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OZET

Anahtar kelimeler: eugenol, propanolamin, B-amino alkoller, epoksit, enzim
inhibisyonu

Bu calismada, biyolojik olarak aktif oldugu bilinen dogal fenolik bilesik olan
eugenolden yola ¢ikilarak yedi adet yeni B-aminoalkoliin sentezi tasarlanmis ve
gerceklestirilmistir. Sentezlenen bilesikler (2a-f) %54 den %81’ ¢ degisenverim
araliginda elde edilmistir. Molekiil yapilaritH NMR ve®*C NMR spektrumlari ile
belirlenmistir. Ayrica bu maddelerin asetilkolinesteraz (AChE), alfa-glukosidaz (a-
Gly), insan karbonik anhidraz 1 (hCAIl) ve insan karbonik anhidraz Il (hCAII)
enzimleri lizerindeki inhibisyon etkileri arastirilmistir. Biitiin bilesiklerin denenen
mevcut inhibitdrlere kiyasla daha iyi inhibe etme kapasitesine sahip olduklar
goriilmiistiir. Bunlar arasinda AChE enzimine karsi en iyi inhibitor olan ise 2b
bilesigidir (Ki 62.08+11.67ve 1C5090.33),a-Gly igin ise en yiiksek etkiyi 2¢ bilesigi
gostermistir (Ki 0.33+0.08ve 1C500.28). hCAI ve hCAII enzimlerine karsi en iyi
inhibitor ise 2f bilesigidir. hCAI ve hCAII i¢in sirasiyla Ki degeri 9.68+1.32ve
11.46+2.64 ve 1Csq degeri 7.37ve 8.26 olarak dlgiilmiistiir.



SYNTHESIS AND BIOLOGICAL PROPERTIES OF NEW
PROPANOL AMIN DERIVATIVES ATTACHED TO 2-
METOXIFENOL

SUMMARY

Keywords: eugenol, propanol amine, f-amino alcohols, epoxide, enzyme inhibition

In this study, the synthesis of seven new [(-amino alcohols was designed and
performed by starting from eugenol, a natural phenolic compound known to be
biologically active. The synthesized compounds (2a-f) were obtained in yields
ranging from 54 to 81%. Molecule structures were determined with *H NMR and *3C
NMR spectroscopies. In addition, the inhibitory effects of these substances on
acetylcholinesterase (AChE), alpha-glucosidase (a-Gly), human carbonic anhydrase |
(hCAI) and human carbonic anhydrase Il (hCAII) enzymes have been investigated. It
has been seen that all compounds have a better ability to inhibit compared to existing
tried inhibitors. Among these, the best inhibitor against AChE enzyme is 2b (Ki
62.08 = 11.67 and IC50 90.33), and against a-Gly, 2c showed the highest effect (Ki
0.33 £ 0.08 and IC50 0.28).The best inhibitor against hCAI and hCAIl enzymes is 2f
compound. For hCAI and hCAII, Ki value was measured as 9.68 + 1.32 and 11.46 +
2.64 and IC50 values as 7.37 and 8.26, respectively.



BOLUM 1. GIRIS

llaglarin canli viicuduna girdiginde cesitli enzimler tarafindan (genellikle okside
edilerek) metabolitlerine doniistiiriliip viicuttan atildigi bilinmektedir. Buradan
hareketle, ila¢ aktif madde olma potansiyeli yiiksek bilesiklerin sentezi tasarlanirken
mevcut ilaglarda veya dogal iirlinlerde bulunan molekiillerin referans alinmasi siireci
olumlu yonde desteklemektedir. Ciinkii bu tiir bilesiklerin metabolitleri hali hazirda

test edilmis ve olumlu olumsuz yonleri detayl bir sekilde arastirilmistir.

Eugenol tip, gida ve kozmetik alaninda kullanilan bir maddedir. Lokal antiseptik ve
anestezi maddesi olarak da tipta kullanimi mevcuttur. Eugenoliin farmakolojik ve
toksikolojik etkisi {izerine yapilan calismalarda anestezik etki gosterdigi
gbzlemlenmistir. Antik caglardan beri antibakteriyel olarak kullanilan bu dogal
bilesigin insan sagligi i¢in 6nemli etkileri vardir. Propanol aminlerinse 6zellikle tip
alaninda farmasdotik etki gosteren kimyasal bilesik grubudur. Kalp hastaliklarinin
bir¢cogu, goz basinci, hipertansiyon gibi hastaliklarin tedavisinde kullanilan birgok

ilacin etken maddesi propanol amin ¢ekirdegini igeren bilesiklerdir.

Bu calismada, baslangic maddesi olarak antik caglardan beri antiseptik 6zelligi
bilinen eugenol bilesigi segilmistir. Son {irlin olarak ise Ozellikle B-bloker olarak
adlandirilan ve kalp ve yiiksek tansiyon gibi hastaliklarin tedavisinde kullanilan
ilaglarin  bir ¢ogunun yapisinda bulunan propanol amin tiirevlerinin sentezi
gergeklestirilmis  ve yapilan 'H NMR ve C NMR spektrumlariyla
aydinlatilmistir. Ayrica bu maddelerin asetilkolinesteraz (AChE), alfa-glukosidaz (a-
Gly), insan karbonik anhidraz | (hCAIl) ve insan karbonik anhidraz Il (hCAll)

enzimleri lizerindeki inhibisyon etkileri arastirilmistir.



BOLUM 2. KAYNAK ARASTIRMASI

2.1. Eugenol

Eugenol (4-alil-2-metoksifenol), karanfil yaginda bulunan bir madde olup, ilk olarak
balik sevkiyatinda anestezi maddesi olarak kullanilmasiyla ortaya ¢ikmustir (1).
Karanfilin karakteristik kokusuna sahip olmakla birlikte, karanfil basta olmak iizere
bazi diger baharatlarda Ornegin; tarcin, defneyapragi, hindistan cevizi bitkilerinin
ugucu yaglarindan ortaya ¢ikan agik sar1 fenolik bir bilesiktir. Eugenol Kuzey Afrika,
Rusya, Dogu Avrupa ve Asyanin bazi bolgelerinde yetismekte olup (2), ayrica

muskat ve feslegende de bulunur (3, 4).

Karanfil ise daha ¢ok Endonezya, Hindistan ve Madagaskar’da yetisen Syzygium

aromaticum agacinin ¢gigeklerinden elde edilen bir tomurcuktur (5).

Tip, gida ve kozmetik alaninda kullanilan bir maddedir. Lokal antiseptik ve anestezi
maddesi olarak kullanimi yaygindir (6, 7). Eugenol bilesigi (Sekil 2.1.) 164, 2 g/mol

molekiil kiitlesine sahip fenolpropanoiddir.

OCH;
OH

Sekil 2.1. Eugenol yapisi

Karanfil yaginin kendisi, siskin kolik tedavisinde ve dis agris1 tedavisinde kullanilan

(direkt olarak uygulanir)bir karminatiftir. Karanfil yagi, ayrica kas-iskelet sistemi ve



aromatik kakule tentiirii gibi eklem rahatsizliklarina yonelik preparatlarda tahrisi

Onleyici olarak bulunur.

Karanfil tohumu parfiimeride baslica karanfil, giil ve hanimeli kokularinda kullanilir.
Eugenol igeren biitiin esansiyel yaglar ucuz bir yontem olmalar1 nedeniyle bitkinin
kokii ve yapraklarindan fretilir. Karanfil yagi karanfil bitkisinin su buhar
destilasyonu kullanilarak ayrilir ve agik sar1 bir sividir. Karanfil yaginin igerigi %85
fenolik tiirler olmak tizere %75-80 oraninda eugenolden olusmaktadir. Karanfil

bitkisinin igerigi asagidaki tabloda verilmistir (4).

