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OZET
DPP4, o-AMILAZ VE o-GLUKOSIDAZ ENZIMLERININ INHIBISYONUNU

HEDEFLEYEN YENI HETEROSIKLIK BILESIKLERIN SENTEZI, /N VITRO VE IN
SILIKO CALISMALARI

Tip 2 diyabet, insulin hormonunun yetmezligi veya etkinli§inin azalmasi sonucu ortaya
cikan; kan sekerinin yiikselmesi ile iligkili kronik bir hastaliktir. Diyabetli hasta sayisindaki
artis hizi oral hipoglisemik ilag piyasasini da hizla biiyiitmekte, diyabetin kontrolii i¢in yeni
ve daha az yan tesirli ajanlarin bulunmasini zorunlu kilmaktadir. Caligmamizda heterosiklik
halkaya sahip 6zgiin maddeler sentezlenerek karakterize edilmis ve dipeptidil peptidaz-4
(DPP4), a-amilaz ve a-glukosidaz enzimleri iizerindeki olas1 inhibisyon etkileri in siliko ve
in vitro yontemlerle incelenmis ve inhibisyon aktiviteleri belirlenmistir. Calismamizin in
siliko kisminda sentezlenen bilesiklerin farmasoétik olarak uygunlugu arastirilmis; molekiiler
yerlestirme yontemi ile DPP4, a-amilaz ve a-glukosidaz enzimlerinin aktif bolgelerindeki
amino asit etkilesimleri incelenmis, baglanma enerjileri bulunmustur. Molekiiler yerlestirme
calismalar1 ile deneysel c¢alismalarin sonuglarin birbirini destekleyip desteklemedigi
arastirilmistir. In siliko ve in vitro calismalarda bilinen DPP4 inhibitdrlerinden biri olan
sitaglipitin, literatiirde en ¢ok rastlanan a-amilaz inhibitorii olan akarboz, a-glukosidaz igin
ise kuarsetin, model olarak secilmistir. Bilesiklerin DPP-4 ve glukosidaz iizerinde kayda
deger bir inhibisyon aktivitesine sahip olmadigi ancak (3a), (3d), (7) ve (7a)’nin dikkat ¢ekici
sekilde a-amilazi inhibe ettigi gozlemlenmis olup; inhibisyon c¢alismalarina ek olarak en iyi
inhibisyonu veren bu dort bilesik ile in vitro ve in siliko yontemler kullanilarak Sigir Serum
Albiimin (BSA) ile baglanma calismalar1 yapilmistir. BSA baglanma calismalarinin
sonuclar1 degerlendirildiginde baglanmanin negatif AG degerine sahip oldugu hesaplanmis
BSA ile 3a, 3d, 7 ve 7a bilesikleri arasindaki etkilesimlerin kendiliginden gerceklestigi
sonucuna varilmigtir. Calismamiz sonucunda yukarida saydigimiz bilesiklerin fonksiyonel
gruplart modifiye edilerek in vivo c¢aligmalarla desteklendiginde Tip 2 diyabet hastaligi
tedavisinde kullanilan ilaglara alternatif olabilir ve yeni ilaglarin gelistirilmesine katkida

bulunabilir.
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ABSTRACT

SYNTHESIS, IN VITRO, AND IN SILICO STUDIES OF NOVEL HETEROCYCLIC
COMPOUNDS TARGETING THE INHIBITION OF DPP4, a-AMYLASE, AND a-
GLUCOSIDASE ENZYMES

Type 2 diabetes is a group of metabolic diseases characterized by hyperglycemia resulting
from defects in insulin secretion, insulin action, or both. The oral hypoglycemic drug market
is expanding as the number of diabetic patients increases significantly. For the control of
diabetes, the discovery of new antidiabetic agents with less side effects is obligatory. In this
context, original compounds having heterocyclic structures were synthesized and
characterized and thier inhibitory activities on Dipeptidyl peptidas-4 (DPP4), a-amylase and
a-glucosidase were investigated by in silico and in vitro methods, and their inhibitory
activities were expressed as IC50 values. In the in silico part of our study, pharmaceutical
suitability of these unique compounds were analyzed, and thier interactions with amino acids
at the active sites of DPP4, a-amylase and a-glucosidase were examined using molecular
docking method and binding energies were also determined. It has been investigated whether
the results of molecular docking studies and experimental studies support each other. In both
in silico and in vitro studies, sitagliptin, which is one of the well known DPP4 inhibitors,
acarbose and quercetin the most common inhibitors in literature; for a-amylase and o-
glucosidase simultaneously were selected as model compounds. Compounds had no
considirable inhibitory activity on DPP4 and a-glucosidase but it was observed that
compounds; (3a), (3d), (7) and (7a) had the most remarkable a-amylase inhibitory activity;
in addition to the inhibition studies, in vitro and in silico Bovine Serum Albumin (BSA)
binding studies were performed with these four compounds. When the results of the BSA
binding studies were evaluated, it was concluded that the binding had a negative AG value,
indicating that the interactions between BSA and compounds 3a, 3d, 7 and 7a occurred
spontaneously. In light of these findings, modifying the functional groups of these novel
compounds and supporting them with in vivo studies may contribute to the development of

new drugs for the treatment of Type 2 diabetes.






YENILIK BEYANI

Diinya Saglik Orgiitii (DSO) diyabetin hizla arttigini ve son verilere gore diinyadaki hasta
sayisinin 422 milyona ulastigini rapor etmistir. Diyabetli hasta sayisindaki artis hizi oral
hipoglisemik ilag¢ piyasasini da hizla biiylitmekte, diyabetin kontrolii i¢in yeni ve daha az yan
etkili ajanlarin bulunmasini zorunlu kilmaktadir. Bu kapsamda a-amilaz ve a-glukosidaz
inhibitorleri ve 2006 yilindan beri de DPP4 inhibitdrleri diyabet tedavisinde yogun olarak
kullanilmaktadir. Cok biiylik bir pazar pay1 olan antidiyabetik ilag piyasasinda daha az yan
etkili ve emniyetli ilaglar biiyiik ilgi géormektedir. Halen tedavide kullanilan en etkili ilag
gruplart bile hipoglisemi riskini arttirmakta, bagimlilik yapmakta ve kilo alimina sebep
olmaktadir. Bu ilaclarin en 6nemli yan etkisi ise kardiyovaskiiler sisteme zarar vermesidir.
Yukarida saydigimiz sebeplerden dolayr daha iyi farmakokinetik ve farmakodinamik
ozelliklere sahip, daha az maliyetli yeni ilaglar1 kesfetmeye gereksinim duyulmaktadir. Bu
calismanin amaci antidiyabetik ila¢ piyasasinin biiyiikliigli géz Oniline alinarak tedaviye
yonelik alternatif DPP4, a-amilaz ve a-glukosidaz inhibitdrii olma potansiyeli tagiyan yeni
bilesiklerin arastirilmasidir. Daha Once sentezlenmemis Ozglin bilesiklerin literatiire
kazandirilmasinin yani1 sira bu enzimler iizerindeki potansiyel inhibisyon etkilerinin hem in
vitro hem de in siliko yontemlerle aydinlatilmasi ¢alismamizin temelini olusturmaktadir.
Ayrica bu enzimler iizerinde en etkili inhibisyona sahip olan bilesiklerin BSA ile
etkilesimleri spektroskopik yontemlerle incelenmis olup, bu baglanma sistemlerine ait

etkilesimler molekiiler yerlestirme yontemi ile desteklenmistir.

Yapilan arastirmalardan elde edilen temel bilgiler pirazol ve kumarin halkalarinin
calistigimiz enzimler {izerinde 6dnemli inhibisyon etkisinin oldugunu goéstermektedir. Elde
edilen bilgiler 1s18inda kumarin ve pirazol halkalarinin birbirine baglanmasiyla yeni bir
farmakofor sablon olusturulmus ve bu halkali aktif yapilarla birlikte o, f-doymamis karbonil
grubu ve amid bagi iskeletinin farkli kombinasyonlarina sahip 6zgiin yapilar tasarlanmistir.
Yapilar bir araya geldiklerinde hem ¢ok aktif ve kiigiik molekiiller olmalar1 hem de kolaylikla
senetezlenip tiirevlendirilebilmelerinden dolayr genis bir etki yelpazesine sahip
olabilmektedirler. Bu ozellikleri ile potansiyel ilag adayr olarak enzimler iizerindeki

inhibisyon etkileri tartisilmis; sentez ve inhibisyon ¢aligmalarina katki saglamistir.
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1. GIRIS
Diyabet, insiilin hormonunun salgilanmasinda, etkisinde veya her ikisinde de bozukluk
sonucu gelisen, kronik hiperglisemi ile seyreden metabolik bir hastalik grubudur.

Karbonhidrat, yag ve protein metabolizmasinm etkileyen bu durum, diinya genelinde hizla

artan 6nemli bir halk saglig1 sorunudur [1-3].

Diyabet hastaliginda kanda yiiksek glukoz konsantrasyonu sonucu glukoz oto oksidasyona
ugrar ve damar yapisinin oksidatif hasarina yol agan serbest radikaller olusurken antioksidan
kapasite azalir. Uzun siireli diyabette goz ve bobrek gibi ¢esitli organlarda islev bozuklugu

ve yetersizlik, sinir sistemi ve kalp ve damar sisteminde hasar goriiliir [4].

Antidiyabetik ilaglar, kan sekeri kontroliinii saglamak, insiilin direncini azaltmak, pankreasin
instilin salgilama kapasitesini desteklemek ve diyabete bagli komplikasyonlart dnlemek
amactyla kullanilan farmakolojik ajanlardir. Tip 1 diyabette mutlak insiilin eksikligi oldugu
icin insiilin tedavisi zorunludur. Tip 2 diyabette ise tedavi basamaklari yasam tarzi

degisiklikleri, oral antidiyabetik ilaglar ve gerektiginde insiilin tedavisi seklinde ilerler [5].

Antidiyabetik ila¢ pazar1 genis bir paya sahip olup, daha az yan etkiye sahip giivenli ilaglara
duyulan gereksinim giderek artmaktadir. Mevcut ilaglarin gesitli yan etkileri, bagimlilik riski
ve yiiksek maliyetleri, arastirmacilar1 daha iyi farmakokinetik ve farmakodinamik 6zelliklere

sahip yeni ilaglar gelistirmeye yonlendirmektedir.

Literatiirde, 6zellikle heterosiklik halka, amid bagi, kumarin halkasi, metoksi siibstitiientleri
ve benzen halkasinin birlikte bulundugu yapilarin incelendigi benzer ¢aligsmalarda, 6zellikle
kumarin halkasinda belirli amino grup siibstitlisyonlart bulunan ve amid bagi igeren
bilesiklerin belirgin olarak diyabet ile iligkili enzimler {izerinde etkili inhibitér aktiviteye

sahip oldugu vurgulanmaktadir [6-8].

Bu calismada antidiyabetik ila¢ piyasasinin biiyiikliigii g6z oniine alinarak tedaviye yonelik
alternatif Dipeptidil Peptidaz-4 (DPP4), o-amilaz ve a-glukosidaz inhibitorii olma
potansiyeli tasiyan yeni bilesikler arastirilmistir. Mevcut biyolojik olarak aktif iskeletlerin
tirevlendirilmesi, rasyonel ila¢ tasarirminda en etkili stratejilerden biri olarak kabul

edilmektedir. Bu baglamda, DPP4, a-amilaz ve a-glukozidaz enzimlerinin potansiyel



inhibitdrleri olarak bir dizi bilesik (3a, 3b, 3¢, 3d, 7, 7a, 7b ve 7c¢) tasarlanmistir. Daha 6nce
sentezlenmemis bu 6zgiin bilesikler literatiire kazandirilmis; s6z konusu enzimler tizerindeki
inhibisyon etkileri in siliko ve in vitro yontemlerle aydinlatilmis, en iyi inhibisyon gdsteren

bilesiklerin BSA ile etkilesimleri incelenmistir.

1.1. Genel Bilgiler
1.1.1. Diyabet

Diyabet, insiilin hormonunun eksikligi veya etkisizligi sonucu ortaya ¢ikan; kan sekerinin

yiikselmesi (hiperglisemi) ile iliskili kronik bir hastaliktir [2, 3].

Saglikli bireylerde kan glukoz diizeyi, baslica pankreasin 8 hiicrelerinden salgilanan insiilin
ve a hiicrelerinden salgilanan glukagon hormonlar ile dengede tutulur. Karbonhidrat igeren
bir 0giinden sonra kan glukoz diizeyi yiikselir; bu durum pankreastan insiilin salinimini
uyarir. Insiilin, hiicre yiizeyindeki insiilin reseptdrlerine baglanarak glukozun basta kas ve
yag hiicreleri olmak iizere ¢esitli dokulara taginmasini ve glikojen, yag asidi ile protein

sentezini tesvik eder [9].

Ote yandan, kan glukoz diizeyi diistiigiinde (6rnegin aclikta) pankreas o hiicrelerinden
glukagon salgilanir. Glukagon, karacigerde glikojen yikimini (glikojenoliz) ve yeni glukoz
sentezini (glukoneogenez) uyararak kan glukoz diizeyini yiikseltir. Boylece insiilin ve
glukagon, birbirine zit fakat tamamlayici etkilerle glukoz homeostazini saglar. Bu hassas
denge bozuldugunda, glukoz diizeyleri uzun siireli olarak normal sinirlarin disina ¢ikar ve

diyabet tablosu ortaya ¢ikar [6].

Genel olarak Tip 1 ve Tip 2 diyabeti olarak siniflandirilan diyabet hastaliginda Tip 1,
pankreastaki  hiicrelerinin otoimmiin yikimi ile sonuglanan mutlak instilin eksikligi olarak
tanimlanmaktadir. Tip 1’de hayatin devamliligi i¢in insiilin enjeksiyonu sarttir. Tip 2 diyabet
ise insiilin salgilanmasinin azalmasi, kilo alimina bagli olarak miktarinin yetmemesi ve viicut
dokularinin salgilanan insiiline yeterince yanit verememesidir. Insiilin direnci olarak
adlandirilan bu durumda glukoz hiicreye giremedigi i¢in siirekli kan dolasiminda kalmaktadir
[9]. Kontrolsiiz ve uzun siireli diyabette, karbonhidrat, yag ve protein metabolizmasindaki

bozulmalar, glukozun non-enzimatik reaksiyonlari ile proteinlere baglanmasi sonucu goz,



bobrek, sinir sistemi ile kalp ve damar sisteminde hasarlar ve islev bozuklugu goriiliir.
Retinopati, nefropati ve noropati gelisir ve kardiyovaskiiler hastalik riski artar [3, 10]. Tip 2
diyabette tedavi belirli bir sira izleyerek ilerler, dncelikle tedavi olarak anti oksidan takviyeli
uygun beslenme ve egzersiz programi verilir. Bunlarin yetersiz kalmasi1 durumunda oral ilag
tedavisi uygulanir ve bu uygulamada basarili olunmazsa bir sonraki asama son ¢are olan

insiilin enjeksiyonuna gegilir.

Tip 2 diyabet tedavisi i¢in halen klinik kullanimda olan pek c¢ok oral tedavi ajam
bulunmaktadir. Bunlar sirasiyla insiilin salgilaticilar, mide-barsak sisteminden karbonhidrat

emilimini geciktiriciler ve insiiline duyarlilig: arttiricilar olarak siniflandirilabilir [9, 11].

Insiilin salgilaticilar; siilfoniliire reseptdrlerine baglanarak pankreatik beta hiicrelerinden
insililin salgilanmasini arttirir. Piyasada var olan siilfoniire grubu ilaglara; glibenklamid,
glipizid, klorpropamid, tolbutamid ve glimepirid 6rnek olarak verilebilir. Kisa etki siiresi ve
yarilanma dmrii olan, yemekten dnce alinarak insiilinin etkisini taklit eden siilfoniliire benzeri
ajanlar ise repaglinid ve nateglinidir [12]. Bu ilaglara ek olarak son yillarda DPP4

inhibitorleri de katilmistir.

Mide-barsak sisteminden karbonhidrat emilimini geciktiriciler; karbonhidrat sindiriminde
yer alan enzimleri inhibe eden inhibitorlerdir. Bu gruba 6rnek olarak nisasta ve glikojenin
sindiriminde rol oynayan a-amilaz inhibitorii akarboz ve miglitol ve a-glukosidaz inhibitorii

kuersetin verilebilir [13, 14].

Insiiline duyarlilig: arttiricilar: biguanid tiirevi ilaglar, hepatik glukoneojenezi yavaslatir.
Dolayist ile hepatik glukoz tiretimini azaltarak insiilin duyarliligini artirir. Metformin bu
gruba ornek olarak verilebilir. Metformin ayni1 zamanda kaslarda glukoz alimin1 da uyararak
periferel insiilin duyarliligini ¢ogaltir. Bir diger grup olan tiyazolidindion gurubu ilaglar
rosiglitazon ve pioglitazon igerirler. Bu maddeler glukoz aliminda etkili olan proteinleri

aktive ederek glukoz seviyesini diisliriirler [6, 15].

Tip 2 diyabet tedavisinde kullanilan ilaglarin baz1 yan tesirleri bulunmaktadir. Birinci grup
insiilin salgilaticilar grubundan olan sulfoniliire grubu ilaglarin istenmeyen en 6nemli yan

etkileri; hipoglisemi, bulanti, kusma, asidoz ve uzun siire kullaniminda ise vitamin B>



eksikligidir. Ikinci ilag grubu olan mide-barsak sisteminden karbonhidrat emilimini
geciktirici; a-glukosidaz inhibitdrleri ise aglik kan sekerini bariz bir sekilde indirmezken; son
2-3 aylik ortalama kan sekeri seviyenizi gosteren onemli bir test olan hemoglobin Alc
(HbA1c) seviyesini diisiiriirler. Ugiincii grup olan insiiline duyarlilig1 arttiricilar grubundaki
ilaclarin en 6nemlisi metformin tiirevleridir. Halen tedavide kullanilan en etkili ilag grubu
olmasina ragmen hipoglisemi riskini arttirmakta ve kilo alimina sebep olmaktadir. Ayrica en

onemli yan etkisi ise kardiyovaskiiler sisteme zarar verebilmesidir.

Calismamizda sentezledigimiz maddelerin diyabet tedavisinde yaygin olarak one ¢ikan

DPP4, a-amilaz ve a-glukosidaz enzimleri iizerindeki inhibisyon etkileri incelenmistir.

1.1.2. Diyabette Etkin olan Enzimler

Oral farmakolojik tedaviler, baglica insiilin duyarlilagtiricilar  (metformin ve
tiazolidindionlar), diyetle alinan karbonhidratlarin parcalanmasini inhibe eden ajanlar (o-
amilaz ve a-glukozidaz inhibitorleri) ve insiilin sekretagoglar (stilfoniliireler ve glinidler)
gibi gruplar1 igermektedir. Son yillarda, diyabet tedavi stratejilerinde onemli gelismeler
yasanmis olup, glisemik kontrolii iyilestiren ve ek terapotik faydalar saglayan yeni ilag
siniflar1 ortaya ¢ikmistir. Bunlar arasinda DPP4 inhibitorleri, glukagon benzeri peptid-1
reseptOr agonistleri ve sodyum-glukoz kotransporter-2 inhibitorleri yer almaktadir. DPP4
inhibitdrleri (sitagliptin) (Sekil 1.1), tip 2 diyabet tedavisinde alternatif bir segenek sunmakta
ve metformine eklenen makul bir ikinci basamak tedavi olarak degerlendirilmektedir. a-
Amilaz inhibitorleri 1996 yilindan beri diyabet tedavisinde kullanilmaktadir; a-amilazin
inhibisyonu ile yemek sonrasi glukoz yiikselisinin kontrol altina alinmas1 hedeflenmektedir.
Bu, Tip 2 diyabet icin yaygin bir strateji saglamaktadir. a-Glukosidaz ise yemek sonrasi
glukoz diizeylerini yiikselttigi i¢in, bu enzimin inhibisyonu da Tip 2 diyabet tedavisinde etkili
bir yaklasim sunmaktadir. a-amilaz ve a-glukozidazin baslica inhibitorleri olan akarboz,
miglitol ve kuersetin (Sekil 1.1), klinik olarak bagirsaklarda basit karbonhidratlarin

sindirilmesini ve emilmesini yavaslatmak amaciyla 6nerilmektedir [16-18].
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Sekil 1.1. a:DPP4 enziminin bilinen inhibitorlerinden sitagliptin; b: a-Amilaz enziminin
bilinen inhibitorlerinden akarboz; c¢: a-Glukosidaz enziminin bilinen
inhibitorlerinden kuersetin.

Calismamizda sentezledigimiz maddelerin diyabet tedavisinde yaygin olarak 6ne ¢ikan

DPP4, a-amilaz ve a-glukosidaz enzimleri lizerindeki inhibisyon etkileri incelenmistir.

1.1.2.1. Dipeptidil Peptidaz-4 Enzimi

Bir serin ekzopeptidaz olan Dipeptidil Peptidaz-4 (DPP4, E.C. 3.4.14.5) (Sekil 1.2)
gastrointestinal sistemde, diyetle alinan besinlere cevap olarak glukoz homeostazini korumak

i¢in salinan inkretin hormonlarmni hedef alir [19, 20].

