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OZET

Aygiin Cevher, H., Kondanse 1,4-Dihidropiridin Tiirevlerinin Sentezi ve L-/T-
Tipi Kalsiyum Kanallar1 Uzerine Etkileri, Hacettepe Universitesi Saghk
Bilimleri Enstitiisii Farmasotik Kimya Program Yiiksek Lisans Tezi, Ankara,
2019. 1,4-Dihidropiridinler (DHP) farkli kalsiyum kanal alt tiplerinin Onemli
blokorleri olup; kardiyovaskiiler ve norofizyolojik hastaliklara kars1 biiyiik terapdtik
degere sahiptir. Bu tez kapsaminda, kalsiyum kanallarinin selektif veya kovalent
inhibitdrleri olarak on alti adet DHP temelli hekzahidrokinolin tlirevlerinin tasarimi
ve sentezi bildirilmistir. Bu bilesikler (HM1-16), 4,4-dimetil-1,3-siklohekzandion,
siibstitlie salisilaldehit, uygun alkil asetoasetat (benzil asetoasetat veya 2-
(metakriloiloksi)etil asetoasetat) ve amonyum asetatin reaksiyonuyla, mikrodalga
1s1mast altinda modifiye Hantzsch reaksiyonuna gore elde edilmistir. Bilesiklerin
yapilar, IR, H-NMR, 3C-NMR ve kiitle spektrumu ile karakterize edilmistir.
Ayrica, HM8 ve HM12’nin 6ngoriilen kimyasal yapilar1 X-1sinlar1 analizi ile de
aydmlatilmisgtir. Hedef bilesiklerin L- ve T-tipi kalsiyum kanallar1 akim inhibisyon
oran1 patch clamp teknigi kullanilarak belirlenmistir. Elde edilen sonuglar,
bilesiklerin ester yan zincirine Michael akseptor grubu getirilmesiyle kalsiyum
kanallarinin kovalent inhibitorlerinin elde edilebilecegini ilk kez gostermistir.
Bilesikler ile L-tipi kalsiyum kanalinin DHP baglanma bdlgesi i¢indeki sistein amino
asiti (Cys1492) arasindaki ongoriilen kovalent baglanma; doking, farmakofor analiz

ve glutatyon reaktivite testiyle desteklenmistir.

Anahtar Kelimeler: 1-4-Dihidropiridin; hekzahidrokinolin; kalsiyum kanallari;

kovalent baglanma; molekiiler modelleme



viii

ABSTRACT

Aygiin Cevher, H., Synthesis of Condensed 1,4-Dihydropyridine Derivatives and
Their Effects on L-/T-Type Calcium Channels, Hacettepe University Graduate
School of Health Sciences, MS Thesis in Pharmaceutical Chemistry, Ankara,
2019. 1,4-Dihydropyridines (DHPs) are crucial blockers of different calcium
channel subtypes and have great therapeutic value against cardiovascular and
neurophysiologic conditions. In this thesis, the design and the synthesis of sixteen
DHP-based hexahydroquinoline derivatives as either selective or covalent inhibitors
of calcium channels are reported. These compounds were achieved by the reaction of
4,4-dimethyl-1,3-cyclohexanedione, substituted salicylaldehyde, appropriate alkyl
acetoacetate (benzyl acetoacetate or 2-(methacryloyloxy)ethyl acetoacetate) and
ammonium acetate via modified Hantzsch reaction under microwave irradiation. The
structures of the compounds were characterized by IR, *H-NMR, $3C-NMR and mass
spectra. Also, the proposed chemical structures of HM8 and HM12 were evaluated
by X-ray analysis. The percentage of L- and T-type calcium channel current
inhibition of the target compounds was determined by patch clamp technique. The
obtained results showed that the covalent inhibitors of calcium channels could be
achieved for the first time by introducing a Michael acceptor group into the ester side
chain of the compounds. The proposed covalent binding between the compounds and
the cysteine amino acid (Cys1492) within the DHP binding pocket of L-type calcium
channel was supported by docking and pharmacophore analysis as well as a
glutathione reactivity assay.

Key Words: 1,4-Dihydropyridine; hexahydroquinoline; calcium channel; covalent

binding; molecular modeling
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1. GIRIS

Voltaja duyarli kalsiyum kanallar1 kalp, beyin, diiz ve iskelet kasinin
uyarilabilir hiicrelerine kalsiyum girisinde diizenleyici rol oynamaktadir.
Kalsiyum kanallarinin  norotransmiter salinimi, kas kasilmasi ve gen
transkripsiyonu gibi ¢esitli kritik fizyolojik siireglere aracilik eden farkli alt tipleri
tanimlanmistir (1). Dolayisiyla bu kanallar, kardiyovaskiilerler hastaliklardan
norolojik ve psikiyatrik hastaliklara kadar degisen ¢esitli patolojilerin tedavisinde
terapotik hedef olarak kabul edilmektedir (2). Su an tedavide kullanilan
bilesiklerin ¢ogu, 6zellikle 1,4-dihidropiridinler (DHP’ler), L-tipi kalsiyum kanali
Cavl.2 izoformunu hedeflemekte ve hipertansiyon tedavisi i¢in yaygin olarak
regetelendirilmektedir (3). Sonradan, T-tipi kalsiyum (Cav3.2) kanallar1 agr1 ve
epilepsi gibi ndrofizyolojik hastaliklara terapotik miidahale i¢in uygun
farmakolojik hedefler olarak ortaya ¢ikmistir ve DHP’ler ile de bloke edildigi
bilinmektedir (4-6).