Tablo 2.1. Karanfil Bitkisinin Icerigi

% Karanfil Yaprak Kok
Eugenol 36-90 75-90 85-95
Eugenol Asetat 11-227 ~10 ~5
B-caryophylene ~16 15-19 2.5-35
alfa-humulene ~2 1.5-25 0.3-0.4

2.1.1. Eugenoliin farmakololjik etkisi

Eugenol vetiirevleri, insanlarda genel anesteziyi etkinlestirmek i¢in kullanilmistir
(9). Ornegin; izoeugenol ile fare ve sigan ile yapilan deneylerde; farelerde (10) ve

sicanlarda anestezik 6zelligi gosterdigi gézlemlenmistir.

Yapilan arastirmalarda eugenoliin  toksit etkisi oldugu gdzlenmemistir.
Laboratuvarda denek fareler iizerinde yapilan arastirmalarda fare {izerinde toksit etki
gostermemis olup, sadece ¢ok hafif cilt ve goz tahrisi etkisi gosterdigi goriilmiistiir.
Daha sonra eugenoliin insanlarin gida tiiketiminde etkisi olup olmadigi yapilan
deneylerle ise toksik etki gostermeyip, sadece asirt solundugunda toksik etkisi
gosterdigi gézlemlenmistir (8). Yapilan diger ¢alismalarda ise eugenoliin asir1 dozda
tiiketiminin ise karaciger rahatsizliklarina neden oldugu bu neden oldugu belirlenmis,
buna karsin anestezik etki gostermesi nedeniyle 6zellikle dis agrilarin1 kesmesinden
dolay1 yaygin kullanim1 endiseye yol agmustir. Eugenol giinliik hayatimizdaki yeri,

gida olarak baharatlarda, temizlik malzemesi olarak sabunlarda, kozmetik alaninda



parfiim ve cilt bakiminda ayrica tip alaninda ise discilerin anestezi etkisinden dolay1

kullanmiglardir.
2.2. Epoksitler

Epoksitler ii¢ liyeli halkali eterlerdir. Ayn1 zamanda oksiran olarak da bilinmektedir
(11). En basit tyesi etilen oksit (Sekil 2.2.) olup 1859’da Wurtz tarafindan
bulunmuslardir (12). lyi ¢éziiciilerdir. Epoksitler ii¢lii halkasinin karbonlar1 karsidan
giicli bir niikleofil saldiris1 karsisinda reaktif ozellik gosterir. Bir¢ok niikleofil ile

halka agima reaksiyonlar1 vermektedir.

@)

>

Sekil 2.2. Etilen oksit molekiil yapisi

2.2.1. Epoksitlere niikleofilik katilma

Epoksit grubundaki karbonlar, gergin bir sistem olustururlar ve halka niikleofilik
saldir iizerine acgildiginda siddetli halka gerilmesinin hafifletilmesinden dolay1 ¢ok
reaktif elektrofillerdir. Bu nedenle epoksitler giiglii niikleofilik katilma ile epoksit
halka agilma tepkimesi verirler (Sekil 2.3.) (13).

O Ny - OH
> Thpo T N

Sekil 2.3. Epoksit halkasinin niikleofilik katilma ile agilmasi

2.2.1.1. SN2 Mekanizmasi ile epoksit halka acilmasi

Epoksitler baz katalizli halka acilma tepkimesini verirler. Asimetrik epoksit
kullanilirsa bazik metanol i¢inde Sn2 mekanizmasi ile karbon niikleofilik olarak atak
gosterip halka agilmasi tepkimesi verirler. Asimetrik epoksit kullanilirsa olusacak

iriin kolayca tahmin edilebilir. Bazik metanolde propilen oksitin halka agilma



tepkimesinde oksijenin sterik engeli daha az olan epoksit karbonuna saldiris1 sonucu
Sn2 mekanizmasi iizerinden metoksipropan-2-ol ana iiriin olarak elde edilir (Sekil

2.4.).

0 HO
)} NaOH )
H3C CH3OH H3C OCHS

Sekil 2.4. Epoksitlerin Sn2 Katilma Denklemi

2.2.1.2. Sn1 mekanizmasi ile epoksit halkasinin agilmasi

Epoksitler asidik ortamda ise asit katalizli halka agilmasi tepkimesi verirler. Halkaya
niikleofilik atak daha pozitif yiike sahip karbona olur (13). Propilen oksidin asidik
ortamda metanol ile tepkimesi Sn1 mekanizmasi iizerinden yiiriiyerek 2-metoksi

propanolii verir (Sekil 2.5.).

0 1,50, OH
> TCROH . H,C0

Sekil 2.5. Epoksitlerin  Sn1 Katilma Denklemi

2.2.1.3. Epoksitlerin zayif niikleofillerle reaksiyonu

Epoksitler zayif niikleofillerle reaksiyon vermezler (Sekil 2.6.). Epoksitlerin
reaksiyonlara girmesi igin, gii¢lii asidik kosullar veya gii¢lii atak yapacak niikleofil
kullanmak gerekmektedir. Ornegin; Sn2 reaksiyonunda oldugu gibi giiglii bir
niikleofil kullanmamiz gerekir. H2O,ROH ve RCOOH gibi zayif niikleofillerle
reaksiyon vermediginden dolayr bunun i¢in (HO, RO, RMgBr, RLi, LiAlHa).
kullanilmas1 gerekmektedir (13).



0  H,OROH
B CH,COOH

Sekil 2.6. Epoksitlerin Zayif Niikleofillerle reaksiyonu

Reaksiyon olmaz

2.3. Aminler

Aminler, amonyak hidrojenlerinin bir, iki veya tg¢iiniin de organik gruplarla
degistirildigi azot iceren organik bilesikler ailesinin bir tiyesidir. Amin bilesikleri
hidrojen atomunun bir, iki veya iciiniin yerine organik gruplar gelmesiyle: RNH:
birincil aminler , RoNH sekonder aminler, ve R3N tersiyer aminler olarak
smiflandirilir ve gosterilir (14). R ile gosterilen gruplar alifatik veya aromatik gruplar
olabilirler. Ayrica azot atomu agik zincirli bir yapida veya halka igerisinde de
bulunabilir (Sekil 2.7.).

H H R H R H R R"
N N N N
H H R’ R’
(@. (b). ©. (@)

Sekil 2.7. (a) Amonyak, (b) primer amin, (c) sekonder amin, (d) tersiyer amin

2.3.1. Epoksite amin katilmasi

Primer aminler epoksitlerle halka agilmas1 tepkimesi verirler. Reaksiyon su sekilde

gerceklesir (Sekil 2.8.) (14):
0 g "
R, + Dp — N
R R,
Sekil 2.8. Primer aminlere epoksit katilma denklem

Epoksitler sekonder aminerle de benzer sekilde halka agilmasi reaksiyonu verirler
(Sekil 2.9.) (14).



HO
0 . R, R
RRNH + >Ry 2Nf |
R/

Sekil 2.9. Sekonder aminlere epoksit katilma denklemi

2.4. Propanol Amin

Propanol aminler; rasemik epoksitlerin aril aminlerle halka acilmasi ile
sentezlenebilmektedir (Sekil 2.10.) (15).

0 H OH

I
ArO R, CPh
o . \@ AN
— .0
R C

HoN

Sekil 2.10. Propanol amin sentezi genel denklemi

Propanol aminler (3-amino-1-propanol) ayn1 zamanda 1,3-aminoalkoller olarak da
adlandirilan farmasotik etki gosteren kimyasal bilesiklerdir (Sekil 2.11.) (16).
Propanol aminler bir karbon atomuna bagli amin grubu ve bir karbon atomunda da

alkol grubu iceren organik bilesiklerdir.
HN" " 0H
Sekil 2.11. Propanolamin Yapisi
Bu aminler hem zayif asitin hem de suda iyi ¢oziinen bilesiklerdir. Propanolamin

Fransa’da gidalarda tiiketilmis ve propanolamin i¢eren gida iiriiniiniin potansiyel bir

biyobelirte¢ oldugu agiklanmistir (17).



