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BAZI YENI KALKON VE PIRAZOLIN TUREVI BILESIKLERIN ANTIDIYABETIK
ETKISININ IN VITRO VE IN SILICO OLARAK INCELENMESI

Fatma COLAK

Karadeniz Teknik Universitesi
Fen Bilimleri Enstitiisti
Kimya Anabilim Dali
Danisman: Prof. Dr. Melike YILDIRIM AKATIN
2025, 71 Sayfa

Bu tez ¢aligmasi kapsaminda, sentezlenen kalkon (K1, K2 ve K3) ve pirazolin (P1,
P2 ve P3) tiirevi bilesiklerin a-amilaz ve a-glukozidaz enzimleri iizerindeki inhibisyon
etkilerinin in vitro ve in silico yontemlerle incelenmesi amaglandi. Bu sayede, yeni
potansiyel antidiyabetik ajanlarin gelistirilmesine katkida bulunulmas1 hedeflendi.

a-Amilaz enzimi icin elde edilen sonuglara istatistiksel olarak bakildiginda, P2
molekiiliinlin standart inhibitdr olan akarboz ile ayn1 ICsy degerine sahip oldugu goriildii.
Molekiiliin a-amilaz1 non-kompetitif yolla inhibe ettigi ve K; degerinin 5,34 uM oldugu
belirlendi. Calisilan pirazolin molekiillerinin hepsinin istatistiksel olarak birbirleriyle ayn
ama akarbozdan daha iyi o-glukozidaz inhibisyonuna sebep oldugu belirlendi. Bunlar
icinde en diisiik /Csy degerine sahip olan P2 molekiiliiniin a-glukozidazi ise 1,14 uM’lik K;
degeriyle non-kompetitif yolla inhibe ettigi tespit edildi.

P2 molekiiliiniin hem o-amilaz hem de a-glukozidaz inhibisyonu i¢in umut verici

sonuglar sundugu ve antidiyabetik ajan olma potansiyelinin yiiksek oldugu belirlendi.

Anahtar Kelimeler: Antidiyabetik etki, Molekiiler Modelleme, Kalkonlar, Pirazolinler
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IN VITRO AND IN SILICO INVESTIGATION OF ANTIDIABETIC EFFECTS OF
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In this study, the inhibitory effects of synthesized chalcone (K1, K2, and K3) and
pyrazoline (P1, P2, and P3) derivatives on a-amylase and a-glucosidase enzymes were
investigated using both in vitro and in silico methods. The aim was to contribute to the
development of new potential antidiabetic agents.

Statistically, P2 molecule was found to have the same /Csy value as acarbose, the
standard inhibitor, for a-amylase. The molecule inhibited a-amylase non-competitively
with a Kj value of 5.34 uM. All of the pyrazoline molecules studied were found to inhibit
a-glucosidase more effectively than acarbose. Among these, P2 molecule with the lowest
ICsy value was found to inhibit a-glucosidase non-competitively with a K; value of 1.14
uM.

P2 molecule showed promising results for both a-amylase and a-glucosidase

inhibition, indicating a high potential as an antidiabetic agent.

Key Words: Antidiabetic effect, Molecular docking, Chalcones, Pyrazolines
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1. GENEL BILGILER

Enzimler, hiicresel reaksiyonlar1 baslatan, belirli substrat/substratlar1 hedef iirtinlere
dontistiiren ve bu siirecte degismeyen biyolojik katalizorler olarak islev gormektedirler
(Gtiner, 2007). Katalitik RNA molekiilleri hari¢ enzimlerin tamami protein yapisindadir ve
molekiil agirliklart diger proteinlerde oldugu gibi 12 binden baglayip 1 milyon Daltonun
lizerine c¢ikabilir. Bazi enzimlerin aktivite gosterebilmeleri i¢in aminoasitler disinda
kofaktor olarak isimlendirilen ilave kimyasal bilesiklere ihtiyaci vardir. Kofaktorler, bir
veya daha fazla inorganik iyon (Fe*", Mg®" veya Zn®" gibi) veya koenzim olarak bilinen bir
organik molekiil olabilir. Koenzimlerin ¢ogu diyetle az miktarlarda alinmasi gereken
organik molekiillerden yani vitaminlerden tiiremislerdir. Bir metal iyonu veya koenzim,
enzime kovalent bagli oldugunda prostetik grup olarak adlandirilir. Bir kofaktoriin bagh
oldugu enzimler holoenzim, bdyle bir enzimin protein kismi1 ise apoenzim veya apoprotein
olarak isimlendirilir (Nelson vd., 2008).

Enzimler, kimyasal reaksiyonlari hizlandirma yetenegine sahip katalizorlerdir. Bu,
substrat molekiillerinin daha hizli bir sekilde iirlinlere doniistiiriilmesini saglar. Enzimler
spesifik biyokatalizorler olup ¢ogu enzim yalnizca bir substrata veya ayni fonksiyonel
gruba sahip olan bir substrat serisine karsi etkindir. Reaksiyonlar1 katalizledikten sonra
genellikle degismeden kalir ve bir sonraki reaksiyonda tekrar kullanilabilirler (Nelson vd.,
2008). Enzimler, canli organizmalardaki tiim reaksiyonlarn ilimli kosullarda (diisiik
sicaklik, notral veya nétrale yakin pH gibi) gerceklesmesini saglayan ve bu reaksiyonlari

koordine eden katalizorlerdir.

1.1. Enzim Inhibisyonu

Enzimlerin in vitro ayn1 zamanda in vivo olarak calisma diizeyinin bazi maddeler
veya bilesikler vasitasiyla azaltilmasi ya da durdurulmasi enzim inhibisyonu olarak
adlandirilir. Bunu yapan maddelere veya bilesiklere de inhibitdr denir. Inhibitdrlerin
birgogu diisiik molekiil agirlig1 olan bilesikler veya iyonlardir. Ornegin ilaglarin ve toksik
molekiillerin enzimleri inhibe etme olasilig1 yiiksektir (Keha & Kiifrevioglu, 2020). Enzim

aktivitesinin inhibisyonu, biyolojik sistemlerde bir kontrol mekanizmasidir. Bunun yaninda



cesitli ilaclar ve zehirli bilesikler etkilerini enzim inhibisyonu yaparak gerceklestirir.
Gliniimiizde yaygin olarak kullanilan pek ¢ok ilag da enzim inhibitdrii olarak etki
gostermektedir. Inhibisyon olayindan ayni zamanda enzim etki mekanizmalarinin
incelenmesinde de faydalanilabilir (Smith & Simons, 2004).

Enzim inhibisyonu doniisiimlii (tersinir) ve doniisiimsiiz (tersinmez) olmak iizere iki
ana sinifa ayrilmaktadir. Donlislimsiiz inhibitorler, enzimin aktif bolgesindeki bazi
fonksiyonel gruplarla kovalent bag olusturarak substratin baglanmasin1 engellerler. Bu
tiirden inhibitorler, enzim molekiiliinden uzaklastirilamadigindan enzimin kataliz yapma
yetenegini ortadan kaldirirlar. Bu o6zelliklerinden dolayr doniisiimsiiz inhibitorler ister
dogal ister sentetik olsun hemen hemen toksik maddelerdir ve hiicre hasarina sebep olurlar.
Ornegin, diizopropil florofosfat (DFP) ve sarin gibi organofosforlu bilesikler asetilkolin
esteraz (AChE) adli enzimin aktif bolgesinde bulunan spesifik bir serin birimine baglanir
ve aktiviteyl inhibe eder. AChE, doniisiimlii bir reaksiyon olan asetilkolinin, kolin ve
asetik asitten sentezini katalizleyen bir enzimdir (Sekil 1). Asetilkolin olustuktan sonra
sinir sinyallerinin iletimi islemlerine katilir. Dolayisiyla asetilkolin esteraz enziminin

inhibisyonu ile sinir sinyallerinin taginma islemi durdurulmus olur (Gtiner, 2007).
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Sekil 1. Asetilkolin esteraz reaksiyonu

Dontistimlii  inhibitérler, enzime kovalent olmayan etkilesimlerle baglanir ve
dolayisiyla  enzim  molekiilinden  uzaklastirilabilirler.  DOniisiimlii  inhibisyon,
mekanizmalari, enzim aktivitesine etkileri ve reaksiyon kinetigi agisindan farkliliklar
gosterir ve esasen Ui¢ farkli sekilde gerceklesir. Bu inhibisyonlarda inhibitér molekiilii ya
enzim aktif bolgesine ya da aktif bolge disindaki 6zel bolgelere baglanir. Aktif bolgeye
baglanabilen inhibitérler yarismali (kompetitif) inhibitér olarak adlandirilir. Enzim
aktivitesini aktif bolge disindaki bolgelere baglanarak engelleyen inhibitorler ise

yarismasiz (un-competitif ve non-competitif) inhibitorlerdir.



Yarigmali inhibitorlerin yapist substrat molekiiliiniin yapisin1 oldukc¢a benzer.
Dolayisiyla enzimin aktif bolgesine doniisiimlii olarak ve substratla yarisir gibi baglanirlar.
Boylece ya gergek substrat ya da inhibitdr enzimin aktif bolgesine baglanir ve enzim-
substrat (ES) veya enzim-inhibitor (EI) kompleksi olusur. Substrat ve inhibitor enzime ayni
anda baglanmaz (Sekil 2). Dolayistyla inhibitér madde enzime baglandiginda bir iiriine
donlisemeyeceginden enzimin aktivitesi yavaslar ve durur. Eger ortamda inhibitore oranla
daha yiiksek konsantrasyonlarda substrat varsa enzim aktivitesi tekrar substrat lehine doner

(Nelson vd., 2008).

E+S > ES >E+P

+
' > @
E' TO

Sekil 2. Yarismali inhibisyon

Yarigmali inhibisyonda, inhibitériin enzim aktif bolgesine baglandigi denge
islemlerinde enzim-inhibitér kompleksinin olusma ve bozulma islemlerine ait hiz
sabitlerinin orani inhibitor sabiti (Kj) ile belirlenir. Lineweaver - Burk grafiginde inhibitor
yoklugunda ve varlifinda elde edilen dogrularin ayni Vs degerini vermesi (Sekil 3)

yarismali inhibisyon oldugunu gosterir (Giiner, 2007).
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Sekil 3. Yarigmali bir inhibisyon i¢in Lineweaver - Burk grafigi



Yarigmasiz inhibitorler, enzim ylizeyinde fakat aktif bolge disinda bir bolgeye
doniisiimlii olarak ve biiyiikk bir ilgiyle baglanir. Iki farkli sekilde gerceklesebilen
yarismasiz, inhibisyonda inhibitdr molekiilii ya sadece enzim substrat (ES) kompleksine
baglanabilir ya da substratin enzime baglh olup olmadigindan bagimsiz olarak enzim tiirleri
(E ve ES) ile etkilesebilir. Inhibitériin sadece ES ile etkilestigi inhibisyon tiirii yarismasiz
(un-competitif) inhibisyonda olarak adlandirilir (Sekil 4). Bu inhibisyonda, inhibitor
substratla hi¢bir zaman yarismaz ve substrat konsantrasyonunun artmasiyla inhibisyon
ortadan kalkmaz. Inhibitdriin baglanmasiyla enzimin yapisinda meydana gelecek
degisimler sonucu enzim-substrat kompleksinde substrat molekiilleri {irlinlere

doniistiiriilemez (Nelson vd., 2008).
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Sekil 4. Yarigmasiz (un-competitif) inhibisyon

Un-competitif inhibisyonda, Viaks ve Ky, degerlerinin her ikisi de degisir (Sekil 5).
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Sekil 5. Sadece ES kompleksine baglanarak gerceklesen yarismasiz bir inhibisyon (un-
competitif) i¢in Lineweaver - Burk grafigi



Diger bir yarismasiz inhibisyon tiirli olan non-competitif inhibisyon enzimin substrati
ile etkilesimine bagli olmaksizin gergeklesir. Bu tlirden inhibitorler serbest enzime ya da
ES kompleksine baglanabilir (Sekil 6). Boylece, inhibitdr, enzime substrat baglanmasini
engellemez, ancak enzim-substrat-inhibitor (ESI) kompleksi olusturmak iizere ES

kompleksine baglanarak enzimatik reaksiyonu yavaslatir (Keha & Kiifrevioglu, 2020).
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Sekil 6. Yarigsmasiz (non-competitif) inhibisyon

Bu yolla gerceklesen yarigmasiz inhibisyonda V. degeri degisirken K, degeri
degismez (Giiner, 2007, Sekil 7).
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Sekil 7. Substratin enzime bagli olmasindan bagimsiz olarak gergeklesen yarismasiz
inhibisyon (non-competitif) i¢in Lineweaver - Burk grafigi

1.2. Enzim Inhibisyonunun Farmasotik Onemi

Enzim inhibisyonu, farmakolojide énemli bir rol oynar ¢iinkii bir¢ok ilag, enzimleri

hedef alarak etki gosterir. Enzim inhibitorleri, biyolojik sistemlerde spesifik hiicresel



reaksiyonlar1 diizenleyerek veya durdurarak terapotik etki saglayabilirler. Bu, o6zellikle
enzimlerin asir1 aktif oldugu hastaliklarin tedavisinde kullanilabilir.

Ornegin, bir enzimin inhibisyonuna sebep olan bir ilag, belirli bir biyokimyasal
reaksiyonu engelleyerek hastalik semptomlarin1 hafifletebilir. Bu nedenle, enzim
inhibitorleri, ilag kesif siirecinde 6nemli bir rol oynamaktadir. Ornegin, asetilkolin esteraz
(AChE) inhibitorlerinin Alzheimer hastaligt (AD), yashilik demansi, ataksi, miyastenia
gravis ve Parkinson hastaligini iyilestirmede uygulamalar1 vardir. Glutatyon S- transferaz
(GST) inhibitorleri, antikanser ve antiparazitik ila¢g direnci problemlerinin {istesinden
gelmek kullanilirlar. a-Glukozidaz aktivitesini inhibe eden bilesikler ise Tip 2 diyabet ve

obezite problemlerinin tedavisinde kullanilmaktadir (Chauhan vd., 2012).

1.3. Diabetes Mellitus (DM)

Diyabet, insiilin eksikligi ya da insiilin etkisindeki defektler nedeniyle organizmanin
karbonhidrat, yag ve proteinlerden yeterince yararlanamadigi, stirekli tibbi bakim
gerektiren, kronik bir metabolizma hastaligidir (Gtil, 2015). Diyabet, her yil diinya ¢apinda
bir milyondan fazla amputeden sorumludur, korliigiin ve bobrek yetmezliginin en énemli
nedenidir. Diyabetin; Tip 1 diyabet, Tip 2 diyabet, sekonder diyabet ve gestasyonel diyabet
(gebelik diyabeti) olmak {izere 4 ana ¢esidi vardir.

