinda karelere ayrilmis
bir kip olusturulmus ve komplekste inhibitorin
yeri bilindigi icin eslemelerde proteinin katalitik
bolgesindeki flavinin (FAD) N5 atomu merkez olarak
ainmistir. 0.375 A’luk bir uzunluk (karbon-karbon
kovalent baginin yaklasik dortte biri uzunlugunda)
ve dielektrik sabitinin mesafe bagimli bir fonksiyonu
eslemelerin enerji hesaplanmasinda kullamlmistir.
Lamarckian genetik algoritma mantig1 kullanilarak 10
islem yuritilmustir. Baslangic popiilasyonu 50 olan
rastgele yerlestirilmis parcalar, maksimum 2.5 x 10¢
enerji degerleriyle ve maksimum 2.7 x 10 olusumla
kullanmlmistir. 0.02 mutasyon oran1 ve 0.8 genetik
degisim orani secilmistir. Root mean square deviation
(RMSD)‘da 0.5 A’ dan daha az farklilik gosteren
sonuclar bir araya toplanmis ve baglanmanin en
uygun serbest enerjisinin sonuclari, nihai kompleks
yapilar olarak secilmistir.

Biyokimyasal Yontemler

Enzimatik calismalar Hacettepe Universitesi,
Eczacibk Fakultesi, Biyokimya Anabilim Dali’nda
gerceklestirilmistir.  ELISA temelli calismalarda
BMG LABTECH MULTIMOD Microplate
spektrofotometrik tayinler icin Shimatzu UV-1800
hMAO-A ve -B

rekombinant enzimleri (expressed in baculovirus

Reader;

spektrofotometresi  kullamlmistir.
infected BTl insect cells), ve diger kimyasallar Sigma-
AldrichTM, Almanya’dan satin alinmistir. Amplex®-
Red MAO Assay Kit, Molecular Probes, ABD’den
saglanmistir.

hMAO izoformlarinin Aktivitelerinin Tayini

hMAOQ izoform aktivitesinin tayini substrat olarak
p-tiramin (0.05-1.00 mM) kullanilarak belirlenmistir.
hMAO
etkilesimleri, daha oOnce tammlanan ve modifiye

Sentezlenen bilesiklerin izoformlan ile
edilen fluorometrik bir yontem ve kit kullanilarak
tayin edilmistir (14-16). SH2U bilesiginin degisik
bilinen MAO-A ve -B inhibitorlerini
ve rekombinant hMAO-A

miktarlarini,
(selejilin ve moklobemid)



veya hMAO-B enzimlerini iceren 0.1 mL sodyum fosfat
tamponu (0.05 M, pH 7.4) 15 dakika boyunca 37°C’de
1.5 mllik
karanlikta

semi-mikro fluorimetre kiivetlerinde

inkiibe edilmistir. inkiibasyon siiresi
sonrasinda 200 uM Amplex Red reaktifi, 1U/ml yaban
turbu peroksidazi ve MAO-A ve MAO-B tirleri icin
subtrat olan 1 mM p-tiramin eklenerek reaksiyon
ZOZ’

rezorufin, eksitasyon 545 nm, emisyon 590 nm de

baslatilmistir. Olusan H dolayisiyla olusmus olan
izlenmistir. Bu surede baslangica gore fluoresans
dogrusalliginda artis gozlenmistir.

SH2U bilesigi ile Amplex red reaktifi arasindaki
etkilesimler reaktifi
iceren sodyum fosfat tampon c¢ozeltisine bilesigin
eklenmesiyle tayin edilmistir. MAO izoformlan haric

olas yalmzca Amplex red

tutularak diger tiim bilesiklerin bulundugu MAO
izoformlar yerine sodyum fosfat tamponu eklenen
kiivetten tayin edilen arka plan aktivitesi cikarildiktan
sonra spesifik fluoresans emisyonu elde edilen son
sonuclarla hesaplanmistir.