2.4.1. Propanolamin tiirevi iceren farmasotikler

Tip ve kimya alaninda yararli olacak Ozelliklere sahip propanolamin tiirevi igeren
ilaglar mevcuttur. Bunlar 1-fenil grubunun elektron ¢eken grup karsisinda naftil

grubu ile yer degistirmesine dayanan reaksiyonlardir (18).

Ozellikle bu ilaglarin etki gdsterdigi durumlar hipertansiyon, kalp ritmi diizenleme,
kalp diisiis hiz1 kontrolii, kan akis hizin1 diizenlemektedir. Ayrica propanol amin
tiirevi igeren ajanlar anti-anjina ve anti-hipertansif ajanlaridir (19). En ¢ok etkisi
olanlar ise karbamoil grubu igeren kimyasal bilesiklerdir. Propanolamin tiirevi igeren

ilaglar1 soyle siralayabiliriz (20):

— Acebutolol Nadolol

— Penbutolol Fenilpropanolamin
— Pindolol Practolol

— Ritodrine Timolol

— Atenolol Betaxolol

— Bisoprolol Metoprolol

2.4.1.1. Carteolol

Carteolol, Mikelan®, Teoptic® ve Ocupress® ticari isimleri ile satisa sunulan; goz
ici hipertansiyon ve kronik derecede olan goz tansiyonunda, g6z i¢i basinci
dengelenmede kullamlan bir ilagtir. Tk sentezi 1970°li yillarda gergeklestirilmistir
(Sekil 2.12.) (21,22).

Sekil 2.12. Cateolol sentezi i¢in 6nerilmis bir yontem



2.4.1.2. Metoprolol

Ulkemizde de Beloc® (iiretici AstraZeneca) ve Lopressor® (iiretici Novartis) basta
olmak tizere degisik ilaglarda PB-bloker olarak kullanilan bir amino alkol tiirevidir
(23). Hafif ila orta derecede hipertansiyon ve anjina pektorisin tedavisinde kullanilir
(24). Sentezine ait bir 6rnek Sekil 2.13.’de verilmistir (25).

OCH;

OH OCHjg /L
CHjl, KO'Bu, NH,

o DMAc OH H,0, refluks OH

o £t o N _i o _L_ Y

Sekil 2.13. Metoprolol sentez yontemi

ZT

2.4.1.3. Timolol

B-adrenerjik bir bloke edici ajandir, glokom hastalarinda g6z i¢i basincim
diizenlemede kullanilir (26). Ayrica kalp atis hiz1 ve kan basincinin diizenlemesinde
onemli rol oynar (27). Enantiyoselektif Timolol sentezi i¢in 1976 yilinda Onerilmis

bir yontem Sekil 2.14.’de verilmistir (28).

CHO CH,NHBu-t CHNHBu-
u- !
g t-BuNH, 2 t-BuOK ;
| > helon > AmoA Q
‘ 2 N7 CH,0

CH,OH

CH,OH )l\/(N >\(N\)
cl )
N |
Q7
0

Sekil 2.14. Timolol Sentezi
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2.4.1.4. Fenilpropanolamin

Fenilpropanolaminin 1938 yilinda patenti alinmustir (29). Burun tikanikligi ve
oksiiriik tedavisinde kullanilan birgok ilacin aktif bilesenlerinden biridir (30). Ayrica
istah dengesini sagladigi i¢in bazi diyet ilaglarinda da bulunmaktadir (31). Fakat,
2000 yilinda ABD’ de bulunan Yale Universitesinin yaptigi bes yillik bir
arastirmanin sonucunda 6zellikle geng kadinlarda hemorajik felg¢ ve beyin kanamasi
olasiligini arttirdiginin agiklanmasi iizerine ayni yil Amerika Saglik Bakanligi (FDA)
tarafindan kullanimi ve iiretimi yasaklanmistir (32). Ulkemizde béyle bir yasak

bulunmamaktadir. Fenilpropanolamin yapisi Sekil 2.15.’de verilmistir.

Sekil 2.15. Fenilpropanolamin

2.4.1.5. Betaksolol

Kismi kardiyoselektif B-adrenoseptor olan Betaksolol, diger B-bloke edici ilaglara
etkili bir alternatiftir ve bazi hastalarda avantajlar sunabilecek 6zelliklere sahiptir.
Hipertansiyon, kalp hastaliklari, kalp yetmezIligi tedavilerinde kullanilmaktadir (33).
Betaxolol sentezi i¢in Sekil 2.16.”da verilen reaksiyon semasi ornek olarak verilebilir
(34).
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[

4
S W Qe
. "y

Sekil 2.16. Betaksolol Sentezi

o

2.4.1.6. Propranolol

Propranolol, miyokardin hem mekanik hem de elektrofizyolojik o6zelliklerini
etkileyen segici olmayan bir [-adrenoblokerdir (Sekil 2.17.). Miyokardiyal
kontraktiliteyi, kalp atis hizini, kan basincin1 ve miyokardiyal oksijene olan ihtiyaci
azaltir. Bu 0Ozellikler propranololii ve diger adrenoblokerlari antianjinal ilaglar
acisindan faydali kilar. Propranolol hipertansiyon, anjina pektoris, supraventrikiiler
aritmi, ventrikiiler tagikardi, migren, hipertrofik subaortal stenoz ve feokromositoz

tedavisinde kullanilir (35).
/LNH

Sekil 2.17. Propranolol
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2.4.1.7. Metaraminol

Sekil 2.18.’de yapis1 gosterilmis olan Metaraminol, klinik olarak kullanilan dozlarda
baskin bir etkiye sahip olan alfa ve beta-adrenerjik bir agonisttir. Kalbin pompalama
hareketi giiclinii artirir. Kan basincini artirir. Ayrica cerrahi komplikasyonlar iginde
kullanilmaktadir (36).

NH»

CH
HO 3

HO
Sekil 2.18. Metaraminol
2.4.1.8. Bisoprolol
Kalp atig hizini, kalp basincini diisiiriir. Kalp yetersizligi olan hastalarda ve kalp ve

dolagim sorunlarina bagli 6liim riskini azalttigi goriilmektedir (37).Sentezi i¢in bir

yontem asagida verilmistir (Sekil 2.19.) (38).

OH
07
H*(AG 50W-Xg), RT <> L\/ o

HO(CH,),OCH(CHj)

OCHs CH,0(CH,),0CH(CHa), SH,O(CH,),OCH(CH)
O " NHCH(CHa),
OH
NH,(iC3H7)
Al,O5 Et,0
CH,0(CH,),0CH(CHs),

Sekil 2.19. Bisoprolol Sentezi
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2.4.1.9. Methoksamin

Kan damarlarin1 daraltarak kalp pompalama hareketini arttirmaktadir. Sentez

yontemi Sekil 2.20.’de verilmistir (39).

o) 0 0
MeOC(O)CI »\( (COCl), DMF ~
—_— _—

NH Me,NH

NH, NaOH O HN\]éO
)
/ O\
OMe OMe OMe O
Br Li
n-BulLi

e HN\(O

OMe OMe OMe (NG

¢ PhMe,SH,TFA

OMe OH OMe OH OMe OH

HCl KOH,MeOH

NH, HNY

OMe OMe /O

O
OMe

Sekil 2.20. Methoksamin Sentezi

2.4.1.10. Psodoefedrin

Sekil 2.21.°de molekiil yapist verilmis olan Psddoefedrin, burun ve siniis

tikanikliklarin1 gidermede kullanilan bir ilag aktif maddesidir (40).