Belli bash inkretin hormonlar1 gastrik inhibe edici polipeptid (GIP) ve glukagon-benzeri
peptid (GLP-1)’dir. Ogiin esnasinda, ince barsaktan, GLP-1 ve GIP inkretinleri kana
salinirlar. Bu hormonlar, insiilin salgilanmasini glukoza bagl bir sekilde diizenlerler. GLP-
1; insiilin biyosentezinde, glukagonun inhibisyonunda ve pankreasin -hiicreleri
adaciklarinin rejenerasyonunda rol oynar [1, 21, 22]. DPP4 enzimi tarafindan katalizlenen
inaktivasyon reaksiyonuna bagli olarak, GLP-1 ve GIP hormonlarinin olduk¢a kisa yari-
Omdirleri vardir. DPP4’{in inhibisyonu, hormonlarin inaktivasyonunu yavaslatarak etkilerinin
daha uzun siireli olmasini saglar ve plazma glukoz seviyesini diigiiriir. Bu etkilerinden dolay1
DPP4 inhibitorleri son yillarda insiiline duyarlilig arttiricr ilaglarla birlikte verilerek Tip 2
diyabet hastaliginin tedavisinde kullanilmaktadirlar [20, 23].

Bir homodimer (zincir-A ve zincir-B) kristal yapiya sahip DPP4, 766 amino asitten
olugsmaktadir. S1, S2, S1°ve S2’ olarak toplamda 4 ana baglanma bdlgesine sahiptir. Burada
S1 cebi Tyr631, Val656, Trp659, Tyr662, Tyr666, Val711, His740 amino asitlerini
icermektedir. Bu bolge hidrofobik 6zellik gosterirken; S2 cebi Glu205, Glu206, Tyr662,



Tyr666 amino asitlerini igerir. Bu bolge ise olduk¢a asidik yapidadir ve substratin N-
terminalindeki pozitif yiiklii gruplarla (6rn. amin grubu) elektrostatik etkilesime girmektedir.
DPP-4 inhibitorlerinden sitagliptin 6zellikle bu bolge ile hidrojen bagi kurmaktadir. S1° ve
S2’ yan cepleri ise Ser630 (katalitik), Asn710, His740 amino asitlerini icermektedir. Bu
bolgeler substratin C-terminal kismiyla etkilesir ve baglanma giiciinii artirmak i¢in 6nemli
yan ceplerdir. Molekiiler yerlestirme caligsmalari genellikle S1 ve S2 cepleri iizerine
yogunlasir, ¢linkii bu bolgeler hem dogal substrat baglanmasin1 hem de kiigiik molekiillerin

yiiksek afinite ile tutunmasini saglamaktadir [24, 25].

Sekil 1.2. DPP4 enzim (PDB kodu: 4FFW) kristal yapisi.
1.1.2.2. a-Amilaz Enzimi

Tikiiriik ve pankreastan salgilanan a-amilaz (E.C.3.2.1.1) (Sekil 1.3) nisastanin maltoz ve

glukoza pargalanmasinda gorev yapan bir enzimdir. pH 6-7 araliginda etkili olan amilaz,



nisastadaki a-1,4-glikozid baglarin1 kirarak nisastanin agizda ve gastrointestinal sistemde

maltoz ve glukoz alt birimlerine parcalanmasini saglamaktadir [26].

Tikiiriik amilaz1 nisastay1 daha kii¢iik parcalara ayirir fakat a-amilaz sadece a-1-4 baglarinda
etkilidir. Islem, ince bagirsakta devam eder; burada pankreatik amilaz dekstrinleri maltoza
ve glukoza hidrolize eder. ince bagirsakta devam eden sindirimde pankreatik a-amilaz nisasta
veya glikojen zincirlerindeki a-(1-4) glikozidik baglar1 kirar ancak; dogrudan dallanma
noktalarindaki a-(1-6) glikozidik baglar1 kiramaz. Bu enzimin inhibisyonu ile ince bagirsakta
glukoz salintmi1 ve emilimi geciktirilmektedir. Bagirsakta ger¢eklesen bu olayda enzimlerin
inhibitorleri tarafindan karbohidrat sindiriminin geciktirilmesi ile hiperglisemi diizeyi
azaltilmaktadir. Yemek sonrast hiperglisemiyi azaltmalar1 nedeniyle a-amilaz inhibitorleri
diyabet tedavisinde olduk¢a 6nemli bir role sahiptir. Diyabet ve obezite gibi hastaliklarin
tedavisinde a-amilaz inhibitorleri -akarboz, miglitol ve vogliboz- glukoz emilimini 6nlemek

amaciyla yaygin kullanilan ilaglardir [18, 26, 27].

Sekil 1.3. a-Amilaz enzim (PDB kodu: 1B2Y) kristal yapisi.
Tipik olarak (B/a) katlanma motifine sahip amilazin aktif bolgesinde ii¢ ana amino asit
etkilesimde bulunmaktadir. Bunlar Asp197, Glu233 ve Asp300’diir. Bu amino asitler

nisastanin a-1,4-glikozidik baglarimi1 kiran mekanizmada etkilidir: Asp197 niikleofilik



saldiriy1 baslatir, Glu233 proton vericisi roliindedir ve Asp300 gecis durumunu kontrol eder
[13, 28]. Molekiiler yerlestirme ¢alismalarinda etkilesimde oldugu bilinen diger aktif bolge
amino asitleri ise His201, His299, Tyr62, Trp59, Trp58 (aromatik yilizeyler ile substrat ve
inhibitorlerin halkalariyla n—n etkilesim kurar), Asp356 ve His305 (hidrojen bagi ve polar
etkilesimler) olarak verilmektedir. Bilinen inhbitorlerden akarboz aktif bolgeyi kismen ya da
tamamen kaplayarak su molekiiliiniin girisini engeller. Flavonoidler genellikle Trp59, Tyr62
gibi aromatik kalintilar1 ile yigin-y1gin (stacking) etkilesimler kurar ve Asp197/Glu233 ile
hidrojen bag1 yapar. Metoksi ve hidroksi gruplari ise aktif bélgedeki polar amino asitlerle H-

bag1 kurarak baglanma enerjisine etki eder [28-31].

1.1.2.3. a-Glukosidaz Enzimi

Glukozil hidrolaz familyasina dahil olan a-glukosidaz enzimi (E.C.3.2.1.20) (Sekil 1.4)

kompleks karbonhidratlarin yapi taslarina par¢alanmasindan sorumlu enzimdir [32].

Polisakkaritlerin (nisasta, glikojen) ve disakkaritlerin (maltoz) yapisinda bulunan o-1,4-
glikozidik baglariin hidrolizinde gorev alarak serbest glukoz monomerlerini agiga ¢ikarir.
Boylelikle hiicresel enerji liretiminde (ATP sentezi) glukozun kullanilabilir hale gelmesine

yardimci1 olarak enerji metabolizmasinda kritik bir rol oynar.

Hem biyokimyasal hem de klinik agidan biiyiik 6neme sahip olan a-glukosidaz enzimi Tip 2
diyabet tedavisinde etkilidir; o-glukosidaz inhibitorleri (kuersetin, akarboz, miglitol),
karbonhidratlarin  sindirimi ve emilimini yavaslatarak, kan sekerinin daha yavas
yiikselmesini saglar. a-Glukosidazin inhibisyonu ile ince bagirsaklardaki ¢aligma
mekanizmasini  tersine ¢evirerek monosakkarit olusumunu Onlemektedir. Bdylece
monosakkaritlerin kana gecisi geciktirilmis olur ve kandaki glukoz diizeyleri azalir. Bu tiir
ilaclar, 6zellikle yemeklerden sonra kan sekerini diizenleyerek diyabetin yonetiminde yaygin
olarak kullanilir. Laboratuvar arastirmalar1 i¢in maya, bakteri veya diger organizmalardan
izole edilebilir. a-Glukosidaz hayvanlarda karaciger, ince bagirsak ve kas dokusunda bulunur

[33-35].

Asp404, Asp518, Asp616, His674, Arg600, Trp406, Phe601, Tyr605, lled41, Thrd43,

Val446 ve Ser676 amino asit kalintilar1 a-glukosidaz enziminde aktif bolgeyi temsil



etmektedir. Insan a-glukosidazin yiiksek ¢oziiniirliiklii PDB yapisi smirli olmasi nedeni ile
molekiiler yerlestirme c¢aligmalarinda genellikle Saccharomyces cerevisiae a-glucosidase

(6rn. PDB: 3A4A) tercih edilmektedir [17, 30].

Sekil 1.4. a-Glukosidaz enzim (PDB kodu:3A4A) kristal yapist.
1.1.3. ila¢ tasima sisteminde albiimin

Kan plazmasinda yogun olarak bulunan proteinlerden serum albumin, ozmotik basincin ve
kan pH’nin ayarlanmasi gibi énemli fizyolojik gorevlerinin yani sira; kanda bulunan yag
asitleri, ilaglar ve metabolitler vb. maddelerin taginmasinda da gorevli olan 6nemli bir

proteindir [36, 37].

llaglar hedeflerine ulasmak icin kan plazmasinda serum albiimin ile etkilesime girerek
tasinmaktadirlar. Bu etkilesimlerin incelenmesi ilag kimyasinda, tipta, biyoteknolojide ve

biyokimyada 6nemli bilgiler saglamaktadir [38, 39]. Serum albiimin ilaglar, hormonlar, yag



asitleri ve diger molekiiller i¢in yiliksek bir baglanma kapasitesine sahiptir. Ayrica hidrofobik
baglanma bdlgeleri ile hidrofobik ila¢ molekiillerini baglayarak taginmalarini kolaylastirir.
Boylece ilaglar, hedef dokulara etkili bir sekilde tasmabilir ve viicuttaki dolasimlarini
siirdiirebilirler. Serum albiiminine baglanan ilaglar, genellikle inaktif formdadir. Ancak,
ilaglar serbest kaldiginda aktif olarak etki gosterebilirler. ilag-albiimin etkilesimlerinde
albiimin, bir depo gorevi gorerek ilaglar1 hedef dokuya tasiyarak kontrollii olarak serbest
birakilmasim saglar. Ozellikle klinik agidan dozaj ayarlanmasinda serum albiimin
etkilesimleri onem tagimaktadir. Buna bagl olarak da ilag tasima c¢alismalarindan

yararlanilarak hedefe yonelik tedaviler gelistirilebilir [36].

S1g1r serum albiimin (BSA) (Sekil 1.5), 582 amino asit kalintisindan olusan ve insan serum
albiimini ile yliksek benzerligi olan bir proteindir. Diisiik maliyetli olmasindan dolay1 yaygin
olarak bulunabilmesi BSA’y1 arastirmacilar tarafindan ligandlarin proteine baglanma
calismalarinda tercih edilen bir model haline getirmistir [36, 37]. Absorbsiyon
spektroskopisi, basitligi nedeniyle protein-ligand etkilesimini incelemede en uygun
yontemlerden biridir. Lambert-Beer yasasina dayanan bu yontem, polipeptid ortamindaki en
kiigiik degisikliklere (ligandin baglanmasi, yapisal veya atomlarin oksidasyon durumundaki

degisiklikler) cok duyarlidir.

BSA, hem yiiksek baglanma kapasitesine hem de farkli tip ligandlara uyum saglayabilecek
cok sayida baglanma cebine sahiptir. IB, IIA ve IIIA olmak lizere BSA’nin ii¢ ayr1 baglanma
bolgesi vardir. Tlaglar genellikle IIA ve IIIA bolgeleri ile etkilesimdedir. IIA bolgesinde daha
cok hidrofobik aromatik ligandlar ve bazi ilaglar (warfarin, fenilbutazon vb.) etkilesimde
oldugu bilinmektedir [40]. Bu bolgedeki 6nemli amino asitler: Trp213, Leu219, Phe223,
Leu238, His242, Arg256 ve Tyr150 olarak verilmektedir. Etkilesimlerde hem hidrofobik
etkilesimler hem de hidrojen baglar1 rol oynamaktadir. Subdomain IIIA ise Ibuprofen
baglanma bolgesi olarak bilinmektedir. Daha ¢ok kiigiik, aromatik ve hidrofobik molekiiller
buraya baglanmaktadir. Bolgede etkilesmde bulunan 6nemli amino asitler Tyr411, Lys414,

Val432, Leud53 ve Serd489 olarak verilmektedir [38, 40-42].
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Sekil 1.5. BSA proteini (PDB kodu: 4F5S) kristal yapist.
1.1.4. Hedef Bilesiklerin Sentez Stratejisi

Cesitli metabolik bozukluklarin tedavisinde etkinligi kanitlanmis heteroatomlu bilesikler;
antidepresan, antimikrobiyal, antiinflamatuar, antikanser, antianksiyete, antiobezite,
antikoagiilan ve analjezik gibi ¢ok ¢esitli biyolojik aktiviteleri sayesinde ila¢ kimyasi
alaninda 6nemli bir yer tutmaktadir. Heteroatom igeren halkali yapilar, oksijen, azot veya
kiikiirt gibi atomlarin varlig1 sayesinde biyolojik hedeflerle yiiksek afinite ile etkilesime
girebilir. Bu nedenle, yapisal ¢esitlilikleri ve fonksiyonel gruplar agisindan zengin olmalari

onlart modern ilag gelistirme ¢aligmalarinda kilit konuma getirmektedir [43-46].

Bu baglamda, kalkonlar heterohalkali bilesiklerin sentezinde ©nemli Onciil yapilardir.
Kimyasal formiili CsHsC(O)CH=CHCsHs olan kalkon, genellikle £ ve Z izomerlerinin
karisimi halinde bulunur; £ izomeri daha kararli ve baskin formdur. Konjuge sistemleri ve
elektrofilik ozellikleri sayesinde kalkonlar, cesitli organik doniisiimlerde degerli ara
maddeler olarak gdrev yapar [47, 48]. Aromatik bir keton tiirevi ile aromatik bir aldehit
tirevinin baz veya asit katalizi altinda kondenzasyonu ile sentezlenirler. Bu yiiksek
kemoselektif reaksiyon, aldol kondenzasyonunun 6zel bir tiirii olan Claisen—Schmidt

kondenzasyonu (Sekil 1.6) olarak bilinir [49]. Mekanizma, bazin ketonun o-hidrojenini

11



¢cekmesiyle olusan rezonansla stabilize enolat iyonunun, aldehitin elektrofilik karbonil
karbonuna niikleofilik saldirisi ile baslar. Ardindan -hidroksi keton ara iiriinii olusur ve baz
etkisiyle ger¢eklesen dehidrasyon sonucunda a,B-doymamis keton yapisindaki kalkon elde

edilir [50, 51].
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Sekil 1.6. Claisen-Schmidt Kondezasyonu ile kalkon iskeletine sahip bilesiklerin reaksiyon
mekanizmasi.

Bu genis biyolojik etkinlik yelpazesi igerisinde, 6zellikle yapisinda pirazol halkasi (Sekil 1.7)
barindiran bilesikler hem kimyasal 6zellikleri hem de farmakolojik potansiyelleri ile dikkat
cekmektedir. ki azot atomu ve doymamis bir bag igeren pirazol halkasi, bazik ve asidik NH
gruplar1 sayesinde ¢ok sayida hidrojen bagi olusturabilir ve giiglii bir donor iglevi goriir. Bu

ozellikleri, pirazol tiirevlerini ila¢ kesfi ve tasariminda degerli kilmaktadir [46].

Sentez kolayligi, yapisal modifikasyona elverisliligi, diisiik molekiil agirligt ve genis
biyolojik aktivite potansiyeli nedeniyle kalkonlar ve pirazol gibi heterohalkali bilesikler, yeni
farmasotik adaylarin gelistirilmesinde vazgecilmez yapi taglaridir [43, 44, 50, 52-55].
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Sekil 1.7. Kalkon iskeletine sahip yapilarin niikleofilik katilma ile halka kapanmasi
reaksiyon mekanizmasi (X:O, S).

1.1.5. ADME

Uzun bir siireci kapsayan ilag aragtirma ve gelistirme ¢alismalarinda ¢ok sayida yeni ve farkl
molekiil tasarlanarak Absorpsiyon, Dagilim, Metabolizma ve Atillim (ADME) o6zellikleri

incelenir. Bu yeni yapilarin; farmakokinetik ve fizikokimyasal parametrelerinden yola
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cikarak ilag-benzerlik testi olarak bilinen Lipinski’nin Besli kuralina uymalar1 ve diisiik

toksisite ile birlikte yiiksek biyolojik aktivite gostermeleri istenir [56, 57].

Bu ozelliklerden fizikokimyasal ozellikler Molekiil agirligit (M.A., g/mol), Doygunluk
(Fraction Csp3) molekiiliin toplam karbon sayisina gore sp hibritlesmis karbonlarin oran,
Dondiiriilebilir baglar, Hidrojen bagi alicist ve vericisi, Topolojik Polar Yiizey Alani
(TPSA(A2)), n-Oktanol ve su (logPO/W) arasindaki dagilim katsayisi olarak tanimlanan
Lipofiliklik 6lgiisiidiir (Log P) ve bunlarin yan1 sira Gastrointestinal emilim (GIA), Kan-
beyin bariyeri (BBB) gecirgenligidir. Bu grafiksel bir gosterim (BOILED-Egg) olarak
sunulmaktadir. iki fizikokimyasal tanimlayici olan ADME parametresi ile -TPSA/LogP-’ye
ait grafigin istatiksel sonucu olarak verilmektedir. BOILED-Egg grafiginde sar1 alan BBB
gecirgenligi, beyaz alan ise GIA emilimini temsil etmektedir [56, 58, 59].

1.1.6. Molekiiler yerlestirme

Bilgisayar destekli calismalarda molekiiler yerlestirme, ilag adayi olabilecek bir Oncii
bilesigin ve biyolojik hedefi olan makromolekiil arasindaki etkilesim giiciinii yiiksek verimli
tarama yaparak hesaplamaktadir [57, 60, 61]. Molekiiler yerlestirme, bir bilesigin hedef
makromolekiile non-kovalent etkilesimle kararli bir kompleks olusturmasini ve buna gore
tercih ettikleri konformasyonunu, bu kompleksin olusumuna etki eden amino asit kalintilarini
ve baglanma ilgilerini tahmin ederek, enzim-ligand iliskisini incelemek i¢in kullanilan bir

simiilasyondur [62, 63].

Hesaplamali kimya ve modelleme ¢alismalarinin laboratuvar deneyleri ile aktif halde birlikte
yiiriitilmesi ve in vitro ve in siliko ¢alismalarin birbirini desteklemesi ilag gelistirme

caligmalarinda hedeflenen sonuclara ulagsmak i¢in biiylik 6nem tagimaktadir.

En ¢ok tercih edilen molekiiler yerlestirme programlarindan biri olan Autodock Vina enzim-
ligand kompleksinin uygun konformasyonlarinin Gibbs serbest baglanma enerjilerini
(kcal/mol) hesaplar [30, 63]. Baglanma enerjisi (AG)’nin (+) olmasi s6z konusu baglanmanin
kompleks olusumunu desteklemedigini ve (-) degerde olmasi ise bu kompleksin olusumunu
destekledigini diger bir ifade ile tepkpimenin {irlinler lehine oldugunu bdylece yapilarin

kompleks halinde kararli oldugunun bilgisini vermektedir.
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Molekiiler yerlestirme ¢aligsmalari asagidaki sirayi takip eder:

Protein (enzim) dosyalarinin hazirlanmasi

Ligand dosyalarinin hazirlanmasi

Konfigiirasyon dosyalarinin hazirlanmasi

Molekiiler yerlestirme isleminin dogrulanmas1 (RMSD)

Discovery Studio ile sonuglarinin ve etkilesimlerinin goriintiilenmesi
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2. MATERYAL VE YONTEM

2.1. Deneylerde kullanilan kimyasallar

Inhibisyon deneylerinde kullanilan o-Amilaz (hog amylase, 23.3 U/mg), a-Glukosidaz (Cat
No. 5003-1KU Type I; Saccharomyces cereviciae kaynakli), akarboz, kuarsetin, 3,5’-dinitro
salisilik asit (DNS), sodyum hidroksit (NaOH), sodyum kloriir (NaCl), fosfat (PBS) tampon
cozeltilerin hazirlanmasinda kullanilan sodyum potasyum tartarat, sentezlerde kullanilan
reaktifler (4’-metoksi asetofenon, 2,5’-dimetoksi benzaldehit, 3,5’-dimetoksi benzaldehit,
4’-hidroksi kumarin, fenil hidrazin, semikarbazit, tiyo semikarbazit, 4’-fenil semikarbazit)
ve etanol (EtOH), metanol (MetOH), dimetil siilfoksit (DMSO), asetik asit, hidroklorik asit
(HCI), fosforil kloriir (POCl3), piperidin, dietil eter vb. ¢oziiciiler; analitik saflikta olup
Sigma-Aldrich (St. Louis, MO, USA) veya Merck (Darmstadt, Germany) firmalarindan
temin edilmistir. Ayrica DPP4 enziminin inhibisyonu i¢in ¢aligmalarda Abcam (ON, Canada)

DPP4 inhibitor screening Kit (ab133081) kullanilmustir.

