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OZET

Akman, D., Dihidropiridin Tiirevlerinin Sentezi ve L-/T-Tipi Kalsiyum Kanal
Bloke Edici Aktiviteleri, Hacettepe Universitesi Saghk Bilimleri Enstitiisii
Farmasotik Kimya Programm Yiiksek Lisans Tezi, Ankara, 2022. 14-
Dihidropiridinler (DHP), L-tipi kalsiyum kanallarinin en bilinen inhibitérleri olup,
kardiyovaskiiler hastaliklara kars1 6nemli terapotik degere sahiptir. Farkli kalsiyum
kanal alt tiplerini de hedeflemeleri nedeniyle ayn1 zamanda nérolojik ve psikiyatrik
hastaliklarda da kullanim alan1 bulmaktadirlar. Kirk yildan uzun siiredir piyasada
bulunan tiirevler incelendiginde en az modifikasyon gergeklestirilen konumun DHP
halkasinin dort numarali konumu oldugu agiktir. Bu tez kapsaminda halkanin belirtilen
konumuna odaklanarak on iki adet DHP-temelli hekzahidrokinolin tiirevi bilesik
(DA1-DA12) sentezlenmistir. Bilesiklerin sentezi asimetrik Hantzsch reaksiyonu
uygulanarak, 4,4-dimetil-1,3-siklohekzandion, izobutil asetoasetat, farkli aldehit
tiirevleri ve amonyum asetatin reaksiyonuyla gergeklestirilmistir. Kimyasal yapilari
'H NMR, C NMR, kiitle spektrumu ve eleman analizi ile dogrulanan bilesiklerin L-
(Cavl.2) ve T- (Cav3.2) tipi kalsiyum kanallarin1 bloke etme oranlari patch clamp
teknigiyle saptanmistir. Elde edilen sonuglarla farkli selektivite profillerine sahip bes
bilesik tanimlanmustir. T-tipi kalsiyum kanalini selektif olarak bloke eden DAl
bilesiginin izomer ayirim: HPLC ile gergeklestirilerek, enantiyomerlerin
konfigiirasyon tayini titresimsel dairesel dikroizm yontemi ile yapilmustir.
Enantiyomerler Cay3.2 {izerinde ayr1 ayr1 test edilerek, hangi izomerin kalsiyum kanal
inhibisyonundan sorumlu oldugu bulunmustur. Bilesiklerin kalsiyum kanallarina
baglanma mekanizmalari, homoloji modelleme, doking ve molekiiler dinamik

simiilasyon yontemleriyle incelenmistir.

Anahtar Kelimeler: 1,4-Dihidropiridin, hekzahidrokinolin, kalsiyum kanallart,

izomer ayrimi, molekiiler modelleme
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ABSTRACT

Akman, D., Synthesis of Dihydropyridine Derivatives and Their L-/T-Type
Calcium Channel Blocking Activities, Hacettepe University Graduate School of
Health Sciences, MS Thesis in Pharmaceutical Chemistry, Ankara, 2022. 1,4-
Dihydropyridines (DHPs) are the most well known inhibitors of L-type calcium
channels and have important therapeutic value against cardiovascular diseases. Since
they target different calcium channel subtypes, they are also used in neurological and
psychiatric diseases. When the derivatives that have been on the market for more than
forty years are examined, it is obvious that the least modified part of the DHP ring is
its fourth position. Within the scope of this thesis, twelve DHP-based
hexahydroquinoline derivatives (DA1-DA12) were synthesized by focusing on the
mentioned position of the ring. The synthesis of the compounds was carried out by the
reaction of 4,4-dimethyl-1,3-cyclohexanedione, isobutyl acetoacetate, different
aldehyde derivatives and ammonium acetate by applying the asymmetric Hantzsch
reaction. The blocking percentages of L- (Cay1.2) and T- (Ca,3.2) type calcium
channels of the compounds, whose chemical structures were confirmed by *H NMR,
13C NMR, mass spectrum and elemental analysis, were determined by patch clamp
technique. Based on the results obtained, five compounds with different selectivity
profiles were identified. The isomer separation of DAL, which selectively blocks the
T-type calcium channel, was performed by HPLC, and the configuration of the
enantiomers was determined by the vibrational circular dichroism method. The
enantiomers were tested separately on Cay,3.2 to determine which isomer was
responsible for calcium channel inhibition. The binding mechanisms of the compounds
to the calcium channels were investigated by homology modeling, docking and

molecular dynamics simulation methods.

Key Words: 1,4-Dihydropyridine, hexahydroquinoline, calcium channels, isomer

separation, molecular modeling
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1. GIRIS

Voltaja duyarli kalsiyum kanallari, viicutta elektriksel olarak uyarilabilir beyin,
kalp, diiz ve iskelet kasi hiicrelerine kalsiyum girisini diizenleyen membran
proteinleridir (1). Farkli tipte kalsiyum kanallari, kas kasilmasindan, nérotransmiter ve
hormon salimimia kadar degisen kalsiyuma bagli fizyolojik ve hiicresel siiregleri
diizenlemektedir (2). Dolayisiyla bu kanallar, kardiyovaskiiler ve norolojik hastaliklart
da kapsayan pek c¢ok patolojik durumun tedavisinde molekiiler hedef olarak
goriilmektedir (3).

Belirli fizyolojik rollere sahip farkli tipte kalsiyum kanallari arasinda, L-tipi
Cavl.2 izoformu, piyasada hipertansiyon tedavisi i¢in kullanilan kalsiyum kanal
blokorii bilesiklerin, 6zellikle 1,4-dihidropiridin (DHP) tiirevlerinin hedef aldig
kanallardir (4,5). T-tipi kalsiyum kanallar1 (Cay3) ise daha sonra tanimlanmis ve bu
kanal alt tipinin fonksiyonlarindaki aksamalar norolojik bozukluklarla baglantili
bulunmustur (6). Bu yiizden, T-tipi kalsiyum kanallari, 6zellikle epilepsi ve agr1 gibi
norofizyolojik hastaliklar i¢in ilag molekiillerinin olasi hedef yoreleri olarak
distiniilmektedir (3). T-tipi kalsiyum kanal tiplerinden Cay3.2, 6zellikle sinir hasari,
diyabet ve kemoterapiden kaynaklanan kronik agr1 sinyalleriyle iligkilendirilmistir. Bu
amagla analjezik etkili DHP tiirevleri de dahil olmak iizere ¢ok sayida T-tipi kalsiyum
kanal blokorti bilesik sentezlenmis olsa da su ana kadar klinik asamalar1 tamamlayip,
piyasaya ¢ikan bir bilesik olmamistir (7). Bu nedenle, analjezi amach selektif Cay3.2
blokorii molekiillerin gelistirilmesi giincel ve iizerinde ¢ok ¢alisilan alanlardan olmaya
devam etmektedir.

DHP yapisinda yeni kalsiyum kanal blokorii bilesik gelistirme ¢alismalari, bu
grubun prototipi olan nifedipin molekiilii temel alinarak yapilan modifikasyonlarla
gerceklestirilmistir. Ticari tiirevler arasinda, genellikle ester gruplari iizerinde yapilan
degisiklikler 6n plana c¢ikmaktadir (8,9). Tirevlerin biiyiikk ¢ogunlugunda dort
numarali konumdaki fenil halkasinin korunmasi ve klor, nitro gibi kii¢iik gruplarla
stibstitiie edilmesi dikkat ¢ekmektedir. Antihipertansif etkileri nedeniyle piyasada
bulunan DHP’ler arasinda sadece isradipin molekiilii bu konumda fenil halkasindan
farkli olarak hacimli bir siibstitiient (2,1,3-benzoksadiazol) tagimaktadir (Sekil 1.1)
(10).
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Sekil 1.1. Farkli modifikasyonlar sonucu elde edilmis baz1 ticari DHP tiirevleri.

DHP iizerinde yapilan modifikasyonlar, yapinin kondanse halka sistemi
igerisine alinmasini da kapsamustir. Sentezlenen hekzahidrokinolin tiirevlerinin hem
L- hem de T-tipi kalsiyum kanallarini farkli selektivite profilleriyle bloke ettigi yapilan

arastirmalarda gosterilmistir (11-13).

Yukaridaki literatiir bilgileri 1s1¢inda, DHP halkasinin iizerinde en az
modifikasyon gerceklestirilen dort numarali konumuna odaklanilmasi amacglanmistir.
Ester grubu alkil yan zinciri olarak izobutil grubu sabit tutularak, hekzahidrokinolin
halkasinin doért numarali konumuna fenil grubundan farkli gesitli aromatik,
heterosiklik halkalarin getirilmesi, fenil halkasi tizerine hacimli gruplarin siibstitiie
edilmesi, fenil iizerindeki siibstitiientlerin yapidan ¢ikarilmasi ve dort numarali

konumun nonsiibstitiie tutulmasi yoluyla farkl: tiirevler sentezlenmistir (Tablo 1.1).

Yapilan modifikasyonlarin, bilesiklerin L- ve T-tipi kalsiyum kanal bloke edici
aktiviteye olan etkileri patch-clamp yontemi kullanilarak test edilmistir.



Tablo 1.1. Tez kapsaminda sentezi ger¢eklestirilen bilesikler.
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2. GENEL BILGILER
2.1. Kalsiyum Kanallari, Yapilar1 ve Simiflandirilmalar

Memelilerin kalp, beyin ve kas hiicrelerinde gerceklesen tiim elektriksel
aktiviteler, kalsiyum, potasyum, sodyum ve kloriir gibi iyonlarla saglanmaktadir.
Bunlarin arasinda kalsiyum iyonlarmi 6zel kilan; kas kasilmasi, hormon ve
norotransmitter sekresyonu gibi siireg¢lerde belirleyici rol tistlenmeleridir (2).

Kalsiyum iyonlarinin hiicre igine giris ve ¢ikigsinda rol oynayan en 6nemli aract
voltaja duyarli kalsiyum kanallaridir (14). Voltaja duyarli kalsiyum kanallarinin
acilmasiyla hiicre igine giren kalsiyum, hiicrede depolarizasyon olusturur ve
kalsiyuma bagli siireglerin baslamasini saglar (3). Kalsiyum kanallarinin isleyisindeki
bozukluklar ya da kalsiyum kanal genlerinde mutasyonlar agri, epilepsi ve migren gibi
noropatalojik durumlarla da iligkilendirilmektedir (14). Bu yiizden kalsiyum kanallari,
bir¢ok hastaligin tedavisinde dnemli terapotik hedefler olarak degerlendirilmektedir.

Kalsiyum kanallarini bloke ederek etki gosteren ilaglar daha ¢ok antihipertansif
etkileri nedeniyle 6n plana ¢iksa da ndrolojik ve psikiyatrik hastaliklarin tedavisinde

de ¢ok sayida ilag kullanim alani bulmaktadir (Tablo 2.1) (3).



Tablo 2.1. Norolojik ve psikiyatrik hastaliklarin tedavisinde kullanilan kalsiyum kanal

blokorleri.

Isradipin

Nimodipin

Silnidipin

Gabapentin

Pregabalin

Lamotrigin

Topiramat

Zonisamid

Etostiksimit

Zikonotit

Valproat

Kalsiyum kanallar1

L-tipi
L-tipi
T-tipi
L-tipi
N-tipi
Cavo2o
Cava2d

R-tipi

R-tipi

T-tipi

T-tipi

N-tipi

T-tipi

Hipertansiyon

/' Hipertansiyon

| Hipertansiyon

Agr1 ve epilepsi

Agr1 ve epilepsi
Epilepsi veya bipolar
hastaliklar

Epilepsi

Epilepsi

Epilepsi

Agn

Epilepsi ve bipolar mani

voltaja duyarliliklarma gore

Parkinson hastaligi = ve

bagimlilik

Atesli konviilsiyonlar

Agr1 ve tremor

Anksiyete

Anksiyete

Agn

Kilo kaybi, bagimhilik ve

Posttravmatik stres

bozuklugu

Agr ve Parkinson hastaligi

Agn

Parkinson Hastalig1

siiflandirilmaktadir.

Membran depolarizasyon siddetine gore yiiksek voltajla (HVA) ve diislik voltajla
(LVA) aktive olmak {iizere ikiye ayrilirlar (15). HVA tipi kalsiyum kanallar1 L, N, P,

Q ve R tipi olmak tizere bes farkli alt tipe sahiptir (2). LVA tipi kalsiyum kanallar1 ise



tek tip olup, T tipi kalsiyum kanallarini kapsamaktadir (16). Memeli genomunda HVA
ve LVA ya karsilik gelen on adet farkli Cavay alt {initesi bulundugu bilinmektedir.
Bunlardan ¢ tanesi (Cas3.1, Cas3.2, Ca3.3) T tipi kalsiyum Kkanallarmi
olusturmaktadir (17). Cavl ailesi (Cavl.1’den Cayl.4’¢ kadar) L tipi kalsiyum
kanallarini, Cay2 kanallarindan ise Cav2.1; P/Q tipini, Cav2.2; N tipini ve Cay2.3 ise R
tipini olusturmaktadir (Sekil 2.1) (18).
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Cavl ve Cav2 kanallar B ve w:0 ile
ilizkilidir

Sekil 2.1. Kalsiyum kanallar1 ve alt tipleri (1).

Kalsiyum kanallar1 ve her bir alt tipinde ortaya ¢ikacak fonksiyon kayiplari
farkli fizyolojik bozuklukla iliskilendirilmektedir. Tablo 2.2’de bu kanallarin

antagonistleri, fizyolojik rolleri ve hasarlarinda ortaya ¢ikabilecek hastaliklar

Ozetlenmistir.



Tablo 2.2. Kalsiyum kanal alt tipi dagilimlar1 ve fonksiyonlar1 (19).

Ca'?
kanal
tipi

L

P/Q

ol
iinite

Cal.l

Cavl.2

Cav1.3

Cal4

Ca2.1

Ca2.2

Cav2.3

Ca3.1

Cay3.2

Ca,3.3

alt Spesifik
blokor

DHP’ler

DHP’ler

DHP’ler

DHP’ler

m-conotoksin

w-agatoksin

SNX-482

Yok

Ana fizyolojik fonksiyon

Iskelet kasinda kasilma-
gevseme,
transkripsiyonun
diizenlenmesi

Kardiyak ve diiz kasta
kasilma ve gevseme,
hormon sekresyonu,
enzim aktivasyonu
diizenlenmesi, hiicre ve
dendritlere noéronal Ca?*
gecisi, transkripsiyonun
diizenlenmesi

Hormon sekresyonu,
kardiyak ritim, ndronal
Ca?"un hiicre ve
dendritlere gegisi, isitsel
iletim

Gorsel iletim

Norotransmitter  salimu,
dendritik Ca?* gegisi

Norotransmitter  salimu,
dendritik Ca?" gecisi

Norotransmitter  salimu,
dendritik Ca?* gegisi

Kalp atimi ve tekrarlayan
uyari

Kalp atim1 ve tekrarlayan
uyart

Kalitsal
hastaliklar

Hipokalemik
periyodik
paraliz

Timothy
sendromu:
kardiyak
aritmi ve
gelisimsel
anomaliler,
otizm
spektrum
bozuklugu

Sabit
korligi

Ailesel
hemiplejik
migren,
serebellar
ataksi
Ailesel
hemiplejik
migren,
serebellar
ataksi

gece

Absans
nobetler

Absans
nobetler



2.1.1. L-Tipi Kalsiyum Kanallar1 ve Fonksiyonlari

L-tipi kalsiyum kanallar1, Cay1.1, Cay1.2, Cay1.3, Cavl.4 olmak iizere dort alt
simifi kapsamaktadir. L-tipi kalsiyum kanallari, Kalsiyum kanal blokorii olarak
smiflandirilan  molekiillerin  biyolojik hedefi olarak bilinirler ve genellikle
kardiyovaskiiler hastaliklarinin tedavisinde énemli rol stlenirler (2). Agirlikli olarak
kalp, beyin, iskelet kasi ve diiz kaslarda lokalize olmuslardir. Cayvl.1 kanallart
genellikle iskelet kasinda bulunurlar ve bu kasin kasilmasinda onemli rol
oynamaktadirlar. Cay1.2 ise vaskiiler sistemde lokalize olup, kasilma siireglerini
diizenleyen kalsiyum kanal alt tipidir. Ayrica B hiicrelerinde bulunan Cayl.2
kanallarinin pankreastan insilin saliniminin kontroliinde fonksiyon gosterdigi
belirlenmistir. Cayl.3 kanallar1 ise adrenal kortekste aldesteron iireten hiicrelerde
bulunurlar. Primer aldosteronizm ise hipertansiyondaki yaygin nedenlerden biridir (2).
L-tipi kalsiyum kanal alt tiplerinin viicutta konumlandiklar1 yerlere gore aracilik

ettikleri fizyolojik fonksiyonlar Sekil 2.2°de sematize edilmistir.



Beyin
Cavl.2:Korku hafizasi, uzaysal hafiza, duygusal
davraniglar

Cavl.3:Korku hafizasi, duygusal davranislar

“Isitsel hiicreler

; : y Retina
4 Cavls: : Cavl.4:
4 Nordtransmitter Noérotransmitter

salinimi e

Vaskiiler sistem

Cavl.2:Arteriyel tonus, vaskiiler direnc
Sinoatriyal diigiim, AV-diigiim
avl.2:Aksiyon potansiyeli
Kardiyomiyositler

Cav1.2, Cavl.3:Inotropi, kasilma

' Pankreas adaciklari
~~"Cavl.2:Insiilin

Adrenal korteks ?$®/sahn1m1

Cavl.3:Aldosteron
salinimi

Bagirsak/mesane .
diiz kas1
Cavl.2:Kas
tonusu/Kasilma

Iskelet kas1
Cavl.1:Kasilma

Sekil 2.2. L-tipi kalsiyum kanallarinin fizyolojik fonksiyonlari (2).

L-tipi kalsiyum kanallarmin terapdtik olarak en kritik fonksiyonu,
kardiyovaskiiler sistemde kalsiyum iyonlarinin yol agtigi uyarilma ve kasilma
stireclerine aracilik etmesidir. Sitozolik konsantrasyonunun artmasi sonucu kalsiyum
iyonu, kalp ve iskelet kasinda troponin C’ye, damar diiz kasinda ise kalmoduline
baglanir. Bu baglanma sonucunda aktin-miyozin etkilesmesi (Sekil 2.3) meydana

gelerek kas kasilmasi gerceklesir (4).
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I 1\ Aksiyon Potansiyeli

_ LTipi Kalsiyum Kanali

[ iMiyozin

Sekil 2.3. Kalsiyum kanallar1 araciligiyla kas kasilmasi.