Bu belirgin fizyolojik rollerin sonucu olarak, kalsiyum kanallarini hedef
alan yeni molekiillerin tanimlanmasi bilyilk 6nem tagimaktadir. DHP’ler bu
amacla bugiine kadar medisinal kimyacilar tarafindan en ¢ok c¢alisilan yap1
olmustur. Halka iizerinde gergeklestirilen modifikasyonlar sonucu farkli kalsiyum
kanal alt tipleri {izerinde se¢ici veya benzer potansiyel aktiviteye sahip, kondanse
halka sistemi tasiyan (hekzahidrokinolin) yeni bilesikler tanimlanmistir (5-8). Bu
DHP temelli hekzahidrokinolin tiirevlerinde, ester grubunun modifikasyonun hem
L- hem de T- tipi kanallarin inhibisyonunda rol oynadigi bildirilmistir (5).
Ornegin, ester fonksiyonunda alkil grubu olarak 3-piridilmetil yapisi tasiyan
DHP’lerin (N10) T-tipi kalsiyum kanallarini, L-tipine oranla yiiksek selektivite
ile bloke ettigi gosterilmistir (6). Bu bulgular, ester yan zincirinin
modifikasyonuna odaklanmanin daha etkili kalsiyum kanal blokorlerini
tasarlamak igin rasyonel bir yaklagim oldugunu ortaya koymustur.

Biyoizosterik degisim hala en yaygin kullanilan ilag tasarim
stratejilerinden birisidir ve sadece etkililigi arttirmak i¢in degil ayn1 zamanda
tamimlanmis biyolojik aktiviteyi siirdiirmek i¢in de Kullanilmaktadir (9).

Biyoizosterler, biyolojik ¢evrelerinde yaklasik ayni molekiiler hacimlere ve



sekillere sahip olduklarindan, benzenin piridin ile degistirilmesi ¢ogu zaman farkli
ilag gruplar igerisinde siirdiiriilebilir biyolojik aktivitelerle sonuglanmistir (10).

llag tasarim siirecinde genellikle kacinilmasma ragmen, hedeflerini
kovalent olarak modifiye eden ilaglar obeziteden kansere kadar gesitli klinik
endikasyonlar i¢in onaylanmistir (11). Nonkovalent baglanan ilaglarla
karsilagtirildiginda, kovalent inhibitorler, artan etki potansiyelleri, uzun etki
stiresi, daha az siklikta ilag dozlama gibi belirgin avantajlara sahiptir (12). Bir
ilacin hedefiyle kovalent bag olusturulmasini saglayan en yaygin elektrofilik
gruplardan biri, Michael akseptorii olarak bilinen, o, doymamis karbonil
sistemidir. Michael akseptoriiniin ¢ifte bagina niikleofillerin baglanmasi Michael
katimi olarak adlandirilir. Bu katim, niikleofilik kisimlarinda oksijen veya azot
tastyan aminoasitler yerine sistein gibi kiikiirt tasiyan aminoasitler ile daha kolay
gerceklestirilmektedir (13).

Bu literatiir verilerine dayanarak ve ester yan zincirinin modifikasyonuna
odaklanarak iki grup DHP tiirevi tasarlanmistir ve sentezlenmistir. ilk olarak
selektif T-tipi kalsiyum kanal blokdorleri elde etmek igin ester grubundaki 3-
piridilmetil yapisi, benzil grubuyla degistirilmistir (HM1-8). Daha sonra kalsiyum
kanallarinin kovalent inhibitorlerini ilk defa elde etmek icin ester fonksiyonuna

Michael akseptor grup siibstitiie edilmistir (HM9-16).

Cl
9 a T
coocn, () | Bt e
H;C | | N H,C
H,;C N CHy ~ T

OH + 0 |
COOCH,CH;0—-C~C—CH;
{___ CHy

( 2
CH, Michael Akseptor Grup

Sekil 1.1. HM1-16’nin tasarimu.



Hipotezimizin gecerliligini kanitlamak i¢in, sentezlenen bilesikler (Tablo
1.1), L- (Cavl.2) ve T- (Cav3.2) tipi kalsiyum kanallar1 tizerinde patch-clamp

teknigi kullanilarak test edilmistir.

Tablo 1.1.Sentezi yapilan bilesikler.

Bilesik Ri1 R2 Bilesik Ri1 R2
HM1 H Cl HM9 H Cl
HM2 Cl Cl HM10 Cl Cl
HM3 H Br HM11 H Br
HM4 Br Br HM12 Br Br
HM5 Br Cl HM13 Br Cl
HM6 NO2 Br HM14 NO2 Br
HM7 Br NO2 HM15 Br NO2
HM8 NO2 NO2 HM16 NO2 NO:




2. GENEL BILGILER
2.1. Kalsiyum Kanallari, Yapilar1 ve Simflandirilmalar:

Kalsiyum iyonlari, hiicresel sinyal mekanizmalariin  6nemli
diizenleyicisidir. Bu fonksiyonlarini, kalsiyumla indiiklenen membran potansiyeli
degisiklikleri ve kalsiyum bagimli enzimlerin aktivasyonu ile gosterirler (1).
Hiicre i¢i kalsiyum miktarindaki artig, hiicresel kalsiyum depolarindan kalsiyum
iyonu salimimiyla veya kalsiyum iyonlarinin plazma membranlarindan gegerek
hiicre igine girisi ile olmaktadir (14). Bu nedenle kalsiyum iyonu; ndrotransmiter
ve hormon salinimi, gen transkripsiyonunun aktivasyonu ve kas kasilmasi gibi
birgok fizyolojik olaylarla iligskilendirilmektedir (15,16). Dolayisiyla kalsiyum
sinyalinde olusabilecek herhangi bir bozukluk hipertansiyon, kardiyak hipertrofi
ve bir¢ok noérolojik problemlere yol agabilmektedir (17).