Kinetik Calismalar

SH2U, DMSO
olacak sekilde hazirlanmis ve 0.01-10.00 uM derisim

icinde, maksimum derisimi %1

araliginda kullanmilmistir.  Inhibisyon, Lineweaver-
Burk grafigi

(Ki) degerleri Lineweaver-burk grafik egimlerinin

ile gosterilmistir. inhibisyon sabiti
inhibitor konsantrasyonuna karsi grafiklenmesi ile x
eksenini kestigi noktadan belirlenmis ve bu grafiklerin
(R2) en az 0.98 olarak
hesaplanmistir. Ozgiillik indeksi (SI), Ki(hMAO-A)/
Ki(hMAO-B) olarak hesaplanmistir. Protein, Bradford
yontemi ile tayin edilmistir (17).

korelasyon katsayilari

Tersinirlik Calismalan

SH2U ile MAO inhibisyonun tersinirligi diyaliz
16x25
mm capindaki diyaliz tipleri kullamilmistir (SIGMA,

metodu kullanlarak tayin edilmistir (18).

Almanya). Tuplerin, 12 000’e kadar molekil agirligi
simr1 vardir ve 0.5-10 mL arast ornek hacmine
sahiptir. Yeterli miktarda rekombinant enzim (hMAO-A
veya B, 1 U/mL) ile SH2U (derisimi potasyum fosfat

tamponu, 0.05 M, pH 7.4 ,%1 DMSO iceren %5’lik
sukroz, icerisinde hMAO-A ve-B’yi inhibe eden 1C50
degerlerinin dort katina esit olacak sekilde) 37°C’de
15 dakika inkiube edilmistir. Baska bir set ise aym
miktarda enzim ve bildirilen IC50 degerlerine uygun
olarak referans inhibitorler (moklobemid, selejilin
ve lazabemid) ile hazirlanmistir. Moklobemid’in 1C50
degerih MAO-Aicin 4 pM olarak alinmistir (19). Selejilin
ve lazabemid’in IC50 degerleri hMAO-B inhibisyonu
icin sirasiyla 0.079 pM ve 0.03 pM olarak alinmistir
(20). Enzim inhibitor karisimlar daha sonra, 4°C’de
80 ml diyaliz tamponu (100 mM potasyum fosfat, pH
7.4, % 5 sakaroz) icerisinde diyaliz edilmistir. Diyaliz
tamponu diyalizin 3. ve 7. saatlerinde yenilenmistir.
kalan MAO aktiviteleri
olculmustur. Butun reaksiyonlar, Uc tekrar olacak

Diyalizin 24. saatinde,
sekilde gerceklestirilmistir ve sonuclar ortalama +SEM
olarak ifade edilmistir.

Sitotoksisite Calismalan

Sentezlenen bilesigin hiicre lizerindeki olas1 toksik
etkisi, MTT (metiltiazol difenil tetrazolyum) testi ile
olclilmistiir (21). Bu calismada hiicre kaynagi olarak
insan hepatoma HepG2 hiicre hatti (Invitrogen)
kullamlmistir. insan hepatoma HepG2 hiicre hatts,
cabuk cogalabilme, deneylere iyi uyum, nispeten ucuz
ve kolay erisilebilir olmasi gibi nedenlerle ozellikle
akut ve ana bilesik sitotoksisite taramalarinda
tercih edilmektedir (22, 23). HepG2 hicreleri, 2
mM L-Glutamine, %10 1siyla inaktive edilmis fotal
s1gir serumu (FBS), 100 U/mL penisilin, ve 100 pg/
mL streptomisin ile desteklenmis Dulbecco’s Modified
Eagle’s Medium (DMEM) icinde ekilmistir. Hucreler
37 °C de, %5 CO, ve %95 hava kangiminda bliydtulup
plakalara aktarilmistir. SH2U bilesigi (1, 5 ve 25 pM
derisimde, %0.1 DMSO icinde) 24 saat inkiibe edilmis
ve inkubasyon sonunda kuyucuklara son derisim 5
mg/mL olacak sekilde MTT eklenmistir. 4 saatlik
inkiibasyon sonunda olusan formazan 100 pL DMSO ile
c¢ozulmus ve MTT rediksiyonu 590 nm de olculmustur.
Kontrol olarak hucreler %1 DMSO ile muamele edilmis;
kontrolin canlilik miktar1 %100 canlilik olarak kabul
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edilmistir (24). Sonuclar, ortalamazstandart hata
olarak ifade edilmistir. Gruplar arasi fark, student’s t
testi ile analiz edilmis; ve p<0.05 istatistiksel olarak
onemli kabul edilmistir.

