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OZET

Kalkon, Pirazolin, Pirazolin-N-Asetil Analoglarinin Sentezi, Karakterizasyonu ve

Biyolojik Aktivitelerinin Incelenmesi

Bu c¢alismada pirazolin ve pirazolin n-asetil analoglar1 sentezlenerek sentez
bilesiklerinin antimikrobiyal aktivitesi, antioksidan kapasitesinin aydinlatilmasi, alfa-
glukozidaz enzim inhibisyonunun incelenmesi ve alfa-glukozidaz enzim bolgesine
baglanma modlarinin molekiiler docking caligmalar1 ile aydinlatilip biyolojik

aktivitelerinin incelenmesi amaclandi.

Bu tez kapsaminda, 3-amino siibstitiie kalkon bilesiklerinden Pirazolin ve Pirazolin
N-Asetil Analoglar1 sentezlendi. Sentezlenen bilesiklerin yapilart NMR (1H-NMR, C-
NMR), FT-IR, UV-VIS, kiitle (LCMS/MS) ve elemental analiz teknikleri yardimiyla
spektroskopik olarak tanimlandi. Sentez bilesiklerinin, antimikrobiyal (agar kuyu difiizyon
testi), enzim inhibisyonu (alfa glukozidaz) ve antioksidan (Cu(II) iyon azaltict antioksidan
kapasite (CUPRAC) ve Fe(IIl) iyon azaltic1 antioksidan kapasite (FRAP)) potansiyelleri
arastirildi.  Sentez bilesiklerinin alfa glukozidaz inhibisyon potansiyellerine iligkin

molekiiler docking ¢alismalari, AutodockVina programi kullanilarak gerceklestirildi.

Tez c¢alismasinda sentezlenen biitiin bilesiklerin farkli diizeylerde antioksidan
aktivite sergiledigi tespit edildi. 6 ve 7 no.lu bilesikler disindaki tiim bilesikler test edilen
mikroorganizmalarin bazilarina karsi inhibisyon zonu olusturdu, bu da antimikrobiyal
aktiviteye sahip olduklar1 anlamina gelmektedir. Ozellikle 1, 2, 3 ve 4 no.lu bilesikler test
mikroorganizmalarinin tiimiine kars1 iyi diizeyde antimikrobiyal aktiviteler gosterdi. En
yiiksek alfa-glukozidaz enzim inhibisyonu 9, 10 ve 12 numaral1 bilesiklerde gozlemlendi.
ICso degerleri sirasiyla 904.134+23.201, 1071.772437.543 ve 1027.468+38.758 olarak

bulundu.

Yapilan bu tez c¢aligmasi, tip, kozmetik veya gida endiistrilerinde halihazirda
kullanilan ajanlar icin daha etkili, gilivenli, ¢ok islevli yeni bilesikleri tespit ederek

literatiire katk1 saglayacaktir.

Anahtar Kelimeler: Anti-alfa glukozidaz aktivite, Antimikrobiyal aktivite, Antioksidan

aktivite, Kalkon, Pirazol
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ABSTRACT

Synthesis, Characterization and Investigation of Biological Activities of Chalcone,

Pyrazoline, Pyrazoline-N-Acetyl Analogs

In this thesis, it was aimed to synthesize pyrazoline and pyrazoline n-acetyl
analogues and to elucidate the antimicrobial activity and antioxidant capacity of the
synthesis compounds, to examine alpha-glucosidase enzyme inhibition, and to elucidate
their binding modes to the alpha-glycosidase enzyme site by molecular docking studies and

examine their biological activities.

Within the scope of this thesis, Pyrazoline and Pyrazoline N-Acetyl Analogues
were synthesized from 3-amino substituted chalcone compounds. The structures of the
synthesized compounds were identified spectroscopically with the help of NMR (1H-
NMR, C-NMR), FT-IR, UV-VIS, mass (LCMS/MS) and elemental analysis techniques.
The antimicrobial (agar well diffusion test), enzyme inhibition (alpha glucosidase) and
antioxidant (Cu(Il) ion-reducing antioxidant capacity (CUPRAC) and Fe(III) ion-reducing
antioxidant capacity (FRAP)) potentials of the synthesis compounds were investigated.
Molecular docking studies on the alpha glucosidase inhibition potential of the synthesis

compounds were carried out using the AutodockVina program.

It was determined that all the compounds synthesized in the thesis study exhibited
antioxidant activity at different levels. All compounds except compounds no. 6 and 7
formed an inhibition zone against some of the tested microorganisms, which means that
they have antimicrobial activity. Especially compounds no. 1, 2, 3 and 4 showed good
antimicrobial activities against all of the tested microorganisms. The highest alpha-
glucosidase enzyme inhibition was observed in compounds numbered 9, 10 and 12. 1Cs
values were found as 904.134+23.201, 1071.772+37.543 and 1027.468+38.758,

respectively.

This thesis study will contribute to the literature by identifying more effective, safe,
multifunctional new compounds for the agents currently used in the medical, cosmetic or

food industries.

Keywords: Anti-alpha glucosidase activity, Antimicrobial activity, Antioxidant activity,

Chalcone, Pyrazol
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1. GIRIS ve AMAC

Reaktif oksijen tiirleri (ROS) veya serbest radikal iiretiminin viicudun antioksidan
savunmasi tarafindan dengelenememesi sonucunda ortaya ¢ikan duruma oksidatif stres
denir. Hiicrelerin normal redoks durumundaki bozukluklar hiicrenin biitiin bilesenlerine
zarar veren serbest radikallerin iiretimi yoluyla toksik etkilere neden olabilmektedir.
Reaktif oksijen tiirleri (ROS), canli organizmalarda metabolik siire¢lerin dogal yan tirlinleri
olarak ortaya ¢ikan molekiillerdir. En yaygin ROS tiirleri arasinda siiperoksit radikalleri
(Oy+—), hidroksil radikalleri (*OH), hidrojen peroksit (H,O;) ve tekli oksijen (10;) yer
almaktadir (1).

Reaktif oksijen tiirleri, hiicresel diizeyde sinyal iletimi, apoptoz, bagisiklik yanitlart
ve hiicre farklilagmasi gibi cesitli fizyolojik siireclerde goérev alabilir. Ancak bu tiirlerin
iiretimi normalin {izerine ¢iktiginda, proteinler, lipidler ve niikleik asitler gibi temel
biyomolekiillerde tahribata yol acarak oksidatif stresin olugmasina neden olur. Oksidatif
stresin, diyabet, kanser, ateroskleroz, metabolik bozukluklar ve kardiyovaskiiler hastaliklar
dahil olmak tizere pek cok hastalikla iliskili oldugu arastirmalarla ortaya konmustur.
Ayrica, serbest radikallerin iiretimi sadece insan viicudundaki normal metabolik siireclerle
(endojen kaynaklar) iliskili degildir, ayn1 zamanda stres, radyasyon, kirlilik, pestisitler ve
endistriyel kimyasallar gibi c¢evresel faktorlerden (dis kaynakli kaynaklar) de
kaynaklanabilmektedir (1). Oksidasyon hasar1 sadece insan viicudunda meydana gelmez.
Oksidasyon reaksiyonlari, havaya (oksijen) ve/veya 1sitya veya 1s1ga maruz kaldiginda

birgok gida tiriiniinde de meydana gelir.

Yaygin gida bozulma siireglerinden biri lipid peroksidasyonudur (6rnegin margarin,
mayonez ve kizartma yaglarinda meydana gelebilir) (2). Aldehitler, ketonlar ve organik
asitler gibi istenmeyen kimyasal bilesiklerin iiretimine neden olarak lipit iceren gida
tirtinlerinin raf Omriinlin ve besin degerinin azalmasma neden olur. Biyomolekiillerin
oksidasyonunu geciktirme stratejilerinden biri, gida iiriinlerinin {iretildikten sonra hemen
tilketilmedigi ¢ofgu durumda oksidatif hasarin azaltilarak veya inhibe edilerek
antioksidanlarin dahil edilmesidir. Sentetik antioksidanlar, daha kararli, daha etkili ve daha
ucuz olduklart i¢in oldukg¢a fazla kullanim alanina sahiptirler (3). Gida sanayisinde en
yaygin kullanilan sentetik antioksidanlar arasinda biitillenmis hidroksianizol (BHA),
biitillenmis hidroksitoluen (BHT), propil gallat (PG) ve tert-biitil hidrokinondur (TBHQ)
yer almaktadir. Halihazirda kullanilan bu sentetik antioksidanlarin yiiksek dozlari, DNA



hasarina ve erken yaslanmaya neden olabilmektedir (4, 5). Bu nedenle mevcut kullanilan

antioksidanlar1 daha giivenli olanlarla degistirme egilimi artmaktadir.

Alfa-glukozidaz inhibitorleri, bagirsaklardan glukoz emilimini geciktirerek
postprandiyal hiperglisemiyi kontrol altina alirlar, boylelikle kan glukoz seviyesinin ani
yiikselmesini onlerler. Ancak uzun siireli kullanimlar siklikla siskinlik, ishal ve dispepsi
gibi gastrointestinal rahatsizliklara yol actig1 i¢in sinirli kalmaktadir. Ayrica karaciger
enzimlerinde orta diizeyde yiikselmeler ve seyrek sekilde anemi vakalar1 bildirilmistir.
Tirkiye’de bu gruba ait ilaglardan sadece akarboz piyasada bulunmaktadir. Bu nedenle
calismamizda sentezlenen yan etkisi oldukca diisiik bilesiklerin alfa glukozidaz

inhibitdrlerinin etkinligi arastirilacaktir.

Bakteriyel patojenlerde antibiyotik direnci su anda cok yiiksek ve endise verici
seviyelere ulagmistir. Antibiyotik direnci krizi, bu ilaglarin asir1 ve yanlis kullaniminin
yant sira azaltilmig ekonomik tesvikler ve zorlu yasal gereklilikler nedeniyle ilag endiistrisi
tarafindan yeni ilag gelistirme eksikligine baglanmistir. Ne yazik ki, son on yilda
gbzlemlenen antibiyotik kesfi ve gelisimindeki yavas ilerleme, klinik kullanim i¢in yeni
bilesiklerin smirli varligina neden olup antibiyotik direncinin morbidite ve mortalite
oranlar1 iizerindeki yiikiinii agirlastirmistir (6). Hastalik Kontrol ve Onleme Merkezleri
(CDC)’ nin 2019 Antibiyotik Diren¢ Tehditleri Raporu’na gore, her yil Amerika Birlesik
Devletleri’'nde her sene 2,8 milyonu asan sayida antibiyotige direncli enfeksiyon
goriilmektedir. Sonug olarak 35.000’den fazla insan dlmektedir. Antibiyotik direnci, saglik,
veterinerlik, gida ve tarim sektorlerinin yani sira yasamin her asamasinda insanlar
etkileme potansiyeline sahiptir. Bu da onu diinyanin en acil halk saglig1 sorunlarindan biri
haline getirmektedir (7). Baz1 bakteriler belirli antibiyotik tiirlerine dogal olarak direnclidir
ancak cogu dogal bir genetik mutasyon yoluyla veya diger bakterilerden direng genleri
alarak direncli hale gelmektedir. Bakteriler zamanla bir¢ok direng¢ 6zelligi kazanabildikleri
icin farkli antibiyotik tiirlerine kars1 direngli hale gelebilmektedir (8). Metisiline Direngli
Staphylococcus Aureus (MRSA), en sik bilinen antibiyotige direngli bakterilerden biridir.
Tip merkezlerinde MRSA, hayati tehdit eden kan dolasimi ve cerrahi alan
enfeksiyonlarmin yani sira pndmoniye neden olmaktadir. Treptococcus pneumoniae
bakterileri, pndmoni de dahil olmak iizere bircok hastaliga neden olmaktadir. Ancak
yiyecek veya su belirli Enterobacteriaceae tiirleri tarafindan kontamine olursa gida

zehirlenmesine veya gastroenterite neden olabilmektedir (9). Bu sebeplerden dolayr yeni



antibakteriyel ajanlar yaratmak giinlimiiziin en 6nemli dnceliklerinden biridir. Bu agidan
bakildiginda, yeni antibiyotiklerin kesfedilmesi ve gelistirilmesinin acil bir ihtiya¢ oldugu

agiktir.

Kalkonlar benzil asetofenon olarak taminmaktadir. Kalkonlar, farkli siibtitiie
diizenlemelerine sahip iki aromatik halkayir (A ve B halkalari) bir arada tutan alfa, beta
doymamis ketonlardir. Kalkonlarda, iki aromatik halka, alifatik {i¢ karbon serisi ile
birbirine baglanmistir (10). Dogal olarak olusan kalkonlarin potansiyel antikanser,
antienflamatuar, antimikrobiyal, antioksidan ve antiparaziter 6zellikleri bulunmaktadir.
Ayrica onlarin benzersiz kimyasal yapisal 6zellikleri ¢ok sayida kalkon tiirevinin sentezine
ilham vermistir (11). Kalkonlar, flavonoidler (C6-C3-C6 sistemi) ailesine ait sekonder
metabolitlerdir ve flavonoid biyosentetik yollarin 6nemli ara iirlinleri olarak islev
gormektedir. Kalkonlardan sentezlenen nitrojen igeren heterosiklik tiirevler,
antiinflamatuar,  antioksidan, antitiiberkiiler, anti-HIV, antifungal, antikanser,

antitiiberkiiloz ve antibakteriyel aktiviteler sergilemistir (12).

Ilag tasarimi ve gelistirilmesinde énem tasiyan heterosiklik bilesikler arasinda
pirimidin, triazol, tetrazol, oksadiazol, tiyadiazol ve pirazol gibi yapilar 6n plandadir. Bu
halkalar, cesitli biyolojik aktivitelere sahip yeni ilag¢ adaylarinin gelistirilmesinde yaygin
sekilde kullanilmaktadir. Bu baglamda, pirazolin yapisi, pirazoliin indirgenmis hali olarak
dikkat ¢eker ve ilag sentezinde siklikla tercih edilir. Pirazolin tiirevlerinin, basta beyin,
mide, karaciger ve kolon olmak tizere pek ¢ok organ kanserinin dnlenmesinde potansiyel

tagidig bildirilmektedir (13).

Diabetes Mellitus (DM), diinya genelinde giderek yayginligi artan, yol agtigi
komplikasyonlar nedeniyle 6nemini koruyan, kronik hiperglisemi ile karakterize kronik bir
saglik sorunudur. Giiniimiizde mevcut antidiyabetik ilaclarin ¢ogu, kan sekeri diizeyini
diizenlemede basarili olsa da, gastrointestinal sorunlara yol agabilmektedir. Bu nedenle, a-
glukozidaz enzim inhibisyonu gosteren ve yan etkileri az olan yeni tedavi se¢eneklerinin
arastirtlmasi kritik bir 6neme sahiptir. Bu amagla c¢alismamizda pirazol tiirevlerinin

antidiyabetik 6zelligi aragtirilacaktir.



2. GENEL BIiLGILER
2.1. Flavonoidler

Flavonoidler, karakteristik sar1 renklerinden otiirii Latince’de sariya karsilik gelen
flavus kelimesinden tiiretilip “flavonoid” ismini almislardir. Flavonoidler, piran halkasi (C)
ile iki aromatik halka (A ve B) iceren 15 karbonlu iskelet yapisiyla tanimlanan ve
polifenolik karakterde olan dogal bilesiklerdir (Sekil 1). Flavon, flavonol, flavanon, kalkon
gibi ¢esitli alt gruplar1 bulunmaktadir (14).

Sekil 1. Flavonoidlerin genel yapisi (Bravo’dan, 15)

Flavonoidler birgok besinde bulunmaktadir. Meyveler, sebzeler, c¢icekler ve
tohumlar en yliksek miktarda dogal flavonoid iceren kaynaklarin basinda
gosterilebilir. Bunlarin diginda sarap, bira ve cay gibi igeceklerde de bulunabilir. Ancak bu
bilesiklerin miktar1 bitki ¢esidi/genotipi, yetistirme ortami kosullari, toprak ozellikleri,

hasat ve depolama gibi ¢esitli faktorlere gore degisiklik gostermektedir (16).

Flavonoidler, 6nemli bir dogal {iriin simifidir ve bitkisel sekonder metabolitlerdir.
Antioksidan, antiinflamatuar, antimutajenik ve antikarsinojenik 6zelliklerinden dolay: ilag

ve kozmetik sektoriinde yaygin olarak kullanilmaktadir (17).
2.2 Kalkonlar

Kalkon, dogal sekilde meydana gelen birgok bilesigin basit bir kimyasal iskeletidir.
Kalkon, ¢ogu dogal kalkonun renklerinden 6tiirii, bronz anlamina gelen Yunanca “chalcos”
kelimesinden tiiretilmistir. Baslica kalkonlar arasinda floridzin, arbutin, floretin ve
kalkonaringenin vardir. Kalkonlar domates, c¢ilek, armut, yaban mersini ve bugday
iriinlerinin bazisinda 6nemli miktarlarda yer alir. Kalkonlar ve tiirevleri, bircok besinsel ve

biyolojik aktivitelerinden 6tiirti uzun yillardir biiytik ilgi gérmiistiir.



Kalkonlar, flavonoidlerin bir alt smifidir. Flavonoidlerin kalkon alt sinifi,
yapilarinda C halkasinin bulunmamasiyla ayirt edilir (17). Sekil 2’de kalkon iskeletinin
yapisal gosterimi verilmistir. Kalkonlarin yapisinda iki aromatik halka, ii¢ karbon ile

birbirine baglanmistir.
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Sekil 2. Kalkon iskeletinin yapisal gosterimi (Zhuang’dan, 18)

Birgok kalkon tiirevi kalkon sentezinin kolay olmasi sebebiyle sentezlenmistir.
Kalkonlar; stibstitiisyon ¢esitliligi de saglayabilir. Bu 6zelliklerinden dolay1 6zellikle ilag
kimyas1 ve organik kimya agisindan yogun arastirmalara konu olmustur. Bu dogal ve
sentetik bilesikler, tiirlii hastaliklara kars1 klinik potansiyele sahip olup ilgi ¢ekici bir¢ok

biyolojik aktivite gdstermistir.

Kalkon bilesiklerini hazirlayabilmek i¢in en ¢ok tercih edilen yontem Claisen-
Schmidt kondenzasyonu yontemidir. Claisen-Schmidt yogunlagmasi, kalkon bilesiginin
baz varliginda karbonil tiirevi yogunlasmasi yoluyla hazirlanmasina yonelik yaygin
kullanilan bir metodolojidir. Aldehit ve ketonun baz veya asit katalizli kondenzasyonunu

ve ardindan dehidrasyonunu igerir (Sekil 2) (18).