Hiicre ic¢indeki kalsiyum iyon miktari, belli mekanizmalar ile ideal diizeyde
tutulmaktadir. Hiicre i¢inde kalsiyum konsantrasyonu temel olarak voltaja duyarli ve
reseptor aracili kalsiyum kanallar ile saglanir. Ayrica sarkoplazmik retikulum ve
mitokondri, hiicre iginde kalsiyum saklama ve salinmasindan sorumlu bolgelerdir.
Kalsiyumun hiicre i¢ine alinimi kasilma i¢in ne kadar onemliyse, hiicre disina
c¢ikarilmasi da o derecede 6nemlidir. Bu denge ile kasilma son bulurken, hiicre i¢cindeki

kalsiyumun hiicreye zarar verecek konsantrasyonlara ulagsmasinin Oniine gegilmis

olunur (20).
2.1.2. L-Tipi Kalsiyum Kanal Blokorleri ve Kimyasal Yapilar

1,4-Dihidropiridinler (DHP’ler), L-tipi kalsiyum kanallarin1 bloke ederek
hipertansiyon ve iskemik kalp hastaliginin tedavisinde kullanilmak iizere onaylanan
ve bu amagla diinya ¢apinda en ¢ok regetelenen ilag grubudur (4).

DHP’lere ek olarak L-tipi kalsiyum kanallarini1 antagonize eden farkli kKimyasal
yapilara sahip bilesikler de bulunmaktadir. Diinya Saglhk Orgiiti (DSO) niin

Anatomik Terapotik Kimyasal (ATC) siniflandirmasina gore su an tedavide yirmi dort
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adet kalsiyum kanal blokorii bilesik bulunmaktadir. Bu bilesikler (Sekil 2.4), kimyasal
olarak dort ana sinifta yer almaktadir (21):

- 1,4-Dihidropiridinler (Nifedipin)

- Fenilalkilaminler (Verapamil)

- Benzotiyazepinler (Diltiazem)

- Diaminopropanol eterler (Bepridil)

OCH;
H;COOC COOCH; H;CO N
) T e
H,;C II}II CH; H;CO
Nifedipin Verapamil
OCH;
L o b 1)
OCOCH; 0 N
N H3C)\/ \)\/
(0]
CH,N(CHj3),
Diltiazem Bepridil

Sekil 2.4. Farkli kimyasal yapidaki kalsiyum kanal blokorleri.

L-tipi kalsiyum kanalini bloke eden bilesiklerin biiyilk ¢ogunlugu DHP
yapisinda oldugu i¢in bu konuda yapilan galigmalar daha ¢ok DHP halka sistemine
odaklanmustir (4).

1,4-Dihidropiridinler

Dihidropiridinler, piridin ¢ekirdegine sahip heterosiklik organik molekiillerdir.
1,4-DHP’ler ilk kez 1882 yilinda Arthur Rudolf Hantzsch tarafindan sentezlenmistir
(22). Bu galismada DHP’lerin, piridin sentezinde ara {iriin olarak kullanilabileceginden
bahsedilmistir. Sonrasinda Fleckenstein ve ark., verapamil ve metoksi tlirevinin
voltaja duyarli kalsiyum kanallarmi bloke ederek Ca?* iyonlarmn, kardiyak ve
vaskiiler kaslara girisini engelledigini kesfetmislerdir (23). Ardindan DHP tiirevi

ilaglarin prototipi olan nifedipin, 1975 yilinda Almanya’da Bayer firmasi tarafindan
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Adalat kullanilmak {zere

(ATC)

ticari ismiyle koroner hastaliklarin tedavisinde

(24). DSO’niin

Siiflandirmasi‘na gore su anda tedavide kullanilan on alt1 adet DHP tiirevi bilesik ve

ruhsatlanmistir Anatomik  Terapotik  Kimyasal

yapilar1 Tablo 2.3’de verilmistir (21).

Tablo 2.3. Dihidropiridin yapisindaki kalsiyum kanal blokorleri.

Bilesikler R1 R2 R3 X
Amlodipin CH20CH2CH2NH> CH2CHs CHs 2-Cl
Klevidipin CHs CH20C(=0)CsH7 CHs 2,3-diCl
Felodipin CHs CH2CHs CHs 2,3-diCl
Nikardipin CHs CH2CH2N(CH3)CH2CsHs CHs 3-NO2
Nifedipin CHs CHs CHs 2-NO2
Nimodipin CHs CH2CH20CHs CH(CHs)2 3-NO2
Nisoldipin CHzs CH2CH(CHz)2 CHs 2-NO2
Nitrendipin CHs CH2CHs CHs 3-NO2

R 2-
Lasidipin CHs CH2CHs CH2CHs CH=CHCO.C(CHs)3
Nilvadipin CN CHs CH(CHs)2 3-NO2
Manidipin CHs CH2CH2N:\N-CH(C5H5)2 CHs 3-NO2

I N-CH,C¢Hs
Barnidipin CHs e CHs 3-NO2

I C(CHs3)2CH2N(CHa)- }
Lerkanidipin CHs CH2CH2C(CeHs)z CHs 3-NO2
Silnidipin CHs CH2CH20CHs CH2CH=CHCsHs 3-NO2
Benidipin CHs NCH,C,Hs CHs 3-NO2
= N\
~ /O
isradipin
(H;C),HCOOC COOCH;

H;C® N CH
3 H 3
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DHP’lerin Yap1 Aktivite liskileri

Nifedipin molekiilii (Sekil 2.5) piyasaya e¢iktiktan sonra {izerinde farkli
modifikasyonlarin denendigi ¢cok sayida ¢alisma yapilmis ve ulasilan sonuglarla DHP

tiirevi bilesikler i¢in yapi-aktivite iligkileri ortaya konumustur:

NO,
H3C00C.§_~~3 COOCH;

1
H,C”6 N2 CH,
H

Sekil 2.5. Nifedipinin kimyasal yapisi.

— Aktivite icin DHP halkasinin korunmasi gereklidir. Bir numarali azot
atomunun siibstitiie olmasi, halkanin oksidasyonu veya rediiksiyonu
aktivitenin kaybolmasina veya dnemli derecede azalmasina neden olmaktadir.
Bu nedenle, bir numarali konumdaki N-H grubunun, kanalla hidrojen bagi
yaparak aktiviteye aracilik ettigi diistiniilmektedir (31).

— C-4 aril sibstitiienti aktiviteyi optimize etmektedir. Belirtilen konumda
genellikle fenil halkasi tercih edilmekte olup, bu grubun kiigiik alkil veya
sikloalkil gruplariyla yer degistirmesi aktiviteyi azaltmaktadir. Dort numaral
konumda 2,1,3-benzoksadiazol halkasi tasiyan isradipin molekiilii (Sekil 2.6),
belirtilen konumda heterosiklik halka tagiyan ticari bir DHP tiirevi molekiildiir
(25).

Sekil 2.6. Isradipinin kimyasal yapisi.

— Fenil halkasinin tasidig1 siibstitiientler, konumlari, elektronik ozellikleri ve
biiyiikliikleri bakimindan aktivite tizerinde etkili olmaktadirlar. Siibstitiisyon

orto- ve meta- konumlarindayken yiiksek olan aktivite, siibstitiient para
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konumuna tagininca diigmektedir. Ayrica, orto konumunda elektron ¢eken
stibstitlientler tercih edilirken, meta konumunda hem elektron ¢eken hem de
sunan gruplarin aktiviteye olumlu katkilar1 gozlenmistir. Fenil halkasinin
DHP’ye dik olarak konumlandigi optimum konformasyonun (Sekil 2.7)
saglanmasi i¢in, aktivite igin belirtilen siisbtitlientlerin belirli bir biiyiikligii
asmamasi onemlidir (26).

eksen 1 eksen 2

/
/
/

\GH&NH\

R,
R; CH;

Sekil 2.7. DHP tiirevlerinin kayik konformasyonu gdsterimi.

C-3 ve C-5’teki ester siibstitiientleri aktivitenin yoniinii tayin eder ve doku
selektivitesini saglar. Belirtilen konumlarda elektron gekici gruplar, azalmis
antagonist etkiye bazen de agonist aktitiveye yol agarlar. Ornegin isradipinde
C-3 konumundaki ester grubu nitro siibstitiienti ile degistirilirse (Sekil 2.8)

kalsiyum kanal bloke edici aktivite tersine donmektedir (27).

/N\ = /N\

=~ /O /O
N XN

H;CO,C CO,CH(CH3), O,N CO,CH(CHj3),
N CH
H;C o § 3 H,C E CH;
Isradipin PN 202 791
(Kalsiyum Kanal Blokorii) (Kalsiyum Kanal Aktivatorii)

Sekil 2.8. Isradipin ve 3-NO; analogu.

C-3 konumundaki esterin nitril veya keton grubuyla yer degistirmesi aktivitede
azalmaya sebep olur (4).

C-3 ve C-5 konumlarinda farkli ester gruplari oldugunda dort numarali
konumda asimetrik merkez ortaya ¢ikmaktadir. Bu sekilde olusan izomerlerde

aktivite farkliliklar1 olasi olmakla beraber, bu tiirevler damarlara selektif
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aktivite gosteren daha etkili bilesiklerdir. Nifedipin, piyasada bulunan DHP
tiirevleri igerisinde tek simetrik bilesik olarak dikkat ¢ekmektedir.

— Amlodipin (Sekil 2.9.) disindaki biitiin ticari DHP tiirevleri C-2 ve C-6’da
metil siibstitiienti tagimaktadir. Amlodipinin nifedipine kiyasla artmis
aktivitesi C-6 konumunda bulunan uzun alkil grubunun etkisiyle
aciklanmaktadir. Bu sayede hedef organlara penetrasyon ve kanalda lipofilik
yorelerle etkilesme artmugtir. C-2 konumuna hacimli fenil halkasi getirilen
tirevlerde ise aktivitenin azalmasi, lipofilisiteyi artirmakla sterik engeli

azaltmak arasinda denge kurulmasi gerekliligine dikkat ¢gekmektedir (28).

Sekil 2.9. Amlodipinin kimyasal yapist.

2.1.3. T-Tipi Kalsiyum Kanallar1 ve Fonksiyonlari

T-tipi kalsiyum kanallar1 diisiik voltajla aktive olabilen ve membran
depolarizasyonundaki degisiklikler sayesinde agilarak hiicre igine kalsiyum girisine
olanak veren kalsiyum kanal alt tipidir. T-tipi kalsiyum kanallar1 (Cayv3) her biri alt1
adet transmembran sarmal igeren dort homolog dizinin (Sekil 2.10) tekrarlanmasiyla

olusmaktadir (3,29).

Sekil 2.10. Cay3-porunu olusturan alt biriminin membran topolojisi (29).
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T-tipi kalsiyum kanallar1 diigiik voltajla aktive olabilmeleri nedeniyle néronal
eksitabilitenin diizenlenmesinden sorumludur. Noéron membraninda gozlenen kisa
siireli bir hiperpolarizasyon, dinlenme potansiyeli sirasinda inaktive durumda olan T-
tipi kalsiyum kanallarinin agilmasi i¢in yeterli olmaktadir (30). Bu fonksiyonuna ek
olarak, T-tipi kanallar, aracilik ettikleri kalsiyum iyon girisiyle hormon ve
norotransmiter salinimina da neden olurlar (31). Kanallarin uygun sekilde islev
yapmas1 kardiyovaskiiler ve renin-anjiyotensin sistemlerinde fonksiyonlarin
aksamadan siirdiirtilmesi i¢in 6nemlidir. T-tipi kalsiyum kanallarinin anjiyotensin
aracililikli regiilasyonuyla aldosteron salinimi olmasi hipertansif etkiye neden olur. Bu
nedenle, T-tip kalsiyum kanallar1 antihipertansif ilag¢ gelistirme siireglerinde ilgi ¢eken
hedeflerden biri olmaktadir (17).

T-tipi kalsiyum kanallar1t memeli hiicrelerinde ii¢ farkli izoformda eksprese
edilmektedir. Bu kanallar (Cay3.1, Ca.3.2, Ca3.3) yapisal olarak benzeseler de
viicuttaki konumlanmalar1 ve aracilik ettikleri fizyolojik siireclerle birbirlerinden
ayrilmaktadir. Cay3.1 kanallarinin uyku siireclerinde (32), Cay3.3’iin ise Cay1.2 ile

beraber serebral arterlerde kas kasilmasinda rol oynadigi bildirilmistir (33).

Cay3.2 kalsiyum kanallar1 ise ¢cogunlukla primer aferent néronlarda bulunur ve
agr1 sinyallerini diizenler. Artan aktiviteleri sinir hasari, diyabet ve kemoterapiden
kaynaklanan ¢esitli kronik agri durumlan ile iliskilendirilmektedir. Bu nedenle,
Cav3.2 kanallarinin inhibe edilmesi, su ana kadar uygulanmig geleneksel tedavi

yaklasimlarindan ayrilan bir hedef olarak dikkat ¢cekmektedir (34,35).
2.1.4. T-Tipi Kalsiyum Kanal Blokoérleri ve Kimyasal Yapilar

T tipi kalsiyum kanallarini inhibe eden farkli kimyasal yapida (Sekil 2.11) pek
cok bilesik tanimlanmustir (31).
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Sekil 2.11. T-tipi kalsiyum kanallarini inhibe eden ¢esitli bilesikler (2).

Parabuthus transvaalicus isimli akrebin serumundan elde edilen kurtoksin adli
peptidin Cay3.1 kanallarin1 yiiksek afinite ile bloke ettigi bildirilmistir (36).
Antiepileptik etkili bir bilesik olan etosiiksimid etkisini T-tipi kalsiyum kanal blokaj1
yaparak gostermektedir (37). Mibefradil (Sekil 2.12), selektif T-tipi kalsiyum kanal
blokorii etkisi nedeniyle FDA tarafindan kronik hipertansiyon tedavisi i¢in
onaylanmigtir. Sonradan sitokrom P450 enzim sistemiyle olan etkilesmeleri beraber
kullanildigr ilaglarin plazma konsantrasyonlarinda biiyiik degisikliklere neden olunca

piyasadan kaldirilmistir (38).
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Sekil 2.12. Mibefradilin kimyasal yapisi.

DHP tiirevleri arasinda ilk defa nimodipinin L-tipi kalsiyum kanallar1 yaninda
T-tipi kalsiyum kanallarim1 da hedefledigi gosterilmis ve antihipertansif olarak
tedaviye girmistir (29). Daha sonra yapilan ¢alismalarda farkli DHP’lerin de T-tipi

kalsiyum kanallari iizerine etkili olduklar1 bildirilmistir.

DHP halkasmi hekzahidrokinolin halka sistemi i¢inde bulunduran
molekiillerin (Sekil 2.13) L-tipi kalsiyum kanallar yaninda aldosteron saliniminda
etkin rol oynayan T-tipi kalsiyum kanali olan Cay3.1°1 de etkili bir sekilde inhibe
ettikleri bulunmustur. Aldosteron saliniminin inhibe edilmesi hipertansiyon
tedavisinde benimsenen yaklasimlardan biri olmasi nedeniyle, bu bilesiklerin Cay1.2
ve Ca/3.1 inhibisyonuyla dual etki tizerinden antihipertansif tedavisinde 6nemli

olabilecekleri diistiniilmiistiir (9).

R: CZHS, CH2C6H5, CH2CH(CH3)2

Sekil 2.13. Hekzahidrokinolin yapisinda T-tipi kalsiyum kanal blokorleri.

Yapilan ¢alismalarda ester grubunun yan zincirindeki alkil grubunun kalsiyum
kanal alt tipleri {izerinde selektivitede Onemli rol oynadigr belirlenmistir.
Hekzahidrokinolin halkasinin ii¢ numarali konumundaki ester fonksiyonunda alkil
grubu olarak 3-piridilmetil tastyan tiirevlerin (Sekil 2.14) Cay1.2’ye oranla Cay3.2’yi

selektif olarak inhibe etttigi saptanmistir. Ayrica bu molekiillerin akut inflamatuvar
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agr1 ve noropatiyle indiiklenen mekanik hiperaljezi tizerinde de etkili olduklart hayvan

deneyleriyle kanitlanmistir (13).

R
0 Cl —
COOCHZO
H,C 7 \ N
H,C
N~ CH,
H
R = Cl, CF;

Sekil 2.14. Selektif Cay3.2 blokori hekzahidrokinolin tiirevleri.

Hekzahidrokinolin tiirevlerinde ii¢ numarali konumundaki ester grubuna
Michael akseptorii getirilmesi (Sekil 2.15) ise hem Cayl.2 hem de Cay.3.2 blokdrii
etkili bilesiklerin elde edilmesine yol agmistir. Kanallara baglanmanin kovalent
baglanma tizerinden olabilecegi Ongoriilmis, bu hipotez molekiiler modelleme

yontemleri ve glutatyon inkiibasyon testiyle desteklenmistir (12).

R, R,
o) OH 0
H;C COOCH,CH,0C-C—CH,4
H;C | . CHy;
N* "CH, T o
H Michael Akseptor

R1,R2: Br, Cl, NO2

Sekil 2.15. Kalsiyum kanallarinin kovalent inhibitérii DHP tiirevleri.

Su anda tedavide kullanilan ve faz c¢aligmalarinda yer alan T-tipi kalsiyum

kanal blokorlerinin kimyasal yapilar1 ve endikasyonlart Tablo 2.4’de verilmistir (5).
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Tablo 2.4. Tedavide olan veya faz asamasinda bulunan T-tipi kalsiyum kanal
blokorleri.

