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Oz

Bu ¢alismada elektronca zengin azot atomu igeren 5 iiyeli heterosikliklerden biri olan
pirazolin tiirevi 3 adet yeni bilesik kalkonlardan baglanarak sentezlendi. Pirazolinlerin
sahip olduklar: biyolojik ve farmakolojik o6zelligi sebebiyle bu bilesiklerin DPPH
radikal siipiirme ve fosfomolibdenyum indirgeyici giic (PRAP) aktiviteleri ile tirozinaz
ve a-glikozidaz enzim inhibisyon aktiviteleri arastiridi.  Elde edilen veriler
dogrultusunda 4 (1C50=16.68 £ 0.19 uM) ve 6 (1C50=22.60 £ 0.83 uM) nolu bilesiklerin
standart kojik asitten (1Cs0=35.41 + 0.19 uM) daha lyi tirozinaz inhibisyon aktiviteye
sahip olduklar: belirlendi. Bilesiklerin a-glukozidaz enzim inhibisyon aktiviteleri ¢ok
yiiksek olmamakla birlikte 4 (1ICs0=134.24 + 2.51 uM) nolu bilesik en yiiksek aktiviteyi
gosterdi. Bilesiklerin antioksidan aktivite degerlerine bakildiginda ise 5 nolu bilesik en
yiiksek DPPH radikal stiptirme (%67.59 £ 0.44) ve fosfomolibdenyum indirgeyici gii¢
(PRAP, Abs= 0.815 + 0.009) aktivitesini sergiledi. Sonu¢ olarak bilesik yapilarinda
farklihik gosteren -NHz grubunun baglanma pozisyonu, bilesiklerin biyolojik
ozelliklerinde belirgin bir farkliliga sebep olmustur.

Anahtar kelimeler: Pirazolin, tirozinaz ve o-glikozidaz inhibisyonu, DPPH ve PRAP
antioksidan aktivite.

Synthesis and biological activity investigation of new 3,5-
disubstituted-2-pyrazoline derivatives

Abstract

In this study 3 new pyrazolines, one of the electron-rich nitrogen containing
heterocyclics, derivative compounds were synthesized starting from chalcones. Due to
the biological and pharmacological properties of pyrazolines, DPPH radical
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scavenging and phosphomolybdenum reducing power (PRAP) activities and tyrosinase
and o-glycosidase enzyme inhibition activities of these compounds were investigated .
Based on the obtained results, it was determined that compounds 4 (ICso = 16.68 = 0.19
uM) and 6 (1ICso = 22.60 + 0.83 uM) had better tyrosinase inhibitory activities than
standard kojic acid (ICso = 35.41 £+ 0.19 uM). Although the a-glucosidase enzyme
inhibition activities of the compounds were not very high, compound 4 (ICso = 134.24 +
2.51 uM) showed the highest activity. When the antioxidant activity values of the
compounds were examined, compound 5 showed the highest DPPH radical scavenging
(67.59 £ 0.44%) and phosphomolybdenum reducing power (PRAP, Abs = 0.815 +
0.009) activities. As a result, the binding position of the -NH2 group, which differed in
the compound structures, also caused a significant difference in the biological
properties of the compounds..

Keywords: Pyrazoline, tyrosinase and a-glycosidase inhibition, DPPH and PRAP
antioxidant activity.

1. Giris

Tirozinaz, tipta ve kozmetikte olduk¢a 6nemli bir enzim olup melanin sentezinin asiri
olmasindan olusan cilt lekesi gibi hiperpigmentasyon problemlerinde Onemli role
sahiptir [1]. Melaninin asir1 sentezi mantar, meyve ve sebzede meydana gelen
enzimatik esmerlesmenin de sebebi olup bu durum firtinlerin ticari degerini diistirmekte
ve zirai alanda da biiyiik sikint1 olusturmaktadir [2]. Tirozinaz inhibitdrii bilesikler ise
deride, bitkilerde pigmentasyonu Onleyici ve gilines yaniklari sonrasi deri beyazlatici
etkilerinden dolayi lizerinde uzun yillardir ¢alisilan konulardan biri olup giivenilir ve
etkili tirosinaz inhibitorleri tip, kimya, biyoloji, zirai bilimler ve farmakoloji alaninda
bir ¢cok bilim adamiin ilgisini ¢ekmistir [3-4]. Bir baska enzimatik problem olan
Diabetes mellitus; ise giinlimiizde, siklig1 ve yarattigi sorunlar nedeniyle tiim diinyada
onemi gittikge artan bir saglik sorunudur [5]. a-Glukozidaz enziminin yol actigi
Diabetes mellitus tedavisinde ise inhibitér ajanlar is gormektedir. Bu sebeple bir¢ok
bilim adami yeni inhibitorlerin kesfinde ve sentezinde dnemli ¢aligmalar yapmaktadirlar
[6]. Ozellikle elektronca zengin azot atomu iceren heterosiklik bilesikler enzim
inhibisyonunun da yer aldig1 genis biyolojik 6zellikleri ile son yillarin ilgi odag: haline
gelmistir [6-7].