0 H O
Baz/Asit

o

Sekil 3. Kalkonun Claisen-Schmidt yogunlagsmasi (Zhuang’dan, 18)

Heterosiklik yapi iskeletlerine sahip kalkon tiirevleri, iistiin aktiviteleri sebebiyle
ilag potansiyeli arastirmalarinda umut vaadedici bilesiklerdir. Giiniimiize kadar,
kalkonlarin sahip oldugu temel kimyasal yapi, bazi ilaclarin tasariminda ve

gelistirilmesinde bir¢ok arastirmaya potansiyel kaynak olarak hizmet etmis ve etmeye de



devam etmektedir. Ayrica birgok arastirmaci, heterosiklik bir yapi iskelesi igeren kalkon
tirevlerinin sentezlenmesine kapsamli bir sekilde c¢alismaya devam etmektedir.
Heterosiklik yap1 iskeletleri igeren kalkonlarin antioksidan aktivite gibi ¢esitli biyolojik ve
farmakolojik aktivitelerinin oldugu rapor edilmistir. Bunlara antibakteriyel aktivite,
antiinflamatuar aktivite, antikanser aktivitesi, antitiiberkiiloz aktivite, antiproliferatif
ajanlar, antimalarial aktivite, antiplatelet aktivite, karbonik anhidraz inhibitorleri,
mikrozomalenzim glutatyon- S -transferazlarin bir inhibitérii ve sitokrom P450 ailesi 1

(CYP1) enzim inhibitorleri 6rnek olarak veriebilir (19).

Kalkonlarin basit aromatik bilesiklerden sentezi kolaydir. Bu bilesikler
islevsellendirilmis kalkon tiirevleri sentezleyebilmek i¢in yapisal olarak kolayca modifiye
edilebilirler. Yapisal modifikasyon esas olarak her iki fenil halkasinda meydana
gelmektedir (18). Kalkonlarin yapisinda bulunan ii¢ karbon atomundan meydana gelen a,
B-doymamis karbonil grubu, elektronlarin hareketinde fayda saglamaktadir. Bdylece
heterosiklik bilesiklerin sentezinde de baslangic maddesi olarak sik¢a tercih edilmektedir.
Michael reaksiyonu karbon-karbon bagi olusumu i¢in en etkili yontemlerden biridir ve bu

yontem sentetik kimyada sik¢a uygulanilmaktadir (18, 20).

Michael katilmalari, aktif c¢ift bag igeren bilesiklerle niikleofiller arasinda
gerceklesen konjuge eklenme reaksiyonlaridir. Bu tepkimeler, karbon, azot, oksijen ya da

kiikiirt igeren niikleofiller ile o,B-doymamis karbonil bilesikleri arasinda meydana gelir
(21).
2.3. Pirazolin

Pirazolinler, iki bitisik nitrojene sahip bes iiyeli heterosiklerdir. Biyolojik a¢idan
giiclii aktiviteleri ve yapisal ¢esitlendirmeye yonelik ¢ok sayida olasilik sebebiyle organik
ve tibbi kimyagerlerin ilgisini ¢ekmistir. Son yillar igerisinde antikanser tedavilerinde
potansiyel hedefler dogrultusunda yogun bir sekilde arastirilmigtir. Her yil yaymlanmis

arastirma makalelerinde sayica istikrarli bir yiikselise sebep olmustur.

Pirazolinler, nitrojen-nitrojen ¢ift bagina sahip izomerlerdir. Siklikla bir diazoalkan
ile bir siklik veya asiklik alken arasindaki siklo katilma reaksiyonu ile sentezlenirler.
Fotoliz veya termoliz yoluyla siklopropanlara veya diger yapilara doniistiiriildiiklerinden

karmasik dogal iirlinlerin sentezinde bile yarar saglayan maddelerdir (22).



Pirazolin, kalkon bilesigi vermek amaciyla bir dizi ikame asetofenon ile etkilesime
giren bir akarbonil aldehit grubu igerir. Farmakolojik kimyasal ilaglar igerisinde bu yap1
oldukca Onemlidir ¢iinkii pirazol halka yapis1 birgok ¢esitli biyolojik aktiviteyi
saglayabilecek aktif bir kisma sahiptir. Pirazolin tiirevleri genis biyolojik aktivite
Ozellikleri gosterir. Bunlar antiinflamatuar, antimalarial, antidepresan, antimikrobiyal,
antilosemik, antioksidan, analjezik, antikanser, immiin baskilayici, antidiyabetik,

sitotoksik, antihepatotoksik ve antitiimor ajanlar seklinde siralanabilir (13, 23).
2.4. Serbest Radikaller

Yiiksek enerjili atomlar veya molekiiller olan serbest radikaller, dig yoriingelerinde
eslesmemis elektronlar bulundururlar. Bu kararsiz durum, diger molekiillerle kolayca
tepkimeye girmelerine neden olur. Genellikle kisa omiirlii olsalar da, molekiiler oksijen
gibi uzun Omiirli radikaller de vardir. Serbest radikaller, ¢esitli kimyasal ve biyolojik

stireglerde yan {iriin olarak olusurlar (24).

Oksijen kaynakli radikaller en bilinenler olsa da, farkli atomlarin radikallesmesi de
s6z konusu olabilir. Ornegin, lipit peroksidasyonunun ara iiriinleri karbon merkezli
radikallerdir. Azot kokenli radikaller ise fenilhidrazin metabolizmasi gibi siireclerde

meydana gelebilir. Gegis metal iyonlar1 da serbest radikal olarak tanimlanabilir.

Radikal yapisinda olmayan ancak radikale doniisebilme potansiyeli tagiyan
molekiiller de bulunur. Bunlara reaktif tiirler denir. Reaktif oksijen tiirleri (ROS) oksijen
kaynakli, reaktif azot tiirleri (RNS) azot kaynakli ve reaktif kiikiirt tiirleri (RSS) ise kiikiirt
kaynakli olarak adlandirilir. Hiicre i¢inde reaktif tiirlerin olusumu cesitli faktorlerin
etkisiyle artabilir. Bu radikaller, hiicrenin 6nemli bilesenleri olan lipitlere, proteinlere,
karbonhidratlara, DNA’ya ve enzimlere zarar verebilirler. Normal sartlarda, hiicrede
stirekli olusan reaktif tiirlere kars1 bir dengeyi saglayan antioksidanlar bulunur. Ancak bu
dengenin reaktif tiirler lehine bozulmasi, yani radikallerin asir1 birikimi veya savunma
mekanizmalarinin yetersiz kalmasi durumunda oksidatif stres olarak bilinen bir durum
ortaya cikar. Boylelikle protein, lipit, koenzimler, niikleotit ve DNA gibi ¢evrelerindeki
cogu molekiil ile reaksiyona girme egilimleri oldukga yiikselir ve buna bagl olarak zararh
etkiler meydana getirebilirler. Diabetes mellitus, ndrodejeneratif hastaliklar, romatoid
artrit, katarakt, kardiyovaskiiler hastaliklar, solunum sistemi hastaliklar1 gibi c¢esitli

hastaliklarda ve yaslanma siirecinde oksidatif stres artmaktadir (24).



Diyabetli bireylerde ve deneysel olarak diyabet olusturulmus hayvanlarda ROS
tretiminin  ve lipid peroksidasyonunun arttifi  gozlenmistir. Diabetin  kronik
komplikasyonlarinin meydana gelisinin oksidatif stres ve antioksidan kapasite arasindaki

dengenin bozulmasiyla iliskili olabilecegi arastirmacilar tarafindan vurgulanmaktadir (25).
2.5. Antioksidan Savunma Sistemleri

Reaktif oksijen tiirlerinin (ROS) olusumu ve zararli etkilerine kars1 viicut, gesitli
savunma mekanizmalar1 gelistirmistir. Bu savunma mekanizmalarina “antioksidan

savunma sistemleri” denmektedir (Tablo 1).

Tablo 1. Antioksidan savunma sistemleri (25)

" Sipiicier Antioksidantar  YAP3Y Autioksidantar TR U
Askorbik asit (C vitamini) Katalaz N-asetilsistein Transferrin
Alfa tokoferol (E Vitamini) Paraoksonaz Allopurinol Albiimin
Tiyoller Stiperoksit dismutaz Probakol Seruloplasmin
Beta karoten Glutatyon peroksidaz Penisilamin Ferritin
Urik asit Deferoksamin
Flavonoidler Biitil—H(i};l;(;lﬁ;;itoluen
Koenzim Q

Serbest radikallerle hizli bi¢imde reaksiyona girerek otooksidasyon ya da
peroksidasyon gibi siireclerin ilerlemesini durduran maddeler antioksidanlardir. Bu
bilesiklerin temel gorevleri arasinda serbest radikallerin fazlasini etkisizlestirmek, hiicreleri
bu radikallerin zararli etkilerine karsi korumak ve cgesitli hastaliklarin olusum riskini

azaltmak yer almaktadir (26).

Antioksidan molekiiller hem viicut tarafindan iiretilen (endojen), hem de disaridan
alan (eksojen) bilesenleri kapsar. Oksidan maddelerin yol actig1 hiicresel hasar, i¢ ve dis
olmak ftizere iki farkli savunma sistemi sayesinde kontrol altinda tutulmaktadir. Hiicrenin
disindaki savunma sisteminde albumin, bilirubin, transferrin, seruloplazmin ve iirik asit
gibi farklt molekiiller gorev alirken; esas koruma, hiicre i¢inde bulunan serbest radikal
temizleyici enzimler tarafindan saglanir. Bu 6nemli enzimler arasinda siiperoksit dismutaz

(SOD), glutatyon-S-transferaz, glutatyon peroksidaz, glutatyon reduktaz, katalaz ve



sitokrom oksidaz yer alir. Ayrica ¢inko, bakir ve selenyum gibi iz elementler de bu
enzimlerin iglevlerini yerine getirebilmesi i¢in gereklidir. Serbest radikal iiretimi ile
antioksidan savunma kapasitesi arasindaki dengesizlik sonucu oksidatif stres meydana

gelerek cesitli patolojik siirecleri tetikleyebilir (25).

Diyabet, komplikasyonlar1 ve reaktif oksijen tiirleri arasindaki iligkiyi inceleyen
calismalarda enzimatik olmayan glikasyon, metabolik stres, sorbitol yolu aktivitesi, oksijen
azligt ve kan akisinin kesilip yeniden baglamasi sonucunda meydana gelen doku
harabiyetinin serbest radikal iiretiminin artisina neden oldugu ve antioksidan savunma
sisteminde degisikliklere neden oldugu 6ne ¢ikarilmaktadir. Pankreas adacik hiicrelerinde,
stiperoksit dismutaz veya glutatyon peroksidaz gibi antioksidan enzimlerin iiretimi ve
toplam antioksidan giiciiniin, karaciger ve adipoz doku gibi diger dokulara kiyasla en alt
diizeyde oldugu saptanmistir. Beta hiicrelerinde goriilen hasarin, yliksek kan sekerinin
zararl etkilerinden ileri geldigi varsayilmaktadir. Yiiksek reaktiflige sahip bir ROS olan
hidrojen peroksit, OH" radikaline doniistiikten sonra insiilin reseptor sinyal sistemini
etkileyebilir. Hidrojen peroksidin sinyal iletim yollarinda 6nemli bir rol oynayabilecegi
fikri arastirmacilar tarafindan desteklenmektedir. Glikasyon siireclerinin yol agtig1 serbest
radikal iretiminin, insililin gen ekspresyonunu baskilayarak beta hiicrelerinde apoptozu
(programli hiicre 6liimii) tetikledigi de ¢alismalarda gosterilmistir. T ve B lenfositlerin
makrofajlara benzer sekilde, serbest radikallerin yardimiyla inflamatuar hiicrelerin beta
hiicrelerine toksik etki gosterdigi diislinlilmektedir. Diabet olusturulan rat deney
modellerinde oksidatif stresin belirtisi olan 8-OHdG (8-hidroksi deoksiguanozin)

seviyelerinde belirgin artiglar saptanmistir (25).
2.5.1. Antioksidanlarin Simiflandirilmasi

Antioksidanlar, kaynaklarina gore iki ana grupta incelenir: endojen (viicut
tarafindan liretilen) ve eksojen (dis kaynakli) bilesikler (Tablo 2). Her iki tiir antioksidan
da organizmay1 serbest radikallerin zararli etkilerinden korumaya yardimci olur. Aym
zamanda, oksidatif stresin kontrol altina alinmasinda ve hiicresel hasarin 6nlenmesinde

kritik rol tstlenirler (26).



Tablo 2. Antioksidanlarin siniflandirilmasi (Aydemir-Sari’dan, 27)

Endojen Sentezlenen Antioksidanlar Ekzojen Alinan Antioksidanlar
Enzim Temelli Enzim Dis1 Vitamin Kokenli Terapotik Amach
Antioksidanlar Antioksidanlar Antioksidanlar Antioksidanlar
Siiperoksit Dismutaz Melatonin Vitamin E (o- Allopurinol, oksipurinol, pterin
(SOD) tokoferol) aldehit, tungsten
Glutatyon Peroksidaz . Adengzm, lokal anaste21kl.er,
Seruloplazmin B-karoten kalsiyum kanal blokerleri,
(GSH-Px) . ..
nonsteroid antiinflamatuarlar
. . Vitamin C
Glutatyon Rediiktaz Transferrin (askorbikasit) Trolox-C
Glutatyo?GSS—F}")r ansferaz Laktoferrin Koenzim Q (ubikinon) Ebselen, asetilsistein
Katalaz Glutatyon (GSH) Mannitol
Mltokondrlyal Sitokrom Sistein Desferroksamin
Oksidaz
Urik asit
Glukoz
Albumin
Bilirubin

2.6. Enzimler

Enzimler, biyolojik sistemlerde meydana gelen kimyasal tepkimelerin hizin1 artiran
biyokatalizorlerdir. Hiicrelerden saflastirilarak elde edilen bu bilesikler, ¢esitli endiistriyel
ve ticari uygulamalarda da kullanilmaktadir. Cok diisiik miktarlarda bile oldukea etkili olan

enzimler, reaksiyonlara katilirken kendileri tiikketilmezler ve tepkimenin verimini artirirlar

(28).
2.6.1. Enzimlerin Siniflandirilmasi

Enzimlerin adlandirilmasit ve siniflandirilmas1 zamanla sistematik bir yapiya
kavusmustur. Enzimlerin {iriine doniistiirdiikleri maddelere substrat adi1 verilir. Baslangicta,
enzim isimleri genellikle etki ettikleri substratlara “-az” eki getirilerek verilmisse de, ¢cok
sayida enzim kesfedildik¢e Uluslararas1 Biyokimya Dernegi tarafindan Enzim Komisyonu
(IEC) olusturularak her enzime o6zgii bir smiflandirma kodu (E.C — Enzyme Code)
verilmistir. Bu kod dort basamaklidir ve sirastyla enzimin ait oldugu ana grup, alt grup, alt

alt grup ve en son olarak ayn1 gruptaki sira numarasini ifade eder (29).

Oksidorediiktazlar, elektronlarin aktarildigi oksidasyon-rediiksiyon reaksiyonlarini

katalize eder.

Transferazlar, fonksiyonel grup transfer reaksiyonlarii katalize eder. Ornek:

Heksokinaz glikolizde kullanilir.
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Hidrolazlar, hidrolizi igeren reaksiyonlar1 katalize eder. Ornegin: Kimotripsin.

Liyazlar, molekiillerdeki ¢ift baglar1 kirmak i¢in fonksiyonel gruplarin eklendigi
veya fonksiyonel gruplarin c¢ikarilmasiyla cift baglarin olusturuldugu reaksiyonlari

katalizler.

Izomerazlar, bir molekiil icindeki fonksiyonel gruplari aktaran ve bdylece izomerik
formlarin {iretilmesini saglayan reaksiyonlari katalize eder. Bu enzimler bir bilesik i¢inde

yapisal veya geometrik degisikliklere izin verir.

Ligazlar, bag olusumunun gerceklestigi tepkimeleri katalizleyen enzimlerdir. Bu

reaksiyonlar ATP (adenozin trifosfat)’nin boliinmesi ile ilgilidir (29).
2.6.2. Enzim Inhibisyonu

Enzim inhibisyonu, enzimlerin islevlerinin belirli maddeler araciligiyla azaltilmasi
ya da tamamen durdurulmasi durumudur. Bu siireci etkileyen maddelere inhibitor

denmektedir (30).
2.7. Karbonhidratlar

Karbonhidratlar, yapilarinda aldehit veya keton gruplar1 bulunduran ve ¢ok sayida
hidroksil (-OH) grubu barindiran alkol yapisindaki molekiiller ya da bu tiir bilesiklerin

hidrolizinden meydana gelen maddelerdir (31).

Karbonhidratlarin sindirimi, i¢erdigi o ve B-glukozidik baglarin yapisina ve seker
birimlerinin sayisina 0zgii olarak islev goren enzimler tarafindan gergeklestirilir.
Tiikiiriikteki a-amilaz, pankreastan salgilanan a-amilaz ve ince bagirsakta bulunan 1,6-
glukozidaz gibi enzimler yardimiyla karbonhidratlar pargalanir. Bu silire¢ sonunda, ince
bagirsak liimeninde disakkaritlerin yan1 sira monosakkaritler de ortaya ¢ikar. Disakkaritler,
bagirsak epitel hiicrelerinin yiizeyindeki disakkaridaz enzimleri (maltaz, izomaltaz,
sakkaraz, laktaz) araciligiyla emilim sirasinda monosakkaritlere ayristirilir ve bu

monosakkaritler daha sonra hiicre i¢ine alinip kana gecer (31).

Genel olarak “kan sekeri” ifadesi kullanildiginda, kastedilen glukozdur. Saglikli bir
bireyde, 12 saatlik achigin ardindan normal kan glukoz seviyesi yaklasik olarak 60-70
mg/dL (3.33-3.9 mmol/L) araligindadir. Kan glukoz seviyesi, kana glukoz saglayan
stirecler ile kandan glukoz uzaklastiran siirecler arasindaki bir denge sayesinde diizenlenir.

Karbonhidrat metabolizmasi, kan glukoz diizeyini diisiirmeye yonelik olaylar ve kan
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glukoz diizeyini yiikseltmeye yonelik olaylar araciligiyla bu dengeyi etkiler. Karbonhidrat
metabolizmasinin ve bagli olarak kan sekeri seviyesinin yonetimi hormonal kontrol
altindadir. Bu sistemdeki en kilit hormon insiilindir. Insiilinin antagonistleri olan glukagon,
epinefrin, biiyiime hormonu, kortizol ve diger hormonlar (tiroksin, somatostatin) da bu

diizenlemede rol oynar (31).