Tip 1 diyabet genellikle ¢ocuklarda ve genclerde goriilmekle birlikte son yillarda
yetiskin yaslarda saptanan Tip 1 diyabet olgular1 da artmaktadir. Eriskin yasta (genellikle
30 yasindan sonra) goriilen Tip 1 diyabet formu, eriskinde latent otoimmun diyabet (latent
autoimmune diabetes in adult, LADA) olarak adlandirilmaktadir. Bunlarda, adacik
otoantikorlar1 pozitiftir. Tip 2 diyabet ise genellikle 30 yasindan sonra ortaya ¢ikmakla
birlikte son yillarda 6zellikle yasam ve giinliik aktivitelerdeki degisiklikler ve artan obezite

siklig1 nedeniyle ¢cocuk ve adolesan yaslarinda da goriilmektedir (Y1lmaz vd., 2019).

1.3.1. Tip 1 Diyabet

Tip 1 diyabet, tiim diyabet hastalarinin %5-10’luk kisminit olusturan, etiyolojisinde
genetik ve g¢evresel etkenlerin sorumlu oldugu, mutlak insiilin yetmezligi ile sonuglanan,

otoimmunite ile iligkili bir beta hiicre yikimi hastaligidir (Kutlutiirk, 2015). Insiilin,



viicuttaki hiicrelere glukozun girisini saglayan bir hormondur. Tip 1 diyabetli bireylerde,
bagisiklik sistemi, insiilin tiretiminden sorumlu olan pankreasin beta hiicrelerini hedef
alarak yok eder. En sik goriildiigii yas grubu 7-15 yaslaridir. Otoimmunitenin varligina
gore Tip la ve Tip 1b olarak ikiye ayrilmaktadir. Otoimmiinite sonucu olusan Tip la,
olgularin %90’m1 olustururken ¢ocukluk yas grubunda goriilen otoimmun kaynakl
olmayan Tip 1b ise %10’luk kismini olusturmaktadir (Abaci vd., 2007). Tip 1 diyabetli
bireyler genellikle 6miir boyu insiilin tedavisi alirlar. Bu ilaglar, kan sekerini hedeflenen

araliklarda tutarak diyabetin uzun vadeli komplikasyonlarin1 azaltmaya yararlar.

1.3.2. Tip 2 Diyabet

Tip 2 diyabet, viicudun iirettigi insiilinin etkili bir sekilde kullanilamadig1 veya
yeterli iiretilemedigi bir metabolik hastaliktir. Tip 2 diyabet genellikle yas, obezite, genetik
yatkinlik ve yasam tarzi faktorleriyle iliskilidir. Bu hastalikta insiilin direncinin gelismesini
takiben glukoz toleransinda bir bozulmanin ve goreceli insiilin eksikliginin neden oldugu
kan dolasimindaki yiiksek glukoz seviyeleri dikkat cekicidir. Insiilin direnci, kas
hiicrelerinin glukoz ve trigliseritleri alma ve saklama yetenegini bozar. Boylelikle kanda
dolasan glukoz ve trigliserit seviyeleri artar. Bozulmus glukoz seviyesi, kardiyovaskiiler
hastalik i¢in 6nemli bir risk faktorii olarak kabul edilir (Celiker, 2017).

Tip 2 diyabet genellikle yasam tarzi degisiklikleri ve ilag tedavisiyle yonetilebilir.
Ancak, tedavinin etkinligi bireyden bireye degisebilir ve uzun vadeli saglik yonetimi i¢in
diizenli izlemeler ¢ok onemlidir. Tip 2 diyabetli birey sayisinin 2030 yilina kadar 642
milyona ¢ikmasi beklenmektedir (Roglic, 2016).

1.3.3. Gestasyonel Diyabet (Gebelik Sekeri)

Gebelikle iliskili hiperglisemi, anne, fetlis ve yenidogan i¢in kotli sonuglar
dogurabilir (Geurtsen vd., 2019). Gebelik sekeri olan annelerden dogan yenidoganlarin,
eriskinlikte diyabet gelistirme riski daha yiiksektir (Hollander vd., 2007). Erken dogum,
gebelik haftasina gore biiylik bebekler, makrosomi (dogum agirligi > 4,5 kg), sezaryen
dogum ve preeklampsi gibi gebelikle ilgili komplikasyonlarin artan sikligi, Oncelikle

hamilelik sirasinda hiperglisemiye baglidir. Gebelik sekeri, ailede diyabet oykiisii, obezite,



ileri anne yasi, polikistik over sendromu, hareketsiz yasam tarzi ve gevresel kirleticilere
maruz kalma gibi ¢esitli risk faktorlerinden etkilenebilir (Plows vd., 2018). Gebelik sekeri
tanisi, aglik kan sekeri diizeylerini, 75 g oral glukoz yiiklemeden sonraki kan sekeri
diizeylerini ve diger ilgili parametreleri degerlendirmeyi iceren belirli kriterlere dayanir
(Chukwunyere vd., 2020).

Bu diyabet tiirleri yaninda hibrit diyabet formlar1 da mevcuttur. Bunlardan bazilari
yavas ilerleyen immiin aracili diyabet, ketozis egilimli Tip 2 diyabet, beta hiicre genetik
bozukluklari, insiilin fonksiyon genetik bozukluklar1 ve ilag veya kimyasal madde indiikli

diyabet olarak siralanabilir (Antar vd., 2023).

1.4. a-Amilazlar, a-Glukozidazlar ve inhibitorleri

a-Amilazlar (E.C. 3.2.1.1.), amiloz veya amilopektin zincirinin i¢ kisminda bulunan
a-1,4 glikozidik baglarini hidroliz ederek pargalar. Bunun sonucunda amilozdan maltotrioz
ve maltoz, amilopektinden ise maltoz, glukoz ve limit dekstrinler olusur (Brayer vd., 1995;
Tiwari vd., 2015). a-Amilazlarin ¢ogu, aktiviteleri, yapisal biitlinliikleri ve stabiliteleri i¢in
kalsiyum iyonlarma (Ca®") ihtiya¢ duyan metaloenzimlerdir. Glikozit hidrolaz enzim
grubunun 13. ailesine (GH-13) aittirler. Bu enzimler, katalitik bolge birimlerini igeren 8
(a/B) veya TIM varil yapisina sahiptir ve birincil yapilarinda dort tane yiiksek oranda
korunmus bolge icerirler (Svensson, 1994). Bu enzimler, diinya enzim iiretiminin yaklasik
%30'unu olusturmaktadir. Insan fizyolojisinde, hem tiikiiriik hem de pankreasda ve ayrica
bitkilerde, mantarlarda ve bakterilerde (Bacillus) de bulunurlar (Tiwari vd., 2015).

a-glukozidazlar, mikroorganizmalar (bakteriler, kiifler, mayalar), bitkiler ve
hayvanlar dahil olmak iizere dogada yaygin olarak bulunurlar. Bu enzimler, esas olarak
maltooligosakkaritler gibi polisakkaritlerin indirgeyici olmayan ucundaki a-1,4-glikozidik
baglarin ekzohidrolizi ile glukozu serbest birakan enzimlerdir (Zhai vd., 2022). Insanlarda,
ince bagirsagin fircamsi kenarinda ve lizozomlar gibi diger hiicresel bolmelerde yer alirlar
(Almasi & Mohammadipanah, 2021). Bir¢ok a-glukozidaz, ozellikle glikozit hidrolaz
(GH) ailesi 13'e ait olanlar, ii¢ domainden olusan ortak bir genel yapiya sahiptir: bir (B/a)8-
varil kivrimina sahip katalitik domain A, dongli acisindan zengin bir domain B ve
korunmus bir domain C. Katalitik domain A tipik olarak domain B ve C arasinda yer alir.
Katalitik domaindeki tekrar eden (P/a)8-varil yapisi, farkli a-glukozidazlar arasinda

substrat baglanmasi ve kataliz i¢in korunmus bir evrimsel kdken ve ortak bir mekanizma



oldugunu diisindiirmektedir. Ek domainlerin varlig1 ise muhtemelen substrat 6zgiilliigiine
ve diizenlenmesine katkida bulunmaktadir (Zhai vd., 2022).

Giliniimiizde ¢ok O©nemli hastaliklar, enzim inhibitorleri ile tedavi edilmeye
calisilmaktadir. Bu hastaliklarin en Onemlilerinden bir tanesi kronik hiperglisemi ile
karakterize edilen Diabetes Mellitus (DM)’dur. 20—yilinda tahmini 422 milyon yetiskinin
DM ile yasadig1 rapor edilmistir. Bu saymin 2030 yilina kadar 642 milyona ¢ikacagi
ongoriilmektedir (Roglic, 2016).

Postprandiyal hiperglisemi, yemek yendikten sonra kan glukoz seviyesinin yiiksek
kaldig1 bir durumdur ve diyabet ile diyabete bagli retinopati, néropati, kardiyovaskiiler
hastaliklar gibi ikincil komplikasyonlarin yonetiminde dikkate alinmasi gereken cok
Oonemli bir faktordiir. Bu nedenle kan sekerinin belirli sinirlar i¢inde kontrol edilmesi
gerekmektedir (Mcdougall & Stewart, 2005).

Gastrointestinal sistemde, kompleks karbohidratlar, ¢oklu pargalanma reaksiyonlari
ile ince bagirsakta emilebilen form olan monosakkaritlere parcalanirlar. Sindirim stireci,
esas olarak pankreas ve tiikliriik bezleri tarafindan iiretilen a-amilazlarin (EC 3.2.1.1)
salgilanmasiyla baslar. Bu enzim nisastanin daha kisa polisakkaritlere hidrolizini katalizler
(Mandel & Breslin, 2012). Midenin asidik ortami, tiikiirik amilazinin enzimatik
aktivitesini inhibe eder ve nisastanin daha fazla pargalanmasin1 engeller. Mide igeriginin
ince bagirsaga girmesiyle, kismen hidrolize nisasta, pankreastan salgilanan ve o-1,4
baglarin1 hedef alan a-amilazlarin etkisiyle daha kiigiik pargalara doniisiir (des Gachons &
Breslin, 2016). Karbohidrat metabolizmasindaki son adim, enterositlerin liimen yiizeyinde
bulunan ve ince bagirsakta salgilanan a-glukozidazlar (EC 3.2.1.20) araciligiyla
tamamlanir. o-glukozidazlar, disakkaritlerin (maltoz ve sakkaroz) hidrolitik olarak
monosakkaritlere (glukoz ve fruktoz) pargalanmasimi katalize eden anahtar enzimlerdir
(Jongkees & Withers, 2014; Lombard vd., 2014). Yapilan c¢alismalar, Tip 2 diyabet
hastalarinda a-glukozidazin 1,5 kat asir1 ekspres edildigini ve boylelikle tokluk glukoz
seviyelerindeki artiga katkida bulundugunu gostermistir (Dyer vd., 2002).

Karbonhidrat sindiriminin son asamalarini yavaslatan ve sonug¢ olarak glukozun
dolagima girisini 6nleyen a-amilaz ve a-glukozidaz inhibitorleri, hipergliseminin uygun bir
profilaktik tedavisi olarak kabul edilir. Bu inhibitorler, genellikle hafif diyabet i¢in bir
monoterapi olarak veya siddetli diyabet i¢in diger oral ilaglar veya insiilin ile kombinasyon

halinde kullanilir (Gao vd., 2018).
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Klinik uygulamada en ¢ok kullanilan a-amilaz ve a-glukozidaz inhibitérleri akarboz,
miglitol ve voglibozdur (Joshi vd., 2015). En sik recete edilen ilag olan akarboz
aktinomisetler'den izole edilen bir psddo-karbohidrattir (Luo vd., 2001). Diger mevcut
inhibitorler arasindaki vogliboz mikrobiyal kaynakli ve miglitol ise sentetik olarak 1-
deoksinojirimisinden tiiretilen bir maddedir (Tan vd., 2018). Ancak, bu inhibitorler diyare,
karin agris1 ve gaz gibi hafif, kisa siireli ve doza bagli gastrointestinal (GI) yan etkilere
sebep olmaktadir (Hedrington & Davis, 2019). Bu nedenle, hastalifi yonetmek icin, yan
etkisi olmayan veya ¢ok az olan dogal kaynakl iirlin veya sentetik kimyasal bilesiklerin
alternatifleri ¢ekici segenekler olarak ortaya ¢ikmaktadir. Dolayisiyla, yeni a-amilaz ve a-
glukozidaz inhibitorlerin arastirilmasi ve kesfedilmesi igin siirekli bir c¢aba sarf

edilmektedir (Chen vd., 2017; Abbas vd., 2019).

1.5. ADME Ozellikleri

Farmasotik bilesiklerin emilim, dagilim, metabolizma ve eliminasyon (ADME)
ozelliklerinin tahminiyle ilgili arastirmalar giin gectikce artmaktadir. ADME 6zellikleri
belirlenmediginde ila¢ gelistirmenin son asamalarindaki basarisizliklar 6nemli derecede
artmaktadir ve bu durum ilag¢ endiistrisindeki Ar-Ge maliyeti iizerinde biiylik bir olumsuz
etki yaratmaktadir. Molekiillerin ADME 6zelliklerini modelleme yetenegi, ilag kesif
stirecini kolaylastirmaktadir. Glinlimiizde en yaygin kullanilan ADME modeli, Lipinski'nin
5 kuralidir. Lipinski'nin 5 kuraly, ilaglar ve ilag olmayan bilesikler arasinda ayrimi yapmak
i¢in yararli bir aractir.

Model, iki veya daha fazla kural karsilayan bilesikler i¢cin farmakolojik benzerlige
dayali olarak yiiksek basar1 veya basarisizlik olasiligin1 6ngérmektedir. Bir ilacin insan
viicudundaki farmakokinetigi i¢in 6nemli olan molekiiler 6zelliklerin ana hatlarini ¢izen
Lipinski’nin 5 kurali, incelenen bilesigin taninmis ilaglara benzerligini karsilastirmak i¢in
kullanilmaktadir. Lipinski'ye gore oral yoldan alinan aktif bir ilacin molekiil agirligt (MW)
<500 Da, LogP <5 (veya MLogP < 4,15), hidrojen bag1 akseptorlerinin sayis1 <10 ve
hidrojen bagi dondrlerinin sayisi <5 olmalidir. Ek olarak, tiim bilesiklerin 10'dan az
donebilen baga ve 140'tan az A2 topolojik polar yiizey alanina (TPSA) sahip olmasi,
bunlarin iyi oral biyoyararlihgini dogrulamaktadir. ilag olarak etki gosteren bilesikler ayn1

zamanda %64,44 ile %97,69 arasinda kayda deger bir emilim yiizdesi aralig1 da gosterir.
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Bu nedenle, bu kural ile uyumlu olan bilesikler, dogada ila¢ benzeri olarak kabul edilir

(Lipinski vd., 1997; Veber vd., 2002; Kerkour vd., 2024).

1.6. Molekiiler Modelleme

Molekiiler modelleme ¢alismalari, kiigiik bir molekiil ile bir protein arasindaki
atomik seviyedeki etkilesimi acgiklamak icin kullanilabilmekte ve hedef proteinlerin
baglanma bolgesindeki kiiclik molekiillerin davranisini karakterize etmenin yani sira temel
biyokimyasal siireclerin agiklanmasmma da olanak tanimaktadir (McConkey vd., 2002).
Modelleme islemi iki temel adimi igerir. Bunlardan ilki ligand konformasyonunun
proteinin ilgili bolgesi icindeki konumu ve yoneliminin tahminidir. Ikinci basamakta ise
baglanma afinitesi belirlenir ve degerlendirilir (Meng vd., 2011).