Sekil 2.21. Psodoefedrin
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2.5. Enzim Inhibisyon Etkisi Gésteren Propanolamin Tiirevleri

2018 yilinda ¢alisma grubumuz tarafindan tamamlanan bir ¢alismada kekik yaginda
bulunan Timol bilesiginden yola ¢ikilarak oksipropanol amin tiirevleri
sentezlenmistir. Bu bilesiklerin a-glikosidaz, karbonik anhidraz I ve II izoformlari
(hCA I and II), ve asetilkolin esteraz (AChE) enzimlerine kars1 inhibitor etkiye sahip
olduklar1 belirlenmistir (Sekil 2.22.) (41).

o
ch_<] R{R,NH
N
OH NaOH/H,0, o/\(cl) doymus K,CO4 o/\(\NFQR2
85°C oda sicakligi OH
0.5 saat 5-24 h.

Sekil 2.22. Timol Tiirevi Oksipropanolamin tiirevlerinin sentezi

Yine grubumuz tarafindan yapilan baska bir ¢alismada ise karanfil yaginin ana
bileseni olan eugenolden yola ¢ikilarak yeni oksipropanol amin tiirevleri
sentezlenmistir. Bu bilesiklerin de a-glikosidaz, karbonik anhidraz I ve II izoformlari
(hCA I and II), ve asetilkolin esteraz (AChE) enzimlerine karsi inhibitor etkiye sahip
olduklar kanitlanmustir (Sekil 2.23.) (42).

HO
OH O% rNR1R2

OCH3 O

O o OCH
Cl_<] ° R{R,NH OCHs
_ >
NaOH/H,0, doymus K,CO4
85°C oda sicakligi
0.5 saat 5-24 h.
\

Sekil 2.23. Eugenol Tiirevi Oksipropanolamin tiirevlerinin sentezi

Yeni karvakrol bazli yeni oksipropanolamin tiirevleri: tasarim, sentez,
karakterizasyon, biyolojik degerlendirme ve molekiiler docking caligmalart isimli
diger bir yaymnda ise baslangi¢ iirtinii Karvakroldiir. Elde edilen bilesiklerin o-
glikosidaz, karbonik anhidraz I ve II izoformlar1 (hCA I and II), ve asetilkolin esteraz
(AChE) enzimlerine kars1 inhibitdr etkiye sahip olduklari belirlenmistir. Ayrica, elde
edilen sonuglar teorik hesaplamalarla da desteklenmistir (Sekil 2.24.) (43).
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0
ch_<]J R{R,NH
—_—
OH NaOH/H,0, o ™1 doymus K,COs o/\(\NmR2
. 0 s KaGC
85°C oda sicakligi OH
0.5 saat 5-24 h.

Sekil 2.24. Karvakrol Tiirevi Oksipropanolamin Tiirevlerinin Sentezi

2.6. Karbonik Anhidraz (hCA, E.C. 4.2.1.1)

Karbon dioksit ve bikarbonat arasindaki doniisiim i¢in katalizor olan karbonik
anhidraz (CA) bakteri, archaea ve Okaryotlarda esansiyel bir enzimdir (44).
Yapisinda ¢inko ihtiva eden bir metaenzim olan CA genel olarak metabolik CO>
transportunun saglamanin yani sira, birgok dokuda, H* ve HCO3’in birikiminde de
rol almaktadir. Bu dokular arasinda bobrek, gastrit mukoza ve goz lensini sayabiliriz.
Bunlardan bagka histokimyasal metodlarla, tiikriik bezleri, kaslar, sinir miyelin kilift,
pankreas, prostat ve endometrium dokularda da CA’ya rastlanmis ve bunlarin
bazilar saflastirilararak, biyokimyasal 6zellikleri incelenmistir. Eritrosit CA’sinin en
onemli fonksiyonu ise, doku kilcal damarlarinda, metabolizma {iriinii olan CO2’i
H2COgs’e, akciger pulmoner kapilerde ise H2CO3’1 CO2’e doniismesi reaksiyonunu

katalizleyerek, solunum olayinda yer almaktadir (45).

CA .
CO, + H,0 & H,CO; & HCO; + H*

Su ana kadar memeli canlilarda 16 izozim tiirii tanimlanmistir ve bunlar alt hiicre
lokalizasyonlar1, katalitik aktiviteleri ve farkli inhibitér smiflarina duyarliliklart
bakimindan farklilik gosterirler. CA'lar, asit-baz dengesi, solunum, karbon dioksit ve
iyon tasinmasi, kemik rezorpsiyonu, iiregenez, glukoneogenez, lipogenez ve viicut
stvist olusumu gibi c¢esitli biyolojik islemlere katilarak farkli dokularda iiretilir.
Bunun bir sonucu olarak, CA izozimleri, 6dem, glokom, obezite, kanser, epilepsi ve
osteoporoz gibi bir dizi rahatsizligin tedavisi i¢in inhibe/aktif olma potansiyeli olan

onemli terapdtik ajanlardir (46).
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2.7. a-Glukosidaz Enzimi

a-Glikosidaz, karbonhidrat molekiiliiniin sindirim mekanizmasindaki son asamasini
katalizleyerek karbonhidratin sindiriminde rol oynayan Kilit bir enzimdir (47).
Dolayisiyla, a-glikosidaz inhibitorleri, glikozun kana karigsmasint geciktirerek
beslenmeden dogan kan sekeri ani yiikselisinin Oniine gegebilmektedir. Ilk olarak

1980'lerde yeni bir anti-diyabetik ilag sinifi halini almiglardir (48,49).

2.8. Asetilkolinesteraz enzimi (AChE)

Merkezi (CNS) ve periferik (PNS) sinir sistemlerinin aktivitesinde onemli rol
oynayan Asetilkolinesteraz enzimi (AChE) asetilkolin nérotransmitterinin hidrolizini
katalize ederek kolin ve asetat iiretir (50). AChE inhibitorleri, Alzheimer hastaligi
(AD), yashilik demansi, ataksi, myastenia gravis ve parkinson hastaliginin
tedavisinde kullanilabilme potansiyeline sahiptir (51). Resmi kayitlara gore en sik
karsilagilan demans nedeni olan Alzheimer hastaligi, 2010 yilinda diinya genelinde

yaklasik 35 milyon kisiyi etkilemistir (52).



BOLUM 3. MATERYAL VE YONTEM

3.1. Yontem

3.1.1. Kullamlan cihaz ve kimyasallar

Deneysel c¢alismalarda kullanilan cihazilar yellowline MSH basic marka
karistiricilar, Heidolph MR Hei-Standard 1sitma cihazi, BUCHI Rotavopor R—
114marka doner buharlastirici cihazi, OHAUS Analytical marka hassas terazi,
NUVE NF 200 santrifiij cihazi, VARIAN marka Infinity Plus model 300 MHz’lik
NMR cihazi, CAMAG marka TLC cihazi ve plakalar i¢in Fluka marka plakalar
kullanilmistir. Calismada kullanilan ¢oziicii ve kimyasallar Fluka, Merck ve Sigma

firmalarindan temin edilmistir.

