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OZET

PIPERAZIN HALKASI iCEREN BENZIMIDAZOL TUREVI BILESIKLERIN
a-GLUKOZIDAZ INHIBITOR OZELLIKLERININ VE ANTIOKSiDAN
AKTIVITELERININ INCELENMESI

Mehmet YAZICI

Recep Tayyip Erdogan Universitesi
Fen Bilimleri Enstitiisii
Kimya Anabilim Dah
Yiiksek Lisans Tezi
Danismani: Doc¢. Dr. Nimet BALTAS

Bu ¢alismada piperazin halkasi i¢eren benzimidazol tiirevi bilesiklerin a-glukozidaz inhibitor
Ozellikleri, antioksidan aktiviteleri ve serbest radikal temizleme aktiviteleri incelendi. o-
glukozidaz ezimine karsi en etkili inhibitor aktivitesi gosteren 12 numarali bilesigin ICsy degeri
2,340+0,014 pg/mL bulundu. Ayrica, yarigmali inhibisyon gésteren 12 numarali bilesigin Km ve
Vmaks degeri sirasiylal,031 mg/mL vel53,846 U/mL olarak hesaplandi. Antioksidan aktivite
tayini icin CUPRAC ve FRAP yontemleri kullanildi. Bilesiklerin TEAC degerleri 2,378+0,059 -
3,52940,035mM Troloks/mg bilesik aralifinda oldugu hesaplandi. Bilesiklerin FRAP degeri
mM FeSO,.7H,O / mg bilesik olarak belirlendi. Bilesiklerin serbest radikal temizleme
aktivitelerinin tayini i¢in DPPH ve ABTS yontemleri kullanildi. Bilesiklerin 800, 200 ve 50
pg/mL son konsantrasyonlar da iyi derecede DPPH radikali temizleme aktivitesi gosterdigi

bulundu.

2019, 39 sayfa

Anahtar Kelimeler: Benzimidazol Tiirevi Bilesikler, a-Glukozidaz inhibisyonu, Antioksidan
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ABSTRACT

INVESTIGATION OF a-GLUCOSIDASE INHIBITORY PROPERTIES AND
ANTIOXIDANT ACTIVITIES OF BENZIMIDAZOLE DERIVATIVE COMPOUNDS
CONTAINING PIPERAZINE RING

Mehmet YAZICI

Recep Tayyip Erdogan University
Graduate School of Natural and Applied Sciences
Department of Chemistry
Master Thesis
Supervisor: Assoc. Prof. Dr. Nimet BALTAS

In this study, a-glucosidase inhibitory properties, antioxidant ectivities and free radical
scavenging activities of benzimidazole derivatives containing piperazine ring was investigated.
ICso value of compound 12 showing the best inhibitory activity against a-glucosidase enzyme
was found 2,340+0,014 pg/mL. Also, K., and V.« values of compound 12 were calculated as
1,031 mg/mL and 153,846 U/mL, respectively. CUPRAC and FRAP methods were used for
antioxidant activity determination. TEAC values of compounds were calculated to be in the
range of 2,378+0,059 - 3,529+0,035mM Trolox /mg compound. FRAP values of compounds
were determined as mM FeS0O,.7H,O / mg compound. DPPH and ABTS methods were used for
determination of free radical scavenging activities of the compounds. The compounds were
found to exhibit good DPPH radical scavenging activity at final concentrations of 800, 200 and
50 pg/mL.

2019, 39 pages

Keywords: Benzimidazol Derivative Compounds, a-Glucosidase Inhibition, Antioxidant
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SEMBOLLER ve KISALTMALAR DiZiNi
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1.GENEL BILGILER

1.1.Giris

Heterosiklik bilesikler, biyolojik sistemlerdeki fonksiyonlari nedeniyle énemli bir
bilesik smifin1 olusturur. Bu bilesiklerin i¢in debenzimidazol halkasi iizerinde yapilan
farkli substitiisyonlarla ¢ok farkli farmakolojik etkiler ortaya ¢ikmakta olup bu durum
arastirmacilarin ilgisini ¢gekmektedir. Bu ilginin nedeni, benzimidazol yapisinin kimyasal
olarak aktif olmasi ve tiirevlerinin farkli biyolojik etki gostermesidir. Benzimidazol
cekirdegi de yapisal olarak piirin bazlarinin yapisina benzemekte Ve vitamin By,
tiirevlerinin yapisinda bulunmaktadir (Townsend ve Revankar,1970). Organizmanimn
tanidig1 diisiik toksidite, yiiksek stabilite, metaller ile baglanma, elektronik ve sterik
Ozellikleri nedeni ile benzimidazol halkasi kimyacilar i¢in onem tagimaktadir (Alpan

vd.,2009 ; Keri vd., 2015).

1,3-Benzodiazol imidazol halkasinin 4. ve 5. konumlarindan benzene baglanmasi
ile meydana gelmis heteroaromatik bir halka sistemidir (Sekil 1) (Devivar vd., 1994).
Benzimidazol halka yapist iki farkli yapida azot atomu tagimaktadir. Uzerinde hidrojen
atomu tagiyan azot “imino azotu” veya “pirol azotu”, tersiyer yapidaki diger azot ise
“piridin azotu” veya “tersiyer azot” olarak adlandirilmaktadir. Imino azotunun tasidig
hidrojen atomuna da, “imino hidrojeni” denir. Numaralandirmaya imino azotundan
baglanir ve tersiyer azot atomuna 3 numara verilerek devam edilir (Sundberg ve Martin,
1974).

1
7 H
6 N
2
g,
4 3

Sekil 1. Benzimidazol yapisi.

Benzimidazol tiirevi bilesikler kristal yapili, genellikle yiiksek erime ve kaynama

sicakligina sahip, polar coziiciilerde i1yi ¢Oziinen, apolar coziiciilerde az ¢oziinen
1



bilesiklerdir. imino hidrojeni tasiyan benzimidazollerin zayif bazik 6zelliginin yani sira,
zayif asit 0zellige de sahip olmas1 amfoter karakter kazandirir. Bazik karakterlerin asit
karakterlerinden daha fazla olan benzimidazollerin bazik o6zellikleri, tzerlerindeki
ortaklasmamis elektron ¢iftini, reaksiyona girdikleri atom veya gruba verebilme
ozelliginde olan tersiyer azot atomundan kaynaklanmaktadir. Asit &zelliklerini,
tasidiklar1 imino hidrojenini ortama proton halinde vererek gosteren benzimidazoller,
elektron ¢ekici gruplar ile substitiie edilirse asit ozellikleri artar (Sundberg ve Martin,
1974 ; Curini vd.,1990).

Calismalar sonucu elde edilen pek ¢ok benzimidazol bilesigi endiistride, tip ve
farmasotik kimyada genis bir kullanim alanina sahiptir.Tespit edilen bu farmakolojik
aktiviteler arasinda antihelmintik (Habernickel, 1992), antibakteriyel (Nofal ve Ark,
2002), antiviral (Keurulainen vd.,2010), antifungal (Going ve Mayer, 1995),
antihistaminik (Meanwell ve Krystal, 2007), antiprotozol (Kazimierczuk vd., 2002),
antililser (Patil vd., 2008), antikanser (Demirayak vd., 2011), antikonviilzan (Ramya vd.,
2010), antidiyabetik (Hemalatha wvd., 2006), antihipertansif (Kuba vd., 1993),
antioksidan (Kus vd., 2008), analzejik (Alagoz vd., 2004), anti-inflamatuar (Savall vd.,
2010), tireaz inhibitorii (Karaali vd., 2018), ksantin oksidaz inhibitorii (Baltas vd., 2017)
ve lipaz inhibitorii (Mentese vd., 2018) 6zellik lerisayilabilir.

Farmakolojik endiistride, fonksiyonel oOzellikteki degerli bilesiklerin hizli ve
ekonomik olarak sentezlenmesine iliskin teknolojiye ilgi gittikce artmaktadir. Bu
baglamada yapilan bu tez calismasinin amact biyolojik aktiviteleri incelenmemis
piperazin halkas1 igeren benzimidazol tiirevi bilesiklerin o-glukozidaz inhibit6r
ozelliklerini ve farkli antioksidan aktivite tayin yontemleri ile antioksidan kapasitelerini

tayin etmektir.

1.2. Literatiir Ozeti

Bektas vd. (2018), baz1 yeni 2-(3-florobenzil)-1 H- benzimidazol tiirevi bilesikleri
sentezledikten sonra antioksidan ve antimikrobiyal aktivitelerini incelemislerdir.
Bilesiklerin 250-1000 pg/mL aralifinda farkli konsantrasyonlar da DPPH radikal
temizleme aktivitelerinin 6lglilmustiir. En yiiksek ve en diisiik SCso degerlerinin 6390,64

2



+ 228,71 ve 1317,13 + 161,39 oldugunu saptamislardir. Ayrica sentezlenen bilesiklerin
antioksidan aktiviteleri metal selatlama aktivitesi yontemleri kullanilarak tayin
edilmistir. Calismada sentezlenen bilesiklerin orta derecede antibakteriyel aktivite

gosterdigi belirtilmistir.