Modelleme islemleri 6ncesinde baglanma yerinin konumunun bilinmesi, islemin
verimliligini énemli Ol¢lide artirir. Cogu durumda baglanma bolgesi, ligandlarin buraya
yerlestirilmesinden Once bilinir. Ayrica, hedef proteinin benzer bir islevi paylasan bir
protein ailesiyle veya diger ligandlarla birlikte kristalize edilmis proteinlerle
karsilastirilmast yoluyla alanlar hakkinda bilgi elde edilebilir. Baglanma bdlgeleri
hakkinda herhangi bir bilgi mevcut degilse, GRID (Goodford, 1978; Kastenholz vd.,
2000), POCKET (Levitt, 1992), PASS (Brady & Stouten, 2000) ve MMC (Mezei, 2003)
gibi kavite tespit programlari veya g¢evrimi¢i sunucular kullanilarak proteinler i¢indeki
aktif bolgeler tespit edilebilir.

Molekiiler modelleme teknikleri i¢in hem ticari hem de iicretsiz sekilde ulasilabilen
cesitli hesaplama araglar1 ve algoritmalar mevcuttur. Bu programlar ve araglar, ilag
arastirmalarinda ve akademik alanlarda kullanilmaktadir (Agu vd., 2023). Bunlar i¢inde sik
kullanilan yerlestirme programlarindan bazilar1 AutoDock Vina, Discovery Studio,
Surflex, AutoDock GOLD, Glide, MCDock, MOE-Dock, FlexX, DOCK, LeDock, rDock,
ICM, Cdcker, LigandFit, FRED ve UCSF Dock’dur. Bu programlar arasinda AutoDock
Vina, Glide ve AutoDock GOLD ise en ¢ok tercih edilen segenekler olarak belirlenmistir
(Potluri vd., 2021; Ghode & Jain, 2018; Tomar, 2018).
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1.7. Kalkon ve PirazolinTirevleri

Kalkonlar, iki aromatik halkanin o,f-doymamis karbonil sistemini igeren ii¢ zincirli
bir birimle birbirine baglanmasi sonucu olusan agik zincirli flavonoid sinifi bilesiklerdir

(Cs-C3-Ce) (Sekil 8).

Sekil 8. Kalkonlarin genel yapisi

Son yillarda yapilarinda flor atomu ihtiva eden potansiyel ilag adayr olabilecek
kalkonlar oldukca yaygin hale gelmistir. Kalkonlar, ayn1 zamanda insan kanserlerinin
tedavisi icin umut verici iyilestirici etki gosteren anti kanser ajanlarinin bir sinifidir (Yildiz
& Ari, 2023). Flor atomunun biyolojik olarak aktif bir molekiiliin yapisinda yer almasinin
minimum sterik etkiye sebep oldugu ve enzimlerin aktif bolgeleri ve diger biyolojik
sistemlerle etkilesimi kolaylastirdig1 bildirilmektedir. o,f-Doymamis ketonlar olarak da
adlandirilan kalkonlar dogal iiriinlerin 6nemli bilesenleri olmalarinin yaninda sentetik
tirevlendirmeler i¢in de ¢ok dnemli onciil bilesiklerdir (Burmaoglu, 2017). Kalkonlar ve
bunlarin sentetik tiirevleri antihipertansif, antidiyabetik, antiretroviral, antihistaminik,
antiinflamatuvar, antioksidan, antitiiberkiiloz, antifungal, antiiilser ve antikanser gibi ¢ok
genis farmakolojik 6zelliklere sahiptirler (Mahapata vd., 2015). Ornegin, metokalkon (1)
koleretik ve ditiretik olarak, sofalkon (2) antitilserik ve mukoprotektif olarak ve hesperidin
metilkalkon (3) vaskiiler koruyucu olarak klinik onayli olan ilaglar arasindadir (Ouyang

vd., 2021), (Sekil 9).



8]
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Sekil 9. Onaylanmis ve klinik olarak test edilmis bazi kalkonlarin kimyasal yapilari

Kalkonlar sadece sergiledikleri biyolojik aktivitelerle degil ayni zamanda yeni
bilesiklerin sentezinde de iyi bir onciil olduklari icin 6nemlidirler. Icerdikleri a,f-
doymamis karbonil birimi ve siibstitiie aromatik halka sayesinde kimyasal olarak oldukca
aktif olup 5, 6 ve 7 flyeli heterosiklik bilesiklerin sentezinde uygun ara triinlerdir.
Heterosiklik bilesikler, organik bilesiklerin en 6nemli kategorisidir. Tiim biyolojik stirecler
esas olarak heterosiklik yapiya sahip organik molekiiller tarafindan diizenlenir. Bu
baglamda kalkon bilesiklerine hidrazin hidratin asit katalizli ortamda Michael katilmasi
sonucu 3,5-disiibstitiie-2-pirazolin bilesiklerinin sentezi gercgeklestirilmektedir. Pirazolin
siifi bilesikler, halka yapisinda ii¢ karbon atomu, birbirine komsu iki azot atomu ve bir
cifte bag iceren bes liyeli heterosikliklerin bir sinifidir (Varghese vd., 2017; Ardiansah,
2018; Vincent vd., 2020), (Sekil 10). Bu bilesikler dogada alkaloid, vitamin, pigment,
hayvan ve bitki hiicre bilesenleri olarak degisik formlarda yaygin bir sekilde
bulunmaktadirlar (Kahriman, 2020).

N === NH
/

Arl/Rl Ar2/R2

Sekil 10. 3,5-Disiibstitiie pirazolin halka sistemi
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Insanlar {izerinde farmakolojik etkileri olan bu bilesikler, dogada nadir olmalarmna
ragmen alkaloit olarak ta siniflandirilir. Tibbi kimya alaninda ¢ok sayida bilim insani, bir
dizi hastaligt tedavi etmek igin pirazolin sistemi tizerinde kapsamli c¢aligmalar
gerceklestirmektedir. Birgok pirazolin tiirevinin cesitli pestisit, fungisit, antibakteriyal,
antidiyabetik, antimalaryal, antitimoér, antifungal, antidepresan, anti-Alzheimer,
antituberkiiloz, antikanser, anti-EGFR ve anti-Parkinson aktivite, monoanmin oksidaz
inhibitorii ve bocek oOldiiriicii olarak kullanildigi bilinmektedir (Kahriman vd., 2017;
Kahriman, 2020; Kumar vd., 2020; Saeed vd., 2024).

Fenazon / amidopiren / metampiron (analjezikler), azolid / tandearil
(antiinflamatuvarlar), indoksakarb (insektisitler) ve anturan / allopurinol (lirikoziirikler)
molekiilleri ilag olarak kullanilan sayisiz biyoaktif pirazolin sinifi bilesiklerden sadece bir
kacidir (Bardalai & Panneerselvam, 2012). Pirazolin yapis1 iceren ve klinik olarak

onaylanmis ilaclarin bazilarmin yapisi Tablo 1’de goriilmektedir (Haider vd., 2022).
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Tablo 1. Pirazolin igeren klinik olarak onaylanmais ilaglarin bazilari

Ilag

Yapisi

Klinik endikasyonu

Aksitinib (Inlyta)

Aksitinib, siddetli aplastik anemi
ve direngli aplastik anemi igin
antikanser ilaci olarak kullanilan
bir tirosin kinaz inhibit6ridiir.

Fenazon (Antipyrine)

Penazon, analjezik ve antipiretik
olarak kullanilan, non-steroidal
antiinflamatuar bir ilagtir.

.‘l\' N s Metampiron, agr1 kesici olarak
Metampiron (Analgin) N N\__ 0 ve atesli durumlarda kullanilan
S ONa bir ilagtir.
- 0

,I B

e
. ! Analjenik ve antipiretik olarak

N
Ramifenazon = Ny kullanilan bir ilagtir.

Aminopiren (Pyramidon)

Analjenik, antiinflamatuvar ve
antipiretik olarak kullanilan bir
ilagtir.

Famprofazon

Famprofazon ates tedavisinde
kullanilan nonsteroidal
antiinflamatuvar bir ilagtir.

Ibrutinib (Imbruvica)

Ibrutinib, tirozin kinaz
inhibitoridir. Kronik lenfositik
16semi ve lenfoma tedavisinde
kullanilir.
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1.8. Cahsmanin Amaci ve Onemi

Yukarida da bahsedildigi gibi daha onceki calismalarda kalkon tiirevlerinin
antidiyabetik, antiinflamatuar, hipolipidemik vb. olmak iizere ¢esitli biyolojik aktiviteler
gosterdigi tespit edilmistir. Ozellikle, sentetik ve dogal kalkonlarmn (bitkilerden izole
edilmis) antidiyabetik aktiviteleri lizerine yapilan ¢aligmalarla umut verici sonuglar elde
edilmistir (Kahssay vd., 2021). Ayrica yine antioksidan, antiinflamatuar, antifungal,
analjezik, antipiretik, antibakteriyel, antidiyabetik, antiviral ve antitlimoral gibi biyolojik
aktiviteleri oldugu bilinen pirazolinler son zamanlarda tibbi kimyadaki en degerli
heterosiklik yapilardan biri olarak kabul edilmektedir (Haider vd., 2022).

Hem kalkon bilesiklerinin, hem de pirazolin bilesiklerinin olduk¢a biyoaktif
bilesikler olmalari, bu bilesiklerin antidiyabetik ozellikleri {lizerine ¢alismalarin smnirh
olmas1 ve diyabetin giiniimiiziin en ciddi problemlerinden birisinin olmasi sebebiyle bu tez
calismasinda bazi aminofenil ve 2/3/4-triflorometilfenil siibstitiie kalkon ve pirazolin
tiirevlerinin antidiyabetik ozelliklerinin aragtirilmasi hedeflendi. Bu baglamda, KTU Fen
Fakiiltesi Kimya Boliimii Organik Kimya Anabilim Dali Ogretim Uyesi Prof. Dr. Nuran
KAHRIMAN tarafindan sentezlenen 3 adet kalkon (K1, K2, K3) ve 3 adet pirazolin (P1,
P2 ve P3) bilesiginin a-amilaz ve a-glukozidaz enzimleri iizerine inhibitor etkilerinin in
vitro ve in silico olarak incelenmesi amaglandi. Bu bilesiklerden K2 ve K3 literatiirde
mevcut bilesikler olmasina ragmen, bu bilesiklerin bu enzimlere kars1 inhibitor
ozelliklerinin arastirilmasina dair herhangi bir calismaya literatiirde rastlanmamaistir (Zhang
vd., 2021). K1, P1, P2 ve P3 bilesikleri ise ilk defa bu calisma kapsaminda sentezlenen
yeni bilesiklerdir (Sekil 11).

NH2 o NH, N=NH
/
N
| =—CF,
=
K1: 2-CF3; K2:3-CF3; K3: 4-CF;3 P1: 2-CFj3; P2:3-CFj3; P3: 4-CF;

Sekil 11. Sentezlenen kalkon ve pirazolin bilesiklerinin yapilari



2. YAPILAN CALISMALAR

2.1. Kullanilan Materyaller

2.1.1. Cihazlar, Enzimler ve Baz1 Kimyasallar

Calismada, kullanilan cihazlar ile enzimler ve bazi kimyasal maddeler sirasiyla Tablo

2 ve 3’te verilmistir.

Tablo 2. Kullanilan cihazlar

Cihaz Adq Marka Model
Spektrofotometre Perkin Elmer Lambda 25
Mikrotiipler I¢in Termal Sallayict Boeco TS-100 Thermo Shaker
Saf Su Cihazi Sartorius Arium 611UV
pH Metre InoLab WTW pH 720
Buz Makinesi Hoshizaki FM-80EE
Vorteks Thermolyne Type 37600 Mixer
Buzdolab1 Profilo BD4303ANFE
Terazi Ohaus Pioneer
Otomatik pipetler Socorex Acura 825

Tablo 3. Kullanilan enzimler ve bazi1 kimyasal maddeler

Enzimler/Kimyasallar

Markasi/Kodu

a-Glucosidase from Saccharomyces cerevisiae

a-Amylase from porcine pancreas
4-Nitrofenil a-D-glukopiranozid (pNPG)

Akarboz

Coziiniir nisasta

Sigma-G5003
Sigma-A3176
Sigma- N1377

Sigma-PHR1253

Sigma- S9765

2.1.2. Cozeltiler

Yapilan deneysel calismalarda kullanilan c¢ozeltilerin, igerikleri ve hazirlaniglar

asagida verilmis olup aksi belirtilmedikge biitiin ¢ozeltiler saf su ile hazirlanmistir.


https://www.sigmaaldrich.com/TR/en/product/sial/s9765
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6 mM Sodyum Kloriir (NaCl) igeren Fosfat Tamponu (20 mM, pH 7,0): 0,4175 g
KH,PO,4, 0,3365 g K,HPO4 ve 0,0877 g NaCl yaklasik 240 mL saf suda
¢oziildiikten sonra pH’s1 7,0’a ayarland1 ve hacmi 250 mL’ye tamamlandi.

Stok a-Amilaz Cozeltisi (4,8 U/mL): 10 mg enzim 6 mM NaCl igeren fosfat
tamponunda (20 mM, pH 7,0) ¢oziildiikten hacmi yine ayni tamponla 25 mL’ye
tamamlandi. Elde edilen enzim ¢d6zeltisi kiiclik porsiyonlar seklinde ependorf
tiiplere ayrilarak 9 giine kadar -20°C’de saklandi.

Calisma a-Amilaz Cozeltisi (1 U/mL): 208 uL stok enzim ¢ozeltisi lizerine 792
uL 6 mM NaCl iceren fosfat tamponu (20 mM, pH 7,0) ilave edilerek hazirlandi.
Nisasta Cozeltisi (%]1): 0,5 g ¢ozliniir nisasta saf su ile bulamag haline getirilerek
onceden kaynamaya birakilmis olan yaklasik 40 mL saf suyun igine katildi.
Berraklasana kadar kaynatilip sogutulduktan sonra hacmi 50 mL’ye tamamlandi.
Cozelti A: 0,1035 g NaOH, 1 mL fenol ¢6zeltisi (Sigma-P4557) ve 9,3 mL saf su
tyice karistirilip 1,035 g sodyum bisiilfit ilave edildi.

Cozelti B: 1,32 g dinitrosalisilik asit (DNS) 177 mL saf su ile ¢oziildiikten sonra
2.025 g NaOH ve 33,75 g Na-K tartarat ilave edilerek ¢oziildii.

Dinitrosalisilik asit (DNS) ¢ozeltisi: Cozelti A ve Cozelti B’nin karistirilmasi ile
hazirlandi.