3.2. Genel Yontemler

3.2.1. Oksiran eldesi i¢cin uygulanan yontem

Eugenoliin (0,5 g, 3 mmol) kloroform (20 mL) ¢6zeltisi iizerine m-CPBA(metakloro
perbenzoik asit) (1,29 gr, 7,5 mmol) kloroform (20 mL) c¢ozeltisi yavasca
damlatilarak ilave edildi. Reaksiyon karigimi 80 °C sicaklikta 24 saat karistirildiktan
sonra oda sicakligina kadar sogutularak siiziildii. Siiziintli ayirma hunisine aktarilarak
NaHCO3 (seyreltik) (2x10 mL) ve sonra su (2x10 mL) ile ekstrakte edildi. Organik
faz MgSOs ile kurutularak doner buharlastiricida konsantre hale getirildi. Elde edilen
ham {iriin analizi *H ve *C NMR spektrumlari ile yapildi1 ve ileriki reaksiyonlarda

herhangi bir ilave saflagtirma islemi uygulanmadan kullanildi (Sekil 3.1.).
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© O\OH °
CHCly
+ >
80 °C
OCHj3 cl 24 saat OCH,4
OH OH
Eugenol m-CPBA 2-metoksi-4-(oksiran-2-ilmetil)fenol

1)

Sekil 3.1. Oksiran eldesi igin uygulanan reaksiyon denklemi

3.2.2. Hidroksipropil amin tiirevlerinin eldesi i¢cin uygulanan yontem

2-metoksi-4-(oksiran-2-ilmetil) fenol (1) (0,289, 1, mmol) ve amin tirevi (1,57
mmol) bilesikten olusan karisima, Na,COs (0,18 g, 1,4 mmol) ilave edilerek oda
sicakliginda 24 saat karistirildi. Reaksiyon sonunda aminin fazlasi vakumda
uzaklastirildi ve kalinti diklorometan (30 mL) ile ¢oziildi. Elde edilen ¢ozelti
sirastyla doymus NaCl (20 mL) ve su (2x20 mL) ile ekstrakte edildi. Organik faz
MgSOs ile kurutularak doner buharlastiricida yogunlastirilmis hale getirildi. Ham
{iriin analizi 'H ve ®C NMR spektrumlar1 ile gerceklestirildi. Genel reaksiyon
denklemi elde edilen bilesik yapilar1 Sekil 3.2.°de verilmistir. Uriinlere &zel

saflagtirma metotlar1 bir sonraki boliimde agiklanmustir.

0 F|<2 OH
1 K,CO R
R
. NH 2 3(der) .
R?2 24 saat
OCH; oda sicakligi OCHs
OH OH
1 R': Al veya Ar gruplar 2a-g

R%H veya Al gruplar

N7 J<
on L N

HO OH
HO

OCH
3 OCHj

2a 2b

Sekil 3.2. Hidroksipropil amin tiirevlerinin eldesi i¢in reaksiyon denklemi
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/\/\

N/\/ H

H OH

HO OH HO
OCH,
OCH,4
2C 2d
NJ\ /©
N
H
OH H
HO HO OH
OCH; OCHj,
2e 2f
N/\/\N/
H |
OH
HO
OCH,
29

Sekil 3.2. Hidroksipropil amin tiirevlerinin eldesi i¢in reaksiyon denklemi (Devami)

Hidroksipropil amin tiirevi bilesiklerin sentezine ait muhtemel reaksiyon

mekanizmasi Sekil 3.3.’de gdsterilmistir.

OH B—H
R wd o
VN HoH
RIAH  g° R OCHy |

N N 2

.2 ? é > R OCH3
R - R

OH
31 OH R': Al veya Ar gruplar

—e’ R2'N OCH, R2: H veya Al gruplar

-B:

Sekil 3.3. Hidroksipropil amin tiirevlerinin eldesi i¢in dnerilen reaksiyon mekanizmasi
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3.3. hCA I ve II izoenzimleri Uzerine Yeni Sentezlenen Bilesiklerin Etkilerinin

Belirlenmesi

Insan eritrositlerinden saflastirilmis olan CA izoenzimleri iizerindeki etkisi
arastirildi. Olgiimler hem hidrataz hem de esteraz aktivite tayin yontemleriyle

yapildi. Daha sonra ICsp Ve Kj degerleri bulunarak inhibisyon tiirleri belirlendi.

3.4. a-Glikozidaz Enziminin Aktivite Tayini

a-Glikozidaz enzim aktivitesi, Tao ve arkadaslarinin prosediiriine gore substrat
olarak p-NPG kullanilarak belirlendi; numuneler 20 mg’1 2 mL’de eriterek hazirlandi
(EtOH:H20). Tiim enzim inhibisyonu elde edilmesi durumunda fosfat tamponunda
coklu ¢ozeltiler hazirlandi. Ilk olarak 75 uL fosfat tamponu, fosfat tamponu (0.15 U /
mL, pH 7.4) ve 5 uL numune i¢indeki 20 uL enzim ¢ozeltisi ile karistirildi. Ardindan
tepkime baslangicina p-NPG ilave edilmeden once 35°C’de 10 dakika 6n inkiibe
edildi. Ayrica, 6n inkiibasyondan sonra fosfat tamponunda (5 mM, pH= 7,4) 20 uL
p-NPG ilave edildi ve inkiibasyon tekrar 35°C’de gergeklestirildi. Verilerin egri
uydurulmasi ile 1Csp ve K degerleri hesaplandi. Akarboz bilesigi pozitif kontrol
olarak kullanildi. Absorbanslar 405 nm’de spektrofotometrik olarak dlglilmistiir. o-
Glikosidazin bir birimi dakikada 1.0 mol substrat hidrolizini katalize eden enzim

miktaridir (pH: 7,4).

3.5. Asetilkolinesteraz Enzimin Aktivite Ol¢ciimii

Bu yeni maddeler {izerindeki etki Ellman metoduna gore arastirildi. Bu amagla ICso
ve Ki degerleri bulundu ve inhibisyon tiirleri belirlendi. Kolinesterazlar, asetilkolinin
tiyokolin ve asetata par¢alanmasi reaksiyonunu katalizlerler. Uriin olarak agiga ¢ikan
tiyokolin ve DTNB’nin reaksiyonuyla olusan sar1 renkli 5-tiyo-2-nitrobenzoik asit
olusturur. Meydana gelen bilesik renk 412 nm’de absorbans verdi (Ellman et al.
1961). Ornek ve kor kiivetlerinin 412 nm dalga boyunda ve 5 dakikada boyunca

absorbanslari ol¢iildii.



BOLUM 4. ARASTIRMA BULGULARI

4.1. 2-metoksi-4-(oksiran-2-ilmetil)fenol(1) Sentezi

Oksiran tiirevi bilesigin eldesi i¢in Eugenol ve m-CPBA kloroform ortaminda 80 °C
sicaklikta 24 saat boyunca karstirildi. %85 verimle 2-metoksi-4-(oksiran-2-
ilmetil)fenol (1) bilesigi elde edilmistir.

IH NMR (300 MHz, Chloroform-d) & 6.81 (dd, J = 8.0, 1.5 Hz, 1H), 6.73 (d, J = 1.7
Hz, 1H), 6.69 (dd, J = 8.0, 1.7 Hz, 1H), 3.80 (d, J = 1.5 Hz, 3H), 3.10 (ddtd, J = 5.4,
4.2,2.7,1.4 Hz, 1H), 2.83 — 2.68 (m, 3H), 2.52 (it, J = 4.6, 3.1, 2.7, 1.5 Hz, 1H); 13C
NMR (75 MHz, CDCl3) & 146.94, 144.66, 129.20, 121.77, 114.81, 112.02, 56.06,
53.16, 47.15, 38.50.

1 bilesigine ait *H NMR ve *C NMR spektrumlari EK 1°de verilmistir.
4.2. Hidroksipropil Amin Tiirevlerinin Eldesi (2a-f)

1 bilesiginde bulunan epoksit halkas1 degisik amin bilesikleri ile agilarak eugenol
iceren hidroksipropil amin tiirevi bilesiklerin sentezi gerceklestirilmistir. Reaksiyon
oksiran bilesigi, derisik potasyum karbonat ¢ozeltisi ve amin varliinda 24 saat siire
oda sicakliginda karistirllarak  yapilmistir.  Literatiirde sentezi ilk  defa
gerceklestirilmis olan bilesiklerin yapilart ve elde edilen verimler Tablo 4.1°de

verilmistir.