Bilesik Kimyasal Yapi Hedef Endikasyon Durum
Etosiiksimit 0 T-tipi Epilepsi Onayl
<
0
Valproik Os_OH T-tipi Epilepsi Onayl
asit /\I/\
Zonizamit 0, T-tipi Epilepsi Onayl
N
{ o
11
S=NH,
Nimodipin Y Os+ @ L-tipi ve Hipertansiyon  Onayh
T-tipi
7944 T-tipi Agri Faz 111

Uzun yillardir devam eden T-tipi kalsiyum kanal blokori gelistirme
caligmalarina ragmen, bu kadar az bilesigin ticarilestirilmesinin bazi nedenleri
mevcuttur. Bunlardan biri, T-tipi kalsiyum kanallarinin diger voltaja duyarlt kalsiyum
kanallar1 ile yapilarinin ¢ok benzer olmasidir. Bu nedenle, segici T-tipi kalsiyum kanal
blokorlerinin tasarimi ve gelistirilmesi son derece karmasiktir. Ayrica T-tipi kalsiyum
kanallar1 sadece sinir sisteminde degil ayn1 zamanda kardiyovaskiiler, endokrin ve
immiin hiicreler gibi diger dokularda da eksprese edilir. Bu durum, doku segici T-tipi
kalsiyum kanal blokerlerinin gelistirilmesinin altinda yatan en biiyiik zorlugu

vurgulamaktadir (7). Dolayisiyla, selektif T-tipi kalsiyum kanal blokori etkili bilesik
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tanimlanmasi glinlimiizde medisinal kimya alaninda popiilerligini koruyan konulardan

olmaya devam etmektedir.
2.2. Dihidropiridinler

Dihidropiridinler, piridin halkasinin kismi doyurulmasiyla olusan halkalardir.
Dihidropiridin  halkasi, organik Kkimya reaksiyonlardaki roliiniin yaninda,
biyokimyasal olarak da 6neme sahiptir. Biyolojik sistemlerde, nikotinamit adenin
diniikleotit (NAD) tarafindan gerceklestirilen redoks reaksiyonlari sonucu,

yapisindaki piridin halkasi dihidropiridine doniisiir ve NADH (Sekil 2.16) olusur (39).

2 5
N/\N, \\O I I\O
HzNYg( O O
\
NN HO

Sekil 2.16. 1,4 DHP igeren NADH koenziminin kimyasal yapisi.

Teorik olarak bes adet dihidropiridin izomeri miimkiin olmakla birlikte (Sekil
2.17), 1,2-dihidro (l) ile 1,4-dihidro (II) izomerleri en kararli olanlardir. Bu kararlilik
azot atomunun elektronlarinin, 7 elektron sisteme katilabilmesi ile agiklanmaktadir

(40).

OO0
I I 111 v \%

Sekil 2.17. Dihidropiridinlerin olas1 izomerleri.

2.2.1. DHP Tiirevlerinin Sentezleri

DHP halkasinin sentezi ilk olarak 1882 yilinda Arthur R. Hantzsch tarafindan
bildirilmistir (22). Bu sentezde, Hantzsch 2 mol etil asetoasetat ve 1 mol
aldehitamonyagin reaksiyonundan 2,3-dihidropiridin (1 numarali bilesik) yapisinin

olusmasini beklemistir. Fakat 1,4-dihidropiridin yapisina sahip 2 numarali bilesik
(Sekil 2.18) elde edilmistir (40).
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Sekil 2.18. Hantzsch sentezi ile DHP eldesi.

Giintimiizde klasik Hantzsch reaksiyonu (Sekil 2.19) olarak adlandirilan
yontem, iki mol beta-ketoester, bir mol aldehit ve azot kaynagi olabilecek bir bilesigin
etanol igerisindeki reaksiyonu olarak bilinmektedir (22). Azot kaynagi olarak

amonyak ve amonyum asetat en sik kullanilan bilesiklerdir (11,40,41).

Sekil 2.19. Klasik Hantzsch reaksiyonu.

Hantzsch sentezi uygulama kolaylig1 ve halka iizerinde kolay modifikasyona
olanak saglamasi nedeniyle arastiricilar tarafindan yaygin olarak kullanilmaktadir.
DHP halkasinin sentezi i¢in literatiirde Hantzsch sentezinin modifiye edildigi farkl

uygulamalar (Sekil 2.20) bildirilmistir (42).
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Sekil 2.20. DHP halkas1 veren modifiye Hantzsch reaksiyonlari.

DHP halkasimin gerek biyolojik gerekse kimyasal 6nemi arastiricilart Hantzsch
reaksiyonunu daha kisa siirede ve daha yiiksek verimle gerceklestirme yollarini

aramaya itmistir.

Bu amagla siklikla kullanilan yontemlerden biri reaksiyonun mikrodalga
1simast altinda gergeklestirilmesidir (43). Yontem sadece reaksiyon siiresini
kisaltmakla kalmayip ayni zamanda solvan kullanimmi da azaltmaktadir. Ozellikle
katalizor kullaniminin da eslik ettigi reaksiyonlarda (Sekil 2.21) verimin dikkat ¢ekici
derecede arttig1 goriilmistiir (44).
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Sekil 2.21. Zeolit katalizli DHP sentezi.

Hantzsch reaksiyonunun verimini artirmak ve siiresini kisaltmak i¢in
uygulanan yaklasimlardan biri de katalizor kullanimidir. Bu amagla en sik kullanilan
katalizorler son yillarda yapilan c¢aligmalara dayandirilarak, —manyetik-
nanokatalizorler, silika-destekli katalizorler, zirkonyum-temelli katalizorler, iyonik

stvilar ve diger katalizorler seklinde siniflandirilmistir (45).

Kimyasal reaksiyonlarda manyetik nanopartikiil (MNP) kullaniminin pek ¢ok
avantaji bulunmaktadir. Hacimlerine oranla ¢ok fazla yilizey alanlarina sahip olmalari
nedeniyle yiikleme kapasiteleri fazladir. Ayrica manyetik 6zellikleri nedeniyle harici
bir manyetik 0Ozellik gosteren madde ile reaksiyon ortamindan kolaylikla
uzaklastirilabilirler. Yiizeylerine farkli fonksiyonel gruplarin baglanabilmesi
nedeniyle ¢ok sayida organik molekiilii yapisinda tasiyabilme 6zelligine sahiptirler
(46). Bu avantajlarindan DHP tiirevlerinin sentezinde de siklikla yararlanilmaktadir.
Khashi ve ark. (47) bizmut ferrit (BiFeOs) manyetik nanopartikiillerini
hekzahidrokinolin tiirevlerinin sentezinde kullanmis, dimedon, etil asetoasetat,
aromatik aldehit ve amonyum asetat i¢in optimum reaksiyon sartlarini 110 °C

sicaklikta ¢6ziiciisliz ortam olarak belirlemislerdir (Sekil 2.22).

ArCHO
0 o O Ar O
>@ + ﬁo/\ BiFeO,-MNP M o’
0O 1) E
NH,OAc

Sekil 2.22. Bizmut ferrit katalizli DHP sentezi.

Silika genis ylizey alani ve sahip oldugu fonksiyonel gruplar nedeniyle

yiizeyinde ¢ok sayida reaktif partikiilii tutabilir ve boylelikle kimyasal reaksiyonlar
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i¢in etkili bir katalizor gorevi goriir (48). Silika, DHP’lerin sentezinde en ¢ok gorev
alan katalizorlerden biridir. Dort numarali konumunda isoksazol halkasi tasiyan DHP
tirevlerinin (Sekil 2.23) elde edilmesinde SiO,, Al;O3’¢ kiyasla daha etkin bir
katalizér olarak bulunmus ve reaksiyon konvansiyonel yonteme goére mikrodalga

1s1masi altinda daha yiiksek verimle ilerlemistir (49).

R
N_
O~
O CHO O
/\ -
-0 N 0 Si0, 0
0 0 MW
CH,COONH,

Sekil 2.23. Silika katalizorliigiinde DHP sentezi.

Barbitiirik asit, siibstitiie benzaldehit ve amonyum asetatin reaksiyonu i¢in
silika kapli nano-Fe30j4 partikiilleri tizerinde stabilize edilmis N-propilbenzoguanamin
stlfonik  asit  (Fe3O4/SiO2-N-propil-benzoguanamin-SOsH)  katalizér ~ olarak
kullanilmistir (Sekil 2.24). Aromatik aldehit {izerindeki siibstitiientin elektron sunan
ya da g¢eken karakterde olmasi reaksiyonun ilerleyisi {izerinde bir etkiye sebep

olmamistir (50).

O
X
r . O
0) N @)
H CHO
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Sekil 2.24. Barbitiirik asit tastyan DHP’lerin sentezi.

Zirkonyum oksit ya da zirkonya cesitli polimerik yapilara dahil edilerek
katalizor gorevi goriir. Zirkonya ayrica giimiis, paladyum ve demir gibi ge¢is metalleri
veya titanyum ve vanadyum gibi metalik oksitlerle birlikte kullanilir.Yiiksek termal

kapasitesi nedeniyle yiiksek sicakliklarda da etkili bir sekilde fonksiyon gosterir (51).
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Bu nedenlerle DHP’lerin sentezinde siklikla kullanilmaktadir. Amoozadeh ve ark.
(52), nano-zirkonya lizerine siilfonik asiti (n-ZrSA) immobilize ederek sentezledikleri
heterojen katalizorii, 1,3-siklik diketon, siibstitiie benzaldehit, amonyum asetat ve
malononitrilin reaksiyonuyla hekzahidrokinolin eldesi igin kullanmuislardir (Sekil
2.25).

X
DL
_—
CHO
O
R Q + <CN n-ZrSA
R e) CN
R: H, CH,
NH4OAC

Sekil 2.25. Zirkonya katalizli DHP sentezi.

Iyonik sivilar, anyon veya katyon gibi iyonik bilesenlerden olusan kristalize
yapilardir. Diisiik kaynama noktalart ve uguculuklari sayesinde etkili ¢oziicii olmalari
yaninda reaksiyon ortamindan kolaylikla uzaklastirilabilirler (53). Bu nedenle,
DHP’lerin sentezinde ¢6ziicli olarak siklikla tercih edilmektedirler. Liu ve ark. (54),
izatin, malononitril, dialkil asetilendikarboksilat ve siibstitiie anilinin reaksiyonunu
1,4-diazobisiklo[2.2.2]oktan (DABCO) tiirevi iyonik sivilar i¢cinde gerceklestirmistir.
Dialkil asetilendikarboksilat bilesiklerinin alkil grubu ile anilin {izerindeki

slibstitiientlerin reaksiyonun ilerleyisine biiyiik bir etkisi saptanmamustir (Sekil 2.26).

O
X
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R
R,00C—=—COOR,
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Sekil 2.26. DABCO katalizli DHP eldesi.
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2.2.2. DHP Tiirevlerinin Kimyasal Ozellikleri
Oksidasyon

DHP halkasinin cesitli reaktif ve yoOntemlerle bir ve dort numarali
konumlardaki hidrojen atomlarin1 kaybederek piridin halkasina aromatiklesmesi
(Sekil 2.27), bu tiirevlerin en ¢ok ¢alisilan kimyasal 6zelliklerinden biridir. Bu amagla
molekiiler oksijen, gii¢lii oksidanlar (potasyum permanganat (KMnOg), nitrik asit
(HNO:s), vb), Pd/C dehidrojenasyon yontemi ve 1s1k kullanilabilmektedir (55-57).

R H R
EtO,C CO,Et
EtO,C CO,Et
ﬁ — T U
NS
H,C™ N CHy H,C” N~ CH,

Sekil 2.27. DHP’lerin oksidatif aromatizasyonu.

DHP’lerin oksidasyonu ¢esitli enzimler tarafindan da katalizlenebilmektedir.
Lakkaz bu amagla en sik kullanilan enzimdir (58). DHP halkasim1 kondanse halka
sistemi i¢inde tasiyan tiirevlerin farkli lakkaz enzimleriyle oksidasyonlari incelenmis
(Sekil 2.28) ve fenil halkasi lizerindeki siibstitiientlerin oksidasyonda 6nemli oldugu
ortaya konmustur. Buna gore fenil halkasi iizerinde lic ve dort numarali konumlarda
hidroksil tasiyan bilesikler her tip lakkazla okside olabilirken, nitro grubunun
oksidasyonu engelledigi gosterilmistir (59).

Sekil 2.28. Kondanse halka sistemi igindeki DHP’nin oksidasyonu.
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Rediiksiyon

DHP’ler, katalitik hidrojenasyon ile tetrahidro ve hekzahidro tiirevlerini
verebilirler. Piridinyum tuzlarinin borohidriir rediiksiyonu ile DHP’leri olusturdugu
bilinmektedir. 1,2-DHP  yapisindaki  bilesiklerin  hidrojen ile reaksiyonu
tetrahidropiridin ~ yapisim1  verirken, 1,4-DHP’lerin  piperidine rediiklendigi
bildirilmistir (60).

2.2.3. DHP Tiirevlerinin Spektral Ozellikleri
Niikleer Manyetik Rezonans Spektrumlari

Szeleszczuk ve ark., ticari olarak hipertansiyon tedavisinde kullanilan dokuz
adet DHP halkasi tasiyan molekiiliin (nifedipin, nitrendipin, nisoldipin, nimodipin,
nilvadipin, felodipin, isradipin, nikardipin ve amlodipin) kimyasal yapisin1 ileri NMR
teknikleri de kullanarak incelemistir. Elde edilen sonucglara gére, DHP halkasinin
kapandiginin énemli kanitlarindan biri olan N-H sinyalinin *H NMR spektrumunda
kullanilan ¢oziiciiye bagl olarak farkli alanlarda izlendigi belirlenmistir. Belirtilen
proton, ¢oziicli olarak aseton-ds kullanilan spektrumlarda 7.97-9.07 ppm; CDCls
kullanilanlar da ise 5.60-7.50 ppm araliklarinda saptanmistir. DHP halkasinin diger
karakteristik sinyalinden olan dért numarali konumdaki proton ise ¢dziicli tipinden
etkilenmeyip 5.06-5.78 ppm arasinda sinyal vermistir. Calisilan bilesiklerde ortak
olarak bulunan iki ve alt1 numarali konumlardaki metil protonlarinin da ¢6ziiciiden
bagimsiz olarak 2.29-2.44 ppm aralifinda g6zlendigi bildirilmistir. Ayn1 bilesiklerin
13C NMR spektrumlarindan elde edilen verilere gére ise, DHP halkasiin dort numarali
konumundaki karbon 40 ppm civarinda gozlenmistir. Yapinin en karakteristik

piklerinden olan ester karbonil piki ise 165 ppm civarinda belirlenmistir (61).
Kiitle Spektrumlari

DHP’lerin kiitle spektrumlarinda siklikla molekiilden hidrojen ayrilmasiyla
olusan piridinyum iyonunun piki gézlenmektedir. Dort numarali konumdaki aromatik
siibstitiientlerin yapidan ayrilmasi ve DHP halkas1 iizerindeki diger siibstitiientlerin

kayb1 da olas1 pargalanmalar (Sekil 2.29) arasinda bildirilmistir (62).
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Sekil 2.29. DHP’lerin kiitle spektrumlarindaki temel par¢alanmalar.

2.2.4. DHP Tiirevlerinin Farmakokinetik Ozellikleri

DHP halkas: tasiyan antihipertansif ticari kalsiyum kanal blokorlerinin
prototipi olan nifedipin molekiilii, oral ya da dil alt1 alinimini takiben gastrointestinal
sistemden tama yakin absorbe olur. Biyoyararlanimi presistemik metabolizma
nedeniyle %56-77 arasinda degismektedir. Nifedipinin viicuttan atilmasi agirlikli
olarak hepatik metabolizma ile saglanir. DHP’ler igin en karakteristik metabolizma
yolaklarindan biri piridin halkasina oksidasyonudur. Bir digeri de ester gruplarinin
karboksilik asite hidrolozidir. Ayrica, iki numarali konumdaki metil siisbtitiientinin
hidroksillenmesi ve ardindan oksidasyonla karboksilik asite doniismesi veya ayni
konumun O-glukuronidasyonu da bilinen metabolik yolaklardandir. iki ve ii¢ numarali
konumlar arasinda lakton olusumu ve halkanin agilmasiyla olusan hidroksi karboksilik
asit metaboliti de bildirilmistir (63). Nifedipin molekiiliiniin izole si¢an

hepatositlerinde saptanan metabolizma yolag1 Sekil 2.30°da sunulmustur.
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Sekil 2.30. Nifedipin ve metabolitleri.

2.2.5. DHP Tiirevlerinin Diger Farmakolojik Ozellikleri

DHP halkasi igeren bilesiklerin bugiine kadar sahip oldugu farkli biyolojik
aktiviteler literatiirde bildirilmistir (39,64,65). Tez kapsaminda bu etkilerden siklikla

one cikanlarin tasarim yaklasimlar1 ve aktif bilesikleri incelenmistir.
Antimikrobiyal Aktiviteleri

Gram-pozitif/Gram-negatif bakteriler, fungal ve mikobakteriyel patojenlerin
sebep oldugu enfeksiyon hastaliklari, kardiyovaskiiler hastaliklar ve kanserle birlikte
diinya ¢apinda insan yasamini tehdit eden faktorlerdendir. Enfeksiyon hastaliklarinin
tedavisi i¢in kullanilan ilaglara karsi zaman i¢inde gelisen antimikrobiyal direng, yeni
kimyasal yapida ve/veya etki mekanizmasma sahip bilesiklerin kesfini zorunlu
kilmaktadir (66). Bu amagla, farkli DHP tiirevlerinin antimikrobiyal etkileri izerinde

calisilan konulardan olmaktadir.
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Antibakteriyel ve antifungal etkili DHP tiirevlerine ulagmada kullanilan
yaklagimlardan biri, DHP-azol hibrit bilesiklerinin tasarlanmasi ve sentezlenmesidir.
DHP halkasin1 hekzahidrokinolin sistemi igerisinde tasiyan bilesiklerin dort numarali
konumundaki fenil halkasina gesitli azol halkalarinin siibstitiisyonu ile bilesikler
sentezlenmis (Sekil 2.31), antimikrobiyal aktiviteleri incelenmistir. imidazol ve triazol
tiirevlerinin, pirazole kiyasla Candida suslarina kars1 antifungal etkilerinin daha iyi

oldugu gosterilmistir (67).

Sekil 2.31. Antimikrobiyal etkili DHP-azol hibritleri.

Archana ve ark. (68), 1,2,3-triazol-DHP hibritleri sentezleyip, antibakteriyel
etkilerini incelemislerdir. Molekiillerden bazilarinin standart bilesik olarak kullanilan

tetrasikline benzer aktivite gosterdigi bulunmustur (Sekil 2.32).
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Sekil 2.32. Antibakteriyel etkili 1,2,3-triazol-DHP hibrit molekiilleri.

Tiiberkiiloz, Mycobacterium tuberculosis’in  neden oldugu genellikle
akcigerleri etkileyen ve tek bir enfeksiyon ajani kaynakli 6liimlerde birinci sirada

bulunan bir hastaliktir (69). Potansiyel antitiiberkiiler etkili DHP tiirevleri
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tasarlanirken genel yaklasim, kalsiyum kanal blokdrii etkinin azaltilmasi yoniinde

modifikasyonlar yapmaktir.