Fosfat Tamponu (100 mM, pH 6,8): 2,4335 g KH,PO4 ve 1,2392 g K,HPO,
yaklasik 240 mL saf suda ¢oziildiikten sonra pH’s1 6,8’e ayarland1 ve hacmi 250
mL’ye tamamlandi.

Stok a-Glukozidaz Cozeltisi (30,9 U/mL): 3,2 mg enzim 1,5 mL fosfat
tamponunda (100 mM, pH 6,8) coziildiikten sonra kiiciik porsiyonlar seklinde
ependorf tiiplere ayrilarak -20°C’de saklandi.

Calisma a-Glukozidaz Cozeltisi (1 U/mL): 48,5 puL stok enzim ¢ozeltisi lizerine
1451,5 pL fosfat tamponu (100 mM, pH 6,8) ilave edilerek hazirlandi.
4-Nitrofenil a-D-glukopiranozid (pNPG) ¢6zeltisi (5 mM): 15,1 mg pNPG, fosfat
tamponunda (100 mM, pH 6,8) c¢oziildiikten sonra hacmi yine ayni tamponla 10

mL’ye tamamlandi.
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2.1.3. Organik Molekiiller

a-Glukozidaz ve a-amilaz aktiviteleri tizerindeki etkileri incelenen kalkon (K1, K2

ve K3) ve pirazolin tiirevi (P1, P2 ve P3) molekiiller Tablo 4’de verilmistir.

Tablo 4. Kalkon ve pirazolin tiirevi molekiiller

Kodu Adlandirmasi Agik Formiili Molekil agirliga
(g/mol)
NH, O CF;
(E)-1-(2-aminophenyl)-3-(2-
K1 (trifluoromethyl)phenyl)prop-2-en- = 291,27
1-one
NH, O
(E)-1-(2-aminophenyl)-3-(3- % CF;
K2 (trifluoromethyl)phenyl)prop-2-en- 291,27
1-one
NH, O

(E)-1-(2-aminophenyl)-3-(4- =
K3 (trifluoromethyl)phenyl)prop-2-en- O O 291,27
1-one
CF;

2-(5-(2-(trifluoromethyl)phenyl)-

P 4,5-dihydro-1H-pyrazol-3-yl)aniline 305,11
NH, N-NH
P2 2-(5-(3-(trifluoromethyl)phenyl)- | 305.11
4,5-dihydro-1H-pyrazol-3-yl)aniline O ’
P3 2-(5-(4-(trifluoromethyl)phenyl)- 305,11

4,5-dihydro-1H-pyrazol-3-yl)aniline
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e Sentezde Kullanilan Coziicliler, Kimyasallar ve Enstriimentasyon

Organik molekiillerin sentez caligmalarinda kullanilan; 2'-aminoasetofenon, 2/3/4-
(triflorometil)benzaldehit ve hidrazin monohidrat Merck ve Sigma-Aldrich marka
kimyasallardir. Sodyum hidroksit, etanol, Acros Organics; glasiyel asetik asit, hekzan,
dietileter, kloroform ve etilasetat Isolab marka olup analitik safliktaki kimyasallardir.
Bilesiklerin yap1 tayininde Bruker marka 400 MHz NMR ve Perkin-Elmer marka 1600 FT-
IR (4000-400 cm™) spektrofotometre cihazi kullanildi. Elde edilen bilesiklerin erime
noktalart Stuart marka SMP10 model erime noktasi tayin cihazi kullanilarak belirlendi.
Bilesiklerin saflastirmalarinda ise kolon kromatografisi (KK) ve ince tabaka kromatografisi
(ITK) kullanilda.

e Kalkon Tiirevi Bilesiklerin (K1, K2, K3) Sentezi

Kalkon tiirevi bilesiklerin (K1, K2, K3) sentezi i¢in Claisen-Schmidt kondenzasyonu
kullanild1 (Kahriman vd., 2017; Kahriman, 2020). Bir beher igerisine konulan su-etil alkol
(1:2, 30 mL) ¢oziicii karisimina NaOH (5 g, 12,5 mmol) ilave edilip oda sicakliginda
manyetik karistirict yardimiyla karistirilarak ¢6ziildii. Hazirlanan NaOH ¢ozeltisi iizerine
etil alkoldeki (10 mL) 2'-aminoasetofenon (1,35 g, 10 mmol) ilave edilerek tamamen
coziinlinceye kadar karistirlldi. Cozelti tizerine etil alkoldeki (10 mL) 2/3/4-
(triflorometil)benzaldehit (sirasiyla 1,35 mL / 1,38 mL / 1,39 mL, 10 mmol) 30 dakika
boyunca damla damla ilave edildi. Reaksiyon oda sicakliginda 12 saat devam ettirildi ve
reaksiyon ilerleyisi ITK ile kontrol edildi. Tamamlanan reaksiyon karisimi iizerine su ilave
edilerek ¢okmenin tamamlanmasi saglandi. Coken kati maddenin olgunlagmasi ig¢in
karisim bir gece buzdolabinda bekletildi. Daha sonra ¢oken kisim krozeden siiziiliip ve
soguk su ile yikandi. Elde edilen sar1 renkli bilesikler liyofilizatorde kurutuldu. Bir miktar
kat1 almarak kloroform ile ¢oziildii ve ITK ile elde edilen maddelerin saflik kontrolii
yapildi. Bilesiklerin yapisi spektroskopik yontemlerle ("H-NMR,"’C-NMR (APT), FT-IR)
aydinlatildi. Bilesiklere ait sentez denklemi Sekil 12°de verildi.

NH,
H X NaOH

O e,

P H,0/EtOH

Sekil 12. Kalkon bilesiklerine ait genel sentez denklemi
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e 3,5- Disiibstitiie-2-Pirazolin Tirevi Bilesiklerin (P1,P2, P3) Sentezi

3,5-Disiibstitiie-2-pirazolin bilesiklerinin (P1, P2, P3) sentezi, kalkonlara asit
katalizli ortamda hidrazin monohidratin Michael katilmasi reaksiyonu ile ger¢eklestirildi
(Kahriman vd., 2017; Kahriman, 2020). Pirazolin tiirevlerinin sentezi icin kalkon
bilesikleri (1,45 g, 5 mmol) ayr1 ayr1 50 mL'lik yuvarlak dipli balonlara alind1 ve tizerlerine
20 mL kuru etanol ilave edildi. Olusan ¢6zeltilere hidrazin monohidrat (0,5 mL, 10 mmol),
2 mL glasiyel asetik asit ilave edilerek reaksiyon karisimlari 6 saat geri sogutucu altinda 80
°C’de karistirild1. Reaksiyonlarin ilerleyisi ITK ile takip edilerek sonlandirildi ve sogutulan
reaksiyon igerikleri tuz igeren soguk su iizerine dokiilerek ¢oktiiriildii. Olusan beyaz katilar
hava ile temas etmeyecek sekilde saf su ile yikanip, krozeden siiziildii ve liyofilizatérde
kurutuldu. Bilesiklerin saflik kontrolii ITK ile yapildi ve yapilar1 spektroskopik
yontemlerle (‘H-NMR,"’C-NMR (APT), FT-IR) aydmlatildi. Bilesiklere ait sentez
denklemi Sekil 13’te verildi.

/
Kuru EtOH,
CF AcOH N
3 +NH,NH.H,0 ————> | ——cr,
G Geri sogutma, P
80 °C, 6 saat

Sekil 13. 3,5-Disiibstitiie-2-pirazolin bilesiklerine ait genel sentez denklemi

2.2. Organik Molekiillerin a-Amilaz Aktivitesi Uzerine Etkisinin Belirlenmesi

2.2.1. a-Amilaz Aktivitesinin Belirlenmesi

a-Amilaz aktivitesi, kii¢iik degisikliklerle birlikte kolorimetrik bir yontem olan
dinitrosalisilik asit (DNS) metoduna gore belirlendi. Bunun i¢in Tablo 5’te goriilen
miktarlardaki c¢ozeltiler bir araya getirilerek 37°C’de 10 dakikalik bir inkiibasyon
gergeklestirildi. Ardindan her bir deney tiipiine 500 pL dinitrosalisilik asit (DNS) ¢ozeltisi
ilave edilerek kaynar su banyosunda 10 dakika bekletildi. Reaksiyon karigimlari 500 pL
saf su ilave edilerek seyreltildi ve 540 nm’de absorbanslar okundu. Ayn1 yontemle fakat
enzim icermeyecek sekilde kor reaksiyon c¢ozeltileri de hazirlandi. Bir iinite (U) a-amilaz
aktivitesi, reaksiyon sartlarinda 1 dakikada aci§a ¢ikan 1 pumol maltoz miktar1 olarak

hesaplandi (Miller, 1959; Arunachallam vd., 2024; Yildirim Akatin vd., 2024).
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Tablo 5. a-Amilaz aktivitesi i¢in standart reaksiyon karisimi

Cozeltiler Koér (uL) Numune (nL)
Nisasta Cozeltisi (%1) 50 50
6 mM NaCl iceren Fosfat Tamponu (20 mM, pH 7,0) 450 430
o-Amilaz Cozeltisi (1 U/mL) - 20

2.2.2. Organik Molekiillerin a-Amilaz Aktivitesi Uzerine Etkisinin Incelenmesi

Organik molekiillerin (K1, K2, K3, P1, P2 ve P3) a-amilaz aktivitesi iizerine
etkisinin olup olmadigini belirlemek amaciyla Oncelikle DMSO kullanilarak stok
cozeltileri hazirlandi. Sonrasinda her bir organik molekiil i¢in ayr1 ayr1 olacak sekilde,
Tablo 5°de verilen standart reaksiyon karistmina farkli konsantrasyonlarda organik
molekiil ¢ozeltileri ilave edildi ve “2.2.1. a-Amilaz Aktivitesinin Belirlenmesi” kisminda
belirtildigi gibi enzim aktivitesi tayini gerceklestirildi. Bu esnada, DMSO, enzim
aktivitesini olumsuz yonde etkileyebilecegi icin reaksiyon karisimi hazirlanirken
konsantrasyonunun %2’yi gegmemesine 6zellikle dikkat edildi (Copeland, 2005). Organik
molekiil ilave edilmeden elde edilen enzim aktivitesi %100 olarak kabul edilip, her bir
konsantrasyondaki organik molekiil varliginda inhibisyon oranlar1 hesaplandi. Sonrasinda
organik molekiil konsantrasyonuna kars1 %Bagil Aktivite degerleri grafige gegirilip enzim
aktivitesini %50 oraninda inhibe eden madde konsantrasyonu yani /Cs degeri hesaplandi.
Standart inhibitor olarak akarboz kullanildi (Arunachallam vd., 2024; Yildirim Akatin vd.,
2024).

2.3. Organik Molekiillerin  a-Glukozidaz Aktivitesi Uzerine Etkisinin
Belirlenmesi

2.3.1. 0-Glukozidaz Aktivitesinin Belirlenmesi

a-Glukozidaz aktivitesinin belirlenmesi i¢in Tablo 6’daki reaksiyon karisimi
hazirland1 ve 37°C’de 15 dakikalik bir inkiibasyon gerceklestirildi. Ardindan her bir deney
tiipiine 500 pL 0,1 M Na,COs; ilave edildi ve 405 nm’de absorbansalar okundu. Ayni
yontemle fakat enzim icermeyecek sekilde kor reaksiyon ¢ozeltileri de hazirlandi. Bir iinite

(U) a-glukozidaz aktivitesi, reaksiyon sartlarinda 1 dakikada aciga c¢ikan 1 pmol p-
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nitrofenol miktar1 olarak hesaplandi (Mohamed vd., 2012; Yildirim Akatin vd., 2024;
Ertunga vd., 2024).

Tablo 6. a-Glukozidaz aktivitesi i¢in standart reaksiyon karigimi

Cozeltiler Kor (uL) Numune (nL)
4-Nitrofenil a-D-glukopiranozid (pNPG) ¢o6zeltisi (5 mM) 45 45
Fosfat Tamponu (100 mM, pH 6,8) 705 690
a-Glukozidaz Cozeltisi (1 U/mL) - 15

2.3.2. Organik Molekiillerin o-Glukozidaz Aktivitesi Uzerine Etkisinin
Incelenmesi

Organik molekiillerin (K1, K2, K3, P1, P2 ve P3) a-glukozidaz aktivitesi iizerine
etkisinin olup olmadigini belirlemek amaciyla Oncelikle DMSO kullanilarak stok
cozeltileri hazirlandi. Sonrasinda her bir organik molekiil i¢in ayr1 ayr1 olacak sekilde,
Tablo 6’da verilen standart reaksiyon karisimina farkli konsantrasyonlarda organik
molekiil ¢ozeltileri ilave edildi ve “2.3.1. a-Glukozidaz Aktivitesinin Belirlenmesi”
kisminda belirtildigi gibi enzim aktivitesi tayini gerceklestirildi. Bu esnada yine a-amilaz
caligmalarinda oldugu gibi, DMSO, enzim aktivitesini olumsuz yonde etkileyebilecegi i¢in
reaksiyon karisimi hazirlanirken konsantrasyonunun %2’yi gegcmemesine 6zellikle dikkat
edildi (Copeland, 2005). Organik molekiil ilave edilmeden elde edilen enzim aktivitesi
%100 olarak kabul edilip, her bir konsantrasyondaki organik molekiil varliginda inhibisyon
oranlar1 hesaplandi. Sonrasinda organik molekiil konsantrasyonuna kars1 %Bagil Aktivite
degerleri grafige gecirilip enzim aktivitesini %50 oraninda inhibe eden madde
konsantrasyonu yani /Csy degeri hesaplandi. Standart inhibitor olarak akarboz kullanildi

(Mohamed vd., 2012; Yildirim Akatin vd., 2024; Ertunga vd., 2024).

2.4. Inhibisyon Cesidinin Belirlenmesi

Her bir enzimi en iyi inhibe eden yani en diisiik /Cso degerine sahip olan organik
molekiiliin  inhibisyon ¢esidini  bulmak amaciyla organik molekiiliin  farkli
konsantrasyonlar1 varliginda ve yoklugunda Lineweaver - Burk grafikleri ¢izildi. Ky, ve
Vmaks degerlerindeki degisime gore inhibisyon cesidi belirlendi. Ayrica K; degeri de
matematiksel olarak hesaplandi (Giiner, 2007).



24

2.5. ADME Ozellikleri

Bu tez kapsaminda inhibitér 6zellikleri ¢alisilan 6 farkli molekiiliin ve standart
inhibitdér olan akarbozun ADME 6zellikleri Molinspiration ve SwissADME internet
araglar1 kullanilarak belirlendi (Kaczmarek vd., 2024).

2.6. Molekiiler Modelleme Calismalar:

Sentezlenen kalkon ve pirazolin tirevi molekiillerin a-amilaz ve a-glukozidaz
inhibisyonu ac¢isindan etkinligini bulabilmek amaciyla teorik olarak molekiiler modelleme
hesaplamalar1 gerceklestirildi.