4-(3-(dietilamino)-2-hidroksipropil)-2-metoksifenol (2a): Ham iriin {izerine
hegzan ilave edilerek olusan kati siv1 karigim santrifiij islemi ile birbirinden ayrildi.

Elde edilen kahverengi viskoz madde temiz 2a iiriiniinii verdi (% 72).
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2a bilesigine ait *H NMR ve!3C NMR spektrumlari EK 2’de verilmistir.

IH NMR (300 MHz, Chloroform-d) 5 6.83 (d, J = 8.0 Hz, 1H), 6.78 (s, 1H), 6.71 (d,
J=8.0 Hz, 1H), 3.87 (s, 3H), 3.83 — 3.71 (m, 1H), 2.84 — 2.07 (m, 10H), 1.00 (td, J =
7.1, 0.9 Hz, 6H); 13C NMR (75 MHz, CDCls) & 146.63, 144.29, 130.68, 122.01,

114.48, 112.10, 68.27, 59.23, 56.08, 47.29 (2C), 41.32, 12.20 (2C).

Tablo 4.1.Sentezlenen propanolamin tiirevleri ve elde edilen verimleri

OH
O%/(j[ )
+
OCHj,4

K2COs3der) R2 OH OH
- |
1¢N
24 saat R OCH3

oda sicakligi
D?\lnoey Amin Uriin Verim (%)?
N7
SN
1 5 HO on 72
OCHs
<
2 >A H 63
NH, HO OH
OCH;
NN
H
3 \/\NH2 HO OH 81
OCH,
N/\/\
H
4 /\/\NH2 HO OH 61
OCHj
N/L\
5 A H 58
NH; HO OH
OCH;

3q[zole edilen iiriin verimi
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Tablo 4.1. (Devamu)

Deney Amin Uriin Verim (%)?

| HO 54

2qfzole edilen iiriin verimi

4-(3-(tert-butilamino)-2-hidroksipropil)-2-metoksifenol (2b):
2b {irlinii saflagtirmak i¢in reaksiyon sonunda lizerine hegzan ve eter (1:1) ¢oziiciileri

ilave edildi. Céziinmeyen kahverengi renginde kati maddenin siiziilerek ayrilmasiyla

2b saf olarak elde edildi (% 63).

2b bilesigine ait 'H NMR ve *C NMR spektrumlar1 EK 3’te verilmistir.

IH NMR (300 MHz, DMSO-ds) & 6.74 (d, J = 1.8 Hz, 1H), 6.63 (d, J = 8.0 Hz, 1H),
6.55 (dd, J = 8.0, 1.8 Hz, 1H), 3.71 (s, 3H), 3.61 — 3.50 (M, 1H), 2.74 — 2.13 (m, 6H),
0.97 (s, 9H); 13C NMR (75 MHz, CDCls) & 146.73, 144.38, 130.42, 122.08, 114.61,
112.04, 71.57, 56.07, 50.85, 47.73, 41.61, 29.20 (3C).

4-(3-(alilamino)-2-hidroksipropil)-2-metoksifenol (2c):
2C Uriiniin sentezi ig¢in 1 nolu triin alil aminle muamele edildi. Reaksiyon sonunda
aminin fazlas1 doner buharlastiricida uzaklastirildi ve elde edilen ham iirline DKM

eklendi.Coziinmeyen bej rengi kat1 madde (2c) siiziilerek ayrildi (% 81).

2¢ bilesigine ait 'H NMR ve'*C NMR spektrumlar1 Ek 4’te verilmistir.

IH NMR (300 MHz, Kloroform-d) & 6.83 (d, J = 8.0 Hz, 1H), 6.78 — 6.56 (m, 2H),
5.99 — 5.74 (m, 1H), 5.24 — 5.00 (m, 2H), 3.87 (s, 3H), 3.95 — 3.76 (M, 1H), 3.48 —
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2.97 (m, 4H), 2.75 (dd, J = 12.1, 3.1 Hz, 1H), 2.68 (d, J = 5.8 Hz, 2H), 2.54 (dd, J =
12.1, 9.1 Hz, 1H): 3C NMR (75 MHz, CDCls) § 146.81, 144.50, 135.22, 129.93,
122.08, 117.86, 114.70, 112.09, 70.66, 56.07, 53.83, 51.99, 41.50.

4-(3-(butilamino)-2-hidroksipropil)-2-methoksifenol (2d):

Eugenolden elde edilen epoksit halkasi biitil aminle agilarak 2d {iriinii elde edildi.
Ham iiriiniin Eter:DKM (50:50) karisiminda 1sitilarak ¢oziinmesi saglandiktan sonra
bir gece derin dondurucuda bekletildi. Coken agik kahverengi kati maddenin

stiziilmesiyle 2d temiz olarak elde edildi (% 61).

IH NMR (300 MHz, Kloroform-d) & 6.81 (d, J = 7.9 Hz, 1H), 6.73 (d, J = 1.9 Hz,
1H), 6.67 (dd, J = 8.0, 1.9 Hz, 1H), 3.98 — 3.68 (m, 4H), 2.85 — 2.41 (m, 9H), 1.46
(p, J = 6.9 Hz, 2H), 1.32 (ddd, J = 16.0, 12.9, 7.0 Hz, 2H), 0.89 (t, J = 7.3 Hz, 4H);
13C NMR (75 MHz, CDCls) & 146.85, 144.56, 130.11, 122.08, 114.73, 112.11, 70.77,
56.05, 54.83, 49.53, 41.59, 32.11, 20.61, 14.22;

4-(2-hidroksi-3-(izopropilamino)propil)-2-methoksifenol (2e):

Oksiranin izopropil bilesigi ile agilmasi sonucu 2e {iriinii elde edildi. Reaksiyon
sonunda izopropil aminin fazlas1 vakumda uzaklastirildi. A¢ik sar1 viskoz madde 150
mm’lik cam mikropipette hazirlanan 5cm silikajel tizerinden hegzan, eter, DKM ve

MeOH ile siiziildii. MeOH fraksiyonu agik kahverengi kati olarak temiz iirlinii verdi
(% 58).

2e bilesigine ait 'H NMR ve 3C NMR spektrumlar1 Ek 5’te verilmistir.

IH NMR (300 MHz, Kloroform-d) & 6.82 (d, J = 8.0 Hz, 1H), 6.73 (d, J = 1.7 Hz,
1H), 6.67 (dd, J = 8.0, 1.7 Hz, 1H), 3.85 (s, 3H), 3.88 — 3.75 (m, 1H), 2.78 (dt, J =
4.1, 1.1 Hz, 1H), 2.74 (dd, J = 3.2, 0.9 Hz, 1H), 2.67 (dd, J = 6.3, 2.5 Hz, 2H), 2.48
(ddd, J = 12.0, 9.1, 1.0 Hz, 1H), 1.05 (d, J = 6.3 Hz, 6H); 13C NMR (75 MHz,
CDCl3) & 146.91, 146.86, 130.39, 122.06, 114.79, 112.22, 69.75, 56.05, 56.00, 52.19,
49.21, 41.27, 22.55.
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4-(2-hidroksi-3-(fenilamino)propil)-2-metoksifenol (2f): Reaksiyon sonunda elde
edilen ham {iriin silikajel kolonunda DKM / MeOH (30:70) karisimu ile ayrildi. Elde

edilen kahverengi kat1 madde temiz 2f {irtiniinii verdi (% 70).

2f bilesigine ait 'H NMR ve'*C NMR spektrumlar1 Ek 6°da verilmistir.