2.2. Deneylerde kullanilan cihazlar ve bilgisayar programlari

Bu tez kapsaminda bilesiklerin sentezinde ve in vitro ¢alismalarda asagidaki cihazlardan

gerektigi yerlerde yararlanilmistir.
e Hassas Terazi (AND, £ 0,0001)
e Destile Su Cihaz1 (Millipore, MilliQ)
e Etiiv (Genlab, Midi/2/AL (0-100))
e Manyetik Karistirici (Chiltren, Isiticili HS 31)
e Otomatik Pipetler (Rainin)
e Erime noktas1 (Elecrothermal 9200)
e Vorteks Cihazi (Fisons,Whirlimixer)
e pH Metre (ToledoMettler)

e Buzdolab1 (Siemens KD40NAO4NE,A+)
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e -80 °C Derin Dondurucu (Thermo Electron Corp., Forma ULT)
e UV-VIS spektrofotmetre cihazi (Helios Zeta)

e Epoch UV plaka okuyucu (Biotek)

e Floresans Mikroplaka okuyucu (FLX800™)

Sentezlenen tiim bilesiklerin yapilarinin aydinlatilmasinda yararlanilan kiitle analizi T.C.
Atatiirk Universitesi Dogu Anadolu Yiiksek Teknoloji Uygulama ve Arastirma
Merkezi’inde, FTIR spektrumlari, 'H ve 3C-NMR spektrumlar1 ise Erciyes Universitesi
Teknoloji Aragtirma ve Gelistirme Merkezi’nde aldirilmigtir. Cihazlarin 6zellikleri asagida

verilmistir:
e QTOF dort kutuplu ugus siireli kiitle spektrometresi, (6530B LC Q-TOF)

e FTIR Fourier Doniisiimlii Kizilotesi Spektroskopisi (Shimadzu 8400 FTIR

Spectrometer)

e Proton niikleer manyetik rezonans ('"H-NMR) ve Karbon niikleer manyetik rezonans

(3C-NMR) (Bruker Avance (400 MHz))

Ayrica hesapsal ¢aligmalarda kullanilan bilgisayar programlart ise Auto Dock Tools1.5.6,
Discovery 2021 Client, Spartan *14 V1.1.4, MestReNova, Notepad++ ve ChemDraw, ve in
vitro ¢alismalarda 6l¢iim sonuglarinin degerlendirilmesinde OriginPro8.5, GraphPad Prism-

9, GenS veri analiz yazilimi ve SpectraGryph 1.2°den yararlanilmigtir.

2.3. Deneysel Yontemler

Deneysel calismalar Sekil 2.1°de gosterilen agsamalardan olugsmaktadir.
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1 2

3
8 dzgiin bilegigin sentezi ve DPP:&%;?:;:}ilaﬁe‘&;ilzégﬂgg?u?ldaz Inhibisyon calismalarinin
karakterizasyonu inhibisyon cahs;nalan sonuclarinin degerlendirilmesi
< — 3 6
BSA baglanma Bilesiklerin DPP4, a-amilaz & Bilesiklerin ADME
calismalart ve o-glukosidaz enzimleri ve Szelliklerinin
sonuglarmn analizi BSA ile molekiiler verlestirme incelenmesi

calismalari

Sekil 2.1. Tez calismasi akis semasi.
2.3.1. Hedef bilesiklerin sentez yontemleri

Tasarlanan yapilar Grup-A ve Grup-B olarak ikiye ayrilmistir; Grup-A benzen halkasi ve
heterosiklik bir halka icermektedir. Grup-B ise hem benzen halkas1 ve heterosiklik bir yap1

hem de kumarin halkasi igermektedir.

Grup-A’nin sentezi iki asamada gerceklestirilmistir. Birinci asamada; Claisen-Schmidt
kondenzasyon tepkimesine gore stokiyometrik oranlarda alinan aril keton ve aromatik
aldehitin bazik ve soguk ortamda karistirilmasi ile literatiire uygun sekilde bilesik (3)
sentezlenmistir [47, 54]. Ikinci asamada o,B-doymamis keton yapisi iceren 3 numarali
bilesik, fenilhidrazinin, semikarbazit, tiyosemikarbazit ve 4-fenil semikarbazitin siklik
kondenzasyonu sonucunda 5°li heterohalkali yapiya sahip 3a, 3b, 3c ve 3d bilesikleri
sentezlenmistir (Sekil 2.2). izlenen yontemde, reaktifler ile 3 numarali bilesik bir reaksiyon
balonunda bazik ortamda uygun ¢6ziicii ilave edilerek manyetik karistiricida geri sogutucu
sistemde 1sitilmistir. Yeni lriiniin varligi ince tabaka kromatografisi (TLC) ile belirli
araliklarla kontrol edilir. Coken madde siiziilerek alinmis, vakum desikatoriinde
kurutulduktan sonra saflastirma islemi igin literatiire uygun sekilde dnce genel ¢oziiciiler ile

(EtOH, MetOH vb.) yikanmis ve kristallendirme islemi yapilmistir [43, 44, 52, 55, 64].
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Sekil 2.2. Sentezlenen birinci grup bilesikler (Grup-A).

Grup-B’nin sentez ¢aligmalar li¢ asamada gergeklestirilmistir. Birinci asamada 4-hidroksi
kumarinin (4) POCI3 varliginda ikili baga katilma tepkimesi sonucu keton yapisi igeren 3-
asetil-4-hidroksi kumarin (5) bilesigi elde edilmis olup [65]; ikinci agsamada bu keton tiirevi
ve 3,5’-dimetoksi benzaldehitin (6) pirimidinli ortaminda tepkimesi ile kalkon iskeleti igeren
ozgiin 7 bilesigi sentezlenmistir (Sekil 2.3). Ugiincii asamada ise bu 6zgiin yapinimn (7)
fenilhidrazinin, tiyo semikarbazit ve 4-fenil semikarbazit ile siklik kondenzasyonu
sonucunda 5’li halkaya sahip 7a, 7b ve 7c¢ yapilari sentezlenmistir (Sekil 2.4). Islem icin,
reaktifler ile kalkon tiirevi bir reaksiyon balonunda bazik ortamda EtOH ilave edilerek
manyetik karistiricida geri sogutucu sistemde 1sitilmistir. Yeni {irliniin saflig1 ve varligi ince
tabaka kromatografisi (TLC) ile ortamdan belirli araliklarla alinan orneklerle kontrol
edilmistir. Tepkime sonrasinda ortama soguk su eklenerek kati maddenin ¢okmesi saglanmig
ve c¢oken kati siiziildikten sonra safsizliklarin giderilmesi i¢cin EtOH/MetOH ile

kristallendirilip kurutulmustur [7, 8, 66].
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Sekil 2.3. (7) bilesiginin iki basamakta gergeklesen sentez tepkimesi.
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Sekil 2.4. Tez kapsaminda sentezlenen ikinci grup bilesikler (Grup-B).

Sentez calismalar1 sonucunda elde edilen bilesiklerin yapilarinin aydinlatilmasi i¢in FTIR,
"H-NMR, *C-NMR ve QTOF karakterizasyon yontemlerinden yararlanilmistir. Bunlar igin
yapilarin karakteristik pikleri incelenmis ve literatiirdeki benzer yapilarla kiyaslanmistir.
Ayrica bilesiklerin QTOF analiz sonuglarina gore bilesige ait kapali formiil, molekiil agirlig
ve yiizde verim hesab1 yapilmis, ayirt edici bir diger fiziksel 6zellik olan erime noktasi tayin

edilmis ve [UPAC adlandirma sistemine gore adlandirilmistir [7, 8, 43, 44, 52, 55, 64-66].
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2.3.1.1. (3) Bilesiginin sentezi

(E)-3-(2,5-dimetoksifenil)-1-(4-metoksifenil)prop-2-en-1-one  (3)  bilesigi Bai ve
arkadaslarinin yontemine gore sentezlenmistir [47]. Buna gore 4’-metoksi asetofenon (1)
(0.55g, 3.67 mmol) ve 2,5’-dimetoksi benzaldehit (2) (0.6g, 3.64 mmol) etanolik sodyum
¢ozeltisinde (0.15 g, 3.75 mmol) ¢oziilerek 24 saat siireyle oda sicakliginda karismaya
birakilmistir. Tepkime sonunda HCI ile tepkime ortami pH 7’ye ayarlanarak tekrar oda
sicakliginda 24 saat siireyle karigsmaya birakilmistir. Siire sonunda ¢oken (3) bilesigi

stiziilerek toplanmis ve soguk suyla yikanmistir (Sekil 2.5).

~o 0 ~o o
o A
+ NaOH/EtOH o
o~ " o~
O O
1 2 3

Sekil 2.5. (3) Bilesiginin sentez tepkimesi.
2.3.1.2. (3a) Bilesiginin sentezi

(3) (0.3 g, 1 mmol) ve fenilhidrazin (0.3 g, 2.08 mmol) etil alkolde ¢oziilerek 5 saat siireyle
geri sogutucu sistemde 1sitilarak karigmaya birakilmistir. Reaksiyonun tamamlandigini
kontrol etmek i¢in belirli araliklarla TLC yapilmistir. Bu siire sonunda tepkime ortamina buz
atilarak ¢oktiirme saglanmis olup; 20 °C’de 24 saat karismaya brrakilmistir. Coken kat1 (3a)
stiziilerek toplanip safsizliklarin giderilmesi icin etil alkolde kristallendirilmistir (Sekil 2.6)
[43, 44, 52, 55, 64].

\o M
e HN’@ HCIELOH ‘
+ / —— - -N
H>N
] Ao T @

3 3a
Sekil 2.6. (3a) Bilesiginin sentez tepkimesi.
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2.3.1.3. (3b) Bbilesiginin sentezi

(3) (0.3 g, 1 mmol) ve semikarbazit (0.11 g, 1 mmol) etil alkol NaOH (0.04 g, 1.54 mmol)
karisiminda c¢oziilerek 24 saat siireyle geri sogutucu sistemde 1sitilarak karigmaya
birakilmigtir. Reaksiyonun tamamlandigini kontrol etmek igin belirli araliklarla TLC
yapilmistir. Bu siirenin sonunda ortama buz atilarak oda sicakliginda 24 saat karigmaya

birakilmistir. Coken kat1 (3b) siiziilerek toplanmis ve safsizliklarin giderilmesi igin etil

alkolle kristallendirilmistir (Sekil 2.7) [43, 44, 52, 55, 64].

~
AN .N NH NaOH/ELOH
+ H2N \n/ 2 T e !
H>N ~N
2
O/ (@] j(

Sekil 2.7. (3b) Bilesiginin sentez tepkimesi.
2.3.1.4. (3¢) Bilesiginin sentezi

(3) (0.3 g, I mmol) ve tiyo semikarbazit (0.3 g, 2.08 mmol) etil alkol NaOH (0.04 g, 1.54
mmol) karisiminda ¢oziilerek geri sogutucu sistemde 24 saat siire 1sitilarak karigmaya
birakilmistir. Yeni iirlinlin saflif1 ve varlig1 reaksiyon ortamindan belirli araliklarla alinan
ornekler ile TLC yontemi uygulanarak kontrol edilmis olup bu siire sonunda ¢oktiirme i¢in
ortama buz atilarak 20°C’de 24 saat ile karismaya birakilmistir. Coken madde (3¢) siiziilerek
toplanmis ve safsizliklarin giderilmesi icin etil alkolde kristallendirilmistir (Sekil 2.8) [43,
44,52, 55, 64].
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Sekil 2.8. (3¢) Bilesiginin sentez tepkimesi.
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2.3.1.5. (3d) Bilesiginin sentezi

(3) (0.3 g, 1 mmol) ve 4’-fenil semikarbazit (0.15 g, 1 mmol) etil alkol NaOH (0.04 g, 1.54
mmol) karisiminda c¢oziilerek geri sogutucu sistemde 24 saat ile 1sitilarak karigmaya
birakilmigtir. Yeni tirlintin saflif1 ve varlig1 reaksiyon ortamindan belirli araliklarla alinan
ornekler ile TLC yontemi uygulanarak kontrol edilmis olup bu siire sonunda ¢oktiirme igin
ortama buz atilarak 20°C’de 24 saat ile karismaya birakilmistir. Coken katt madde (3d)
stizlilerek toplanmis ve safsizliklarin giderilmesi igin etil alkolde kristallendirilmistir (Sekil

2.9) [43, 44, 52, 55, 64].

o 1 o 0
NH NaOH/EtOH /
= O . @LNJLN/ 2 N s
O] H H
o O
oL 3

Sekil 2.9. (3d) Bilesiginin sentez tepkimesi.

|

2.3.1.6. (7) Bilesiginin sentezi

4’-hidroksi kumarin (4) (3 g, 18.5 mmol) oda sicakliginda 20 mL asetik asitte ¢oziildiikten
sonra 5 mL POCI; eklenmistir. Bu karisim 2 saat siireyle geri sogutucu sistemde 1sitildiktan
sonra 20°C’de 24 saat karismaya birakilmis ve ¢oken kati madde (5) safsizliklarin giderilmesi
icin soguk etil alkolle yikanarak siiziiliip toplanmistir. Toz halindeki (5) (0.3 g, 1.47 mmol)
ve 3,5’-dimetoksi benzaldehit (6) (0.2 g, 1.2 mmol) etil alkol (15 mL)/piperidin (2 mL)
karisiminda ¢oziilerek geri sogutucu sistemde 24 saat siireyle 1sitilarak karistirilmistir. Yeni
trtinlin saflig1 ve varligi TLC yontemi uygulanarak reaksiyon ortamindan alinan 6rnek ile
kontrol edilmistir ve bu siirenin sonunda ¢6ziicii evaporatorle uzaklastirilip dietil eter eklenip

¢oken kat1 (7) iiriin stiziilerek toplanmistir (Sekil 2.10) [7, 8, 65].
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Sekil 2.10. (7) Bilesiginin sentez tepkimesi.
2.3.1.7. (7a) Bilesiginin sentezi

(7) (0.2 g, 0.57 mmol) ve fenil hidrazin (0.08 g, 0.55 mmol) etanolde ¢oziilerek geri sogutucu
sistemde 3 saat siire ile 1sitilarak karistirtlmistir. Yeni iirliniin saflig1 ve varligi reaksiyon
ortamindan belirli araliklarla alinan 6rnekler ile TLC ydntemi uygulanarak kontrol edilmis
olup bu siire sonunda ¢oktiirme igin ortama buz atilarak 20°C’de 24 saat siire ile karismaya
birakilmigtir. Coken kat1 madde (7a) siiziilerek toplanmig ve safsizliklarin giderilmesi igin

etil alkolde kristallendirilmistir (Sekil 2.11) [7, 8, 65, 66].

HaN

Sekil 2.11. (7a) Bilesiginin sentez tepkimesi.
2.3.1.8. (7b) Bilesiginin sentezi

(7) (0.2 g, 0.57 mmol) ve tiyo semikarbazit 15mL etil alkol, 2mL asetik asit karisiminda
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coziilerek geri sogutucu sistemde 24 saat siire ile 1sitilarak karistirtlmistir. Yeni iiriiniin safligi
ve varligi reaksiyon ortamindan belirli araliklarla alinan o6rnekler ile TLC yontemi
uygulanarak kontrol edilmis olup bu siire sonunda ¢oktiirme icin ortama buz atilarak 20°C’de
24 saat ile karismaya birakilmistir. Coken kat1 madde (7b) stiziilerek toplanir ve safsizliklarin

giderilmesi i¢in metil alkolde kristallendirilmistir (Sekil 2.12) [7, 8, 65, 66].

i NH, CH3COO/EON
—

b

Sekil 2.12. (7b) Bilesiginin sentez tepkimesi.
2.3.1.9. (7¢) Bilesiginin sentezi

(7) (0.2 g, 0.57 mmol) ve 4’-fenil semikarbazit (0.3 g, 2.08 mmol) etil alkol ve NaOH (0.02
g, 0.57 mmol) karisiminda ¢oziilerek geri sogutucu sistemde 24 saat siire ile 1sitilarak
karismaya birakilmistir. Yeni {irliniin safligt ve varligi reaksiyon ortamindan belirli
araliklarla alinan ornekler ile TLC ydntemi uygulanarak kontrol edilmis bu siire sonunda
¢Oktiirme i¢in ortama buz atilarak 20°C’de 24 saat siire ile karismaya birakilmistir. Coken
katt madde (7c) siiziilerek toplanmis ve safsizliklarin giderilmesi igin etil alkolde

kristallendirilmistir (Sekil 2.13) [7, 8, 65, 66].

Sekil 2.13. (7¢) Bilesiginin sentez tepkimesi.
2.3.2. inhibisyon Yontemleri

Enzim inhibisyonu, bir bilesigin enzimin aktif bolgesiyle kimyasal etkilesimleri nedeniyle

varligindan etkilenen enzim-substrat reaksiyonlarinin incelenmesidir. Hastaliklarin tedavi
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stratejilerinde onemli bir rol oynayan enzim inhibisyonu, enzimin aktif bolgesiyle kovalent
veya kovalent olmayan etkilesimler kuran kii¢clik molekiillerin etkisiyle gerceklesir. Tez
calismalarimizda deney protokolleri enzim-substrat etkilesiminin spektrofotometrik veya

florometrik yontemlerle analizinin prensiplerine gore kurgulanmastir.

2.3.2.1. DPP4 Enzimi inhibisyon Calismalar

DPP4 enziminin aktivitesi, floresan olmayan Gly-Pro-7-Amido-4-Metil kumarin (H-Gly-
Pro-AMC) substratinin par¢alanmasiyla agiga ¢ikan ve floresan bir bilesik olan 7-Amino-4-
metil kumarinin (AMC) 6l¢iimiine dayanmaktadir (Sekil 2.14) (Aex = 360/Aem = 460 nm)
[67-69]. Inhibisyon ¢alismalarinda pozitif kontrol olarak enzimin bilinen inhibitdrlerinden

sitagliptin kullanilmistir.

DPP4 enzimi

Gly-Pro-AMC Gly-Pro AMC

Sekil 2.14. DPP4 Enzimi aktivitesinin 6l¢iim prensibi.
DPP4 enzimi inhibisyon ¢aligmalar1 Abcam inhibisyon kit prosediiriine gore diizenlemeler

ve denemeler yapilarak ¢alisilmistir.
Deneyde kullanilan ¢ozeltiler asagida verildigi sekilde hazirlanmistir:

Tampon ¢ozeltisi: Stok ¢ozeltiden; 3mL alinip 27mL saf su ile seyreltilmistir (20mM Tris
HCI pH 8, 100mM NaCl/ImM EDTA). Hazirlanan ¢alisma tamponu -20°C’de saklanmustir.

Enzim ¢ozeltisi: 120puL stok enzim ¢ozeltisine 480yl tampon ¢oOzeltisi eklenerek

hazirlanmistir. Hazirlanan enzim ¢ozeltisi ile 2 saat siire ile buz iistiinde ¢alisilmistir.
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Substrat: 300puL. (5SmM AMC-Gly-Pro) stok substrattan 120 pL alinarak 2880 pL ¢alisma

tamponu ile seyreltilerek hazirlanmistir.

Buna gore oOrneklerin (sentezledigimiz bilesiklerimizin) kuyunun igindeki nihai
konsantrasyonu 100 uM olacak sekilde DMSO’da ¢o6ziildiikten sonra 10 ila 100 uM
konsantrasyon araligia seyreltilmistir. Kuyular 39 pL tampon ¢ozelti, 10 pL tampon ile
l:4v/v seyreltilmis DPP4 enzimi, 1 pL 6rnek igerecek sekilde hazirlandiktan sonra oda
sicakliginda 5 dakika inkiibe edilmistir. On inkiibasyondan sonra tiim kuyulara 50 pL substrat
eklenmis ve 37°C'de karanlikta 30 dakika siireyle ikinci kez inkiibe edilmistir (Tablo 2.1).

Tablo 2.1. DPP4 inhibisyon deney protokolii.

Kor Kontrol Ornek
Tampon 49 uL 39 uL 39 uL
Enzim - 10 uL 10 uL
Coziicii (DMSO) 1 uL 1 uL -
Ornek - - 1 uL
Birinci inkiibasyon 5 dk., karanlikta,37°C
Substrat 50 uL 50 uL 50 uL

Tkinci inkiibasyon 30 dk., karanlikta,3 7°C

Floresans degerleri 360 nm'lik bir uyarma dalga boyunda ve 460 nm'lik bir emisyon dalga
boyunda okunarak kaydedilmis; %Inhibisyon degerleri asagidaki Denklem 2.1°e gore

hesaplanmaistir:

Akontrol — Aornek
Akontrol

@.1)

% inhibisyon = ( ) * 100

* Aot = Kontrol grubu Absorsans degeri; Asm = Ornek Absorbans degeri

log[C]’nin %inhibisyona kars1 verdigi egrinin dogrusal olmayan regresyon analizi ile %50
inhibisyon veren bilesik konsantrasyonlar1 (ICso degerleri) hem sentezlenen bilesikler hem

de pozitif kontrol i¢in hesaplanmaistir.
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2.3.2.2. a-Amilaz Enzimi Inhibisyon Calismalar

a-Amilaz enziminin aktivasyon 6l¢iimii; a-amilazin nisastadan aciga ¢ikarttigi maltozlarin
3,5-dinitro salisilik asidi (DNS) indirgemesine dayanmaktadir. a-Amilaz aktivitesi 3,5-
dinitro salisilik asidin spektrofotometrik olarak 540 nm’de 6l¢limii ile hesaplanmaktadir.
Nisastanin parcalanmasi ile olusan indirgen sekerdeki aldehit gruplari karboksilik aside
dontstirken; 3,5-dinitrosalisilik asit de 3- amino-5-nitrosalisilik aside indergenmektedir
(Sekil 2.15) [68, 70]. Inhibisyon ¢alismalarinda pozitif kontrol olarak enzimin bilinen

inhibitorlerinden akarboz kullanilmistir.

Amilaz enzimi =) nigasta

maltoz
OoN N
O Q
—_—
OH OH
O,N OH HyN OH

3,5’ -dinitro salisilik asit 3-amino-5-nitro salisilik asit
Sekil 2.15. a-Amilaz enzimi aktivite dl¢lim prensibi.

a-Amilaz inhibisyon deneyleri Ramirez Fuentes ve ark., 2021°nin [71] Onerdigi yonteme

gore denemeler ve degisiklikler yapilarak calisilmistir.
Deneyde kullanilan ¢ozeltiler asagida verildigi sekilde hazirlanmistir:

Tampon ¢dzelti: 20mM, pH 6.9 fosfat tamponu (PBS) 6mM NaCl igerecek sekilde

hazirlanmastir.