Baltas vd. (2016), bir seri tetra-substitiie benzimidazol tiirevi sentezledikten sonra
bilesiklerin {irecaz inhibisyonu, anti-ksantin oksidaz (anti-XO) ve antioksidan
aktivitelerini incelemislerdir. Bazi bilesiklerin énemli derecede ABTS™ radikal katyon
temizleme aktivitesi (SCso: 9,51-70,43 pg/mL) ve bakir indirgeyici antioksidan kapasite
(CUPRAC) tayininde yiiksek derecede aktivite gosterdigini belirtmislerdir. 6d kodlu
bilesigin, 125 pg/mL derisimde en yiiksek anti-ksantin oksidaz (XO) aktivitesi
gosterdigini ve en aktif lireaz inhibisyonuna sahip bilesigin 7,41+£0,13 pg/mL ICs
degeriyle (5b) oldugunu tespit etmislerdir.

Bekircan vd. (2016), baz1 yeni floriir i¢eren 1,2,4-triazol-5-on tiirevi bilesikleri
sentezleyip anti-iireaz, anti-ksantin oksidaz ve antioksidan aktivitelerini incelemislerdir.
Bilesiklerin ABTS™ radikal katyon temizleme ve CUPRAC antioksidan aktivite
yontemine gore ¢ok gii¢lii antioksidan aktivite sergiledigini belirtmislerdir. Sentezlenen
bilesikler icerisinde 3a, 3b, Sa, 5b, 6a, 6b, 8a, 8b, 9a ve 9b kodlu bilesiklerin ¢ok giiclii
antioksidan aktivite gosterdigini, 4a bilesiginin iyi derecede ksantin oksidaz ve 9a ve 9b

bilesiginin oldukga giiclii iireaz inhibisyonu gosterdigini ifade etmislerdir.

Yilmaz vd. (2017), triazol ¢ekirdegi iceren yeni benzimidazol tiirevi bilesikleri
sentezleyip, yapilarin1 aydinlattiktan sonra antioksidan aktivitelerini incelemislerdir.
Bilesiklerin radikal temizleme aktivitelerini 6lgmek icin DPPH ve ABTS yontemlerini,
antioksidan kapasitesini degerlendirmek i¢in CUPRAC yontemini kullanmiglardir.
Sentezlenen bilesiklerin ABTS yonteminde 3 pg/mL konsantrasyon da oldukga iyi
radikal temizleme aktivitesi (%52,46 - %83,30) gosterdiklerini bulmuslardir. Ayrica
DPPH yontemine gore 2b, 2c, 3a, 3¢ ve 3f bilesiklerinin SCsp degerinin standart olarak
kullanilan biitillenmis hidroksi toliien den (BHT) daha etkin oldugunu gostermislerdir.
Calismada kullanilan ABTS radikal temizleme sonuglar ile antioksidan aktivite yontemi
olan CUPRAC sonuglari arasinda pozitif bir iliski oldugunu (R®= 0,8896) ifade
etmiglerdir. Ayrica DPPH yonteminde elde edilen SCsp degerleri ile CUPRAC

3



yonteminde hesaplanan TEAC (Troloks Esdegeri Antioksidan Kapasite) degerleri
arasinda negatif bir iligkinin oldugunu (R*= 0,9260) belirtmislerdir.

Karaali vd. (2018), triazol, oksadiazol ve tiyadiazol i¢eren benzimidazol tiirevi bir
grup bilesik sentezledikten sonra bilesiklerin in vitro olarak anti-tireaz, antiksantin
oksidaz ve antioksidan aktivitelerini incelemislerdir. Sentezlenen bilesikler arasinda 9c
bilesiginin en etkili ksantin oksidaz inhibisyonu gosterdigini ve ICsy degerinin
12,30+0,33 oldugunu belirtmislerdir. Ayrica, 7a kodlu bilesigin calismada kullanilan
tiyolire ve asetohidroksamik asit standartlarina alternatif olarak c¢ok etkin iireaz
inhibitori (ICso= 13.0440.89)olabilecegini ifade etmislerdir. Sentezlenen bilesiklerin
antioksidan aktivitesi CUPRAC ydntemi, serbest radikal temizleme aktiviteleri DPPH ve
ABTS radikal temizleme yontemleri kullanilarak tayin edilmistir. CUPRAC y6nteminde
oldukea iyi aktivite gosteren 4 ve 7a kodlu bilesiklerin TEAC degerlerini sirasi ile 9,31
ve 9,44 mM Troloks/ mg madde olarak hesaplamislardir. Ayrica, 4 ve 7a kodlu
bilesiklerin DPPH yonteminde de SCsy degerlerini sirasiyla 6,37 ve 6,58 pg/mL olarak
hesaplamislar ve standart olarak kullanilan askorbik asitten daha etkin radikal temizleme
aktivitesi gosterdigini belirtmislerdir. ABTS yonteminde bilesiklerin 6,0 pg/mL, 1,5
pg/mL ve 0,38 pg/mL son konsantrasyon da radikal temizleme aktivitelerini 6lgmiisler
ve CUPRAC metodunda aktif oldugu tespit edilen biitiin bilesiklerin 1,5 pg/mL son
konsantrasyonda ortamda var olan radikalin %350’ sinden fazlasin1 temizledigini

hesaplamiglardir.

Baltas vd. (2017), bir seri 5,6-dimetil-2-(4-floro/kloro/bromo/metil/nitrobenzil)-1H
benzimidazol tiirevi bilesiklerin antioksidan aktivitesini, antimikrobiyal aktivitesini ve
ksantin oksidaz inhibitdr Ozelliklerini incelemislerdir. Bilesiklerin kullanilan Bacillus
cereus 702 Roma, Bacillus megaterium DSM-32, Bacillus subtilis C41015, Escherichia
coli ATCC 35218, Enterococcus cloaceae, Pseudomonas aeruginosa ATCC 43088,
Staphylococcus aureus ATCC 25923, Yersinia pseudota ATCC911 suslarina karsi iyi
antimikrobiyal aktivite gosterdigini ifade etmislerdir. CUPRAC metoduna goére en iyi
antioksidan aktiviteyi 4c bilesiginin gosterdigini ve DPPH yonteminde 10,21 pg/mL
ICs0 degeri ile en aktif bilesigin 4c oldugunu hesaplamiglardir. Sentezlenen bilesikler
arasinda ICsp degeri 18,83+0,22 olan 2f bilesiginin en etkin ksantin oksidaz inhibitorii

oldugunu belirtmislerdir.



Mentese vd. (2015), benzimidazol, tiyofen ve 1, 2, 4 triazol yapilarini igeren yeni
bir seri triheterosiklik bilesikler sentezlemislerdir. Sentezlenen ve yapilar1 farkl
yontemlerle aydinlatilan bilesiklerin antioksidan aktivitesini CUPRAC yontemi ile
serbest radikal temizleme aktivitesini ise DPPH ve ABTS yontemlerini kullanarak
incelemiglerdir. CUPRAC yonteminde en aktif olan 5c bilesiginin TEAC degerini
1,476+0,025 olarak hesaplamislardir. DPPH radikal temizleme aktivitesi en etkin olan
5c bilesiginin SCsp degeri 9,89+0,07 pg/mL olarak bulmuslardir. Sentezlenen
bilesiklerin ¢aligilan beg farkli konsantrasyon da (6,25 pg/mL, 3,13 pg/mL, 1,56 pg/mL,
0,78 pg/mL ve 0,39 pg/mL) iyi derecede ABTS™ radikal temizleme aktivitesi
gosterdigini belirtmislerdir.

Usta vd. (2015), sentezledikleri bir seri yeni benzimidazol tiirevi bilesiklerin
radikal stiptirme aktivitelerini DPPH ve ABTS yontemlerini kullanarak incelemislerdir.
DPPH yonteminde kullanilan BHT standardindan daha etkin aktiviteyi gosteren 7a ve 7b
bilesiklerinin SCsp degerini sirastyla 13,46+0,02 ve 13,27+0,09 pg/mL olarak
hesaplamiglardir. ABTS metodunda ise en etkili radikal temizleme aktivitesini
9,51+0,06ug/mL SCsq degeri iledb bilesiginin gosterdigini ifade etmislerdir. Sentezlenen
bilesikler arasinda 4b, 6a, 6b, 7a ve 7b bilesiklerinin iy1 derecede radikal temizleme

aktivitesi gosterdigini belirtmislerdir.

Ozil vd. (2018), C-6 pozisyonunda morfolin ve piperazin igeren benzimidazol
tiirevi bilesikleri sentezledikten sonra a-glukozidaz inhibitor 6zelliklerini ve antioksidan
aktivitesini incelemislerdir. a-glukozidaz enzimi {izerine akarbozdan daha etkili
inhibisyon gosteren le ve 2e bilesikleri i¢in ICso degerini sirasiyla 7,02+0,78 ve
6,94+0,68 uM olarak hesaplamiglardir. Bilesiklerin antioksidan aktivite c¢aligsmalari
sonucunda, FRAP degerlerini 1,141-12,943 mM FeSO4.7H,0/mg bilesik konsantrasyon
araliginda oldugunu bulmuslardir. CUPRAC yontemi aktivite sonuglarini ise 5,511 ile
19,703 mM Trolox/mg bilesik araliginda oldugunu hesaplamislardir. Bilesiklerin radikal
temizleme aktivitesi ABTS ve DPPH yontemlerini kullanarak farkli konsantrasyonlar da

incelemisler ve oldukea iy1 aktivite gosterdiklerini belirtmislerdir.