Kalsiyumun hiicre disindan hiicre igine girisini kontrol eden en 6nemli
mediyatér voltaja duyarli kalsiyum kanallaridir. Bu kanallar, membran
depolarizasyonu sonucunda agilan ve elektrokimyasal gradient boyunca kalsiyum
iyonlarinin hiicre igine girigine izin veren membran proteinleridir (1). Memeli
sinir sisteminde her biri spesifik fonksiyonlara sahip on farkl: tip kalsiyum kanali
eksprese edilmektedir (17). Kalsiyum kanallarinin fonkiyonlarindaki herhangi bir
bozukluk; agri, parkinson hastaligi ve epilepsi gibi norolojik bozukluklarla da
iligkilendirilmektedir (15). Ayrica kalsiyum kanal genlerindeki mutasyonlar
epilepsi nobetleri, migren ve ataksiye yol agabilmektedir (18). Bu nedenle
kalsiyum kanallar1 birgok terapotik etki i¢in Onemli hedeflerdir. Kalsiyum
kanallarin1 bloke eden bir¢ok ila¢ su an Klinikte Kkullanilimakta, birgogu da

gelistirme ve preklinik agamalarindadir (Tablo 2.1).



Tablo 2.1. Norolojik ve psikiyatrik hastaliklarin tedavisinde kullanilan bazi

kalsiyum kanal blokérleri (2).

Parkinson

Isradipin
(Dynacirc;
Reliant)
Nimodipin
(Nimotop; Bayer)
Silnidipin
(Atelec/Cilacar;
Fuji/Ajinomoto)
Gabapentin
(Neurontin;
Pfizer)
Pregabalin
(Lyrica; Pfizer)
Lamotrigin
(Lamictal;
GlaxoSmithKline)
Topiramat
(Topamax;
Mylan)

Zonisamid
(Zonegran; Eisai)
Etosiiksimit
(Zarontin; Pfizer)
Zikonotit

(Prialt; Elan)
Valproat
(Depakene/Convu
lex; Abbott)
7944 (Epirus)

CNV2197944
(Convergence)
Z160 (Epirus)

L-tipi

L-tipi / T-
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L-tipi / N-
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Agrt ve Parkinson

hastalig1
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asamasi
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Onaylh

Onaylh

Onaylh

Onaylt

Onaylt

Onayl
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Onayl

Onayl

Agn tedavisinde Faz II

asamasi

Agn tedavisinde Faz II

asamasi

Agrn tedavisinde Faz II

asamasi basarisiz

igin Faz III



Kalsiyum kanallari, molekiiler klonlama teknikleri ortaya ¢ikmadan once
kalp ve beyindeki kalsiyum kanallarinin agilmasi igin ihtiya¢ duyulan membran
depolarizasyonunun siddetine gore yiiksek voltajla aktive (HVA) olan ve diisiik
voltajla aktive (LVA; T-tipi olarak da bilinmektedir) olan olarak ikiye
ayrilmaktaydi (19). HVA kalsiyum kanallar1 da farmakolojik ve biyofiziksel
ozelliklerine bagli olarak L-, P-, Q- ve R- tipleri olarak siniflandirilmaktadir (20).
Gliniimiizde ise kalsiyum kanal alt tiplerinin memeli genomunda kodlanan on
farkli Caval alt birimi oldugu bilinmektedir. Bunlardan ii¢ tanesi (Cav3.1, Cav3.2
ve Cav3.3) T-tipi kalsiyum kanal ailesini olusturmakta ve plazma
membranlarindaki  ekspresyonlari, kanal proteinleri olarak  fonksiyon
gostermelerinde yeterlidir (21). HVA Caval alt birimi ise temel olarak iki sinifa
ayrilmaktadir. Bunlardan Cavl kanallar1 4 farkli tip L-tipi kalsiyum kanalini
(Cavl.1-Cavl.4) kapsamakta, Cav2 kanallart ise P/Q-tipi (Cav2.1), N-tipi
(Cav2.2) ve R-tipini (Cav2.3) igermektedir (22). Her bir al alt birimi ~200kDa
agirliginda dort homolog transmembran kismindan olusur ve bunlarin her biri de
alt1 adet transmembran sarmal ve bir por agikligi tasimaktadir. Bu por araciligiyla
kalsiyum iyonlarinin gecisi ve diger iyonlara karsi selektivitesi saglanmaktadir
(15). Kalsiyum kanallart ayrica membran depolarizasyonuna yanit olarak
acilmalarini saglayan voltaj sensorleri tasimaktadir. Amino ve karboksil uglart ve
bunlarin arasindaki baglayicilar sitoplazma tarafinda konumlanmistir ve kanalin
ikincil mesajc1 fonksiyonunun diizenlenmesinden sorumludur (22). Kalsiyum
kanal blokorii olarak kullanilan ilaglarin etkilesme bdlgeleri ya iyonlarin gegis
bolgesinde ya da kanalin por bodlgesini saran (besinci ve altinci transmembran

sarmallar) kisimlarindadir (23,24) (Sekil 2.1).



[ w-konotoksin MVIIA]

Sekil 2.1. Voltaja Duyarli Kalsiyum Kanallarinn ilag Etkilesim Bélgeleri.

N-tipi, T-tipi ve L-tipi kanal blokérlerinin ilag etkilesim bolgeleri sirasiyla kirmizi, mavi ve yesil

olarak gosterilmistir. BZT: benzotiyazepin, DHP: dihidropiridin, PAA: fenilalkilamin (2).
2.1.1. L-Tipi Kalsiyum Kanallar: ve Fonksiyonlari

Cavl kalsiyum kanal tipleri ayn1 zamanda L-tipi kalsiyum kanallar1 olarak
da adlandirilmaktadir. L-tipi kalsiyum kanallarin1 diger kalsiyum kanal tiplerinden
ayiran en onemli 6zellik, kalsiyum kanal antagonisti de denilen organik bilesikler
tarafindan bloke edilebilmeleridir. Bu bilesikler uzun yillardir kardiyovaskiiler
hastaliklarin tedavisinde kullanilmaktadir. L-tipi kalsiyum kanallar1 beyin, kalp,
diiz kas ve iskelet kaslarinda bulunmakta ve bulunduklari bolgeye 6zgii spesifik

fonksiyonlarin diizenlenmesinden sorumludurlar (1) (Sekil 2.2).