Elektronca zengin azot atomu igeren heterosiklikler ¢esitli biyolojik aktivitelerde 6nemli
role sahiptirler. Bir heterosiklik sistem olan pirazolin tiirevi bilesikler, kalkonlardan
baslanilarak sentezlenebilen [8-11], 1 ve 2 pozisyonunda azot i¢eren 5 iiyeli heterosiklik
sistemler olup biyolojik olarak biiyiilk 6neme sahiptirler [12]. Bu bilesikler dogada
alkaloid, vitamin, pigment, hayvan ve bitki hiicre bilesenleri olarak degisik formlarda
dogada yaygin bir sekilde bulunmaktadirlar [13]. Pirazolin (dihidropirazol) halka
sistemi 3 farkli tautomerik forma sahip olup [14] bu ¢alismada A2-pirazolin (2)
tiirevlerinin 3,5-distibstitiie tlirevleri sentezlenmistir.
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Sekil 1. Pirazolinin tautomerik formlari [14].

Bu bilesikler bir ¢ok ilacin temel yapisini olusturmaktadirlar [9, 12, 15]. Gdstermis
olduklar1 antikanser [16-18], antibakteriyal [19], antifungal [9], antiinflamatuvar [20],
antidepresan [9,12], ziraii ilag [10], antidiabetik [21], analjezik [19-20], antitiiberkiilar
[12], antiviral [12], antioksidan [15], MaO [12], topoizomeraz | & Il [22], tirosinaz [17,
23] inhibitori vb. 6zellikleri farmakoloji, tip ve ziraatte bu bilesikleri 6ne ¢ikarmistir.

Analjezik [12]

~ HO OH _

\
N~NH HN~N

R=Cl, CHjs; Anti-kanser [15] Antifungal [15]

Sekil 2. Literatiirde bulunan baz1 biyoaktif pirazolin tiirevleri.

Fenazon/ amidopiren/ metampiron (analjezik ve antipiretik), azolid/ tandearil (anti-
inflamatuvar), indoksakarb (insektisit) ve anturan/allopurinol (iirikoziirik) molekiilleri

ilag olarak kullanilan sayisiz biyoaktif pirazolin sinifi bilesiklerden sadece bir kagidir
[24].

N N
HN ’ \ /
N X Al
H N / CH
H5C 3
Allopurinol (iirikoziirik) Fenazon (analjezik ve antipiretik)

Sekil 3. Pirazolin halka sistemi igeren bazi ilaglar.
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Literatiirde, pirazolin smifi bilesiklerin degisik sekilde sentezleri mevcuttur [9, 10, 24].
Kalkonlar da, bu bilesiklerin sentezinde énemli ¢ikis bilesikleridir [9-11]. Kalkonlar,
1,3-diaril-2-propen-1-on iskeletini igerdikleri i¢in birgok bilesik smifinin sentezinde
¢ikis olarak kullanilan ozellikle de 5, 6 ve 7 iiyeli heterosiklik bilesiklerin sentezin de
uygun ara trtinlerdir [9-10].

Bu ¢aligmada amino siibstitiic asetofenonlar ve hidroksi siibstitiie benzaldehitten yola
cikarak sentezlenen kalkonlarin hidrazinle Michael katilmasi iizerinden verdikleri
halkalagsma reaksiyonlar1 sonucu pirazolin bilesiklerinin (4-6) sentezi gergeklestirilmis
ve bu bilesiklerin. DPPH radikal siipiirme ve fosfomolibdenyum indirgeyici gii¢
(PRAP) aktiviteleri ile tirozinaz ve a-glikozidaz enzim inhibisyon aktiviteleri
arastirilmistir.