IH NMR (300 MHz, Kloroform-d) § 7.19 (td, J = 7.8, 3.6 Hz, 1H), 6.94 — 6.53 (m,
2H), 4.03 (tdd, J = 8.2, 5.1, 3.2 Hz, OH), 3.83 (d, J = 5.0 Hz, 1H), 3.29 (dd, J = 12.8,
3.5 Hz, OH), 3.07 (dd, J = 12.8, 7.9 Hz, OH), 2.78 (qt, J = 13.5, 6.3 Hz, 1H); °C
NMR (75 MHz, CDCls) 5148.43, 146.88, 144.57, 129.76, 129.56 (2C), 122.20,
118.13, 114.83, 113.58 (2C), 112.10, 71.49, 56.13, 49.54, 41.44.

4-(3-((3-(dimetilamino)propil)amino)-2-hidroksipropil)-2-methoksifenol (2g):
Reaksiyon sonunda elde edilen ham iiriin santrifuj tiipiine alind1 ve hegzan ilave
edilerek iyice karistirildi. Acik kahverengi viskoz sivi kisim santfifiyj islemi ile

stvisindan ayrildi. 2g % 61 verimle elde edildi.

29 bilesigine ait *H NMR ve*C NMR spektrumlari EK 7°de verilmistir.

IH NMR (300 MHz, Kloroform-d) & 6.75 (d, J = 8.0 Hz, 1H), 6.69 (d, J = 1.9 Hz,
1H), 6.62 (dd, J = 8.0, 1.9 Hz, 1H), 4.55 (bs, 1H), 3.84 — 3.74 (m, 1H), 3.80 (s, 3H),
2.64 (tdd, J = 12.3, 9.6, 5.1 Hz, 5H), 2.45 — 2.25 (m, 4H), 2.20 (s, 6H), 1.63 (p, J =
8.5, 7.8 Hz, 2H):13C NMR (75 MHz, ) & 148.43, 146.88, 144.57, 129.75, 129.55
(2C), 122.20, 118.13, 114.83, 113.58 (2C), 112.10, 71.49, 56.13, 49.54, 41.44.

4.3. Biyolojik Aktivite Calismalari
4.3.1. Karbonik anhidraz enzimi iizerine inhibisyon etkisinin belirlenmesi
Afinite kromatografisi ile CA izoenzimlerinin saflastirilmasi sirasinda eluatlarin

protein miktarlar1 280 nm’de absorbanslar Olgiilerek belirlendi. Bu sekilde yapilan

kalitatif protein tayini, proteinin yapisinda bulunan tirozin ve tiriptofan amino



26

asitlerinin s6z konusu dalga boyunda maksimum absorbans vermesi esasina dayanr.
Kantitatif protein tayinleri ise Coomassie-Blue yontemi ile belirlendi. Bu yontemin
diger protein tayin yontemlerinden tistlin yani, ¢ok kisa siirede uygulanmasi, bozucu
faktorlerinin ¢ok olmamasi ve protein-boya kompleksinin ¢ozeltilerde uzun siire
kalmasidir. Ayrica bu yontemde hassasiyet 1-100 pg arasindadir (Bradford 1976).
Aktivite 6l¢tim pH’s1t hCA I ve II izoenzimleri igin 7,4 olarak alindi. Bunun sebebi
ise hCA 1 ile II izoenzimlerinin bulundugu ortam olan eritrositlerin pH’sinin 7,4
olmasidir. Bir inhibitorlerin inhibisyon etkilerinin belirlemesinde ICso degerleri
kullanilmaktadir. Bunun igin taze insan kanindan saflagtirilan hCA 1 ve II
izoenzimleri lizerinde inhibisyon etkisi gosteren bilesikler, bu izoenzimlerinin dogal
inhitorti olan Asetazolamid’in Ki ve ICso degerindeki benzerlikten dolayi inhibitor
olarak kullanilabilir (Cizelge 1). hCA I ve Il izoenzimleri i¢in Ki degerleri sirayla bu
araliginda bulundu: 9.68+1.32-33.78+6.08 ve 11.46+2.64-20.36+1.87 mikromolar.
Bu iki izoenzim i¢in en iyi inhibitor 2f olarak tespit edildi.

4.3.2. Asetilkolinesteraz enzimi iizerine inhibisyon etkisinin belirlenmesi

AChE, beyin ve eritrositlerde yiliksek konsantrasyonda bulunurken; BChE, serum,
pankreas, karaciger ve santral sinir sisteminde bulunur. Beyindeki kolinesteraz
aktivitesinin %80'inden AChE, geriye kalan %Z20'inden BChE'nin sorumlu oldugu
diistiniilmektedir. Bu ¢alismada kullanilan yeni bilesikler kullanildi ve ¢aligildi. AChE
dogal inhitdrii olan Takrin, sentezlenen bilesiklerin Kj ve ICso degerlerindeki
benzerlikten dolayr da AChE inhibitorii olarak ilag eldesinde kullanilabilir. Alfa
glikozidaz enzimin inhibitdrleri de onemlidir ve antidiyabetik 6zellikleri vardir. Bu
caligmada, AChE enzimi i¢in Ki degerleri 62.08+11.67-123.76+22.06 mikromolar

seviyesinde ve araliginda bulundu.
4.3.3. a-Glukosidaz enzimi iizerine inhibisyon etkisinin belirlenmesi
Alfa glikozidaz enzimi i¢in, Ki degerleri 0.33+0.08-2.55+0.28 araliginda mikromolar

seviyesinde tespit edildi. En iyi inhibitor ACHE enzimi i¢in 2b ve alfa glikozidaz

enzimi 2c¢ belirlendi.
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Tablo 4.2.Yeni bilesiklerin (2a-g) insan karbonik anhidraz izoenzimleri I ve 11 (hCA I ve I1), aketilkolinesteraz (AChE) ve a-glikosidaz (a-Gly) enzimlerine kars1 enzim
inhibisyonu sonuclar1

ICs0 (M) Ki (nM)
Compounds
hCA I r hCA 1l r AChE r a-Gly r hCA | hCA Il AChE a-Gly
2a 13.65 0.9384 10.25 0.9838 125.04 0.9488 0.95 0.9343 16.34+4.74 14.74+4.11 111.45+£23.45 1.14+0.13
2b 17.26 0.9889 14.38 0.9683 90.33 0.9208 1.37 0.9375 21.454+2.06 17.08+3.66 62.08+11.67 1.83+0.23
2c 20.34 0.9682 16.06 0.9770  113.47 0.9835 0.28 0.9034  26.44+6.57 20.36+1.87 74.34+16.94 0.33+0.08
2d 19.26 0.9581 14.88 0.9604  155.38  0.9598 1.93 0.9950 22.67+5.71 18.45+£7.28 123.76+22.06 2.34+0.40
2e 28.51 0.9964 22.35 0.9739 111.84 0.9370 2.34 0.9623 33.78+6.08 26.86+5.08 87.46+£10.77 2.55+0.28
2f 7.37 0.9562 8.26 0.9361 103.05 0.9627 0.84 0.9731 9.68+1.32 11.46+2.64 78.08+15.83 1.03+0.10
29 12.37 0.9611 10.53 0.9836  134.87  0.9205 1.14 0.9698 16.06+3.77 15.82+4.88 103.37+9.63 1.47+0.22
AZA* 45.46 0.9422 60.33 0.9364 - - - - 57.64+5.41 79.75+£8.34 - -
TAC** - - - - 198.24  0.9077 - - - - 167.05+£23.64 -
ACR*** - - - - - - 5.44 0.9642 - - - 7.45+1.04

*Asetazolamid (AZA), hCA I ve II’nin kontrolii i¢in kullanildu.
**Takrin(TAC),AChE ve BChE enzimlerinin kontroli igin kullanildi.
*** Akarbos (ACR), a-glikosidase enziminin kontrolii i¢in kullanildi.