BULGULAR

Senteze iliskin Bulgular
3’,5’-Dikloro-2’-hidroksi
p-tolualdehitin

asetofenon ile
metanol icinde KOH varliginda
reaksiyona girmesiyle 1-(3,5-dikloro-2-hidroksifenil)-
3-p-tolilprop-2-en-1-on bilesigi sentez edilmistir. Daha
sonra elde edilen bu bilesigin etanol icerisinde geri
ceviren sogutucu altinda izonikotinik asit hidraziti ile
muamele edilmesiyle (3-(3,5-dikloro-2-hidroksifenil)-
5-p-tolil-4,5-dihidropirazol-1-il)(piridin-4-il)
metanon bilesigi sentez edilmistir. Sentez edilen
bu bilesigin yapis1 IR, Mass, 1H-NMR ve elemental
analiz yontemleri kullanilarak dogrulanmistir. SH2U
bilesigine ait asagidaki fiziksel ve spektral bulgular
elde edilmistir.

(3-(3,5-dikloro-2-hidroksifenil)-5-p-tolil-4,5-
dihidropirazol-1-il)(piridin-4-il)metanon (SH2U):
Beyaz toz. - Verim: %44.68. -E.N. 246.3 °C. - IR
(KBr): n=3411(0OH), 1671 (amid C=0) cm-1. 1H NMR
(DMSO-d6, 400 Mhz): = 2.33 (s, 3H, -CH3), 2.99 (dd,
1H, HA, JAB=12 Hz, JAX= 12 Hz), 3.55 (dd, 1H, HB,

JAB=2.8 Hz, JBX= 2.8 Hz), 5.39 (dd, 1H, HX, JAX=2.8
Hz, JBX=2.4 Hz), 7.26-8.75 (10H, Aromatik-H),
11.26 (s, 1H, -OH). 13C NMR (DMSO-d6, 100 Mhz):
d =21.23, 32.05, 77.75, 122.42, 123.10, 123.39,
124.95, 125.62, 126.29, 126.96, 129.55, 131.18,
136.28, 138.47, 143.06, 150.53, 151.95. -MS (ESI):
m/z =426 [M+H]+, 428 [M+H+2]+, 429 [M+H+3]+,
430 [M+H+4]+. -C22H17CI2N302 : C 61.84, H 4.11, N
10.00; hesaplanan C 61.98, H 4.02, N 9.86.

Molekiiler Modelleme Calismalarina iliskin Bulgular

Oncelikle, molekiiler modellemede kullanilan
insan MAO-A ve B enzimleri ile bilinen MAO-A
ve MAO-B
dogrulama calismalar1 yapilmis ve asagidaki bulgular
elde edilmistir:

inhibitorlerinin etkilesimlerine iliskin

Elde edilen baglanma enerjilerinden (Tablo 1)
de anlasildig1 ilizere SH2U bilesigi MAO-B enzimine
MAO-A enziminden daha kuvvetli baglanmaktadir. iki
boyutlu (2D) sekillerde bilesigin enzimin aktif kisimda
hangi amino asit yan zincirleri ile hangi tir girisimleri
yaptig1 farkli renklerde gosterilmistir.
MAO-A:  2-Hidroksi  3,5-diklorofenil
TYR444 ve TYR407 yan zincirleri arasina girerek
P-P girisimi, diger fenil halkas1 da PHE208 ile P-P
girisimi yapmaktadir. Piridil halkas1 ise CYS323,
PHE362, LEU337, TYR69 ve ILE335 amino asitleri ile
etkilesmektedir (Sekil 2).

halkasi,

Tablo 1. SH2U bilesiginin insan MAO-A ve MAO-B enzimleri ile etkilesimine iliskin hesapsal bulgular

hMAO-A igin hMAO-A igin hMAO-B icin hMAO-B icin
Bilesik hesaplanan hesaplanan K hesaplanan hesaplanan K SI* Secicilik
DG (kcal/mol) (UM) DG (kcal/mol) (UM)
SH2U (R) -8.85 9.55 -9.88 0.057 167.54 MAO-B
SH2U (S) -7.40 3.76 -9.96 0.051 73.73 MAO-B
Moklobemid -8.04 1.28 -7.25 4.83 0.265 MAO-A
Safinamid -7.60 2.68 9.42 0.124 21.61 MAO-B