Mentese vd. (2018), bir seri benzimidazol ve bisbenzimidazol tiirevi bilesikleri

sentezleyip, obezite ile birinci dereceden iliskili olan lipaz enzimi iizerine inhibitor
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etkilerini incelemislerdir. Sentezlenen bilesikler igerisinde, 7a, 8a ve 8c bilesiklerinin en
etkili anti-lipaz aktivitesi gosterdigini ifade etmislerdir. 7a, 8a ve 8c bilesikleri i¢in ICs
degerini sirasiyla 1,72+0,12 puM, 1,92+0,28 uM ve 0,98 +0,07 uM olarak

hesaplamiglardir.

Khanaposhtani vd. (2018), akridin bagli tiyoasetamit tiirevi bir seri yeni bilesikler
sentezledikten sonra, sitotoksik aktivitesi ve o-glukozidaz enzimi iizerine inhibisyon
etkilerini incelemiglerdir. Sentezlenen bilesiklerin ¢ok 1iyi derecede a-glukozidaz
inhibisyonu gosterdigini ve ICsg degerlerinin 80,0+2,0 ile 383,1+2,0 uM araliginda
degistigini bildirmislerdir. ICso degeri 80,0+2,0 uM olan 9b bilesiginin en etkili inhibitor
aktivitesi gosterdigini hesaplamislardir. Sitotoksisite calismalar1 sonucunda 9c, 9d ve 9n
bilesiklerinin normal insan hiicre HDF serisine karsi toksit etki gostermedigini ifade

etmislerdir.

Nikookar vd. (2018), bir seri yeni dihidroprano[3,2-c] kuinolin tiirevi bilesikleri
sentezleyip ¢esitli spektrofotometrik yontemler ile karakterize ettikten sonra in-vitro
olarak maya a-glukozidaz1 iizerine inhibisyon etkilerini calismiglardir. Sentezlenen
bilesiklerin olduk¢a iyi inhibitdr aktivitesi gosterdigini belirtmislerdir. Inhibisyon
calismasinda standart olarak kullanilan akarboz icin ICso degerini 750,0+1,5 uM olarak
hesaplamiglardir. Akarboza nazaran oldukga giiclii inhibitor aktivitesi gosteren 6d ve 6e
bilesikleri icin ICsg degerini ise sirastyla 10,3+0,3 uM ve 15,7+0,5uM olarak
bulmuslardir. Ayrica 6a, 6d, 6¢e, 6g, 6j ve 6l bilesiklerinin MDA-MB231, MCF-7 ve T-

47D gogiis kanseri hiicre hatlarinda toksin etki gostermedigini ifade etmislerdir.

Adib vd. (2018), 6-amino-pirido[2,3-d]pirimidin tiirevi bir gurup bilesik
sentezledikten sonra a-glukozidaz enzimi iizerine inhibisyon etkilerini incelemisler ve
molekiiler modellemesini yapmislardir. Sentezlenen bilesikler igerisinde 3a-S Serisi
bilesiklerin maya a-glukozidazina karsi miikemmel inhibisyon gosterdigini ifade
etmislerdir. Bilesiklerin ICso degerlerinin 78,0+2,0uM ile 252,4+1,0uM araliginda
degistigini ve en aktif bilesik olan 30’ nun akarbozdan 10 kat daha aktif oldugunu
belirtmislerdir.



Ding vd. (2018), oksalksanton tiirevi bilesikleri sentezledikten sonra, bu
bilesiklerin a-glukozidaz enzimi iizerine inhibisyon etkilerini, inhibisyon c¢esidini ve
sinerjetik etkisini incelemislerdir. En etkili inhibisyon gdsteren15 numarali bilesigin ICsp
degerini 6,3+0,4 puM olarak bulmuslardir. 4, 15, 16 ve 20 numarali bilesikler i¢in
inhibisyon ¢esidini yarigmali, yarismasiz, yarismasiz ve yarismasiz inhibisyon olarak
bulmuslardir. Molekiiler modelleme ¢alismasinda ise sentezledikleri ksanton tiirevi

bilesiklerin enzime farkli bolgelerden baglanabildigi sonucuna varmislardir.

Arshad vd. (2017), 5-bromo-2aril benzimidazol tiirevi bilesikleri bilesikleri
sentezledikten sonra iireaz ve o-glukozidaz inhibitor Ozelliklerini ve sitotoksik
aktivititelerini incelemislerdir. Bilesiklerin {ireaz enzim inhibisyon c¢aligmalari
sonucunda ICsp degerlerinin = 8,15+0,03-354,67+0,19 uM araliginda degistigini
bulmuslardir. Kullanilan tiyoiire standardi ile kiyaslandiginda, en etkin anti-lireaz
aktivitesi gosteren bilesikler ve ICsp degerlerini 7 (12,07+£0,05 uM), 8 (10,57+£0,12 uM),
11 (13,76+£0,02 uM), 14 (15,70+0,12 puM) ve 22 (8,15+0,03 pM) olarak
hesaplamiglardir. Sentezlenen 25 adet bilesigin farkli konsantrasyonlar da ve orta
derecede a-glukozidaz inhibisyon aktivitesi gosterdigini ve 3T3 fare fibroblast hiicreleri
tizerine nontoksit oldugunu ifade etmisledir. ICsy degeri 24,96+0,09 uM olan 12

numarali bilesigin en aktif a-glukozidaz inhibitorii oldugu belirtilmistir.

Ozil vd. (2016-a), benzimidazol tiirevi bir grup yeni bilesik sentezleyip maya a-
glukozidaz1 tizerine inhibisyon ¢alismalari yapmislardir. Sentezlenen bilesikler
icerisinde 6a, 8a, 4b, 5b, 6b ve 7b kodlu bilesiklerin gii¢lii inhibitor etkisi sergiledigini
belirtmislerdir.

Zawawi vd. (2016), bir seri yeni benzimidazol hidrazon tiirevi bilesikleri
sentezledikten sonra farkli spektroskopik yontemlerle karakterize ederek a-glukozidaz
inhibitdr  o6zelliklerini  incelemislerdir. Sentezlenen 26 yeni bilesigin farkh
konsantrasyonlar da enzimi inhibe ettigini ve bilesiklerin ICsp degerinin 8,40+0,76 uM
ile 179,71+£0,76 uM araliginda degistigini bulmuslardir.

Ozil vd. (2016-b), bisbenzimidazol tiirevi bilesikleri mikrodalga teknigi kullanarak
sentezledikten sonra, anti a-glukozidaz aktivitesini incelemislerdir. Enzim inhibisyonu
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calismasinda standart olarak kullanilan akarbozun ICsy degerini 13,34+1,26 uM olarak
bulunmustur. Sentezlenen bilesikler igerisinde en etkin inhibitdr aktivitesini ICso degeri
olan 0,44+0,04 uM ICsg degeri ile 3b bilesiginin gosterdigini bulmuslardir. Ayrica 1b,
2b, 4b, 5b ve 6b bilesiklerinin de iyi derecede inhibisyon gosterdigini ifade etmislerdir.

Kahveci vd. (2013), mikrodalga yontemini kullanarak bir seri benzimidazol tiirevi
bilesikleri sentezledikten sonra antiviral, anti-timor ve obezite ile yakindan iligkili lipaz
enzimi {izerine inhibisyon etkilerini incelemisledir. Sentezlenen bilesiklerden alt1
tanesinin farkli konsantrasyonlar da anti-lipaz aktivitesi gosterdigini ve %6 geriye kalan
aktivite degeri ile en etkili bilesigin 3¢ oldugunu belirtmiglerdir. Sentezlenen bilesiklerin
hepsinin adenokarsinoma (CT26) ve melanoma (B16F10) kanser hiicre serilerine karsi

etkin aktivite gdsterdigini ifade etmislerdir.

1.3. a-Glukozidaz Enzimi

a-Glukozidaz enzimleri ince barsagin fircamsi yiizeyinde bulunurlar ve kompleks
karbonhidratlarin pargalanmasindan sorumludurlar. Bu enzimler oligo ve disakkaridleri
monosakkaridlere yikarlar. Monosakkaridler de bagirsak duvarindan kolayca emilip
kana gecerler. a-Glukozidaz enzim inhibitdrleri bu enzimleri yarigmali olarak inhibe
ederler. a-glukozidaz enzimi sukraz, maltaz, (sekil 2) izomaltaz, laktaz olarakta
bilinirler. Ulkemizde piyasada bulunan ve tibbi olarak kullanilan tek a-glukozidaz
inhibitorii akarbozdur (sekil 3). Akarboz sukroz, nisasta, maltoz ve kompleks
karbonhidratlarin ince bagirsaktaki emilimini belirgin olarak geciktirir ve azaltir. Bu
yizden akarboza alternatif inhibitorlerin  gelistirilmesine yonelik ¢alismalar

yapilmaktadir.