Enzim c¢ozeltisi: 23.3U/mg stok siseden 5.39 mg tartilmis 25mL tamponda ¢oziilerek SU
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enzim ¢alisma stogu hazirlanmis ve 1 mL’lik hacimlerde -80°C’de saklanmustir. Calisma

esnasinda bu stoktan 0.5U’ya seyreltilerek calisma ¢ozeltisi hazirlanir.
Substrat: %1°lik nisasta ¢ozeltisi hazirlanimistir. Stok yerine giinliik ¢aligilmasi uygundur.

DNS: 0.5g DNS 10mL 2N NaOH ¢o6zeltisinde ¢oziilmiis ve lizerine 25mL 15g NaK tartarat
cozeltisi eklenerek karistirilmistir. Hazirlanan DNS ¢ozeltisi koyu renk bir sisede oda

sicakliginda karanlikta saklanmustir.

Buna gore oOrneklerin (sentezledigimiz bilesiklerimizin) kuyunun igindeki nihai
konsantrasyonu 100 uM olacak sekilde DMSO’da ¢oziildiikten sonra 10 ila 100 pM
konsantrasyon araligina seyreltilmistir. Deney ortami 118 pL of tampon ¢6zelti (20mM, pH
6.9 fosfat tamponu), 40 puL tampon ile seyreltilmis a-amilaz (125 U/mL), 2 uL 6rnek igerecek
sekilde hazirlandiktan sonra 37°C’de 10 dakika siireyle inkiibe edilmistir. On inkiibasyondan
sonra 40 pL substrat (1%nisasta ¢dzeltisi) eklenmis ve tekrar 37°C’de 10 dakika siireyle
inkiibe edilmistir. Ikinci inkiibasyondan sonra 100 pL DNS ¢ézeltisi eklenmis iiciincii kez 5
dakika siireyle 100°C’de kaynar suda inkiibe edilmistir. Inkiibasyon sonunda ortami
sogutmak i¢in 900 pL saf su eklenmis (Tablo 2.2) ve 540 nm’de kore karsi absorbansi
okunarak kaydedilmis ve %lInhibisyon degerleri asagidaki Denklem 2.1’¢ gore

hesaplanmaistir:

Akontrol — Adornek 2.1
) * 100 2.1

0% inhibi _ (
% inhibisyon Akontrol
* Aronrot =K Ontrol grubu Absorsans degeri; Asm =Ornek Absorbans degeri

log[C]’nin %inhibisyona kars1 verdigi egrinin dogrusal olmayan regresyon analizi ile %50
inhibisyon veren bilesik konsantrasyonlar: (ICso degerleri) hem sentezlenen bilesikler hem

de pozitif kontrol i¢in hesaplanmaistir.
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Tablo 2.2. a-Amilaz enzimi inhibisyon deney protokolii.

Kor Kontrol Ornek
Tampon 158 uL 118 uL 118 uL
Enzim - 40 puL 40 pL
Coziicii (DMSO) 2uL 2 uL -
Ornek - - 2 uL

Birinci inkiibasyon 10 dk., su banyosu,37°C
Substrat 40 pL 40 pL 40 pL
Ikinci inkiibasyon 10 dk., su banyosu,37°C
DNS 100 pL 100 puL 100 puL
Uctincii inkiibasyon 5 dk., su banyosu,100°C

Saf su 900 uL 900 puL 900 pL

2.3.2.3. a-Glukosidaz Enzimi inhibisyon Calhismalan

a-Glukosidaz enziminin aktivasyon 6l¢iim prensibi p-nitrofenil-D-glukopiranosidin (p-NPG)
a-glukosidaz ile hidroliz reaksiyonu sonucu ag¢iga ¢ikan p-nitrofenoliin bir mikroplaka
okuyucu kullanilarak 405 nm’de spektrofotometrik olarak oOl¢iilmesine dayanmaktadir.
Inhibisyon deneylerinde pozitif kontrol olarak enzimin bilinen inhibitorlerinden kuersetin

kullanilmistir (Sekil 2.16) [33, 71, 72].
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Glukosidaz enzimi

OH OH CH
° 0
HO - > HO ¥
HO OHQ HO OH OH
Q )
NO»
p-nitrofenil a-D-glukopiranosid a-D-glukoz p-nitrofenol

Sekil 2.16. a-Glukosidaz enzimi aktivite 6l¢iim prensibi.
a-Glukosidaz enzimi inhibisyon deneyleri Chaudhry ve ark., 2017°a [33] gore denemeler ve

degisiklikler yapilarak ¢alisilmistir.
Deneyde kullanilan ¢ozeltiler asagida verildigi sekilde hazirlanmistir:

Tampon ¢ozeltisi: 10mM, pH 6.8 fosfat tamponu hazirlanmistir.

Enzim ¢ozeltisi: 10 U enzim calisma ¢ozeltisi 100U/mg stok siseden 1 mg alinarak SmL

tamponda hazirlanmis ve 0.5 mL’lik hacimlerde -80°C’de saklanmustir.

Substrat: 0.0008g 4-nitrofenil a-D-glukopiranosid (301.25g/mol) 0.5 mM pH 5mL tamponda

hazirlanmastir.

Buna gore oOrneklerin (sentezledigimiz bilesiklerimizin) kuyunun igindeki nihai
konsantrasyonu 100 uM olacak sekilde DMSO’da c¢oziildiikkten sonra 10 ila 100 pM
konsantrasyon araligina seyreltilmistir. Kuyular 5 pL. 6rnek, 10 puLa-glukosidaz ¢ozeltisi (5
mL,10U stok) ve 60 pL fosfat tamponu (10mM pH 6.8) igerecek sekilde hazirlandiktan sonra
37°C’de 10 dakika siireyle 6n inkiibasyon uygulanmistir. 0.5 mM 25 uL p-nitrofenil-a-D-
glukopiranozid ¢ozeltisi eklenmis ve 37°C’de 10 dakika siireyle ikinci inkiibasyon
uygulanmis (Tablo 2.3) ve 405 nm’de ¢oklu plaka okuyucuda absorbans dl¢iimii alinmistir.

%Inhibisyon degerleri asagidaki denklem 2.1’e gdre hesaplanmustir:
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Akontrol — Adornek
) 100 @

0% inhibi _ (
% inhibisyon Akontrol
* Aot = Kontrol grubu Absorsans degeri; Asma = Ornek Absorbans degeri

log[C]’nin %inhibisyona kars1 verdigi egrinin dogrusal olmayan regresyon analizi ile %50
inhibisyon veren bilesik konsantrasyonlar1 (ICso degerleri) hem sentezlenen bilesikler hem

de pozitif kontrol i¢in hesaplanmaistir.

Tablo 2.3 o-Glukosidaz Enzimi inhibisyon Deney protokolii.

Kor Kontrol Ornek
Tampon 70 uL 60 uL 60 uL
Enzim - 10 uL 10 uL
Coziicii (DMSO) 5uL 5uL -
Ornek - - SuL

Birinci inkiibasyon 10 dk.,3 7°C
Substrat 25 uL 25 uL 25ul

Ikinci inkiibasyon 10 dk.,3 7°C

2.3.3. BSA baglanma ¢alismalar

BSA-ligand kompleksinin olusumunu arastirmak i¢in BSA nin yapisal degisikligini takip
etmek amaci ile UV-Vis spektroskopisi ¢aligmalart yapilmistir. UV-Vis spektroskopisi
potansiyel ilag molekiilii ile bir protein arasindaki kompleksin olusumunu tespit etmenin
basit ve etkili bir yontemidir. Baglanma c¢alismalarinda proteinin konformasyonundaki
degisikliklerin gdzlemlenmesi icin, proteinlerdeki aromatik amino asitlerden triptofan ve

tirozin amino asit kalintilarinin 280 nm’de absorbansindan yararlanilmaktadir [73].

Protein-ligand etkilesiminin incelenmesi i¢in BSA nin spektrofotometrik olarak maksimum
absorpsiyon dalga boyundaki degisiklikler analizlenmistir. BSA nin sahip oldugu maksimum
absorpsiyon dalga boyunda (A=280 nm) ligandin artan konsantrasyonlarina kars1 gerceklesen
degisiklikler izlenmistir.
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Deneyde kullanilan ¢ozeltiler asagida verildigi sekilde hazirlanmistir:

Tampon ¢ozeltisi: 20mM pH 7.4 fosfat tamponu hazirlanmigtir.

Stok BSA ¢dzeltisi: 100 mL 3 uM BSA (66430g/mol) ¢ozeltisi 20mM pH 7.4 fosfat

tamponunda hazirlanmistir.

Ligand stok ¢ozeltileri: Sentezledigimiz bilesiklerin son konsantrasyonlar1 4000 uM olacak

sekilde hesaplanarak tartilmis ve DMSO’da ¢oziilerek stoklart hazirlanmistir.

Tablo 2.4. BSA baglanma deneyi yontem protokolii.

Ligand Ligand BSA Tampon

(M) (uL) (uL) b
Vial 1 BSA - 2000 2000
Vial 2 5 5 2000 1995
Vial 3 10 10 2000 1990
Vial 4 15 15 2000 1985
Vial 5 20 20 2000 1980
Vial 6 25 25 2000 1975
Vial 7 30 30 2000 1970
Vial 8 35 35 2000 1965
Vial 9 40 40 2000 1960
Vial 10 45 45 2000 1955
Vial 11 50 50 2000 1950
Vial 12 Ligand 10 - 3990

Spektroskopik dl¢limlerde sabit BSA konsantrasyonu (1.5 uM) ile ligandin SuM’dan 50uM
araliginda farkli konsantrasyonlari karigtirilarak 6l¢im yapilmistir (Tablo 2.4). Absorpsiyon
spektroskopisinde oda sicakliginda ¢aligilmis [36, 37] ve absorpsiyon spektrumu 200-600 nm

araliginda okunmustur.
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Reddy ve ark. gore (2018) [36], baglanma sabitini (Ka) bulmak i¢in i¢in, her bilesige ait
okunan absorbans degerine karsi konsantrasyon (Ao/(A-Ao)*'a kars1 1/[C bilesik]) grafigi
cizilmistir. Bu grafigin egimi, baglanma sabiti Ka’dir. Sistemlere ait Gibbs enerjisi (AG)
degeri, Gibbs-Helmholtz Denklem 2.2 ile hesaplanmistir.

AG=-RTInK, (2.2)

*R = 8.314 JK 'mol™! (gaz sabiti); T=Sicaklik (298K); K«= Baglanma sabiti

2.3.4. ADME ozelliklerinin incelenmesi

ADME parametreleri bilesiklerin ilag olma olasiligin1 gosteren fizikokimyasal araliklar
olarak tanimlanmaktadir. Hesapsal ¢aligmalarimizda bu 8 6zgiin bilesigin ADME 6zellikleri
ve Lipinski 5 kuralina uygunluklar ile incelenmistir. Bilesiklerin ila¢ benzeri 6zelliklerini
gosteren ADME (emilim, dagitim, metabolizma ve atilim) ozellikleri, SwissADME

¢evrimi¢i sunucusu kullanilarak analiz edilmistir [56].
Bu o6zellikler:
e Molekiil agirligi (M.A., g/mol) 150<MA<500,
e Doygunluk (Fraction Csp3) 0.25<Fraksiyon Csp3<1,
e Dondiriilebilir baglar 0< Flex<9,
e Hidrojen bag alicis1 ve vericisi,
e Topolojik polar yiizey alan1 (TPSA(A2)) 20<TPSA<130,
e Lipofiliklik 6l¢iisii (Log P) -0.7<XLOGP<+0.5,

e Qastrointestinal emilim (GIA),

Kan-beyin bariyeri (BBB) gecirgenligidir.

2.3.5. Molekiiler yerlestirme ¢alismalar

In siliko galismalar kapsaminda molekiiler yerlestirme ile enzim-ligand baglanma iliskileri

incelmistir. Hesapsal ¢aligmalarda Autodock4 yontemi uygulanmistir.
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Sentezlenen yeni bilesiklerin Spartan programi yari-deneysel PM6 yontemi ile
konformasyonel taramalar1 yapilmis; taramasi sonunda en kararli konformasyon segilerek
optimize edilmistir. Enzim-ligand baglanma enerjileri Autodock4 ile hesaplanmistir.
Molekiiler yerlestirme islemi i¢gin enzimlerin kristal yapilar1 pdb uzantisiyla protein databank
web sitesinden indirilmistir, PDB kodlari; DPP4 enzimi, a-amilaz ve BSA igin sirasi ile
4FFW,1B2Y ve 4F5S’dir. Enzim ve ligand dosyalarinin hazirlanmasi i¢in BIOVIA
Discovery Studio Modeling Environment, Release 4.0-2013 programi kullanilmistir [63, 74].
Etkilesim sonuclar1 Notepad++ programinda kaydedilmis ve enzim-ligand etkilesimleri
BIOVIA Discovery Studio Modeling Environment, Release 4.0-2013 yazilimu ile ayrintili
olarak incelenmistir. Sentezlenen bilesiklerin doklama islemlerinden 6nce programlarin
validasyonlar1 i¢in DPP4’iin bilinen inhibitdrii sitagliptin ve a-amilaz enzimi i¢in de akarboz
model olarak sec¢ilmistir [30, 75, 76]. DPP4 enziminin validasyonu i¢in enziminin aktif
bolgesindeki amino asit kalintilar1 segilerek -Argl23, Glu203, Glu204, Val205, Phe206,
Ser207, Phe355, Arg356, Gly550, Pro551, Cys552, Ser553, Ser631, Tyr632, Val657,
Tyr663, Tyr667, Val712 ve His741- ‘grid box’ boyutu 50x50x50 ve X-Y-Z koordinatlari
strastyla 20.149, -10.398, 50.397 olarak ayarlanmistir. a-Amilaz enziminin validasyonu i¢in
enziminin aktif bolgesindeki amino asit kalintilari secilerek -Trp59, Glu233, GIn63, Lys200,
Tyr62, Thr163, Argl95, GLy306, Asp300, Thr163, Asp197, His305, His299, 1le235 ve
Tyr62- ‘grid box’ boyutu 50x50x50 ve X,Y,Z koordinatlar sirasiyla 20.046, 7.448, 48.821

olarak ayarlanmistir.
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3. BULGULAR VE TARTISMA

3.1. Sentez Calismalar

Sentez caligmalarimizda her bir reaksiyon i¢in sicaklik, tepkime siiresi, madde miktari,
¢Oziicii ve katalizor gibi parametreler goz Oniine alinarak, en uygun reaksiyon sartlarini
belirlemek amaci ile ¢cok sayida deneme yapilmistir. Biitiin reaksiyonlar kurutma basligi
takill geri sogutucu sistemde ve ortam kosullar1 dikkate alinarak gergeklestirilmistir. Yeni
irlinlin olusumu ve safli1 ince tabaka kromatografisi (TLC) yontemi kullanilarak tepkime
ortamindan alinan 6rnek ve baslangi¢c maddeleri ile kiyaslanarak takip ve kontrol edilmistir.
Uygun ¢oziiciilerde kristallendirme ve ¢oz-¢oktiir yontemleriyle tirtinler saflastirilmig olup,
bilesiklerin yapt aydmlatilmas1 igin FTIR, 'H-NMR, !BC-NMR ve QTOF
spektroskopilerinden faydalanilmistir. Ayrica bilesiklere ait yapilar, molekiil agirliklari,

erime noktalari, yiizde verimleri hesaplanmis ve ilgili basliklar altinda verilmistir.

3.1.1. 3-(2,5-dimetoksifenil)-5-(4-metoksifenil)-2-fenil-2,3-dihidro-7 H-pirazol (3a)

Stokiyometrik oranlar B6liim 2.3.1.2°de sunulmustur. Buna gore (3) bilesigi ve fenilhidrazin
etil alkolde ¢oziilerek sogutucu sistemde 1sitilmistir. Yeni iiriiniin varligi ve saflign TLC ile
takip ve kontrol edilip bu siirenin sonunda ortama buz atilarak oda sicakliginda karismaya
birakilmistir. Coken kati siiziilerek alinip safsizliklarin giderilmesi i¢in etil alkolde

kristallendirilmistir.

Bilesigin karakterizasyonu icin FTIR, 'H-NMR, '3C-NMR analizleri yaptirilmis olup;
spektral analizlere ait grafikler incelendiginde gozlenen piklerin kaynaklarda belirtilen

spektrumlarla benzer oldugu goriilmiistiir [43, 44, 52, 55, 64].

FTIR (ATR) spektrumuna gore (Sekil 3.1) pirazol halkasina ait -N=C grubunun 3345.8 cm”
! “de yayvan bir pik verdigi, aromatik -CH gerilimlerinin 2966.7-2900.0 cm™' ‘de pik verdigi
ve bu sp? hibritlesmesi yapmis olan C=C titresimlerinin 1652.1-1587.8 cm™"*de pik verdigini
ayrica 1382.8 cm™’deki piklerinde alifatik -CH titresimlerini temsil ettigi goriilmiistiir.
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Sekil 3.1. 3-(2,5-dimetoksifenil)-5-(4-metoksifenil)-2-fenil-2,3-dihidro- / H-pirazol (3a)
Bilesigine ait FTIR spektrumu.
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Sekil 3.2. 3-(2,5-dimetoksifenil)-5-(4-metoksifenil)-2-fenil-2,3-dihidro-/ H-pirazol (3a)
Bilesigine ait '"H-NMR spektrumu.
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Sekil 3.2°de goriilen 3a bilesigine ait 'H-NMR spektrumuna gore metoksi gruplarindaki 9
protonun 3.86-3.55ppm araliginda pik verdigi, pirazol halkasindaki -CH ve —CH; ‘ye ait
piklerin 3.55 ve 5.54ppm’de, aromatik halkalardaki protonlarin 7.27-7.69ppm (4H, -CH>) ve
6.47ppm’de (2H, —CH>), azota bagl aromatik halkadaki protonlarin 6.47-7.18ppm (6H, Ar-
H) araliginda pik verdigi goriilmiis olup; spektrumdaki entegrasyonlar karsilagtirildiginda,

proton sayilarinin uyumlu oldugu belirlenmistir.

o o
¥ doddncSaaEn = § BER-BRN6LB388
N RIOOnbolNNNNN- R 53398338887
| \\\\\l//// V= g
T 3 T 5 1} s T I " T E: T T T =3 T E; T n T :
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Sekil 3.3. 3-(2,5-dimetoksifenil)-5-(4-metoksifenil)-2-fenil-2,3-dihidro-/ H-pirazol (3a)
Bilesigine ait '*C-NMR spektrumu.

Bilesik 3a’ya ait *C-NMR spektrumu (Sekil 3.3) incelendiginde ise metoksi grubplarima ait
karbon atomlarini 39.30-40.56 ppm araliginda (3C, -OCH3), pirazol halkasindaki karbonlarin
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170.66ppm (1C, -C=N) ve 118.86-123.21 ppm’de (3C,-C-N; -C-C), aromatik halkalara ait
karbon atomlarimi ise 127.26-129.36 ppm (6C, Ar-C), 130.07-134.80ppm (6C, Ar-C),
146.83,134.80ppm (2C, C=C), 152.79 ppm (1C), 166.57 ppm (1C), 174.99ppm’de (1C)

gozlemlenmistir.

QTOF analiz sonuglarina gore bilesigin kapali formiilii ve molekiil agirlig1 saptanmistir.
QTOF: [M+H]+, bulunan 388,16304 C24H24N20O3 hesaplanan 388,16304. Bilesigin yiizde
verim hesabr  yapilmis, erime noktast1 tayin edilmistir. Bilesigin kimyasal
formiilii:C24H24N203; M.A.:388.47 g/mol.; verim 0.462 g (77%) ve e.n.:105.2 “C olarak
bulunmustur (Tablo 3.1).

Spektrumlarin analizlerinin degerlendirilmesi ile bilesik 3a’nin [IUPAC adlandirma sistemine
gore  adlandirilarak  ‘3-(2,5-dimetoksifenil)-5-(4-metoksifenil)-2-fenil-2,3-dihidro-7 H-

pirazol’ olarak belirlenmistir.

3.1.2. 5-(2,5-dimetoksifenil)-3-(4-metoksifenil)-4,5-dihidro-1H-pirazol-1-karboksi
amid (3b)

Stokiyometrik oranlar Boliim 2.3.1.3’de sunulmustur. Buna gore (3) bilesigi ve semikarbazit
etanolik sodyum hiroksit ¢ozeltisinde ¢oziilerek geri sogutucu sistemde 1sitilip, yeni tirliniin
varlig1 ve saflig1 TLC ile takip ve kontrol edilip ve bu siirenin sonunda ortama buz atilarak
oda sicakliginda karigmaya birakilmistir. Coken kati siiziilerek alinmis ve safsizliklarin

giderilmesi i¢in etil alkolle kristallendirilmistir.

Bilesigin karakterizasyonu i¢in FTIR (Sekil 3.4), "H-NMR (Sekil 3.5), *C-NMR (Sekil 3.6)
analizleri yaptirilmis olup; spektral analizlere ait grafikler incelendiginde gozlenen piklerin

kaynaklarda belirtilen spektrumlarla benzer oldugu goriilmiistiir [43, 44, 52, 55, 64].
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Bilesik 3b’ye ait FTIR (ATR) spektrumu incelendiginde karbonil grubuna bagli -NH> nin
3280.7 cm ' “de (-NH), aromatik halkalara ait piklerin 2912.3 cm™!“de (Ar-CH), alifatik -CH
gerilimlerinin ise 2850.9 cm'‘de (alifatik ~CH), karbonil grubuna ait titresimlerin 1767.9
cm '‘de (C=0) ve pirazol halkasindaki -C-N- gerilimlerinin de 1645.3 cm '‘de (C=N) ve

cm-1
Sekil 3.4. 5-(2,5-dimetoksifenil)-3-(4-metoksifenil)-4,5-dihidro-1H-pirazol-1-karboksi
amid (3b) Bilesigine ait FTIR spektrumu.