2. Deneysel calismalar

2.1. Coziiciiler ve kimyasallar

Bilesiklerin sentezinde kullanilan 2'/3'/4'-aminoasetofenon, 3-hidroksibenzaldehit,
sodyum hidroksit, hidrazin monohidrat ve asetik asit Merck ve Sigma-Aldrich marka
olup analitik safliktadir. Sentezde, saflastirmada ve diger enstriimental cihazlarda
analiz yapilirken kullanilan etanol, kloroform, dietil eter, etil asetat, hegzan, aseton gibi
¢oziiciiler Merck ve Sigma-Aldrich marka olup analitik safliktadir. Yine NMR
alinirken kullanilan DMSO-ds da Sigma-Aldrich marka olup %99.8 safliktadir.
Antioksidan, tirosinaz ve a-glukozidaz enzimlerinin aktivite dl¢timleri i¢cin kullanilan
akarboz, 2,2-difenil-1-pikrilhidrazil (DPPH), gallik asit (GA), etanol, trizma-baz,
etilendiamintetraasetik asit fosfomolibdik asit, tirosinaz, L-DOPA, kojik asit, tirosinaz
enzimi (E.C.1.14.18.1), a-glukozidaz enzimi (E.C.3.2.1.20) kimyasallar1 da Sigma-
Aldrich (St. Louis, MO, USA)’dan satin alinmistir.

2.2. Enstriimentasyon

Sentezlenen bilesiklerin NMR spektrumlar1 Bruker marka 400 MHz NMR cihazinda
alinmustir. IR spektrumlar1 Perkin-Elmer 1600 FT-IR (4000-400 cm™) spektrofotometre
cthazi, kiitle spektrumlart Micromass Quattro LC-MS/MS spektrofotometre cihazi
kullanilarak alinmistir. Reaksiyon ilerleyisinde ince tabaka kromatografisi kullanilmig
(ITK), saflastirma asamasinda ise kristallendirme yapilmistir. Erime noktalar1 Stuart
marka SMP10 model erime noktasi tayin cihazi kullamlarak belirlenmistir. H-NMR
spektrumlart TMS pikine gore, APT NMR spektrumlari ise DMSO-ds (6 39.7 ppm)
¢ozilicii pikine gore ayarlanmistir. Kiitle spektrumlari elektron sprey (ES) yontemi
kullanilarak alinmistir. ince tabaka kromatografisinde (ITK) normal faz silikajel 60 Fss
kullanilmistir. Ince tabakadaki ayrilmalarin kontrolii igin kabin i¢inde bulunan 254 nm’
lik UV lamba kullanilmistir. NMR spektrumlari alinirken ¢oziicli olarak DMSO-ds
kullanilmistir. Numuneler kuartz NMR tiiplerine konularak 6l¢iimler yapilmistir. FT-IR
spektrumlari katt numuneler iizerinden ve 400-4000 cm™ bolgesinde Slgiimler yapilarak
alinmistir.

2.3. Bilesiklerin sentezi

3,5-Dislibstitiie-2-pirazolin bilesiklerinin sentezlenmesinde ilk olarak ¢ikis bilesikleri
olan amino ve hidroksi siibstitiie kalkon bilesiklerinin (1-3) sentezi Claisen-Schmidt
kondenzasyonu kullanilarak gergeklestirildi. Bu bilesikler bilinen bilesikler olup detayli
sentezleri literatiirde mevcuttur [19].
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3,5-disiibstitiie-2-pirazolin  bilesiklerinin sentezi i¢in ise elde edilen kalkon
bilesiklerinden (1-3) ayr1 ayr1 alinan 10 mmol’liik kisimlar 20 mL kuru etanolde
coziilerek tlizerine stokiyometrik miktarda hidrazin monohidrat ve 2 mL glasiyel asetik
asit ilave edilmistir.  Reaksiyon ilerleyisi ITK ile kontrol edilip tamamlanan
reaksiyonlar bir gece kendi halinde bekletilmistir. Olusan kristaller siiziiliip soguk
etanolle yikandiktan sonra kurutulmus, ITK ile saflik kontrolii yapilmis ve
spektroskopik yontemlerle yapist aydinlatilmigtir. Tiim spektroskopik veriler
hedeflenen yapilar1 dogrular niteliktedir.