Sekil 2.a0-Glukozidaz (Maltoz) yapisi
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Sekil 3. Akarbozun molekiil yapisi

a-Glukozidazlar (o-D-glukozit glukohidrolaz, ekzo-a-1,4-glukozidaz) bitkiler,

hayvanlar ve mikroorganizmalardakarbonhidratmetabolizmasinda anahtar rol oynarlar.

Mikroorganizmalarda olduk¢a yaygin olup ¢esitli bakteri, maya ve kiiflerden hiicre dis,

hiicre igi veya hiicreye bagli formlar1 saflagtirilarak karakterize edilmistir (Bourne ve

Henrissat, 2001). izole edilerek saflastirilan Okaryotik a-glukozidazlarina; bir maya olan

Saccharomyces italicus Y1225 (Halvorson ve Ellias, 1958), bir kiif olan Aspergillus

niger (Lee, Y.E., 2000.) ve insan lizozomal a-glukozidazi (Hermans vd., 1991) 6rnek

verilebilir.



Mikroorganizmalar tarafindan nisasta par¢alanmasmin son basamagi a-
glukozidazlar ile gergeklestirilir. a-Amilaz, amiloglukozidaz ile pullunaz gibi nisastaya
etki eden diger glukozil hidrolaz enzimlerinin katalizi ile olusan kisa zincirli
maltooligosakkaritlerdeki o-1,4 glukozidik baglarimi spesifik olarak pargalayip o-D-
glukoz monomerlerini olustururlar (sekil 4 ). Nisasta ve glukojen gibi a-glukanlar1 da
hidrolize edebilme yetenegine sahiptirler. Glukozil hidrolazlarin 13. ve 31. familyalarina
dahil olan a-glukozidazlar, substrat spesifikligine, etki mekanizmasina, substrata etki
sekline ve aminoasit dizisinin benzerligine gore siniflandirilirlar. Enzim kaynagina goére
a-glukozidazlarin  hiicredeki konumlari, sicaklik ve pH istekleri ile substrat
spesifikliklikleri degisiklik gostermektedir. Bu da organizmalarin kullandigi farkl
metabolik yollardan kaynaklanmaktadir (Celik, 2007).

siklodekstrin
Z-ani] glukozil transferaz
/ siklodekstrin
oL~ s1ar
dekstrin
00'0. pullunaz IT
diizlemsel
oligosakkaritler
-
() o0
glukoz maltox o-@ o-0-@ maltotrioz
malioz ve ‘,luhoz
B-sumar deksirin O-® maltox

duzlemsel @ glukox

oligosakkaritler ocf

Sekil 4. Nisastanin enzimlerle hidrolizi sonucu olusan maltooligosakkaritler ve glukoz
molekiilleri.

Inhibitér varligindaki enzimatik reaksiyonlar geri doniisiimlii ve déniisiimsiiz
olmak iizere ikiye ayrilir. Geri doniisiimlii reaksiyonlar ise yarismali ve yarismasiz
olmak tizere iki grupta toplanir. Yarismali inhibitorler substrata ¢ok yakin bir yapiya
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sahip oldugundan enzime baglanmalar1 ayn1 substrat gibidir. Ancak ortamdaki substrat
miktar1 ytikseltildiginde inhibitoriin etkisi azalarak reaksiyon hizi artar. Yarigmasiz
inhibitorler ise enzimin ya aktif bolgesine ya da aktif merkez disinda kalan bir bolgeye
baglanarak enzimde yapisal olarak degisiklige sebep olur. Bu nedenle substrat miktar1

arttirilsa da enzimin ti¢ boyutlu yapist bozuldugu i¢in inhibisyon derecesi azalmaz.

1.4. Serbest Radikaller ve Antioksidanlar

Serbest radikal molekiilleri eslenmemis elektron igeren, ¢ok kararsiz, diger
molekiillerle ¢ok hizli reaksiyona giren ve kimyasal olarak kararli hale gelebilmek
i¢in elektron almaya gereksinim duyan molekiillerdir. Bir molekiile saldirdiginda
onun elektronunu ¢alarak yiikseltger ve bu yeni molekiiliin kendisi bir serbest radikal
haline doniigiir. ROS ile olusan serbest radikaller aerobik organizmalarin elektron
tasima zinciri ya da aktif fagositoz gibi metabolik yollarla devamli olusmakta olup bu
stireglerde siiperoksit anyon (O27), hidrojen peroksit (H,0,), hidroksil radikali (HO"),
peroksil radikali (ROO), alkoksil radikali (RO™), hidroklorikasit (OHCI") ve peroksinitri
(ONOQO") gibi ROS’larda meydana gelebilmektedir (Albayrak vd.,2010). Bunlar hiicre
zarlarindan elektron calarak eslenir, hiicre zarim1 ve sonug¢ olarak hiicre yapisini
bozar (Gokpinar vd., 2006). Serbest radikaller viicuttaki hiicrelerin membranina,
hiicre yapisinda bulunan lipitlere, proteinlere, niikleikasitlere ve DNA’ya zarar
vermekte olup bunun sonucunda basta kanser, koroner hastaliklar, diyabet, karaciger

tahribat1 ve pek ¢ok hastaliga neden olmaktadirlar.

Serbest radikaller genellikle antioksidanlar tarafindan in-vivo ortamda
uzaklastirilir veya antioksidanlar tarafindan inaktive edilirler. (Benzei ve Strain,
1996). Antioksidanlar, prooksidan olusumunu ve lipid oksidasyonunu engelleyen veya
geciktiren onlar1 toksin olmayan iirlinlere ¢eviren, viicut hiicreleri tarafindan tretildigi
gibi gidalarla da alinan bir grup kimyasal maddelerdir. Antioksidan, saglik iizerine
olumlu etkileri nedeniyle modern toplumda popiilaritesi giderek artan bir kavram

olup, oksidasyonu 6nleyen yapilardir.
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1.5. Antioksidan Aktivite Tayin Yontemleri

Antioksidan aktivitenin belirlenmesi amaciyla bir¢ok yontem gelistirilmistir.
Bunlar genel anlamda, hidrojen atomu transfer (HAT) reaksiyonu esasli analizler ve
elektron transfer (ET) reaksiyonu esasli analizler olarak incelenmektedir
(Halliwellvd.,1990). Antioksidan kapasitenin belirlenmesi amaciyla kullanilan
baslica tayin yontemleri Tablo 1’degosterilmistir. Genellikle, ET esasli yontemler,
HAT esashi yontemlere kiyasla daha pratik ve genis kullanim alanina sahiptir. Cilinkii bu
yontemler, ucuz, daha az zahmetli ve basit laboratuvar cihazlar1 gerektiren ve dogal
tirtinlerin rutin analizleri i¢in yaygin bir sekilde kullanilan yontemlerdir. Calismamizda
bilesiklerimizin antioksidan aktiviteleri belirlenmesinde ET reaksiyonu esasli yontemler

olan CUPRAC, FRAP, ABTS ve DPPH yontemleri kullanildi.

Tablo 1. Baslica antioksidan kapasite tayin yontemleri.
- ORAC (Oksijen radikal absorbans
kapasitesi)

- TRAP (Toplam Radikal yakalama

S . antioksidan parametresi)
Hidrojen atomu transferine dayali

yontemler - Krozin agartma yontemi

- 10U (Inhibe edilmis oksijen alimz)

- LDH oksidasyonunun inhibisyonu

- TEAC (Troloks esdegeri antioksidan
kapasitesi)

- DPPH (2-2 Difenil -1-pikrilhidrazil)

Elektron transferine dayali - FRAP (Demir (1I1) iyonu indirgenme
yontemler antioksidan giicii)

- CUPRAC (Bakir (II) iyonu indirgeme
kapasitesi)

- Folin-Ciocaltue ayraci ile toplam fenol
tahini
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2. YAPILAN CALISMALAR

2.1. Kullanilan Cihazlar

Calismada kullanilan tiim cihazlar, iiretici firmalar ve modelleriyle birlikte

markalar1 Tablo 2’de verilmistir.

Tablo 2. Calismalarda kullanilan cihazlar ve markalari.

Cihaz Ad1 Firma Model

Spektrofotometre Shimadzu UV-1601UV-Visible
Spektrophotometer

Santrifiij ThermoFisher Scientific  Heraeus Multifuge 3 SR+ Centrifuge

Saf Su Cihazi SartoriusStedim Biotech  Arium 61316 ProUV

Su Banyolu Calkalayict  Memmert WNB 7-45

pH Metre Thermo Scientific ORION 3 Star pH Benchtop

Vorteks Velp Scientifica Vortex Mixer

Terazi Precisa XB 220A

Steril Kabin Tezsan —

Mikrodalga Firin Regal RMD-17

Gii¢ Kaynag1 Thermo Scientific EC 300 XL

2.2. Kimyasal Madde ve Malzemeler

“Piperazin Halkas1 Igeren Benzimidazol Tiirevi Bilesiklerin o-Glukozidaz
Inhibitér Ozelliklerinin ve Antioksidan Aktivitelerinin Incelenmesi” konulu ¢alisma
sirasinda kullanilan kimyasallar ve markalar1 asagidaki tabloda verildi (Tablo 3).
Calismada Mentese vd., (2015). tarafindan sentezlenen Journal of Chemical Research
dergisinde yayinlanan 13 tane kimyasal madde kullanildi ve formiilleri Tablo 4’de

verildi.
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Tablo 3. Calisma sirasinda kullanilan kimyasallar ve markalari.