Beyin

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

Cavl.3:Korku hafizasi, duygusal davranislar
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Vaskiiler sistem
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' Pankreas adaciklari
o Cav1.2:Insiilin
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salinimi
Cavl.3:Aldosteron
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Bagirsak/mesane
diiz kas1
Cavl.2:Kas
tonusu/Kasilma

&
3
o —',\

7 Iskelet kas1
Cavl.1:Kasilma

Sekil 2.2. Farkli L-tipi kalsiyum kanal izoformlarinin en 6nemli fizyolojik
fonksiyonlar1 (1).

L-tipi kalsiyum kanallarinin en Onemli fonksiyonu, kardiyovaskiiler
sistemde kalsiyum iyonu araciligiyla ger¢eklesen uyarilma-kasilma siirecine
aracilik etmesidir. Hiicresel cevapta hiicre ici ve hiicre dis1 uyarilmalar1 arasinda
hiicresel iletisimi saglar. Kalsiyum iyonunun sitozolik konsantrasyonunun artmasi
kalsiyum iyonunun ya kalp ve iskelet kasindaki troponin C‘ye ya da damar diiz
kasindaki kalmadoline baglanmasi ile sonuglanir. Bu baglanma miyozinin aktine
baglanmasina yol agar boylelikle de aktin ve miyozin etkilesmesi kas kasilmasi ile
sonuglanir (Sekil 2.3). Bu olaylar kalsiyum kanallarinin kapanmasi ve kalsiyum

iyonunun hiicre i¢i konsantrasyonunun azalmasiyla tersine doner (3) (Sekil 2.4).



Miyozin filametleri

|

M hatti

Sekil 2.3. Kalsiyum kanallar1 araciligiyla kas kasilmasi.

Hiicre i¢i kalsiyum konsantrasyonu spesifik hiicre i¢ine alim ve hiicre
disina  atillm  mekanizmalar1 ile diizenlenmektedir. Hiicre i¢i kalsiyum
konsantrasyonu artis1 ¢ogunlukla voltaja duyarli kanallar ve reseptor aracilikli
kanallar olmak iizere Na*/Ca*? ve Na*/H* degisimi araciligiyla da saglanmaktadir.
Bu mekanizmalara ek olarak sarkoplamzik retikulum ve mitokondri de hiicre i¢i
saklama ve salinim bolgeleri olarak gorev yapmaktadir. Hiicre i¢ine alim ve hiicre
disina atilim siireglerinin amaci hiicre i¢i kalsiyum diizeyini belli bir seviyede
tutmaktir. Hiicre i¢ine alim ve hiicresel salinim kasilma i¢in gerekliyken, hiicre
disina atilim da ayni derecede dnemlidir. Boylelikle kasilma sonlandirilirken aym
zamanda hiicre i¢i kalsiyum konsatrasyonunun hiicreye zarar verici miktara

ulasmasi da engellenmis olur (25).
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Sekil 2.4. Kalsiyum kanallarinin kapanmasi ile kas gevsemesi.

2.1.2. L-Tipi Kalsiyum Kanal Blokérleri ve Kimyasal Yapilari

L-tipi kalsiyum kanal blokorlerinin bulunusu ve koroner hastaliklarda
kullaniminin ortaya ¢ikist 1963 yilindadir. Ilk bildirilen bilesik fenilallikamin
yapisinda olup daha sonra verapamil olarak isimlendirilmistir. 1969 yilinda ilk
olarak kalsiyum antagonist terimi kullanilmis ve bu 6zellikteki bilesiklere ulasma
cabalar1, 1975 yilinda ilk DHP tiirevi olan nifedipinin bulunmasiyla devam
etmistir. Hemen ardindan daha uzun siire etkili amplodipin bulunmustur. 1975
yilinda ayrica kalsiyum kanal blokorlerinin {igiincii sinifi olarak benzotiyazepin
yapist (diltiazem) tanimlanmigtir. Kalsiyum kanal blokorleri ayni zamanda
kalsiyum giris blokorleri ve kalsiyum antagonistleri olarak da adlandirilmaktadir
(3).

Diinya Saglik Orgiitii‘niin Anatomik Terapdtik Kimyasal (ATC)
Siniflandirmasi‘na gore su an tedavide yirmi dort adet kalsiyum kanal blokori
bilesik bulunmaktadir. Bu bilesikler kimyasal olarak dort ana smifta yer
almaktadir:

- 1,4-Dihidropiridinler (Nifedipin)
- Fenilalkilaminler (Verapamil)
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- Benzotiyazepinler (Diltiazem)
- Diaminopropanol eterler (Bepridil) (26) (Sekil 2.5).

OCH;

OCH;
NO
2 CH, CN
H;COO0C COOCH; H;CO N
| D/v CH(CH,),
H;C N CH; H;CO
H
Nifedipin Verapamil
OCH;

0
CH,N(CH3),

S CH; N Q
S o

Diltiazem Bepridil

Sekil 2.5. Farkli kimyasal yapisaki kalsiyum kanal blokorlerlerinin temsilcileri.

Kalsiyum kanal blokdrlerinin biiylik cogunlugu DHP yapisindadir. Diger
siiflar tek bir bilesik ile temsil edilmektedir. Bu yilizden kalsiyum kanal blokorii

gelistirme konusundaki ¢aligmalarin cogu DHP’ler iizerine yogunlagmaktadir (3).
1,4-Dihidropiridinler

DHP‘lerin kimyast ilk kez 1882 yilinda Arthur Rudolf Hantzsch tarafindan
yayinlanan makaleye dayanmaktadir (27). Bu g¢alismada DHP’lerin siibstitiie
piridinlerin sentezinde ara iiriin olarak kullanilabileceklerinden bahsedilmistir. Elli
yil sonra DHP halkasinin koenzim NADH (indirgenmis nikotinamit adenin
diniikleotit) yapisinda hidrojen transferinden sorumlu oldugu bulunmustur.
Grubun prototipi olan nifedipin Almanya’da Bayer firmasi tarafindan “Adalat”
ticari ismiyle piyasaya siiriilmiistiir (28). Diinya Saglik Orgiitii‘niin Anatomik
Terapotik Kimyasal (ATC) Siniflandirmasi‘na gore su anda tedavide kullanilan
DHP tiirevleri Tablo 2.2’de verilmistir.