Pankreasin Langerhans adaciklarinda yer alan B hiicrelerinden salgilanan insiilin,
51 amino asitten olusan bir peptit hormondur. Insiilin, glukoz homeostazisinde, lipit ve
protein metabolizmasinda 6nemli rollere sahiptir. Glukozun kas ve yag dokularina
taginmasini kolaylastirarak depolanmasini tesvik eder; bu depolama glikojen veya yag
formunda gergeklesir. Ayrica karacigerde glukoz iiretimini baskilayarak protein sentezini
artirir, protein yikimini ise azaltir. Mitojenik etkisi sayesinde hiicre bdliinmesini ve

biliylimesini saglayarak normal kan sekeri seviyelerini korur (31, 32).
2.7.1. Kan Glukozu

Insiilin salinim1 esas olarak glukozla tetiklenmekle birlikte, bazi makro besinler,
hormonlar ve sinirsel uyarilar da bu siireci etkileyebilir. Insiilin glukagon ile birlikte

calisarak kan sekeri konsantrasyonlarini diizenlenmesini saglamaktadir (33).

Glukagon, pankreasin Langerhans adaciklarinin o hiicrelerinden salgilanan,
yapisinda 29 amino asit barindiran 6nemli katabolik bir hormondur. Ozellikle aclik
sirasinda karacigerde glukoz tretimini uyararak kandaki glukoz seviyesini korur. Kan
glukozu diistiiglinde glukagon salgisi artar ve karacigerden glukoz salimi baslar. Bu sayede
glukoz seviyesi normal sinirlarina doner. Yemek esnasinda ve sonrasinda bu endojen
glukoz kaynagma ihtiya¢ duyulmaz ve glukagon sekresyonu baskilanir. Glukagon
baskilanmasi, hepatik glukoz ¢ikisinin neredeyse tamamen baskilanmasi ile sonuglanir

(34).

Aclik sonras1 normal kan sekeri seviyesi 60-70 mg/dL iken, ¢esitli fizyolojik veya
patolojik nedenlerle bu diizey degisebilir. Ornegin yiiksek karbonhidratli bir 6giin, uzun
stireli aclik, yogun fiziksel aktivite, stres, anemi gibi durumlar bu seviyeyi etkileyebilir

(34).

Bireyin 8 ila 12 saatlik bir a¢lik periyodunun ardindan kanindaki glukoz seviyesinin
110 mg/dL’y1 asmas1 durumu hiperglisemi olarak tanimlanmaktadir. Bu durum ya glukoz

aliminin artmasi ya da glukoz kullaniminin azalmasiyla iliskilidir (34).
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Hipoglisemi glukoz diizeyinin 40 mg/dL’nin altina diigmesidir ve bu durum

genellikle glukoz tiretimindeki azalma veya kullanimindaki artisla ortaya ¢ikar (34).
2.8. Diabetes Mellitus

Karbonhidrat metabolizmasindaki tam veya kismi insiilin eksikligi, Diabetes
Mellitus (DM) olarak adlandirilan duruma yol acar. DM, ayni zamanda lipit ve protein
metabolizmasindaki bozukluklari da kapsayan hiperglisemi ve glukoziiri ile karakterize bir

hastaliktir (34).

Diyabet gelisiminde bir¢ok patojenik siire¢ rol oynamaktadir. Bu mekanizmalar,
pankreasin beta hiicrelerinin otoimmiin yikimindan kaynaklanan insiilin eksikliginden,
instilinin etkisine karst direng gelisimiyle sonuglanan anormalliklere kadar genis bir
yelpazede yer alir. Diyabette goriilen karbonhidrat, yag ve protein metabolizmasindaki
aksakliklarin temel sebebi, insiilinin hedef dokularda yetersizligidir. Bu yetersiz insiilin
etkisi, hem yetersiz insiilin salgilanmasindan hem de hormonun etki mekanizmalarindaki
cesitli noktalarda dokularin insiiline verdigi yanitin azalmasindan kaynaklanabilir. Insiilin
salgilanmasindaki aksakliklar ve insiilinin etkisindeki bozukluklar genellikle ayni bireyde
bir arada bulunur ve yiiksek kan sekerinin (hiperglisemi) temel nedeninin hangisi oldugu

¢ogu zaman net olarak belirlenemez (35).

Belirgin hiperglisemi bulgular1 arasinda sik idrar yapma, yogun susuzluk hissi, kilo
kaybi, asir1 yeme istegi ve bulanik gorme yer alir. Uzun vadede biiylime geriligi ve

enfeksiyonlara yatkinlik da goriilebilir (35).

Diinya Saglik Orgiitii (WHO) 2014 yilinda yaptig1 agiklamada 18 yas ve iizerindeki
yetigkinlerin %8,5’inin diyabetten etkilendigini belirtmistir. 2019°da diyabet, 1.5 milyon
Oliimle iliskilendirilmis ve bunlarin %48’1 70 yas Oncesinde ger¢eklesmistir. 2000-2019
yillar1 arasinda diyabete bagli 6liim oranlarinda %3 artis gdstermistir. Diisiik ve orta gelirli
tilkelerde diyabete bagli 6liim oraninin %13 arttif1 goriiliirken buna karsilik 30 ila 70
yaslar1 arasinda dort temel bulasict olmayan hastaliktan (kardiyovaskiiler hastaliklar,
kanser, kronik solunum hastaliklar1 veya diyabet dahil) herhangi birine yenik diisme

olasiligi ise 2000°den 2019’a kadar diinya ¢apinda % 22 diisiis gdstermistir (36).

13


https://www.sciencedirect.com/topics/medicine-and-dentistry/chronic-respiratory-tract-disease
https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0753332223015329#bib3

2.8.1. Diabetes Mellitus’un Siniflandirilmasi
2.8.1.1. Tip 1 Diabet (T1D)

Toplam diyabet vakalarinin %5-10’unu olusturan bu tiir, genellikle cocuklukta baslar ve
insiilin bagimliligi ile karakterizedir. Bu tipte, B hiicreleri otoimmiin mekanizmalarla tahrip

edilir (35).

idivopatik Tip 1 Diabet

T1D’nin sik rastlanmayan bir varyanti olarak rapor edilmistir ve “idiyopatik
diyabet” olarak bilinmektedir. Otoimmiin belirti gostermeksizin insiilin eksikligi ve
ketoasidoz ataklar1 ile kendini gosterir. Bu varyant Asya veya Afrika kokenli kisilerde

daha fazla goriilmektedir (36).

Fulminant Tip 1 Diabet

Ik kez 2000 yilinda tanimlanan bu TID alt tiirii, ani baslayan ketoasidoz ve
neredeyse tamamen yok olan C-peptid diizeyleriyle karakterizedir. Japonya’da akut
baslangichh TID’li bireylerin %?20’sinde goriliir ve cogunlukla Dogu Asya kokenli
bireylerde rastlanir. Inanilmaz bir sekilde ani ve pratik olarak tam bir B hiicresi 6liimiine

neden olup neredeyse hig insiilin ¢ikis1 birakmamaktadir (36).
2.8.1.2. Tip 2 Diyabet (T2D)

En yaygin gériilen diyabet formudur ve eriskin yasta ortaya cikar. Insiiline karsi
direng, yeterli olmayan insiilin sekresyonu veya ikisinin beraber olmasi neticesinde
meydana gelip diyabetin en yaygin goriilen formudur. Kusurlu insiilin sekresyonu, Tip 2
diyabet patogenezinin onemli bir faktoriidiir. Yeterli glukoz diizeylerinin korunmasi
amactyla instilin ~ duyarliligina cevap  olarak insiilin  sekresyonu biiyiik  6lciide
degisir. Insiilin duyarlihig ile insiilin salgilanmas1 arasindaki egrisel iliskinin bir
Ol¢iisti egilim indeksidir. Tip 2 diyabeti bulunan bireylerin egilim indeksi daha
diistiktiir, bu sebeple insiilin direnci ile miicadele etmek i¢in insiilin liretimini uygun

bigimde artiramazlar (36).

Insiiline direngli, kilolu bireylerdeki mevcut insiilin diizeyleri, zayif ve insiiline
duyarli bireylere gore daha yiiksek olsa da, direng siddeti dikkate alindiginda bu seviyeler
hala yetersiz kalmaktadir. Insiilin iiretimi (ilk asama), glukoz uyarimi sebebiyle énemli

derecede azalir veya ortadan kaldirilir. T2D hastalarinda proinsiilin/ insiilin  (C-
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peptid) oran1 fazladir. Maksimum insiilin {liretimi ve glukoz disindaki uyaranlara verilen
insiilin tepkisi azalmistir. Hiperglisemi kotiilesme egilimine gecer ve zaman gectikce
tedavisi daha da zorlasir. B hiicre fonksiyonunda devam eden azalma, T2D ilerlemesinin

farkli bir 6zelligidir (36).

Diyabetik bireylerin %90-95’inden fazla bir kismi bu tipi bulundurur ve bu
hastalarin biiyiik bir kismi yetigkindir. 2009 yilinda Amerika Birlesik Devletleri’nde tip 2
diyabeti bulunan 20 yas alt1 genglerin sayis1 binde 0.46 idi ve genglerdeki tip 2 diyabetin
yaklasik %20’sini olusturuyordu. Genglerde tip 2 diyabetin artis1, dncelikle genglerin daha
cok sedanter bir yasam tarzi benimsemesi ve daha az saglikli beslenme aligkanliklarina
sahip olmasindan kaynaklanmaktadir. Obezite, tip 2 diyabetin ortaya ¢ikmasinda onemli

bir rol oynayan insiilin direncinin temel nedenlerinden biridir (36).

T2D’de insiilin direnci, hedef dokularda insiilin ihtiyacini artirir. Artan bu ihtiyaci
kargilamakla gorevli pankreas B hiicreleri, zamanla iglevlerini yitirdigi i¢in yeterli insiilin
salgilayamaz. Bu siire¢ bazi bireylerde insiilin bagimliligina yol agabilir. Ancak, ¢ogu T2D
hastasinda insiilin iiretimi tamamen tiikkenmez ve bu kisiler insiiline bagimli hale gelmez.
Tip 1 ve tip 2 diyabet arasindaki temel farklardan biri de budur. Ayrica, T2D’de ketoasidoz
nadir gortliir ve otoimmiin B hiicre hasar1 bulunmaz. Her iki diyabet tiiriiniin de genetik
bileseni olsa da, T2D’de genetik yatkinlik daha belirgindir. Ornegin, TCF7L2 geni T2D ile
giiclii bir iliski gostermektedir. T2D baslangicinda semptomlarin hafif seyretmesi, taninin

gecikmesine yol acarak uzun vadeli komplikasyonlarin gelisme riskini artirabilir (37).

Insiilin direncinin diyabete ek olarak obezite, nefropati, hipertansiyon, dislipidemi
(diistik HDL, kii¢iik LDL partikiilleri, hipertrigliseridemi), yumurtalik hiperandrojenizmi

ve alkolsiiz karaciger yaglanmasi gibi pek ¢ok durumla baglantisi vardir (37).
2.8.2. Diabetes Mellitus (DM) Tanis1

Diabetes Mellitus tanisi, plazma glukozu (aglik plazma glukozu: FPG, oral glukoz
tolerans1:: OGTT) veya glukozillenmis hemoglobin (HbAlc) degeri gbéz Oniinde
bulundurularak konur. Glukoz ve HbAlc degerlerinin tahmini, FPG veya HbAlc’nin
retinopati ile iliskisine dayanmaktadir. FPG > 126 mg/dL, 2 saatlik OGTT sonucu > 200
mg/dL veya HbAlc > %6.5 olan bireylerde diyabet tanist konur. Ayrica rastgele plazma
glukoz diizeyi 200 mg/dL’yi asiyor ve hiperglisemi belirtileri varsa bu da tan1 koymak i¢in
yeterlidir (37).
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2.8.3. Diabetes Mellitus Tedavi Yontemleri

Diyabette tedavi ile varilmak istenen amag¢ hipergliseminin normal sinirlarda
tutulabilmesi veya bu sinira yakin tutulmasidir. Insiilin, tip 1 diabette hipoglisemik ilag
olarak kullanilabilecek tek ilagtir. Tip II diabette ise insiilin ve oral antidiabetik ilaglar

arasinda duruma gore tercih yapmak gerekmektedir (38).
2.8.3.1. Insiilin

Insiilin, tip 1 diyabeti (T1DM) bulunan bireylerde birincil tedavi ydntemidir.
Insiilin tedavisi, normal veya normale yakin kan sekeri seviyelerine erismek ve
komplikasyonlar1 engellemek veya en aza indirmek amaciyla viicudun kendi insiilininin

yerine geger veya onu destekler (38).

Obez olmayan ve 30 yas altindaki bireylerde, keton varligi, optik atrofi, sagirlik
gibi sistemik bulgular yoksa TIDM gibi tedavi uygulanmasi 6nerilir. TIDM’de tedavi, kan
glukoz diizeyini yonetmeyi ve komplikasyonlart dnlemeyi amaclayan c¢oklu kisa etkili
insiilin enjeksiyonlar1 ve bazal uzun etkili insiilin uygulamalarini igerir. Bazal-bolus insiilin
rejimi; bazal insiilin (6rnegin glarjin, detemir, degludec, NPH) ile bolus insiilinin (hizl
etkili lispro, aspart, glulisin veya kisa etkili regiiler insiilin) kombinasyonunu igerir.
Diyabetik ketoasidoz gibi ciddi durumlarda kisa etkili instilinlerle siki izlem altinda tedavi
gerekir. The Diabetes Control and Complications Trial (DCCT) ¢alismasi, bu yontemin

glisemik kontrolii artirdigini ve uzun vadeli komplikasyonlar1 azalttigini gostermistir (38).

Bazal-bolus rejimi, postprandiyal glukoz diizeylerini daha iyi yonetir ve
hipoglisemi riskini azaltir. Insiilin glulisin veya lispro gibi hizli etkili insiilinlerin
yemeklerden dnce uygulanmasi daha etkin glisemik kontrol saglar. Insiilin aspart, yasam
kalitesini olumlu etkilerken, detemir ve glarjin, NPH ile karsilastirildiginda daha az gece
hipoglisemisiyle aglik glukozunu diisiirmektedir. Uzun etkili analog insiilinler
zamanlamadaki katilik nedeniyle hipoglisemi riski tasir; bu durum insiilin pompasi
kullanimiyla azaltilabilir. Hazir karisim insiilin analoglari, insan insiilinlerine kiyasla
HbAlc diizeylerini diisiirmede daha basarilidir ve postprandiyal glukoz kontrolii daha
etkilidir (38).

Amilin analogu olan pramlintid, mide bosalmasini yavaslatir ve glukagon salimin

baskilar. TIDM hastalarinda tokluk hissini artirir, insiilin dozlarinin azalmasina ve kilo

16



kaybina katki saglar. Ayrica obez T1DM hastalarinda metformin kullanimi, kilo kontrolii,

insiilin ihtiyacinda azalma ve lipid profiline olumlu etkiler sunar (38).
2.8.3.2. Oral Antidiyabetik Tedavi

Tip 2 diyabet tedavisinde lilkemizde kullanilan baslica oral antidiyabetik ilaglar
dort grupta incelemek miimkiindiir (38). Bunlar insiilin salgisin1 destekleyenler, insiilin
hassasiyetini yiikseltenler, alfa-glukozidaz enzimini inhibe edenler ve dipeptidil peptidaz-4

(DPP-4) enzim baskilayicilaridir.

Insiilin Sekresyonunu Artiranlar

Pankreasin beta hiicrelerinde bulunan siilfoniliire reseptorlerine etki ederek insiilin
salgisinin uyarilmasini saglayan ilaglar siilfoniliirelerdir. Salgilanan insiilin miktarindaki
arti, karacigerden glukoz iiretimini azaltir ve g¢evresel dokularda glukozun kullanimim
artirir.  Siilfoniliireler, pankreasinda yeterli beta hiicre rezervi bulunan kisilerde tercih
edilmelidir. Kullanim sekli gilinlik tek doz veya boliinmiis dozlar halinde olabilir ve

genellikle 6giinlerden yaklasik yarim saat dnce uygulanirlar (39).

Glinidler, siilfoniliire grubuna benzer sekilde calisarak insiilin salimini artiran, kisa
etkili ajanlardir. 2000’li yillardan itibaren tedaviye dahil edilen repaglinid ve nateglinid
gibi ilaglar bu grupta yer alir. Hizli emilim ve kisa yarilanma Omriine sahip olmalari
nedeniyle 6zellikle 6giin 6ncesi kullanimlar: 6nerilir. Bu ilacglar, diyet ve egzersizle yeterli

kontrol saglanamayan bireylerde, metformin ile birlikte giivenle kullanilabilir (39).

Insiilin Duyarhligim Artiranlar

Biguanidler, PPAR-y (Peroksizom Proliferator Aktive Reseptorii-y) iizerinden etki
gostererek bu yol iizerinden insiilin duyarliligini artiran genlerin ekspresyonunu diizenler.
Ozellikle iskelet kasinda insiilin etkisini artirarak aglik plazma glukoz diizeylerinde 25-55
mg/dL aras1 diisiis saglarlar. Glitazonlar siv1 retansiyonuna ve ddeme sebep olabildiginden
kalp yetmezligi bulunan hastalarda kullanilmasi, 6zellikle de insiilinle beraber kullanilmasi
onerilen bir durum degildir. HbA1C diistiriicii etkisi %1-2°dir. Yaygin yan etkiler arasinda
kilo artis1, 6dem ve osteoporotik kirik riski yer alir. Giinliik 15-45 mg doz araliginda,

besinlerden bagimsiz olarak alinabilir (40).

Tiyazolidinedionlar (glitazonlar), PPAR-y aktivasyonu yoluyla periferik dokularda
insiilin etkisini artirir. Ozellikle adipoz dokuda insiiline daha duyarli hiicrelerin gelisimini

tesvik eder ve miyolojik dokuda GLUT-1 ve GLUT-4 {iretimini artirarak glukoz alimini
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destekler. Ayni zamanda serbest yag asidi seviyelerini diigiirerek hepatik glukoneogenezi
azaltirlar. Troglitazon, bu gruptaki ilk ila¢ olarak kullanilmis, ancak hepatotoksisite
nedeniyle piyasadan kaldirilmistir. Giiniimiizde yalnizca pioglitazon kullanilmakta olup,
monoterapi veya diger oral ajanlarla kombine tedavi seceneklerinde yer alabilir. Insiilinle
birlikte kullanimi miimkiindiir ancak viicutta sivi birikimi (6dem) ve kalp yetmezligi

riskini ylikseltebilir (41).