*Secicilik indeksi (S/): K; (MAO-A)/K. (MAO-B) olarak hesaplanmistir.
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MAO-B: SH2U inhibitorintn piridil halkas1t TYR398 ve
TYR435 amino asitleri arasinda sandvi¢c etkilesmesi
bazinda P-P girisiminde bulunmaktadir. Karbonil
grubu, CYS172 ile etkili bir hidrojen bagi yapmaktadir.
2-Hidroksi 3,5-diklorofenil halkasi ise TYR326, ILE199,

TRP119 ve PHE168 amino asitleri ile degisik siddetlerde

girisimlerde bulunmaktadir. Diger taraftan pirazolin
halkas1 ise TYR326 ve LEU171 amino asitleri ile etkili
girisimler yapmaktadir. Bitiin bu baglann siddetleri
bir arada degerlendirildiginde, SH2U inhibitoriiniin

MAO-B enzimine MAO-A enziminden daha guclu bir
sekilde baglandig1 goriilmektedir (Sekil 3).
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Sekil 3. SH2U bilesiginin 3D (solda) ve 2D (sagda) MAO-B enzimi baglanma bdlgesindeki durusu ve yaptig girisimler.
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Biyokimyasal Calismalara iliskin Bulgular

Dahaonceyapilan calismalar, salkon ve turevlerinin
MAO enziminin inhibitorii oldugunu géstermistir (25,
26). Bu calismada, onceki calismalarimizin 1s18inda
sentezledigimiz SH2U bilesiginin insan rekombinant
MAO izoformlar ile etkilesimi, molekiler modelleme
ve biyokimyasal calismalarla incelenmistir.

Rekombinant enzimlerin spesifik aktiviteleri
hMAO-A ve hMAO-B icin sirasiyla 0.175+0.012
nmol/mg/dk ve 0.134+0.010 nmol/mg/dk olarak
bulunmustur.  Deneysel bulgular Tablo 2’de
sunulmaktadir.

SH2U bilesigi, insan MAO-B enzimini kuvvetli,
secici ve yarismali olarak inhibe etmistir. Bilesigin
MAO-B enzimine olan ilgisini gosteren Ki degeri
bilinen tersinmez ve intihar tip MAO-B inhibitoru
olan selejilin’in ve tersinir, yarismali inhibitor olan
lazabemid’in  Ki degerleriyle karsilastirildiginda
SH2U bilesiginin etkisinin selejilin’den cok daha
kuvvetli oldugu ancak lazabemid’den disiik oldugu
gorilmistiir (selejilin’in - hMAO-B icin Ki degeri
0.31+0.02 pM, lazabemide’in Ki degeri 0.005+0.001
UM, SH2U bilesigininki ise 0.046+0.001 uM dir). SH2U

bilesiginin hMAO-B izoformuna ilgisi, SI=272.83 olarak
bulunmustur. SH2U bilesiginin MAO-B izoformuna
ilgisi selejilin’den cok daha fazladir (Tablo 2).

SH2U bilesiginin hMAO-B enzimi ile etkilesiminin
kinetigi Lineweaver-Burk grafigi kullanilarak inhibitor
inhibitor
Grafikte dogrularin vy

yoklugunda ve degisik derisimlerdeki
varliginda incelenmistir.
ekseninde kesistigi; maksimum hizin degismedigi
ancak Km degerinin degistigi goriilerek inhibisyonun
yarismali oldugu fikrine vanlmistir. ikincil grafikte
SH2U’nun derisimlerine kars1 dogrularin egimi tekrar
grafiklenerek Ki degeri hesaplanmistir. Ki degeri
grafikte goriildiigli gibi 46.00 nM olarak bulunmustur
(Sekil 4).

hMAO enziminin SH2U bilesigi ile inhibisyonunun
tersinirligi dializ yontemi ile arastinlmistir. Bu
amacla hMAO-A ve B izoformlar, SH2U ile ( 1C50
degerinin 4 kat1 derisimde hazirlanmistir) inkiibe
edilmis, daha sonra 24 saat diyalize tabi tutulmustur.
Diyaliz sonrasinda inhibisyonun geri donuisumu, kalan
aktivitenin olciilmesi ile bulunmustur. SH2U bilesiginin
MAO enzimini inhibe edici aktivitesinin tersinir oldugu
goriilmiistiir (Tablo 3). SH2U bilesiginin bu 6zelliginin,