1500

1488.8 cm!“de (C-N) verdigi goriilmiistiir (Sekil 3.4).

Sekil 3.5’de goriilen 3b bilesiginin '"H-NMR (§) spektrumu incelendiginde pirazol
halkasindaki protonlarin 5.50 ppm (1H, —CH) ve 2.89-3.63 ppm’de (2H, —CH>»); metoksi
gruplarindaki protonlarin 3.96-3.68 ppm araliginda (9H, —OCHj3) ve aromatik halkadaki
protonlarin ise 6.48-7.71 ppm (7H, Ar—H) aralifinda pik verdigi goriilmiistiir. Spektrumdaki

1000

entegrasyonlar karsilastirildiginda proton sayilarinin uyumlu oldugu belirlenmistir.
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Sekil 3.5. 5-(2,5-dimetoksifenil)-3-(4-metoksifenil)-4,5-dihidro- 1 H-pirazol- 1 -karboksi
amid (3b) Bilesigine ait 'H-NMR spektrumu.

Bilesik 3b’nin Sekil 3.6°da verilen *C-NMR (§) spektrumuna gdre metoksi gruplarmdaki
karbonlarin 40.16,39.93,39.77 ppm’de (3C,—~OCH3), pirazol halkasindaki karbonlarin
170.76, 169.85 ppm’de (2C,-C=N; -C-C), aromatik karbonlarin ise 127.26-131.52 ppm

43

araliginda (12C, Ar—C) ve karbonil grubunun karbon atomunun da 182.60 ppm’de (1C,
C=0).pik verdigi gorilmiistiir.

QTOF analiz sonuglarina gore bilesigin kapali formiilii ve molekiil agirlig1 saptanmigtir
QTOF: [M+H]+, bulunan 355,1532; C19H21N304; hesaplanan 355,15321. Bilesigin yiizde
verim hesab1 yapilmis, erime noktasi tayin edilmistir. Bilesigin kimyasal formiilii:
C19H21N304; M.A.:355.39 g/mol.; verim 0.332g (81%) ve e.n.:118.7 “C olarak bulunmustur
(Tablo 3.1).

Spektrumlarin analizlerinin degerlendirilmesi ile bilesik 3b [UPAC adlandirma sistemine
gore adlandirilarak  ‘5-(2,5-dimetoksifenil)-3-(4-metoksifenil)-4,5-dihidro-1H-pirazol-1-

karboksi amid’ olarak belirlenmistir.
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Sekil 3.6. 5-(2,5-dimetoksifenil)-3-(4-metoksifenil)-4,5-dihidro- 1 H-pirazol- 1 -karboksi
amid (3b) Bilesigine ait *C-NMR spektrumu.

3.1.3. 5-(2,5-dimetoksifenil)-3-(4-metoksifenil)-4,5-dihidro-1H-pirazol-1-
karbotiyoamid (3¢)

Stokiyometrik oranlar Bolim 2.3.1.4’de sunulmustur. Buna gore (3) bilesigi ve tiyo
semikarbazit etanolik sodyum hidroksit ¢ozeltisinde coziilerek geri sogutucu sistemde
wsitilip, yeni {irlinlin varligr ve safligt TLC ile takip ve kontrol edilip, bu siirenin sonunda
ortama buz atilarak oda sicakliginda karismaya birakilmistir. Coken kat1 siiziilerek alinmig

ve safsizliklarin giderilmesi igin etil alkolle kristallendirilmistir.

Bilesigin karakterizasyonu icin FTIR (Sekil 3.7), 'H-NMR (Sekil 3.8), *C-NMR (Sekil 3.9)
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analizleri yaptirtlmis olup; spektral analizlere ait grafikler incelendiginde gozlenen piklerin

kaynaklarda belirtilen spektrumlarla benzer oldugu goriilmiistiir [43, 44, 52, 55, 64].
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Sekil 3.7. 5-(2,5-dimetoksifenil)-3-(4-metoksifenil)-4,5-dihidro-1H-pirazol-1-
karbotiyoamid (3¢) Bilesigine ait FTIR spektrumu.

Bilesik 3¢’ye ait FTIR (ATR) spektrumu (Sekil 3.7) incelendiginde karbotiyo grubuna bagl
-NHz’nin 3294.1 cm!“de (-NH), aromatik halkalara ait piklerin 2927.9 cm!‘de (Ar-CH),
alifatik -CH gerilimlerinin ise 2845.6 cm !‘de (alifatik —CH), karbotiyo grubuna ait
titresimlerin 1489.7 cm™'*de (C=S) ve 1590.6 cm'‘de (C-NH>) ve pirazol halkasindaki -C-
N- gerilimlerinin de 1651.8 cm'*de (C=N) verdigi goriilmiistiir.
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Sekil 3.8. 5-(2,5-dimetoksifenil)-3-(4-metoksifenil)-4,5-dihidro- 1 H-pirazol-1-
karbotiyoamid (3¢) Bilesigine ait 'H-NMR spektrumu.

Sekil 3.8’de goriilen 3c bilesiginin 'H-NMR (8) spektrumu incelendiginde pirazol
halkasindaki protonlarin 2.94, 6.00-6.98 ppm’de (1H, —CH; 2H, —CH»); metoksi
gruplarindaki protonlarin 3.64-3.82 ppm araliginda (9H, —OCH3) ve aromatik halkadaki
protonlarin ise 8.00-7.00 ppm (7H, Ar—H) araliginda pik verdigi goriilmiistiir. Spektrumdaki

entegrasyonlar karsilastirildiginda proton sayilarinin uyumlu oldugu belirlenmistir.

Bilesik 3c’nin Sekil 3.9°da verilen *C-NMR (8) spektrumuna gére metoksi gruplarindaki
karbonlarin 39.92-40.34 ppm’de (3C, —OCH3), pirazol halkasindaki karbonlarin 48.71 ppm
(1C,—CH), 48.24 ppm (1C,—CH) ve 138.26 ppm (1C, C=N), aromatik karbonlarin ise
113.67-137.05 ppm araliginda (12C, Ar-C) ve karbotiyo grubunun karbon atomunun da
183.27 ppm’de (1C, C=S) pik verdigi goriilmiistiir.
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Sekil 3.9. 5-(2,5-dimetoksifenil)-3-(4-metoksifenil)-4,5-dihidro- 1 H-pirazol-1-
karbotiyoamid (3¢) Bilesigine ait '*C-NMR spektrumu.

QTOF analiz sonuglarina gore bilesigin kapali formiilii ve molekiil agirlig1 saptanmustir;
QTOF: [M+H]+, bulunan 371.1301; Ci9H21N303S; hesaplanan 371,1303. Bilesigin yiizde
verim hesab1 yapilmis ve erime noktasi tayin edilmistir. Bilesigin kimyasal formiilii:
C19H21N303S; M.A.:371.49 g/mol.; verim 0.4g (66.7%) ve e.n. 206.7 C olarak bulunmustur
(Tablo 3.1).

Spektrumlarin analizlerinin degerlendirilmesi ile bilesik 3¢’nin [IUPAC adlandirma sistemine
gore adlandirilarak  ‘5-(2,5-dimetoksifenil)-3-(4-metoksifenil)-4,5-dihidro-1H-pirazol-1-

karbotiyoamid’ olarak belirlenmistir.
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3.1.4. 5-(2,5-dimetoksifenil)-3-(4-metoksifenil)-N-fenil-4,5-dihidro-1H-pirazol-1-
karboksi amid (3d)

Stokiyometrik oranlar Boliim 2.3.1.5’de sunulmustur. Buna gore (3) bilesigi ve 4’fenil
semikarbazit etanolik sodyum hidroksit ¢dzeltisinde c¢oziilerek geri sogutucu sistemde
1sitilip, yeni Uriinlin varligr ve saflign TLC ile takip ve kontrol edilmistir ve bu siirenin
sonunda ortama buz atilarak oda sicakliginda karismaya birakilmistir. Coken kati stiziilerek

alinmig ve safsizliklarin giderilmesi i¢in etil alkolle kristallendirilmistir.

Bilesigin karakterizasyonu igin FTIR, 'H-NMR, '3C-NMR analizleri yaptirilmis olup;
spektral analizlere ait grafikler incelenmis olup, spektral analizlere ait grafikler
incelendiginde gozlenen piklerin kaynaklarda belirtilen spektrumlarla benzer oldugu

goriilmustiir [43, 44, 52, 55, 64].
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Sekil 3.10. 5-(2,5-dimetoksifenil)-3-(4-metoksifenil)-N-fenil-4,5-dihidro-1H-pirazol-1-
karboksi amid (3d) Bilesigine ait FTIR spektrumu.

Bilesik 3d’ye ait FTIR (ATR) spektrumu (Sekil 3.10) incelendiginde karbonil grubuna bagl
-NH>’nin 3279.0 cm'“de (-NH), aromatik halkalara ait piklerin 2055.8,2918.5 cm™'“de (Ar—
CH), alifatik -CH gerilimlerinin ise 2841.2 cm '“de (alifatik —~CH), karbonil grubuna ait
titresimlerin 1649.9 cm™'“de (C=0) ve pirazol halkasindaki -C-N- gerilimlerinin de 1590.0
cm “de (C=N) ve 1490.1 cm'“de (C-N) verdigi goriilmiistiir.
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Sekil 3.11. 5-(2,5-dimetoksifenil)-3-(4-metoksifenil)-N-fenil-4,5-dihidro-1 H-pirazol-1-
karboksi amid (3d) Bilesigine ait "TH-NMR spektrumu.

Sekil 3.11Sekil 3.11°de goriilen 3d bilesiginin 'H-NMR (8) spektrumu incelendiginde
pirazol halkasindaki protonlarin 10.13 ppm (1H, —CH) ve 3.91,3.33 ppm’de (2H, —CH>);
metoksi gruplarindaki protonlarin 3.63-3.81 ppm araliginda (9H, —OCH3) ve aromatik
halkadaki protonlarin ise 6.10-7.93 ppm (12H, Ar-H) araliginda pik verdigi goriilmiistiir.
Spektrumdaki entegrasyonlar karsilagtirildiginda proton sayilarinin  uyumlu oldugu

belirlenmistir.
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Sekil 3.12. 5-(2,5-dimetoksifenil)-3-(4-metoksifenil)-N-fenil-4,5-dihidro-1H-pirazol-1-
karboksi amid (3d) Bilesigine ait '>*C-NMR spektrumu.

Bilesik 3d’nin Sekil 3.12°de verilen '*C-NMR () spektrumuna gore metoksi gruplarindaki
karbonlarin 19.02-21.63 ppm’de (3C,—~OCH3s), pirazol halkasindaki karbonlarin 170.52 ppm
(1C, C=N) ve 40.19 ve 56.72 ppm’de (2C,-C-N; -C-C), aromatik karbonlarin ise104.95-
168.42 ppm araliginda (18C, Ar—C) ve karbonil grubunun karbon atomunun da 191.78
ppm’de (1C, C=0).pik verdigi goriiliistiir.

QTOF analiz sonuglaria gore bilesigin kapali formiilii ve molekiil agirlig1 saptanmastir;
QTOF: [M+H]+, bulunan 431.18557; CasH25N30a; hesaplan 431.18451. Bilesigin yiizde
verim hesabi1 yapilmig, erime noktasi tayin edilmistir. Bilesigin  kimyasal
formiilii:C2sH2sN3Os; M.A.:431.49 g/mol.; verim 0.324g (72%) ve e.n. 167.2 °C olarak
bulunmustur (Tablo 3.1).
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Spektrumlarin analizlerinin degerlendirilmesi ile bilesik 3d’nin IUPAC adlandirma
sistemine  gore adlandirilarak  ‘5-(2,5-dimetoksifenil)-3-(4-metoksifenil)-N-fenil-4,5-

dihidro-1H-pirazol-1-karboksi amid’ olarak belirlenmistir.

3.1.5. (E)-3-(3-(3,5-dimetoksifenil)akril)-4-hidroksi-2 H-kumarin-2-on (7)

Stokiyometrik oranlar Boliim 2.3.1.6’de sunulmustur. Buna goére 4’-hidroksi kumarin (4)
bilesigi asetik asitte geri sogutucu sisteme takilarak isitildiktan sonra POCIls eklenerek oda
sicakliginda karigmaya birakilmistir. Coken katt madde (5) siiziilerek alinmis ve soguk etil
alkol ile yitkanmistir. Bilesik (5) ve 3,5’-dimetoksi benzaldehit (6) bilesigi sitokiyometrik
oraklarda tartilarak alnip etil akolde c¢oziildiikten sonra piperidin eklenerek karismaya
birakilmis, yeni {riiniin varligi ve safligt TLC ile takip ve kontrol edilmis. Bu siirenin
sonunda ¢oziicii evaporatérden atilarak balona dietil eter eklenip ¢oken kati {iriin siiziilerek

toplanmistir.

Bilesigin karakterizasyonu i¢in FTIR (Sekil 3.13), 'TH-NMR (Sekil 3.14), >*C-NMR (Sekil
3.15) analizleri yaptirilmis olup; spektral analizlere ait grafikler incelendiginde gdzlenen

piklerin kaynaklarda belirtilen spektrumlarla benzer oldugu goriilmiistiir [7, 8, 65, 66].

Bilesik 7°ye ait FTIR (ATR) spektrumu (Sekil 3.13) incelendiginde kumarin halkasindaki
hidroksi grubunun 3086.0 cm'*de (-OH), aromatik halkalara ait -CH’larin 2881.6 cm'“de
(Ar—CH), alifatik -CH gerilimlerinin ise 1488.2 ve 1417.1 cm!“de (alifatik .CH), karbonil
gruplarma ait titresimlerin 1624.9-1488.2 cm™!‘de (C=0) verdigi goriilmiistiir.

Sekil 3.14°de goriilen 7 bilesiginin '"H-NMR (8) spektrumu incelendiginde a-p doymamis
karbonil grubundaki protonlarin 6.49, 6.73 ppm’de (2H, -CH-CH-); metoksi gruplarindaki
protonlarin 3.77 ppm’de (6H, -OCH3) ve aromatik halkadaki protonlarin ise 7.10-8.50 ppm
(7TH, Ar-H) araliinda pik verdigi goriilmiistiir. Spektrumdaki entegrasyonlar

karsilagtirildiginda proton sayilarinin uyumlu oldugu belirlenmistir.

Bilesik 7°nin Sekil 3.15°de verilen '*C-NMR (8) spektrumuna gére metoksi gruplarmdaki
karbonlarin 39.88,40.09 ppm’de (2C, -OCH3), o, doymamis karbonil grubundaki
karbonlarin 143.25,123.81 ppm (2C,-CH), aromatik karbonlarin ise 124.10-135.83 ppm
araliginda (14C, Ar—C) ve karbonil gruplarinin karbon atomlarinin da 158.97, 190.02 ppm’de
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(2C, C=0) pik verdigi goriiliistiir.

QTOF analiz sonuglarina gore bilesigin kapali formiilii ve molekiil agirligi saptanmistir;
QTOF: [M+H]+, bulunan 352,09477; C20Hi160s, hesaplanan 352,09469. Bilesigin yiizde
verim hesab1 yapilmis, erime noktasi tayin edilmistir. Bilesigin kimyasal formiilii:C20H16Os;

M.A.:352.34 g/mol.; verim 0.435g (87%) ve e.n. 195.0 “C olarak bulunmustur (Tablo 3.1).

Spektrumlarin analizlerinin degerlendirilmesi ile bilesik 7’ nin [UPAC adlandirma sistemine
gore adlandirilarak ‘(£)-3-(3-(3,5-dimetoksifenil)akril)-4-hidroksi-2 H-kumarin-2-on’ olarak

belirlenmistir.
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Sekil 3.13. (E£)-3-(3-(3,5-dimetoksifenil)akril)-4-hidroksi-2 H-kumarin-2-on (7) Bilesigine
ait FTIR spektrumu.
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Sekil 3.14. (E)-3-(3-(3,5-dimetoksifenil)akril)-4-hidroksi-2 H-kumarin-2-on (7) Bilesigine
ait '"H-NMR spektrumu.
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Sekil 3.15. (E)-3-(3-(3,5-dimetoksifenil)akril)-4-hidroksi-2 H-kumarin-2-on (7) Bilesigine
ait 3*C-NMR spektrumu.

3.1.6. 3-(5-(3,5-dimetoksifenil)-1-fenil-4,5-dihidro-1H-pirazol-3-yl)-4-hidroksi-2 H-
kumarin-2-on (7a)

Stokiyometrik oranlar Boliim 2.3.1.7°de sunulmustur. Buna gore (7) bilesigi ve fenilhidrazin
etil alkolde ¢oziilerek geri sogutucu sistemde 1s1tilip, yeni iiriiniin varlig1 ve safligi TLC ile
takip ve kontrol edilmistir ve bu siirenin sonunda ortama buz atilarak oda sicakliginda
karigsmaya birakilmig, ¢oken kati siiziilerek alinmis ve safsizliklarin giderilmesi igin etil

alkolle kristallendirilmistir.

Bilesigin karakterizasyonu i¢in FTIR (Sekil 3.16), 'H-NMR (Sekil 3.17), 3C-NMR (Sekil
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3.18) analizleri yaptirilmis olup; spektral analizlere ait grafikler incelenmis olup, spektral
analizlere ait grafikler incelendiginde gozlenen piklerin kaynaklarda belirtilen spektrumlarla
benzer oldugu goriilmiistiir [7, 8, 65, 66].
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Sekil 3.16. 3-(5-(3,5-dimetoksifenil)-1-fenil-4,5-dihidro- 1 H-pirazol-3-yl)-4-hidroksi-2 H-
kumarin-2-on (7a) Bilesigine ait FTIR spektrumu.

Bilesik 7a’ye ait FTIR (ATR) spektrumu (Sekil 3.16) incelendiginde kumarin halkasindaki
hidroksi grubunun 2964.8 cm! ‘de (-OH), aromatik halkalardaki titresimlerin 2929.6 cm™!
‘de (Ar—-CH), pirazol halkasmm 1662.0-1616.9 cm™' ‘de (C-N ve C=N) ve karbonil
grubunun1668.4 cm™ (C=0) ve alifatik gerilimlerin de 1451.7-1215.0 cm™! (alifatik —CH)

pik verdigi goriilmiistiir.

Sekil 3.17°de goriilen 7a bilesiginin 'H-NMR (8) spektrumu incelendiginde pirazol
halkasindaki protonlarin 4.19, 5.35, 5.40 ppm’de (3H, —CH); metoksi gruplarindaki
protonlarin 4.15-2.50 ppm (6H, -OCH3) ve aromatik halkadaki protonlarin ise 6.49-8.03 ppm
(12H, Ar-H) arahiginda pik verdigi gorilmiistir. Spektrumdaki entegrasyonlar

karsilagtirildiginda proton sayilarinin uyumlu oldugu belirlenmistir.

Bilesik 7a’nin (Sekil 3.18)’de verilen *C-NMR (8) spektrumuna gore metoksi gruplarindaki
karbonlarin 21.52 ppm’de (2C, —OCH3), pirazol halkasindaki karbonlarin 174.46 ppm (1C,
C=N) ve 42.68 ve 59.15 ppm’de (2C,-C-N; -C-C), aromatik karbonlarin ise 123.88-145.72
ppm araliginda (2°C, Ar—C) ve karbonil grubunun karbon atomunun da 176.64 ppm’de (1C,
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C=0) pik verdigi gorilistiir.

QTOF analiz sonuglara gore bilesigin kapali formiilii ve molekiil agirligi saptanmistir;
QTOF: [M+H]+, bulunan 442.15272; C26H22N20s ; hesaplanan 442,152887. Bilesigin yiizde
verim hesabr  yapilmis, erime noktast tayin edilmistir. Bilesigin kimyasal
formiilii:C26H22N20s; M.A.:442.47 g/mol.; verim 0.220g (78.57%) ve e.n. 211.2 “C olarak
bulunmustur (Tablo 3.1).

Spektrumlarin analizlerinin degerlendirilmesi ile bilesik 7a’nin IUPAC adlandirma sistemine

gore  adlandirilarak  ‘3-(5-(3,5-dimetoksifenil)-1-fenil-4,5-dihidro- 1 H-pirazol-3-yl)-4-

hidroksi-2 H-kumarin-2-on’ olarak belirlenmistir.
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Sekil 3.17. 3-(5-(3,5-dimetoksifenil)-1-fenil-4,5-dihidro- 1 H-pirazol-3-yl)-4-hidroksi-2 H-
kumarin-2-on (7a) Bilesigine ait 'H-NMR spektrumu.
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Sekil 3.18. 3-(5-(3,5-dimetoksifenil)-1-fenil-4,5-dihidro- 1 H-pirazol-3-yl)-4-hidroksi-2 H-
kumarin-2-on (7a) Bilesigine ait ?*C-NMR spektrumu.

3.1.7. 5-(3,5-dimetoksifenil)-3-(4-hidroksi-2-okso-2 H-kumarin-3-yl)-4,5-dihidro-1H-
pirazol-1-karbotiyo amid (7b)

Stokiyometrik oranlar Bolim 2.3.1.8’de sunulmustur. Buna goére (7) bilesigi ve tiyo
semikarbazit etil alkol ve asetik asit karigiminda ¢oziilerek geri sogutucu sistemde 1sitilip,
yeni lirliniin varlig1 ve safligi TLC ile takip ve kontrol edilmis ve bu siirenin sonunda ortama
buz atilarak oda sicakliginda karigmaya birakilmistir. Coken kat1 siiziilerek alinip

safsizliklarin giderilmesi i¢in metil alkolle kristallendirilmistir.