Alfa-Glukozidaz Enzim inhibitorleri

Alfa-glukozidaz, ince bagirsaklardaki fircamsi kenar hiicrelerinde yer alan bir
enzimdir. Bu enzim kompleks karbonhidratlarin yapisindaki polisakkaritleri, miktara bagl
olarak monosakkaritlere pargalar. Akarboz, bu enzimi geri doniisiimlii sekilde inhibe
ederek karbonhidratlarm emilimini yavaslatir. Ulkemizde bu grupta onayli tek ilagtir.
Akarboz tek basina aclik kan glukoz seviyesini 15 ila 25 mg/dl, yemek sonras1 kan glukoz
seviyesini yaklasitk 50 mg/dl disiirebilmektedir. Hipoglisemiye neden olmadan etki
gosterir ve kilo alimina yol agmaz. 50 ve 100 mg’lik tablet formlari mevcuttur ve tercihen
yemekte ilk lokmayla alinmasi tavsiye edilmektedir. En sik goriilen yan etkileri arasinda
karinda sislik ve gaz gibi sindirim sistemi belirtileri bulunur. Bu durumun nedeni,
sindirilememis karbonhidratlarin bagirsagin alt kisimlarina ulasarak buradaki bakteriler
tarafindan pargalanmasi ve gaz olusumuna sebep olmasidir. Vakalarin yaklasik %3’iinde
siddetli ishale rastlanabilir. Bu tiir gastrointestinal rahatsizliklar, hastalarin fazla
karbonhidrat tercihinden kaginma egilimine girmesine ve dolayisiyla diyetlerine uyum

oraninin artmasina yardimei olabilir (41).

Dipeptidil Peptidaz-4 (DPP-4) Enzim inhibitorleri

Dipeptidil peptidaz-4 (DPP-4), organizmada glukagon benzeri peptid-1 (GLP-1) ve
gastrik inhibitdr peptid (GIP) gibi ¢esitli biyoaktif peptitleri yikan bir enzimdir. DPP-4
inhibitdrleri bu parcalanmay1 dnleyerek, 6zellikle GLP-1 diizeylerini artirir. Bu etki insiilin
salimin1 glukoz diizeyine bagimli sekilde artirir, boylece hipoglisemi riski azaltilmis olur.
Beta hiicre proliferasyonu tesvik edilirken apoptoz baskilanir, bu da beta hiicre
fonksiyonlarmin korunmasina yardimct olur (13). DPP-4 inhibitorleri, siilfoniliire,
metformin veya tiazolidinedionlarla birlikte kombine olarak kullanilabilir. Ancak kombine
kullanimlarda hipoglisemi riski nedeniyle doz ayarlamasi gerekebilir. Ulkemizde, bu grup
ilaglar glisemik kontroliin yeterli saglanamadig1 bireylerde ikinci veya lic¢lincii basamak

tedavi secenekleri arasinda yer almaktadir. Sitagliptin, vildagliptin ve saksagliptin en sik
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kullanilan ajanlar arasinda olup, genellikle giinde bir veya iki kez oral olarak
uygulanmaktadir. Bu ilaglarla ilgili olarak klinik ¢alismalarda ciddi bir yan etki rapor

edilmemistir (41).
2.9. Antimikrobiyal Diren¢ (AMR)

Antimikrobiyal direng (AMR), kronik hastaliklarin etkili bir sekilde onlenmesi ve
tedavisinde ciddi zorluklara neden olarak halk sagligina yonelik en 6nemli acil tehditlerden

biri olarak ortaya ¢ikmustir.

AMR, bakteriler, viriisler, mantarlar ve parazitler gibi mikroorganizmalarin, daha
once etkili olan antimikrobiyal ajanlara karsi direng gelistirerek yasamlarini
siirdiirmeleriyle ortaya c¢ikmaktadir. Bu durum yalnizca diisiik gelirli {ilkelerde degil,
diinya genelinde saglik sistemlerinin siirdiiriilebilirligini tehdit eden Onemli bir risk
faktoriidiir. Antimikrobiyal diren¢ (AMR) enfeksiyonu, ciddi saglik sorunlarina, uzun
stireli hastane yatislarina, artan saglik hizmeti maliyetlerine, ikinci basamak ilaglarla iligkili

daha yiiksek harcamalara ve tedavi basarisizliklarina neden olmaktadir (42).
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3. GEREC ve YONTEM
3.1. Biyokimyasal Analizlerde Kullanilan Kimyasallar ve Coziiciiler

Sentezlenen bilesiklerde kullanilan 3-Amino asetofenon, 2-/3-/4-Flor/4-triflor
benzaldehit, fenil hidrazin, asetik anhidrit, Merck, Fluka, Lancaster ve Sigma-Aldrich
markalarindan temin edildi ve analitik saflik diizeyindedir. Sentez, saflastirma ve
enstriimental analizlerde tercih edilen etanol, metanol, dietileter, etil asetat ile n-hegzan
benzeri ¢oziiciilerin fraksiyonlu destilasyon yontemiyle saflagtirilmasi saglandi. NMR
¢Oziiciisii olarak kullanilan Dimetil siilfoksit (DMSO) ise Merck firmasindan temin edildi

ve safliklar1 %99.8 dir.
3.2. Enstriimentasyon

Sentez bilesiklerinin NMR ve kiitle spektrumlar sirasiyla Bruker 400 MHz NMR
ve Micromass Quattro LC-MS/MS cihazlari ile analiz edildi. "H-NMR spektrumlari TMS
pikine gore kalibre edilirken APT spektrumlari ise DMSO ¢6ziicii pikine (39.0 ppm) gore
kalibre edildi. Kiitle spektrumlari, elektron sprey iyonizasyonu (ESI) veya elektron
iyonizasyonu (EI) teknikleri kullanilarak elde edildi. Kolon kromatografisi (KK)
uygulamalarinda 230-400 mesh boyutundaki normal faz silika jel, ince tabaka
kromatografisi (ITK) analizlerinde ise normal faz silika jel 60 F254 ve aliiminyum oksit
tabakasi ile kaplanmis aliiminyum plakalar tercih edildi. Ince tabakadaki ayrismalarm
takibinde 254 nm dalga boyunda ultraviyole (UV) lamba ve renklendirme amaciyla (UV
aktif olmayan maddelerde) iyot kullanildi.

3.3. Deneysel Calisma Asamasi
3.3.1. Bilesiklerin Sentezi, Saflastirmasi ve Karakterizasyonu Calismalari
3.3.1.1. 1-4 No.lu Bilesiklerin Sentezi

1-4 numaral bilesiklerin sentezi Claisen-Schmidt kondenzasyon yontemi ile
gerceklestirildi. Bu sentezlerde baslangic materyalleri olarak 3-Amino asetofenon ile 2-/3-
/4-Flor/4-triflor benzaldehit kullanildi, sodyum hidroksit (NaOH) baz olarak ve etanol ile
su ¢oziicii olarak kullanildi. Reaksiyonlar, oda sicakligi kosullarinda tamamlanarak

tepkimeler ve yapilis bicimleri asagida sunuldu (43, 44).
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(2E)-1-(3-aminofenil)-3-(2-fluorofenil)prop-2-en-1-on (1)

(0]
(0]
CH, H
NaOH, =
+ —_—
E Etil alkol,
25°C, 24 saat E
NH,
3-Aminoasetofenon 2-florbenzaldehit NH, 1

Bir beherde (250 mL), sodyum hidroksit (1 g, 25 mmol), 1:1 oraninda hazirlanmig
10 mL saf su-etil alkol karisiminda ¢oziildi. Elde edilen ¢ozelti, yaklasik 0-5 °C’lik bir buz
banyosu igerisinde 15 dakika boyunca manyetik karistirici araciligiyla karigtirilarak
sogutuldu. Sogutulmus bu NaOH ¢o6zeltisine, 2 mL etil alkolde ¢oziilmiis 1.35 gram (10
mmol) 3-amino asetofenon ilave edilerek 15 dakika daha karistirildi. Bu soguk karisim
tizerine, 3 mL etil alkolde ¢6ziilmiis 1.24 gram (10 mmol) 2-florobenzaldehit damla damla
(15 dakika stiresince) ilave edildi. Karisim, oda sicakligi kosullarinda bir gece karistirildi
ve ince tabaka kromatografisi (ITK) ile kontrolii yapilarak tamamlandi. Olusan kat1 madde
bir krozeden siiziilerek ayrildi ve soguk saf su ile yikandi. Bir miktar iirlin alinip
kloroformda ¢éziildii. Ardindan ITK ile safligina bakildi. Saflif1 dogrulanan sar1 renkli kati

madde, bir desikatérde kurumaya birakildi.

Verim (%) 190

Rf :0.66 (hegzan-dietil eter, 1: 1)
'H NMR Spektrumu : Ek 1

APT Spektrumu :Ek2

Kiitle Spektrumu :Ek3

(2E/Z)-1-(3-aminofenil)-3-(3-fluorofenil)prop-2-en-1-on (2)

(0]
(0]
E+Z
CHs H

NaOH, =

+ — >
Etil alkol,
25°C, 24 saat

NH, F
3-Aminoasetofenon 3-florbenzaldehit NH, 2 F

Bir beher (250 mL) igerisinde sodyum hidroksit (1 g, 25 mmol), 1:1 oraninda

hazirlanmis 10 mL saf su-etil alkol ¢oziicii karisiminda ¢6zildii. Bu ¢ozelti, yaklagik 0-5
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°C’lik bir buz banyosunda 15 dakika siireyle manyetik karistirici ile karistirilarak
sogutuldu. Sogutulmus NaOH ¢ozeltisine, 2 mL etil alkol i¢inde ¢6ziilmiis 1.35 gram (10
mmol) 2-amino asetofenon ilave edilerek 15 dakika karistirildi. Sogukta karistirilmaya
devam eden bu karistima, 3 mL etil alkolde ¢oziilmiis 1.24 gram (10 mmol) 3-
florobenzaldehit 15 dakika boyunca damla damla eklendi. Karisim, oda sicakligi
kosullarinda yaklasik bir gece karistirildi. Ardindan ince tabaka kromatografisi (ITK) ile
takibi yapilarak sonlandirildi. Olusan ¢okelti, bir krozeli silizge¢ yardimiyla ayrildi ve
soguk saf su ile yikandi. Alinan bir miktar 6rnek kloroformda ¢oziilerek ITK ile saflig
kontrol edildi. Elde edilen E/Z karisimi, turuncu sari renkli katt madde halinde bir

desikatorde kurumaya birakildi.

Verim (%) : 88

Rf : 0.65 (hegzan-dietil eter, 1: 1)
"H NMR Spektrumu : Ek 4

APT Spektrumu :Ek 5

Kiitle Spektrumu :Ek 6

(2E)-1-(3-aminofenil)-3-(4-fluorofenil)prop-2-en-1-on (3)

NaOH, =
+ e
F Etil alkol,
25°C, 24 saat F

3-Aminoasetofenon 4-florbenzaldehit NH, 3

NH,

Bir beher (250 mL) i¢inde sodyum hidroksit (1 gram, 25 mmol), 1:1 oraninda
hazirlanmis 10 mL saf su-etil alkol ¢oziicii karisiminda ¢6ziildii. Bu ¢ozelti, yaklasik 0-5
°C’lik bir buz banyosunda 15 dakika siireyle manyetik karistirici ile karistirilarak
sogutuldu. Sogutulmus NaOH c¢ozeltisine, 2 mL etil alkol i¢inde ¢oziilmiis 1.35 gram (10
mmol) 2-amino asetofenon ilave edilerek 15 dakika karistirildi. Sogukta karistirilmaya
devam eden bu karisima, 3 mL etil alkolde ¢oziilmiis 1.24 gram (10 mmol) 4-
florobenzaldehit 15 dakika boyunca damla damla eklendi. Karisim, oda sicaklig
kosullarinda yaklasik bir gece karistirildi. Ardindan ince tabaka kromatografisi (ITK) ile
takibi yapilarak sonlandirildi. Olusan ¢okelti, bir krozeli siizge¢ yardimiyla ayrildi ve
soguk saf su ile yikandi. Alinan bir miktar érnek kloroformda ¢oziilerek ITK ile safligia

bakildi. Saf, turuncu parlak kristaller benzerindeki madde desikatdrde kurumaya birakildi.
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Verim (%) 192

Rf : 0.67 (hegzan-dietil eter, 1: 1)
"H NMR Spektrumu : Ek 7
APT Spektrumu :Ek 8

Kiitle Spektrumu :Ek 9

(2E/Z)-1-(3-aminofenil)-3-(4-trifluorofenil)prop-2-en-1-on (4)

o o)
(o]
E+Z
CHj; H

T NaOH, =

_—
F

Etil alkol,
F 25°C, 24 saat F

NH, F F
3-Aminoasetofenon 4-triflorbenzaldehit NH; 4 F

Bir beher (250 mL) icerisinde sodyum hidroksit (1 gram, 25 mmol), 1:1 oraninda
hazirlanmig 10 mL saf su-etil alkol ¢oziicii karigiminda ¢6ziildii. Bu ¢ozelti, yaklagik 0-5
°C’lik bir buz banyosunda 15 dakika siireyle manyetik karistirict ile karistirilarak
sogutuldu. Sogutulmus NaOH ¢ozeltisine, 2 mL etil alkol i¢inde ¢6ziilmiis 1.35 gram (10
mmol) 2-amino asetofenon ilave edilerek 15 dakika karigtirildi. Sogukta karistirilmaya
devam eden bu karisima, 3 mL etil alkolde ¢Ozilmiis 1.74 gram (10 mmol) 4-
triflorbenzaldehit 15 dakika boyunca damla damla eklendi. Karisim, oda sicakligi
kosullarinda bir gece karistirild1 ve ince tabaka kromatografisi (ITK) ile takibi yapilarak
sonlandirildi. Olusan ¢okelti, bir krozeli siizge¢ yardimiyla ayrildi ve soguk saf su ile
yikand1. Alman bir miktar 6rnek kloroformda ¢oziilerek ITK ile safligina bakildi. E/Z

karigim olan sar1 renkli ¢okelek seklindeki madde desikatérde kurutuldu.

Verim (%) 192

Rf : 0.64 (hegzan-dietil eter, 1: 1)
'H NMR Spektrumu : Ek 10

APT Spektrumu :Ek 11

Kiitle Spektrumu :Ek 12
3.3.1.2. 5-8 No.lu Pirazolin Bilesiklerin Sentezi

Pirazolin bilesikleri (5-8), 1-4 no.lu kalkon bilesiklerinin etil alkol icerisinde
coziilerek elde edilen ¢ozeltiye, fenil hidrazin ve NaOH reaktifi ilave edildi, geri sogutucu

altinda 1sitilarak sentezleri yapildi. Reaksiyonlar ITK ile takip edilerek sonlandirip, buz
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banyosunda c¢oktiiriilerek sliziildi. Ham pirazolin bilesikleri (5-8), gerektiginde
kristallendirme veya kolon kromatografisi gibi teknikler saflagtirilmasit saglandi.
Sentezlenen bilesiklerin yap1 analizleri NMR ('H ve C(APT)) ve LC-MS/MS yontemleri
araciligiyla incelendi (45-48).

§3-|5-(2-florofenil)-1-fenil-4.5-dihidro-1H-pirazol-3-illfenillamin (5)

(o}

HoN / N—N
3 HoN
Fenil hidrazin
F reflax, etanol
5
F

1 6 saat

1 no.lu bilesige (1 gram, 41.5 mmol), fenil hidrazin (0.9 gram, 83 mmol) yuvarlak bir
balonda etanol (75 mL) i¢inde yaklasik 6 saat geri sogutucu altinda 1sitma islemi uygulanda.
Tepkime ITK ile izlendi. Elde edilen 1.8 gramlik ham karisim kolon kromotografisi
yonteminde (2x50 cm, silikajel-230-400 mesh, 40 g) sirasiyla 50 mL hegzan, hegzan-dietil
eter 200 mL (3:1), 200 mL (3:2), 300 mL (3:3) ¢oziicii diizenegi araciligiyla her biri 25 mL
olacak sekilde 30 fraksiyon toplandi. Fraksiyonlarm ITK analizleri sonrasinda 20-27 no.lu
fraksiyonlar karistirilarak 0.42 gram kat1 madde elde edildi.

Verim (%) 272

Rf : 0.67 (hegzan-dietil eter, 1: 3)
'H NMR Spektrumu : Ek 13

APT Spektrumu : Ek 14

Kiitle Spektrumu :Ek 15

§3-[5-(3-florofenil)-1-fenil-4.5-dihidro-1H-pirazol-3-illfenilltamin (6)

(0]
E/Z
H2N / N—N
> HoN /
Fenil hidrazin
reflax, etanol
2 6 saat
6
F
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Bir balonda, 2 numarali bilesige (1 gram, 41.5 mmol) ve fenil hidrazin (0.9 gram,
83 mmol) 75 mL etanol igerisinde yaklagik 6 saat geri sogutucu altinda 1sitma islemi
uyguland1. Reaksiyonun ilerleyisi ince tabaka kromatografisi (ITK) metoduyla izlendi.
Elde edilen 2 gramlik ham karigim kolon kromotografisinde (2x50 cm, silikajel-230-400
mesh, 40 g) hegzan 50 mL, hegzan-dietil eter 200 mL (3:1), 200 mL (3:2), 300 mL (3:3)
coziiciileri araciligiyla her biri 25 mL olacak sekilde 30 fraksiyon toplandi. Fraksiyonlarin
ITK ile yapilan analizleri sonucunda, 20 ila 28 numarali fraksiyonlar birlestirilerek 0.45

gram kat1 liriin olusturuldu.

Verim (%) : 74

Rf : 0.66 (hegzan-dietil eter, 1: 3)
'H NMR Spektrumu : Ek 16

APT Spektrumu :Ek 17

Kiitle Spektrumu :Ek 18

§3-]5-(4-florofenil)-1-fenil-4.5-dihidro-1H-pirazol-3-il]feniltamin (7)

N—N
Feml hidrazin O Q
reflax, etanol
6 saat
;

Ug numarali bilesigin (1 g, 41.5 mmol) ve fenil hidrazinin (0.9 g, 83 mmol) etanol
(75 mL) icerisindeki karisimi, yuvarlak bir balonda 6 saat geri akis sicakliginda tutuldu.
Reaksiyonun ilerleyisi ince tabaka kromatografisi (ITK) metoduyla izlendi. Elde edilen 2
gramlik ham karisim kolon kromotografisinde (2x50 cm, silikajel-230-400 mesh, 40 g)
sirastyla hegzan 50 mL, hegzan-dietil eter 200 mL (3:1), 200 mL (3:2), 300 mL (3:3)
coziictileri araciligryla her biri 25 mL olacak sekilde 30 fraksiyon toplandi. Fraksiyonlarin
ITK ile yapilan analizleri sonrasinda 20-29 no.lu fraksiyonlarm karigtiriimasi ile 0.46

gramlik kat1 {irlin olusturuldu.