Tez kapsaminda kullanilan organik molekiillerin optimizasyon c¢alismalar1 Spartan
18 V1.3.0 programu ile yapildi. Optimizasyon metodu olarak “Conformer distribution with
molecular mechanics/MMFF, equilibrium geometry at ground in gas with semi
emphrical/PM6 ve density functional/M06-2X/6-31G**” secildi ve bilesikler i¢in en uygun
konformasyon belirlendi. Modellemede kullanilan a-amilaz (PDB ID: 2QV4, Human
pancreatic alpha-amylase complexed with nitrite and acarbose) ve a-glukozidaz (PDB ID:
5NNS, Crystal structure of human lysosomal acid-alpha-glucosidase, GAA, in complex
with acarbose) enzimlerinin kristal yapilarina Protein Veri Bankasindan (PDB) ulasildi.
Enzimler, Autodock Tools-1.5.6 programi ile molekiiler modelleme i¢in hazirlanirken su
molekiilleri, heteroatomlar ve birlikte kristalize olmus ligandlarin tamami uzaklastirildi
(Kothari vd., 2024). Bilesiklerin enzim aktif bolgesi ile etkilesimleri ise Discovery Studio
4.5 Visualizer programi kullanilarak gosterildi (Macalino vd., 2015; Meng vd., 2011;
Ayazoglu Demir vd., 2019).

2.7. istatistiksel Analiz

Biitiin denemeler 3 tekrarli olacak sekilde yapildi (n= 3, ortalama =+ standart sapma).
Elde edilen veriler SPSS kullanilarak tek yonlii varyans analizi Anova ve Duncan ¢oklu

kiyaslama testi ile analiz edildi (version 26.0 software, SPSS Inc., Chicago, IL, USA).



3. BULGULAR

Bu tez kapsaminda bir tanesi (K1) yeni olmak iizere 3 adet kalkon (K1, K2 ve K3)
ve tamami yeni 3 adet pirazolin (P1, P2 ve P3) tiirevi molekiiliin in vitro ve in silico sartlar
altinda a-amilaz ve a-glukozidaz enzimleri lizerindeki inhibitdr etkileri incelendi. Standart
inhibitor olarak kullanilan akarboz ile karsilastirma yapilarak molekiillerin antidiyabetik

potansiyelleri ortaya koyuldu.
3.1. Sentezlenen Bilesiklerin Spektral Verilerinin Degerlendirilmesi

Sentezlenen kalkon (Sekil 14) ve pirazolin (Sekil 15) tiirevi bilesiklerin yapi1 tayini
'H-NMR, "C-NMR (APT) ve FT-IR spektroskopik analiz yontemleriyle yapildi ve NMR
verileri ACD NMR programi kullanilarak desteklendi (ACD/Labs Software, 2011).
Sentezlenen bilesiklerinin "H-NMR ve ?C-NMR (APT) spektrumlar: CDCl5’te alindi.

NH, O
CF
ShaeH
(2E)-1-(2-aminofenil)-3-[2- (2E)-1-(2-aminofenil)-3-[3-
(triflorometil)fenil|prop-2-en-1-on (K1) (triflorometil)fenil|prop-2-en-1-on (K2)

NH, O

PhA®
CF,

(2E)-1-(2-aminofenil)-3-[4-(triflorometil)fenil Jprop-2-en-1-on (K3)

Sekil 14. K1, K2 ve K3 kodlu kalkon bilesikleri
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B | oy
6'
5. 5"
(2-{5-[2-(triflorometil)fenil]-4,5-dihidro-1H- (2-{5-[3-(triflorometil)fenil]-4,5-dihidro-1H-
pirazol-3-il} fenil)amin pirazol-3-il} fenil)amin
(P1) (P2)
NH, N-NH

/

‘ E CF,

(2-{5-[4-(triflorometil)fenil]-4,5-dihidro-1H-pirazol-3-il} fenil)amin
(P3)

Sekil 15. P1, P2 ve P3 Kodlu Pirazolin Bilesikleri

3.1.1. Sentezlenen Kalkon (K1-K3) Bilesiklerine Ait Verim, Erime Noktasi, Ry
Degerleri ile 'H-NMR, “C-NMR (APT) ve FT-IR Spektrumlar1 ve
Spektral Verileri

K1 Kodlu Bilesik: 2E)-1-(2-aminofenil)-3-[2-(triflorometil)fenil]prop-2-en-1-on
bilesigine ait spektral veriler, NMR ve FT-IR spektrumlar1 Sekil 16-18’de verilmistir.

Verim (%): 85; Erime noktas1 (°C): 104-106; Ry: 0.80 (Hekzan -Dietil eter: 1:2)

FT-IR (cm™): 3507, 3339, 1652, 1571, 747.

'H-NMR (400 MHz, CDCl;, ppm): 8= 7.54 (AB, J= 16.0 Hz, 1H, H-2); 3= 8.07 (AB,
J=16.0 Hz, 1H, H-3); &=6.70 (d, J/=8.0 Hz, 1H, H-3"); 6= 7.30 (t, /=8.0 Hz, 1H, H-4"); &=
6.69 (t, /=8.0 Hz, 1H, H-5"); o= 7.78 (t, J/=8.0 Hz, 1H, H-6"); 6= 7.83 (d, /=8.0 Hz, 1H, H-
3"); 6="7.59 (t, J/=8.0 Hz, 1H, H-4"); 6= 7.48 (t, J/=8.0 Hz, 1H, H-5"); 6= 7.81 (d, J/=8.0 Hz,
1H, H-6"); 5= 6.39 (bs, 2H, -NH,).

BC-NMR (100 MHz, CDCl;, ppm): 191.08 (C-1), 127.41 (C-2), 138.22 (C-3),
118.53 (C-1"), 151.27 (C-2"), 115.88 (C-3"), 134.67 (C-4"), 117.39 (C-5") 131.18 (C-6"),
134.47 (C-1"), 129.51, 129.19, 128.89, 128.57 (q, J= 32 Hz, C-2"), 126.31, 126.25, 126.19,
126.13 (q, J= 6 Hz, C-3"), 129.33 (C-4"), 132.08 (C-5"), 127.94 (C-6"), 128.16, 125.43,
122.70, 119.97 (q, J= 273 Hz, CF3).
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NuranKahriman-1-NK-18-27-04-21
1H
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1.00 -

Sekil 16. K1 Kodlu bilesigin 'H-NMR spektrumu (400 MHz, CDCls, ppm)

MurgpKahriman-1-NK-18-04-05-21
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Sekil 17. K1 Kodlu bilesigin *C-NMR (APT) spektrumu (100 MHz, CDCls, ppm)
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Sekil 18. K1 Nolu bilesigin FT-IR spektrumu (cm™)

K2 Kodlu Bilesik: (2FE)-1-(2-aminofenil)-3-[3-(triflorometil)fenil]prop-2-en-1-on
bilesigine ait spektral veriler, NMR ve FT-IR spektrumlar1 Sekil 19-21°de verilmistir.

Verim (%): 80; Erime noktas1 (°C): 129-131; Ry: 0.75 (Hekzan -Dietil eter:1:2)

FT-IR (cm™): 3384, 3389, 1648, 15780, 745.

'H-NMR (400 MHz, CDCls, ppm): &= 7.67 (AB, J=16.0 Hz, 1H, H-2); = 7.74 (AB,
J=16.0 Hz, 1H, H-3); 8=6.71 (d, J/=8.0 Hz, 1H, H-3"); 6= 7.31 (t, J/=8.0 Hz, 1H, H-4"); &=
6.72 (t, /=8.0 Hz, 1H, H-5"); 6= 7.78 (d, J=8.0 Hz, 1H, H-6'); &= 7.87 (s, 1H, H-2"); &=
7.86 (d, J/=8.0 Hz, 1H, H-4"); 6= 7.57 (t, J/=8.0 Hz, 1H, H-5"); 6= 7.64 (d, /=8.0 Hz, 1H,
H-6"); 6= 6.38 (bs, 2H, -NH,).

BC-NMR (100 MHz, CDCl;, ppm): 191.06 (C-1), 124.75 (C-2), 140.96 (C-3),
118.67 (C-1"), 151.15 (C-2"), 115.96 (C-3"), 134.64 (C-4"), 117.37 (C-5") 131.04 (C-6"),
136.06 (C-1"), 124.58, 124.52, 124.48, 124.44 (q, J= 4 Hz, C-2"), 131.86, 131.54, 131.22,
130.90 (q, J= 32 Hz, C-3"), 126.45, 126.41, 126.38, 126.34 (q, J= 4 Hz, C-4"), 131.44 (C-
5"), 129.44 (C-6"), 127.94, 125.23, 122.52, 119.81 (q, /=271 Hz, CF3).
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Sekil 19. K2 Kodlu bilesigin 'H-NMR spektrumu (400 MHz, CDCls, ppm)
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Sekil 20. K2 Kodlu bilesigin *C-NMR (APT) spektrumu (100 MHz, CDCls, ppm)
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Sekil 21. K2 Kodlu bilesigin FT-IR spektrumu (cm™)

K3 Kodlu Bilesik: (2FE)-1-(2-aminofenil)-3-[4-(triflorometil)fenil|prop-2-en-1-on
bilesigine ait veriler, NMR ve FT-IR spektrumlari Sekil 22-24’de verilmistir.

Verim (%): 81; Erime noktasi(°C): 90-92; R¢:0.80 (Hekzan -Dietileter:1:2)

FT-IR (cm™): 3385, 3279, 1650, 1576, 746.

'H-NMR (400 MHz, CDCls, ppm): &= 7.75-7.66 (m, 6H, H-2/3/2"/3"/4"/5"/6"); &=
6.71 (d, J/=8.0 Hz, 1H, H-3"); 6= 7.33 (t, J/=8.0 Hz, 1H, H-4"); 6= 6.73 (t, J/=8.0 Hz, 1H, H-
5"); 6= 7.86 (d, /=8.0 Hz, 1H, H-6"); 5= 6.89 (bs, 2H, -NH,).

BC-NMR (100 MHz, CDCls, ppm): 191.08 (C-1), 125.37 (C-2), 140.87 (C-3),
118.64 (C-1"), 151.18 (C-2"), 115.94 (C-3"), 134.68 (C-4"), 117.39 (C-5") 131.01 (C-6"),
138.66 (C-1"), 128.30 (C-2"/6"), 125.90, 125.86, 125.82, 125.78 (q, J= 4 Hz, C-3"/5"),
131.94, 131.62, 131.29, 130.97 (q, J= 32 Hz, C-4"), 127.96, 125.25, 122.55, 119.84 (q, J=

271 Hz, CF5).
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Sekil 22. K3 Kodlu bilesigin "H-NMR spektrumu (400 MHz, CDCls, ppm)
Nuran Kahriman-czc-uctu-2.olcum-NK-20-06-05-21 - g
- =
\ i1
]
I
1
I
o P b " I—“, e it e ot
T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T
195 190 185 180 175 170 165 160 155 150 145 140 135 130 125 120 115 110 105 100 95 90 85 80 75 70

f1 (ppm)

Sekil 23. K3 Kodlu bilesigin BC-NMR (APT) spektrumu (100 MHz, CDCl3, ppm)
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Sekil 24. K3 Kodlu bilesigin FT-IR spektrumu (cm™)

3.1.2. Sentezlenen 3,5-Disiibstitiie Pirazolin (P1-P3) Bilesiklerine Ait Verim,
Erime Noktasi, R; Degerleri ile "H-NMR, “C-NMR (APT) ve FT-IR
Spektrumlar: ve Spektral Verileri

Pl Kodlu Bilesik: (2-{5-[2-(triflorometil)fenil]-4,5-dihidro-1H-pirazol-3-
il} fenil)amin bilesigine ait spektral veriler, NMR ve FT-IR spektrumlar1 Sekil 25-27°de
verilmistir.

Verim (%): 63; Erime noktasi(°C): 59-61; R::0.60 (Hekzan -Dietil eter:1:2)

FT-IR (cm™): 3461, 3325, 1611, 1496, 1452, 745.

H-NMR (400 MHz, CDCls, ppm): &= 6.38 (bs, H-1); 6= 3.14-3.08 (dd, J453= 16 Hz,
Jux= 8.0 Hz, 1H, H-4a); 6=3.71-3.64 (dd, Jz,= 16.0 Hz, Jpx=12.0 Hz, 1H, H-4b); &= 5.29
(dd, Js4.=8 Hz, Js,=12 Hz, 1H, H-5); &= 6.76 (d, J/=8.0 Hz, 1H, H-3"); 6= 7.15 (t, J/=8.0
Hz, 1H, H4'"); 6= 6.71 (t, J/=8.0 Hz, 1H, H-5"); 6= 7.16 (d, J/=8.0 Hz, 1H, H-6'); &= 7.70
(d, J/=8.0 Hz, 1H, H-3"); 6= 7.58 (t, /=8.0 Hz, 1H, H-4"); 6= 7.41 (t, J/=8.0 Hz, 1H, H-5");
0="7.86 (d, J/=8.0 Hz, 1H, H-6"); 6= 5.86 (bs, 2H, -NH,).

BC-NMR (100 MHz, CDCls, ppm): 153.07 (C-3), 43.63 (C-4), 58.01 (C-5), 114.70
(C-1"), 146.78 (C-2"), 115.72 (C-3"), 128.90 (C-4"), 116.45 (C-5"), 127.73 (C-6"), 141.81 (C-
1"), 128.18, 127.88, 127.60, 127.28 (q, /=30 Hz, C-2"), 125.84, 125.79, 125.73, 125.67 (q,
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J=6 Hz, C-3"), 127.55 (H-4"), 132.67 (C-5"), 129.57 (C-6"), 128.50, 125.79, 123.05,
120.33 (q, /=272 Hz, CF3).

Nuran KAHRIMAH&(E%%% 23

M SEREERR g2rzhEn  RERR: & % aas RI2% ]
NN VK T i NP RV Y
NH, Ne==NH CF,

i e o vl ol e L

8¥3 g g
~ ~

214
06~
00

111

—_— —_—————
84 82 80 78 76 74 72 70 68 66 64 62 60 58 rsl.s( 5.51 52 50 48 46 44 42 40 38 3.6 34 32 30 28 26
ppm

Sekil 25. P1 Kodlu bilesigin "H-NMR spektrumu (400 MHz, CDCls, ppm)
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Sekil 26. P1 Kodlu bilesigin >C-NMR (APT) spektrumu (100 MHz, CDCls, ppm)
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Sekil 27. P1 Kodlu bilesigin FT-IR spektrumu (cm™)
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P2 Kodlu Bilesik: (2-{5-[3-(triflorometil)fenil]-4,5-dihidro-1H-pirazol-3-
il} fenil)amin bilesigine ait spektral veriler, NMR ve FT-IR spektrumlar1 Sekil 28-30’da
verilmistir.

Verim (%): 57; Erime noktas1(°C): Yagimsi; Rs:0.58 (Hekzan -Dietil eter:1:2)

FT-IR (cm™): 3460, 3322, 1611, 1496, 1451, 747.