Tablo 2.2. DHP yapisindaki kalsiyum kanal blokoérleri.

12

Bilesikler R1 R2 Rs X
Amlodipin CH20CH2CHzNH:2 CH2CHs CHs 2-Cl
Klevidipin CHs CH20C(=0)CsH7 CHs 2,3-diCl
Felodipin CHs CH2CHs CHs 2,3-diCl
Nikardipin CHs CH2CH2N(CHs)CH2CsHs CHs 3-NO2
Nifedipin CHs CHs CHs 2-NO2
Nimodipin CHs CH2CH20CHs CH(CHs)2 3-NO2
Nisoldipin CHs CH2CH(CHz)2 CHs 2-NO2
Nitrendipin CHs CH2CHs CHs 3-NO2
2-
Lasidipin CHs CH2CHs CH2CHs
CH=CHCO2C(CHz3)3
Nilvadipin CN CHs CH(CHs)2 3-NO2
Manidipin CHs CHZCHZN\_/N—CH(CGHS)2 CHs 3-NO>
Barnidipin CHjs e CHs 3-NO2
o C(CHs)2CH2N(CHz3)-
Lerkanidipin CHs CHs 3-NO2
CH2CH2C(CsHs)2
Silnidipin CHs CH2CH20CHs CH2CH=CHCs¢Hs 3-NO2
Benidipin CHs NCH,C,H; CHs 3-NO2
N
N
~ /O
N
Isradipin
(H5C),HCOOC COOCH;
H;C N CH
3 H 3
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DHP’lerin Yapi-Aktivite Tliskileri

DHP yapisindaki kalsiyum kanal blokdrleri i¢in grubun prototipi olan
nifedipin (Sekil 2.6) molekiilii esas alinarak ¢ok sayida modifikasyon
gerceklestirilmis, elde edilen bulgulara gore yapi-aktivite iligkileri ortaya

konulmustur.

NO,
H3C00C.$ 3 -COOCH;

1
H,C” 6 N" 2 CH,
H

Sekil 2.6. Nifedipin.

-DHP halkas1 aktivite i¢in gereklidir. Halkanin piperidin halkasina rediikte olmasi
veya piridin halkasina oksidasyonu aktivitenin ¢ok azalmasina veya tamamen
kaybolmasina neden olmaktadir. Bu nedenle bir numarali konumdaki azaot atomu
tizerindeki protonun kanalla hidrojen bagi yaparak etkilesmede 6nemli oldugu
diistiniilmektedir (31).

- Do6rt numarali konumdaki fenil halkasi aktiviteyi optimize etmektedir. Bu
konuma piridin gibi heteroaromatik halkalarin getirilmesiyle aktivite gozlenmekte
fakat toksisite artmaktadir. Bu konumun kii¢iik alkil veya siklo alkil gruplariyla
siibstitiie edilmesi aktivitede diisiise neden olmaktadir. Imidazol, 2,1,3-
benzoksadiazol (isradipin) (Sekil 2.7) ve 2,3-metilenbisoksifenil halkalar1 bu

konuda aktivite gostermis diger heteroaromatik halkalardir (29).

=\
O
~_ 7/
N
H;CO,C CO,CH(CHj),
H;C E CH;

Sekil 2.7. Isradipin.

- Fenil halkas1 {izerindeki siibsitiientlerin biytikligii, konumu ve elektronik
Ozellikleri 6nem tasimaktadir. Orto- ve meta- konumlarinda siibsitiient tasiyan

tirevler yiiksek aktivite gosterirken, para- konumundaki siibsitiientler aktivitede
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azalmaya neden olmaktadir. Orto- konumunda elektron ¢eken, meta- konumunda
ise elektron c¢eken veya elektron sunan siibsitiientler aktiviteye katki
saglamaktadir. Orto- ve meta- konumundaki siibsitiientlerin belli biiyiikliikte
olmasi ile DHP halkasinin aktivite gosterecek konformasyonu korunmaktadir. Bu
konformasyonda dort numarali konumdaki fenil halkast DHP halkasina dik olarak

konumlanmaktadir (30) (Sekil 2.8).

eksen 1

Sekil 2.8. DHP tiirevlerinin kayik konformasyonundaki genel gosterimi.

- U¢ ve bes numarali pozisyonlardaki ester gruplari aktivitenin
optimizasyonundan sorumludur. Bu konumlara nitro gibi elektron ¢eken gruplarin
getirilmesi aktivitenin azalmasina veya tamamen kaybolmasina neden olmaktadir

(Sekil 2.9). Bazi durumlarda etki antagonistten agoniste de donebilmektedir (31).

/N\ = /N\

/O 7

N NN

H3CO,C CO,CH(CH3), O,N CO,CH(CHj),
N° CH
H;C o 3 H,C E CH;
Isradipin PN 202 791
(Kalsiyum Kanal Blokorii) (Kalsiyum Kanal Aktivatorii)

Sekil 2.9. Isradipin ve 3-nitro analogu.

- U¢ numarali konumdaki ester grubunun keton veya nitril gruplari ile yer
degistirmesi de aktivitede azalmaya neden olmaktadir (3).

- Uc ve bes numarali konumdaki ester siibstitiientlerinin farkli olmas1 durumunda
dort numarali karbon atomu asimetrik oOzellik kazanmakta ve olusan
enansiyomerler arasinda aktivite farkliligi gozlenebilmektedir. Piyasadaki tek
simetrik DHP tiirevi olan nifedipinin kristal yapisi incelendiginde ti¢ numaradaki

karbonil grubunun C»-Cs ¢ifte bagina sinperiplanar konumlandigi, bes numaradaki
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karbonilin ise Cs-Cs bagina antiperiplanar konumlandigi bildirilmistir (32) (Sekil
2.10).