BOLUM 5. TARTISMA VE SONUC

Bu ¢alismada, Eugenol bilesiginden yola ¢ikilarak literatiirde bulunmayan yedi adet
yeni propanol amin tiirevinin sentezi ve degisik enzimlere karsi inhibisyon etkisi

arastirilmistir,

Hedef bilesiklerin sentezi i¢in detayli literatiir ¢alismalarinin sonunda en yiiksek
verimi sunan ve en kisa yontem olan epoksit tizerinden niikleofilik atak ile propanol
amin sentezi uygun gorilmiistiir. Eugenolde bulunan ¢ift bagi epoksit halkasina
cevirmek i¢in denenen yontemler arasinda ise m-CPBA ile yapilan yontem tercih
edilmistir. Bunun nedeni, yiiksek verim saglamasi (%85) yaninda olusan benzoik asit
yan Uriiniiniin siiziilerek ortamdan kolayca ayrilmasi ve elde edilen iiriin (1) i¢in ek

bir saflagtirma islemine gerek duyulmamasidir.

Ikinci asamada oksiran halkasiin degisik amin bilesikleri ile agilmasi
hedeflenmistir. a-propanol amin bilesiklerinin sentezini gerceklestirmek icin
reaksiyon mekanizmasi goz Oniinde bulundurularak bazik ortamda yapilacak bir
reaksiyon yontemi belirlenmistir. Amin bilesikleri oksiran halkasina sterik engelin az
oldugu taraftan saldirip ana irlin olarak o-propanol amin tiirevlerini vermektedir.
Secilen amin tlirevleri ise ¢alismanin kapsaminmi belirleyebilmek icin degisik ilag
yapilarinda mevcut ve kendi iclerinde de farkli ozelliklere sahip olan amin
tiirevlerinden segilmistir. Bunlar; birincil amin (n-butil amin, izopropil amin), ikincil
amin (dietilamin), diiz zincirli (n-butil amin), dallanmig (izopropil amin, tert-
butilamin), sterik engeli olan (tert-butil amin, dietilamin), yan gruplarinda
doymamislik igeren (alil amin), aromatik halkaya bagl (anilin)ve farli fonksiyonel

gruba sahip amin (3-dimetilaminopropilamin) gruplarindan segilmistir.
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Sentezlenen ham {riinlerden hedef irilinlerin saflagtirnlmasi i¢in  kolon
kromatografisi, kristallendirme, c¢oktiirme ve ¢oOziiciilerle yikama gibi degisik
yontemler denenmistir. Alil aminle yapilan reaksiyonda ele ge¢en madde iizerine
DKM ilave edildiginde {iriin (2e) ¢okerek kolaylikla ayrilir. Diger {iriinler i¢in bu
kadar basit bir miidahale ile saflastirma ne yazik ki miimkiin olmamistir. Bu nedenle
elde edilen verimler arasindaki en yiiksek degerin 2e’nin eldesinde (%81) oldugu

goriilmektedir.

Anilin ile yapilan sentez sonucu elde edilen 2f diriinii ise kolon kromatografisi ile
basarili bir sekilde saflastirilmistir (%70). Fakat diger {irlinler igin kolon
kromatografisi de uygulanamamistir. Bunun nedeni, bu bilesiklerin kolon sartlarinda
kisa siirede bozunmasidir. Anilinde bulunan azotun ortaklanmamis elektronlarinin
halka ile delokalize halde olmasi1 kararliligi artirarak {riinii asidik veya bazik
sartlarda daha kararhi kilmaktadir. izopropil aminle yapilan sentez iiriinii (2€) 150
mm uzunlukta cam mikropipette hazirlanan ¢ok az silikajel iizerinden hegzan, eter,
DKM ve MeOH c¢oziiciilerinin hizlica gecirilmesiyle temizlenmistir (%58). Diger
bilesiklerin temizlenmesinde ise denenen yontemler arasinda degisik coziiciilerde
¢coktiirme islemi basarili olmustur. Boylece, %54-81 aras1 verimlerle hedef
bilesiklerin sentezi gerceklestirilmistir. Elde edilen bilesik yapilar1 tHNMR ve 13C
NMR ile aydinlatilmigtir.

Sentezlenen bilesiklerin asetilkolinesteraz (AChE), alfa-glukosidaz (a-Gly), insan
karbonik anhidraz I (hCAI) ve insan karbonik anhidraz 1l (hCAIl) enzimleri

tizerindeki inhibisyon etkileri aragtirilmistir.

Insan kanindan saflastirilan hCAI ve 11 izoenzimleri {izerinde sentezlenen bilesiklerin
inhibisyon etkileri, bu izoenzimlerinin dogal inhibitérii olan Asetazolamid’in hCAI
ve II sirasiyla Ki (57.64£5.41 ve 79.75+8.34) ve 1Cs0(45.46 ve 60.33) degerleri ile
kiyaslanarak Olciilmiistiir. Sentezlenen bilesiklerin hCA 1 ve II izoenzimleri i¢in Ki
degerleri sirayla: 9.68+1.32-33.78+6.08 ve 11.46+2.64-20.36+£1.87 mikromolar
araliklarindadir. Bu iki izoenzim i¢in en iyi inhibitor ise 2f bilesigidir. hCAI ve Il
izoenzimleri igin sirasiyla Ki (9.68+1.32ve 11.46+2.64) ve ICso (7.37ve 8.26).
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AChE enzimine kars1 inhibisyon 6zellikleri ise dogal AChE inhibitorii olan Takrin
(Ki degeri 167.05£23.64 ve 1Cso degeri 90.33) ile kiyaslanarak degerlendirilmistir.
Ki degerleri 62.08+11.67-123.76+22.06 mikromolar seviyesinde ve araliginda
bulunmustur. Sentezlenen bilesikler arasinda en yiiksek inhibe edici etkiyi ise 2b

gostermistir (Ki 62.08+11.67ve 1C5090.33).

Alfa glikozidaz enzimi i¢in kiyas olarak Acarbose (Ki 7.45+1.04ve 1Cs505.44) baz
alinmistir. Sentezlenen bilesiklerde Ki degerleri 0.33+0.08-2.55+0.28 araliginda
mikromolar seviyesinde tespit edilmistir. 2a-f arasinda en iyi inhibitoér etkiyi 2cC
bilesigi gostermistir (Ki 0.3340.08ve 1Cs500.28).
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EKLER

EK 1:-2-metoksi-4-(oksiran-2-ilmetil)fenol H! NMR ve C'* NMR spektrumlars.
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EK 2: 4-(3-(dietilamino)-2-hidroksipropil)-2-metoksifenol H ve 3¥C NMR

spekturumlari.
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EK 3: 4-(3-(tert-biitilamino)-2-hidroksipropil)-2-metoksifenol 'H ve!*C NMR

spekturumlari.
CHy
e
NH CH,
OH
HO
o~ CH,

e /

7.0 6.5 6.0 5.5 5.0 4.5 4.0 3.5 3.0 2.5 2.0 1.5 1.0 0.5 0.0
ppm
ChHy
J< Cr
NH cH,
oH
HO
O\CH3

T T T T T T T T T T T T T T
180 170 160 150 140 130 120 110 100 90 80 70 60 50 40 30 20 10 0
ppm



39

EK 4: 4-(3-(butilamino)-2-hidroksipropil)-2-methoksifenol 'H ve®*C NMR

spekturumlari.
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EK 5: 4-(3-((3-(dimetilamino)propil)amino)-2-hidroksipropil)-2-metoksifenol *H ve
13C NMR spekturumlari.
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EK 6: 4-(2-hidroksi-3-(izopropilamino)propil)-2-metoksifenol 'H ve C NMR

spekturumlari.
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EK 7: 4-(2-hidroksi-3-(fenilamino)propil)-2-metoksifenol

spekturumlari.
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EK 8: 4-(3-(allilamino)-2-hidroksipropil)-2-metoksifenol H ve C NMR

spekturumlari.
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