Bilesigin karakterizasyonu i¢in FTIR (Sekil 3.19), 'H-NMR (Sekil 3.20), >*C-NMR (Sekil
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3.21) analizleri yaptirilmis olup; spektral analizlere ait grafikler incelenmis olup; spektral
analizlere ait grafikler incelendiginde gozlenen piklerin kaynaklarda belirtilen spektrumlarla
benzer oldugu goriilmiistiir [7, 8, 65, 66].
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Sekil 3.19. 5-(3,5-dimetoksifenil)-3-(4-hidroksi-2-okso-2 H-kumarin-3-yl)-4,5-dihidro-1 H-
pirazol-1-karbotiyo amid (7b) Bilesigine ait FITR spektrumu.

Bilesik 7b’ye ait FTIR (ATR) spektrumu (Sekil 3.19) incelendiginde kumarin halkasindaki
hidroksi grubunun 3210.9 cm™! ‘de (-OH), aromatik halkalardaki titresimlerin 2995.8 cm™!
‘de (Ar—CH), pirazol halkasmin 1590.8 cm™ ‘de (C=N) ve karbotiyo grubunun 1472.4 cm!

(C=S) pik verdigi goriilmiistiir.

Sekil 3.20°de goriilen 7b bilesiginin 'H-NMR (8) spektrumu incelendiginde pirazol
halkasindaki protonlarin 5.45 (1H, —CH) ve 3.39, 3.69 (2H, -CH); metoksi gruplarindaki
protonlar 2.51-3.7 ppm (6H, ~OCH3) ve aromatik halkadaki protonlarin ise 6.36-7.12 ppm
(7TH, Ar-H) araliginda pik verdigi goriilmiistiir. Spektrumdaki entegrasyonlar

karsilastirildiginda proton sayilarinin uyumlu oldugu belirlenmistir.
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Sekil 3.20. 5-(3,5-dimetoksifenil)-3-(4-hidroksi-2-okso-2 H-kumarin-3-yl)-4,5-dihidro-1 H-
pirazol-1-karbotiyo amid (7b) Bilesigine ait 'TH-NMR spektrumu.

T T T T I
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Bilesik 7b’nin Sekil 3.21°de verilen > C-NMR (8) spektrumuna gore metoksi gruplarindaki
karbonlarin 39.91,39.70 ppm’de (2C, —OCH3), pirazol halkasindaki karbonlarin 150.88 ppm
(1C, C=N) ve 40.33ve 40.54 ppm’de (2C,-C-N; -C-C), aromatik karbonlarin ise 146.37-
123.23 ppm araliginda (14C, Ar—C) ve karbotiyo grubunun karbon atomunun 155.18 ppm’de
(1C,C=S), kumarin halkasindaki karbonil grubundaki karbon atomunun da 190.40 ppm’de
(1C,C=0) pik verdigi goriilmiistiir.

QTOF analiz sonuglarma gore bilesigin kapali formiilii ve molekiil agirhigi saptanmistir;
QTOF: [M+H]+, bulunan 425.10579; C21H19N30sS; hesaplanan 425.10454. Bilesigin ylizde
verim hesab1 yapilmis, erime noktasi tayin edilmistir. Bilesigin kimyasal formiilii:

C21H19N305S; M.A.:425.26g/mol.; verim 0.2g (80%) ve e.n. 162.3°C olarak bulunmustur
(Tablo 3.1).
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Spektrumlarin analizlerinin degerlendirilmesi ile bilesik 7b’nin IUPAC adlandirma
sistemine gore adlandirilarak °5-(3,5-dimetoksifenil)-3-(4-hidroksi-2-okso-2H-kumarin-3-

yl)-4,5-dihidro-1H-pirazol-1-karbotiyo amid’ olarak belirlenmistir.
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Sekil 3.21. 5-(3,5-dimetoksifenil)-3-(4-hidroksi-2-okso-2 H-kumarin-3-yl)-4,5-dihidro-1H-
pirazol-1-karbotiyo amid (7b) Bilesigine ait '*C-NMR spektrumu.

3.1.8. 5-(3,5-dimethoksifenil)-3-(4-hidroksi-2-okso-2 H-kumarin-3-yl)-N-fenil-4,5-
dihidro-1H-pirazol-1-karboksi amid (7¢)

Stokiyometrik oranlar Boliim 2.3.1.9 ’de sunulmustur. Buna gore (7) bilesigi ve 4’-fenil
semikarbazit etanolik sodyum (¢ozeltisinde ¢oziilerek geri sogutucu sistemde 1sitilip, yeni
iriiniin varhig1 ve safligi TLC ile takip ve kontrol edilmis ve bu siirenin sonunda ortama buz

atilarak oda sicakliginda karigsmaya birakilmistir. Coken kati siiziilerek alinip ve safsizliklarin
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giderilmesi i¢in etil alkolle kristallendirilmistir.

Bilesigin karakterizasyonu i¢in FTIR (Sekil 3.22), 'H-NMR (Sekil 3.23), 3C-NMR (Sekil
3.24) analizleri yaptirilmis olup; spektral analizlere ait grafikler incelendiginde gozlenen
piklerin kaynaklarda belirtilen spektrumlarla benzer oldugu goriilmiistiir [7, 8, 65, 66].
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Sekil 3.22. 5-(3,5-dimethoksifenil)-3-(4-hidroksi-2-okso-2 H-kumarin-3-yl)-N-fenil-4,5-
dihidro-1H-pirazol-1-karboksi amid (7¢) Bilesigine ait FITR spektrumu.

Bilesik 7b’ye ait FTIR (ATR) spektrumu (Sekil 3.22) incelendiginde kumarin halkasindaki
hidroksi grubunun 3288.8 cm™! ‘de (-OH), aromatik halkalardaki titresimlerin 3126.0, 3189.0
cm ! ‘de (Ar—CH), alifatik gerilimlerin 3047.2 cm™' “de (alifatik .CH), pirazol halkasinin
1596.1 cm! “‘de (C=N) ve kumarin halkasindaki karbonil grubunun 1661.3 cm™ ‘de (C=0)

pik verdigi goriilmiistiir.

Sekil 3.23’de goriilen 7¢ bilesiginin 'H-NMR (8) spektrumu incelendiginde pirazol
halkasindaki protonlarin 6.36,6.58 (1H, —CH; 2H, -CH); metoksi gruplarindaki protonlarin
3.51 ppm (6H, —OCH3) ve aromatik halkadaki protonlarin ise 6.75-8.28 ppm (12H, Ar-H)
araliginda pik verdigi goriilmiistiir. Spektrumdaki entegrasyonlar karsilastirildiginda proton

sayilarinin uyumlu oldugu belirlenmistir.
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Sekil 3.23. 5-(3,5-dimethoksifenil)-3-(4-hidroksi-2-okso-2 H-kumarin-3-yl)-N-fenil-4,5-
dihidro-1H-pirazol-1-karboksi amid (7¢) Bilesigine ait 'H-NMR spektrumu.

Bilesik 7¢’nin Sekil 3.24°de verilen '*C-NMR (8) spektrumuna gére metoksi gruplarindaki
karbonlarin 40.11,39.90 ppm’de (2C, —OCH3), pirazol halkasindaki karbonlarin 175.85 ppm
(1C, C=N) ve 55.77 ve 79.17 ppm’de (2C,-C-N; -C-C), aromatik karbonlarin ise 114.53-
139.13 ppm araliginda (2°C, Ar—C) ve karbonil gruplarindaki karbon atomlarmin da
162.81,161.40 ppm’de (2C, C=0) pik verdigi goriilmiistiir.
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Sekil 3.24. 5-(3,5-dimethoksifenil)-3-(4-hidroksi-2-okso-2 H-kumarin-3-yl)-N-fenil-4,5-
dihidro-1H-pirazol-1-karboksi amid (7¢) Bilesigine ait '*C-NMR spektrumu.

QTOF analiz sonuglarina gore bilesigin kapali formiilii ve molekiil agirligi saptanmustir;
QTOF: [M+H]+, bulunan 485.18316; C27H23N30s; hesaplanan 485.10023. Bilesigin yiizde
verim hesab1 yapilmis, erime noktasi tayin edilmistir. Bilesigin kimyasal formiilii:
C27H23N306, M.A.:485.5 g/mol.; verim 0.19g (67%) ve e.n. 149.1°C olarak bulunmustur
(Tablo 3.1).

Spektrumlarin analizlerinin degerlendirilmesi ile bilesik 7¢’nin [IUPAC adlandirma sistemine
gore adlandirilarak  “5-(3,5-dimethoksifenil)-3-(4-hidroksi-2-okso-2 H-kumarin-3-yl)-N-
fenil-4,5-dihidro-1H-pirazol-1-karboksi amid’ olarak belirlenmistir.
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Tablo 3.1. Sentezlenen bilesiklerin kapali formiilleri, kodlar1, molekiil agirliklari, %
verimleri ve erime noktalari.

Kapal Formiil Bilesikler M.A.* %Verim  E.N¥*.
3a 388.47 77 105.2
C24H24N203

3b 355.39 81 118.7
C19H21N304

RT 371.49 66.7 206.7
C19H21N30s3S

3d 431.49 72 167.2
C25H25N304

7 352.34 87 195.0
C20H160s

Ta 442 .47 78.57 211.2
C26H2:N205

7b 425.26 &0 162.3
C21H19N30s5S

Te Q 485.5 67 149.1
C27H23N305 2

. /Y o

*M.A.:Molekiil agirlig1 (g/mol); E.N.:Erime noktas1 (°C).

3.2. inhibisyon Calismalar

Pirazol/kumarin iskeletini iceren bilesiklerin inhibisyon etkisi, DPP4, a-amilaz ve a-
glukosidaz’in  bilinen inhibitorleri olan sitagliptin, akarboz ve kuersetin ile
karsilastirildiginda 6zellikle bu enzimlere karsi degisen oranlarda inhibisyon aktivitesi

gostermistir. Enzimlerin bilinen inhibitdrlerine ait ICso degerlerinin hesaplanmasi i¢in
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logCye kars1 %inhibisyon grafigi ¢izilmis elde edilen egrinin lineer olmayan regresyon

analizi yapilmistir (Sekil 3.25, Sekil 3.26, Sekil 3.27).

Pirazol halkalar1 igeren (3a), (3b), (3¢) ve (3d) bilesiklerinin ve etkin inhibitor 6zellige sahip

oldugu bilinen kumarin ve kalkon yapisini igeren bilesik (7) ve kumarin/pirazol halkasini

iceren (7a), (7b), (7¢) ve (7d) bilesiklerin ICso degerleri ve standart sapmalar1 hesaplanmistir;

sonuclar Tablo 3.2°de verilmis olup; her bir enzim igin ilgili inhibisyon c¢aligsmalar1 baslig1

altinda ayrintili olarak incelenmistir.

Tablo 3.2. Yeni sentezlenen bilesiklerin ve bilinen inhibitorlerin DPP4, a-amilaz ve a-
glukosidaz enzimleri tizerindeki inhibitor aktivitelerinin in vitro deneylerle
hesaplanan sonugclari.

Bilesikler DPP4 a-Amilaz o-Glukosidaz
I1Cso (JIM) +SD*  ICso (.PM) +SD* 1Cso (_pM) +SD*

3a 53.03+£1.49 13.49 £ 1.07 77.49 £ 1.55
3b 20.08 +1.29 31.81+1.39 95.61+ 1.33
3¢ 88.72+1.42 2472 +£1.63 124.8+0.70
3d 7891+ 1.46 17.61 +£1.22 93.82 +0.33
7 45.55+0.51 77.02 +1.57 101.7+0.28
7a 22.51+0.45 16.69 +1.47 91.51+1.76
7b 89.41 +£2.34 70.58 £ 0.93 89.96+ 1.21
Tc 73.02+1.18 22.09 +£2.85 82.91+0.31
Sitagliptin 8.86 +£0.43 - -

Akarboz - 479+0.16 -

Kuersetin - - 26.24+0.22

*ICso degerler Uclii sonuglarin ortalamasi ve bunlarin £5.D.'si (standart sapmalar) ile

verilmistir.
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Sekil 3.25. DPP4 enziminin bilinen inhibitorlerinden Sitagliptin ile %inhibisyona kars:
log[C]’nin dogrusal olmayan regresyon grafigi.

a-Amilaz-Akarboz
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Sekil 3.26. a-Amilaz enziminin bilinen inhibitorlerinden Akarboz ile %inhibisyona kars1
log[C]’nin dogrusal olmayan regresyon grafigi.
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Sekil 3.27. a-Glukosidaz enziminin bilinen inhibitorlerinden Kuersetin ile %inhibisyona
kars1 log[C]’nin dogrusal olmayan regresyon grafigi.

3.2.1. DPP4 inhibisyon sonu¢lar

Inhibisyon deneylerinde hesaplanan inhibisyon degerleri ile ¢izilen %inhibisyona karst
log[C]’nin dogrusal olmayan regresyon grafiklerinden gelen I1Cso sonuclar1 (Sekil 3.28 ve
Sekil 3.29) degerlendirilmis ve Sekil 3.25°de verilen, enzimin bilinen inhibitorii olan
sitagliptinin (ICs0:8.86uM) sonuglar ile karsilastirilmistir (Tablo 3.2). Bilesikler arasinda
(3b) (IC50:20.08uM) ve (7a)’nin (ICs0:22.51uM), DPP4 enzimi {izerinde belirgin bir inhibe
edici aktiviteye sahip oldugu bulunmustur. Bununla birlikte bilesik (7b)’nin ICs0:89.41uM
degeri ile en diisiik DPP4 inhibitor aktivitesine sahip oldugu goriilmiistiir. Bilesik (3b)'nin
aksine, benzen halkasinin amid baginin yerini almasi sebebi ile bilesik (3a)’nin ICso
degerinde onemli bir azalma oldugu; diger yandan, bilesik (3b)'deki oksijen atomunun
(3¢)'deki gibi bir kiikiirt atomu ile degistirildiginde, inhibitor aktivitesinde hafif bir artisa
neden oldugu goriilmiistiir. Amid bag1 ve benzen halkasi, bilesik (3d)'deki gibi birlikte
oldugunda, inhibitér aktivitesi énemli Ol¢iide azalmistir (ICs0:78,91uM). Hem kumarin
halkast hem de o,B-doymamis baga sahip bir kalkon igeren bilesik (7) nin, kumarin ve pirazol
halkas1 igeren bilesiklere kiyasla daha yiiksek bir inhibitor aktivitesine sahip olmasi

beklenirken, kumarin ve pirazol halkalarina sahip bilesik (7a) daha iyi bir inhibitor aktivitesi
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gostermistir (7:1Cs0:45.55uM ve 7a:1Cs0:22.51uM). Bilesik (7a)'daki pirazol grubuna bagl
benzen halkasi (7b)'de oldugu gibi tiyoamid bagi ile degistirildiginde bilesigin inhibitor
aktivitesi azalmistir (Tablo 3.2). Kumarin, pirazol halkalar1 ve amid baginin birlesimi olan
(7b) ve (7c¢) bilesikleri onemli bir inhibisyon saglamamistir. Cikarimlarimiza gore,
farmakofor oldugu diisiiniilen bu fonksiyonel gruplarin ayri uglarda bulundugunda daha iyi
bir inhibitdr aktivitesi verdigi goriilmiistiir. Ozellikle amid bagimin DPP4 enzim
inhibisyonunda olduk¢a etkili oldugu belirlenmistir. Ayrica, tiyo grubunun inhibisyonda
etkisiz oldugu sonucuna varilmistir. Heterosiklik halka, amid bagi ve kumarin halkasi ile
birlikte metoksi gruplar1 olan benzen halkasi igeren bizim sentezledigimiz yapilara benzer
calismalar incelenmistir. Buna gore Soni ve ark. (2018) [19] DPP4 enzim inhibisyonu i¢in
yaptiklar1 ¢aligmada 25 pM ve 100 uM konsantrasyonlara seyreltilmis kumarin halkasi ve
amid bagi iceren 14 bilesigin enzim iizerindeki etkilerini aragtirmistir. Amino grubunun
kumarin halkasindaki pozisyonunda yapilan degisiklikler sonuglari etkilemektedir. 3
pozisyonuna bagli amino grubu igeren bilesikler i¢cin %10-35 araliginda inhibisyon elde
edilmis olup benzer sekilde 7 pozisyonuna bagli amino grubu igeren bilesikler i¢in %10-55
araliginda inhibisyon degerleri verilmistir. Kumarin kismindaki amino pozisyonunun 3.
pozisyondan 7. pozisyona degismesi ile inhibisyonda artis kaydedilmistir. Bununla birlikte
yapilara ester gruplarinin dahil edilmesi inhibisyon aktivitesinde diislise neden olmaktadir.
Benzen ve pirazol halkas: ile birlikte karbotiyo grubu igeren bilesiklerin DPP4 enzim
inhibisyonu i¢in Sever ve ark. (2020) [77] yaptiklar1 ¢alismada bu bilesiklerin inhibitor
aktivitelerinin yliksek oldugunu goézlemlemislerdir. Ayrica benzen halkasina bagli olan
metoksi gruplarinin da inhibisyona etkisinin yiiksek oldugu kaydedilmistir. Bifenil-siibstitiie

bilesiklerin ise ylizde inhibisyon degerinin diisiik oldugu belirtilmistir.
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Sekil 3.28. DPP4 enzimi ile a: Bilesik 3a; b: Bilesik 3b; c: Bilesik 3¢ ve d: Bilesik 3d’nin
%inhibisyona kars1 log[C]’nin dogrusal olmayan regresyon grafikleri.
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Sekil 3.29. DPP4 enzimi ile a: Bilesik 7; b: Bilesik 7a; c: Bilesik 7b ve d: Bilesik 7¢’nin
%inhibisyona kars1 log[C]’nin dogrusal olmayan regresyon grafikleri.

3.2.2. a-Amilaz enzimi inhibisyon sonuclar:

In vitro deneylerde hesaplanan inhibisyon degerleri ile ¢izilen %inhibisyona karst log[C] nin

dogrusal olmayan regresyon grafiklerinden (Sekil 3.30 ve Sekil 3.31) elde edilen ICso

sonuclar1 (Tablo 3.2), ve Sekil 3.26’de verilen grafige gore hesaplanan enzimin bilinen



inhibitorii  akarbozun  (ICs0:4,792uM) inhibisyon sonuglar1 ile karsilastirilarak
degerlendirildiginde bilesikler arasinda (3a)’nin en yiiksek (ICs0:13.49uM) ve (7)’nin en
diisiik inhibitor aktiviteye (ICso:77.02uM) sahip oldugu goriilmiistiir. Bilesiklerden (3a),
(3d), (7a) ve (7¢) dikkate deger sekilde yiiksek inhibitor aktivitesi gostermistir. Bu durumun
bilesik (3a) ve (7a)’daki pirazol halkasina bagli bir benzen halkasindan ve (3d) ve (7¢)’deki
pirazol grubuna bagli bir amid bag1 ve benzen halkasindan ileri geldigi diisiiniilmektedir.
Kumarin halkast ve a,B-doymamis kabonil grubu igeren bilesik (7)’nin inhibisyon
sonuglaria gore bu bilesiklerin yliksek inhibitor aktivitesi gostermedigi sonucuna varilabilir.
Pirazol-Schiff baz1 yapilarinin potansiyel a-amilaz inhibitor etkilerini arastiran Aroua ve ark.
(2025) [78] bu iskeleti iceren analoglari, enzimin bilinen inhibitorlerinden akarboz ile
karsilastirmislar ve kayda deger sonuclar elde etmislerdir. Ayrica pirazol ve benzen
halkalarina bagli metil ve hidroksi gruplarinin orto ve para pozisyonlarda olmalarinin
inhbisyon iizerindeki etkileri arastirilmistir. Akarbozun ICso degerini yaklasik 16 uM olarak
kaydederek; pirazol-schiff bazi analoglarinin ICso degerlerini 18-40 puM araliginda
bulmuslardir. Bizim ¢alismamizda sentezledigimiz bilesikler arasinda benzen halkalarina
bagli metoksi gruplarinin ve pirazol halkasinin inhibisyon iizerindeki etkinligi ile benzerlik

gostermektedir.
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Sekil 3.30. a-Amilaz enzimi ile a: Bilesik 3a; b: Bilesik 3b; c: Bilesik 3¢ ve d: Bilesik
3d’nin %inhibisyona kars1 log[C] nin dogrusal olmayan regresyon grafikleri.
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Sekil 3.31. a-Amilaz enzimi ile a: Bilesik 7; b: Bilesik 7a; c¢: Bilesik 7b ve d: Bilesik 7¢’nin
%inhibisyona kars1 log[C]’nin dogrusal olmayan regresyon grafikleri.
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3.2.3. a-Glukosidaz enzimi inhibisyon calismalari

In vitro deneylerde hesaplanan inhibisyon degerleri ile ¢izilen %inhibisyona kars1 log[C] nin
dogrusal olmayan regresyon grafiklerinden (Sekil 3.32ve Sekil 3.33) gelen ICso sonuglari
Tablo 3.2°de verilmistir. Sekil 3.27°de verilen grafige gore hesaplanan enzimin bilinen
inhibitorii  kuersetinin  (ICso: 26.24 uM), inhibisyon sonuglar1 ile karsilagtirilarak
degerlendirildiginde bilesiklerin tiimiiniin kayda deger bir inhibitér aktivitesine sahip
olmadig1 goriilmiistiir. Bununla beraber Tablo 3.2°de goriildiigii gibi, bilesik (3a) en yiiksek
inhibitor aktivitesine sahipken (ICso: 77.49 puM), bilesik (3¢)’nin en diislik inhibitor
aktivitesine sahip oldugu kaydedilmistir (ICso: 124.8 uM). Bilesiklerden (3a) ve (3b)'nin
inhibitor aktiviteleri karsilastirildiginda, bilesik (3b)'deki azalmanin (ICso: 95.61 uM),
(3b)'deki benzen halkasinin yerine bir amid bagimin gelmesinden kaynaklandigi
diistiniilmektedir. Benzer sekilde (3b)'deki karbonil grubunun yerine (3¢)’de goriildiigii gibi
(ICso: 124.8 uM) bir tiyoamid grubunun gelmesi ile bilesik (3¢)’nin (3b)'den daha diisiik
inhibitor aktivite gostermis oldugu diisiiniilmiistiir Bilesik (3d)'de, amid bag1 ve benzen
halkas birlikte bulunmasina ragmen beklendiginin aksine; ICso degerinde dikkate deger bir
azalma gozlenmemistir (3d ICs0:93.82uM). Kumarin halkas1 ve kalkon igeren bilesik (7),
101.7uM'ik bir ICso degerine sahiptir. Kumarin ve pirazol halkalariin birlikte bulundugu
bilesik (7a)'nin ICso degerinde bir azalma oldugu (ICs0:91.51uM) gézlemlenmistir. Ancak,
pirazol halkasina bagli benzen halkasinin bilesik (7b)'de tiyoamid bag: ile degistirilmesinin
olumsuz bir etkiye sebep oldugu diisiiniilmektedir. Bilesik (7¢)'deki gibi, kumarin, pirazol

halkas1 ve amid bag1 kombinasyonu da beklenen inhibisyonu saglamamustir.