Verim (%) 275

Rf : 0.65 (hegzan-dietil eter, 1: 3)
'H NMR Spektrumu : Ek 19

APT Spektrumu : Ek 20
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Kiitle Spektrumu : Ek 21

(3-{1-fenil-5-|4-triflorofenil]-4.5-dihidro-1H-pirazol-3-iltfenil)amin (8)

6 saat

E+Z
N—N
HoN /
Feml hidrazin
reflax, etanol
8

4 numarali bilesik (1 g, 34.4 mmol), fenil hidrazin (0.74 g, 68.8 mmol) yuvarlak bir
balon igerisinde etanol (75 mL) igerisinde yaklasik 6 saat geri sogutucuda reflax edildi.
Tepkime ITK ile izlendi. Olusan 2.2 gramlik ham karisim kolon kromotografisinde (2x50
cm, silikajel-230-400 mesh, 40 g) sirasiyla hegzan 50 mL, hegzan-dietil eter 200 mL (3:1),
200 mL (3:2), 300 mL (3:3) ¢oziiciileri araciligiyla her biri 25 mL olacak sekilde 30
fraksiyon toplandi. Fraksiyonlarm ITK ile yapilan analizleri sonrasinda 20-26 no.lu

fraksiyonlarin karistirilmasi ile 0.41 gramlik kat1 iiriin olusturuldu.

Verim (%) : 70

Rf : 0.64 (hegzan-dietil eter, 1: 3)
'H NMR Spektrumu  : Ek 22

APT Spektrumu : Ek 23

Kiitle Spektrumu : Ek 24

3.3.1.3. 9-12 No.lu Pirazolin-N-Asetil Bilesiklerin Sentezi

Pirazolin bilesikleri (9-12), 5-8 no.lu pirazolin bilesiklerinin susuz asetik anhidrit
ortaminda geri sogutucuda 1sitilarak 100 °C sentezleri yapildi. Reaksiyonlar iTK ile takip
edilerek sonlandirip, buz banyosunda c¢oktiirilerek siiziildi. Ham Pirazolin-N-asetil
bilesikleri (9-12), kristallendirme teknigiyle saflastirildi. Sentezlenen bilesiklerin yapi
analizleri NMR (‘H ve *C(APT)) ve LC-MS/MS yéntemleri ile incelendi (49).
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N-{3-]5-(2-florofenil)-1-fenil-4.5-dihidro-1H-pirazol-3-il]fenillasetamit (9)

N—N o
/ )
HN Asetik anhidrit /
I
100°C
5 3 saat
. 9
F

5 no.lu bilesik (0.3 g, 0.9 mmol) ve 50 ml susuz asetik anhidrit yuvarlak bir balon
icerisinde 3 saat geri sogutucu altinda devam ettirildi. Reaksiyon ITK ile izlendi. Elde

edilen 0.35 gramlik ham karisim etanol ile kristallendirildi.

Verim (%) : 70

Rf : 0.67 (hegzan-dietil eter, 1: 4)
'H NMR Spektrumu : Ek 25

APT Spektrumu : Ek 26

Kiitle Spektrumu : Ek 27

N-{3-]5-(3-florofenil)-1-fenil-4.5-dihidro-1H-pirazol-3-il]fenillasetamit (10)

N—N °
/ )
HoN Asetik anhidrit /
o KN
100°C
6 3 saat 10

F
F

6 no.lu bilesik (0.3 g, 0.9 mmol) ve 50 ml susuz asetik anhidrit yuvarlak bir balon
igerisinde 3 saat geri sogutucu altinda devam ettirildi. Reaksiyon ITK ile izlendi. Elde

edilen 0.37 gramlik ham karisim etanol ile kristallendirildi.

Verim (%) : 70

Rf : 0.66 (hegzan-dietil eter, 1: 4)
'H NMR Spektrumu : Ek 28

APT Spektrumu : Ek 29
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Kiitle Spektrumu : Ek 30

N-{3-]5-(4-florofenil)-1-fenil-4.5-dihidro-1H-pirazol-3-il]fenillasetamit (11)

N—N 0
/ o
H,oN Asetik anhidrit /
o HN
100 °C
7 3 saat
E 11
F

7 no.lu bilesik (0.3 g, 0.9 mmol) ve 50 ml susuz asetik anhidrit yuvarlak bir balon
icerisinde 3 saat geri sogutucu altinda devam ettirildi. Reaksiyon ITK ile izlendi. Elde

edilen 0.36 gramlik ham karisim etanol ile kristallendirildi.

Verim (%) 270

Rf : 0.65 (hegzan-dietil eter, 1: 4)
"H NMR Spektrumu : Ek 31

APT Spektrumu : Ek 32

Kiitle Spektrumu :Ek 33

N-(3-{1-fenil-5-[4-triflorofenil]-4.5-dihidro-1H-pirazol-3-illfenil)asetamit (12)

N—N 0
/ I
HN Asetik anhidrit /
> HN
100°C
8 E 3 saat 12 F

F

8 no.lu bilesik (0.3 g, 0.9 mmol) ve 50 ml susuz asetik anhidrit yuvarlak bir balon
igerisinde 3 saat geri sogutucu altinda devam ettirildi. Reaksiyon ITK ile izlendi. Elde

edilen 0.30 gramlik ham karisim etanol ile kristallendirildi.

Verim (%) : 70

Rf : 0.64 (hegzan-dietil eter, 1: 4)
'H NMR Spektrumu : Ek 34

APT Spektrumu : Ek 35
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Kiitle Spektrumu : Ek 36
3.3.2. Biyolojik Aktivite Calismalari
3.3.2.1. Sentezlenen Bilesiklerin Antioksidan Aktivite Calismalari

Sentez bilesiklerinin antioksidan aktiviteleri, ferrik indirgeyici antioksidan gii¢

(FRAP) ve Cu(Il) iyon indirgeme kapasitesi (CUPRAC) ile belirlendi.

Ferrik Indirgevici Antioksidan Giic (FRAP) Tavini

FRAP’in prensibi, antioksidanlarin mevcudiyetinde Fe(IIl)-TPTZ (2,4,6-tris(2-
piridli)-S-triazin)  kompleksinin mavi renkteki Fe(I)-TPTZ’ye indirgenmesine
dayanmaktadir. Elde edilen renk yogunlugu antioksidanin giicii ile dogru orantilidir ve bu
renk en yiikksek absorbans degerini 595 nm’de verir (50). Calismada sentezlenen
bilesiklerin numuneleri 10 mg/mL konsantrasyonunda hazirlandi. Troloks’un 62.5, 125,

250, 500, 1000 uM konsantrasyonlarindaki metanolik ¢ozeltileri kullanildi.
Deney prosediirii agagidaki gibi gerceklestirildi.

En basta FRAP reaktifi (taze sekilde) ve test g¢ozeltileri hazirlandi. 50 pL
numune/standart soliisyonlar1 test 1, test 2 ve test 3 ve numune korii tiiplerine pipetlendi.
Reaktif korli tiiptine 50 pL numune/standart ¢oziiciisii pipetlendi. Spektrofotometre
calistirllarak 595 nm dalga boyuna ayarlandi. Test 1, test 2, test 3 ve reaktif korii tiiplerine
(20 saniye araliklarla) 1.5 mL FRAP reaktifi eklenip karistirildi. Numune korii tiiplerine de
1.5 mL su-metanol karisimi (2:3) (FRAP reaktif c¢oziiciisii) (20 saniye araliklarla) ilave
edilerek karistirildi. Tipler oda sicakliginda (25 °C) 20 dakika inkiibe edildi ve 595 nm’de
absorbans degerleri okundu. Ardindan Trolox’un standart kalibrasyon egrisi ¢izildi. Grafik
yardimi ile numunelerin FRAP degeri bulundu. Numunelerin FRAP degerleri uM/g

cinsinden hesaplandi.

Bakiar (II) ivonu indirgevici Antioksidan Kapasite (CUPRAC) Tayini

CUPRAC tayini elektron veren antioksidanlarin varliginda bakir(II)-neocuproin
kompleksinin (Cu(II)-Nc) bakir(I)-neocuproine (Cu(I)-Nc) indirgenmesine dayanmaktadir
(51). Olusan sari-turuncu (Cu(I)-Nc) renkteki kompleksin yogunlugu 450 nm’de
spektrofotometrede oOl¢iilmektedir. Absorbans degerleri, test bilesiklerinin antioksidan

giicli ile dogru orantidadir. CUPRAC yonteminde, sentez bilesiklerine ait tiim numuneler,
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10 mg/mL konsantrasyonunda hazirlandi. Troloks’un 62.5, 125, 250, 500, 1000 puM

konsantrasyonlarindaki metanolik ¢ozeltileri kullanild.
Deney prosediirii asagidaki gibi gergeklestirildi.

Reaktifler ve deney ¢ozeltileri kullanima hazir hale getirildi. Test 1, test 2, test 3 (3
paralel calisilmistir) ve numune korii siralarina 500 pL test ¢ozeltisi pipetlendi. Reaktif
korii  tiplerine 500 pL  numune/standart ¢oziiclisi  olarak metanol eklendi.
Spektrofotometre hazirlanarak 450 nm dalga boyuna ayarlandi. Tiim tiiplere 1000 pL
NH4CH3COO' ¢ozeltisi ve 1000 pL CuCI2.2H20 ¢ozeltisi ilave edildi. Test 1, test 2, test
3 ve reaktif korii tiip siralarina 1000 puL neocuproin reaktifi pipetlenirken numune kori
tiiplerine 1000 pL metanol (neocuproin reaktifi ¢oziiciisii) 20 saniye bekleme siiresi ile
pipetlendi. Tiipler 25 °C’de, karanlik ortamda 30 dakika inkiibe edildi. Ik pipetlenen
tiipten baslanarak, 30 dakikalik inkiibasyon siiresi tamamlanan tiipler sirasiyla alinarak
plastik kiivete aktarildi ve tiim tliplerin absorbansi 450 nm’de okundu. Sonuglar TEAC
(Trolox esdeger antioksidan kapasite) (uM) olarak ifade edildi.

3.3.2.2. 0-Glukozidaz inhibisyonu

Alfa-glukozidaz inhibitor aktivitesi, Palanisamy ve arkadaslarmin gelistirdigi bir
yontemle belirlendi. Bu yontemde, bir 96 kuyucuklu mikroplaka igerisinde 6rnek ¢ozeltisi
(20 uL), glutatyon (20 pL), alfa-glukozidaz enzimi ¢ozeltisi (20 pL), pH 6.8 olan fosfat
tamponu ve substrat olarak kullanilan PNPG (4-Nitrofenil B-D-glukuronid) ¢ozeltisi (20
pL) karistirilarak 37°C’de 15 dakika boyunca inkiibasyona birakildi. Ayni islem, enzim
icermeyen bir kontrol (kor) i¢in de tekrarlandi. Reaksiyon, sodyum karbonat (Na,COs)
cozeltisi (80 pL, 0.2 M) eklenerek sonlandirildi. Ardindan, 6rnek ve kor cozeltilerinin
absorbans degerleri 400 nm dalga boyunda 6lgiildii. Alfa-glukozidaz inhibisyon aktivitesi,
akarboz esdegeri cinsinden ifade edildi (52).

3.3.2.3. Antimikrobiyal Aktivite Tayini

Tez caligmasinda sentezlenen bilesiklerin antimikrobiyal aktivite tayinlerinde Agar
kuyucuk yontemi kullanildi ve etkinlikleri Staphylococcus aureus ATCC 25923,
Escherichia coli ATCC 25922, Bacillus cereus RSKK 709 ve Staphylococcus epidermidis
ATCC 12228 bakterilerine kars1 degerlendirildi.

Agar kuyucuk yonteminde oncelikle, test edilecek mikroorganizmalarin bulundugu

besiyeri olarak Mueller-Hinton agar sterilize edildi, petrilere 20 mL olacak sekilde dokiildi
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ve katilagmasi i¢in beklendi. Tiim ornekler 17 mg/ml konsantrasyonunda calisildi. Tez
kapsaminda kullanilacak bakteriler 24 saatlik kiiltiir olacak sekilde inkiibatorde pasajlandi.
Bakteriler, hiicre densitometresi (Biosan DEN-1) araciligi ile 0.5 Mcfarland bulanikligina
ayarland1 (10° kob/mL’ye denk). Hazirlanan kiiltiirler ekiivyon cubugunun yardimi ile
besiyeri iizerine yayildi. Besiyeri lizerinde mantar delme aparati araciligl ile 6 mm’lik
kuyucuklar agildi (53). Kuyucuklara 50 pL 6rnek koyuldu. Kor olarak ise drnek ¢oziiciileri
olan etil asetat kullanildi. Sonrasinda petri kaplar1 37°C’de yaklasik 24 saat inkiibe edildi

ve olusan inhibisyon zonlar1 milimetre (mm) cinsinden 6l¢tuldii.
3.3.3. Molekiiler Yerlestirme (Docking) Calismalari

Sentezlenen bilesiklerin Saccharomyces cerevisiae alfa glukozidaz enziminin aktif
bolgesine baglanma afiniteleri AutoDock Vina V.1.5.7. yazilimi kullanilarak molekiiler
hedefleme yolu ile test edildi. S6z konusu enzime ait kristal yapist Protein Data Bank’ta
mevcut olmadigindan Uniprot ID: P38158 ile tanimlanan enzimin 3D yapist AlphaFold 2

kullanilarak modellendi.

Ilgili protein modeli yerlestirme ¢alismalarindan &nce, AutoDockTools programi
araciligiyla yerlestirme islemlerine uygun hale getirildi. Bu esnada, protein yapisinda enerji
minimizasyonu saglandi. Polar hidrojen ilaveleri yapilarak 3D yapisi protonlandi ve
Kollman yiikleri ile yiiklenmesi asamalar1 tatbik edildi. Sonugta yerlestirme islemi icin
gerekli olan amino asitler tanimlanarak hazirlandi. Test edilen bilesiklerin 2D yapilar
c¢izildi, SDF dosyalar1 olusturulup kaydedildi. Her bir ligand i¢in Oncelikle pdb dosya
formatlar1 olusturuldu, sonrasinda bu yapilar kullanilarak .pdbqt dosya uzantilan
AutoDockTools programi ¢alistirilarak hazirlandi. Uzantilar yerlestirme ¢alismalari
oncesinde kaydedildi. Molekiiler yerlestirme isleminde, AutoDock Vina programi ara
yiiziinde yerlestirme secenegi ile her bir bilesik i¢in birbirlerinden bagimsiz, deneysel
stirecler gerceklestirildi. Ligandlarin serbest hareket etmesine izin verildi ancak reseptor
baglanma bolgesi sabit tutuldu. Alfa glukozidaz aktif bolgesi ile en uygun pozlarin
molekiiler yerlestirme puanlar1 elde edildi. Uygun yazilim kullanilarak enzim ligand
kompleks yapilarinin 3D goriiniimleri ve protein-ligand etkilesimlerini rezidi seviyesinde

belirten 2D Plot analiz verileri olusturuldu.
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4. BULGULAR
4.1. Bilesiklere Ait Formiiller ve Adlandirmalar

Sentezlenen 1-12 no.lu bilesiklere ait reaksiyon semasina Sekil 4°te yer verildi.

o o) o
H,N H,N /
CH, H \ NaOH, Etanol
| ——R B — e R
"
0,
R=2/3/4-F/4-CF, P 237°C, 12 saat
14

R=2/3/4-F/4-CF,

Fenil hidrazin
reflax, etanol
6 saat

N—N

/

HoN
Asetik anhidrit
- R
100°C 5.8

3 saat
R=2/3/4-F/4-CF, R=2/3/4-F/4-CF;,

Sekil 4. 1-12 no.lu bilesiklerin reaksiyon semasi

Sentezlenen 1-12 no.lu bilesiklere ait adlandirmalar asagida verildi.

—_—

(2E)-1-(3-aminofenil)-3-(2-fluorofenil)prop-2-en-1-on
(2E/Z)-1-(3-aminofenil)-3-(3-fluorofenil)prop-2-en-1-on
(2E)-1-(3-aminofenil)-3-(4-fluorofenil)prop-2-en-1-on
(2E/Z)-1-(3-aminofenil)-3-(4-trifluorofenil)prop-2-en-1-on
{3-[5-(2-florofenil)-1-fenil-4,5-dihidro-1H-pirazol-3-il]fenil } amin
{3-[5-(3-florofenil)-1-fenil-4,5-dihidro-1H-pirazol-3-il]fenil }amin
{3-[5-(4-florofenil)-1-fenil-4,5-dihidro-1H-pirazol-3-il]fenil }amin
(3-{1-fenil-5-[4-triflorofenil]-4,5-dihidro-1 H-pirazol-3-il } fenil)Jamin
N-{3-[5-(2-florofenil)-1-fenil-4,5-dihidro-1 H-pirazol-3-il]fenil } asetamit
10. N-{3-[5-(3-florofenil)-1-fenil-4,5-dihidro-1 H-pirazol-3-il]fenil } asetamit
11. N-{3-[5-(4-florofenil)-1-fenil-4,5-dihidro-1 H-pirazol-3-il]fenil } asetamit
12. N-(3-{1-fenil-5-[4-triflorofenil]-4,5-dihidro-1 H-pirazol-3-il } fenil)asetamit

A e A o B
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Sentezlenen 1°den 12’ye kadar numaralandirilmis bilesiklerin molekiiler formiilleri

Tablo 3’te sunuldu.

Tablo 3. 1-12 no.lu bilesiklerin molekiil formiilleri
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4.2. 1-12 No.lu Bilesiklerin Yapilarimin Aydinlatilmasi

1-4 no.lu halojen substitute bilinen aminokalkon bilesikleri Claisen-Schmidt
yontemine gore sentezlendi. Sentezlenen bilesiklerin yap1 analizleri 1H-NMR ve
13C(APT) NMR yontemleriyle yapildi (43, 44). Bilesiklere dair spektrum yorumlar1 Ek 1-
12°de verildi.

{3-[5-(2-florofenil)-1-fenil-4,5-dihidro-1H-pirazol-3-il]fenil}amin (5)
I1gili bilesigin spektral verileri asagida sunuldu.

' H-NMR (400 MHz, DMSO-d (8, ppm): Pirazolin-H: 5.6/5.6 (dd, J= 6.0/6.4, 1H, H-5),
3.9/3.8 (dd, J= 12.4/12.4, 1H, H-4b), 3.1/ 3.0(dd, J= 6/6, 1H, H-4a), Ar-H: [6.6-7.5 (m,
13H, H-2°/4’-6°/3>°-6"/2°""-6""), 5.2 (s, 2H, -NH,)].