Ar: 2-Nitrofenil

Sekil 2.10. Nifedipinin C3 ve C5 ester fonksiyonlarinin konformasyonu.

- Amlopidin disinda ticari olarak kullanilan tiim DHP tiirevleri iki ve altt numarali
konumlarinda metil gruplart tasimaktadir (Sekil 2.11). Amlodipinin etkisinin
yiiksek olmasi, uzun zincirli bir alkil grubunun iki numarali konuma siibstititiie
edilmis olmasiyla agiklanmistir. Boylelikle bilesigin kalsiyum kanalinin lipofilik
bolgeleriyle etkilesmesi ve hedef organlara penetrasyonunun artisi
gergeklesmektedir. Diger taraftan iki numarali konumuna fenil halkasinin
stibstitiie edilmesi ile lipofiliklik artigina ragmen aktivitenin azaldigi gézlenmistir.

Bu da fenil halkasinin olusturdugu sterik etkiyle agiklanmistir (33).

Sekil 2.11. Amplodipin.

L-Tipi Kalsiyum Kanal Blokorii DHP Tiirevlerindeki Son Gelismeler

Datar ve arkadaslar1 dort numarali konumdaki fenil halkasi tizerine hacimli
bir grup siibsititiie etmeyi amaglayarak bir seri DHP tiirevi sentezlemislerdir. Elde
edilen bilesiklerin siganlarda kan basincini nifedipine oranla onemli derecede
diistirdiigii gosterilmistir. Sentezlenen bilesikler icerisinde dietil 4-(4-benziloksi
fenil)-2,6-dimetil-1,4-dihidropiridin-3,5-dikarboksilat ~ ve dietil 4-(2-(2-
klorobenziloksi)fenil)-2,6-dimetil-1,4-dihidropiridin-3,5-dikarboksilat ~ yapisina
sahip tiirevler en etkili bulunan bilesikler olmustur (34) (Sekil 2.12).
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CC

C,H;00C COOC,H;

|
HyC7 N7 CH,

R=H, Cl
Sekil 2.12. 4-Benziloksifenil-DHP yapisindaki kalsiyum kanal blokorleri.

Bladen ve arkadaslar1 ester gruplarinda farkli alkil siibstitiientleri tagiyan
kondanse DHP (hekzahidrokinolin) tiirevleri sentezlemis ve L-tipi kalsiyum kanal
bloke edici aktivitelerini arastirmislardir. Bu bilesiklerde ester grubunun

modifikasyonu aktivite i¢in belirleyici olmustur (5) (Sekil 2.13).

R= -C,Hs, -CH,C¢Hs, -CH,CH(CHj),

Sekil 2.13. Hekzahidrokinolin yapisindaki kalsiyum kanal blokorleri.

DHP’ler iizerinde yapilan yapisal modifikasyonlar dort numarali
konumdaki fenil halkasinin heterosiklik halkalarla degistirilmesini  de
kapsamaktadir. Bu amagla 4-imidazo[2,1-b]-tiyazol-DHP tiirevleri sentezlenmis
ve kalp lizerine etkileri L-tipi kalsiyum kanallar1 tizerinden degerlendirilmistir.
Elde edilen sonuglara gore, imidazo[2,1-b]tiyazol halkasinin altt numarali
konumundaki siibsitiientlerin aktivite iizerinde rol oynadigi gosterilmistir. Bu
konumda fenil halkas1 {izerinde bir veya iki adet metoksi grubunun
slibstitiisyonunun aktiviteyi arttirdigr gozlenmistir. Fenil halkasinin biyoizosteri
olan piridin halkasi ile degisitirilmesiyle daha aktif tiirevlere ulagilmistir (35)
(Sekil 2.14).
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Rl = H, CH3, CH2CH2CH3, Cl
OCH; N,
PN G G DY
2 3, H;CO Z

Sekil 2.14. 4-imidazo[2,1-b]-tiyazol-DHP yapisindaki kalsiyum kanal blokorleri.

Anjiyotensin (AT) II reseptor antagonistleri hipertansiyon tedavisinde
kulanilan ila¢ gruplarindandir (36). Bu grubun temsilcilerinden olan losartan
(Sekil 2.15) tiizerinde kimyasal modifikasyonlarin yapilmasi ve elde edilen
gruplarin DHP halkasiyla birlestirilmesi ile dual etkili antihipertansiflerin elde

edilmesi amaglanmaistir.

Sekil 2.15. Losartan.

Hadizadeh ve arkadaglar1 losartan molekiiliindeki bifenil yapisim
koruyarak imidazol grubu tizerinden DHP halkasiyla siibstitiie etmislerdir (Sekil
2.16). Elde edilen bilesiklerin AT1 reseptorlerini losartana gore daha etkili bloke
ettikleri ve kan basicini daha etkili sekilde diisiirdiikleri gosterilmistir (37).

e
N COOH

Sekil 2.16. AT1 blokor etkili DHP tiirevi.
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Baska bir ¢alismada DHP halkasinin dort numarali konumunda bifenil
grubu lizerinde tetrazol halkast tasiyan 4-imidazolil-DHP analoglar
sentezlenmistir (38) (Sekil 2.17).

Rl: CH3’ C2H5
Rz: C3H7, C4H9

Sekil 2.17. 4-imidazolil-DHP yapisindaki AT reseptdr blokorleri.