Pirazol halkasina dogrdudan bagli karbotiyo grubu ve bu ugtan tiirevlendirilmis yapilarinin
a-glukosidaz enzimi tizerindeki inhibisyon etkilerinin arastiran Saeed ve ark. (2024) [79] bu
yapilar1 igeren bilesiklerin inhibitor aktivitelerinin yiliksek oldugunu kaydetmislerdir. Bu
calismadaki bilesikler bizim yapilarimiza benzer olmalarina ragmen bizim molekiillerimiz a-
glukosidaz enzimi iizerinde etkili inhibisyon saglanamamistir. Bunun sebebi bizim
yapilarimizda pirazol halkasinin etrafinda benzen halkalarinin  bulunmasi olarak

agiklanabilir.
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Sekil 3.32. a-Glukosidaz enzimi ile a: Bilesik 3a; b: Bilesik 3b; c: Bilesik 3¢ ve d: Bilesik
3d’nin %inhibisyona kars1 log[C]’nin dogrusal olmayan regresyon grafikleri.
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Sekil 3.33. a-Glukosidaz enzimi ile a: Bilesik 7; b: Bilesik 7a; c: Bilesik 7b ve d: Bilesik
7¢’nin %inhibisyona kars1 log[C]’nin dogrusal olmayan regresyon grafikleri.
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3.3. BSA baglanma Calismalari

Bilesiklerimizin inhibisyon c¢alismalarina bagli olarak enzimler arasinda en yiiksek
inhibisyon aktivitesi a-Amilaz enziminin inhibisyonunda etkili sonuglar veren bilesik 3a, 3d,

7 ve 7a’nin BSA ile etkilesimleri incelenmistir.

Spektroskopik analizlerin degerlendirilmesi sonucunda; bilesiklerin proteine baglanmasiyla
BSA’nin absorbans siddetindeki degisiklikler izlenmis olup; bilesiklerin artan
konsantrasyonuyla BSA’nin 280 nm dalga boyundaki absorpsiyonunun da arttigi

saptanmustir. Sistemlere ait grafikler ayrintili olarak incelenmistir.

BSA-3a

——BSA
—— BSA-3a-5uM
—— BSA-3a-10uM
BSA-3a-15uM
—— BSA-3a-20uM
—— BSA-3a-25uM
——— BSA-3a-30uM
—— BSA-3a-35uM
—— BSA-3a-40uM
—— BSA-3a-45uM
—— BSA-3a-50uM

o

Absorbans

| T | T |
250 300 350 400 450 500 550 600

Dalga Boyu (nm)
Sekil 3.34. BSA-(3a) sistemine ait UV-VIS absorpsiyon grafigi.
Bilesik (3a)’nin ilavesiyle BSA’ nin absorpsiyon spektrumunda 6nemli bir degisiklik oldugu
gozlenmistir. Bu durum BSA ile ligandin arasindaki etkilesimi ve baglanmanin s6z konusu

oldugunu gostermektedir. Sekil 3.34’de farkli ligand konsantrasyonlar1 (0-100uM) ile
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BSA’nin absorpsiyon grafigi verilmistir. Ligandin artan konsantrasyonlarina karsi
degisiklikler incelenmistir. Artan ligand konsantrasyonuyla BSA’nin 280 nm’deki dalga
boyunda absorbsiyonun arttigi saptanmistir. Maksimum dalga boylarinda mavi bolgeye
kayma go6zlemlenmis olup; o bdlgede tirozin amino asit kalintilarim1 yogunlugunu ve
baglanmada etkili oldugunu goéstermektedir. Bu kayma, protein zincirinde konformasyonel

degisimlerin oldugunu gdstermektedir.

BSA-3d

——BSA
- BSA-3d-5uM
—— BSA-3d-10uM
- BSA-3d-15uM
——— BSA-3d-20uM
—— BSA-3d-25uM
, —— BSA-3d-30uM
' —— BSA-3d-35uM
aad 7N —— BSA-3d-40uM
o 5 M BSA-3d-45uM
—— BSA-3d-50uM

FER |

Absorhans

h e = -
250 o 350 400 450 500 550 500
Dalga Boyu (nm)

Absorbans

2%0 360 3%0 400 450 500 550 600
Dalga Boyu (nm)

Sekil 3.35. BSA-(3d) sistemine ait UV-VIS absorpsiyon grafigi.

Bilesik (3d)’nin ilavesiyle BSA’ nin absorpsiyon spektrumunda 6nemli bir degisiklik oldugu
gbzlenmistir. Bu durum BSA ile ligandin arasindaki etkilesimini ve baglanma s6z konusu
oldugunu gostermektedir. Sekil 3.35’de farkli ligand konsantrasyonlari (0-100uM) ile
BSA’nin absorpsiyon grafigi verilmistir. Ligandin artan konsantrasyonlarina karsi
degisiklikler incelenmistir. Artan ligand konsantrasyonuyla BSA’nin 280 nm’deki dalga

boyunda absorbsiyonun arttig1 saptanmistir. Maksimum dalga boyunda gozlemlenen kayma
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ile o bolgede protein zincirindeki konformasyonel degisimlerin oldugunu gostermektedir.

BSA-7

——BSA

—— BSA-7-5uM.dsp
—— BSA-7-10uM.dsp
i BSA-7-15uM.dsp
Y ——— BSA-7-20uM.dsp
i I —— BSA-7-25uM.dsp
3 i | —— BSA-7-30uM.dsp
t —— BSA-7-35uM.dsp
| ~——— BSA-7-40uM.dsp
—— BSA-7-45uM.dsp
—— BSA-7-50uM.dsp

Absorbans

| >0 w0 %

] 1 Dalga Boyu (nm})

Absorbans

2%0 | SII}O | 3%0 l 4('JO | 4%0 | 5{130 . 5%0 | 600
Dalga Boyu (nm)

Sekil 3.36. BSA-(7) sistemine ait UV-VIS absorpsiyon grafigi.
Bilesik (7)’nin ilavesiyle BSA’ nin absorpsiyon spektrumunda 6nemli bir degisiklik oldugu
gozlenmistir. Bu durum BSA ile ligandin arasindaki etkilesimini ve baglanma s6z konusu
oldugunu gostermektedir. Sekil 3.36’de farkli ligand konsantrasyonlari (0-100uM) ile
BSA’nin absorpsiyon grafigi verilmistir. Ligandin artan konsantrasyonlarina karsi
degisiklikler incelenmistir. Artan ligand konsantrasyonuyla BSA’nin 280 nm’deki dalga
boyunda absorbsiyonun arttigi saptanmistir. Maksimum dalga boylarinda kayma
gozlemlenmistir. Bu kayma, protein zincirindeki konformasyonel degisimlerin oldugunu

gostermektedir.
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BSA-7a

T ——BSA

| —— BSA-7a-5uM
il —— BSA-7a-10uM
{\ ——— BSA-7a-15uM
—— BSA-7a-20uM
—— BSA-7a-25uM
—— BSA-7a-30uM
—— BSA-7a-35uM
: —— BSA-7a-40uM
N BSA-7a3-45uM
— —— BSA-7a-50uM

Absorbans

T T T T T T
300 350 400 450 500 550 600

Dalga Boyu (nm)

Absorbans

2%0 3(|]0 3%0 46{} 4%0 560 5%0 GIIJO
Dalga Boyu (nm)

Sekil 3.37. BSA-(7a) sistemine ait UV-VIS absorpsiyon grafigi.

Bilesik (7a)’nin ilavesiyle BSA’ nin absorpsiyon spektrumunda 6nemli bir degisiklik oldugu
gozlenmistir. Bu durum BSA ile ligandin arasindaki etkilesimini ve baglanma s6z konusu
oldugunu gostermektedir. Sekil 3.37°de farkli ligand konsantrasyonlari (0-100uM) ile
BSA’nin absorpsiyon grafigi verilmistir. Ligandin artan konsantrasyonlarina kars:
degisiklikler incelenmistir. Artan ligand konsantrasyonuyla BSA’nin 280 nm’deki dalga
boyunda absorbsiyonun arttig1 saptanmistir. Maksimum dalga boyunda gézlemlenen kayma

ile o bolgede protein zincirindeki konformasyonel degisimlerin oldugunu gostermektedir.

Ayrica sistemlere ait Benesi-Hildebrand grafikleri ¢izilerek (Sekil 3.38, Sekil 3.39, Sekil
3.40 ve Sekil 3.41) AG degerleri Gibbs-Helmholtz Denklemine (Boliim 2.3.3) hesaplanmis
olup AG degeri ve Ka degerleri Tablo 3.3’de verilmistir. Benesi-Hildebrand grafiklerinde

BSA'nin serbest formundaki absorbans1 Ao, BSA'nin bilesikle absorbansi A ile gdsterilmistir.
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Tablo 3.3. Bilesik (3a), (3d), (7) ve (7a)’vya ait termodinamik parametreler.

Bilesikler AG (kcal/mol)* Ka x 10%”
3a 29,35390922 7,2547
3d -9,09382844 4,67588
7 -9,16838861 5,30334
7a -9,03582642 4,23957

*AG:Gibbs enerjisi; K,:Baglanma sabiti.

BSA-3a
1,6
"Equation y=a+h'%
il Weight No Weighting . »
1 ]4 A g;:iad;il Sum of 001223 //
Pearson's 1 099583 |
T Adj. R-Square 0,99063
Value Standard Error
112 | Intercept -0,0199 : ﬂ0.01551 |
= Slope 7.25479 0,23503 |
1,0 ////
P . , /
< 0B~ -
< | el
=
< 06- ///;
| a
0,4 -///
gz .Ij//
0| 0 ) ' L] l L] I L) I L) I ) l T I L] I L] I ) l T
00 0,02 004 006 008 0,10 012 0,14 0,16 0,18 0,20 0,22

1/Q (M)
Sekil 3.38. BSA-(3a) sistemine ait Benesi-Hildebrand grafigi.
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BSA-3d

Equation y=a+b'
1 ’ 0 1 Weight Mo Weighting
Residual Sum of 1,8884E-4
Squares
T Pearson's r 0,99984
Adj. R-Square 0,99965
0.8 4 Value Standard Error
! Intercept -0,00251 0,0023
E Slope 467588 0,02921

~ 0,6

“

< |

< 04-
0,2-
W77 7 7T 7T T T T T 7T T
000 002 004 006 008 010 012 014 016 018 020 022

1/Q (uM)
Sekil 3.39. BSA-(3d) sistemine ait Benesi-Hildebrand grafigi.
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BSA-7

12
_Equalion y=a+bx
d | Weight Mo Weighting
| Residual Sum 9,16636E-4
of Squares
1 ’0 — iF'earson's ¥ 0,99941
| Adj. R-Square 0,99868
Value Standard Error
b s Intercept 0,02423 0,00507
Slope 5,30334 0,06434
0,8 4
- -
< 064
-«
= ]
<
04
0,2 H f
0,0 T I T I T l T 'I T 'I T 'I T I T
0,00 o002 0,04 006 008 010 0,212 0,14 0,96 0,8 0,20

1/Q (uM)

Sekil 3.40. BSA-(7) sistemine ait Benesi-Hildebrand grafigi.
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BSA-7a

]
3] Equation y=a+b™
0‘8 Weight No Weighting
Residual Sum 0,00298
of Squares
g Pearson's r 090702
Adj. R-Square 0,99331
Value Standard Error
Intercept -0,02492 0,00913
0‘6 = £ Slope 4,23957 0,11595
_—
o
<
< os-
< b
0,2
0'0 L) I T I T l L} l
0,05 0,10 0,15 0,20

1/Q (uM)
Sekil 3.41. BSA-(7a) sistemine ait Benesi-Hildebrand grafigi.

3.4. Hesapsal Calismalar
3.4.1. Bilesiklerin ADME ozellikleri
Bilesiklerin ADME o6zellikleri
v Molekiil agirligi (M.A., g/mol) 150<MA<500,
v Doygunluk (Fraction Csp3) 0.25<Fraksiyon Csp3<1,
v' Doéndiiriilebilir baglar 0< Flex<9,
v" Hidrojen bag alicisi ve vericisi,
v" Topolojik polar yiizey alan1 (TPSA(A2)) 20<TPSA<130,
v Lipofiliklik 6lgiisti (Log P) -0.7<XLOGP<+0.5

degerlendirildiginde tiim 6zelliklerin deger araliklarinda oldugu ve Lipinski kuralina uydugu
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goriilmistiir (Tablo 3.4). Ayrica GIA/BBB gegirgenlikleri analiz edilerek Sekil 3.42°de
verilen BOILED-Egg grafigine gore degerlendirilmistir. Buna gore bilesiklerin 7 tanesinin
GIA sistemdeki ¢Oziiniirliigliniin yliksek oldugu iki tanesinin ise BBB ge¢irgenligi oldugu
bulunmustur. DPP4’{in etkin inhibitorlerinden olmasina ragmen sitagliptinin BBB’yi gectigi,
bunun aksine a-amilaz ve a-glukosidazin inhibitorleri olan akarboz ve kuersetinin BBB’yi

gecmedigi bilinmektedir.

BBB’yi gecebilen bu iki bilesigin (3a ve 3d) yapilari incelendiginde (3¢) ve (3b)’den farkl
olarak fazladan bir benzen halkasina sahip oldugu goriilmektedir. Apolar 6zellikteki benzen
halkasinin bilesigin TPSA degerini diisiirdiigli diisiniilmektedir. Ayrica diger bilesikler ile
kiyaslandiginda (7, 7a, 7b ve 7¢) kumarin halkasinin TPSA degerini yiikseltmis oldugu

gOriilmiistiir.

A
v

= ° \

‘ 3b, 3¢, 7, 7a, Th ve 7c

Sekil 3.42. Bilesiklere ait BOILED-Egg grafigi.
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Tablo 3.4. Bilesiklerin ADME o6zellikleri.

Bilesik MA*  Fr.Csp* RB* HBA* HBD* TPSA* LogP* GIA* BBB* L.V.*

3a 388,46 0,17 6 3 1 42,96 5,61 Yiiksek + 0
3b 355,39 0,26 6 5 1 86,38 2,04 Yiiksek - 0
3¢ 371,45 0,26 6 4 1 101,40 2,64 Yiksek - 0
3d 431,48 0,20 8 5 1 72,39 4,00 Yiksek + 0
7 352,34 0,10 5 6 1 85,97 3,74 Yiiksek - 0
7a 442,46 0,15 5 6 1 84,50 4,53 Yiiksek - 0
7b 425,46 0,19 5 6 2 142,61 2,23 Diisik - 0
7c 485,49 0,15 7 7 2 113,60 3,59 Yiiksek - 0
Sitagliptin 407,31 0,44 6 10 1 77,04 0,70 Yiiksek + 0
Akarboz 645,60 0,88 13 19 14 329,01 -8,82  Disik - 3
Kuersetin 302,24 0,00 1 7 5 131,36 1,54 Yiksek - 0

*M.A.:Molekiil agirlig1 (g/mol), Fr.Csp.:Doygunluk (Fraction Csp3), R.B.: Dondiiriilebilir
baglar (flex), HBA:Hidrojen bag1 alicisi, HBD:Hidrojen bag1 vericisi, TPSA:Topolojik Polar
Yiizey Alan1 (A2) LogP:Lipofiliklik 6lgiisii, GIA:Gastrointestinal emilim, BBB:Kan-beyin
bariyeri gecirgenligi, L.V.:Lipinski kurali.

3.4.2. Molekiiler yerlestirme Calismalari

Sentezlenen bilesiklerin DPP4 ve o-amilaz enzimleri ile inhibisyon c¢alismalar
incelendiginde en iyi sonuglarin elde edildigi ve enzimin bilinen inhibitorlerine gore uygun
inhibitor aktivite gosteren bilesikler secilerek ilgili enzimler ile etkilesimleri molekiiler
yerlestirme yontemi ile incelenmistir. Bilinen inhibitoriine goére degerlendirildiginde
sentezledigimiz maddelerin a-glukosidazin inhibisyonunda etkili sonuglar vermemesinden

dolay1 molekiiler yerlestirme ¢alismalar1 yapilmamistir.

S6z konusu bilesiklerin DPP4 ve a-amilaz enzimlerinin aktif bolgelerindeki etkilestigi amino
asit kalintilarinin hangileri oldugu ve bu amino asit kalintilarina baglanma afiniteleri
bulunmustur. Hesapsal ¢calismalarda enzimlerin bilinen inhibitorleri model olarak se¢ilmistir.
Bunlar DPP4 i¢in sitagliptin ve a-amilaz enzimi i¢in ise akarbozdur. Sonugclar iki kez
tekrarlanmistir. Hesaplamalar sonucunda bilesiklerin enzim i¢indeki yonelimlerini gosteren
farkli konformasyonlar ve bu konformasyonlara ait baglanma enerjileri elde edilmistir.
Enzimler ve sentezlenen bilesiklerin molekiiler yerlestirme islemlerinden 6nce Autodock

Vina programinin validasyonu i¢in enzimlerin kendi ligandlar1 ile doklanmis olup uygun
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konformasyonu incelenmistir (Root Mean Square Deviation, RMSD) RMSD hesabi i¢in

Discovery Studio 4.1. programi kullanilmistir.

DPP4 enziminin molekiiler yerlestirme ¢alismalar i¢in X, Y, Z koordinatlarin belirlenmis
olup Boliim 2.3.5°de verilmistir. Buna gére DPP4 enzimi ve kristal yapisindaki sitagliptinin
etkilesimleri sirastyla -Argl23, Glu203, Glu204, 11e205, Phe206, Gly207, Phe355, Arg356,
Ser631, Tyr632, Tyr663, Tyr667, Asn711- olup; aktif bolgeye baglanma enerjisi -7.40
kcal/mol olarak bulunmustur (Sekil 3.43 ve Sekil 3.44). Validasyon isleminde belirlenmis

olan koordinatlar bilesiklerin doklanmasinda da kullanilmistir.

a-Amilaz enziminin molekiiler yerlestirme ¢alismalari i¢in X,Y,Z koordinatlarin belirlenmis
olup Bolim 2.3.5‘de verilmistir. Enzimi ve kristal yapisindaki akarbozun etkilesimleri
strastyla —Trp59, GIn63, TYr62, Tyrl51, Leul65, Argl95, Alal98, Lys200, His201, Glu233,
His299, Asp300, His305, Gly306- olup; enzimin aktif bdlgesine baglanma enerjisi -14.55
kcal/mol olarak bulunmustur. Her iki enzim igin validasyon isleminde belirlenmis olan

koordinatlar bilesiklerin doklanmasinda da kullanilmistir.

:35€ TYR,
P— : 5
LE 7\ TYR :
2 AW £ .
WOy * - 2 TYR
] . Wi A:632
PHE ¢ Tl
A-206 |
M . ---" o
Bl Fieisiad fed GlY A:204 o .
Pi-Pi T-shaped A:207 6L
Amide-Pi Sta HE A:203 .

Sekil 3.43. DPP4 enziminin kristal yapisindaki ligandinin molekiiler yerlestirme sonucu
etkilesimleri.
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Sekil 3.44. DPP4 enziminin kristal yapisindaki ligandinin pozu ile doklanmis pozun
karsilastirmasi.

HE/. e L ’ o® ‘p " o,

s - ARG
Interactions A:305 ] S R Ad98
I conventional Hydrogen Bond [ amp A‘:‘Ego ) OA62
[] carbon Hydrogen Bond [ praikp HIg
[] PrDonor Hydrogen Bond A:299

Sekil 3.45. a-amilaz enziminin kristal yapisindaki ligandinin molekiiler yerlestirme sonucu
etkilesimleri.

82



Sekil 3.46. a-amilaz enzimlerinin kristal yapisindaki ligandinin pozu ile doklanmis pozun
karsilagtirmas.

3.4.2.1. DPP4 enzimi ile (3b) ve (7a) bilesiklerine ait etkilesim sonuclari

Bilesik (3b)nin DPP4 enziminin aktif bolgesindeki en uygun baglanma konformasyonu
Sekil 3.47'de goriilmektedir. Baglanma enerjisi -6.17 kcal/mol olarak bulunmus olup;
baglanma boélgesinde etkilesime giren amino asit kalintilar1 - Glu203, Glu204, Phe355,
Tyr548, Tyr663, Tyr667- olarak bulunmustur.
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Interactions

B conventional Kydrogen Bond TYR
[ carbon Hydrogen Bond A:663
B F-anion

1 pra

Sekil 3.47. DPP4-(3b) sistemine ait molekiiler yerlestirme sonucu etkilesimler.