BC-NMR (APT) (100 MHz, DMSO-d¢ (8, ppm): Pirazolin-C:149.2 (C-3), 57.4 (C-5),
42.3 (C-4), Ar-C: [161.1/158.7 (C-27*,'Jcp=243 Hz, 148.7 (C-1°""), 144.6 (C-3’), 133.0
(C-1%), 130.0/129.9 (C-4”Jc=8 Hz), 129.5 (C-6’"), 129.4 (C-3"/5"), 129.4 (C-5"),
129.2/129.1 (C-1°, 2Jep=14 Hz), 125.3 (C-57"), 116.5/116.3 (C-3"", 2Jcr=20 Hz), 119.2
(C-6"), 115.3 (C-4°""), 114.4 (C-4), 113.0 (C-2°"’/6°""), 111.0 (C-2")].

LC/MS-MS (m/z, %): 331.96 (100) [M]", hesaplanan 331.38 [M]"
{3-[5-(3-florofenil)-1-fenil-4,5-dihidro-1H-pirazol-3-il]fenil}amin (6)
Ilgili bilesigin spektral verileri asagida sunuldu.

"H-NMR (400 MHz, DMSO-d¢ (6, ppm): Pirazolin-H: 5.5/5.4 (dd, J= 6.0/6.4 Hz, 1H, H-
5), 3.8/3.8 (dd, J= 8.4/12.0 Hz, 1H, H-4b), 3.0/ 3.0(dd, J= 6.4/6.4 Hz, 1H, H-4a), Ar-H:
[7.0-7.2 (m, 7H, H-2°/2"°/5"°-6°/3*""-5"""), 7.3-7.4 (m, 1H, H-6"), 6.9 (d, J= 8.4 Hz, 2H,
H-2’-6""), 6.8 (d, J= 8 Hz, 1H, H-4), 6.6 (d, J/= 8 Hz, 1H, H-4""), 6.7 (m, 1H, H-5"), 5.2
(s, 2H, -NH,)].

BC-NMR (APT) (100 MHz, DMSO-d¢ (8, ppm): Pirazolin-C:149.2 (C-3), 62.8 (C-5),
43.4 (C-4), Ar-C: [164.2/161.7 (C-3","Jcp=243 Hz, 146.0/145.9.9 (C-1",’Jc=6 Hz),
148.5 (C-1°""), 144.6 (C-37), 133.0 (C-17), 131.6/131.5 (C-57, *Jcr=9 Hz), 129.6 (C-5"),
129.4 (C-3°"7/5"""), 122.0 (C-67), 119.0 (C-4>>"), 115.3 (C-4"), 114.4 (C-2’), 114.8/114.6
(C-6",*Jcr=2 Hz), 113.2 (C-27), 113.2 (C-2""/6°""), 111.0 (C-4>")].

LC/MS-MS (m/z, %): 332.03 (100) [M+H]", hesaplanan 332.38 [M+H]"
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{3-[5-(4-florofenil)-1-fenil-4,5-dihidro-1H-pirazol-3-il]fenil}amin (7)
Igili bilesigin spektral verileri asagida sunuldu.

"H-NMR (400 MHz, DMSO-ds (8, ppm): Pirazolin-H: 5.3-5.5 (m, 1H, H-5), 3.7-3.9 (m,
1H, H-4b), 2.9-3.1(m, 1H, H-4a), Ar-H: [6.5-7.5 (m, 13H, H-2"/4°-6°/2">-3"/5"-6>/2""’-
6>>), 5.2 (s, 2H, -NH»)].

BC.NMR (APT) (100 MHz, DMSO-ds (3, ppm): Pirazolin-C:149.2 (C-3), 62.6 (C-5),
43.5 (C-4), Ar-C: [162.9/160.5 (C-3"",'Jes=241 Hz, 139.2/139.1 (C-1",*Jcr=1.3 Hz),
148.3 (C-1°"), 144.7 (C-3"), 133.1 (C-1°), 128.4/128.3 (C-2"/6”, *Jc.r=8 Hz), 129.5 (C-
5), 129.5 (C-3°/5°"), 118.9 (C-6"), 114.4 (C-4>>), 115.3 (C-4), 116.3/116.1 (C-3"/5"",
2Jer=20 Hz), 113.3 (C-2°>/6>>), 111.0 (C-2")].

LC/MS-MS (m/z, %): 331.90 (100) [M]", hesaplanan 331.38 [M]"
3-{1-fenil-5-[4-triflorofenil]-4,5-dihidro-1H-pirazol-3-il}fenil)amin (8)

Igili bilesigin spektral verileri asagida sunuldu.
' H-NMR (400 MHz, DMSO-d; (8, ppm): Pirazolin-H: 5.5/5.4 (dd, J= 6.0/6.4 Hz, 1H, H-
5), 3.8/3.8 (dd, J= 8.4/12.0 Hz, 1H, H-4b), 3.0/ 3.0(dd, J= 6.4/6.4 Hz, 1H, H-4a), Ar-H:

[7.6 (d, 2H, 8.4 Hz, H-3"-5""), 7.4 (d, 2H, 8.0 Hz, H-2"-6*"), 7.1-7.6 (m,9H, H-2’/4’-
6°/2°-6"""), 5.2 (s, 2H, -NH,)].

BC-NMR (APT) (100 MHz, DMSO-d; (8, ppm): Pirazolin-C:149.2 (C-3), 62.8 (C-5),
43.3 (C-4), Ar-C: [147.4 (C-1>"), 145.7 (C-3°), 144.4 (C-1""), 133.0 (C-1°), 129.4 (C-
3°77/5), 129.6 (C-5°), 128.6/128.3 (C-4> % Jcr=32 Hz), 127.2 (C-2"/6"), 126.4/126.3 (C-
3°/5”, *Jer=4 Hz), 120.5/123.2/125.9/130.7 (-CF3), 119.7 (C-6), 116.1.4 (C-4"""), 115.4
(C-4%), 113.3 (C-2"""/6""), 111.0 (C-2")].

LC/MS-MS (m/z, %): 382.04 (80) [M+H]", hesaplanan 382.39 [M+H]"
N-{3-[5-(2-florofenil)-1-fenil-4,5-dihidro-1H-pirazol-3-il]fenil}asetamit (9)
Igili bilesigin spektral verileri asagida sunuldu.

" H-NMR (400 MHz, DMSO-d; (3, ppm): Pirazolin-H: 5.6/5.6 (dd, J= 6.0/6.4, 1H, H-5),
3.9/3.8 (dd, J= 12.4/12.4, 1H, H-4b), 3.1/ 3.0(dd, J= 6/6, 1H, H-4a), Ar-H: [10.0 (s, 1H, -
NH) 8.05 (s, 1H, H-2) 7.6 (s, 1H, H-6"), 6.7-7.3 (m, 11H, H-4’-5°/3""-6/2">"-6"") 2.0 (s,
3H, -CHs)].
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BC-NMR (APT) (100 MHz, DMSO-d; (3, ppm): Pirazolin-C:149.2 (C-3), 57.4 (C-5),
42.3 (C-4), Ar-C: [169.2 (-C=0), 161.1/158.7 (C-2"",'Jc.¢=243 Hz, 148.7 (C-1"""), 144.6
(C-3%), 133.0 (C-17), 130.0/129.9 (C-4>*Jcy=8 Hz), 129.5 (C-6""), 129.4 (C-3""’/5"""),
129.4 (C-5%), 129.2/129.1 (C-1"*, 2Jep=14 Hz), 125.3 (C-5""), 116.5/116.3 (C-3"", *Jc.s=20
Hz), 119.2 (C-6’), 115.3 (C-4’""), 114.4 (C-4’), 113.0 (C-2’/6"), 111.0 (C-2"), 24.4 (-
CHj;].

LC/MS-MS (m/z, %): 374.10 (40) [M+H]", hesaplanan 374.40 [M+H]", 395.90 (100)
[M+Na]", hesaplanan 396.00 [M+Na]".

N-{3-|5-(3-florofenil)-1-fenil-4,5-dihidro-1H-pirazol-3-il|fenil }asetamit (10)
Igili bilesigin spektral verileri asagida sunuldu.

"H-NMR (400 MHz, DMSO-d; (8, ppm): Pirazolin-H: 5.5/5.4 (dd, J= 6.0/6.4 Hz, 1H, H-
5), 3.8/3.8 (dd, J= 8.4/12.0 Hz, 1H, H-4b), 3.0/ 3.0(dd, J= 6.4/6.4 Hz, 1H, H-4a), Ar-H:
[10.0 (s, 1H, -NH), 8.05 (s, 1H, H-2"), 7.6 (s, 1H, H-6), 7.0-7.2 (m, 6H, H-2"°/5"-6""/3""-
5"), 6.9 (d, J= 8.4 Hz, 2H, H-2"’-6"""), 6.8 (d, J= 8 Hz, 1H, H-4"), 6.6 (d, /= 8 Hz, 1H,
H-4""), 6.7 (m, 1H, H-5"), 2.0 (s, 3H, -CH3)].

BC-NMR (APT) (100 MHz, DMSO-d¢ (8, ppm): Pirazolin-C:149.2 (C-3), 62.8 (C-5),
43.4 (C-4), Ar-C: [169.2 (-C=0), 164.2/161.7 (C-3",'Jcs=243 Hz, 146.0/145.9.9 (C-
1" *Jer=6 Hz), 148.5 (C-17""), 144.6 (C-37), 133.0 (C-17), 131.6/131.5 (C-5"", *Jc.=9 Hz),
129.6 (C-57), 129.4 (C-3°"°/5°""), 122.0 (C-6"), 119.0 (C-4>>"), 115.3 (C-4"), 114.4 (C-2"),
114.8/114.6 (C-6"", “Jey=2 Hz), 113.2 (C-27"), 113.2 (C-2°7°/6°""), 111.0 (C-4""), 24.1 (-
CH3)].

LC/MS-MS (m/z, %): 373.80 (40) [M]", hesaplanan 373.40 [M]", 395.90 (100) [M+Na]",
hesaplanan 396.00 [M+Na]".

N-{3-[5-(4-florofenil)-1-fenil-4,5-dihidro-1H-pirazol-3-il]fenil}asetamit (11)
Igili bilesigin spektral verileri asagida sunuldu.

"H-NMR (400 MHz, DMSO-d; (3, ppm): Pirazolin-H: 5.3-5.5 (m, 1H, H-5), 3.7-3.9 (m,
1H, H-4b), 2.9-3.1(m, 1H, H-4a), Ar-H: [10.0 (s, 1H, -NH), 8.05 (s, 1H, H-2"), 7.6 (s, 1H,
H-6), 6.7-7.3 (m, 11H, H-4’-5"/2-37"/5""-6""/2°""-6"""), 2.06 (s, 3H, -CH3)].

BC-NMR (APT) (100 MHz, DMSO-d¢ (8, ppm): Pirazolin-C:149.2 (C-3), 62.6 (C-5),
43.5 (C-4), Ar-C: [167.7 (-C=0), 162.9/160.5 (C-3"*,'Jc.5=241 Hz, 139.2/139.1 (C-1"",*Jc.
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=13 Hz), 148.3 (C-1°""), 144.7 (C-3"), 133.1 (C-1°), 128.4/128.3 (C-2"°/6"", *Joy=8 Hz),
129.5 (C-5°), 129.5 (C-3°>/5°>), 118.9 (C-6"), 114.4 (C-4>>"), 115.3 (C-4"), 116.3/116.1
(C-3"°/5", 2Jc.F=20 Hz), 113.3 (C-2°°/6"""), 111.0 (C-2), 23.3 (-CH3)].

LC/MS-MS (m/z, %): 373.80 (20) [M]", hesaplanan 373.40 [M]", 396.20 (100) [M+Na]",
hesaplanan 396.40 [M+Na]".

N-(3-{1-fenil-5-[4-triflorofenil]-4,5-dihidro-1H-pirazol-3-il}fenil)asetamit (12)
Ilgili bilesigin spektral verileri asagida sunuldu.

"H-NMR (400 MHz, DMSO-d; (5, ppm): Pirazolin-H: 5.5/5.4 (dd, J= 6.0/6.4 Hz, 1H, H-
5), 3.8/3.8 (dd, J= 8.4/12.0 Hz, 1H, H-4b), 3.0/ 3.0(dd, J= 6.4/6.4 Hz, 1H, H-4a), Ar-H:
[7.6 (d, 2H, 8.4 Hz, H-3"-5""), 7.4 (d, 2H, 8.0 Hz, H-2"-6""), 7.1-7.6 (m,9H, H-2’/4’-
6°/2°-6>""), 2.0 (s, 3H, -CHj)].

BC-NMR (APT) (100 MHz, DMSO-d¢ (5, ppm): Pirazolin-C:149.2 (C-3), 62.8 (C-5),
43.3 (C-4), Ar-C: [172.4 (-C=0), 147.4 (C-1"""), 145.7 (C-3"), 144.4 (C-1""), 133.0 (C-1"),
129.4 (C-37/5"), 129.6 (C-57), 128.6/128.3 (C-4",2Jcr=32 Hz), 127.2 (C-2/6"),
126.4/126.3 (C-37/5"", *Jer=4 Hz), 120.5/123.2/125.9/130.7 (-CF3), 119.7 (C-6’), 116.1.4
(C-4), 115.4 (C-4"), 113.3 (C-2°"°/6"""), 111.0 (C-2°), 27.3 (-CH3)].

LC/MS-MS (m/z, %): 423.8 (10) [M+H]", hesaplanan 423.4 [M]"; 279.3 (40) [M-C¢Ha-
CFs]", hesaplanan 279.5 [M- C¢H4-CF5]"

4.3. Bilesiklerin Antioksidan Aktivite Calismalarina Ait Bulgular
4.3.1. Ferrik indirgeyici Antioksidan Gii¢ (FRAP) Tayini Sonuglar1

Sentez bilesiklerinin FRAP degerleri troloks standardinin kullanildig1 kalibrasyon
egrisinden faydalanarak hesaplandi. FRAP tayininde kullanilan troloks’a ait kalibrasyon
grafigi Sekil 5’te gosterildi. Sentezlenen bilesiklerin FRAP degerleri troloks ile
kiyaslanarak TEAC (uM) olarak Sekil 6’da ve Tablo 4’te verildi.
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Sekil 5. FRAP tayininde kullanilan troloks’a ait kalibrasyon grafigi
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Sekil 6. Sentezlenen bilesiklerin FRAP tayini sonuglar

4.3.2. Bakir (IT) iyonu Indirgeyici Antioksidan Kapasite (CUPRAC) Tayini Sonuglar

Sentezlenen bilesiklerin CUPRAC metodu degerleri troloks standardi kullanimiyla
elde edilen kalibrasyon grafiginden faydalanarak hesaplandi. Troloks i¢in hazirlanan

kalibrasyon grafigi Sekil 7°de belirtildi. Bilesiklerin CUPRAC tayin degerleri Troloks ile

kiyaslanarak TEAC (uM) olarak Sekil 8’de ve Tablo 4’te verildi.
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Sekil 7. CUPRAC tayininde kullanilan troloks’a ait kalibrasyon grafigi
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Sekil 8. Sentezlenen bilesiklerin CUPRAC tayini sonuglari

Tablo 4. Sentezlenen bilesiklerin (1 mg/mL) antioksidan aktivite sonuglari

Test Bilesikleri CUPRAC' FRAP?
1 30.524 + 3.563 46.933 + 13.695
2 152.905 + 10.838 88.933 + 18.184
3 7.667 +7.776 111.600 + 13.064
4 70.524 +20.942 118.267 + 9.843
5 680.524 + 29.098 1027.600 + 18.833
6 1085.762 + 13.265 1123.600 + 22.511
7 827.667 + 9.060 1398.933 + 13.888
8 922.905 + 6.424 1109.600 + 12.961
9 439.095 + 18.964 518.933 + 10.873
10 638.143 £8.193 778.267 +26.254
11 570.048 + 16.836 437.600 + 22.627
12 87.190 +2.428 45.600 + 19.596

'CUPRAC degeri bakir indirgeyici antioksidan kapasitesini (uM trolox esdegeri/gram),’FRAP degeri demir

indirgeyici antioksidan kapasitesini (WM trolox esdegeri/gram) gosterir.
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4.4. Alfa Glukozidaz Aktivite inhibitor Aktivite Sonuclari

Sentezlenen bilesiklere ait alfa-glukozidaz inhibisyon esdegeri sonuglari Tablo 5°te
ve Sekil 9’da yer almaktadir. Alfa-glukozidazi geri doniisiimlii sekilde inhibe eden
akarbozun standart c¢alisma grafigi Sekil 10’da verildi. En yiiksek alfa-glukozidaz
inhibisyonu gosteren 9, 10 ve 12 numarali bilesiklere ait inhibisyon sonuglar1 Tablo 6 ve

Sekil 10-14’te gosterildi.

Tablo 5. Orneklerin a-glukozidaz inhibisyon akarboz esdegeri sonuglari

Ornekler a-Glukozidaz Enzim inhibisyon oram (uM AE)
1 11.208 £0.178
2 7.961 £ 0.378
3 9.584+0.219
4 9.757 £ 0.466
5 12.554 £0.136
6 12.625 £0.365
7 13.108 £0.761
8 14.747 £ 0.677
9 20.617 £0.157
10 17.469 £ 1.170
11 10.608 = 0.535
12 18.240 £ 0.233
25,0 -
=
S _
2 20,0
2 _
T~
— = 1 4
e 0 _
TS —
a2 100 - _ -
3° 50
=
=
&)
3 0,0 -
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12

Sekil 9. Orneklerin a-glukozidaz inhibisyon akarboz esdegeri sonuglart
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Tablo 6. Orneklerin a-glukozidaz inhibisyon sonuglari

Ornekler ICsy Degerleri (ng/mL)
9 904.134 +£23.201
10 1071.772 £37.543
12 1027.468 + 38.758
Akarboz 657.706 = 18.278 uM

a-glukozidaz inhibisyonu (%)

80,0 -
70,0 -
60,0 -
50,0 -
40,0 -
30,0 -
20,0 -
10,0 -

y=37,012x - 54,301
R>=0,9922

0,0
0,000

1,000 2,000 3,000 4,000

Sekil 10. Akarboz’un standart ¢alisma grafigi

a-glukozidaz inhibisyonu (%)

100,0 -
90,0 -
80,0 -
70,0 -
60,0 -
50,0 -
40,0 -
30,0 -
20,0 -
10,0 -

y =49,992x - 97,788
R?=0,9709

0,0
0,000

1,000 2,000 3,000 4,000

Sekil 11. 9 numarali 6rnegin a-glukozidaz inhibisyon grafigi
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Sekil 12. 10 numaral1 6rnegin a-glukozidaz inhibisyon grafigi

—_

(=

=]

(=
]

y = 55,997x - 118,65
80,0 - R2 = 0,991

0,0 T T T 1
0,000 1,000 2,000 3,000 4,000

a-glukozidaz inhibisyonu (%

Sekil 13. 12 numarali 6rnegin a-glukozidaz inhibisyon grafigi

1.200,0 -
1.000,0 - |
800,0 -
600,0 -

400,0 -

200,0 -

Akarboz 9 10 12

Sekil 14. Orneklerin a-glukozidaz inhibisyon sonuglar
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4.5. Antimikrobiyal Aktivite Sonuclar:

(132

isareti koyulan Ornekler o mikroorganizmaya karsi inhibisyon zonu
olusturmamis demektir. Bu da antimikrobiyal aktivitesi olmadigi anlamina gelmektedir.
Coziict etil asetat 7 mm zon ¢ap1 olusturdu. Coziicii, B. cereus ve E. coli’ye karst 7 mm
inhibisyon gosterdi. Sonuglar hesaplanirken orneklerin zon g¢aplarindan ¢oziicli zon cap1
cikarildi. Her bir 6rnegin dl¢timiindeki paraleller kullanilarak aritmek ortalama ve standart

sapmas1 hesaplanarak tablo hazirlandi.