DHP Yapisinda Olmayan L-Tipi Kalsiyum Kanal Blokorleri

DHP yapisinda olmayan kalsiyum kanal blokorleri fenilalkilaminler,
benzotiyazepinler ve diaminopropanol eterler genel yapilarina sahiptir. Su an
tedavide kullanilan DHP tiirevlerinin giiclii antihipertansif etki gostermelerine
karsin fotosensitivite ve kisa plazma yarilanma Omrii gibi farmakokinetik
problemlerinin olmasi nedeniyle farkli yapidaki kalsiyum kanal blokorleri
gelistirmeye yonelik caligmalar siirmektedir. Bu amacla iizerinde en ¢ok c¢alisilan
halka grubu DHP’lerin azotlu analogu olan dihidropirimidinlerdir. Bu yapiya
sahip ¢esitli bilesikler sentezlenmis ve {ic numarali konum iizerinden
gerceklestirilen modifikasyonlarin etkili kalsiyum kanal blokorii bilesiklere
ulagsmada 6nemli oldugu gosterilmistir (39-42) (Sekil 2.18).
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Sekil 2.18. Dihidropirimidin yapisindaki Cav1.2 blokdrleri.

2-(Diarilalkil)Jaminobenzotiyazol yapisina sahip bilesikler molekiiler
hibridizasyon yontemiyle tasarlanmis ve sentezlenmistir. Bu amagla sentetik
kalsiyum kanal blokdrlerinden olan azelnidipin ve lubelizol molekiilleriyle dogal
ACE inhibitorii olan buteinin farmakofor gruplar1 ayn1 molekiilde birlestirilmistir.
Elde edilen molekiiliin kalsiyum kanal bloke edici ve ACE inhibitor etkileri
degerlendirilmistir (43) (Sekil 2.19).

Q

NQ\
O 0,C COZCH(CH3)2
||
H,N” N
H
Azelnidipin "

H3C 4\

F Butein

Lubeluzol

Sekil 2.19. 2-(Diarilalkil)aminobenzotiyazol yapisindaki bilesigin tasarimi.

Nonselektif kalsiyum kanal blokorii olan mibefradil molekiilii tizerinde
degisik modifikasyonlar yapilarak anjina, hipertansiyon ve kardiyak aritmi

tedavisinde kullanilabilecek yeni bilesikler elde edilmistir (44) (Sekil 2.20).
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Mibefradil

Sekil 2.20. Kalsiyum kanal blokor etkili mibefradil ve analoglari.

Fenilalkilamin yapisina sahip L-tipi kalsiyum kanal blokorleri giiniimiizde

kardiyak aritmi, hipertansiyon ve anjina pektoris tedavisinde klinikte

kullanilmaktadir (45) (Sekil 2.21).
OCH;
OCH, O

CH,

H3CO N
CH(CHj;), H
H3CO
Verapamil: R=H 3
Fendil
Gallopamil: R = OCH;4 endilin
F
H
O N N
(\N /\[(
N o)
O
F . .
Lidoflazin Perheksilin

Sekil 2.21. Fenilalkilamin yapisindaki kalsiyum kanal blokorleri.

Benzotiyazepin yapisina sahip kalsiyum kanal blokorii olan diltiazem
molekiilii tizerinde de degisik modifikasyonlar yapilmis ve kalsiyum antagonist

bilesiklere ulagilmistir (46) (Sekil 2.22).
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OCH,
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O __o
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Q 0 CH,
CH,N(CH;),

diltiazem

R,

OCH,

o SNLor

S r [

k\ -

R‘E:[ O, o ~7 'N" ™\
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Sekil 2.22. Diltiazem analogu kalsiyum kanal blokdrleri.

2.1.3. T-tipi Kalsiyum Kanallar1 ve Fonksiyonlari

T-tipi kalsiyum kanallar1 (Cav3) membran depolarizasyonundaki ufak
degisikliklere cevap olarak agilan ve uyarilabilir hiicrelerin igerisine kalsiyum
girisini saglayan kanallardir. T-tipi kanallarinin yapisi, her biri alti transamembran

sarmaldan olusan dort homolog kisimdan olusmaktadir (2,47) (Sekil 2.23).

Sekil 2.23. Cav3-porunu olusturan alt biriminin membran topolojisi (47).
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T-tipi kalsiyum kanallar1 aktive oldugu voltaj aralifi nedeniyle ndronal
eksitabiliteyi diizenlemektedir. ~ Noron membraninda dinlenme potansiyeli
sirasinda, T-tipi kalsiyum kanallar1 kismen inaktive durumdadir. Kisa bir
membran hiperpolarizasyonu kanallarin ag¢ilmasi i¢in yeterli olabilmektedir.
Ayrica aktivasyon ve inaktivasyon egrilerinin c¢akigsmasi da T-tipi kanallarin
noronal eksitabiliteyi diizenlemesinde rol oynar (48). Bu gorevinin yanisira, T-tipi
kanallar, kalsiyum girisi ile nérotransmiter ve hormon salinimina da aracilik eder
(49). T-tipi kalsiyum kanal aktivitesi ayrica kardiyovaskiiler ve renin-anjiyotensin
sistemlerinin fonksiyonlarinin siirdiiriilebilmesi i¢in 6nemlidir. Anjiyotensin, T-
tipi kalsiyum kanallarinin regiilasyonuna ve sonugta aldosteron saliniminda artisa
neden olur. Dolayistyla T-tipi kanallar, yeni antihipertansif ilaglar i¢in de dnemli
hedefler arasindadir (50).

Memeli hiicrelerinde ti¢ farkli T-tipi kalsiyum kanali eksprese edilmektedir
(Cav3.1, Cav3.2, Cav3.3). Bu kanallar, benzer farmakolojik etkilere sahip olsalar
da viicuttaki dagilimlart ve baz1 biyofiziksel o6zellikleri ile birbirinden
ayrilmaktadir (51). Cav3.1 kalsiyum kanallarinin 6zellikle uyku-uyanik kalma ve
beslenme dongiistinde rol oynadigi (52), Cav3.3’lerin ise serebral arterlerde
Cavl.2 ile birlikte kas hiicrelerinin kasilmasina aracilik ettigi bilinmektedir (53).