Lentz ve ark. bir numarali konumdaki azot atomu {izerine fenil halkasi
stibstitiic ederek yeni DHP tiirevleri (Sekil 2.33) sentezlemis ve antitiiberkiiler
aktivitelerini arastirmigtir. Bu tiirevlerin antimikobakteriyel etkileri yaninda M.
tuberculosis’te ilaglarin hiicre disina atilmasindan sorumlu olan ABCBI1 proteinini de

inhibe ederek dual etki gosterdigi kanitlanmistir (70).

X
O
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R:H, R":2-Cl
R: 3,4-diOCH;, R": 2-CH;4

Sekil 2.33. Antimikobakteriyel etkili DHP tiirevleri.

Antioksidan Aktiviteleri

Antioksidanlar, serbest radikalleri temizleyerek hiicrelerin hasar gérmesini
engelleyen molekiillerdir (71). DHP halkasimin ii¢ ve bes numarali konumlarinda
palmitik, stearik ve oleik asit alkollerinin esterlestirilmesiyle simetrik ve asimetrik
uzun lipofilik zincirler igeren ¢esitli bilesikler sentezlenmis Ve antioksidan aktiviteleri
farkli yontemlerle incelenmistir (Sekil 2.34). Simetrik siibstitiientler tasryan DHP
tirevlerinin, asimetriklere gore daha yiiksek antioksidan aktiviteye sahip oldugu
gosterilmistir. Dort numarali konumda nifedipin analogu olacak sekilde nitrofenil
halkas1 tasiyan bilesikler, diger halka ve siibstitiientlere gore daha etkili
bulunmuslardir. Sentezlenen bilesiklerden bazilarinin nifedipine kiyasla, vitamin E ve
biitil hidroksi toluenden (BHT) daha yiliksek antioksidan aktiviteye sahip oldugu
ortaya konulmustur (72).
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Sekil 2.34. Antioksidan etkili DHP tiirevleri.

Antiepileptik Aktiviteleri

Epilepsi, beyinde tekrarlayan nobetlerle karakterize ciddi bir hastaliktir.
Antiepileptik ilaglarin, doza bagiml toksisiteleri, gesitli yan etkileri, ve kan-beyin
engelini gegebilme problemleri nedeniyle yeni ilacglarin gelistirilmesine ihtiyag
duyulmaktadir (73). Bu amagla, antikonviilzan farmakoforlar lipofilik yapidaki DHP
halkalariyla birlestirme yaklasimiyla bilesikler sentezlenmis Ve antiepileptik
aktiviteleri arastirilmistir. Sentezlenen bilesikler dort numarali konumda fenil, benzil,
stiril, fenetil veya 4-nitrositril, ester yan zinciri olarak da metil veya etil gruplar
tagimaktadir. Bu tiirevler arasinda en iyi antiepileptik etkiyi stiril halkasi tagiyan etil

esteri tiirevi (Sekil 2.35) gostermistir (74).

Sekil 2.35. Antiepileptik aktivite gosteren DHP tiirevi.

Anti-Alzheimer Aktiviteleri

Alzheimer hastalig1 genellikle yaglanmayla birlikte ortaya ¢ikan hafiza kaybi
ve biligsel bozulmayla karakterize norodejeneratif bir hastaliktir. Giiniimiizde
hastaliga kars1 onaylanmis molekiiller bulunmasina ragmen tedavisinin tam olarak

basarilamamis olmasi nedeniyle yeni bilesiklerin kesfine gereksinim duyulmaktadir
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(75). DHP tiirevlerinin Alzheimer hastaligina karst kullanimini amaglayan ilk
caligmalar tedavide onaylanmig takrin molekiiliiniin DHP hibritleri gelistirilmesi
yoniinde olmustur. Bu ¢alismalarda sentezlenen takrin-DHP hibritleri (Sekil 2.36),
asetilkolin esteraz enzimini giliclii bir sekilde inhibe ederken, kalsiyum kanallari

tizerinde etkili olmamalari ile 6ne ¢ikmustir (76,77).

Sekil 2.36. Asetilkolinestereaz inhibitori takrin-DHP tiirevleri.

Takrine ek olarak Alzheimer hastaligi tedavisinde onaylanmig asetilkolin
esteraz inhibitorleri olan donepezil, galantamin ve rivastigmin molekiillerinin
kimyasal yapilarinda bulunan azot atomu, fizyolojik pH’da protonlanabilir
durumdadir. Olusan bu pozitif yiikiin, hedef enzimle etkilesmede rol oynadigi
ongoriilmektedir. DHP halkasinin viicutta piridine doniistiigii bilgisi kullanilarak DHP
iceren donepezil analoglar1 tasarlanmis (Sekil 2.37) ve sentezlenen bilesiklerin
asetilkolin esteraz inhibisyon potansiyelleri arastirilmigtir. Elde edilen bulgular, DHP
tiirevlerinin asetilkolin esteraza karsi aktif degilken, N-benzilpiridinyum tuzlarinin

giiclii inhibisyon gosterdiklerini ortaya ¢ikarmistir (78).

R: 3-CHj; 3-Cl, 2-Cl

Sekil 2.37. DHP halkasi tastyan donepezil analoglari.
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Antikanser Aktiviteleri

Diinya ¢apinda onde gelen 6liim nedenlerinden biri olan kanser, kalitsal,
epigenetik ve c¢evresel faktorlerin birlikte rol oynadigi kontrolsiiz hiicre
proliferasyonuyla karakterize bir hastaliktir (79,80). Kemoterapinin pek ¢ok kanser
tiirii icin en yaygin tedavi yontemi olmasina ragmen, mevcut ilaglarin giivenlik ve
etkinlik agisindan dar doz penceresine sahip olmalarinin yani sira gelisen ilag direnci
kemoterapoétiklerin tedavi basarisini kisitlamaktadir. Bu durum, kanser hiicrelerine
kars1 secicilige sahip, daha etkili antikanser ilag adaylarinin tasarlanmasi ve

gelistirilmesine yonelik acil ihtiyaci ortaya koymaktadir (81).

DHP tiirevi bilesiklerin antikanser etkisi literatiirde siklikla yer almaktadir.
Sidhom ve ark. dort numarali konumunda hacimli siklik halkalar tagryan DHP tiirevleri
sentezlemis ve on sekiz farkli hiicre hattinda antikanser aktivitelerini incelemislerdir.
Elde edilen sonuglara gore, iki adet bilesigin (Sekil 2.38), akciger kanser hiicresi
A549’¢ karsi cisplatin ve doksorubisine kiyasla daha {istiin antikanser etkilerinin

oldugunu saptamiglardir (82).

Sekil 2.38. Antikanser etkili DHP tiirevleri.

Kumar ve ark., bis-triazol DHP tiirevleri sentezlemis ve bilesiklerin antikanser
etkinliklerini meme hiicre hatlarinda test etmislerdir. Bu molekiillerden iki tanesinin
(Sekil 2.39), MDA-MB-231 hiicre hattinda tamoksifenden daha etkili oldugu
saptanmig ayrica ayni molekiillerin saglikli hiicreye (HEK-293) toksik etki
gostermedigi vurgulanmistir (83).



R: Cl, Br

Sekil 2.39. Antikanser etkili bis-triazol-DHP tiirevleri.

36
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3. GEREC ve YONTEM
3.1. Kimyasal Calismalar
3.1.1. Materyal ve Metot

Tez kapsaminda kullanilan kimyasal maddeler ve ¢oziiciiler ticari olarak
saglanmis  (Merck, Sigma-Aldrich, Isolab) ve satin alindiklar1 sekilde
kullanilmislardir. Reaksiyonlarin ilerleyisi ve elde edilen bilesiklerin safliklar1 ince
tabaka kromatografisi (ITK) yontemi kullanilarak silika jel 60 Fasaile kapli aliiminyum
plaklarda, etil asetat:hekzan (6:4) mobil faz1 kullanilarak izlenmistir. Sentezlenen
molekiillerin erime dereceleri ‘Thomas Hoover Capillary Melting Point Apparatus’
(Philadelphia, PA, USA) erime derecesi tayin cihaziyla belirlenmis ve
diizeltilmemistir. Bilesiklerin *H NMR ve *C NMR spektrumlari, Varian Mercury
400, 400 MHz High Performance Digital FT-NMR Spektrometre (Palo Alto, CA,
USA) ve Bruker Avance Neo 500 MHz NMR Spektrometre (Germany) cihazlari ile
dotero dimetilsiilfoksit (DMSO-ds) igerisinde elde edilmistir. Spektrumlarda kimyasal
kayma degerleri, ppm olarak tetrametilsilan (TMS) standartina gore bildirilmistir.
Piklerin yarilmasi s (singlet), d (dublet), dd (dubletin dubleti) ve m (multiplet),
etkilesme sabitleri (J) ise Hertz (Hz) olarak verilmistir. Molekiillerin kiitle
spektrumlari, elektron sprey iyonizasyon (ESI) yontemi ile “Micromass ZQ LC-MS
Spectrometer” (Waters, Eschborn, Almanya) cihazi ile elde edilmistir. Bilesiklerin
element kompozisyonlari (karbon, hidrojen, azot ve kiikiirt) Leco CHNS-932 Analyzer
(Philadelphia, PA, USA) cihaz1 kullanilarak belirlenmistir.

3.1.2. Sentez Yontemleri
4-Azolilbenzaldehitlerin Sentezi

10 mmol azol bilesigi (imidazol veya 1,2,4-triazol) ve 10 mmol 4-
fluorobenzaldehit 10 mL dimetilsiilfoksit (DMSO) igerisinde 10 mmol potasyum
karbonat varliginda 1 saat boyunca ultrasonik banyoda jellesinceye kadar tutulmustur.
Daha sonra, karisim yag banyosunda 120 °C’de iki saat boyunca 1sitilmistir. Reaksiyon

sicakligr 60 °C’ye diistiriilmiis, karisim buzlu suya dokiilmiistiir. Elde edilen kati
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sliziilmiis, suyla yikanmig ve bir sonraki basamak i¢in herhangi bir saflagtirma islemi

uygulanmadan kullanilmistir.
DHP Tiirevi Bilesiklerin (DA1-DA12) Genel Sentez Yontemi

DA1-DA12 bilesikleri modifiye Hantzsch reaksiyonuyla elde edilmistir. 1
mmol 4,4-dimetil-1,3-siklohekzadion, 1 mmol izobutil asetoasetat, 1 mmol uygun
aldehit tiirevi ve 5 mmol amonyum asetat absolii etanol igerisinde su banyosunda sekiz
saat kaynatilmistir. Ardindan bilesikler belirtilen yontemler izlenerek saf olarak elde
edilmistir: DA1-DA4, DAG, DAS, DA9, DA11 ve DA12 tiirevleri reaksiyon ortaminin
sogutulmasiyla elde edilen kat1 siiziilerek ve soguk etanol ile yikanarak kazanilmistir.
DAS ve DAY bilesikleri, reaksiyon ¢oziiciisii rotavoparda ugurulduktan sonra, kalan
kismin etil asetat:n-hekzan karisimindan kristallendirilmesiyle elde edilmistir. DA10
tiirevinin kat1 olarak eldesi icin ise, reaksiyon karisimi suya dokiilmiis, etil asetatla
ekstre edilmistir. Etil asetat fazlar1 birlestirilmis, susuz sodyum karbonatla

kurutulmustur ve elde edilen ¢ozeltiye hekzan ilave edilmistir.
3.2. Kalsiyum Kanal Inhibisyon Tayini
3.2.1. Hiicre Kiiltiirii ve Transfeksiyon

tsA-201 hiicreleri cam lameller iizerine ekilip, daha 6nce bildirilmis kalsiyum
fosfat yontemi kullanilarak kalsiyum kanallar1 cDNA’lar1 ile transfekte edilmistir

(84,85).
3.2.2. Elektrofizyoloji

Cam lamel iizerindeki hiicreler, 2 ml harici ¢ozelti (40 mM TEACI, 65 mM
CsCl, 20 mM BaCl,, 1 mM MgCl,, 10 mM HEPES ve 10 mM glikoz, pH 7.4) ile
doldurulmus 35 mm x 10 mm'lik bir plakaya (Corning, Corning, NY) aktarilmistir.
Borosilikat cam pipetler (Sutter Instrument Co., Novato, CA, 3-5 MQ) ise (140 mM
CsCl, 2.5 mM CaClz, 1 mM MgClz, 5 mM EGTA, 10 mM HEPES, 2 mM Na-ATP ve
0.3 mM Na-GTP, pH 7.3) ¢ozeltisi ile doldurulmustur. Tiim hiicreler i¢in patch clamp
kayitlari, Pulse (V8.65) yazilimi (HEKA Electronics, Bellmore, NY) igeren
bilgisayara bagh bir EPC 10 amplifikatorii (HEKA Electronics, Bellmore, NY)
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kullanilarak gerceklestirilmistir. Hiicre zari, cihazin mekanizmasi tarfindan
yirtildiktan sonra internal soliisyonun hiicre i¢ine diyaliz yapmas1 miimkiin olmustur.
Kayitlar hiicre durumu stabil hale geldiginde yapilmistir (yaklasik 5 dakika). Test
bilesikleri 10uM konsantrasyonda hazirlanmis, hiicrelere uygulandiktan sonra
kanallarda potansiyel, L-tipi kalsiyum kanal i¢in -90 mV’dan 0 mV /+20 mV araligina,
T-tipi kalsiyum kanali i¢in ise -110 mV’dan -20mV/0 mV araligina depolarizasyonla
20 saniye araliklarla olusturulmustur. Test titresimleri, 20 sn iginde 100 ms olacak

sekilde ayarlanmistir.
3.2.3. Veri Analizi

Veri analizi, Pulse yaziliminda (HEKA Elektronik, Bellmore, NY) bulunan
cevrimigi analiz yontemiyle yapilmis ve tiim grafikler GraphPad Prism 5 (GraphPad
Software, La Jolla, CA) kullanilarak hazirlanmustir. Inhibisyon yiizdeleri, ortalama

degerler = standart hata olarak sunulmustur.
3.3. DA1’in izomer Ayirim ve Konfigiiasyon Tayini
3.3.1. HPLC ile izomer Ayrim

DA1 enantiyomerlerinin analitik separasyonu, CHIRALPAK IG-3 kolon
(150x4.6mm) {izerinde rasemik DAl karistmmin 1 pL (2 mg/mL, etanol)
enjeksiyonuyla (mobil faz: 20/80, etanol/hekzan, akis hizi: 1 ml/dk, UV deteksiyon
230 nm) normal faz kosullarinda Yiiksek Basingli Sivi Kramotografisi (HPLC)

yontemiyle yapilmistir.
3.3.2. Konfigiirasyon Tayini

Ayrilan piklerin konfiglirasyonu VCD (titresimsel dairesel dikroizm)
yontemiyle deneysel 6lgiim ve teorik hesaplamalar yapilarak saptanmistir (86,87).
Deneysel oOlgimler, 1 mg DAL pikleri P1 veya P2’nin 100 puL CDCIs igindeki
¢ozeltileri tizerinden gerceklestirilmistir. IR ve VCD o6l¢limleri sirasinda BioTools
DualPEM VCD spektrometresinde alinan spektrumlardan ¢6ziicti spektrumu ayrilarak
IR spektrumu, olglimlerin ortalamasi alinarak da VCD spektrumu elde edilmistir.

Teorik olarak ise, DA1’in R izomeri i¢in 89 konformer BioTools'un ComputeVOA
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yazilimi kullanilarak olusturulmus, molekiiliin geometrik optimizasyonu Gaussian '09

kullanilarak yapilmigtir (88-90).
3.4. Molekiiler Modelleme Yéntemleri
3.4.1. Homoloji Modelleme

CACNAIC (sigan Cavl.2 al alt birimi) ve CACNA1H'nin (insan Cav3.2 al
alt birimi) FASTA dizileri, Uniprot'tan indirilmistir. Sablon olarak kullanilacak insan
kalsiyum kanali Cav3.1 (PDB kod: 6KZP) (91) ve tavsan kalsiyum kanali Cav1l.1'in
(PDB kod: 6JP5) (92) ti¢ boyutlu aminoasit dizilimleri, Protein Data Bank veri
tabanindan elde edilmistir. Her iki tip kalsiyum kanalinin homoloji modelleri,
DHP’lerin baglanma bdlgesini i¢eren kismi kapsayacak sekilde MOE (v2020.09;
Molecular Operating Environment, Chemical Computing Group, Montreal, QC,

Kanada) programi kullanilarak olusturulmustur.
3.4.2. Doking

Tiim molekiiller Corina and MOE kullanilarak olusturulmus, rCavl.2 ve
hCav3.2 homoloji modellerine Gold (v2020; Genetic Optimization for Ligand
Docking, The Cambridge Crystallographic Data Center, UK) programiyla doking
islemi gergeklestirilmistir (93). Baglanma bolgesi, Cavl.1 (6JP5) i¢indeki kristalize
ligand olan nifedipinin baglanma bdlgesi gozetilerek belirlenmistir. Her ligand i¢in on
adet poz elde edilmis olup, pozlar LigandScout ile olusturulan 3D farmakofor modele

gore filtre edilmistir (94,95).
3.4.3. Molekiiler Dinamik Simiilasyon ve Dinofor Analizi

DA bilesiklerinin Cay1.2 ve Cay3.2 homoloji modelleri i¢indeki kompleksleri
Maestro (Schroedinger, LLC, New York City, NY, USA) ile optimize edilmistir.
Molekiiler dinamik (MD) simiilasyonlar, Desmond (v2020.4; Schroedinger, LLC,
New York City, NY, USA) ve OPLS-AA force field kullanilarak 5 kere
gerceklestirilmistir. MD simiilasyonlar1 sonucunda kazanilan bilgiler dinamik
farmakofor (dinofor) yontemiyle analiz edilmistir. Etkilesimler, etkilesmenin tipi ve

hangi atomlarin etkilesmeyi gerceklestirdigine gore gruplanmis, sonuglar uzaysal
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dagilimin istatitiksel olarak gorsellestirilmesi sonucunda nokta-yogunluk seklinde

sematize edilmistir.
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4. BULGULAR
4.1. Kimyasal Calismalar

Izobutil 4-(benzo[d][1,3]dioksol-5-il)-2,6,6-trimetil-5-okso-1,4,5,6,7,8-
hekzahidrokinolin-3-karboksilat (DA1)