Firma Ad1 Kimyasal Ad1
Sigma /Aldrich CH3;COOH, NaOH, Neokuproin, = CH3COONH,
Chem.Co CuCl2.H.0, TPTZ, FeCl;.6H,0, ABTS, FeSO..7H,0,

Cl

benzimidazol

(St.Louis.MO.USA) ABTS, K;S,0,DPPH, a-Glukozidaz p-nitrofenil-D-
glukopiranosit,NaH,PO,4.2H,0, Na;HPO,4.2H,0,
NaCH;C00.3H,0, HCI.

Tablo 4. Calisma sirasinda kullanilan sentez maddeleri.
Madde No Kimyasal Yapi Kimyasal Ad1
F N
j@[,?_CHS 5-Floro-2-metil-6-(4-
1 N\)N H fenilpiperazin-1-il)-1H-
© benzimidazol
F N
I;[N@ 5-Floro-2-fenil-6-(4-
2 O H fenilpiperazin-1-il)-1H-
©/ benzimidazol
JCL
N\ .
2-benzil-5-floro-6-(4-
3 O H>—© fenilpiperazin-1-il)-1H-
@( benzimidazol
F N
ﬁwﬁm\ 5-floro-2-(3-metilbenzil)-6-
4 N CHs  (4-fenilpiperazin-1-il)-1H-
©/ benzimidazol
F N
\ . .
(\NJCEN 5-Flor_o-2_-(4-m_et|Ib§n2|l)-6-
5 N H (4-fenilpiperazin-1-il)-1H-
© benzimidazol
CHy
F N
j@[N\ 2-(3-Klorobenzil)-5-floro-6-
6 O H o (4-fenilpiperazin-1-il)-1H-
©/ benzimidazol
F N
j@[N\ 2-(4-Klorobenzil)-5-floro-6-
7 N N (4-fenilpiperazin-1-il)-1H-
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Tablo 4 (devam). Calisma sirasinda kullanilan sentez maddeleri.

Madde No  Kimyasal Yap1 Kimyasal Adi
F N
ji:[N\ 5-Floro-2-(3-florobenzil)-6-(4-
8 O H ¢ fenilpiperazin-1-il)-1H-
benzimidazol

N
j@EN\ 5-Floro-2-(4-florobenzil)-6-(4-
N T

fenilpiperazin-1-il)-1H-
benzimidazol

jc[ 2-(4-Bromobenzil)-5-floro-6-(4-
1 fenilpiperazin-1-il)-1H-
@ benzimidazol

5-Floro-2-(4-nitrobenzil)-6-(4-
fenilpiperazin-1-il)-1H-
benzimidazol

N
)
12 ﬁ

H

\
DEN%Q 5-Floro-2-(4-metoksibenzil)-6-(4-

fenilpiperazin-1-il)-1H-

13 ocH, benzimidazol

2.3. Calismada Kullanilan Cozeltiler

Bu caligmada kullanilan ¢ozeltiler ve hazirlanis bigimleri agagida verildi.

Amonyum asetat tamponu (1 M, pH:7,0) (Ma: 77,08): 19,27 g amonyum asetat 150
mL kadar saf suda ¢oziiliir. pH’s1 asetik asit ile 7,0’a ayarlanir ve hacmi 250 mL’ye

tamamlanir.

Asetat tamponu (300 mMpH:3,6): 0,775 g NaCH3COO.3H,0 (sodyum asetat trihidrat)
ve 4 mL glasiyel asetik asit distile suyla 250 mL’ye tamamlanur.
Fosfat tamponu (500 mM, pH:6,8): 39,01 gram NaH,PO,.2H,0 tartilir yaklasik 400

mL suda ¢oziiliir. pH’ s1 ayarlandiktan sonra hacmi 500 mL’ ye tamamlanir.
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7,5 mM Alkolik Neokuproin: 390,5 mg neokuproin etanolle 250 mL’ye tamamlanur.

10 mM CuCly(bakar (IT) Kloriir hidrat): 336,25 mg CuCl,.H,O tartilir, bir miktar suda

¢Oziiliir ve hacmi 250 mL’ye tamamlanir.

40 mM HCI: % 37°lik 340 uL HCl distile su ile 100 mL’ye tamamlanur.

10 mM TPTZ: 7,8083 mg TPTZ 2,5 mL 40 mM HCI’de ¢oziindiiriiliir.

20 mM FeCl3.6H,0: 324,4 mg FeCl3.6H,0 distile suyla 100 mL’ye tamamlanur.

FRAP reaktifi: 25 mL Asetat Tamponu: 2,5 mL TPTZ: 2,5 mL FeCl; (10:1:1) ile

hazirlanir. Bu ¢ozelti giinliik olarak hazirlanmali ve karanlikta muhafaza edilmelidir.

1000 pM FeS0,.7H,0: 27,8 mg FeSO4.7H,0 distile suyla 100 mL’ye tamamlanir.

Distile su ile seyreltilerek farkli konsantrasyonlar da hazirlanir.

7 mM ABTS: 36 mg ABTS tartilir, bir miktar suda ¢oziilerek hacmi 10 mL’ ye

tamamlanir.

2.45 mM K;S,0s: 3,312 mg K;,S,0gtartilir ve 5 mL suda ¢oziiliir.

ABTS™ Radikal Cozeltisi: 7 mM ABTS c¢ozeltisinden 10 mL ve 2,45 mM K,S,0g
cozeltisinden 5 mL karistirtlir ve 18 saat sonunda ABTS 'radikal ¢ozeltisi kullanima

hazir hale gelir.

100 pM DPPH’ Radikal Cozeltisi: 4 mg DPPH tartilir yaklagik 80 mL metanolde iyice

¢oziiliir ve hacmi 100 mL’ye tamamlanir.

2 mM p-nitro fenil a-D-glukopiranosit: 60,25 mg p-nitro fenil a- D-glukopiranosit
tartilir ve bir miktar 500 mM pH’s1 6,8 olan fosfat tamponunda ¢6ziiliir ve hacmi 100

mL’ ye tamamlanir.
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2.4. a-Glukozidaz Enzim Inhibisyonu Yéntemi ve Kinetik Cahsmalar

Sentezlenen bilesiklerin a-glukozidaz inhibisyon aktivitesi spekrofotometrik
olarak ol¢iildii ve ticari olarak satilan Saccharomyces cerevisiaeo-glukozidazi kullanildi
(Palanisamy vd.,2011). Deney tiipii igerisine 200 plL test bilesigi (%70’ lik metanol
igerisinde), 5 uLa-glukozidaz enzimi ve 1245 uL fosfat tamponu (50 mM, pH: 6,8) ilave
edildi. Reaksiyon karisimi vortekslendi ve oda sicakliginda 15 dakika inkiibasyona
birakildi. Reaksiyon karisimma 2 mM p-nitrofenil-o-D-glukopiranosit (4-pNPG)
cozeltisinden 250 pL ilave edildi, vortekslendi ve 30 dakika sonra 400 nm’de tiiplerin
absorbanslart okundu. Bilesiklerin a-glukozidaz inhibisyon yiizdesi asagidaki formiilden
belirlendi ve 1Csy degerleri (kontrol tiipiindeki enzim aktivitesini yariya diisiiren bilesik

konsantrasyonu) hesaplandi.

% lnhlblsyon = [(AkontrorAﬁmek) /Akontro|] X].OO (1)

Kinetik c¢aligmalar ayn1 enzim konsantrasyonunda (5 pL, 20 U/mL ) ve aymi
tampon (50 mM fosfat tamponu, pH: 6,8) icerisinde yapildi. Inhibitdr aktivitesi
akarbozdan daha etkin olan bilesikler i¢in a-glukozidaz enzimi kinetik calismalar1 4-
PNPG substrati (0,2 mg/mL - 0,4 mg/mL - 0,8 mg/mL -1,6mg/mL -mg/mL-2,4 mg/mL)
varliginda gergeklestirildi.