[0}
N = NH
OH
OH
| S z Mutlak etanol \ /
| + NHNH;. H)0 — g HZN*
G CH;COOH ]

Geri sogutma, =
6-12 saat

H,N

4: 2-Aminofenil
5: 3-Aminofenil
6: 4-Aminofenil

Sekil 4. 4-6 Nolu bilesiklere (pirazolinler) ait sentez semasi.
2.4. Antioksidan yontemler

2.4.1. DPPH Radikal siipiirme aktivitesinin belirlenmesi

Numunelerin 2,2-difenil-1-pikril hidrazil (DPPH) radikal siipiirme aktivitesi, Blios
yontemine gore gergeklestirilmistir [25]. Kisaca, 0.4 mM DPPH’in metanoldeki
¢ozeltisi iizerine bilesikler ilave edildi. Karanlik bir ortamda oda sicakliginda 30 dakika
inkiibasyonun ardindan 517 nm’de absorbans 6l¢iilmiistiir (Asmek). 0.4 mM 1 mL DPPH
metanoldeki ¢ozeltisinin 517 nm’deki absorbansi dl¢iilmiistiir (Akontrol). Standart olarak
gallik asit (GA) kullanilmigtir. DPPH serbest radikal siipiirme aktivitesi, DPPH
radikallerinin inhibisyonu (% I) seklinde farkli konsantrasyonlari i¢in 1 numarali
formiilden hesaplanmistir. Tim deneyler ii¢ tekrarli gergeklestirilmis ve standart
sapmasi (SD) hesaplanmustir.

Ak()'r'AO'rnek
% inhibisyon = —————— X 100

Aornek Formiil 1

2.4.2. Fosfomolibdenyum indirgeyici antioksidan kapasite élciimii (PRAP)
Fosfomolibdenyum indirgeyici antioksidan kapasite Ol¢iim yontemi %10’luk
fosfomolibdik asit kullanilarak hesaplandi ve standart bilesik olarak kuersetin
kullamilmistir [26]. Ilk olarak etanol igerisinde %10’luk fosfomolibdenyum ¢odzeltisi
hazirlandi ve son hacim 1 mL olacak sekilde ornekler ¢ozeltiye ilaveye edilmistir.
Karisim 80 °C’de 30 dakika inkiibe edilmistir. Bu silire sonunda karisimlarin
absorbanslart 600 nm’de okundu ve kuersetin ile karsilastirilarak fosfomolibdenyum
indirgeyici antioksidan kapasitesi belirlenmistir. Tim deneyler tii¢ tekrarl
gerceklestirilmis ve standart sapmasi (SD) hesaplanmustir.

2.5. Enzim inhibisyonlart

2.5.1. Tirosinaz inhibisyonu

Bilesiklerin tirosinaz inhibisyon kapasitesi, Masuda ve ark. tarafindan gelistirilen, 3,4-
dihidroksi-L-fenilalanin’in (L-DOPA) substrat olarak kullanildigi modifiye dopakrom
yontemi ile spektrofotometrik olarak tayin edilecektir [27]. Standart olarak alfa-kojik
asit’in kulanildig1 deneyler, 96 kuyucuklu mikroplak kullanilarak mikroplak okuyucuda
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(Uv-Spektrofotometre, Multiskan Go) gergeklestirilmistir. Deney protokoliine gore;
hazirlanan bilesiklerin her birinden 20 pL alinarak, daha 6nceden her birine 100 pL
fosfat tamponu (pH 6.8) eklenmis kuyucuklara ilave edilmistir. Bunun iizerine 20 pL.
250 U/mL tirosinaz enzimi ve 20 uL L-DOPA ¢ozeltisi ilave edilmistir. 10 dakika
inkiibasyon siiresinden sonra, mikroplaklar spektrofotometre cihazina yerlestirilerek,
ornekler ve kontroliin absorbanslar1 475 nm dalga boyunda okunadu ve tirosinaz
inhibisyonlar1 Formiil 1’e goére hesaplanmistir. Tim deneyler 1tg¢ tekrarli
gerceklestirilmis ve standart sapmasi (SD) hesaplanmustir.