4,4-dimetilsikloheksan-1,3-dion, benzo[d][1,3]dioksol-5-karbaldehit, izobutil
asetoasetat ve amonyum asetatin reaksiyonuyla kazanilmistir. A¢ik sar1 toz, verim:
%78. ed: 173-175 °C. H NMR (8, 400 MHz, DMSO-ds): 0,80 (3H; d; J=3,7 Hz; -
CH(CHzs)2), 0,81 (3H; d; J=3,7 Hz -CH(CHBa)2), 0,89 (3H; s; 6-CHs3), 0,96 (3H; s; 6-
CHs), 1,64-1,72 (2H; m; H-7); 1,76-1,82 (1H; m; -CH(CH3)z2), 2,28 (3H; s; 2-CH3),
2,44-2,52 (2H; m; H-8), 3,70 (1H; dd; J=10,7/6,4 Hz; CH2ACH(CHa)2), 3,75 (1H; dd,
J=10,7/6,4 Hz; CH28CH(CH?3)=), 4,80 (1H; s; H-4), 5,88 (2H; dd; J= 3,1/0,9 Hz; BD-
H?), 6,58 (1H; dd; J= 8,0/1,6 Hz, BD-H®), 6,62 (1H; d; J=1,6 Hz; BD-H*), 6,68 (1H;
d; J=8,0 Hz; BD-H'), 9,05 (1H; s; N-H). *C NMR (5, 100 MHz, DMSO-ds): 18,26,
18,91, 18,93, 22,79, 24,06, 25,11, 27,27, 34,04, 35,44, 39,96, 69,14, 100,40, 102,95,
107,52, 107,74, 109,41, 119,98, 141,90, 144,95, 145,09, 146,63, 149,26, 166,88,
199,42. ESI-MS (m/z): 434 [M+Na]*(%100). Elementel analiz C24H29NOs (%)
hesaplanan: C, 70,05; H, 7,10; N, 3,40. Bulunan: C, 69,70; H, 7,10; N, 3,43.

izobutil 4-(6-bromobenzo[d][1,3]dioksol-5-il)-2,6,6-trimetil-5-0kso-
1,4,5,6,7,8- hekzahidrokinolin-3-karboksilat (DA2)
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4,4-dimetilsikloheksan-1,3-dion, 6-bromobenzo[d][1,3]dioksol-5-karbaldehit,
izobutil asetoasetat ve amonyum asetatin reaksiyonuyla kazanilmigtir. A¢ik sar1 toz,
verim: %65. ed: 200-203 °C. *H NMR (8, 400 MHz, DMSO-dg): 0,74 (3H; d; J=6,7
Hz; -CH(CHa)2), 0,79 (3H; d; J=6,7 Hz -CH(CHz3)2), 0,86 (3H; s; 6-CH3), 0,94 (3H; s;
6-CHs), 1,61-1,72 (2H:; m; H-7): 1,83-1,90 (1H; m; -CH(CHs)2), 2,20 (3H: s; 2-CHa),
2,45-2,51 (2H; m; H-8), 3,68-3,75 (2H; m; -CH2CH(CHs)2), 5,01 (1H; s; H-4), 5,95
(2H; dd; J= 8,7/0,9 Hz; BD-H?), 6,68 (1H; s; BD-H"), 6,90 (1H; s; BD-H*), 9,04 (1H;
s; N-H). °C NMR (8, 100 MHz, DMSO-ds): 18,19, 18,90, 22,90, 24,15, 24,67, 24,82,
27,18, 33,92, 37,50, 39,95, 69,04, 101,47, 100,03, 108,87, 110,27, 111,60, 112,32,
140,24, 144,40, 146,07, 146,76, 149,85, 166,88, 198,87. ESI-MS (m/z): 512/514
[M+Na]*/ [M+2+Na]* (%100). Elementel analiz C24H2sBrNOs (%) hesaplanan: C,
58,78; H, 5,76; N, 2,86. Bulunan: C, 58,82; H, 5,69; N, 2,90.

izobutil 4-([1,1'-bifenil]-3-il)-2,6,6-trimetil-5-okso-1,4,5,6,7,8-
hekzahidrokinolin-3-karboksilat (DA3)

4,4-dimetilsikloheksan-1,3-dion, [1-1’-bifenil]-3-karbaldehit, izobutil
asetoasetat ve amonyum asetatin reaksiyonuyla kazanilmistir. Ag¢ik sar1 toz, verim:
%81. ed: 226-228 °C. *H NMR (8, 400 MHz, DMSO-de): 0,78 (3H; d; J=5,2 Hz; -
CH(CHa3)2), 0,79 (3H; d; J=5,2 Hz -CH(CHBa)z2), 0,90 (3H; s; 6-CHs), 0,99 (3H; s; 6-
CHj3), 1,66-1,75 (2H; m; H-7); 1,76-1,83 (1H; m; -CH(CHa)2), 2,32 (3H; s; 2-CHs),
2,47-2,52 (2H; m; H-8), 3,70 (1H; dd; J=10,7/6,5 Hz; -CH.ACH(CH3)2), 3,76 (1H;
dd; J=10,7/6,5 Hz; -CH2sCH(CH3)2), 4,97 (1H; s; H-4), 7,10-7,53 (9H; m; Ar-H),
9,13 (1H; s; N-H). ¥C NMR (5, 100 MHz, DMSO-ds): 18,33, 18,91, 18,93, 22,87,
24,10, 25,15, 27,30, 34,09, 35,93, 38,86, 69,20, 102,78, 109,25, 124,13, 125,78,
126,29, 126,44, 127,20, 128,58, 128,90, 139,52, 140,61, 145,47, 148,30, 149,68,
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166,93, 199,52. ESI-MS (m/z): 466 [M+Na]" (%100). Elementel analiz C29H33NOs
(%) hesaplanan: C, 78,52; H, 7,50; N, 3,16. Bulunan: C, 78,24; H, 7,64; N, 3,23.

Izobutil 4-([1,1'-bifenil]-4-il)-2,6,6-trimetil-5-okso-1,4,5,6,7,8-
hekzahidrokinolin-3-karboksilat (DA4)

4,4-dimetilsikloheksan-1,3-dion, [1-1’-bifenil]-4-karbaldehit, izobutil
asetoasetat ve amonyum asetatin reaksiyonuyla kazanilmistir. Agik sar1 toz, verim:
%76. ed: 228-230 °C. 'H NMR (8, 400 MHz, DMSO-de): 0,81 (3H; d; J=5,7 Hz; -
CH(CHsa)2), 0,83 (3H; d; J=5,7 Hz -CH(CHs)2), 0,90 (3H; s; 6-CHs), 0,99 (3H; s; 6-
CHj3), 1,66-1,75 (2H; m; H-7); 1,79-1,85 (1H; m; -CH(CHa)2), 2,32 (3H; s; 2-CHs),
2,47-2,52 (2H; m; H-8), 3,70 (1H; dd; J= 10,7/6,4 Hz; -CH2aCH(CH3)2), 3,75 (1H;
dd; J= 10,7/6,4 Hz; -CHosCH(CH3)2), 4,93 (1H; s; H-4), 7,22-7,59 (9H; m; Ar-H),
9,13 (1H; s; N-H). *C NMR (5, 100 MHz, DMSO-dg): 18,39, 18,97, 18,99, 22,88,
24,10, 25,17, 27,30, 34,06, 35,57, 39,29, 69,24, 102,77, 109,22, 126,17, 126,41,
127,00, 127,85, 128,78, 137,48, 140,13, 145,39, 146,96, 149,59, 166,93, 199,46. ESI-
MS (m/z): 466 [M+Na]™ (%100). Elementel analiz C29H33NOs (%) hesaplanan: C,
78,52; H, 7,50; N, 3,16. Bulunan: C, 78,18; H, 7,41; N, 3,22.
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izobutil 2,6,6-trimetil-5-okso-4-(4-okso-4H-kromen-3-il)-1,4,5,6,7,8-
hekzahidrokinolin-3-karboksilat (DA5)

4 4-dimetilsikloheksan-1,3-dion, 4-okso-4H-kromen-3-karbaldehit, izobutil
asetoasetat ve amonyum asetatin reaksiyonuyla kazanilmistir. A¢ik sar1 toz, verim: %
45, ed: 211-213 °C. H NMR (5, 400 MHz, DMSO-dg): 0,77 (3H; d; J=6,8 Hz; -
CH(CHs3)2), 0,82 (3H; d; J=6,8 Hz -CH(CHBa)2), 0,84 (3H; s; 6-CHs), 0,95 (3H; s; 6-
CHa), 1,62-1,72 (2H; m; H-7); 1,81-1,88 (1H; m; -CH(CHs)2), 2,20 (3H; s; 2-CHj3),
2,42-2,46 (2H; m; H-8), 3,69 (1H; dd; J= 10,6/6,7 Hz; -CH2aCH(CH3)2), 3,79 (1H;
dd; J=10,6/6,7 Hz; -CH28CH(CH3)2), 4,72 (1H; s; H-4), 7,39-7,80 (5H; m; Chr-H),
9,15 (1H; s; N-H). *C NMR (5, 100 MHz, DMSO-de): 18,52, 19,04, 22,91, 24,21,
24,99, 27,24, 31,60, 34,09, 39,42, 69,18, 99,34, 105,33, 118,13, 124,27, 125,03,
125,63, 133,52, 146,39, 151,16, 154,37, 155,22, 167,01, 174,99, 199,37. ESI-MS
(m/z): 458 [M+Na]" (%100). Elementel analiz C26H29NOs (%) hesaplanan: C, 71,70;
H, 6,71; N, 3,22. Bulunan: C, 70,61; H, 6,65; N, 3,19.

izobutil 2,6,6-trimetil-5-okso-4-(tiyofen-2-il)-1,4,5,6,7,8-
hekzahidrokinolin-3-karboksilat (DA6)

4,4-dimetilsikloheksan-1,3-dion, tiyofen-2-karbaldehit, izobutil asetoasetat ve
amonyum asetatin reaksiyonuyla kazanilmistir. A¢ik sar1toz, verim: %63. ed: 135-138
°C. 'H NMR (8, 500 MHz, DMSO-ds): 0,83 (3H; d; J=2.6 Hz; -CH(CHj3).), 0,85 (3H;
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d; J=2,6 Hz -CH(CH?3)2), 0,96 (3H; s; 6-CH3), 1,00 (3H; s; 6-CHs3), 1,71-1,78 (2H; m;
H-7); 1,83-1,88 (1H; m; -CH(CHa)2), 2,28 (3H; s; 2-CH3), 2,47-2,43 (2H; m; H-8),
3,79 (1H; dd; J= 10,6/6,4 Hz; -CH2aCH(CHa)2), 3,85 (1H; dd; J= 10,6/6,4 Hz; -
CH28CH(CHs)»), 5,18 (1H; s; H-4), 6,55-7,16 (3H; m; Ar-H), 9,28 (1H; s; N-H). 13C
NMR (6, 125 MHz, DMSO-ds): 18,78, 19,50, 23,28, 23,46, 24,57, 25,71, 27,86, 28,05,
31,18, 34,76, 69,77, 102,96, 110,39, 122,76, 123,66, 126,80, 146,22, 150,35, 152,27,
167,20, 200,01. ESI-MS (m/z): 378 [M+1+Na]® (100%). Elementel analiz
C21H27NO3S (%) hesaplanan: C, 67,53; H, 7,29; N, 3,75; S: 8,58. Bulunan: C, 67,38;
H, 7,35; N, 3,78; S, 8,64.

izobutil 2,6,6-trimetil-5-okso-4-(piridin-3-il)-1,4,5,6,7,8-
hekzahidrokinolin-3-karboksilat (DA7)

4,4-dimetilsikloheksan-1,3-dion, nikotinaldehit, izobutil asetoasetat ve
amonyum asetatin reaksiyonuyla kazanilmistir. A¢ik sar1 toz, verim: %45. ed: 182-183
°C.H NMR (8, 500 MHz, DMSO-ds): 0,77 (3H; d; J=6,7 Hz; -CH(CHs3)2), 0,79 (3H;
d; J=6,7 Hz -CH(CH3)2), 0,86 (3H; s; 6-CH3), 0,98 (3H; s; 6-CH3), 1,65-1,70 (2H; m;
H-7); 1,71-1,80 (1H; m; -CH(CHz3)2), 2,32 (3H; s; 2-CH3), 2,46-2,53 (2H; m; H-8),
3,71 (1H; dd; J= 10,7/6,4 Hz; -CH2ACH(CH3)2), 3,76 (1H; dd; J= 10,7/6,4 Hz; -
CH2sCH(CHs3)2), 4,87 (1H; s; H-4), 7,20-8,37 (4H; m; Ar-H), 9,21 (1H; s; N-H). °C
NMR (8, 125 MHz, DMSO-ds): 18,84, 19,40, 23,32, 24,57, 25,46, 27,75, 34,51, 34,61,
39,99, 69,77, 102,35, 109,15, 123,80, 135,12, 143,30, 146,69, 147,31, 149,27, 150,43,
167,07, 199,92. ESI-MS (m/z): 391 [M+Na]® (%100). Elementel analiz C22H2sN203
(%) hesaplanan: C, 71,71; H, 7,66; N, 7,60. Bulunan: C, 71,63; H, 7,61; N, 7,64.
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izobutil 2,6,6-trimetil-4-(naftalen-2-il)-5-okso-1,4,5,6,7,8-
hekzahidrokinolin-3-karboksilat (DAS8)

4.4-dimetilsikloheksan-1,3-dion, 2-naftilaldehit, izobutil asetoasetat ve
amonyum asetatin reaksiyonuyla kazanilmistir. A¢ik sar1toz, verim: %70. ed: 233-236
°C.*H NMR (8, 500 MHz, DMSO-ds): 0,77 (3H; d; J=6,7 Hz; -CH(CHs3)2), 0,79 (3H;
d; J=6,7 Hz -CH(CHBa)2), 0,87 (3H; s; 6-CHg), 0,98 (3H; s; 6-CHz3), 1,65-1,74 (2H; m;
H-7); 1,76-1,81 (1H; m; -CH(CHz3)2), 2,35 (3H; s; 2-CH3), 2,48-2,53 (2H; m; H-8),
3,70 (1H; dd; J= 10,7/6,3 Hz; -CH2ACH(CHa)2), 3,74 (1H; dd; J= 10,7/6,3 Hz; -
CH2sCH(CHs3)2), 5,07 (1H; s; H-4), 7,38-7,79 (7H; m; Ar-H), 9,17 (1H; s; N-H). *C
NMR (6, 125 MHz, DMSO-ds): 18,89, 19,46, 23,40, 24,60, 25,60, 27,77, 34,57, 36,71,
39,95, 69,72, 103,20, 109,68, 125,57, 125,60, 126,19, 127,11, 127,72, 127,89, 128,06,
132,09, 132,25, 145,64, 146,01, 150,17, 167,44, 200,02. ESI-MS (m/z): 440 [M+Na]*
(%100). Elementel analiz C27H3:NO3 (%) hesaplanan: C, 77,67; H, 7,48; N, 3,35.
Bulunan: C, 77,62; H, 7,51; N, 3,37.

izobutil 2,6,6-trimetil-5-okso-4-fenil-1,4,5,6,7,8-hekzahidrokinolin-3-
karboksilat (DA9)

4,4-dimetilsikloheksan-1,3-dion, benzaldehit, izobutil asetoasetat ve amonyum
asetatin reaksiyonuyla kazanilmistir. Acik sar1 toz, verim: %68. ed: 177-178 °C. H
NMR (3, 500 MHz, DMSO-ds): 0,80 (3H; d; J=5,4 Hz; -CH(CHz3)2), 0,81 (3H; d;
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J=5,4 Hz -CH(CHB3)2), 0,88 (3H; s; 6-CHs3), 0,98 (3H; s; 6-CH3), 1,64-1,68 (2H; m; H-
7); 1,70-1,82 (1H; m; -CH(CHz3)2), 2,30 (3H; s; 2-CH3), 2,44-2,50 (2H; m; H-8), 3,69
(1H; dd; J= 10,7/6,3 Hz; -CH2aCH(CHa)2), 3,71 (1H; dd; J= 10,7/6,3 Hz; -
CH28CH(CHs3)2), 4,89 (1H; s; H-4), 7,04-7,18 (5H; m; Ar-H), 9,00 (1H; s; N-H). °C
NMR (6, 125 MHz, DMSO-de): 18,81, 19,44, 19,47, 23,35, 24,59, 25,63, 27,79, 34,57,
36,27, 69,67, 103,33, 109,88, 126,06, 127,73, 128,26, 145,83, 148,19, 149,95, 167,43,
199,93. ESI-MS (m/z): 390 [M+Na]* (%100). Elementel analiz C23H29NO3 (%)
hesaplanan: C, 75,17; H, 7,95; N, 3,81. Bulunan: C, 75,32; H, 7,99; N, 3,86.

izobutil 2,6,6-trimetil-5-0kso-1,4,5,6,7,8-hekzahidrokinolin-3-karboksilat

(DA10)
@) 0)
LY
N
H

4,4-dimetilsikloheksan-1,3-dion, paraformaldehit, izobutil asetoasetat ve
amonyum asetatin reaksiyonuyla kazanilmistir. A¢ik sar1 toz, verim: %23. ed: 158-159
°C.™H NMR (8, 500 MHz, DMSO-dg): 0,99 (6H; d; J=6,7 Hz; -CH(CHs)2), 1,23 (6H;
s; 6-CHzs), 1,69-1,75 (2H; m; H-7); 1,84-1,92 (1H; m; -CH(CHa)2), 2,15 (3H; s; 2-
CHs), 2,29-2,36 (2H; m; H-8), 2,97 (2H; s; H-4); 3,81 (2H; d; J=6,5 Hz,
CH2CH(CHzs)2), 8,63 (1H; s; N-H). *°C NMR (8, 100 MHz, DMSO-ds): 18,03, 18,98,
19,04, 22,20, 22,78, 23,67, 27,38, 34,22, 38,87, 39,18, 69,07, 98,72, 123,92, 145,80,
150,88, 167,10, 199,75. ESI-MS (m/z): 314 [M+Na]® (%100). Elementel analiz
C17H25NOs3 (%) hesaplanan: C, 70,07; H, 8,65; N, 4,81. Bulunan: C, 70,17; H, 8,74; N,
4,85.
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izobutil 4-(4-(1H-imidazol-1-il)fenil)-2,6,6-trimetil-5-okso-1,4,5,6,7,8-
hekzahidrokinolin-3-karboksilat (DA11)
N
Ly
N

4,4-dimetilsikloheksan-1,3-dion, 4-(1H-imidazol-1-il)benzaldehit, izobutil
asetoasetat ve amonyum asetatin reaksiyonuyla kazanilmistir. Agik sar1 toz, verim:
%32. ed: 255-258 °C. 'H NMR (8, 500 MHz, DMSO-ds): 0,80 (3H; d; J=7,5 Hz; -
CH(CHs3)2), 0,82 (3H; d; J=7.5 Hz -CH(CHBa)2), 0,88 (3H; s; 6-CHs), 0,99 (3H; s; 6-
CHj3), 1,66-1,75 (2H; m; H-7); 1,79-1,85 (1H; m; -CH(CHa)2), 2,31 (3H; s; 2-CHs),
2,48-2,52 (2H; m; H-8), 3,70-3,76 (2H; m; -CH2CH(CHa)2), 4,93 (1H; s; H-4), 7,07
(1H; s; imidazol-H), 7,26 (2H; d; Ph-H; J=8,5 Hz), 7,44 (2H; d; Ph-H; J=8,5 Hz), 7,63
(1H; s; imidazol-H), 8,14 (1H; s; imidazol-H), 9,17 (1H; s; N-H). *C NMR (3§, 125
MHz, DMSO-de): 18,87, 19,48, 23,35, 24,58, 25,62, 27,78, 34,55, 36,04, 69,76,
103,02, 109,60, 118,49, 120,53, 129,00, 130,11, 135,16, 135,89, 146,14, 146,99,
150,18, 167,30, 199,98. ESI-MS (m/z): 456 [M+Na]® (%100). Elementel analiz
C26H31N303 (%) hesaplanan: C, 72,03; H, 7,21; N, 9,69. Bulunan: C, 71,96; H, 7,30;
N, 9,66.