Inhibitér icermeyen (kontrol) ve inhibitdrlii tiipler igin artan substrat
konsantrasyonuna karsi (1/[S]), 405 nm’ de elde edilen hiz degerleri (1/ V) grafige
gecirildi. Elde edilen Lineweaver-Burk grafiklerinden hem kontrol (inhibitorsiiz) hemde

inhibitor bilesikler i¢cin Ki, Ve Vinax degerleri hesaplandi ve inhibisyon ¢esidi belirlendi.
2.5. Toplam Antioksidan Aktivite Calismalari
Bu ¢alismada bilesiklerin antioksidan kapasitesi, bakir (I1) indirgeme antioksidan

kapasitesi yontemi (CUPRAC) ve demir (III) indirgeme antioksidan gii¢ tayini (FRAP)

yontemleri kullanilarak belirlendi.
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2.5.1. Bakar (IT) indirgeme Antioksidan Kapasite Yontemi (CUPRAC)
Aktivite Tayini

Metot, bakir(Il)-neokuproin kompleksinin ortama antioksidan ¢o6zeltisi ilave
edilmesi sonucunda bakir(I)-neokuproine indirgenmesi esasina dayanir (Apak vd., 2004;
Apak vd., 2013). Deney tiipii igerisine, 10 mM Cu (II) kloriir, 7,5 mM neokuproin ve 1
M, pH s1 7,0 Amonyum asetat tamponu ¢ozeltilerinin herbirinden 1000 er puL pipetlendi.
Her bir maddenin ¢ozeltisinden kendi deney tiipline 5 pL ilave edildi ve vortekslendi
(Tablo 5). Son hacmi 4100 uL ye tamamlamak igin 1095 puL saf su ilave edildi ve tekrar
vortekslendi. Aym islemler Troloks® standard: i¢inde gergeklestirildi. Oda sicakhiginda
ve karanlikta 50 dakika inkiibasyona birakilan deney tiiplerinin absorbans1 450 nm de
Olciildii ve standart Troloks egrisinden her bir madde i¢cin mg madde basina diisen mg

troloks esdegeri antioksidan kapasite (mg TEAC/mg madde) olarak hesaplandi.

Tablo 5. CUPRAC tayininde yapilan pipetleme iglemi.
Numune Renk korii Reaktif korii

10 mM CuCl; 1000pnL 1000pnL
Amonyum asetat tamponu 1M pH 7,0  1000uL 1000uL
7,5 mM etanollii neokuproin 1000uL 1000uL
Numune suL 200uL -

Distile su 1095uL 3900uL 900uL
DMSO - 200pL

2.5.2. Demir (IIT) Indirgeme Antioksidan Giicii (FRAP) Aktivite Tayini

Yoéntemin esast spektrofotometrede 593 nm’de Fe?* —TPTZ kompleksinin
olusturdugu absorbansin 6l¢iilmesi esasina dayanmaktadir (Benzie vd., 1999). Demir
(II) iyonu indirgeme antioksidan gii¢ tayini ydntemi total antioksidan kapasitenin

belirlenmesinde sik¢a kullanilan bir metottur (Guo vd., 2003).

Deney tiiplerine antioksidan aktivitesi belirlenecek Orneklerden 100° er uL
aktarilarak her bir 6rnek tiiptine 3000 L FRAP reaktifi ilave edildi ve vortekslendi. Oda

sicakliginda 5 dakika inkiibe edilen reaksiyon karisimlarinin 593 nm’de absorbanslari
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okundu. Aynt islemler 15,63 -31,25—- 62,5 - 125 - 250 - 500 -1000 puM
konsantrasyonlar da hazirlanan FeSQO,4.7H,0 standardii¢inde gerceklestirildi. Elde edilen
standart FeSO4.7H,0 egrisinden her bir madde i¢in mg madde basina disen uM
FeS0O,4.7H,0 esdegeri antioksidan kapasite (uM FeSO4.7H,0 / mg madde) hesaplandi.
FRAP tayininde yapilan pipetleme islemi Tablo 6’da verildi.

Tablo 6. FRAP aktivite tayininde yapilan pipetleme islemi.

Koromso Numune  Renk Standart
korii (FeSO,4.7H,0)

FRAP Reaktifi 3000 uL 3000 puL - 3000 uL
Numune - 100 uL. 100 pL -
Standart ( FeSO4 ‘in Degisen - - - 100 uL
kons.)
Distile su - - - -
DMSO 100 puL - 3000 uL -

2.6. Serbest Radikal Temizleme Aktivite Yontemleri

Bu c¢alismada bilesiklerin serbest radikal temizleme aktiviteleri ise ABTS (2,2-
azino-bis(3-etilbenzotiyazolin-6-sulfonik ~ asit)  ve  (1,1-difenil-2-pikrilhidrazil)

yontemleri kullanilarak belirlendi.

2.6.1. DPPH" Radikal Temizleme Aktivite Tayini

DPPH'(2, 2-difenil-1-pikrilhidrazil) stabil bir serbest radikal olup ticari olarak
satin alinabilen birkag, radikalden biridir (Alam vd., 2013). Serbest radikal temizleme
aktivite yontemlerine model olarak en ¢ok kullanilan radikal olup 517 nm’de maksimum
absorbans vermektedir. Yontem (sekil 5 ) antioksidan madde varliginda bir proton veya
elektron verebilme yeteneginin, koyu mor renkli DPPH'¢ozeltisinin rengini agmasi

esasina dayanir (Alam vd., 2013).
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]

Sekil 5. DPPH’ radikal: ve DPPH molekiilii.

Sentezlenen bilesiklerin DPPH’ radikali temizleme aktivitesi literatiirde var olan
metot kullanilarak gerceklestirildi (Brandwilliams vd., 1995). Taze olarak metanol
igerisinde hazirlanan 0.1 mM DPPH (2,2-difenil-1-pikrilhidrazil) ¢ozeltisinden 1000 uL
deney tiiplerinde bulunan (DMSO igerisinde ¢6ziinmiis olan) 500 pL test bilesigi tizerine
ilave edildi ve vortekslendi (Mentese vd., 2015). Karanlikta 50 dakika inkiibe edilen
reaksiyon karisiminin 517 nm’de absorbanslart okundu (Tablo 7) ve her bir madde
konsantrasyonu i¢in % radikal temizleme aktiviteleri asagidaki formiilden hesaplandi.

Calisma her bir madde i¢in ti¢ tekrarli yapildi.
% Radikal Siipiirme = [(ODxontro-ODrest)/( ODiontrot)X100]. (2)

Tablo 7. DPPH’ radikal temizleme tayininde yapilan pipetleme islemi.
Ornek tiipii  Kontrol tiipii ~ Standart tiipii

Ornek (Degisen kons.) 500 uL - _
Standart (Degisen kons.) — — 500 uL
Ornek Coziiciisii - 500 puL -
DPPH’" (100 M) 1000 pL 1000 pL 1000 uL

2.6.2. ABTS™ Radikal Temizleme Aktivite Tayini

Sentezlenen bilesiklerin ABTS™  [2,2’-azino-bis(3-etilbenzotiyazolin-6-siilfonik

asit)] radikal temizleme aktivitesi literatiirde var olan metoda goére c¢alisildi (Re vd.,
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1999). ABTS nin su igerisinde 7 mM’ lik ¢6zeltisi hazirlandi ve bu ¢ozeltinin 10 mL’ si
2.45 mM 5 mL potasyum persiilfat ¢ozeltisi ile karistirilarak ve ABTS™ Katyonik
radikalin olusumu i¢in 18 saat oda sicakliginda inkiibasyona birakildi. Olusan radikal
¢ozeltisi 734 nm’de 0,700+ 0,020 absorbans verecek sekilde, pH’s1 7,4 fosfat tamponu
(PBS) ile seyreltildi. 400 pL test bilesigi (DMSO igerisinde ¢6ziinmiis) 1600 pL radikal
¢ozeltisine eklendi, vortekslendi ve 5 dakika sonra UV-Visible spektrofotometrede 734
nm dalga boyunda absorbanslar1 okundu. Bilesiklerin radikal temizleme degeri asagidaki
formiilden hesaplandi. ABTS™ radikal temizleme yontemine ait pipetleme miktarlart

Tablo 8’de verildi.

% Radlkal Supul‘me = [(ODkontro]'ODtest)/( ODkontro])XlOO] (3)

Tablo 8. ABTS™ katyonik radikal temizleme aktivitesi tayininde yapilan pipetleme

islemi.
Ornek tiipi  Kontrol tiipii Standart tiipu
ABTS "Reaktif karigim1 1600 pL = 1600 uL
Ornek 400 puL - _
Saf su — 2000 pL =
Troloks (Degisen kons.) — - 400 puL
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3. BULGULAR

3.1. Bilesiklerin o-Glukozidaz Enzim Inhibisyonu Sonuclar

Bilesiklerin  a-glukozidaz enzim inhibisyonu ¢alismasinda, I1Csp degerini
belirlemek amaciyla her bilesik i¢in bes farkli konsantrasyonda inhibisyon caligmasi
yapildi. Hesaplanan % inhibisyon degerlerine karsi ¢alisilan konsantrasyon degerleri
grafige gecirilerek Tablo 9’da verilen ICsy degerleri hesaplandi. Ayrica en iyi enzim
inhibisyonu goézlenen yani en kiigiik ICsp degerine sahip olan 12 numarali 5-Floro-2-(4-
nitrobenzil)-6-(4-fenilpiperazin-1-il)-1H-benzimidazol bilesigi i¢in kinetik parametreler

hesaplandi ve inhibisyon ¢esidi belirlendi (Tablo 9).