Tablo 2. SH2U bilesiginin insan MAO-A ve MAO-B enzimleri ile etkilesimine iliskin deneysel bulgular®
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o K, (MAO-A) K, (MAO-B S|x** inhibisyon " Secicilik
Bilesik [UM]** [UM]** T Tersinirlik
SH2U 12.55+1.06 0.046+0.001 272.83 Yarismali Tersinir MAO-B
intihar tipi
Selejilin 17.50+1.49 0.31:0.02 56.45 Tersinmez MAO-B
inhibitor
Lazabemid 6540.50+220.00 0.005+0.001 1308.00 Yarismali Tersinir MAO-B
Moklobemid 0.010+0.001 1.52+0.11 0.007 Yarismali Tersinir MAO-A

* Deneylerde rasemik bilesikler kullanilmistir.
**Bulgular, 3 bagimsiz deneyin ortalama =+ standart hatasi olarak ifade edilmistir.
*** Secicilik indeksi (SI): Ki (MAO-A)/Ki (MAO-B) olarak hesaplanmistir. SI bilyuidiikce MAO-B izoformuna afinite artmaktadir.
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Sekil 4. (A) hMAO-B izoformunun SH2U bilesigi ile inhibisyonuna iliskin Lineweaver-Burk grafigi. inhibitoér derisimleri grafigin

sol tarafinda gosterilmistir.

(B) Lineweaver-Burk grafiginde elde edilen dogrularin SH2U bilesiginin derisimlerine karsi grafiklenmesi sonucu bulunan Ki=

46.00 nM.

bilesigin ilac olarak gelistirilmesi ile ilgili yapilacak
calismalarda bir avantaj oldugu fikrine varilmistir.
SH2U bilesiginin sitotoksisitesi, MTT testi ile
tayin edilmistir. In vitro sitotoksisite calismasinda
insan HepG2 hiicreleri kullamlmis; SH2U bilesigi

1, 5 ve 25 pM derisimlerde hazirlanarak hiicrelerle
muamele edilmis ve hiicre canliig1 lciilmistiir. Elde
edilen bulgular Tablo 4’de sunulmustur. Gorildugi
tizere, SH2U bilesigi uygulanan derisimlerde hiicreler
uzerinde toksik etki gostermemistir.
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Tablo 3. hMAO enziminin inhibisyonunun tersinirligi*
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Dializ oncesi Dializ sonrasi Dializ oncesi Dializ sonrasi
Bilesikler hMAO-A aktivitesi | hMAO-A aktivitesi | hMAO-B aktivitesi | hMAO-B aktivitesi | Tersinirlik
(%) (%) (%) (%)
inhibitér yoklugunda 100+0.00 100+0.00 100:0.00 100:0.00
Moklobemid 23.66+1.12 92.00+4.01 85.22+2.78 96.02+5.01 Tersinir
Selejilin 91.87+3.07 97.00+3.56 44.80+1.99 45.02+2.30 Tersinmez
Lazabemid 89.22+3.01 94.55+2.76 12.45+1.06 94.22+1.92 Tersinir
SH2U 80.26+3.11 97.00+4.19 18.50+1.52 97.26+3.47 Tersinir
*Bulgular, 3 bagimsiz deneyin ortalama + standart hatasi olarak ifade edilmistir.
Tablo 4. In vitro sitotoksisite bulgulan
% Canhhk
Bilesikler
1 pM 5 pM 25 pM
SH2U 97.55+3.01 96.74+2.10 92.45+1.98
Moklobemid 96.21 +2.78 78.44 £ 2.33 57.95 + 1.87"
Selejilin 94.26 + 3.02 85.24+1.78 62.20+3.16"
Lazabemid 96.33 + 1.85 89.24+2.30° 59.64+2.00"

Hiicre canliligi, kontrol degerin % si olarak belirtilmistir. Bulgular, 3 bagimsiz deneyin ortalama + standart hatasi olarak
ifade edilmistir. p<0.05 istatistiksel olarak onemli kabul edilmistir.