Izobutil 4-(4-(1H-1,2,4-triazol-1-il)fenil)-2,6,6-trimetil-5-okso-1,4,5,6,7,8-
hekzahidrokinolin-3-karboksilat (DA12)
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4,4-dimetilsikloheksan-1,3-dion, 4-(1H-1,2,4-triazol-1-il)benzaldehit, izobutil
asetoasetat ve amonyum asetatin reaksiyonuyla kazanilmistir. Agik sar1 toz, verim:
%41. ed: 198-200 °C. *H NMR (3, 500 MHz, DMSO-dg): 0,80 (3H; d; J=6,7 Hz; -
CH(CHa3)2), 0,82 (3H; d; J=6,7 Hz -CH(CHBa)2), 0,89 (3H; s; 6-CHs), 0,99 (3H; s; 6-
CHz3), 1,68-1,75 (2H; m; H-7); 1,80-1,85 (1H; m; -CH(CHa)2), 2,33 (3H; s; 2-CHs3),
2,48-2,52 (2H; m; H-8), 3,70-3,77 (2H; m; -CH.CH(CHa)2), 4,95 (1H; s; H-4), 7,30
(2H; d; Ph-H; J=8,6 Hz), 7,64 (2H; d; Ph-H; J=8,6 Hz), 8,18 (1H; s; triazol-H), 9,16
(1H; s; triazol-H), 9,18 (1H; s; N-H). 3C NMR (5, 125 MHz, DMSO-ds): 18,87, 19,47,
23,36, 24,58, 25,58, 27,78, 34,55, 36,23, 69,75, 102,90, 109,56, 119,69, 128,96,
135,04, 142,55, 146,24, 147,98, 150,21, 152,68, 167,27, 199,98. ESI-MS (m/z): 457
[M+Na]" (%100). Elementel analiz C2sH30N4O3 (%) hesaplanan; C, 69,10; H, 6,96; N,
12,89. Bulunan: C, 69,09; H, 7,03; N, 12,83.

4.2. Bilesiklerin L-tipi (Cav1.2)/T-tipi (Cav3.2) Kalsiyum Kanallarina
Etkileri

DA1-DA12’nin Cay1.2 ve Cay3.2 kanallarindan kalsiyum akimini inhibe etme
ozellikleri, maddelerin 10 uM konsantrasyonda hazirlanan ¢o6zeltileriyle caligilmus,

sonuclar akimin yiizde inhibisyonu seklinde Sekil 4.1°de verilmistir.
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Sekil 4.1. Bilesiklerin rCavl.2 ve hCav3.2 kalsiyum kanallarin1 10uM

konsantrasyonda inhibisyon oranlari (n=3).
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4.3. DA1’in izomerlerinin Ayirimi ve Ca\3.2 Uzerine Etkileri

Her iki enantiyomerin saflastiriimasi ayni1 kolonda ve 40 uL (mobil fazda 6
mg/mL) DAL enjeksiyonu kullanilarak yapilmistir. Pik 1 i¢in enantiyomerik saflik
(tr=3,099 m) %99 ve Pik 2 igin (tr= 3,625 m) %98,7 bulunmustur (Sekil 4. 2).

3069

3625

0.3 1 1.5 F 2.3 3 33 4 453  dk

Sekil 4.2. DA1’in HPLC kromatogrami.

(Kromatografik kosullar; kolon: CHIRALPAK 1G-3, mobil faz: EtOH/hekzan (20/80), akis hizi:
ImL/dk, deteksiyon: 260 nm, enantiomerik selektivite («):1.37).

DAY’in R enantiyomerinin geometrik optimizasyonu teorik hesaplamalar i¢in

gerceklestirilmistir (Sekil 4.3).
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Sekil 4.3. DA1’in R izomerinin optimize edilmis konfigilirasyonu.

DAL izomerlerinin mutlak konfigiirasyon tayini enantiyomerlerin deneysel ve

teorik VCD ve IR spektrumlari karsilastirilarak yapilmistir (Sekil 4.4).

A DeneyselxTeorik
-0
ko
-6
b 12
L a8
0s4 VCD
° 004
*
; 8
404
1
4
s L L 80
- 45
20
L1s
osd L B
iR | b 4
2 oad : r:} ]
8 e OO
o) v i
§ 02+ -« b
014 = | +
<

w00 100 1600

T
1500

Y T T T T
WO 100 1200 1100 W00

Dalga Boyu

01 X3V

aAx 10"

Absorbans

B DeneyselxTeorik
3 - 18
k12
¢ B
-
0 =
QU
L -
154 o
104 E
054 4
004 4
044 R
k6o
.ui
%
s §
-
L o Lo
08+ A0 R
¢,
034 \,T_.ﬂ' T ]
024 A “a 3
014 R
oo T T T T T T T A
1900 1700 MO0 1500 1400 1300 100 1100 000
Dalga Boyu

Sekil 4.4. DAL enantiyomerlerinin deneysel (mavi ¢izgiler) ve teorik (yesil
cizgiler) IR ve VCD spektrumlarinin kiyaslanmasi.

(Pik 1 (A) ve Pik 2 (B) i¢in IR spektrumlar iist, VCD spektrumlari alt kisimda sunulmustur. Deneysel
spektrumlar sirasiyla R ve S izomerlerinin teorik spektrumlariyla eslesmektedir)

Deneysel ve teorik olarak elde edilen sonuglara gére Pik 1’in R enantiyomeri,

Pik 2’nin ise S enantiyomeri oldugu bulunmustur.
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Daha sonra, ayrilan izomerlerin Cay3.2 iizerine etkileri test edilmis ve
inhibisyondan hangi izomerin daha fazla sorumlu oldugu bulunmustur. Elde edilen
sonuglara gore Pik 2 ile temsil edilen S izomeri Cay3.2’yi yaklasik olarak %90

oraninda inhibe etmistir (Sekil 4.5).

100- Cav 3.2
89.8%

s0{ |

60-

40

% Akim Inhibisyonu

20+

DA1 Pik 1 Pik 2
Bilesikler (10uM)

Sekil 4.5. DAL izomerlerinin Cay3.2 inhibisyon oranlari ve konfigiirasyonlarinin
belirtildigi kimyasal yapilari.

4.4. Molekiiler Modelleme

DHP tiirevi bilesiklerin Cay1.2 ve Cay3.2 kalsiyum kanallarina baglanma
mekanizmalart hakkinda 6ngodriide bulunmak i¢in molekiiler modelleme caligmalari
yapilmistir. Cay1.2 ve Cay3.2 kanallarinin homoloji modellemesi i¢in sirasiyla Cayl.1
(PDB 6JP5) ve Cay3.1 (PDB 6KZP) sablon olarak kullanilmistir. DHP tiirevi ilaglar
icin daha Onceki caligmalarda Ongoriilen baglanma bolgesi goéz Onilinde
bulundurularak, olusturulan homoloji modellerindeki DHP baglanma bdlgesi

belirlenmistir (Sekil 4.6).



55

Sekil 4.6. Cayv3.2'nin homoloji modeli ve DHP baglanma bdlgesi.

Homoloji modelleri olusturulduktan sonra bilesikler her iki kanalin da aktif
yoresine doking islemi ile yerlestirilmistir. DA bilesiklerinin her iki kanalda da dort
numarali konumdaki siibstitiientin hacmine bagli olarak farkli yonelme gosterdigi
bulunmustur. C-4 konumundaki fenil halkasina ikinci bir halkanin siibstitiie oldugu
DA3, DA4, DA11 ve DA12 bilesiklerinin diger tiirevlere kiyasla farkli olarak kanalin

por kismina degil membran tarafina yonlendigi gozlenmistir (Sekil 4.7).

Ser1501
Val1542

Y A’

Cys1437 | §

Val1434

Leu1845

lle1434
S6y

Sekil 4.7. (S)-DA11’in Cay3.2’ye baglanma sekli ve ti¢ boyutlu farmakoforlari.

(Yesil ok-hidrojen bagi donérii, kirmiz ok-hidrojen bagi akseptorii, sar1 kiire-hidrofobik etkilesme)
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Segilen doking pozlarinin Cay1.2 (Sekil 4.8) ve Cav3.2 (Sekil 4.9) baglanma
bolgeleri igindeki stabilitelerini arastirmak i¢in molekiiler dinamik simiilasyonlar

yapilmis, elde edilen sonuglar dinamik farmakofor olarak irdelenmistir.

HBD 88.1%
Ser1141 100%

o]
\ HBA 52.5%
GIn1069 53.1%

Sekil 4.8. Cay1.2 i¢cinde DA8’in statik (A), DA8 (B) ve DAL’in (C) dinamik
farmakoforlari.

(Yesil ok-hidrojen bagi dondrii, kirmiz ok-hidrojen bagi akseptorii, sar1 kiire-hidrofobik etkilesme)
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HBD 80.7%
Ser1501 100%

HBD 4.7%
GIn1848 100%

Sekil 4.9. DHP baglanma bolgesinde DAL igeren Cayv3.2 homoloji modeli (A).
DAZY’in statik (B) ve dinamik (C) farmakoforlari.

(S-DA1, mavi renkle, kalsiyum iyonlar1 ise kirmizi nokta seklinde gésterilmistir Yesil ok-hidrojen bagi
donérii, kirmiz ok-hidrojen bagi akseptorii, sar1 kiire-hidrofobik etkilesme)
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5. TARTISMA
5.1. Kimyasal Calismalar

Bu tez c¢alismasi kapsaminda dikarbonil bilesikleri, farkli aldehitler ve
amonyum asetatin reaksiyonuyla on iki adet DHP tiirevi bilesik (DA1-DA12) elde
edilmistir. Kullanilan ticari aldehitlere ek olarak, iki aldehit [4-(1H-imidazol-1-
il)benzaldehit ve 4-(1H-1,2,4-triazol-1-il)benzaldehit], 4-fluorobenzaldehit ile
imidazol ve 1,2,4-triazoliin aromatik niikleofilik siibstitiisyon reaksiyonuyla (Sekil

5.1) DMSO iginde potasyum karbonat varliginda sentezlenmistir (97).

N
s NA
N N@CHO
~/
H C K,CO;
+ F CHO 4>DMSO
N=

U N N
N -
X AT

Sekil 5.1. 4-azolilbenzaldehitlerin sentezi.

Bu reaksiyonlar 6nce ultrasonik banyoda baslatilmig, daha sonra yag banyosu
icinde 1sitilarak stirdiiriilmistiir. Bu sekilde, sonikasyon yontemini kullanarak, uzun
reaksiyon siireleri ve asir1 amin kullanimi gibi haloarenlerin g¢esitli aminlerle

reaksiyonlar1 i¢in daha 6nce bildirilen dezavantajlardan kagmilmistir (98-100).

Daha sonra, modifiye Hantzsch reaksiyonu uygulanarak, DHP halkasinin
kapanmasi, dolayisiyla hedef bilesiklerin (DA1-DA12) eldesi gergeklestirilmistir. Bu
amagla, 4,4-dimetil-1,3-siklohekzadion, izobutil asetoasetat, aldehit tirevi ve
amonyum asetat absolii etanol iginde 1sitilmistir. Hedef bilesiklere ulasmak igin

uygulanan sentez yontemi ve bilesiklerin kimyasal yapilar1 Sekil 5.2’de gosterilmistir.
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Sekil 5.2. DA1-DA12 bilesiklerinin sentezi ve kimyasal yapilari.

Hantzsch reaksiyonu iki mol dikarbonil bilesigi yaninda aldehit ve amonyak
bilesenleriyle yiiriiyen, en eski ve en sik kullanilan multikomponent
reaksiyonlardandir (101). Hedef bilesiklere ulasiimada kullanilan modifiye Hantzsch

reaksiyonunun mekanizmasi Sekil 5.3’°te sunulmustur.
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Sekil 5.3. DA1-DA12 eldesinde kullanilan Hantzsch reaksiyonu
mekanizmasi.

Bilesiklerin kimyasal yapilar: *H NMR, 3C NMR ve kiitle spektrumlari ile
safliklar1 ise eleman analizleri ile dogrulanmistir. Sentezlenen tiim bilesiklerin 'H
NMR spektrumlarinda, sirasiyla yaklasik olarak 5 ve 9 ppm civarinda gozlenen H-4
ve N-H protonlarina ait singlet pikler, reaksiyon sonunda DHP halkasinin kapandigini
gostermektedir. *C NMR spektrumlarinda ise ester ve keton gruplarmin karbonil
gruplarina ait karakteristik pikler, sirasiyla 165 ve 200 ppm'de izlenmistir. DA2

molekiiliine ait kiitle spektrumunda, brom atomuna ait izotop piklerinin gézlenmesi
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yapiy1 dogrulayan bulgulardandir. Sentezlenen tiim bilesiklerin *H NMR ve *C NMR

spektrumlari ek olarak sunulmustur.
5.2. Bilesiklerin Kalsiyum Kanallarina Etkileri

DA1-DA12’nin kalsiyum kanal bloke edici aktiviteleri sican Cay1.2 ve insan
Cav3.2 kanallarinda patch clamp yontemiyle belirlenmistir. Elde edilen sonuglara
gore, DA6 ve DABS, sirasiyla yaklasik olarak %60 ve %80 inhibisyon degerleri ile
Cay1.2'nin etkili inhibitérleri olarak bulunmuslardir. DA8, Cay1.2'yi Cay3.2'ye gore
secici olarak bloke ederken, DA6'nin Cay3.2 akimi tizerinde de benzer etkisinin olmasi
her iki kanal tipine selektif olmayan bir profile sahip oldugunu gostermektedir. DAG'ya
ek olarak, Cay3.2 inhibisyonu gosteren ii¢ bilesik daha vardir. Bunlar arasinda, DAL,
%380'in tizerinde inhibisyon oraniyla en etkili ve ayni zamanda en selektif Ca,3.2
inhibitorii olarak one ¢ikmaktadir. DA11, %50 civarinda inhibisyon gosterirken;
DA12 ise DALl kadar olmasa da Ca.3.2’ye karsi %60 inhibisyonla selektivite

gostermistir.
5.3. Yapi-Aktivite Iliskileri

Ticari DHP tiirevi antihipertansif bilesiklerde genel egilim, dort numarali
konumda kiigtik stibstitiientler tasiyan fenil halkasinin korunmasi yoniindedir. Bu tez
caligmast kapsaminda sadece bu konumun modifikasyonlarina odaklanarak,
molekiillerin genel yapisini sabit tutuldugu i¢in, DA1-DA12’nin kalsiyum kanal bloke
edici aktivitelerinin dogrudan C-4 konumundaki siibstitiientler tarafindan belirlendigi
sOylenebilir. Bu yiizden, fenil halkasina kiyasla yapilan degisikliklerin aktiviteye
katkis1 su sekilde tartisilabilir:

C-4 konumundaki fenil grubuna 1,3-dioksol (DA1) ve fenil (DA8) halkalarinin
kondanse edilmesi benzodioksol ve naftil halkalarinin siibstitiisyonuyla sonuglanmis,
etkili ve selektif kalsiyum kanal blokdrlerine ulagilmasini saglamistir. DA8, Cay3.2’ye
kars1 Cayvl.2’ye selektivite gosteritken, DAl Cay3.2’ye selektif bulunmustur.
Benzodioksol halkasi iizerine hacimli bir halojen olan bromun siibstitiie edilmesi
(DA2), her iki tip kalsiyum kanali tizerinde de bloke edici etkinin yok olmasina neden

olmustur.
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Fenil halkas1 iizerine ikinci bir fenil grubunun siibstitiie edilmesi (DA3 ve
DA4) kalsiyum kanal bloke edici aktivite i¢in uygun bir modifikasyon olarak
bulunmamistir. Bununla birlikte, azol halkalarinin, imidazol (DA11l) ve triazol
(DA12), fenil halkasina siibstitiic edilmesi Cay3.2 blokorii bilesiklere ulasmada dnemli

olmustur.

Yapiya fenil halkasi yerine tiyofen halkasmnin getirilmesiyle (DAG6), Cav1.2 ve
Cay3.2’yi esit oranda bloke eden bilesige ulasilmistir. Buna ragmen, ayn1 konuma
kromen (DADS) veya piridin (DA7) halkalarinin getirilmesi kalsiyum kanal bloke edici

aktivitenin her iki kanal iizerinde de yok olmasina neden olmustur.