Tablo 9. Bilesiklerin a-glukozidaz enzim inhibisyonunda elde edilen 1Csy degerleri.
Bilesikler I1Cs0 Degerleri

1 16,310+0,009
2 28,450+0,023
3 26,564+0,003
4 27,892+0,011
5 25,650+0,039
6 43,340+0,011
7 47,4524+0,014
8 54,234+0,006
9 58,890+0,016
10 35,326+0,004
11 38,745+0,008
12 2,150+0,014
13 7,824+0,009
Akarboz 11.340+0,026
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Tablo 10. a-Glukozidaz enzimi i¢in akarboz,12 ve 13 numarali bilesik varliginda elde
edilen bazi1 kinetik parametreler.

inhibitor Km Vimaks inhibisyon Tipi 1Cs (ng/mL) R’
(mg/mL) (U/mL)
Kontrol 0,523 153,846 - - 0,9987
Akarboz 0,738 153,846 Yarismali 11,340+0,026  0,9974
12 1,031 153,846 Yarigsmali 2,150+0,014  0,9987
13 0,522 74,627 Yarismasiz 7,824+0,009 0,9983
0.06
0.05 Kontrol —e— Akarboz

——]2 ——13

1/V (U/L) -

25 15 <05 05 15 25 35 45 55
1/ [4-pNPG] mg/mL !

Sekil 6. Kontrol, akarboz, 12 ve 13 nolu maddeye ait Lineweaver-Burk grafigi.
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—o—Kontrol —e— Akarboz

) =0.00485+0,0065
0,03 R>=0,9974

1/V (U/L) -1

v=10,0034x+0,0065

R==0.,9987
25 <15 -05 0.5 1.5 2,5 3,5 4.5 2.5

1/ [4-pNPG] mg/mL -1

Sekil 7. Kontrol ve akarboza ait Lineweaver-Burk grafigi.

—o—Kontrol —e—12

1/V(U/L) !
=
2

v=10,0067x+0,0065
R==10.,9994

v=10,0034x+0,0065

R==0.9987
25 -5 05 05 15 25 35 45 55
-0.0

1/ [4-pNPG] mg/mL -

Sekil 8. Kontrol ve 12 numarali maddeye ait Lineweaver-Burk grafigi.
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0.06
Kontrol ——13

0.05
v=0.0070x+0,0134
i o R==10.9983
— 0,04
—
—
— e e
— PR v=0,0035x+0,00065
- .03 - !
)2 —=() 9OK7T
- R==0.,9987
0.02
)
-2.5 -1.5 -0.5 0.5 1.5 2.5 3.5 4.5 5.5
-0.01

1/ [4-pNPG] mg/mL -
Sekil 9. Kontrol ve 13 numarali maddeye ait Lineweaver-Burk grafigi.

3.2. Bilesiklerin CUPRAC Antioksidan Aktivite Sonug¢lari

Bu yonteme gore bilesiklerin antioksidan aktiviteleri 450 nm’ de Olgiilen
absorbans degerleri kullanilarak ayni yontemle hazirlanan troloks standart grafiginden
(Sekil 10) elde edilen denklemden hesaplandi. Sonuglar mg bilesik basma diisen mM
troloks esdegeri olarak Tablo 11’ da verildi.

0.8 - Troloks
- 0.7 - v=10.0849x+0,0104
= 06 R2=10.,9981
2 04
o~
',: ]
§ 0.3
g 0.2
0.1

0 2 4 6 8 10
Konsantrasyon (mM)

Sekil 10. Troloks® standart grafigi.
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Tablo 11. Bilesiklerin CUPRAC (mM Troloks/mg bilesik) yonteminde elde edilen
antioksidan aktivite sonuglari.
TEAC Degerleri
Bilesikler =~ (mM Trolox / mg bilesik)

1 2,967+0,038
2 3,227+0,036
3 3,121+0,088
4 3,109+0,048
5 3,034+0,089
6 3,050+0,083
7 3,529+0,035
8 3,140+0,012
9 2,999+0,091
10 2,583+0,018
11 2,378+0,059
12 2,598+0,074
13 2,579+0,030

3.3. FRAP Yontemi ile Elde Edilen Antioksidan Aktivite Sonug¢lar:

Bilesiklerin bu yonteme gore antioksidan giiclinli hesaplamak i¢in FeSO,.7H,0
standart grafigi (Sekil 11) hazirlandi1 ve bu grafikten elde edilen denklem kullanilarak
mg bilesik basina diisen mM FeSO4.7H,0 esdegeri hesaplandi (Tablo 12).

0.9
0.5 o o &
0.7 | ¥="0.0008x+ 0,0098
= R-=109987
8 9.6
= (.5 -
= L
0.4 .
w L
=03
4 [._]‘2 ##‘___.-'
0.1 e
] "
1] 200 400 B0 |00 1000 1200
FeS0O4+.TH20

Sekil 11. Fe;SO,4.7H,0 standard grafigi.
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Tablo 12. Bilesiklerin FRAP (mM FeSO,4.7H,0 / mg bilesik) yonteminde elde edilen
antioksidan aktivite sonuglari.

FRAP Degerleri
Bilesikler (mM FeSO,.7H,0 / mg bilesik)

1 2,123+0,009

1,990+0,023
3 2,260+0,003
4 1,993+0,011
S 2,031+0,009
6 1,661+0,011
7 1,906+0,014
8 2,127+0,006
9 1,967+0,016
10 1,398+0,004
11 1,311+0,008
12 1,668+0,014
13 1,948+0,009

3.4. Bilesiklerin DPPH’ Radikali Temizleme Sonuclari
Bilesiklerin DPPH yontemine gore 800, 200 ve 50 pg/mLson konsantrasyonlar da
DPPH" radikal temizleme aktiviteleri incelendi ve elde edilen sonuglar Tablo 13’de

verildi.

Tablo 13. Bilesiklerin farkli konsantrasyonlarda DPPH’ radikal temizleme aktiviteleri.

Bilesikler 50 pg/mL 200 pg/mL 800 pg/mL
1 3,33 % 40,00 % 58,33 %
2 3,33 % 34,33 % 62,50 %
3 0,83 % 35,33 % 61,67 %
4 1,17 % 30,00 % 60,00 %
5 0,50 % 39,17 % 58,33 %
6 4,33 % 35,00 % 55,83 %
7 6,33 % 11,50 % 50,33 %
8 6,83 % 16,67 % 51,67 %
9 7,33 % 29,67 % 54,17 %
10 3,83 % 22,00 % 52,50 %
11 2,33 % 35,33 % 58,33 %
12 12,67 % 33,67 % 68,33 %
13 1,67 % 24,17 % 53,33 %
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3.5. Bilesiklerin ABTS™ Radikali Temizleme Sonuclari

ABTS™li Bilesiklerin 6,25, 25 ve 100 pg/mL son konsantrasyon da ABTS™

radikal siipiirme aktiviteleri 6lgiildii ve hesaplanan sonuglar Tablo 14’ de verildi.

Tablo 14. Bilesiklerin % ABTS™ radikal temizleme aktiviteleri.
Bilesikler 6,25 ng/mL 25 pg/mL. 100 pg/mL

1 1,14 % 47,00 % 84,29 %
2 0,57 % 46,43 % 83,71 %
3 5,57 % 51,43 % 88,71 %
4 4,00 % 49,86 % 87,14 %
5 5,43 % 51,29 % 88,57 %
6 1,43 % 31,57 % 68,86 %
7 5,29 % 45,57 % 82,86 %
8 3,86 % 37,00 % 74,29 %
9 4,57 % 45,29 % 82,57 %
10 2,74 % 38,57 % 75,86 %
11 1,16 % 30,29 % 67,57 %
12 2,36 % 36,86 % 74,14 %
13 2,14 % 43,71 % 81,00 %
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4. TARTISMA ve SONUCLAR