2.5.2. a-Glukozidaz inhibisyonu

Bilesiklerin a-glukozidaz inhibisyon ozellikleri literatiirde bulunan yontemlerde kiiciik
modifikasyonlar gergeklestirilerek incelenmistir [28]. Akarboz standart bilesik olarak
kullanilmistir. Kisaca 100 pL 0.5 U/mL a-glukozidaz enzimi ve bilesiklerin ¢esitli
konsantrasyonlarini iceren mikroplakalar 15 dakika oda sicakliginda inkiibasyona
birakilmistir. Daha sonra substrat ¢ozeltisi olarak 50 puL 5 mM 4-nitrofenil-a-D-
glukopiranozit ilave edilmistir. 15 dakika inkiibasyona biraktiktan mikroplaka okuyucu
yardimiyla 405 nm’de absorbansi dlgiildiikten sonra bilesiklerin formiil 1 kullanilarak
ICs0 degeri hesaplanmustir.

3. Bulgular

Yapilan ¢alismanin ilk kisminda 6 adet bilesik sentezlenmis olup bunlarin 3 tanesi (4-6)
literatiirde bulunmayan yeni 3,5-disiibstitiie-2-pirazolin tiirevi bilesiklerdir. ~ Bu
bilesiklerin yapilar1 ve adlandirilmalari (Tablo 1), verim, erime Noktasi, Rf, NMR, FT-
IR ve LC-MS/MS degerleri agagida verilmistir.

Tablo 1. Sentezlenen 4-6 nolu 3,5-disiibstitiie-2-pirazolin tlirevlerinin yapilart ve

IUPAC adlandirmalari.
N—NH
/ OH 3-[3-(2-aminofenil)-4,5-dihydro-1H-
pirazol-5-il]fenol
(T
NI 3-(2-aminofenil)-5-(3-hidroksifenil)-2-
? 4 pirazolin
Y OH 3-[3-(3-aminofenil)-4,5-dihydro-1H-
pirazol-5-il]fenol ya da
O O 3-(3-Aminofenil)-5-(3-hidroksifenil)-2-
pirazolin
H,N
5
3-[3-(4-aminofenil)-4,5-dihydro-1H-
N—NH OH pirazol-5-il]fenol
/ ya da
O D 3-(4-Aminofenil)-5-(3-hidroksifenil)-2-
HN pirazolin
6
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4.1. Sentezlenen Bilesiklere Ait Verim, Erime Noktasi, Rf, NMR, FT-IR ve LC-MS/MS
Degerleri

4.1.1. 3-[3-(2-aminofenil)-4,5-dihydro-1H-pirazol-5-il]fenol (4)

Renk: Agcik sar1 kati; Verim (%0): 83; Erime noktas1 (°C): 196-198; Rs: 0.75 (Eter-etil
asetat: 1:1).

FT-IR (cmt): 3671 (O-H), 3471 (N-H), 3384 ve 3326 (NH2), 3061 (Ar-H), 2979-2879
(Alp.C-H), 1621 (C=N), 1594 (C=C), 1260 (C-N).

IH-NMR (400 MHz, CDsOD/DMSO-ds, ppm): 8=2.74-2.67 (dd, J=16.0/ 8.0Hz, 1H,
H-44); 6= 3.33-3.26 (dd, J=16.0/ 8.0 Hz, H-4g); 6= 4.64 (dd, J=10.0/ 8.0 Hz, 1H, H-5);
3= 6.75 (s, 1H, H-2"); 6= 6.63 (d, 8.0 Hz, 1H, H-4"); 6= 7.12 (t, J=8.0 Hz, 1H, H-5"); 8=
6.73 (d, J=8.0 Hz, 1H, H-6"); 6= 6.70 (d, J= 8.0 Hz, 1H, H-3"); 6= 7.32 (t, 7.8 Hz, 1H,
H-4"); 8= 6.60 (t, J=7.8 Hz, 1H, H-5"); 8= 7.12 (d, J=7.8 Hz, 1H, H-6").

13C-NMR (100 MHz, DMSO-ds, ppm): 151.5 (C-3), 42.1 (C-4), 61.9 (C-5), 144.7 (C-
1, 113.3 (C-2'), 157.4 (C-3), 114.7 (C-4), 129.3 (C-5'), 117.3 (C-6"), 114.3 (C-1"),
147.0 (C-2"), 114.0 (C-3"), 128.5 (C-4"), 114.8 (C-5"), 128.4 (C-6").