. 55

I comventional Hydrogen Band TYR,
I Fcoton 3 Aot ARk, a2
[[] Fi-tone Pair [ prayt

Sekil 3.48. DPP4-(7a) sistemine ait molekiiler yerlestirme sonucu etkilesimler.

Bilesik (7a)'nin DPP4 enziminin aktif bolgesindeki en uygun baglanma konformasyonu
Sekil 3.48’da goriilmektedir. Baglanma enerjisi -8.48 kcal/mol; baglanma bdlgesinde
etkilesime giren amino asit kalintilar1 -Argl23, Glu203, Glu204, Phe355, Arg356, Tyr548,
Tyr632, Trp660, Val657, Tyr663, Tyr667, Arg670- olarak bulunmustur.
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Tablo 3.5. DPP4 enzimi ve bilesiklerin baglanma enerjileri, baglanma bolgesinde yer alan
amino asit kalintilar1 ve inhibisyon sabiti degerleri.

Bilesikler Baglanma Inhibisyon sabiti Baglanma bolgesindeki amino
enerjileri (Ki) (nM) asit kalintilar:
(AG)
(kkal/mol)

3b -6.17 2.99 Glu203, Glu204, Phe355, Tyr548,

Tyr663, Tyr667

Ta -8.48 6.07 Argl23, Glu203, Glu204, Phe355,
Arg356, Tyr548, Tyr632, Trp660,
Val657, Tyr663, Tyr667, Arg670

Sitagliptin  -7.40 3.76 Argl23, Glu203, Glu204, I1e205,
Phe206, Gly207, Phe355, Arg356,
Ser631, Tyr632, Tyr663, Tyr667,
Asn711

Enzimlerin ligandlara baglanma enerjilerinden (AG), Ki degerlert;
AG= RTInKi (3.1

denklemi kullanilarak hesaplanmistir. Burada R=1,988 kcal/mol.K ve T=298K cinsinden

sicaklig1 vermektedir.

Buna gore bilesik (3b) ve (7a) nin baglanma enerjileri ile bu degerden hesaplanan inhibisyon
sabiti (Ki) degerlendirildiginde (Tablo 3.5) bu bilesiklerin DPP4 enzimi iizerinde etkili
inhibitor aktiviteye sahip oldugu goriilmiistiir. Bilesiklerin baglanma enerjileri ve aktif
bolgedeki konformasyonlarinin, enzimin kristal yapisinda yer alan referans ligand sitagliptin
ile karsilastirildiginda yiiksek uyum gosterdigi belirlenmistir. Bu bilesiklerin deneysel
calismalardaki inhibisyon bulgularina (ICso 3b: 20.08 puM; 7a: 22.51 uM) gore etkili

inhibitorler oldugu goriilmiistiir.
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3.4.2.2. a-Amilaz enzimi ile (3a),(3¢),(3d),(7a),(7b) ve (7¢) bilesiklerine ait etkilesim
sonuclari

Bilesik (3a)'nin a-amilaz enziminin aktif bolgesindeki en uygun baglanma konformasyonu
Sekil 3.49’de goriilmektedir. Baglanma enerjisi -7.23 kcal/mol olarak bulunmus olup;
baglanma bdlgesinde etkilesime giren amino asit kalintilar1 -Asp197, Asp300, His299,
Tyr62, His305, Leul62, Trp59, Luel65 ve Thr163- olarak bulunmustur.

HIS
A:305
k “'; ! 1)\
oy ( h
) . d
B A TR LEU THR
A:59 A:165 A:163
ASP
Interactions A:197
[] carbon Hydrogen Bond B F-A T-shaped ;YGRZ
[_] PrDonor Hydrogen Bond - HIS - LEU
B i stacked [ Pt A39 All62

Sekil 3.49. a-Amilaz-(3a) sistemine ait molekiiler yerlestirme sonucu etkilesimler.
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<y A
Interactions £ e Ai198
I conventional Hydrogen Bond [ Frsutfur " A2
[] carbon Hydrogen Band [ Akt ARG
B Fr-anion [ Fi-Alky A:195

Sekil 3.50. a-Amilaz-(3c¢) sistemine ait molekiiler yerlestirme sonucu etkilesimler.

Bilesik (3¢)’nin a-amilaz enziminin aktif bolgesindeki en uygun baglanma konformasyonu
Sekil 3.50'de goriilmektedir. Baglanma enerjisi -7.56 kcal/mol olarak bulunmus olup;
baglanma bolgesinde etkilesime giren amino asit kalintilar1 — Trp59, Tyr62, GIln63, Leul62,
Leul65, Argl95,Alal98, Lys200, His201, Glu233, His299, Asp300, Ile235- olarak

bulunmustur.

Bilesik (3d)'nin a-amilaz enziminin aktif bolgesindeki en uygun baglanma konformasyonu
Sekil 3.51°’de goriilmektedir. Baglanma enerjisi -7.90kcal/mol olarak bulunmus olup;
baglanma bolgesinde etkilesime giren amino asit kalintilart -Trp59, Try62, Leul62, Leul65,
Aspl197, Thr163, His299, Asp300 ve Gly306- olarak bulunmustur.
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Sekil 3.51. a-Amilaz-(3d) sistemine ait molekiiler yerlestirme sonucu etkilesimler.

Bilesik (7a)'nin a-amilaz enziminin aktif bolgesindeki en uygun baglanma konformasyonu
Sekil 3.52’de goriilmektedir. Baglanma enerjisi -7,68 kcal/mol olarak bulunmus olup;
baglanma bdlgesinde etkilesime giren amino asit kalintilar1 -Leul62, Alal98, Lys200,
[1e235, His201, Gly306 ve His305- olarak bulunmustur.

Bilesik (7b)'nin a-amilaz enziminin aktif bolgesindeki en uygun baglanma konformasyonu
Sekil 3.53’de goriilmektedir. Baglanma enerjisi -8.59 kcal/mol olarak bulunmus olup;
baglanma bdlgesinde etkilesime giren amino asit kalintilar1 -Trp58, Tyr62, Leul62, Thr163,
Leul65, Aspl97, Alal98, Lys200, His201, Glu233, Ile235, His299, Asp300- olarak

bulunmustur.

88



Interactions

B conventional Hydrogen Bond I Pi-Pi T-shaped

I Fi-cation [ Ayl

Bl Fisigma [ Pialkyl A 72N

B Fi-i stacked A:198 / /)
\u

Interactions L G 1 —

I conventional tydrogen Bond [ Pr-Sulfur A:ggz A}‘% ' A}g&

[ carbon Hydrogen Bond I PP T-shaped o o Lik’
[ Fi-cation [ Ayl J’fga A:165
Bl Fi-sigma [ -

Sekil 3.53. a-Amilaz-(7b) sistemine ait molekiiler yerlestirme sonucu etkilesimler.
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Sekil 3.54. a-Amilaz-(7¢) sistemine ait molekiiler yerlestirme sonucu etkilesimler.

Bilesik (7¢)'nin a-amilaz enziminin aktif bolgesindeki en uygun baglanma konformasyonu
Sekil 3.54’dagoriilmektedir. Baglanma enerjisi -8.88 kcal/mol olarak bulunmus olup;
baglanma bolgesinde etkilesime giren amino asit kalintilar1 -Trp58, Tyr62, Leul62, Thr163,
Alal98, Aspl97, Lys200, His201, Glu233, Ile235, His299, Asp300, His305- olarak

bulunmustur.

Teorik caligmalar incelendiginde bilesiklerin enzime baglanma enerjilerinin -7.23 ve -8.88
kkal/mol araliginda oldugu; inhibisyon degerlerinin de 1.21 ve 5.01 nM araliginda oldugu
belirlenmigtir (Tablo 3.6). Buna gore bilesik (7) en yiiksek (-8.07 kkal/mol, Ki=1.21 nM) ve
(3a) en diisiik baglanma enerjisine (-7.23 kkal/mol, Ki=5.01 nM) sahiptir. En yiiksek
baglanma afinitesine sahip yapilardan biri olan bilesik (7)’nin (-8.07 kkal/mol, Ki=1.21 nM)
deneysel ICso degerinin nispeten daha diisiik oldugu goriilmiistiir. Bununla birlikte (3a), (3d),
(7a) ve (7¢)’nin dikkate deger sekilde yiiksek inhibitor aktivitesinin bilesik (3a) ve (7a)’daki
pirazol halkasina bagli bir benzen halkasindan ve (3d) ve (7¢)’deki pirazol grubuna bagl bir

amid bag1 ve benzen halkasindan ileri geldigi diistiniilmektedir.
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Tablo 3.6. a-Amilaz enzimi ve bilesiklerin baglanma enerjileri, baglanma bolgesinde yer
alan amino asit kalintilar1 ve inhibisyon sabiti degerleri.

Bilesikler Baglanma  Inhibisyon Baglanma bolgesindeki amino asit
enerjileri sabiti (Ki) kalintilar
(AG) (nM)
(kkal/mol)
3a -7.23 5.01 Aspl197, Asp300, His299, Tyr62, His305,

Leul62, Trp59, Leul65, Thr163

3d -7.90 1.62 Trp59, Try62, Leul62, Leul65, Aspl97,

Thr163, His299, Asp300, Gly306

7 -8.07 1.21 Try62, Hisl01, Tryl51, Leul65, His201,
Lys200, Ile235, Alal98, Aspl197, His299,

Asp300

Ta -7.68 2.34 Leul62, Alal98, Lys200, Ile235, His201,

Gly306, His305

Tc -8.88 3.09 Trp58, Tyr62, Leul62, Thrl63, Alal9s,
Aspl197, Lys200, His201, Glu233, Ile235,

His299, Asp300, His305

Akarboz -14.55 2,15 Trp59, GIn63, Tyr62, Tyrl51, Leul65,
Argl95, Alal98, Lys200, His201, Glu233,

His299, Asp300, His305, Gly306
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Deneysel calismalar ve teorik veriler kiyaslandiginda s6z konusu bilesiklerin deneysel
calismalardaki bulgularina gore enzim iizerinde yiiksek inhibitor aktiviteye sahip oldugu

bulunmus ve teorik ¢alismalarin bu inhibisyon degerlerini destekledigi belirlenmistir.

3.4.2.3. BSA proteini ile (3a), (3d), (7) ve (7a) bilesiklerine ait etkilesim sonuclari

Ligandin hedef proteine baglanma ilgisini temsil eden baglanma serbest enerji skoru
molekiiler yerlestirme ile bulundu. Ayrica protein-ligand baglanma calismalarinda 6enm
tagiyan tirozin ve triptofan amino asit kalintilarinin 6zellikle molekiiler yerlestirme

calismalarinda etkilesimde olup olmadig1 ayrintili olarak incelenmistir.

Bilesik (3a)'nin BSA’nin aktif bolgesindeki en uygun baglanma konformasyonu Sekil
3.55’da goriilmektedir. Baglanma enerjisi -8,77 kcal/mol olarak bulunmus olup; baglanma
bolgesinde etikilesime giren amino asit kalintilar1 -Prol117, Leull5, Glul25, Phel33,
Lys136, Tyr137, Tyr160, Vall88, Met184 ve Argl85-olarak bulunmustur. Bu etkilesimdeki
amino asit kalintilar1 ayr1 ayr1 degerlendirildiginde pi-sigma/alkil veya pi-pi etkilesimlerinin
yogunlukta oldugu goriilmiistiir. Bunlarin iginde ozellikle tirozin amino asidinin pi-pi

etkilesiminde olmasi dikkat ¢ekmistir.

GLU125

o Interactions

5 A:i?‘i Bl conventional Hydrogen Bond I Fi-i Stacked

2 PRO ] carbon Hydrogen Bond 1 Ak
ﬂ‘?s A1L7 I Fi-Anion [ praty
Bl Fisigma

Sekil 3.55. BSA-(3a) sistemine ait molekiiler yerlestirme sonucu etkilesimler.
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Sekil 3.56. BSA-(3d) sistemine ait molekiiler yerlestirme sonucu etkilesimler.

Bilesik (3d)'nin BSA’nin aktif bolgesindeki en uygun baglanma konformasyonu Sekil
3.56’da goriilmektedir. Baglanma enerjisi -7,91 kcal/mol olarak bulunmus olup; baglanma
bolgesinde etkilesime giren amino asit kalintilar1 -Leul15, Glul25, Lys132, Lys136, Tyr137,
Tyr160, Phel133, Glu140 ve Argl43- olarak bulunmustur.
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Sekil 3.57. BSA-(7) sistemine ait molekiiler yerlestirme sonucu etkilesimler.

Bilesik (7)'nin BSA’nin aktif bolgesindeki en uygun baglanma konformasyonu Sekil 3.57’da
goriilmektedir. Baglanma enerjisi -9,50 kcal/mol olarak bulunmus olup; baglanma
bolgesinde etkilesime giren amino asit kalintilar1 —Leul22, Glul25, Phel33, Lys136,
Tyr137, Tyrl160, Ile181, Met184, Argl85 ve Vall88- olarak bulunmustur. Sisteme ait baglar
incelendiginde ise makromolekiil ve bilesik (7) arasinda Glu125, Tyr160, Argl85 ve Tyr137
ile hidrojen bagi, Leul22, Lys136, Ile181, Met184 ve Vall88 amino asitleri ile pi-sigma
etkilesimleri s6z konusuyken Phe133 amino asidinin fenil halkas1 ve bilesigin benzen halkasi
arasinda pi-pi etkilesimi oldugu gdzlemlenmistir. Ayrica kumarin halkasinin da pi-pi
etkilesimlerde oldugu dikkat ¢ekmektedir. Bunlarin iginde Tyr137 ile pi-donor etkilesiminde

olmasi ve Tyr160 ile hidrojen bag1 yapmasi halkanin etkinligini gdstermektedir.
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Sekil 3.58. BSA-(7a) sistemine ait molekiiler yerlestirme sonucu etkilesimler.

Bilesik (7a)nin BSA’nin aktif bolgesindeki en uygun baglanma konformasyonu Sekil
3.58’da goriilmektedir. Baglanma enerjisi -11.07 kcal/mol olarak bulunmus olup; baglanma
bolgesinde etkilesime giren amino asit kalintilar1 -Leul15, Pro117, Leul22, Lys136, Phe133,
Tyrl37, Tyrl60, Ile181, Metl184 ve Argl85- olarak bulunmustur. Bu etkilesimdeki amino
asit kalintilar1 ayr1 ayr1 degerlendirildiginde sistemde hidrojen baginin bulunmamasi dikkat
cekmistir. Bununla beraber pi-pi ve pi-alkil etkilesimlerinin yogun oldugu o6zellikle bu

etkilesimlerin Tyr137 ve Tyr160 ile kumarin halkas1 arasinda oldugu goriilmiistiir.
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4. SONUCLAR

Diyabet, diinya ¢apinda en yaygin hastalik olup, hizla artan yayilma oran1 ve mevcut ilaglarin
hastalig1 kontrol altina alma konusundaki yetersizligi saglik sistemi i¢in 6nemli bir zorluk
olusturmaktadir. Calistigimiz DPP4, a-amilaz ve a-glukosidaz enzimleri, bu hastaligin

tedavisi i¢in ¢ok onemli terapotik hedeflerdir.

Bu enzimlerin bilinen inhibitorleri ve literatiirdeki potansiyel inhibitor molekiilleri oldukga
biiyiiktiir ve temel sentez yontemleri olduk¢a karmasiktir. Bu nedenle, yenilik¢i, pratik ve
kolay yontemlerle sentezlenen sentetik bilesiklere ihtiya¢ duyulmaktadir. Ayrica, pirazol
iceren kumarinlerin sentezi ve tiirevlendirilmesi igin yeni stratejilerin gelistirilmesi
gerekmektedir. Sentez c¢alismalarinda daha kisa siirede daha ekonomik ve kolay
sentezlenebilen bilesikler avantaj saglamaktadir. Bilesiklerimizin sadece iki basamakta
sentezlenmeleri ve nispeten kiicliik molekiiller olmalar1 literatiirdeki molekiillere gore
bilesiklerimize lstilinliikk kazandirmaktadir. Proje kapsaminda kumarin/pirazol, pirazol ve
amid bagi igeren gruplarin tek bir yapida bir araya getirilmis ve niikleofilik katilma yoluyla
yedi yeni N-heterosiklik tiirev serisinin ve ayrica kumarin/kalkon yapisi igeren sekizinci
bilesigin sentezi gergeklestirilmistir. Sentezledigimiz bu bilesikler daha Once

sentezlenmemis 6zgiin yapilar olup literatiire kazandirilmistir.

Azot atomuna sahip bes tiyeli heterosiklik tiirev olan pirazol ¢ekirdegi igceren bilesiklerimiz
DPP4, a-amilaz ve o-glukosidaz i¢in iyi inhibitdr aktivitesi gostermistir. Ote yandan,
kumarin halkasinin bu enzimler iizerinde etkili oldugu ve aktivitelerini engelledigi
kanitlanmistir. Tiyosemikarbazid/semikarbazid tiirevleri ve fenil hidrazin kimyada 6nemli
heterosiklik yapilar1 elde etmek i¢in uygun reaktiflerdir. Bu substitiientler heterosiklik
yapilara hidrolaz enzimlerinin hedefi olan amid bagini saglamaktadir. Ek olarak, elektron
verici gruplardan metil veya metoksi gruplarinin varligr inhibisyon etkisi i¢in oldukga

Onemlidir.

Tim bilesiklerin DPP4, a-amilaz ve a-glukosidaz enzimleri {izerindeki inhibisyon
calismalar1 yapilmistir. Bilesikler arasinda (3b) (ICs0:20.08uM) ve (7a)’nin (ICs0:22.51uM),
DPP4 enzimi iizerinde belirgin bir inhibe edici aktiviteye sahip oldugu; bununla birlikte

IC50:89.41uM  degeri ile bilesik (7b)’nin en diisiik inhibisyon aktivitesi gosterdigi
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bulunmustur. Ortak iskelete sahip (7a) ve (7b)’nin aralarindaki bu biiyiik inhibitor aktivite
farkinin (7b)’deki tiyoamid grubundan kaynaklandigr diisiiniilmektedir. Ayrica kumarin,
pirazol halkalar1 ve amid baginin birlesimi olarak tasarlanan bilesik (7b) ve (7¢)’nin de
Oonemli bir inhibisyon saglamamuistir. Bilesikler arasinda (3a), (3d), (7) ve (7a) nin (sirasiyla
1C50:13.49uM, 17.61 uM, 77,02 uM ve 16,69 uM) a-amilaz inhibisyonunda en dikkat ¢ekici
inhibitor aktiviteye sahip oldugu oldugu gézlemlenmistir. Ayrica, a-amilaz ile bilesiklerden
(3a), (3¢), (3d), (7a), (7b) ve (7¢) 'nin molekiiler yerlestirme caligmalar1 yapilmistir. Bu
sonuglara gore bilesiklerdeki benzen halkasinin aktif bolgedeki pozisyonlari incelendiginde
bilinen bir a-amilaz inhibitorii olan akarbozun konformasyonuna benzedigi ve buna ek
olarak, elektron verici gruplarin etkilesimde etkilesimde oldugu bulunmustur. Elde edilen
bulgular in vitro ve in siliko sonuglarin birbirini destekledigi yoniindedir. Cikarimlarimiza
gore, farmakofor oldugu diisiiniilen bu fonksiyonel gruplarin ayr1 u¢larda bulundugunda daha
iyi bir inhibitor aktivitesi verdigi goriilmiistiir. Bilesiklerin a-glukosidaz enzimi tizerindeki
inhibisyon etkilerinin incelendiginde ise enzimin bilinen inhibitdri ile kiyaslandiginda

bilesiklerin tiimiiniin kayda deger bir inhibitor aktivitesine sahip olmadig diisiiniilebilir.

Tiim enzimlerin inhibisyon degerleri incelendiginde bilesiklerin a-amilaz i¢in potansiyel
inhibitdr oldugu sonucuna varilmis ve en iyi inhibisyon degeri veren dort bilesik (3a, 3d, 7
ve 7a) ile in vitro ve in silico BSA baglanma c¢alismalar1 yapilmistir. Negatif AG degerlerine
gore BSA ile 3a, 3d, 7 ve 7a sistemleri arasindaki etkilesimlerin kompleks olusumunu
destekledigi sonucuna varilmistir. Bununla birlikte molekiiler yerlestirme ¢alismalari
sonucunda elde edilen protein-ligand ilgisinin skoru ile in vitro baglanma sonuglarinda elde
edilen AG degerlerinin ayn1 skalada oldugu bulunmustur. in vitro calismalarla elde edilen
sonuclara gore cizilen UV-Vis grafiklerinde maksimum dalga boyunda kaymalar
gozlemlenmistir. Ayrica hesapsal ¢aligmalar incelendiginde tirozin amino asit kalintilarinin
ligandlar ile etkilesimde olmasi deneysel c¢aligmalardaki kaymalar1 buna bagli olarak
konformasyonel degisimleri gostermektedir. Buna gore in vitro ve in siliko BSA baglanma

caligmalarindan elde edilen sonuglarin birbirleri ile uyumlu oldugu goriilmiistiir.

Sentezlenen bilesikler a-amilaz enzimi lizerinde etkili olup; diyabet tedavisinde potansiyel

tagimaktadir. Calismalarimizin ileride in vivo calismalarla desteklenmesi gerektigi
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goriisiindeyiz. Bu ¢alisma, diinya genelinde antidiyabetik ilag gelistirme iizerine calisan
arastirmacilara yardimci olacak, gelecekte daha giiclii ve daha giivenli inhibitorlerin

bulunmasina katki saglayacaktir.
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