4.1. a-Glukozidaz Enzim Inhibisyonu Sonuclariin Degerlendirilmesi

a-Glukozidaz enzim inhibisyonu ¢alismasinda bilesiklerin  bes  farkli
konsantrasyonu kullanildi. Calisilan konsanrasyona karsilik elde edilen % inhibisyon
degerleri grafige gecirildi ve her bir bilesik i¢in ICsp degeri hesaplandi. ICsg degeri en
diisiik olan bilesik, en etkin inhibisyon gdsteren bilesiktir. Bu calismada, bilesikler
icerisinde en etkili a-glukozidaz inhibitorii olan 12 (5-Floro-2-(4-nitrobenzil)-6-(4-
fenilpiperazin-1-il)-1H-benzimidazol) numarali bilesigin 1Csp degeri 2,150+0,014
ug/mL olarak hesapland1 (Tablo 9). Ayrica 12 (5-Floro-2-(4-nitrobenzil)-6-(4-
fenilpiperazin-1-il)-1H-benzimidazol) ve 13  (5-Floro-2-(4-metoksibenzil)-6-(4-
fenilpiperazin-1-il)-1H-benzimidazol) numarali bilesiklerin standart olarak kullanilan
akarbozdan daha etkin inhibisyon gosterdigi bulundu (Tablo 9, Sekil 6, Sekil 7, Sekil 8,
Sekil 9). Calismada kullanilan diger bilesiklerin akarboza nazaran daha az etkin oldugu
goriildii. Kinetik ¢aligma sonucunda 12 (5-Floro-2-(4-nitrobenzil)-6-(4-fenilpiperazin-1-
il)-1H-benzimidazol) numarali bilesigin Vmax degerinin degismedigi (Sekil 6, Sekil 8),
Km degerinin arttig1 ve dolayisiyla yarismali inhibisyon gosterdigi bulundu (Tablo 10).
Yapilan bir ¢aligmada, C-6 pozisyonunda morfolin ve piperazin igeren benzimidazol
tirevi bilesiklerin a-glukozidaz enzimi {izerine akarbozdan daha etkili inhibisyon
gosterdigini ve le ve 2e bilesikleri i¢in ICsy degerinin sirasiyla 7,02+0,78 ve 6,94+0,68
uM oldugunubulmuslardir (Ozil vd., 2018). Yapilan baska bir calismada, akridin bagh
tiyoasetamit tiirevi bilesiklerin a-glukozidaz enzimi ¢ok iyi derecede o-glukozidaz
inhibisyonu gosterdigini ve ICso degerlerinin 80,0+2,0 ile 383,1+2,0 uM araliginda
degistigini bildirmislerdir (Khanaposhtani vd., 2018 ; Nikookar vd.,2018). Bir seri yeni
dihidroprano[3,2-c] kuinolin tiirevi bilesiklerin in-vitro olarak maya a-glukozidazi
tizerine oldukga iyi inhibitor aktivitesi gosterdigini belirtmislerdir. Akarboz i¢in ICs
degerini 750,0+1,5 uM ve akarboza nazaran oldukca gii¢lii inhibitdr aktivitesi gosteren
6d ve 6e bilesikleri i¢in sirasiyla 10,3+0,3 uM ve 15,7+0,5 uM olarak hesaplamiglardir.
Yapilan bir ¢alismada, 6-amino-pirido[2,3-d] pirimidin tiirevi bilesiklerin a-glukozidaz
enzimi tiizerine iyi derecede inhibisyon gosterdigini, bilesiklerin ICso degerlerinin
78,0£2,0 uM ile 252,4+1,0 uM araliginda degistigini ve en aktif bilesik olan 30’ nun
akarbozdan 10 kat daha aktif oldugunu belirtmislerdir (Adib vd., 2018). Arastirmacilar
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yaptiklar1 ¢esitli ¢aligmalarda, oksalksanton tiirevi bilesiklerin (Ding vd., 2018), 5-
bromo-2aril benzimidazol tiirevi bilesiklerin (Arshad vd., 2017), benzimidazol tiirevi
bilesiklerin (Ozil vd., 2016) ve benzimidazol hidrazon tiirevi bilesiklerin (Zawawi vd.,
2016) olduk¢a etkin a-glukozidaz inhibisyonu gosterdigini belirtmisler ve birgok
bilesigin akarbozdan daha etkin oldugunu bulmuslardir. Yapilan ¢alismalar
degerlendirildiginde elde edilen enzim inhibisyonu sonuglarinin literatiir ile uyumlu

oldugunu gérmekteyiz.

4.2. Antioksidan Aktivite Sonuclarinin Degerlendirilmesi

Bakir (II) indirgeme veya CUPRACyontemi olarak da adlandirilan bu test (Apak
vd.,2003), tarafindan gelistirilen bir yontem olup, FRAP gibi antioksidan bilesik
varliginda Cu(Il) iyonlarinin bazik ortamda indirgenmesi esasina dayanmaktadir. 2,9-
dimetil-1,10-fenantrolin (Neocuproin-Nc)’in Cu(Il) ile olusturdugu bakir(Il)-neokuproin
kompleksinin (Cu(ll)-Nc¢), 450 nm’de maksimum absorbans veren bakir(I)-neokuproin
[Cu(l)-Nc] kompleksine indirgenme yeteneginden Yyararlanarak antioksidan kapasite
hesaplanmaktadir. 7 (2-(4-Klorobenzil)-5-floro-6-(4-fenilpiperazin-1-il)-1H-
benzimidazol) numarali bilesigin 3.529+0.035mM Trolox / mg maddedegeri ile bu
yontemde en iyi antioksidan aktivite gosterdigi bulundu. 2, 3, 4, 5, 6 ve 8 numarali
bilesiklerin neredeyse benzer sonuglar gosterdigi gozlendi (Tablo 11). Yapilan
caligmalarda aragtirmacilar, tetra-subsittiie benzimidazol tiirevi bilesiklerin (Baltas vd.,
2016), floriir igeren 1,2.4-triazol-5-on tiirevi bilesiklerin (Bekircan vd., 2016),
oksadiazol ve tiyadiazol igeren benzimidazol tiirevi bilesiklerin ( Karaali vd., 2018) ve
1,2,4 triazol yapilarmi iceren benzimidazol tlirevi bilesiklerin (Mentese vd., 2015).
CUPRAC antioksidan aktivite yonteminde oldukca iyi antioksidan aktivite gosterdigini
bildirmislerdir ( Ozil vd.,2018). Yaptiklar1 ¢alismada benzimidazol ve bisbenzimidazol
tiirevi bilesiklerin CUPRAC yontemine gore antioksidan aktivite sonuglarinin 5,511 ile
19,703 mM Trolox / mg madde araliginda bulmuslardir (Mentese vd.,2015).
Benzimidazol, tiyofen ve 1, 2, 4 triazol yapilarini igeren yeni bir seri triheterosiklik
bilesiklerin CUPRAC antioksidan aktivite ¢aligmasinda 5S¢ bilesiginin en aktif oldugunu
ve TEAC degerini 1,476+0,025 mM Troloks/mg madde olarak bulmuslardir. Literatiirde

varolan calismalar incelendiginde elektron verebilecek gruplar iceren benzimidazol
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tirevi bilesiklerin antioksidan aktivite yoniinden etkin oldugu ve TEAC sonuglarimin

literatiir ile uyumlu oldugu goriilmektedir.

FRAP yonteminin esasi spektrofotometrede 593 nm’de Fe** —TPTZ kompleksinin
olusturdugu absorbansin dlgiilmesi esasina dayanmaktadir (Benzie vd., 1999; Can vd.,
2016). Demir (III) iyonu indirgeme antioksidan gii¢ tayini yontemi total antioksidan
kapasitenin belirlenmesinde sik¢a kullanilan bir metottur. Sonuglara bakildiginda en iyi
antioksidan aktiviteyi 2,260+0,003mM FeSO,.7H,0/mg bilesikdegeri ile 3 (2-benzil-5-
floro-6-(4-fenilpiperazin-1-il)-1H-benzimidazol numarali bilesigin gosterdigi bulundu.
Tablo 12’ daki sonuglara bakildiginda 1, 5 ve 8 numarali bilesiklerin iyi derecede
antioksidan aktivite gosterdigi bulundu. Diger bilesiklerin orta derecede aktivite
gosterdigini soyleyebiliriz. FRAP metoduna gore bilesikleri en aktif molekiilden en az
aktif olana dogru su sekilde siralayabiliriz; 3>8>1>5>4>2>9>13>7>12>6>
10 > 11. Ozil vd. (2018). C-6 pozisyonunda morfolin ve piperazin igeren benzimidazol
tiirevi bilesiklerin CUPRAC ve FRAP yontemlerini kullanarak antioksidan aktivitesini
incelemislerdir. Bilesiklerin antioksidan aktivite c¢alismalart sonucunda, FRAP
degerlerini  1,141-12,943 mM FeS04.7H,0/mg bilesik konsantrasyon araliginda

oldugunu bulmuslardir.

DPPH" (2, 2-difenil-1-pikrilhidrazil) stabil bir serbest radikal olup ticari olarak
satin alinabilen birkag, radikalden biridir (Alam vd., 2013). Serbest radikal scavenging
aktivite yontemlerine model olarak en ¢ok kullanilan radikal olup 517 nm’de maksimum
absorbans vermektedir. Yontem antioksidan madde varliginda bir proton veya elektron
verebilme yeteneginin, koyu mor renkli DPPH’¢ozeltisinin rengini agmasi esasina
dayanir. Bu galismada bilesiklerin DPPH" yontemine gére 800, 200 ve 50 pg/mLson
konsantrasyonlar da DPPH’ radikal temizleme aktiviteleri incelendi. 800, 200 ve 50
ng/mLson konsantrasyonlar da en iyi radikal temizleme aktivitesini sirasiyla 12, 1 ve 12
numarali bilesiklerin gésterdigi bulundu (Tablo 13). Bektas vd. (2018), baz1 yeni 2-(3-
florobenzil)-1 H- benzimidazol tiirevi bilesiklerin 250-1000 pg/mL araliginda farkli
konsantrasyonlar da DPPH radikal temizleme aktivitelerinin Ol¢miisler ve SCsp
degerlerinin 6390,64 + 228,71 ile 1317,13 £ 161,39 pg/mL araliginda oldugunu
saptamislardir. (Yilmaz vd., 2017). Triazol g¢ekirdegi igeren yeni benzimidazol tiirevi
bilesiklerin (2b, 2c, 3a, 3¢ ve 3f bilesiklerinin) DPPH" yontemine gore SCso degerinin a
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5. ONERILER

1. Bu tez ¢alismasinda elde edilen antioksidan aktivite ve enzim inhibisyonu sonuglari
istatistiksel olarak degerlendirilebilir.
2. Antioksidan aktivite deneyleri gesitlendirilebilir.

3. Calisilan maddelerin enzim ile etkilesimleri molekiiler modelleme yontemleri

kullanilarak detaylandirilabilir.
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