*p<0.05, **p<0.01, ***p<0.001.

TARTISMA

Daha onceki calismalarimizin sonuclarina gore
(25, 26) pirazolin yapisindaki bilesikler monoamin
oksidaz enzim inhibisyonu yapmaktadirlar. Bu
amacla 3’,5’-Dikloro-2’-hidroksi-4-metil salkon ile
izonikotinik asit hidrazitinin etanol icinde reaksiyona
sonucu 3-(3,5-dikloro-2-hidroksifenil)-5-p-
tolil-4,5-dihidropirazol-1-il)(piridin-4-il)metanon
(SH2U) bilesigi elde edilmistir. Elde edilen bu madde

orijinal olup yapiaydinlatmasi IR, 1H NMR ve elemental

girmesi

analiz yontemleri kullanilarak gerceklestirilmistir.
Bilesigin IR spektrumunda 3411 cm-1’de -OH ve 1671

Turk Hij Den Biyol Derg

cm-1’de de karakteristik amid karbonil (C=0) pikleri
gorulmustur. 1H NMR spektrumunda 2.99 ppm’de
HA, 3.55 ppm’de HB ve 5.39 ppm’de HX olmak Uzere
dublet dublet olarak goriilen Uc pik karakteristik
kiitle
spektroskopisi verilerinden goriilen molekiiler iyon

pirazolin yapisint  kanitlamaktadir.  Yine
piki ([M]+) SH2U bilesiginin yapisin1 kanitlamaktadir.
[M+2] izotop pikleri bilesigin bir halojen atomu
tasidigim1 gosterirken, [M+4] izotop piklerinin varlig:
bilesigin iki halojen atomu tasidigin1 gostermektedir
(26). Elemental analiz verileri de bilesigin yapisim

kanitlamaktadir.



Tablo 1’de goriilen baglanma enerjileri ve molekiiler
modelleme calismalarindaki baglanma 6zellikleri SH2U
bilesiginin MAO-B enzimine MAO-A enziminden daha
glicli sekilde baglandigin1 gostermektedir. hMAO-B
enzimi ile etkilesimin genellikle hidrofobik etkilesimler
ve hidrojen bag ile oldugu rapor edilmistir (27).
Molekiiler modelleme calismalar gostermistir ki, SH2U
bilesiginin hMAO-B enzimiyle etkilesiminde hidrofobik
etkilesimler ve hidrojen bagi rol oynamaktadir.
Bilesiklerin yapisinda bulunan hidrojen atomlarinin
halojen atomlan ile yer degistirmesinin molekiiliin
hidrofobisitesini ve hacmini arttirarak hMAO-B enzimine
baglanma giiciinii yiikselttigi dusiniilmektedir (27).
Bilesigimizde A halkasinda bulunan iki klor atomunun,
molekiilii daha hidrofobik bir hale getirerek hMAO-B
enzimiyle etkilesimi artirdig1 kanisina varilmstir. Chen
ve ark., bilesiklerin hMAO-B enzimine olan seciciliginin
temelde en az iki amino asit tarafindan belirlendigini
ve bu amino asitlerin Ile 199 ve Cys 172 oldugunu 6ne
surmuslerdir. Bu iki amino asit, hMAO-A enziminde
Phe 208 ve Asn 181 olarak bildirilmistir (27). hMAO-B
enziminin seciciliginde rol oynayan diger iki amino asit
Tyr 326 ve Leu 171°dir (27, 28). Tum bu veriler dikkate
alindiginda SH2U bilesiginin hem Ile 199 ile hem de
Cys 172 amino asitleri ile etkilesime girerek hMAO-B
enzimine baglandigim diisiinebiliriz. Yine hMAO-B
enziminin seciciliginde rol alan Tyr 326’nin A halkasinin
5. konumundaki klor atomu ve 2- pirazolin halkasi ile
etkilestigi goriilmektedir. Leu 171’in ise 2-pirazolin
halkasi ve B halkasi ile etkilestigi goriilmektedir. Oysa
bilesigimiz, hMAO-A enzimindeki iki amino asitten
sadece Phe 208 ile etkilesime girmektedir. Bu da
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