Sentezlenen bilesiklerin agar kuyucuk difiizyon metoduyla meydana getirdigi

inhibisyon zonlarinin ¢aplart milimetre (mm) cinsinden Tablo 7’de sunuldu.

Tablo 7. Sentezlenen bilesiklerin agar kuyucuk difiizyon yontemi ile olusturdugu
inhibisyon ¢aplar1 (mm)

Inhibisyon Zonu (mm)

Staphylococcus epidermidis  Escherichia coli ~ Staphylococcus aureus Bacillus cereus

1 22.00+£7.21 4.33+2.08 20.66+2.30 16.66+3.21
2 15.33+£0.57 3+0 18.33£2.88 17.66£1.52
3 14.66+0.57 12.33+0.57 23+1.73 6+1.73

4 8.33+0.57 8+1.73 11.33+1.52 2.33+0.57
5 - 2.66£0.57 10.66+0.57 -

6 - - - -

7 - - - -

8 - 3+1 - -

9 - 2.3340.57 9.66+0.57 2.33+0.57
10 - 1+0 - 2.66+0.57
11 - 1+0 - -

12 - 1.33+0.57 - -

4.6. Molekiiler Yerlestirme (Docking) Calisma Sonuclari

Sentezlenen bilesiklere ait molekiiler yerlestirme sonuglar1 Tablo 8’de Sekil 15-

20’°de verildi.
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4%

Tablo 8. Sentezlenen bilesiklere ait molekiiler yerlestirme sonuglari

Sc a-Glucosidase model
Binding energy
(kcal/mol)

Interacting residues

H bond

P1

-8.4

Chain A: ASP68 TYR71 ASP106 LYS155 SER156 PHE157 PHE158 GLY159 PHE177 GLN181 ARG212 ASP214
THR215 LEU218 HIS239 ASN241 HIS245 GLU276 VAL277 ALA278 HIS279 PHE300 GLU304 THR307 SER308
PRO309 PHE310 PHE311 ARG312 TYR313 HIS348 ASP349 GLN350 ASP408 ASN412 ARG439

P2

-8.9

Chain A: ASP68 TYR71 ASP106 HIS111 LYS155 PHE157 PHE158 GLY159 PHE177 GLN181 ARG212 ASP214
THR215 ALA216 GLY217 LEU218 HIS239 ASN241 HIS245 GLU276 VAL277 ALA278 HIS279 PHE300 GLU304
THR307 SER308 PRO309 PHE310 PHE311 ARG312 TYR313 HIS348 ASP349 ASP408 ASN412 ARG439 ARG443

P3

-8.6

Chain A: ASP68 TYR71 ASP106 LYS155 SER156 PHE157 PHE158 GLY159 GLY160 PHE177 GLN181 ARG212
ASP214 THR215 LEU218 HIS239 ASN241 HIS245 GLU276 VAL277 ALA278 HIS279 PHE300 GLU304 THR307
SER308 PRO309 PHE310 PHE311 ARG312 TYR313 HIS348 ASP349 ASP408 ASN412 ILE415 ILE416 PHE420
ARG439

P4

Chain A: ASP68 TYR71 ASP106 HISI11 LYS155 SER156 PHE157 PHE158 GLY159 PHE177 GLN181 ARG212
ASP214 THR215 GLY217 LEU218 HIS239 PRO240 ASN241 HIS245 GLU276 VAL277 ALA278 HIS279 PHE300
GLU304 THR307 SER308 PRO309 PHE310 PHE311 ARG312 TYR313 HIS348 ASP349 ASP408 ASN412 ARG439

PS

-10.5

Chain A: ASP68 TYR71 LYS155 SER156 PHE157 PHE158 GLY159 PHE177 GLNI181 ARG212 ASP214 THR215
LEU218 HIS239 ASN241 HIS245 GLU276 VAL277 ALA278 HIS279 PHE300 GLU304 LEU305 THR307 SER308
PRO309 PHE310 PHE311 ARG312 TYR313 HIS348 ASP349 ASP408 ASN412 ARG439 ARG443

P6

-10.3

Chain A: ASP68 LYS155 SER156 PHE157 PHE158 GLY159 PHE177 ARG212 ASP214 THR215 LEU218 HIS239
PRO240 ASN241 HIS245 GLU276 VAL277 ALA278 HIS279 PHE300 THR301 HIS302 GLU304 LEU305 GLY306
THR307 SER308 PRO309 PHE310 PHE311 ARG312 TYR313 HIS348 ASP349 ASP408 ASN412 ARG439 ARG443

P7

-10.2

Chain A: ASP68 TYR71 ASP106 LYS155 SER156 PHE157 PHE158 GLY159 PHE177 ARG212 ASP214 THR215
ALA216 GLY217 LEU218 HIS239 ASN241 HIS245 GLU276 VAL277 ALA278 HIS279 PHE300 THR301 HIS302
GLU304 LEU305 GLY306 THR307 SER308 PRO309 PHE310 PHE311 ARG312 HIS348 ASP349 ASP408 ASN412
ARG439 ARG443

P8

-10.3

Chain A: ASP68 TYR71 ASP106 HIS111 LYS155 SER156 PHE157 PHE158 GLY159 GLY160 PHE177 GLNI181
ARG212 ASP214 THR215 ALA216 GLY217 LEU218 PHE231 HIS239 PRO240 ASN241 TRP242 HIS245 GLU276
VAL277 ALA278 HIS279 PHE300 THR301 HIS302 GLU304 LEU305 GLY306 THR307 SER308 PRO309 PHE310
PHE311 ARG312 TYR313 HIS348 ASP349 ASP408 ASN412 ARG439 ARG443




9%

Tablo 8. (Devam)

P9

-10.8

Chain A: ASP68 TYR71 HIS111 LYS155 SER156 PHE157 PHE158 GLY159 PHE177 GLN181 ASP214 THR215
ALA216 GLY217 LEU218 HIS239 ASN241 HIS245 GLU276 VAL277 ALA278 HIS279 PHE300 GLU304 LEU305
THR307 SER308 PRO309 PHE310 PHE311 ARG312 TYR313 HIS348 ASP349 GLN350 ASP408 ASN412 ARG439
ARG443

P10

-10.9

Chain A: ASP68 TYR71 HIS111 LYS155 SER156 PHE157 PHE158 PHE177 ARG212 ASP214 THR215 ALA216
GLY217 LEU218 HIS239 ASN241 HIS245 GLU276 VAL277 ALA278 HIS279 PHE300 GLU304 THR307 SER308
PRO309 PHE310 PHE311 ARG312 TYR313 ASP349 GLN350 ASP408 ASN412 ARG439

P11

-10.5

Chain A: ASP68 TYR71 HISI11 LYS155 SER156 PHE157 PHE158 GLY159 PHE177 GLNI181 ARG212 ASP214
THR215 ALA216 GLY217 LEU218 HIS239 ASN241 HIS245 GLU276 VAL277 ALA278 HIS279 PHE300 GLU304
THR307 SER308 PRO309 PHE310 PHE311 ARG312 TYR313 ASN347 HIS348 ASP349 GLN350 ASP408 ASN412
ARG439 ARG443

P12

-10.8

Chain A: ASP68 TYR71 HIS111 LYS155 SER156 PHE157 PHE158 GLY159 GLY160 PHE177 GLN181 ARG212
ASP214 THR215 ALA216 GLY217 LEU218 HIS239 ASN241 HIS245 GLU276 VAL277 ALA278 HIS279 PHE300
GLU304 LEU305 THR307 SER308 PRO309 PHE310 PHE311 ARG312 HIS348 ASP349 GLN350 ASP408 ASN412
ARG439

Acarbose

-8.5

Chain A: ASP68 TYR71 VAL108 HIS111 PHE157 PHE158 PHE177 GLN181 ARG212 ASP214 THR215 LEU218
HIS239 ASN241 GLU276 ALA278 HIS279 PHE300 GLU304 THR307 SER308 PRO309 PHE310 PHE311 ARG312
TYR313 ASN314 ASN347 HIS348 ASP349 ASP408 ARG439 ARG443
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Sekil 15. Akarboz-Sc_ A Gluk kompleksine ait 3D molekiiler yerlestirme gorseli ve
enzim ligand kompleksinin barindirdig1 potansiyel biyokimyasal etkilesimleri

ortaya koyan 2D plot gorseli.
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Sekil 17. P6-Sc_ A Gluk kompleksine ait 3D molekiiler yerlestirme gorseli ve enzim
ligand kompleksinin barindirdigi potansiyel biyokimyasal etkilesimleri ortaya

koyan 2D plot gorseli.
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Sekil 18. P9-Sc_ A Gluk kompleksine ait 3D molekiiler yerlestirme gorseli ve enzim
ligand kompleksinin barindirdig1 potansiyel biyokimyasal etkilesimleri ortaya

koyan 2D plot gorseli.
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Sekil 19. P10-Sc A Gluk kompleksine ait 3D molekiiler yerlestirme gorseli ve enzim
ligand kompleksinin barindirdigi potansiyel biyokimyasal etkilesimleri ortaya

koyan 2D plot gorseli.
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Sekil 20. P12-Sc_ A Gluk kompleksine ait 3D molekiiler yerlestirme gorseli ve enzim
ligand kompleksinin barindirdig1 potansiyel biyokimyasal etkilesimleri ortaya

koyan 2D plot gorseli.
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5. TARTISMA ve SONUC

Diabetes Mellitus, giinlimiiziin en yaygin ve 6nemli saglik sorunlarindan biridir.
Kontrol altina alinmadiginda, diyabetik noropati, retinopati gibi mikrovaskiiler
komplikasyonlar ve kardiyovaskiiler hastaliklar gibi makrovaskiiler bozukluklar dahil
olmak tizere ciddi komplikasyonlara yol agmaktadir. Bu hastalik, yiiksek plazma glukoz
seviyeleri ile karakterize edilen bir metabolik bozukluk olarak tanimlanir. Mevcut
hipoglisemik ilaclar kan sekeri diizeyini normal araliklara indirebilse de, bu ilaglarin yol
acabildigi yan etkiler nedeniyle, minimal veya hi¢ yan etkisi olmayan etkili oral

hipoglisemik bilesiklerin arastirilmasi gliniimiizde biiyiik 6nem tagimaktadir.

Diyabetin kontrol altina alinmasinda kullanilan stratejilerden biri, glukoz
metabolizmasinda gorev alan belirli enzimlerin aktivitesini inhibe etmektir. Bu enzimler
arasinda ozellikle alfa-glukozidaz, karbonhidratlarin sindirim siirecinde kritik bir rol oynar.
Alfa-glukozidazin aktivitesi, kan sekeri seviyesinin yiikselmesine neden oldugundan, bu
enzimin etkili ve yan etkisi az olan terapotik ajanlarla inhibe edilmesi, diyabet yonetiminde
kan glukoz diizeylerinin diizenlenmesinde biiylik 6nem tasir (54). Son yillarda, diyabet
tedavisinde kullanilmak iizere fizyolojik fonksiyonel bilesikler gelistirmek amaciyla dogal
kaynaklardan etkili a-glukozidaz inhibitorlerini tespit etmeye yonelik yogun calismalar

yiirtitiillmektedir (55).

Kalkonlar benzil asetofenon olarak bilinmektedir (56). Dogal olarak bulunan
kalkonlar, antiinflamatuar, antimikrobiyal, antioksidan ve antikanser gibi ¢esitli potansiyel
biyolojik 6zellikler sergilemektedirler. Bu genis spektrumlu aktiviteler ve kendilerine 6zgii
kimyasal yapilari, ¢cok sayida kalkon tiirevinin sentezlenmesinde dnemli bir ilham kaynagi
olmustur (57). Ayrica, kalkonlardan sentezlenen azot igeren heterosiklik tlirevlerin de
antiinflamatuar, antioksidan, antitiiberkiiler, anti-HIV, antibakteriyel ve antikanser
aktiviteler gosterdigi bilinmektedir (58). Bu ozellikler, kalkonlarin ve tiirevlerinin ilag

gelistirme alaninda umut vadeden bilesikler oldugunu gostermektedir.

Ilag gelistirme arastirmalarinda yaygin olarak rastlanan pirimidin, triazol,
oksadiazol, tetrazol, tiyadiazol ve pirazol gibi heterosiklik yapilar, biyolojik aktiviteye
sahip bilesiklerin tasarlanmasinda temel ve degerli yapisal unsurlardir. Bu siniflamaya
dahil olan pirazolinler, bes tliyeli ve bitisik iki nitrojen atomu igeren halkali yapilardir.
Ozellikle pirazolin halkasinin, gesitli biyolojik etkiler gosteren farmasdtik bilesiklerin

sentezinde yogun olarak kullanildigi bilinmektedir (59). Pirazolin ve pirazolin n-asetil
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analoglarinin  antikanser, antioksidan, antiinflamatuar, antibakteriyel, antidiyabetik,
antimikrobiyal, antiviral ve antimalaryal etkiler gosterdikleri literatlirde yer almaktadir (60-
61). Bu yapilar, a-glukozidaz enzimi inhibisyonu iizerinden hiperglisemi kontroliinde umut
vadeden molekiiller arasinda degerlendirilmekte ve bu baglamda arastirmalar artarak

surmektedir.

Khan ve arkadaglar1 17 adet yeni benzotiyazol tiirevi pirazolin bazli tiyazol bilesigi
sentezlemistir. Sentezlenen bilesikler ' -NMR, " -NMR ve HRMS gibi  ¢esitli
spektroskopik yontemler kullanilarak karakterize edilmistir. Ardindan bilesiklerin, alfa-
glukozidaz ve iireaz enzimlerine karsi inhibe edici aktiviteleri incelenmistir. Calismanin
bulgularima gore sentezlenen tiim bilesikler anlamli inhibitér potansiyel sergilemistir.
Alfa-glukozidaz enzimine kars1 IC50 degerleri 2.50+0.30 ile 17.50+0.20 uM araliginda,
iireaz enzimine karst ise 14.304+3.90 ile 41.50+1.70 pM araliginda bulunmustur. Bu
sonuglar, s6z konusu bilesiklerin alfa-glukozidaz ve iireaz enzimlerinin aktif bolgeleriyle
onemli etkilesimler gosterdigini ve bu enzimleri inhibe etme yetenegine sahip oldugunu

ortaya koymustur (62).

Mehmood ve arkadaslar tarafindan yiiriitiilen bir calismada 17 adet 1,3,5-triaril-2-
pirazolin tiirevi sentezlenerek antidiyabetik aktiviteleri acisindan degerlendirilmistir.
Referans akarbozun yari maksimum inhibitér konsantrasyonu (ICsp) =375.82+1.76 uM
iken sentezlenen bilesikler, 114.57+1.35 ila 462.94+1.23 uM araliginda 1Csy degerleri
gostermistir. Bu bulgular, test edilen tiim bilesiklerin alfa-glukozidaz enzimine karsi orta
ila iyi diizeyde inhibisyon aktivitesi gosterdigini ortaya koymustur. Sonuglar, pirazolinlerin

Diyabetes Mellitus tedavisinde potansiyel ila¢ aday1 olabilecegine isaret etmektedir (63).

Kumar ve arkadaglar1 tarafindan yapilan bir baska c¢alismada, pirazolin
bilesiklerinin alfa-glukozidaz inhibisyonu {izerindeki potansiyeli arastirilmistir. Bu
calismada, oncelikle kalkonlardan pirazolinler sentezlenmis, ardindan da pirazolin-1,2,3-
triazol hibritleri elde edilmistir. Sentezlenen pirazolin alkinleri ve 1H-1,2,3-triazol hibrit
tirevleri bazi spektral teknikler araciligiyla karakterize edilip alfa-glukozidaz inhibitor
aktiviteleri acisindan degerlendirilmistir. Calismada bilesiklerin 41.281 ila 106.71 uM
arasinda degisen IC50 degerlerine sahip olmasiyla iyi a-glukozidaz inhibisyon
potansiyeline sahip olduklari ortaya ¢ikmistir. Calisma sonucunda diyabet tedavisinde dncii
molekiillerin ~ gelistirilmesi agisindan bu tiir pirazolin-triazol hibritlerinin  fayda

gosterebilecegi ortaya ¢ikmistir (64).
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Kim ve arkadaslar1 tarafindan yapilan bir aragtirma, hem genislemis
kardiyomiyopati (DCM) hem de kronik kalp yetmezligi (KKY) olan hastalarda goriilen
anormal glukoz metabolizmasi oranini incelemistir. Calisma, glukoz metabolizmasindaki
bozuklugun diizeltilmesinin DCM hastalarinda KKY'nin patofizyolojisini iyilestirip
iyilestiremeyecegi sorusuna odaklanmistir. Arastirmacilar, bir alfa-glukozidaz inhibitorii
olan voglibozu kullanarak anormal glukoz toleransinin diizeltilebilecegini belirtmislerdir.
Dahasi, bozulmus glikoz toleransinin diizeltilmesinin, KKY'nin patofizyolojisi lizerinde
olumlu etkiler yarattigini bildirmislerdir (65). Bu bulgular, glukoz metabolizmasinin kalp
yetmezligi iizerindeki etkilesimini ve alfa-glukozidaz inhibitorlerinin bu baglamda

potansiyel terapotik roliinii ortaya koymaktadir.

Li ve arkadaslari tarafindan yapilan bir ¢calisma, Cin'in 6nde gelen yesil caylarindan
biri olan Lu'an Guapian yesil caymin (LGGT) hipoglisemik etkilerini ve farkh
metabolitlerinin kombinasyonunu arastirmistir. Bu c¢alisma, LGGT 6ziitlerinin in vitro
ortamda alfa-amilaz ve alfa-glukozidaz enzimlerini inhibe edici aktivite gdsterdigini ortaya
koymustur. Arastirmacilar, ilk kez olarak, LGGT'nin in vivo ortamda glukoz toleransini ve

insiilin duyarliligini iyilestirdigini belirtmislerdir (66).