Pozitif LC-MS/MS m/z (%): 253 (100) [M]*, 239 (55) [M-NH]".

4.1.2. (3-[3-(3-aminofenil)-4,5-dihydro-1H-pirazol-5-il]fenol (5)

Renk: Beyaz amorf kati; Verim (%): 66; Erime noktasi (°C): 192-194; Ry: 0.70 (Eter-
etil asetat: 1:1).

FT-IR (cm): 3671 (O-H), 3470 (N-H), 3384 ve 3326 (NH>), 3055 (Ar-H), 2988-2901
(Alp.C-H), 1634 (C=N), 1593 (C=C), 1256 (C-N).

'H-NMR (400 MHz, CD3OD/DMSO-ds, ppm): 8=2.72-2.66 (dd, J=16.0/ 8.0Hz, 1H,
H-4,); 6= 3.35-3.27 (dd, J=16.0/ 8.0 Hz, H-4y); 6= 4.64 (dd, J=10.0/ 8.0 Hz, 1H, H-5);
5= 6.78 (s, 1H, H-2'); 6= 6.60 (d, 8.0 Hz, 1H, H-4"); 6= 7.10 (t, J=8.0 Hz, 1H, H-5"); 6=
6.74 (d, J=8.0 Hz, 1H, H-6"); 6= 6.68 (s, 1H, H-2"); 6= 6.62 (d, 7.8 Hz, 1H, H-4"); &=
7.18 (t, J=7.8 Hz, 1H, H-5"); 6= 7.22 (d, J=7.8 Hz, 1H, H-6").

13C-NMR (100 MHz, DMSO-ds, ppm): 149.3 (C-3), 40.8 (C-4), 63.3 (C-5), 144.8 (C-
19, 110.9 (C-2", 157.4 (C-3'), 113.2 (C-4"), 129.4 (C-5"), 114.3 (C-6"), 133.7 (C-1"),
113.8 (C-2"), 148.6 (C-3"), 114.1 (C-4"), 128.9 (C-5"), 117.2 (C-6").

Pozitif LC-MS/MS m/z (%): 253 (100) [M]", 239 (30) [M-NHz]".

4.1.3. 3-[3-(4-aminofenil)-4,5-dihydro-1H-pirazol-5-il]fenol (6)

Renk: Parlak beyaz kristal; Verim (%): 88; Erime noktasi (°C): 224-227; Rs: 0.70
(Eter-etil asetat: 1:1).

FT-IR (cm™): 3671 (O-H), 3470 (N-H), 3382 ve 3326 (NH2), 3062 (Ar-H), 2979-2879
(Alp.C-H), 1619 (C=N), 1588 (C=C), 1259 (C-N).

'H-NMR (400 MHz, CD3sOD/DMSO-ds, ppm): 8=2.72-2.66 (dd, J=16.0/ 8.0Hz, 1H,
H-4.); 6= 3.33-3.27 (dd, J=16.0/ 8.0 Hz, H-4p); 6= 4.62 (dd, J=10.0/ 8.0 Hz, 1H, H-5);
8= 6.77 (s, 1H, H-2"); 6= 6.63 (d, 8.0 Hz, 1H, H-4"); 6= 7.10 (t, J=8.0 Hz, 1H, H-5"); 8=
6.76 (d, J=8.0 Hz, 1H, H-6"); 6= 7.31 (d, J=8.0 Hz, 2H, H-2"/6"); 6= 6.54 (d, J=8.0 Hz,
2H, H-3"/5").

13C-NMR (100 MHz, DMSO-ds, ppm): 150.3(C-3), 41.6 (C-4), 63.6 (C-5), 145.5 (C-
19, 113.7 (C-2Y), 157.9 (C-3"), 114.4 (C-4"), 129.8 (C-5), 117.7 (C-6"), 121.4 (C-1"),
127.2 (C-2"/6"), 149.6 (C-4"), 114.0 (C-3"/5").

Pozitif LC-MS/MS m/z (%): 253 (100) [M]".

6 Nolu bilesige ait NMR ve FT-IR spektrumlar1 Sekil 5-7°de verilmistir.
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N—NH
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Sekil 5. 6 Nolu bilesigin *H-NMR spektrumu.
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Sekil 6. 6 Nolu bilesigin *C-NMR (APT) spektrumu.
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Sekil 7. 6 Nolu bilesigin FT-IR spektrumu.