H-NMR (400 MHz, CDCls, ppm): 6= 6.33 (bs, H-1); 6= 3.12-3.06 (dd, J45= 16 Hz,
Jux= 8.0 Hz, 1H, H-4a); 6=3.64-3.57 (dd, Jz,= 16.0 Hz, Jpx= 12.0 Hz, 1H, H-4b); 5= 4.89
(dd, Js4.=8 Hz, Js;s,=12 Hz, 1H, H-5); &= 6.72 (d, J=8.0 Hz, 1H, H-3"); 6= 7.12 (t, J/=8.0
Hz, 1H, H-4"); 6= 6.67 (t, J/=8.0 Hz, 1H, H-5"); 6= 7.13 (d, J/=8.0 Hz, 1H, H-6"); 6= 7.67 (s,
1H, H-3"); &= 7.60 (d, J=8.0 Hz, 1H, H-4"); 6= 7.46 (t, J=8.0 Hz, 1H, H-5"); &= 7.55 (d,
J=8.0 Hz, 1H, H-6"); 6= 5.65 (bs, 2H, -NH,).

BC-NMR (100 MHz, CDCls, ppm): 153.68 (C-3), 43.09 (C-4), 62.47 (C-5), 114.65
(C-1"), 146.77 (C-2"), 115.78 (C-3"), 129.38 (C-4"), 116.48 (C-5"), 128.90 (C-6"), 143.65 (C-
1"), 124.64, 124.60, 124.56, 124.53 (q, J=4 Hz, C-2"), 131.55, 131.23, 130.91, 130.59 (q,
J=32 Hz, C-3"), 123.63, 123.59, 123.55, 123.51 (q, J=4 Hz, H-4"), 129.64 (C-5"), 129.95
(C-6"), 128.14, 125.43, 122.72, 120.01 (q, /=271 Hz, CF3).
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Sekil 28. P2 Kodlu bilesigin 'H-NMR spektrumu (400 MHz, CDCls, ppm)
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Sekil 29. P2 Kodlu bilesigin >C-NMR (APT) spektrumu (100 MHz, CDCls, ppm)
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Sekil 30. P2 Kodlu bilesigin FT-IR spektrumu (cm™)




37

P3 Kodlu Bilesik: (2-{5-[4-(triflorometil)fenil]-4,5-dihidro-1H-pirazol-3-
il} fenil)amin bilesigine ait spektral veriler, NMR ve FT-IR spektrumlar1 Sekil 31-33’de

verilmistir.

Verim (%): 66; Erime noktasi(°C): 167-169; R:0.70 (Hekzan -Dietil eter:1:3)

FT-IR (cm™): 3464, 3319, 1608, 1496, 1453, 754.

H-NMR (400 MHz, CDCls, ppm): 8= 6.06 (bs, H-1); 8= 3.32-3.26 (dd, J4s= 16 Hz,
Jux=4.0 Hz, 1H, H-4a); 8=3.95-3.88 (dd, Js,= 16.0 Hz, Jzx= 12.0 Hz, 1H, H-4b); &= 5.58
(dd, Jsu=4 Hz, Jsuy=12 Hz, 1H, H-5); &= 6.81 (d, J=8.0 Hz, 1H, H-3"); 8= 7.23 (t, J=8.0
Hz, 1H, H-4"); &= 6.74 (t, J=8.0 Hz, 1H, H-5'); 8= 7.19 (d, J=8.0 Hz, 1H, H-6"); 6= 7.61
(d, J=8.0 Hz, 2H, H-2"/6"); 8= 7.39 (d, J=8.0 Hz, 2H, H-3"/5"); &= 5.87 (bs, 2H, -NH,).

BC-NMR (100 MHz, CDCls, ppm): 155.67 (C-3), 43.53 (C-4), 57.91 (C-5), 112.75
(C-1), 146.96 (C-2"), 116.16 (C-3"), 131.37 (C-4"), 116.91 (C-5"), 129.53 (C-6"), 145.63 (C-
1), 126.14 (C-2"/6"), 126.07, 126.03, 126.00, 125.96 (q, J=4 Hz, C-3"/5"), 131.66, 131.34
(d, J=32 Hz, H-4"), 128.62, 125.89, 123.17, 120.44 (q, J= 273 Hz, CF;).
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Sekil 31. P3 Kodlu bilesigin "H-NMR spektrumu (400 MHz, CDCls, ppm)
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Sekil 32. P3 Kodlu bilesigin BC-NMR (APT) spektrumu (100 MHz, CDCls, ppm)
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Sekil 33. P3 Kodlu bilesigin FT-IR spektrumu (cm™)
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3.2. Organik Molekiillerin a-Amilaz Aktivitesi Uzerine Etkisinin Incelenmesi

Yapilan inhibisyon ¢alismalar1 sonucunda K2 molekiilii disindaki diger molekiillerin
hepsinin a-amilaz inhibisyonuna sebep oldugu belirlendi. K2 molekiilii ise reaksiyon
ortamindaki konsantrasyonu 130 uM olana kadar herhangi bir inhibisyon gostermedi. Bu
konsantrasyonun iizerine, molekiiliin reaksiyon ortaminda ¢okelmesinden dolay1
cikilamadi. Organik molekiillerin ve standart inhibitor olan akarbozun konsantrasyonlarina

kars1 elde edilen %Bagil Aktivite grafikleri Sekil 34-40’da gosterildi.
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Sekil 34. K1 molekiiliiniin a-amilaz iizerindeki etkisi
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Sekil 35. K2 molekiiliiniin a-amilaz tizerindeki etkisi
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Sekil 36. K3 molekiiliiniin a-amilaz tizerindeki etkisi
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Sekil 37. P1 molekiiliiniin a-amilaz iizerindeki etkisi
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Sekil 38. P2 molekiiliiniin a-amilaz iizerindeki etkisi
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Sekil 39. P3 molekiiliiniin a-amilaz iizerindeki etkisi
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Sekil 40. Akarbozun a-amilaz iizerindeki etkisi

Calisilan molekiillerin konsantrasyonlarima karst elde edilen %Bagil Aktivite

grafiklerinden faydalanilarak a-amilaz aktivitesini %50 inhibe eden molekiil

konsantrasyonu yani /Cs degerleri hesaplandi.
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Tablo 7. Organik molekiillerin a-amilaz enzimine kars1 /Cso degerleri

Organik Molekiil ICso (uM)*
K1 93,11 + 6,18°
K2 Belirlenemedi
K3 75,22 + 8,34
P1 41,08 +2,49°
P2 9,35+ 1,16%
P3 45,05 + 3,64°
Akarboz 1,65+ 0,36

*Ust simgedeki farkli harfler istatistiksel olarak birbirinden énemli 6lgiide farkli
olan /Csy degerlerini (ortalama + standart sapma) gostermektedir (p < 0,05).

Elde edilen veriler Tablo 7°de goriilmektedir. Istatistiksel olarak bakildiginda, bir
pirazolin tiirevi olan P2 molekiiliiniin standart inhibitor olan akarboz ile ayn1 /Cs, degerine
sahip oldugu goriildii. Diger molekiiller ise akarbozdan farkli ve ondan daha biiytik /Cs
degerlerine sahiptir.

Dolayistyla P2 molekiilii, a-amilaz i¢in potansiyel bir inhibitér madde olarak
degerlendirilebilir. Bu nedenle bu molekiiliin enzimi hangi yolla inhibe ettigini belirlemek
amaciyla “2.4. Inhibisyon Cesidinin Belirlenmesi” kisminda anlatildig1 gibi bir ¢alisma
yapildi. Bunun i¢in inhibitér yoklugunda ve iki farkli inhibitér konsantrasyonunda (4,35
MM ve 8,70 uM) olacak sekilde farkli nisasta konsantrasyonlarinda a-amilaz aktiviteleri
belirlendi. Elde edilen enzim aktivite degerleri kullanilarak Lineweaver - Burk grafigi

cizildi (Sekil 41).
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Sekil 41. a-Amilazin P2 yoklugunda ve iki konsantrasyonunda Lineweaver-Burk grafigi

Sekil 41°den de goriildiigii gibi P2 molekiilii varliginda K, degismemekte Vs is€

azalmaktadir.

Dolayistyla molekiiliin a-amilazt non-kompetitif yolla inhibe ettigi

goriilmektedir. Molekiiliin inhibitdr baglanma sabiti yani K; degeri Tablo 8’deki degerler

kullanilarak hesaplandi ve 5,34 uM olarak belirlendi.

Tablo 8. P2 molekiilii varliginda a-amilaz inhibisyon tiiriiniin ve K; degerinin belirlenmesi

Inhibitér konsantrasyonu (uM) (pnﬁjﬁak) Inhibisyon tiirii Ortalama K; (uM)
Inhibitérsiiz 0,175
4,35 0,098 Non-kompetitif 5,34
8,70 0,065
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3.3. Organik Molekiillerin a- Glukozidaz Aktivitesi Uzerine Etkisinin
Incelenmesi

Yapilan o- gkulozidaz inhibisyon caligmalari sonucunda reaksiyon ortaminda K1,
K2 ve K3 molekiilleri sirasiyla 50, 80 ve 85 pM’a kadar cikartildiklarinda yaklagik
olarak%?7, %3 ve %22’lik inhibisyonlar elde edildi. Daha yiiksek konsantrasyonlarda ise
reaksiyon ortaminda ¢Okelmeler meydana geldigi i¢in calisilamadi. Bu nedenle, bu
molekiiller i¢cin /Csy degerleri tespit edilemedi. P1, P2 ve P3 molekiilleri ise a-glukozidaz
aktivitesini 6nemli derecede inhibe etti ve her biri i¢in /Csy degeri belirlendi. Organik

molekiillerin ve standart inhibitér olan akarbozun konsantrasyonlarina karsi elde edilen

%Bagil Aktivite grafikleri Sekil 42-48°de gosterildi.
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Sekil 42. K1 molekiiliiniin a-glukozidaz lizerindeki etkisi
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Sekil 43. K2 molekiiliiniin a-glukozidaz lizerindeki etkisi
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Sekil 44. K3 molekiiliiniin a-glukozidaz iizerindeki etkisi
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Sekil 45 P1 molekiiliiniin a-glukozidaz tizerindeki etkisi

120
100

oo
S

Bagil Aktivite (%)
5
S o

)
oS O

0,00 2,00 4,00 6,00 8,00 10,00 12,00 14,00
P2 Konsantrasyonu (LM)

Sekil 46. P2 molekiiliiniin a-glukozidaz iizerindeki etkisi
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Sekil 47. P3 molekiiliiniin a-glukozidaz tizerindeki etkisi
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Sekil 48. Akarbozun a-glukozidaz tizerindeki etkisi

Pirazolin tiirevleri olan P1, P2 ve P3 molekiillerinin konsantrasyonlarina kars1 elde
edilen %Bagil Aktivite grafiklerinden faydalanilarak a-glukozidaz aktivitesini %50 inhibe

eden molekiil konsantrasyonu yani /Cs, degerleri hesaplandi (Tablo 9).

Tablo 9. Organik molekiillerin a-glukozidaz enzimine kars1 /Cso degerleri

Organik Molekiil 1Cso (UM)*
P1 9,83 + 0,44"
P2 2,10+ 0,28%
P3 7,16 + 0,24"
Akarboz 545,39 + 9,86°

*Ust simgedeki farkl1 harfler istatistiksel olarak birbirinden énemli élgiide farkli olan
1Cs, degerlerini (ortalama + standart sapma) gostermektedir (p < 0,05).
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Tablo 6’daki veriler istatistiksel olarak incelendiginde, pirazolin molekiillerinin
hepsinin /Csy degerleri akarboz standardindan diisiik bulundu. Ancak bu molekiillerin /Csg
degerleri arasinda istatistiksel olarak bir farklilik goriilmedi. Sonu¢ olarak molekiillerin
tamami1 akarbozdan daha iyi a-glukozidaz inhibisyonuna sebep olmaktadir.

Calismanin bundan sonraki asamasinda en diisiikk /Csy degerine sahip olan P2
molekiilii kullanilarak inhibisyon g¢esidi belirlendi. Bu amagla “2.4. Inhibisyon Cesidinin
Belirlenmesi” kisminda anlatildigi gibi inhibitér yoklugunda ve iki farkli inhibitor
konsantrasyonunda (2,90 upM ve 5,80 pJnM) olacak sekilde farkli pNPG
konsantrasyonlarinda a-glukozidaz aktiviteleri belirlendi. Elde edilen enzim aktivite

degerleri kullanilarak Lineweaver - Burk grafigi ¢izildi (Sekil 49).
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Sekil 49. a-Glukozidazin P2 yoklugunda ve iki konsantrasyonunda Lineweaver - Burk
grafigi

Sekil 49°dan da goriildiigii gibi P2 molekiilii varliginda tipki a-amilazda oldugu gibi
K degismemekte Vs 1se azalmaktadir. Dolayisiyla molekiiliin a-glukozidazi da non-
kompetitif yolla inhibe ettigi goriilmektedir. Molekiiliin inhibitor baglanma sabiti yani K;
degeri Tablo 10’daki degerler kullanilarak hesaplandi ve 1,14 uM olarak belirlendi.
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Tablo 10. P2 molekiilii varliginda a-glukozidaz inhibisyon tiiriiniin ve K; degerinin
belirlenmesi

Inhibitér konsantrasyonu (uM) K, (mM)  Vipae (umol/dak)  Inhibisyon tiirii ~ Ortalama K; (uM)

Inhibitorsiiz 0,42 0,56
2,90 0,42 0,16 Non-kompetitif 1,14
5,80 0,41 0,09

3.4. ADME Ozellikleri

Kalkon ve pirazolin tiirevi molekiiller ile standart inhibitoér olan akarbozun ADME
ozellikleri Molinspiration ve SwissADME internet araglar1 kullanilarak belirlendi. Yiizde
absropsiyon (%ABS) degeri TPSA kullanilarak %ABS = 109-(0.345xTPSA) esitligine
gore hesaplandi (Zhao vd., 2002). Elde edilen sonuglar Tablo 11°de verildi.