Fenil halkasinin non-siibstitiie olarak tutulmasi (DA9) ya da yapidan tamamen

cikartilmasi (DA10) aktivite i¢in tercih edilebilecek bir modifikasyon olmamustir.
5.4. DA1’in Enantiyomerlerinin Ayrimi ve Cav3.2 Uzerindeki Etkileri

DA1, sentezlenen bilesikler arasinda Cay3.2 kanallarina kars1 en aktif ve en
selektif tiirev olarak bulunmustur. Bu yiizden enantiyomerlerine ayrilmasi ve hangi
izomerin aktiviteden temel olarak sorumlu oldugunun belirlenmesi amaglanmastir.
HPLC ile yapilan izomer ayiriminda piklerin konfigiirasyon tayini, teorik ve deneysel
VCD ve IR spektrumlarmin kiyaslanmasi ile yapilmustir. izomerlerin Cay3.2 bloke
edici etkileri ayr1 ayri tayin edilmis, aktif izomerin S konfigiirasyonuna sahip oldugu

bulunmustur.
5.5. Molekiiler Modelleme

Cavl.1 i¢inde kristalize halde bulunan nifedipin molekiiliiniin Ser1001 ile
yaptigt hidrojen bagi, Cayl.2’de Serl141’e, Cay3.2’de ise Ser1501°e karsilik
gelmektedir. Bu nedenle doking islemi sonucunda bu baglanmayi saglayamayan

pozlar elenmistir.

Cavl1.2 igcinde bu kanalin en etkili blokorii olan DAS bilesiginin DHP halkasinin
bir numarali konumundaki azot atomu ve ester karbonil oksijeni iizerinden kanalla
Ser1141 ve GIn1069 {izerinden hidrojen bag1 yaptig1 saptanmistir. Bunlara ek olarak

iki numarali konumdaki metil siibstitiienti ve ester yapisinin alkil grubu olan izobutil
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grubunun hidrofobik etkilesmeler yaptigi gozlenmistir. Dort numarali konumdaki
naftil halkasinin ¢ok sayida aminoasit ile hidrofobik etkilesmeye girmesi, bu

molekiiliin L-tipi kalsiyum kanalini yiiksek oranda bloke etmesini agiklamaktadir.

Cay3.2 kalsiyum kanal1 i¢in en aktif bilesik olan DAL1’in S izomerinin statik ve
dinamik farmakoforlar1 incelendiginde ise, molekiiliin N-H grubu iizerinden Ser1501
ile hidrojen bag1 yaptigi saptanmistir. Ayrica iki numarali konumdaki metil ve ester
yan zincirindeki izobutil gruplarinin yanmi sira benzodioksol halkasinin hidrofobik
etkilesmelere aracilik ettigi izlenmistir. Statik etkilesmelerde ester karbonili tizerinden
GIn1848 ile gobzlenen hidrojen bagmin, dinamik farmakoforlarda sadece bir

simiilasyonda izlenmesi, bu etkilesmenin stabil olmadigin1 géstermistir.
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6. SONUC VE ONERILER

1,4-Dihidropiridin (DHP) tiirevi bilesikler farkli tipte kalsiyum kanallarini
bloke etme &zellikleri nedeniyle kardiyovaskiiler ve norofizyolojik hastaliklardaki
etkinlikleriyle one ¢ikmaktadirlar. Piyasada uzun siiredir antihipertansif etkileri
nedeniyle yer alan bilesiklerin kimyasal yapist incelendiginde iizerinde en az
modifikasyon yapilan konumun halkanin dort numarali karbonu oldugu dikkat
cekmektedir. Bu tez kapsaminda, DHP halkasinin belirtilen konumundaki
modifikasyonlara odaklanilarak on iki adet DHP-temelli hekzahidrokinolin tiirevi
bilesik, Hantzsch sentezi ile elde edilmistir. Ongoriilen kimyasal yapilar gesitli spektral
tekniklerle dogrulandiktan sonra, molekdillerin L- ve T-tipi kalsiyum kanallarin1 bloke
etme oranlar1 patch clamp yontemi kullanilarak tayin edilmistir. Elde edilen sonuglarla
her iki tip kalsiyum kanalin1 selektif ya da benzer oranlarda inhibe eden blokdrlere
ulagilmigtir. DHP halkasinin dort numarali konumuna getirilen naftil halkas1 (DAS)
selektif Cayv1.2, benzodioksol halkasi (DAL) ise selektif Cay3.2 inhibisyonundan
sorumlu bulunmustur. Belirtilen konumda siibstitiient bulunmamas1 ya da non-
stibstitlie fenil halkasinin getirilmesi aktiviteyi olumsuz yonde etkilemistir. Cay3.2
kalsiyum kanalimi etkili ve selektif bir sekilde bloke eden DAL bilesiginin izomer
ayrimi kiral sabit faz iizerinde HPLC ile yapilmis, konfigiirasyon tayini sonucunda
Cav3.2 inhibisyonundan biiyiik oranda S izomerinin sorumlu oldugu belirlenmistir.
Elde edilen bulgular bilgisayarli yontemlerle desteklemek icin, Cay1.2 ve Cay3.2
homoloji modellerinin DHP baglanma bdlgesine bilesikler molekiiler doking yontemi
kullanilarak yerlestirilmis ve etkili kanal inhibisyonu igin gerekli yapisal 6zellikler

dinamik farmakofor analizi de yapilarak ortaya konmustur.

Tez kapsaminda elde edilen bulgularla DHP tiirevi kalsiyum kanal
blokérlerinin  yapi-aktivite iligkilerine yeni bir boyut kazandirilmustir. Ozellikle
hipertansiyon ve aljezi tedavisinde kullanilacak bilesiklerin gelistirilmesi i¢in elde
edilen sonuglarin 151k tutucu olmasi beklenmektedir. Calismanin yapildig: tarihte {i¢
boyutlu kristal yapilar1 halen aydmlatilmams olan Cay1.2 ve Cay3.2’in ilerleyen
zamanlarda yapilarinin ortaya konmasi ile etkili kalsiyum kanal blokdrlerinin rasyonel

tasariminda daha ¢ok yol alinacagi agiktir.



10.

11.

12.

13.

14.

65

7. KAYNAKLAR

Dolphin AC. Voltage-gated calcium channels and their auxiliary subunits:
physiology and pathophysiology and pharmacology. J Physiol.
2016;594(19):5369-90.

Zamponi GW, Striessnig J, Koschak A, Dolphin AC. The Physiology,
Pathology, and Pharmacology of Voltage-Gated Calcium Channels and Their
Future Therapeutic Potential. Pharmacol Rev. 2015;67:821-70.

Zamponi GW. Targeting voltage-gated calcium channels in neurological and
psychiatric diseases. Nat Rev Drug Discov. 2016;15(1):19-34.

Drapak I, Perekhoda L, Tsapko T, Berezniakova N, Tsapko Y. Cardiovascular
Calcium Channel Blockers: Historical Overview, Development and New
Approaches in Design. J Heterocycl Chem. 2017;54(4):2117-28.

Glindiiz MG, Armakovi¢ SJ, Dengiz C, Tahir MN, Armakovi¢ S. Crystal
structure determination and computational studies of 1,4-dihydropyridine
derivatives as selective T-type calcium channel blockers. J Mol Struct.
2021;1230.

Powell KL, Cain SM, Snutch TP, O’Brien TJ. Low threshold T-type calcium
channels as targets for novel epilepsy treatments. Br J Clin Pharmacol.
2014:77(5):729-39.

Weiss N, Zamponi GW. T-Type Channel Druggability at a Crossroads. ACS
Chem Neurosci. 2019;10(3):1124-6.

Bandyopadhyay D, Salazar T, Gonzalez A. Dihydropyridines as Calcium
Channel Blockers: An Overview. J Anal Pharm Res. 2017;5(4).

Bladen C, Giindiiz MG, Simsek R, Safak C, Zamponi GW. Synthesis and
evaluation of 1,4-dihydropyridine derivatives with calcium channel blocking
activity. Pflugers Arch Eur J Physiol. 2014;466(7):1355-63.

Nahler G. Anatomical Therapeutic Chemical Classification System [Internet].
Dictionary of Pharmaceutical Medicine. Springer Vienna; 2009. p. 8-8.

Schaller D, Gilindiiz MG, Zhang FX, Zamponi GW, Wolber G. Binding
mechanism investigations guiding the synthesis of novel condensed 1,4-
dihydropyridine derivatives with L-/T-type calcium channel blocking activity.
Eur J Med Chem. 2018;155:1-12.

Aygiin Cevher H, Schaller D, Gandini MA, Kaplan O, Gambeta E, Zhang FX,
et al. Discovery of Michael acceptor containing 1,4-dihydropyridines as first
covalent inhibitors of L-/T-type calcium channels. Bioorg Chem.
2019;91:103187.

Bladen C, Gadotti VM, Giindiiz MG, Berger ND, Simsek R, Safak C, et al. 1,4-
Dihydropyridine derivatives with T-type calcium channel blocking activity
attenuate inflammatory and neuropathic pain. Pflugers Arch Eur J Physiol.
2015;467(6):1237-47.

Simms BA, Zamponi GW. Neuronal Voltage-Gated Calcium Channels:



15.

16.

17.

18.

19.

20.

21.
22.

23.

24,

25.

26.

217.

28.

29.

30.

66

Structure, Function, and Dysfunction. Neuron. 2014;82(1):24-45.

Bean BP. Classes of Calcium Channels in Vertebrate Cells. Annu Rev Physiol.
1989;51(1):367-84.

Perez-Reyes E. Molecular Physiology of Low-Voltage-Activated T-type
Calcium Channels. Physiol Rev. 2003;83(1):117-61.

Perez-Reyes E, Van Deusen AL, Vitko I. Molecular pharmacology of human
Cav3.2 T-type Ca2+ channels: block by antihypertensives, antiarrhythmics, and
their analogs. J Pharmacol Exp Ther. 2009;328(2):621—7.

Catterall WA. lon Channel Voltage Sensors: Structure, Function, and
Pathophysiology. Neuron. 2010;67(6):915-28.

Catterall WA. Voltage-Gated Calcium Channels. Cold Spring Harb Perspect
Biol. 2011;3(8):1-23.

Triggle DJ. Calcium channel antagonists: Clinical uses—~Past, present and
future. Biochem Pharmacol. 2007;74(1):1-9.

WHOCC - ATC/DDD Index.

Hantzsch A. Ueber die Synthese pyridinartiger Verbindungen aus

Acetessigidther und Aldehydammoniak. Justus Liebig’s Ann der Chemie.
1882;215(1):1-82.

Kohlhardt M, Bauer B, Krause H, Fleckenstein A. New selective inhibitors of
the transmembrane Ca conductivity in mammalian myocardial fibres. Studies
with the voltage clamp technique. Experientia. 1972;28(3):288-9.

Safak C, Simsek R. Fused 1,4-Dihydropyridines as Potential Calcium
Modulatory Compounds. Mini-Reviews Med Chem. 2006;6(7):747-55.

Shaldam MA, Elhamamsy MH, Esmat EA, EI-Moselhy TF. 1,4-
Dihydropyridine Calcium Channel Blockers: Homology Modeling of the
Receptor and Assessment of Structure Activity Relationship. ISRN Med Chem.
2014;2014:1-14.

loan P, Carosati E, Micucci M, Cruciani G, Broccatelli F, S. Zhorov B, et al.
1,4-Dihydropyridine Scaffold in Medicinal Chemistry, The Story so Far And
Perspectives (Part 1): Action in lon Channels and GPCRs. Curr Med Chem.
2011;18(32):4901-22.

Edraki N, Mehdipour AR, Khoshneviszadeh M, Miri R. Dihydropyridines:
evaluation of their current and future pharmacological applications. Drug
Discov Today. 2009;14(21-22):1058-66.

Miri R, Javidnia K, Sarkarzadeh H, Hemmateenejad B. Synthesis, study of 3D
structures, and pharmacological activities of lipophilic nitroimidazolyl-1,4-
dihydropyridines as calcium channel antagonist. Bioorg Med Chem.
2006;14(14):4842-9.

Weiss N, Zamponi GW. T-type calcium channels: From molecule to therapeutic
opportunities. Int J Biochem Cell Biol. 2019;108:34-9.

Khosravani H, Zamponi GW. Voltage-Gated Calcium Channels and Idiopathic



31.

32.

33.

34.

35.

36.

37.

38.

39.

40.

41.

42.

43.

44,

45.

46.

67

Generalized Epilepsies. Physiol Rev. 2006;86(3):941-66.

Snutch TP, Zamponi GW. Recent advances in the development of T-type
calcium channel blockers for pain intervention. Br J Pharmacol.
2018;175(12):2375-83.

Uebele VN, Gotter AL, Nuss CE, Kraus RL, Doran SM, Garson SL, et al.
Antagonism of T-type calcium channels inhibits high-fat diet-induced weight
gain in mice. J Clin Invest. 2009;119(6):1659-67.

Harraz OF, Visser F, Brett SE, Goldman D, Zechariah A, Hashad AM, et al.
CaV1.2/CaVv3.x channels mediate divergent vasomotor responses in human
cerebral arteries. J Gen Physiol. 2015;145(5):405-18.

Wang D, Ragnarsson L, Lewis RJ. T-type Calcium Channels in Health and
Disease. Curr Med Chem. 2018;27(19):3098-122.

Weiss N. T-type channels in neuropathic pain - Villain or victim? Channels.
2020;14(1):98-100.

Chuang RSI, Jaffe H, Cribbs L, Perez-Reyes E, Swartz KJ. Inhibition of T-type
voltage-gated calcium channels by a new scorpion toxin. Nat Neurosci.
1998;1(8):668-74.

Huguenard JR. Block of T -Type Ca2+ Channels Is an Important Action of
Succinimide Antiabsence Drugs. Epilepsy Curr. 2002;2(2):49-52.

Mullins ME, Horowitz BZ, Linden DHJ, Smith GW, Norton RL, Stump J. Life-
threatening interaction of mibefradil and B-blockers with dihydropyridine
calcium channel blockers. J Am Med Assoc. 1998;280(2):157-8.

Mishra AP, Bajpai A, Rai AK. 1,4-Dihydropyridine: A Dependable
Heterocyclic Ring with the Promising and the Most Anticipable Therapeutic
Effects. Mini-Reviews Med Chem. 2019;19(15):1219-54.

Stout DM, Meyers Al. Recent advances in the chemistry of dihydropyridines.
Chem Rev. 1982;82(2):223-43.

Kuthan J, Kurfurst A. Development in dihydropyridine chemistry. Ind Eng
Chem Prod Res Dev. 1982;21(2):191-261.

Sausins AE, Duburs G. Synthesis of 1,4-dihydropyridines in cyclocondensation
reactions (review). Chem Heterocycl Compd. 1992;28(4):363-91.

Heravi MM, Zadsirjan V. Construction and Aromatization of Hantzsch 1,4-
Dihydropyridines under Microwave Irradiation: A Green Approach.
ChemistrySelect. 2022;7(3):e202104032.

Alponti LHR, Picinini M, Urquieta-Gonzalez EA, Corréa AG. USY-zeolite
catalyzed synthesis of 1,4-dihydropyridines under microwave irradiation:
structure and recycling of the catalyst. J Mol Struct. 2021;1227:129430.

Sonali Anantha IS, Kerru N, Maddila S, Jonnalagadda SB. Recent Progresses
in the Multicomponent Synthesis of Dihydropyridines by Applying Sustainable
Catalysts Under Green Conditions. Front Chem. 2021;9:1089.

Abu-Dief AM, Abdel-Fatah SM. Development and functionalization of



47.

48.

49.

50.

51.

52.

53.

54.

55.

56.

57.

58.

59.

68

magnetic nanoparticles as powerful and green catalysts for organic synthesis.
Beni-Suef Univ J Basic Appl Sci. 2018;7(1):55-67.

Khashi M, Allameh S, Beyramabadi SA, Morsali A, Dastmalchian E, Gharib
A. BiFeo3 magnetic nanoparticles: A novel, efficient and reusable magnetic
catalyst for the synthesis of polyhydroquinoline derivatives. Iran J Chem Chem
Eng. 2017;36(3):45-52.

Shinde PS, Suryawanshi PS, Patil KK, Belekar VM, Sankpal SA, Delekar SD,
et al. A Brief Overview of Recent Progress in Porous Silica as Catalyst
Supports. J Compos Sci 2021, Vol 5, Page 75. 2021;5(3):75.

Zhang D, Chen X, Guo X, Zhang Y, Hou Y, Zhao T, et al. An efficient solvent-
free synthesis of isoxazolyl-1,4-dihydropyridines on solid support SiO2 under
microwave irradiation. Monatshefte fur Chemie. 2016;147(9):1605-14.

Gholami Dehbalaei M, Foroughifar N, Khajeh-Amiri A, Pasdar H. N-
propylbenzoguanamine sulfonic acid-functionalized magnetic nanoparticles: A
novel and magnetically retrievable catalyst for the synthesis of 1,4-
dihydropyridine derivatives. J Chinese Chem Soc. 2018;65(11):1356—69.

Reddy BM, Sreekanth PM, Reddy VR. Modified zirconia solid acid catalysts
for organic synthesis and transformations. J Mol Catal A Chem.
2005;225(1):71-8.

Amoozadeh A, Rahmani S, Bitaraf M, Abadi FB, Tabrizian E. Nano-zirconia
as an excellent nano support for immobilization of sulfonic acid: a new, efficient
and highly recyclable heterogeneous solid acid nanocatalyst for
multicomponent reactions. New J Chem. 2016;40(1):770-80.

Keglevich G, Zsuzsa Kiss N, Radai Z. An Overview of the Applications of lonic
Liquids as Catalysts and Additives in Organic Chemical Reactions. Curr Org
Chem. 2017;22.

Liu T, Lai YH, Yu YQ, Xu DZ. A facile and efficient procedure for one-pot
four-component synthesis of polysubstituted spiro pyrano[2,3-c]pyrazole and
spiro 1,4-dihydropyridine catalyzed by a Dabco-based ionic liquid under mild
conditions. New J Chem. 2018;42(2):1046-51.

Eynde JJ Vanden, D’Orazio R, Van Haverbeke Y. Potassium permanganate, a
versatile reagent for the aromatization of Hantzsch 1,4-dihydropyridines.
Tetrahedron. 1994;50(8):2479-84.

Heravi MM, Behbahani FK, Oskooie HA, Shoar RH. Catalytic aromatization
of Hantzsch 1,4-dihydropyridines by ferric perchlorate in acetic acid.
Tetrahedron Lett. 2005;46(16):2775-7.

Lu Z, Yang YQ, Li HX. Photoinduced Aromatization of Dihydropyridines.
Synthesis (Stuttg). 2016;48(23):4221-7.

Simi¢ S, Jeremic S, Djokic L, Bozi¢ N, Vujci¢ Z, Loncar N, et al. Development
of an efficient biocatalytic system based on bacterial laccase for the oxidation
of selected 1,4-dihydropyridines. Enzyme Microb Technol. 2020;132:109411.

Milovanovic J, Glindiiz MG, Zerva A, Petkovic M, Beskoski V, Thomaidis NS,
et al. Synthesis and Laccase-Mediated Oxidation of New Condensed 1,4-



60.