Calismanin ikinci kisminda ise bu bilesiklerin antioksidan ve enzim inhibisyonu
ozellikleri arastirilmistir. Antioksidan aktivite tayininde DPPH radikal siiplirme ve
PRAP yontemleri kullanilmistir. Bu analizlere ait sonuglar Tablo 2 ve Sekil 8’de
verilmistir.

Tablo 2. Bilesiklerin 125 uM konsantrasyonda DPPH radikal siipiirme aktivitesi
fosfomolibdenyum indirgeyici gii¢ aktivitesi (PRAP).

Bilesik no DPPH (%) PRAP (Abs)
4 30.30 £ 0.49 0.597 £ 0.006
5 67.59 + 0.44 0.815 £ 0.009
6 46.80 £ 1.53 0.468 £ 0.008
Gallik asit 85.27+0.07 -
Kuersetin - 0.714 £0.002
90 - 0.9 1
80 0.8 4
70 - 0,7 4
g 60 w 0,6
% 50 | g 05
E 40 - 204
g- 30 1 < 03
E 20 j 02
é 10 0,1
£ 0 . .
4 5 6 GA 4 s 6 QE

Sekil 8. Bilesiklerin 125 uM konsantrasyonda DPPH radikal siipiirme ve PRAP
aktiviteleri.
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Bilesiklerin enzim inhibisyonu o&zelliklerinin belirlenmesinde ise tirosinaz ve o-
glikozidaz enzimlerini inhibisyonlar1 arastirildi. Bu analizlere ait sonuglar Tablo 3’de
verilmigtir.

Tablo 3. Bilesiklerin tirosinaz ve a-glukozidaz enzimlerine karsi ICso degerleri.

Bilesik no Tirozinaz (uM) a-glukozidaz (uM)

4 16.68 +0.19 134.24 £ 2.51

) 15441 +3.41 24843 +4.61

6 22.60 + 0.83 > 250.00
Kojik asit 35.41+0.19 -
Akarboz - 57.97+£0.34

4. Tartisma ve sonuclar

Calisma kapsaminda ilk olarak Claisen-Schmidt kondenzasyonu ile 3 adet kalkon
bilesigi (1-3) [19, 29-30] ve bu bilesiklerin hidrazin hidratla asit katalizli Michael
katilmas1 reaksiyonuyla da molekiiller arasi halkalagsma {irlinii olan 3 adet yeni 3,5-
disiibstitiie-2-pirazolin tiirevi (4-6) sentezlenmistir [31]. Elde edilen bilesiklerin
yapilar1 FT-IR, 'H-NMR, ¥C-NMR (APT) ve kiitle spektral verileri kullamilarak
aydmlatilmistir.  3-6 Nolu bilesiklerin FT-IR spektrumlar1 incelendiginde yapida
siibstitiient olarak bulunan O-H grubuna ait gerilmeler 3671 cm™ ve —NH; grubuna ait
gerilmeler de 3384-3326 cm™ civarinda keskin ikili band seklinde goriilmiistiir.
Pirazolin halka sisteminin varligimin en énemli kanit1 olan N-H, C=N ve C-N gerilme
bantlar1 ise sirastyla 3471-3470, 1634-1619 ve 1256-1260 cm™? araliklarinda
beklenildigi sekilde goriilmiistir. LC-MS/MS spektrumlarina bakildiginda ise m/z
degeri 253 olan molekiiler iyon piki ([M]*) temel pik olarak ortaya ¢ikmistir. 4-6 Nolu
bilesiklerin'H-NMR spektrumlar1 incelendignde § 2.74-2.66 ppm (Cs-Ha) ve & 3.35-
3.26 ppm (Cs-Hg) araliklarinda dubletin dubleti (dd) ve & 4.62-4.64 ppm civarinda
triplet (t) goriiniimli kaynasmis dubletin dubleti yarilmalar sirasiyla pirazolin halkasina
ait geminal —CHz— ve —CH- protonlarina aittir. Bu durum diastereotopik metilen ve
metin protonlarinin karakteristik 6zelligidir ve metilenin (C-4) 6zdes olmayan Ha ve Hg
protonlar1 ile metinin (C-5) Hx protonu arasinda geminal-vicinal etkilesmeyle ABX spin
sistemini olusturmustur (Sekil 9) [17, 31-32].