Tablo 11. Kalkon ve pirazolin tiirevi molekiillerin ADME o6zellikleri

n-ON n-OHNH

TPSA n- MW  milLogP nviolations
% ABS ) MV acceptors donors
(A) ROTB <500 <5 <1
<10 <5
K1 94.13  43.09 4 244.44 291.27 3.91 2 2 0
K2 94.13  43.09 4 244.44 291.27 4.12 2 2 0
K3 94.13  43.09 4 244.44  291.27 4.14 2 2 0
P1 91.61 50.41 3 256.49 305.30 3.60 3 3 0
P2 91.61 5041 3 256.49 305.30 3.62 3 3 0
P3 91.61 50.41 3 256.49 305.30 3.65 3 3 0
Akarboz -4.51  329.00 13 548.95 645.61 -5.51 19 14 3

%ABS: Yiizde absorbsiyon, TPSA: Topolojik polar yiizeyi alani, n-ROTB: dénebilen baglarin sayisi, MV:
molekiil hacmi, MW: molekiil agirligi, miLogP: bilesigin n-oktanol ve su arasindaki dagilma katsayisinin
logaritmasi, n-ON acceptors: hidrojen bagi alicilarin sayist n-OHNH: hidrojen bag1i vericilerinin sayisi,
nviolations: “5 kural” diginda olan 6zellik sayisi

3.5. Molekiiler Modelleme Calismalari

Sentezlenen kalkon ve pirazolin tiirevi molekiillerin oa-amilaz ve a-glukozidaz
inhibisyonu acisindan etkinligini bulabilmek i¢in teorik olarak molekiiler modelleme
hesaplamalar1  gergeklestirildi. Organik molekiillerin  a-amilaz  ve a-glukozidaz
enzimlerinin aktif bolgelerine baglanma afinitelerini gdsteren baglanma enerjileri Tablo

12°de goriilmektedir.
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Tablo 12. Organik molekiillerin a-amilaz ve a-glukozidaz enzimlerinin aktif bolgelerine
baglanma afiniteleri

Organik molekil a-Amilaza baglanma enerjisi a-Glukozidaza baglanma enerjisi
(AG, kcal/mol) (AG, kcal/mol)
K1 -9,0 -7,0
K2 -8,7 -7,6
K3 -8,5 7,5
P1 -8,8 -7,6
P2 -8,2 -7,1
P3 -8,9 -8,0

Calisilan kalkon ve pirazolin tiirevi molekiillerin hesaplanan teorik baglanma
enerjileri a-amilaz durumunda -8,2 ile -9,0 kcal/mol araliginda, a-glukozidaz varliginda ise
-7,0 ile -8,0 kcal/mol araliginda oldugu tespit edildi. Bu sonuglara gore teorik olarak en
yiiksek baglanma enerjisini veren molekiillerin yani en etkili inhibitér molekiillerinin a-
amilaz i¢in K1 ve P3, a-glukozidaz i¢in P3 oldugu belirlendi.

In vitro sartlarda a-amilaz i¢in K1 ve P3 molekiillerin /Csy degerleri istatistiksel
olarak akarbozdan farkli ve ondan daha biiylik olarak bulunurken P2 molekiiliiniin
istatistiksel olarak akarbozla ayn1 ICsy degerine sahip olan en etkili inhibitdr oldugu tespit
edildi. Dolayisiyla elde edilen in vitro ve in silico sonuglarin a-amilaz igin birbiri ile
ortlismedigi belirlendi.

a-Glukozidaz varliginda ise in vitro sartlarda P1, P2 ve P3 molekiillerinin tamami
icin istatistiksel olarak birbiriyle ayn1 olan ama akarbozdan farkli ve ondan kii¢iik olan /Cs
degerleri tespit edildi. /n silico sartlarda en iyi baglanma enerjisinin P3 molekiilii ile elde
edilmesi in vitro ve in silico sonuglarin a-glukozidaz i¢in de ortiismedigini gosterdi.

Potansiyel inhibitoér olabilecegi in vitro (o-amilaz ve a-glukozidaz icin P2) ve in
silico (a-amilaz i¢in K1 ile P3 ve a-glukozidaz i¢in P3) olarak belirlenen organik
molekiillerin hedef enzimlerin aktif bdlgelerindeki gorintiileri (Sekil 50-54) ve

aminoasitlerle yaptiklar etkilesimler (Tablo 13 ve 14) asagida verildi.
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Sekil 50. K1 molekiiliiniin a-amilazin aktif bolgesi ile etkilesimi
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Sekil 51. P2 molekiiliiniin a-amilazin aktif bolgesi ile etkilesimi
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Sekil 52. P3 molekiiliiniin a-amilazin aktif bolgesi ile etkilesimi
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Sekil 53. P2 molekiiliiniin a-glukozidazin aktif bolgesi ile etkilesimi
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Sekil 54. P3 molekiiliiniin a-glukozidazin aktif bolgesi ile etkilesimi
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Tablo 13. K1, P2 ve P3 molekiillerinin a-amilazin aktif bolgesi ile etkilesimleri

Molekiil AG Etkilesimin ayrintist E;ll(llrlﬁgll Etkilesi.rr% Etkilesim tipi
(kcal/mol) (A) kategorisi
K1 -9,0 A:HIS299:HE2 - :UNK1:0 2,04904 Hydrogen Bond Conventional Hydrogen Bond
:UNKI:H - A:ASP300:0D2  2,02338 Hydrogen Bond Conventional Hydrogen Bond
:UNKI:H - A:GLU233:0E2 2,7107 Hydrogen Bond Conventional Hydrogen Bond
A:TRP59:0 - :UNKI1:F 3,09591 Halogen Halogen (Fluorine)
A:ASP197:0D1 - :UNK1 3,41857 Electrostatic Pi-Anion
A:TRP59 - :UNKI1 4,15099 Hydrophobic Pi-Pi Stacked
A:TRP59 - :UNK1 4,95426 Hydrophobic Pi-Pi Stacked
:UNKI1:C - A:LEU165 4,8922 Hydrophobic Alkyl
:UNKI1 - A:ALA198 4,63417 Hydrophobic Pi-Alkyl
P2 -8,2 :UNKI1:H - A:GLU233:0 2,88991 Hydrogen Bond Conventional Hydrogen Bond
:UNK1:H - A:GLU233:0El1 2,26213 Hydrogen Bond Conventional Hydrogen Bond
AHIS201:HE2 - :UNKI 249096 | ydrogen Bond; Pi-Cation:Pi-Donor Hydrogen
Electrostatic Bond
A:ILE235:CD1 - :UNK1 3,51674 Hydrophobic Pi-Sigma
A:HIS201 - :UNK1 4,45245 Hydrophobic Pi-Pi T-shaped
:UNK1 - A:LYS200 4,93361 Hydrophobic Pi-Alkyl
P3 8,9 AHIS299:HE2 - :UNKI:F 228754 Hyd:ii;iond; ]goolfczggigg:ﬁlgﬁfggzg)
A:ASP197:0D1 - :UNKI1:F 2,92858 Halogen Halogen (Fluorine)
A:ASP300:0D1 - :UNKI1:F 3,01583 Halogen Halogen (Fluorine)
A:ASP300:0D1 - :UNKI1:F 3,1198 Halogen Halogen (Fluorine)
A:ASP300:0D2 - :UNKI1:F 3,13162 Halogen Halogen (Fluorine)
A:ASP300:0D2 - :UNKI1:F 3,49245 Halogen Halogen (Fluorine)
A:TRP59 - :UNK1 3,91913 Hydrophobic Pi-Pi Stacked
A:TRP59 - :UNK1 3,80631 Hydrophobic Pi-Pi Stacked
A:TYRG62 - :UNKI1 5,10503 Hydrophobic Pi-Pi Stacked
A:TYR62 - :UNK1:C 3,9695 Hydrophobic Pi-Alkyl
A:HIS299 - :UNK1:C 5,34681 Hydrophobic Pi-Alkyl
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Tablo 14. P2 ve P3 molekiillerinin a-glukozidazin aktif bolgesi ile etkilesimleri

Etkilesim

AG - Etkilesi
Molekiil Etkilesimin ayrintisi uzunlugu ' e$1.m. Etkilesim tipi
(kcal/mol) A) kategorisi
) . . . Conventional Hydrogen
P2 -7,1 :UNK1:H - A:THR235:0 2,30588  Hydrogen Bond Bond
A:ALA327 - :.UNKI1:CL  4,2187 Hydrophobic Alkyl
:UNKI:CL - A:VAL236 3,73342 Hydrophobic Alkyl
A:PHE90 - :UNKI1:CL  4,7875 Hydrophobic Pi-Alkyl
:UNKI - A:PRO131 5,19531 Hydrophobic Pi-Alkyl
:UNK1 - A:PRO238 5,08008 Hydrophobic Pi-Alkyl
:UNKI - A:VAL236 4,77541 Hydrophobic Pi-Alkyl
. ) ) . Hydrogen Conventional Hydrogen
P3 8,0 A:ASPOLHN - :UNKLE - 2,47762 Bond;Halogen = Bond;Halogen (Fluorine)
'UNKI:H- A:LYS96:0 2,70512  Hydrogen Bond Conven“gfifydmge“
A:ARG89:0 - :.UNKI1:F 3,26012 Halogen Halogen (Fluorine)
A:GLN323:0El - )
UNK1-F 3,13589 Halogen Halogen (Fluorine)
A:GLN323:0E]1 - .
UNKI1-F 3,39571 Halogen Halogen (Fluorine)
A:GLN323:0El - .
UNK1-F 3,44026 Halogen Halogen (Fluorine)
A:ASP91:0D1 - :UNK1 4,09292 Electrostatic Pi-Anion
A:ASP91:0D2 - :UNK1 3,30958 Electrostatic Pi-Anion
:UNKI:C - A:PRO125  4,64381 Hydrophobic Alkyl
:UNK1:C - A:VAL321 4,37341 Hydrophobic Alkyl
A:TRP273 - :UNKI1:C  4,97449 Hydrophobic Pi-Alkyl
:UNKI1 - A:ALA93 4,31934 Hydrophobic Pi-Alkyl
:UNK1 - A:PRO125 4,72167 Hydrophobic Pi-Alkyl
:UNKI - A:VAL321 5,11631 Hydrophobic Pi-Alkyl




4. SONUCLAR VE TARTISMA

Giliniimiizde, insan yasami siiresi ve yasam Kkalitesi, tarihsel olarak benzeri
goriilmemis seviyelere ulasmistir. Gelismis llkelerdeki bu artig, biiylik Olctide saglikli
beslenme, modern saglik hizmetleri ve iyilesmis yasam kosullariyla iligkilendirilmektedir.
Farmasotik {drlinlerin - gelistirilmesi ve etkin bir sekilde dagitimi, insan sagligim
iyilestirmede kritik bir rol oynamaktadir (Hopkins & Groom, 2002). ila¢ arastirmalari,
ilacin konsantrasyonu ile etkisi arasindaki iliskiyi anlamaya ve yan etkilerin en aza
indirilmesine odaklanmaktadir (Van Der Graaf & Gabrielsson, 2009).

Arastirmacilar, terapotik molekiillerin  ¢ozilintirliikkleri ve proteinlerle etkilesim
potansiyellerinin yani sira, bu ilaglarin biyokimyasal mekanizmalarinin anlagilmasinin
onemini vurgulamaktadir (Gies & Landry, 2003). Giiniimiizde klinik uygulamalarda
kullanilan ve biyolojik olarak oral yoldan alinabilen terapdtik ilaglarin bir kismi enzim
inhibitdrleri olarak 6nemli bir yere sahiptir. Cogu yeni kesfedilen ila¢ aday1, spesifik enzim
hedeflerinin inhibisyonuna dayanarak gelistirilmekte ve optimize edilmektedir
(Ravichandran, 2013). Metabolik siirecler, enzimlerin katalitik aktivitelerine bagimlidir ve
bu enzimlerin hastalik siireglerindeki yiliksek spesifisite, onlar ilag gelistirme igin cazip
hedefler haline getirmektedir (Miller & Wolfenden, 2002). Enzim inhibitorleri, enfeksiyon,
metabolik, kardiyovaskiiler, norolojik hastaliklar ve kanser gibi bir¢cok patolojinin
tedavisinde etkili birer ara¢ olarak degerlendirilmektedir (Robertson, 2005).

llag kesfi alamindaki uzman goriisleri, mevcut uygulamalari ve gelecekteki
yonelimleri, enzimlerin katalitik mekanizmalarinin derinlemesine anlasilmasinin ve bu
mekanizmalarla etkilesimde bulunan kii¢iik molekiillii bilesiklerin optimize edilmesinin
Oonemini ortaya koymaktadir. Terapdtik ilaglarla ilgili calisan bir¢ok arastirmaci, organik
sentezle iretilen ve onayli olan enzim inhibitdrlerinin fizikokimyasal o6zelliklerine,
molekil kiitlesi, hidrojen bag dondr ve alict sayisi, apolar yiizey alami gibi 6zelliklere
odaklanmaktadir (Veber vd., 2002).

Gilintimiizdeki hastaliklarin tedavi siireglerinde enzim inhibitdrii olma potansiyeli
tastyan kiiclik molekiil agirlikli organik sentez molekiillerinin, hedeflenen enzimlerle
genellikle zay1f etkilesimler yoluyla baglandig: bildirilmektedir. Bu tiir inhibitorler, enzim-
substrat kompleksine, serbest enzime ya da hem enzime hem de substrata es zamanli olarak

baglanma kapasitesine sahiptir. Baglanma mekanizmalarin1 anlamak i¢in molekiillerin /Csg
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degerleri ile denge ayrisma sabiti olan K; ve baglanma siireclerine dair Gibbs serbest
enerjisi hesaplamalarinin yapilmasi 6nem tasimaktadir (Tehrani vd., 2019).

Diyabet, diinya ¢apinda siklig1 stirekli artan bir saglik problemidir ve korliik, kalp ve
bobrek hastaliklar1 gibi ciddi ve tedavisi maliyetli komplikasyonlara neden olmaktadir.
Kan sekeri kontrolii ve hiperglisemiyi dnleme yaklasimlari, diyabet tedavisinde merkezi
bir oneme sahiptir. Giliniimiizde uygulanan tedavilerin hicbiri tek basina veya birlikte
normal kan sekeri homeostazini yeniden olusturamamaktadir. Ayrica, diyabet tedavisinde
kullanilan ilaglarin kullaniminda bir¢ok sinirlama vardir; diyabet yonetimi i¢in mevcut
ilaclar, hepatotoksisite, karin agrisi, siskinlik, ishal ve hipoglisemi gibi ciddi yan etkiler
gosterebilirler. Ayrica uzun siireli tedaviden sonra, bu ilaglar i¢in ilag direncinin gelistigi
bildirilmistir. Bu nedenle, aragtirmacilar potansiyel kaynaklardan ila¢ adaylarinin kesfine
yonelik ¢aligmalara odaklanmistir (Orhan vd., 2014).

Bu calisma kapsaminda, bazi1 kalkon ve pirazolin tiirevi molekiillerin (K1, K2, K3,
P1, P2 ve P3) a-amilaz ve a-glukozidaz gibi karbonhidrat sindirim enzimleri iizerindeki
inhibitor etkileri in vitro ve ayrica molekiiler modelleme caligsmalari ile in silico olarak
belirlendi. Karbonhidratlarin sindiriminde rol oynayan bu enzimlerin inhibisyonu, yemek
sonrasi kan gekeri artisini 6nemli dlgiide azaltabilir. Boylelikle, 6zellikle Tip 2 diyabet igin
yeni potansiyel ajanlarin bulunmasinin 6nii agilabilir.