Okolo ve arkadaslar1 tarafindan yapilan bir c¢alismada, kalkon tiirevlerinin
potansiyel antimikrobiyal ve antioksidan etkileri arastirilmistir. Bu amagla, Claisen-
Schmidt yogunlasma metodu kullanilarak yedi adet kalkon tiirevi sentezlenmistir. Sentez
bilesiklerinin yapilar1 ultraviyole/goriiniir 151k, kizilotesi, niikleer manyetik rezonans ve
kiitle spektroskopisi gibi c¢esitli spektral teknikler araciligiyla incelenmistir. Yapisal
karakterizasyonun ardindan, bilesiklerin antimikrobiyal ve antioksidan aktiviteleri hem in
vitro (laboratuvar ortaminda) hem de in silico (bilgisayar simiilasyonlar1 ile) olarak
degerlendirilmistir. Calismanin sonucunda, sentezlenen kalkon tiirevlerinin hem
antioksidan hem de antimikrobiyal 6zellikler gosterdigi rapor edilmistir (67). Bu bulgular,
kalkonlarin yeni antimikrobiyal ve antioksidan ajanlarin gelistirilmesinde umut vadeden

bilesikler oldugunu desteklemektedir.

Aksoz ve arkadaslan tarafindan yapilan bir ¢aligmada, yirmi alt1 adet pirazolin ve
hidrazon tiirevi Claisen-Schmidt kondensasyonu yontemiyle sentezlenmistir. Bu
bilesiklerin potansiyel antioksidan aktiviteleri arastirilmistir. Bilesiklerin antioksidan
aktivite etkinligi in vitro 2,2-azino-bis (3-etil-benzotiazolin-6-siilfonik asit) (ABTS) ve 2,2-

difenil-1-pikrilhidrazil (DPPH) serbest radikal siipiiriicii analizleri aracilifiyla test
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edilmistir. Calismanin sonuglari, sentezlenen bazi bilesiklerin gii¢lii antioksidan 6zellikler
sergiledigini gostermistir (68). Bu bulgular, pirazolin ve hidrazon tlirevlerinin oksidatif
stresle iligkili hastaliklarin tedavisinde yeni terapotik ajanlar olarak potansiyel tasidigini

ortaya koymaktadir.

Hedge ve arkadaslar tarafindan yapilan bir ¢alismada, yeni sentezlenen pirazolin
bilesiklerinin gram-pozitif ve gram-negatif bakterilere kars1 in vitro antimikrobiyal
aktiviteleri ile antioksidan aktiviteleri test edilmistir. Bu kapsamda, kalkonlardan bazik
kosullar altinda ve PEG-400'iin reaksiyon ortaminda basariyla bir dizi pirazolin tiirevi
sentezlenmistir. Sentezlenen pirazolin tiirevlerinin antibakteriyel aktivitelerini incelemek
amaciyla agar diflizyon yontemi kullanilmistir. Gram pozitif S. aureus, B. subtilis ve gram
negatif E. coli’ye karsi in vitro degerlendirilmistir. Antioksidan aktivite tespiti igin ise
DPPH testi uygulanmistir. Calisma sonucunda sentezlenen pirazolin bilesiklerinin belirgin
antibakteriyel ve antioksidan aktiviteler sergileyen giiglii molekiiller oldugu tespit
edilmistir. Bu ¢alisma, pirazolin bilesiklerinin hem antioksidan hem de antibakteriyel etki

acisindan dnemli kullanim potansiyeline sahip oldugunu ortaya koymaktadir (69).

Kahriman’in ger¢eklestirdigi calismada literatiirde daha Once tanimlanmamis,
kalkonlardan pirazolin tiirevi 3 adet yeni bilesik sentezlemistir. Bu bilesikler 3,5-
distibstitiie-2-pirazolin tiirevleridir. Sentezlenen bilesiklerin antioksidan potansiyelleri 2,2-
difenil-1-pikrilhidrazil (DPPH) radikal siiplirme ve Fe(Ill) iyon azaltici antioksidan
kapasite (FRAP) yontemleri araciligiyla arastirilmustir. Ek olarak, tirozinaz ve o-
glukozidaz enzim inhibisyon aktiviteleri de incelenmistir. Elde edilen DPPH ve FRAP
sonuclary,  3-(3-Aminofenil)-5-(3-hidroksifenil)-2-  pirazolin  bilesigi 125 uM
konsantrasyonda sirasiyla % 67.59+0.44 siiplirme aktivitesi ve 0.815+0.009 absorbans
gostererek incelenen tli¢ bilesik arasinda en yliksek antioksidan etkinlige sahip oldugunu
ortaya koymustur. Sentezlenen bilesiklerin a-glukozidaz enzimini inhibe etme
aktivitelerinin ise belirgin diizeyde olmadigi, 3-(2-aminofenil)-5-(3-hidroksifenil)-2-
pirazolin bilesiginin en giicli inhibisyonu (IC50=134.24+£2.51 pM) sergiledigi
gbzlemlenmistir (70).

Ahmad ve arkadaslarinin yriittiigii bir ¢alismada, izoniazid ve fenil-hidrazin
baslangic maddeleri kullanilarak iki farkli pirazolin serisine ait toplam 16 yeni bilesik

sentezlenmistir. Bu bilesiklerin karakterizasyonu spektral veriler (IR, 1H NMR ve kiitle)

ve elementel analiz ¢alismalar1 araciligi ile aydilatilmistir. Ayrica, bu bilesiklerin ¢esitli
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mikroorganizmalara karsi antibakteriyel, antifungal ve antitiiberkiiloz aktiviteleri de
incelenmistir. Aragtirma sonucunda, izoniazidden tiiretilen pirazolinlerin, fenil-hidrazinden
elde edilen pirazolinlere gore daha belirgin antimikrobiyal ve antitiiberkiiloz etkiler
gosterdigi saptanmustir. Iki izoniazid-pirazolin, yani N -(3-(5-(2,4-diklorofenil)-1-
isonikotinoil-4,5-dihidro-1 H -pirazol-3-il)-4-hidroksifenil) asetamid ve N -(4-hidroksi-3-
(1-isonikotinoil-5-(4-nitrofenil)-4,5-dihidro-1 H -pirazol-3-il) fenil) asetamidin genis
spektrumlu antimikrobiyal ve antitiiberkiiloz etkilere sahip 6ncii bilesikler oldugu ortaya
cikmistir. Sentezlenen bu bilesiklerin spesifik ve giiclii antimikrobiyal ajanlar elde

edilmesinde tiirevlestirilebilecegi sonucuna varilmistir (71).

Tok ve arkadaslarinin gergeklestirdigi bir ¢alismada, kalkon tiirevleri baslangic
maddesi olarak kullanilarak dokuz yeni pirazolin tiirevi sentezlenmis ve bu bilesiklerin
antimikrobiyal aktiviteleri incelenmistir. Sentezlenen bilesikler S. aureus, E. coli, P.
aeruginosa, E. faecalis’e kars1t antimikrobiyal etkilerini degerlendirmislerdir. Standart
antimikrobiyal siprofloksasin karsilastirmada kullanilmistir. Bilesikler arasinda en yiiksek
antibakteriyel aktiviteyi siyano ve dimetilamino gruplarini igerenler gdstermistir. Sonuglar,
pirazolin halkasiin antimikrobiyal etki gostermesi agisindan timit verici bir yap1 oldugunu

ortaya ¢ikarmustir (72).

Khan ve arkadaslari, diyabet tedavisinde kullanilabilecek yeni antidiyabetik ajanlar
kesfetmek amaciyla, 18 adet biscoumarin tiirevi bilesik sentezlemislerdir. Bu bilesikler,
alfa-glukozidaz inhibitér potansiyeli acisindan degerlendirilmistir. Calismada ayrica,
biscoumarin tiirevlerinin enzimle baglanma etkilesimlerini anlamak icin molekiiler
yerlestirme (docking) caligmalar1 yapilmistir. Bu amagla MOE-Dock yerlestirme yazilimi
olarak tercih edilmistir. Yapilan degerlendirmeler sonucunda, sentezlenen 18 bilesigin
tamaminin ¢esitli diizeylerde alfa-glukozidaz inhibitdr potansiyeli gosterdigi bildirilmigtir
(73). Bu bulgular, biscoumarin tiirevlerinin diyabet tedavisinde potansiyel ila¢ adaylari
olarak degerlendirilebilecegini ve molekiiler yerlestirme c¢alismalarinin ilag kesif

stirecindeki 6nemini vurgulamaktadir.

Nasap ve ark. antikanser ozelliklere sahip yeni bilesiklerin kesfi amaciyla on bir
adet yeni tiyazolil-pirazolin tiirevi sentezlemislerdir. Sentez bilesiklerinin siklooksijenaz-2
(COX-2) proteininin ongoriilen aktif bolgesi ile olas1 etkilesimlerini géstermek amaciyla
molekiiler docking (yerlestirme) ¢alismalar1 yapilmistir. Elde edilen sonuglar, sentezlenen

bilesiklerden dordiiniin referans ilag olan erlotinib ile kiyaslandiginda giiglii anti-
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proliferatif aktiviteye sahip oldugunu gostermistir. Ayrica, bu bilesiklerden iki tanesinin
COX-2 proteinindeki aktif bolgeye iyi diizeyde baglanabildigi tespit edilmistir. Boylelikle,
pirazolin tiirevlerinin antikanser ajanlarin kesfinde umut vadeden adaylar oldugu

saptanmustir (74).

Kaya ve arkadaglari tarafindan yapilan bir calismada (E)-1-(3-hidroksifenil)-3-
(2,4,6-trimetoksifenil)prop-2-en-1-on (Tx) adli kalkon bilesigi sentezlenerek karakterize
edilmistir. Arastirmacilar, bu bilesigin proteinlerle olas1 baglanma modlarini analiz etmek
icin AutoDock Vina yazilimimi kullanarak molekiiler yerlestirme (docking) ¢alismalari
gerceklestirmislerdir. Yapilan molekiiler yerlestirme c¢alismasi, Tx’in meme kanserine

kars1 etkili olabilecegine dair veriler sunmustur (75).

Bu tez caligmasi, sentezlenen pirazolin ve pirazolin n-asetil analoglarinin biyolojik
aktivite c¢aligmalarina ve molekiiler docking analizlerine yer vermektedir. Calisma
sonuclart  bu bilesiklerle ilgili literatiirdeki mevcut bosluklarin  doldurulmasini
saglayacaktir. Biyolojik aktivite degerlendirmelerinin sonuglar1 bizlere bilesiklerin iyi
derecede antioksidan, antimikrobiyal ve anti-alfa glukozidaz etkiler sergiledigini
gostermektedir. Yeni inhibitor ajanlarin ortaya ¢ikarilma durumu olmasi bakimindan bu tez
preklinik ¢aligmalara onciililk etme potansiyeli bulundurmaktadir. Dahasi, dogal kaynakli

ilag arayisindaki gelecek ¢alismalara bu bilesiklerin temel olusturabilmesi muhtemeldir.
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6. SONUC ve ONERILER

Tez c¢alismasinda sentezlenen biitiin bilesiklerin farkli diizeylerde antioksidan
aktivite sergiledigi tespit edildi. Ozellikle 6, 7 ve 8 numaral bilesikler, diger bilesiklerle
kiyaslandiginda belirgin sekilde daha yiiksek antioksidan aktivite gosterdi. Sentezlenen
bilesiklerin antioksidan etkilerini farkli deneyler araciligiyla daha fazla arastirmak

mimkin olabilir.

6 ve 7 no.lu olanlar haricinde tiim sentez bilesikleri, test edilen mikroorganizmalara
karst1 degisken inhibisyon zonu olusturdu. Bu da sentez bilesiklerinin ¢ogunun
antimikrobiyal aktiviteye sahip oldugu anlamina gelmektedir. Ozellikle 1, 2, 3 ve 4 no.lu
bilesikler test mikroorganizmalarinin tiimiine karsi iyi diizeyde antimikrobiyal aktiviteler
gosterdi. Bilesiklerin antimikrobiyal etkileri farkli mikroorganizmalar kullanilarak daha

fazla arastirilabilir.

Sentezlenmis bilesikler, alfa glukozidaz enzim aktivitesini farkli oranlarda inhibe
etti. Yapilan incelemeler sonucunda, en yiiksek alfa-glukozidaz enzim inhibisyonu 9, 10 ve
12 numarali bilesiklerde saptandi. Bu bilesiklere ait I1Csy degerleri sirasiyla
904.134+23.201, 1071.772+£37.543 ve 1027.468+£38.758 olarak hesaplandi. Bu tez
kapsaminda sentezlenen ve nispeten iyi diizeyde alfa glukozidaz enzim inhibisyonu
gosteren bilesiklerin, diyabet tedavisinde potansiyel kullanilabilirligi baglaminda daha

kapsamli ¢caligmalar ytirtitiilebilir.
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Ek 3. 1 No.lu Bilesigin LC/MS-MS Spektrumu
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Ek 4. 2 No.lu Bilesigin "H-NMR Spektrumu (400 MHz, DMSO-ds)
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Ek 7. 3 No.lu Bilesigin "H-NMR Spektrumu (400 MHz, DMSO-ds)
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Ek 8. 3 No.lu Bilesigin BC-NMR (APT) Spektrumu (100 MHz, DMSO-de)
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Ek 9. 3 No.lu Bilesigin LC/MS-MS Spektrumu

ALIYAZICIOGLU-3 #79-87 RT: 0.35-0.39 AV:9 NL: 1.83E7
T: +p ESIQ1MS [179.070-400.000]

100

241.92

95 o
% HoN E/
85
80
75
70
65
60

55 29587

204.68
50

220.57

30 264.03

308.96
25 194.96
279.08

15 228.90
193.07 217.28 267.95 300.91

109 18481 236.04 353.12 360 12 397.49

55 | ,\AM M‘n U\ Ly e T s e e 349.06 N ser2 ﬁ
“n, ’\ 369.14

0 |d TTT T TT T T T T T T T T T T T TTTTT IJ LI L IMJ%WI TTTT N TTT I/klhli‘h’l TTTTT Iw T %%deﬁ N"NM\ Aﬂ *MWN"«I‘MMMJMJ.M \“

180 190 200 210 220 230 240 250 260 270 280 290 300 310 330 0 390
m/z

N
[
@
©

=




€L

Ek 10. 4 No.lu Bilesigin '"H-NMR Spektrumu (400 MHz, DMSO-d,)

Rezzan Aliyazicioglu-3N4F3K-16-08-24

1H
(o]
+Z
[ gz [
F
i B N B T T
o Somnwooansya o ~
< MMM oo 2] o o
= S8 NANY SN = o
T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T
12.0 11.5 11.0 10.5 10.0 9.5 9.0 8.5 8.0 7.5 6.5 6.0 5.5 5.0 4.5 4.0 3.5 3.0 2.5 2.0
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Ek 12. 4 No.lu Bilesigin LC/MS-MS Spektrumu
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Ek 13. 5 No.lu Bilesigin '"H-NMR Spektrumu (400 MHz, DMSO-d,)
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Ek 15. 5 No.lu Bilesigin LC/MS-MS Spektrumu
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Ek 16. 6 No.lu Bilesigin '"H-NMR Spektrumu (400 MHz, DMSO-d,)
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Ek 17. 6 No.lu Bilesigin *C-NMR (APT) Spektrumu (100 MHz, DMSO-d;)
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Ek 18. 6 No.lu Bilesigin LC/MS-MS Spektrumu
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Ek 19. 7 No.lu Bilesigin '"H-NMR Spektrumu (400 MHz, DMSO-d,)
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Ek 21. 7 No.lu Bilesigin LC/MS-MS Spektrumu
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Ek 22. 8 No.lu Bilesigin '"H-NMR Spektrumu (400 MHz, DMSO-d,)
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Ek 23. 8 No.lu Bilesigin *C-NMR (APT) Spektrumu (100 MHz, DMSO-d;)
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Ek 24. 8 No.lu Bilesigin
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Ek 25. 9 No.lu Bilesigin '"H-NMR Spektrumu (400 MHz, DMSO-d,)

Rezzan Aliyazicioglu-32FPA-29-01-25
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Ek 26. 9 No.lu Bilesigin *C-NMR (APT) Spektrumu (100 MHz, DMSO-d;)
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Ek 28. 10 No.lu Bilesigin '"H-NMR Spektrumu (400 MHz, DMSO-d)
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Ek 29. 10 No.lu Bilesigin BC-NMR (APT) Spektrumu (100 MHz, DMSO-de)
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Ek 30. 10 No.lu Bilesigin LC/MS-MS Spektrumu
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Ek 31. 11 No.lu Bilesigin "H-NMR Spektrumu (400 MHz, DMSO-d)

Rezzan Aliyazicioglu-34FPA-29-01-25
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Ek 32. 11 No.lu Bilesigin BC-NMR (APT) Spektrumu (100 MHz, DMSO-de)

Rezzan Aliyazicioglu-34FPA-29-01-25%
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Ek 33. 11 No.lu Bilesigin LC/MS-MS Spektrumu

ALIYAZICIOGLU-11 #22-29 RT: 0.19-0.25 AV: 8 NL: 1.51E7
T: + p ESIQ1MS [200.070-500.000]

100

396.01

95

90

85 o
"

80
5m

75

70

65

60

55

50

45

40

35

30

25 373.89
279.11
228.98 268.04

20
213.09 235.98 254 .67 301.02

10 238.85 428.01
316 : 475.33
5 L MM M 284.99 308 93 330.98 353'1329 12 381.24 m406<\16 414,
" .,MMl TN, ! i ' )
N VLl L .W‘. o Il)l AL Mu‘uﬂ,ﬁ, L\fkylliwlaﬁf At ,')\”.““"'.A L ity )

220 240 260 28 340 360 380 400
m/z




L6

Ek 34. 12 No.lu Bilesigin "H-NMR Spektrumu (400 MHz, DMSO-d)

Rezzan Aliyazicioglu-34F3PA-29-01-25
1H

4.294
3.954
1352

7.6 7.4

5.0 4.8
f1 (ppm)

4.6

4.4

5 123 E



86

Ek 35. 12 No.lu Bilesigin BC-NMR (APT) Spektrumu (100 MHz, DMSO-de)

Rezzan Aliyazicioglu-ayni-34F3PA30-01-25
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Ek 36. 12 No.lu Bilesigin LC/MS-MS Spektrumu

ALIYAZICIOGLU-12 #55-64 RT: 0.49-0.56 AV: 10 SB: 18 0.41-0.48,0.56-063 NI -4 11F6
T: + p ESIQ1MS [200.070-600.000]
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