Sekil 9. Pirazolin halkasinin ABX spin sistemi.

Bilesiklerin *C-NMR (APT) spektrumlar1 incelendiginde 150 ppm civarinda ¢ikan
kuaternerik pik halkalasma sonucu olusan Csz karbonuna ait olup yine 41 ppm
civarindaki —CHa— ile 63 ppm civarindaki —CH- pikleri pirazolin halkasinin en belirgin
kanitlar1 olup yapiyr desteklemektedir. Yine baslangi¢ bilesikleri olan kalkonlarin 190
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ppm civarinda rezoanansa gelen karbonil karbonuna ait pikin kaybolmasi da yapiy1
destekleyen bir baska spektral veridir. Biitiin bu spektroskopik sonuglar yapilarin
onerildigi sekilde oldugunu dogrulamaktadir.  Sentezlenen 4-6 nolu bilesiklere
literatiirde rastlanmamis olup, bu caligmayla potansiyel biyoaktif bilesik tiirevleri
sentezlenmistir. Bilesiklerin NMR spektrumlart DMSO’da ¢oziiniirliikleri iyi oldugu
icin DMSO-dg’da alinmis olup *C- NMR spektrumlari net olmasma ragmen, bu
¢oziiciide 'H-NMR’da beklenen sinyal yarilmalari net bir sekilde goriilememistir. Bu
sebeple 'H-NMR spektrumlart CDsOD/DMSO-ds ¢oziicii karisiminda alimus ve sinyal
yarilmalar1 net bir sekilde goriilmiistiir. Bunun yaninda molekiil yapisinda bulunan ve
doteryum degisimine ugrayabilecek —OH, -NH ve —NH> protonlar1 CD30OD’den dolay1
doteryum degisimine ugramig ve bunlara ait sinyaller spektrumda goriilememistir. Bu
gruplarin varligi ise FT-IR spektrumlari ile desteklenmistir.

Calismanin ikinci kisminda, pirazolinlerin sahip olduklar1 biyolojik ve farmakolojik
ozelliklerden yola ¢ikarak, sentezlenen yeni tiirevlerinde DPPH radikal siipiirme ve
fosfomolibdenyum indirgeyici gii¢ (PRAP) aktiviteleri ile tirozinaz ve a-glikozidaz
enzim inhibisyon aktiviteleri arastirilmistir. Elde edilen sonuglar dogrultusunda DPPH
ve PRAP calismalarinda 5 nolu bilesik125 uM konsantrasyonda sirasiyla % 67.59 +
0.44 siipiirme aktivitesi ve 0.815 £ 0.009 absorbans gostererek ii¢ bilesik arasinda en
yiksek DPPH radikal siiptirme ve PRAP aktivitesiyle en iyi antioksidan oldugunu
gostermistir. Bilesiklerin yapi-antioksidan aktivite iligkileri kalitatif olarak
tartisildiginda her ¢ bilesik yapisimi farklilandiran -NH2 grubunun pozisyonu olup
meta- pozisyonunda en yiiksek aktivite sergilenmistir. Bilesiklerin tirozinaz ve o-
glukozidaz enzim inhibisyonu ¢alismalaridan elde edilen veriler dogrultusunda ise; 4
nolu bilesigin 16.68 = 0.19 pM ve 6 nolu bilesigin 22.60 = 0.83 uM ICso degerleriyle
standart kojik asitten (ICs0=35.41 + 0.19 uM) daha iyi tirozinaz inhibitorleri olduklari
belirlenmistir. Bilesiklerin a-glukozidaz enzim inhibisyon aktiviteleri ¢ok yiiksek
olmamakla birlikte 4 nolu bilesik en yiiksek aktiviteyi (ICs50=134.24 = 2.51 pM)
gostermistir. Yapi-enzim inhibisyonu aktivitesi genel olarak tartisildiginda ise -NH>
grubunun —orto pozisyonda olusu enzim inhibisyonunu artirmigtir. Sentezlenen 4-6
nolu bilesiklere literatiirde rastlanmamis olup, bu calismayla potansiyel biyoaktif
pirazolin tiirevleri sentezlenmistir.

Tesekkiir

Yapilan caligmada biyolojik aktivite testlerindeki katkilarindan dolayr Ars. Gor. Burak
BARUT a tesekkiir ederim.
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