61.

62.

63.

64.

65.

66.

67.

68.

69.

70.

71.

72.

73.

69

Dihydropyridine Derivatives. Catal 2021, Vol 11, Page 727. 2021;11(6):727.

Eisner U, Kuthan J. Chemistry of dihydropyridines. Chem Rev. 1972;72(1):1-
42,

Szeleszczuk L, Zielinska-Pisklak M, Pisklak DM. Structural studies of calcium
channel blockers used in the treatment of hypertension - 1H and 13C NMR
characteristics of nifedipine analogues. Magn Reson Chem. 2019;57(2-3):149—
60.

Ehret-Sabatier L, Loew D, Goyffon M, Fehlbaum P, Hoffmann JA, van
Dorsselaer A, et al. Characterization of novel cysteine-rich antimicrobial
peptides from scorpion blood. J Biol Chem. 1996;271(47):29537—44.

Bohlooli S, Mahmoudian M, Skellern GG, Grant MH, Tettey JNA. Metabolism
of the dihydropyridine calcium channel blockers mebudipine and dibudipine by
isolated rat hepatocytes. J Pharm Pharmacol. 2004;56(11):1469-74.

Ling Y, Hao ZY, Liang D, Zhang CL, Liu YF, Wang Y. The Expanding Role
of Pyridine and Dihydropyridine Scaffolds in Drug Design. Drug Des Devel
Ther. 2021;15:4289.

Khot S, Auti PB, Khedkar SA. Diversified Synthetic Pathway of 1, 4-
Dihydropyridines: A Class of Pharmacologically Important Molecules. Mini-
Reviews Med Chem. 2020;21(2):135-49.

Holmes AH, Moore LSP, Sundsfjord A, Steinbakk M, Regmi S, Karkey A, et
al. Understanding the mechanisms and drivers of antimicrobial resistance.
Lancet. 2016;387(10014):176-87.

Giindiiz MG, Dengiz C, Kogak Aslan E, Skaro Bogojevic S, Nikodinovic-Runic
J. Attaching azoles to Hantzsch 1,4-dihydropyridines: Synthesis, theoretical
investigation of nonlinear optical properties, antimicrobial evaluation and
molecular docking studies. J Mol Struct. 2022;1247:131316.

Archana S, Dinesh M, Ranganathan R, Ponnuswamy A, Kalaiselvi P,
Chellammal S, et al. Water mediated one-pot synthesis and biological
evaluation of 1,2,3-triazolyl-1,4-dihydropyridine hybrids. Res Chem Intermed.
2017;43(1):187-202.

Singh R, Dwivedi SP, Gaharwar US, Meena R, Rajamani P, Prasad T. Recent

updates on drug resistance in Mycobacterium tuberculosis. J Appl Microbiol.
2020;128(6):1547-67.

Lentz F, Reiling N, Spengler G, Kincses A, Csonka A, Molnar J, et al. Dually
Acting Nonclassical 1,4-Dihydropyridines Promote the Anti-Tuberculosis (Th)
Activities of Clofazimine. Mol 2019, Vol 24, Page 2873. 2019;24(16):2873.

Sies H. Oxidative stress: oxidants and antioxidants. Exp Physiol.
1997;82(2):291-5.

da Costa Cabrera D, Santa-Helena E, Leal HP, de Moura RR, Nery LEM,
Gongalves CAN, et al. Synthesis and antioxidant activity of new lipophilic
dihydropyridines. Bioorg Chem. 2019;84:1-16.

Janmohamed M, Brodie MJ, Kwan P. Pharmacoresistance — Epidemiology,



74.

75.

76.

77.

78.

79.

80.
81.

82.

83.

84.

85.

86.

70

mechanisms, and impact on epilepsy treatment. Neuropharmacology.
2020;168:107790.

Prasanthi G, Prasad KVSRG, Bharathi K. Synthesis, anticonvulsant activity and
molecular properties prediction of dialkyl 1-(di(ethoxycarbonyl)methyl)-2,6-
dimethyl-4-substituted-1,4- dihydropyridine-3,5-dicarboxylates. Eur J Med
Chem. 2014;73:97-104.

Vaz M, Silvestre S. Alzheimer’s disease: Recent treatment strategies. Eur J
Pharmacol. 2020;887:173554.

Marco-Contelles J, Leon R, De Los Rios C, Samadi A, Bartolini M, Andrisano
V, et al. Tacripyrines, the first tacrine-dihydropyridine hybrids, as multitarget-

directed ligands for the treatment of Alzheimer’s disease. J Med Chem.
2009;52(9):2724-32.

Leon R, Rios C de los, Marco-Contelles J, Huertas O, Barril X, Javier Lugue F,
et al. New tacrine-dihydropyridine hybrids that inhibit acetylcholinesterase,
calcium entry, and exhibit neuroprotection properties. Bioorganic Med Chem.
2008;16(16):7759-609.

Peauger L, Azzouz R, Gembus V, Tintas ML, Sopkova-de Oliveira Santos J,
Bohn P, et al. Donepezil-Based Central Acetylcholinesterase Inhibitors by

Means of a “Bio-Oxidizable” Prodrug Strategy: Design, Synthesis, and in Vitro
Biological Evaluation. J Med Chem. 2017;60(13):5909-26.

Mattiuzzi C, Lippi G. Current Cancer Epidemiology. J Epidemiol Glob Health.
2019;9(4):217.

Hulvat MC. Cancer Incidence and Trends. Surg Clin. 2020;100(3):469-81.

Ward RA, Fawell S, Floc’H N, Flemington V, McKerrecher D, Smith PD.
Challenges and Opportunities in Cancer Drug Resistance. Chem Rev.
2020;121(6):3297-351.

Sidhom PA, El-Bastawissy E, Salama AA, EI-Moselhy TF. Revisiting ageless
antiques; synthesis, biological evaluation, docking simulation and mechanistic
insights of 1,4-Dihydropyridines as anticancer agents. Bioorg Chem.
2021;114:105054.

Kumar R, Gahlyan P, Verma A, Jain R, Das S, Konwar R, et al. Design and
synthesis of fluorescent symmetric bis-triazolylated-1,4-dihydropyridines as
potent antibreast cancer agents. Synth Commun. 2018;48(7):778-85.

Teleb M, Zhang FX, Huang J, Gadotti VM, Farghaly AM, AboulWafa OM, et
al. Synthesis and biological evaluation of novel N3-substituted
dihydropyrimidine derivatives as T-type calcium channel blockers and their
efficacy as analgesics in mouse models of inflammatory pain. Bioorg Med
Chem. 2017;25(6):1926-38.

Zamponi GW, Stotz SC, Staples RJ, Andro TM, Nelson JK, Hulubei V, et al.
Unique structure-activity relationship for 4-isoxazolyl-1,4-dihydropyridines. J
Med Chem. 2003;46(1):87-96.

Nafie LA, Dukor RK, Freedman TB. Vibrational circular dichroism. In:
Handbook of vibrational spectroscopy. Wiley; 2002. p. 731-744.



87.

88.

89.

90.

91.

92.

93.

94.

95.

96.

97.

98.

99.

100.

101.

71

Armstrong DW, Yu J, Cole HD, McFarland SA, Nafie J. Chiral resolution and
absolute configuration determination of new metal-based photodynamic
therapy antitumor agents. J Pharm Biomed Anal. 2021;204:114233.

Stephens PJ, Devlin FJ. Determination of the structure of chiral molecules using
ab initio vibrational circular dichroism  spectroscopy. Chirality.
2000;12(4):172-9.

Freedman TB, Cao X, Dukor RK, Nafie LA. Absolute configuration
determination of chiral molecules in the solution state using vibrational circular
dichroism. Chirality. 2003;15(9):743-58.

Kellenbach ER, Dukor RK, Nafie LA. Vibrational circular dichroism: absolute
configuration determination in solution. Spectrosc Eur. 2007;19:14-9.

Zhao Y, Huang G, Wu Q, Wu K, Li R, Lei J, et al. Cryo-EM structures of apo
and antagonist-bound human Cav3.1. Nature. 2019;576(7787):492-7.

Zhao Y, Huang G, Wu J, Wu Q, Gao S, Yan Z, et al. Molecular Basis for Ligand
Modulation of a Mammalian Voltage-Gated Ca2+ Channel. Cell.
2019;177(6):1495-1506.e12.

Jones G, Willett P, Glen RC, Leach AR, Taylor R. Development and validation
of a genetic algorithm for flexible docking. J Mol Biol. 1997;267(3):727-48.

Wolber G, Langer T. LigandScout: 3-D pharmacophores derived from protein-
bound ligands and their use as virtual screening filters. J Chem Inf Model.
2005;45(1):160-9.

Wolber G, Dornhofer A, Langer T. Efficient overlay of small organic molecules
using 3D pharmacophores. J Comput Mol. 2006;20:773-88.

Giindiiz MG, Albayrak E, Isli F, Fincan G, Yildirim S, Simsek R, et al.
Synthesis, structural characterization and myorelaxant activity of 4-
naphthylhexahydroquinoline derivatives containing different ester groups. J
Serbian Chem Soc. 2016;81(7):729-38.

Meéiarova M, Toma S, Magdolen P. Ultrasound effect on the aromatic
nucleophilic substitution reactions on some haloarenes. In: Ultrasonics
Sonochemistry. Elsevier; 2003. p. 265-70.

Wolfe JP, Tomori H, Sadighi JP, Yin J, Buchwald SL. Simple, efficient catalyst
system for the palladium-catalyzed amination of aryl chlorides, bromides, and
triflates. J Org Chem. 2000;65(4):1158-74.

Prim D, Kirsch G. Convenient amination of weakly activated thiophenes, furans
and selenophenes in aqueous media. Tetrahedron. 1999;55(21):6511-26.

Ibata T, Isogami Y, Toyoda J. Aromatic nucleophilic substitution of
halobenzenes with amines under high pressure. Bull Chem Soc Jpn.
1991;64(1):42-9.

Sharma VK, Singh SK. Synthesis, utility and medicinal importance of 1,2- &
1,4-dihydropyridines. RSC Adv. 2017;7(5):2682—-732.



8-EKLER
EK-1: Sentezlenen Molekiillerin NMR Spektrumlari

DAZ’in *H NMR spektrumu




DA2’nin *H NMR spektrumu

| HHI .

N : e

L ..Ul. o ”\I_HIU

220 200 180 160 140 120 100 80 60 40 20 ] 5=




DA3’iin *H NMR spektrumu

OIO

Q
T
N
H
DA3
= t
IJ
_ | J‘ 1 Y
———————————————————————
9 8 7 6 5 4 3 2 1
e et —_— e e '—l—‘T‘El—‘pm




DA4’iin 'H NMR spektrumu

9 7 [
= an
w o=
= - o

®

0 \[fjo

I -
A M
AL 7T

e

H

DA4
v ‘ 1H L! - “ IM‘
T T T T T T e - - e e
220 200 180 160 140 120 100 a0 60 40 20 PPm



DA5’in 'H NMR spektrumu

P
L e R e s T L
9 8 7 [ 5
. b i s s b
- w o @ o o - a
@ s a3 = 3 a B
o "o oA e "o - o=

DA5’in 13C NMR spektrumu

e
I E




DA6’nin *H NMR spektrumu

=
£
8
0o ¥ o0
it o
I
AT T
TN T | w
A °
DAG
-2
— w
. 1L I ) .
g g 8 g 8 E= .-
= o~ ||y (=1 w o | -3 - w0
= (=1 =101 (-1 L} LT+] L] = I w0
- - alla - - =l el wl e
. II !IIII . ; l III II ; IIIIII IIIIIIII
8 [ 4 2 [ppm]

DA6’nin 13C NMR spektrumu

0 CS 0
Il Il

T m-’h-o-’ﬁ"“\-»

XX

N
H

DAG6

7

|

T

200 180 160 140 120 100 ppm



DA7’nin *H NMR spektrumu

e
/’-R*N —
L
O “17 o]
P N SN e
T I ]
N
H
| =
DA7 -
—
@
[— =
J Jf 2
B | B L - .
- [=:] 3 “ '+ =] w Y
CHE H ] B E
- o = = o o =] RO~ o~
- o~ - - - od -3 e h
I - L I ' | | - il
8 6 4 2 [ppm]

DA7’nin *C NMR spektrumu

T T T T T T
200 180 160 140 120 100 80

0 ppm




DAS8’in 'H NMR spektrumu

[rel]

L
AT

=]

-

w©
20

Lo
e
) ll_lj 1 -k A FV A[ | =
‘m‘ m‘ c"m‘ ‘m‘ ‘m ‘GHQ‘ ‘ﬂ‘ g ‘E‘
& s =2 = £ & | | b =
= s == = | |w v} == F
= ho. { ] o’ = b L] i = ==
- il e -~ ] |l o i llod
I 1 I Iy 1 I | I 1 | I I | 1
T 1 T T T T T T T
8 i3 4 2 [ppm]

L 1 i|H‘|

I T I T I T I T I T T T I T I T I T I T
200 180 160 140 120 100 20 G0 40 20 0 ppm



DA9’un *H NMR spektrumu

B 2 § § 9f B 8
| ; 1 ; | II ; ; ! 1 ; | II | [
1|3 é 1Ii [ppm]
DA9’un 3C NMR spektrumu
e
S
0 ~ 0
\[,uv . AO,\\]/
SN
H
DAY
I T M
260 11|3{] 1[|Sv[.'| '1:10 1|2{] 1[|.'|{.'| Bll] BID 4|l] Ell] 6 pPpm



DA10’un *H NMR spektrumu

O 0

PP

AT 0 I i
i “_\I/ .

H -

DA10

o o o o || =111"z] e X1
- - &~ i |~ | [--X-]
-y o I~ == o (e w@ o
- = = 1= =11{-=] [--N-}
- o o el =lled s
[ L1 T T T Ll

T T T T T

i} 6 4 2 [ppm]

[rel]

25

15

10

220 200 180 160 140 120 100 80 60 40 20 0 FPm



DA11’in *H NMR spektrumu

E
—N =
) -
N
&

0 ¥ 0 L
PP PNy .
AT T I

\“"’/\N' -

H
DAILL
i
j J J J j !
l [ 1 l.l l l AN LL A Jl.LL___.:.
3 W g g g
I:zlI I-‘_.II ‘_-I-I‘h_jlz :II T I:I-I II‘-\i IINI II""I h:l:‘lusl
8 6 4 2 [ppm]
DA11’in 13C NMR spektrumu
—N
4%
N
>
0O ~F O
e u-\‘.’_, -, :l'lu._o,.-*-._ -
L T
N
H
DALL
T T T T T T T T T T T
200 180 160 140 120 100 80 G0 40 20 0 ppm



DA12’nin *H NMR spektrumu

N E
i
[N
&
0 \.:[/’ 0 Lo
.X/u oA IJLOAT,
N
H
DAI2
L2
/
’ { | |
__J U 1._.J L e 11, S
T B K F g g g F B
= = o~ "+ w w =] o~ -3
3 = < z 3 s 2 2l
| | [ |I | L1 |I . [ | I| | I| | I| ; 1
8 M 4 2 [ppm]
DA12’nin 13C NMR spektrumu
N—
N
‘N
'ri“**
O “‘“~'J O
. HIJJHO ~
"-\-\.V/‘-N\.Nz .,
H
IDAL2
| ||“‘1‘ ‘ L I Hl|| |
T T T T T T T T T T T
200 180 160 140 120 100 80 60 40 20 (1] ppm



EK-2: Tez Calismasi ile ilgili Bildiri

13" International Symposium on Pharmaceutical Sciences, 22-25 Haziran 2021,

Ankara, Tirkiye’de sunulan poster

medium influencing the complex formation
between Monensin A and group |A and IB metal
ions was evaluated. The calculations performed
reveal the following key determinants of the
monovalent metal selectivity in Monensinate A
anion:

- The metal ion radius: smaller size cations, with
higher positive charge density, are more
competitive than their bulkier counterparts;

- The metal cation charge accepting ability:
increasing the metal charge
accepting ability, especially for A
d-elements, which translates
into increased affinity toward
the surrounding ligands (donor
atoms), enhances the metal
ion selectivity;

- The dielectric properties of the medium: low-
polarity solvents favor the smaller ions possessing
high ligand affinity (Li+ and Cu+); in polar solvenls,
characterized with high dielectric constants, the
compelitiveness of the medium-size cations,
particularly Na+, increases.

Conclusions: The metal selectivity of Monensin A
can be manipulated by changing the solvent used:
the polyether host selectively binds Na® in polar
solvents (methanol and water) but could become
Li* or Cu*-selective in low-polarity solvents such as
alkyl ethers, hydrocarbons and their halogenated
derivatives,
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Introduction:  1,4-Dihydropyridines  (DHPs),
represented by nifedipine and amlodipine, are
widely prescribed for the treatment of hypertension
(1).  Although their primary target in the
cardiovascular system is the L-type calcium
channel isoform, DHPs can also block low-voltage-
activated T-type calcium channels (2). Commercial

DHPs generally carry phenyl rings with small
substituents at C-4 position. In this study, we aimed
to investigate the effects of bulky groups at the
mentioned position to the L-T-type calcium
channel blocking activities of DHPs.

Materials and Methods: The target DHPs were
obtained by the reaction of 4,4-dimethyl-1,3-
cyclohexanedione, appropriate aldehyde, isobuty|
acetoacetate and ammonium acetate in absolute
ethanol. Calcium channel blocking effects of the
compounds were determined on L-type (Cav1.2)
and T-type (Cav3.2) calcium channels using patch-
clamp assays.
o RO
AL
- |
g
H
R: Aromatic/Heterocyclic ring’
Phenyl nng with bulky substituent

Results: Some of the synthesized compounds
effectively blocked L-/T-type calcium channels with
different selectivity profiles. 1,3-Benzodioxole ring
at C4 provided the best selectivity on Cav3.2 over
Cav1.2,

Conclusions: |n this study, we synthesized DHPs
focusing on the modifications at C-4 position.
Introducing different rings rather than phenyl,
which is common in commercial DHPs, led to the
discovery of effective calcium channel blockers,
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Introduction: Alzheimer's disease (AD), which is
one of the neurodegenerative diseases affecting
millions of people around the world occurs with the
degeneration of neurons and loss of neurons (1).
Acetylcholine deficiency, aggregation of tau
proteins to form neurofibrillary tangles between
neurons, extracellular accumulation of B-amyloid
(AB) peptide and oxidative stress play important
role  formation of AD  (2). Today,
acetylcholinesterase inhibitors are widely used in
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