Sentez calismalarinin ilk asamasinda elde edilen kalkon bilesiklerinin literatiir
taramasi yapildiginda K1 bilesiginin yeni, K2 ve K3 bilesiklerinin ise literatiirde mevcut
oldugu belirlendi (Database: CAplus, 2020). Kalkonlarin yapilarmin aydinlatiimasinda
NMR (lH, Bc (APT)) ve FT-IR spektroskopik verileri kullanildi. Ayrica, NMR
spektroskopisinden elde edilen veriler ACD NMR programi kullanilarak desteklendi. K1-
K3 kodlu bilesiklerin 'H-NMR spektrumlari incelendiginde, kalkonlarda beklenen -
doymamis karbonil grubu protonlarinin 7,54-7,75 ppm (H-2) ve 7,74-8,07 ppm (H-3)
araliklarinda J=16,0 Hz’lik etkilesme sabitiyle sergiledikleri AB spin sistemi kalkon
bilesiklerinin olusumunu destekledi. Yine aymi bilesikler i¢in BC-NMR spektrumlarinda,
191,06 ve 191,08 ppm’lerde goriilen karbonil grubuna (C-1) ait rezonans sinyalleri,
124,75-127,41 ppm araliginda C-2 ve 138,22-140,96 ppm aralifinda da C-3 karbonlaria
ait rezonans sinyallerinin varlig1 da yapilar ayrica destekler niteliktedir. Bu bilesiklerin
FT-IR spektrumlart incelendiginde 3507-3384 cm™ frekans araliginda asimetrik ve 3339-
3279 cm™ frekans araliginda simetrik —~NH, gerilme titresimlerine, 1653-1648 cm™ frekans

araliginda C=0, 1591-1576 cm™' frekans araliginda C=C gerilme titresimlerine ve 747-745
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cm frekans araliginda ise C-F gerilme titresimlerine ait pikler sentezlenen kalkonlardaki
fonksiyonel gruplar1 dogrulamaktadir.

Kalkonlar 5 iiyeli heterohalkali bilesiklerin sentezinde kullanilan oldukg¢a etkin ara
tirtinlerdir. Yapilarinda bulunan o,-doymamis karbonil grubu halkalagsma reaksiyonlarinda
sorumlu yapidir. Bu dogrultuda sentez c¢alismalarinin ikinci asamasinda K1-K3
bilesiklerine hidrazin hidratin ayr1 ayr1 asit katalizli ortamda Michael katilmasi sonucu 3,5-
disiibstitiie-2-pirazolin bilesiklerinin (P1-P3) sentezleri gerceklestirildi.

Yapilan literatiir ¢alismalari, sentezlenen 3 adet pirazolin tiirevinin yeni oldugunu
gosterdi. Elde edilen pirazolin tiirevlerinin yapilart 'H-NMR, *C-NMR (APT) ve FT-IR
spektral verileri kullanilarak aydinlatildi. P1-P3 bilesiklerinin 'H-NMR spektrumlar
incelendiginde 6 3,09-3,29 ppm (C4-Ha) ve 0 3,61-3,94 ppm (C4-Hp) araliklarinda dubletin
dubleti (dd) ve 6 4,89-5,58 ppm araliginda triplet (t) gériintimlii kaynasmis dubletin dubleti
yarilmalar sirasiyla pirazolin halkasinin geminal —CH,— ve —CH- protonlarindan spin-spin
etkilegsmelerinden kaynaklanmaktadir. Bu durum metin (H-5) ve diastereotopik metilen (H-
4,/4p) protonlarimin spesifik ozelligidir ve metilenin (C-4) 6zdes olmayan Hx ve Hp
protonlari ile metinin (C-5) Hx protonu arasindaki geminal-vicinal etkilesmeyle ABX spin
sistemini olusturmustur (Kahriman, 2020; Hasimoglu, 2016). Yine pirazolin halkasinin
olugsmasiyla P1, P2 ve P3 bilesikleri i¢in sirasiyla 6,38, 6,33 ve 6,06 ppm’ deki —NH (H-1)
rezonans sinyalinin genis singlet olarak ortaya ¢ikmasi ve halkalasma sonucu kalkonlara
0zgii H-2 ve H-3 protonlarmma ait rezonans sinyallerinin de kaybolmasi pirazolin
olusumunu  destekler niteliktedir.  Bilesiklerin C-NMR  (APT) spektrumlari
degerlendirildiginde ise P1, P2 ve P3 bilesikleri i¢in sirasiyla 153,07, 153,68 ve 155,67
ppm’de goriinen kuaternerik rezonans sinyalleri halkalasma sonucu olusan C-3 karbonuna
ait olup yine 43,09-43,63 ppm araligindaki C-4 (-CH,) ve 57,91-62,47 ppm aralifindaki C-
5 (-CH) rezonans sinyalleri de pirazolin halkasinin en belirgin kanitlar1 olup yapilar
dogrular niteliktedir. Ayrica ¢ikis bilesikleri olan kalkonlarin 191,06 ve 191,08 ppm’de
rezonansa gelen karbonil karbonuna ait rezonans sinyalinin kaybolmasi da yapiyr
destekleyen bir diger spektral veridir. P1, P2 ve P3 bilesiklerinin FT-IR spektrumlari
incelendiginde sirasiyla 3461, 3460 ve 3463 cm™” de asimetrik ve 3324, 3322 ve 3318 cm’
" de de simetrik —-NH, gerilmeleri keskin ikili band seklinde titresim verdi. Pirazolin
olusumunun en 6nemli kanit1 olan N-H, C=N ve C-N gerilme bantlar1 ise sirasiyla 3324-

3318, 1611-1608 ve 1209-1208cm’™ araliklarinda beklenildigi sekilde goriildii.
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Sentezlenen molekiillerin in vitro antidiyabetik etkileri istatistiksel olarak
incelendiginde, bir pirazolin tlirevi olan P2 molekiiliiniin a-amilaz1 non-kompetitif yolla
inhibe ettigi ve standart inhibitor olan akarboz ile aynmi1 /Csy degerine sahip oldugu goriildii.
Dolayisiyla P2 molekiilii, a-amilaz i¢in potansiyel bir inhibitor madde olarak
degerlendirilebilir. a-Glukozidaz enzimi i¢in pirazolin molekiillerinin hepsinin istatistiksel
olarak birbirleriyle ayni hatta akarbozdan daha diisikk /Csy degerlerine sahip oldugu
bulundu. Pirazolinler i¢inde en diisiik /Csy’ye sahip olan P2 molekiilii varliginda tipk1 o-
amilazda oldugu gibi K, degismemekte Vi, ise azalmaktadir. Dolayisiyla molekiiliin a-
glukozidazi da non-kompetitif yolla inhibe ettigi goriilmektedir. Molekiiliin inhibitor
baglanma sabiti 1,14 uM olarak belirlendi.

Kalkon ve pirazolin tiirevi molekiillerin antidiyabetik etkisinin incelendigi
calismalarin sayist ¢ok yiiksek degildir. Bu ¢aligmalardan bazilarinda elde edilen sonuglar
asagidaki gibidir.

Yapilan bir ¢alismada, 1,3,5-triaril-2-pirazolinlerin (2a-2q) kapsamli bir kiitiiphanesi
tasarlanmig ve sentezlenmistir. Yeni sentezlenen bilesikler a-glukozidaz inhibitor
aktiviteleri agisindan taranmis ve tamaminin ¢esitli oranlarda enzim inhibisyonuna sebep
oldugu bulunmustur. Sentezlenen pirazolinler arasinda 2c¢, 2k, 2m ve 20 bilesikler,
sirastyla 212,52 + 1,31, 237,26 + 1,28, 138,35 + 1,32 ve 114,57 £ 1,35 uM'lik ICs
degerleriyle a-glukozidazi akarbozdan (/Csy - 375,82 £ 1,76 pM) daha 1iyi inhibe etmistir.
Bu nedenle, sirastyla -Br, -N(C;Hs),, 2-CF; ve 4-CF; tasiyan 2¢, 2k, 2m ve 20
bilesiklerinin, gelecekte diyabet tedavisi i¢in potansiyel ila¢ adaylar1 olarak Onerilebilecegi
ifade edilmistir (Mehmood vd., 2022).

Bir seri pirazolinil-agil tiyotire (5a-j) bilesiginin a-amilaz inhibisyon potansiyeli,
iyot-nisasta yontemi kullanilarak degerlendirilmis ve Sc¢ hari¢ hepsinde orta derecede
inhibisyon goriilmiistiir. Akarboz i¢in /Csy degerinin 10,2 uM olarak bulundugu ¢alismada,
5b (ICsp 99,3 uM), Se (ICsp 97,4 uM) ve 5f (ICsyp 90,3 pM) nispeten daha iyi inhibisyon
gostermistir. Diger bilesiklerin ise 103 - 131 uM araliginda /Cso degerlerine sahip daha
diisiik inhibisyon gosterdigi tespit edilmistir. (5a-j) serisinin a-glukozidaz inhibisyon
potansiyeli incelendiginde biitlin bilesiklerin yiiksek/orta derecede a-glukozidaz inhibisyon
potansiyeli gosterdigi, akarbozla karsilastirildiginda (ICso 9,5 puM) ise en yliksek
inhibisyonun Sa (ICso 69,9 uM) ve Sb (ICso 68,3 uM) bilesikleri ile elde edildigi
belirlenmistir (Saeed vd., 2024).
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Yine yeni sentezlenen bir seri pirazolin tiirevinin in vitro a-glukozidaz ve a-amilaz
inhibisyon etkileri aragtirilmis, 2¢ ve 2f disindaki tiim bilesikler, akarboza (ICso = 72,57 +
3,16 uM) kiyasla daha yiiksek a-amilaz inhibisyonuna neden oldugu bulunmustur. Benzer
sekilde, 2k disindaki tiim bilesikler, akarboza (I/Cso = 207,08+12,20 uM) kiyasla a-
glukozidaza karsi daha yiiksek inhibitor aktivite gostermistir. Molekiiler modelleme
calismalarindan elde edilen veriler, inhibitdr aktivite sonuglarini desteklemistir. Yapi-
aktivite iliskisi (SAR) ¢alismalari, sirasiyla klor, flor, brom, nitro ve siyano gibi elektron
cekici bir grupla 4. pozisyonda substitiiec edilen 2a, 2b, 2¢, 2e ve 2f bilesiklerinin a-
glukozidaza karsi daha giiclii inhibitor etki gosterdigini ortaya koymustur. Aksine,
metoksil gibi elektron verici grupla substitiie edilen 2i bilesigi, inhibisyonda bir azalmaya
neden olmustur. Bu, elektronik faktérlerin inhibitoér potansiyelini modiile etmede 6nemli
bir rol oynadigini géstermektedir (Ugras vd., 2024).

Basgka bir ¢aligmada ise bir dizi pirazol-kalkon tiirevi (4a-4d, 6a-6d ve 8a-8b)
tasarlanmig, sentezlenmis ve in vitro o-amilaz inhibitor aktiviteleri degerlendirilmistir.
Pirazol tiirevleri olan 4b, 4d ve 6a, standart inhibitor akarbozdan daha gii¢lii enzim
inhibisyonu gostermistir. ICso degerleri bu bilesikler i¢in 29,7 - 32,8 uM arasinda
degisirken, akarboz i¢in 37,5 uM'dir. Morfolin grubuna sahip bilesik olan 6a, 29,7 uM ICs,
degeri ile a-amilaz enzimine karsi en yiiksek inhibisyon aktivitesini gostermistir. Bu
grubun piperidin ile degistirilmesi (6b), a-amilaz enzim aktivitesinin /Csy degerini 49
uM’a diisiirmiistiir (Nidhar vd., 2022).

Bu bahsedilen g¢alismalarin sonuglari incelendiginde calisilan bilesiklerin hem a-
amilaz hem de a-glukozidaz enzimlerini ¢ogunlukla akarbozdan ¢ok daha az bigimde
inhibe ettikleri goriilmiistiir. Bu tez kapsaminda yapilan ¢aligmada ise o-amilaz igin P2
molekiilii ve akarbozun istatistiksel olarak ayni1 /Csy degerine sahip oldugu belirlenmistir.
a-Glukozidaz i¢in ise P1, P2 ve P3 molekiillerinin akarbozdan 55-250 kat arasinda daha
etkin inhibisyona sebep oldugu belirlenmistir. Dolayisiyla P2 molekiiliiniin ¢ok etkili bir in
vitro antidiyabetik aktiviteye sahip oldugu rahatlikla sdylenebilir.

Kalkon ve pirazolin tiirevi molekiiller ile standart inhibitdr olan akarbozun ADME
ozellikleri Molinspiration ve SwissADME internet araglar1 kullanilarak belirlendi.
Calisilan organik molekiillerin hepsinin Lipinski'nin bes kuralina uygun olduklar1 ayrica
hepsinin 10'dan az donebilen baga, 140'tan az A2 topolojik polar ylizey alanina (TPSA) ve

91,61 ve 94,13 olmak flizere yiizde absorpsiyona sahip olmasi, bunlarin iyi derecede oral
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biyoyararliligi olabilecegini gosterdi. Bu sonuglar molekiillerin tamaminin iyi birer ilag
molekiilii aday1 olabilecegini gosterdi.

Molekiiler modelleme ¢alismalari, bilesiklerin tamaminin hem a-amilaz hem de a-
glukozidaz enziminin aktif bolgesine baglandigini gosterdi. Ancak her iki enzim
durumunda da in vitro ve in silico sonuglarin birbiri ile ortlismedigi belirlendi. In vitro
sartlarda en iyi o-amilaz inhibisyonunu P2 gosterirken, in silico sartlarda K1 ve P3
molekiilleri gosterdi. a-Glukozidaz varliginda da benzer bir durum agiga cikti. /n vitro
sartlarda pirazolin molekiillerinin tamami i¢in istatistiksel olarak birbiriyle ayni ama
akarbozdan kiiciik olan ICsy degerleri tespit edildi. Ancak, in vitro g¢alismalarda P2
molekiiliiniin en diisiik /Cs( degerine sahip oldugu belirlendi.

Bilindigi iizere, in vitro ve in silico ¢calismalarin sonuglari tamamen uyusmayabilir.
Ciinkii molekiiler modelleme ¢aligmalar1 yapilirken inhibitér molekiillerin hedef enzim ile
aktif bolgedeki etkilesimleri incelenmistir. Ancak in vitro ¢calismalar P2 molekiiliiniin her
iki enzimi de non-kompetititf yolla inhibe ettigini gostermistir. Bu, P2 molekiiliiniin
enzimin aktif bolge disinda bir baglanma bdlgesinde etkilesime girdigi anlamina gelir.

Dolayisiyla in vitro ve in silico sonuglarin ortiismemesi agiklanabilir bir durumdur.



5. ONERILER

Yukarida aciklanan sonuclar 1s1ginda asagidaki Onerilerin dikkate alinmasi ile

calisma daha ileri seviyeye taginabilir.

1. Calisilan biitiin bilesikler i¢inde en iyi a-amilaz ve a-glukozidaz inhibisyonuna
sebep olan bir pirazolin tiirevi olan P2 bilesiginin in silico ve in vitro ¢alismalar
ile birlikte yiiriitiilecek bir proje kapsaminda farkli tiirevleri sentezlenip daha
etkin bir antidiyabetik ajan bulunmasi hedeflenebilir.

2. Bilesiklerin sudaki ¢oziiniirliklerini artirmaya yonelik sentez ¢alismalar
yapilabilir.

3. In vitro ve in silico sartlarda etkili olan bilesik veya bilesiklerin in vivo ortamda

antidiyabetik etkileri arastirilarak ila¢ olma yolunda bir {ist asamaya gegilebilir.
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