Agrn sinyali iletiminde baskin olan Cav3 kanal izoformu ise primer aferent
noronlarda ¢ogunlukla bulunan Cav3.2’dir. Bu kanallarinin aktivitesi sinir hasari
ve viseral hipersensitivite ile artmaktadir. Cav3.2 kanallarinin aferent eksitabilite
ile spinal dorsal kokteki sinaptik fonksiyonlart diizenlemeleri ve agri sirasindaki
etkin fonksiyonlar1 nedeniyle, bu kanallarin bloke edilmesi analjezik etkiye neden

olmaktadir (47,49,54).
2.1.4. T-tipi Kalsiyum Kanal Blokorleri ve Kimyasal Yapilar

DHP’lerin genel olarak L-tipi kalsiyum kanallarin1 hedef aldig1 bilinse de
bazi tiirevlerinin T-tipi kalsiyum kanallarini da inhibe etigi bilinmektedir (4,5,8).
Tedavide antihipertansif olarak kullanilan nimodipin (Sekil 2.24) molekiiliiniin ilk
defa L-tipi kanallarinin yaninda T-tipi kalsiyum kanallarint da bloke ettigi
gosterilmistir (55).
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Sekil 2.24. Nimodipin.

Daha sonra dort numarali fenil halkasi {izerinde uzun alkil zinciri tagiyan

DHP tiirevinin (Sekil 2.25) T-tipi kalsiyum kanallarini bloke ettigi bulunmustur

(4).

(H3C),HCO CysHsy
H5CO0C COOCH;

HiC” N” CH;

Sekil 2.25. DHP yapisindaki T-tipi kalsiyum kanal blokorii.

DHP halkasin1 kondanse halka sistemi (hekzahidrokinolin) igerisinde
tastyan bilesiklerin (Sekil 2.26) hem L-tipi hem de T-tipi kalsiyum kanal
tiplerinden Cav3.1’i etkin bir bigimde inhibe ettigi gosterilmistir. Cav3.1
kanallarinin aldosteron saliniminda rol oynadigi bilinmektedir. Aldosteron
salmim1 hipertansiyona neden oldugu igin bu bilesiklerin hem Cav3.1 hem de
Cav1l.2 inhibisyonuyla dual antihipertansif etki gostermeleri beklenmektedir. Bu
bilesikler i¢in fenil halkasinin iki numarali konumuna hacimli bir grup olan
benzoiloksi siibsitiientinin getirilmesi kalsiyum kanal blokdrii aktiviteyi dnemli

ol¢iide azaltmistir (5).
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R: C2H5’ CH2C6H5, CHch(CH3)2
Sekil 2.26. Hekzahidrokinolin yapisindaki T-tipi kalsiyum kanal blokdrleri.

Ug numarali konumdaki ester yan zincirinde 3-piridilmetil grubunu tasiyan
kondanse DHP tiirevlerinin (Sekil 2.27) Cav3.2 kanallarini selektif olarak inhibe
ettigi gosterilmistir. Bu bilesiklerin hayvan deneylerinde akut inflamatuvar agriy1

ve sinir hasartyla indiikklenen mekanik hiperaljeziyi azalttiklar1 gosterilmistir (6).

R
0 cl —
COOCHZO
H,C 7 \ K
H,C
N7 >CH,
H
R = Cl, CF,

Sekil 2.27. Selektif Cav3.2 blokorii hekzahidrokinolin tiirevleri.

Voltaja duyarli kalsiyum kanallar {izerinde genis spektrumlu inhibisyon
yapabilen kondanse DHP tiirevi bir bilesigin (Sekil 2.28) analjezik etkisi
aragtirilmigtir.  Bu  bilesigin  Cavl.2, Cav3.2 ve Cav2.2 (N-tipi) kalsiyum
kanallarinin hepsini etkili bir sekilde bloke etmesinin hem akut hem de kronik agr1

tizerinde etkili oldugu gosterilmistir (7).

OH
COOCH,CH(CH3),

Sekil 2.28. Genis spektrumlu kalsiyum kanal inhibitorii.
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DHP tiirevleri disinda cesitli arastiricilar tarafindan yapilan ¢aligmalarda
birbirinden ¢ok farkli kimyasal yapiya sahip bilesiklerin (Sekil 2.29) T-tipi
kalsiyum kanallarmi1 bloke ettigi ve preklinik c¢alismalarda analjezik etki

sagladiklar1 gosterilmistir (49).

et OO0 Gl

o)

C
O Oy
OCH;,

OCH,4

Aﬁo NO,
0 § 2 2 w oy
F@:;:AT/\/\NW@ ~o | N/\/U\N'N\H/N\CH(Ceng
yoo

Sekil 2.29. Farkli kimyasal yapidaki analjezik etkili Cav3.2 inhibitorleri.

Glinlimiizde piyasada T-tipi kanal blokoérii etkileri nedeniyle kullanilan
veya faz asamasinda bulunan bilesiklerin yapilari, hedefledigi kalsiyum kanallar

ve terapotik endikasyonlar1 Tablo 2.3’de gosterilmistir (47).
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Tablo 2.3. Tedavide olan veya faz asamasinda bulunan T-tipi kanal blokdrleri.

Bilesik Kimyasal Yapi Hedef Endikasyon Durum
Etosiiksimit o) T-tipi Epilepsi Onaylh
HN
0]
Valproik asit O~ _OH T-tipi Epilepsi — | Onayh
/\I/\ bipolar hastalik
Zonizamit (o} T-tipi Epilepsi Onayh
N
/
O
1]
S-NH,
Nimodipin Y O‘\N*O_ L-tipi Hipertansiyon Onayli
ve T-
tipi
7944 0 T-tipi Agr Faz Il
F.
N O
TV O K
Cl H
ACT-709478 p) T-tipi Epilepsi Faz Il
7N\
H =N
F F NN
F 5 LN

2.2.  Dihidropiridinler

Dihidropiridin halkasi, piridinin kismi indirgenmesiyle elde edilen bir halka
sistemidir. Teorik olarak piridin halkasina iki hidrojen katimiyla bes adet
dihidropiridin izomeri (Sekil 2.30) olusumu miimkiindiir (56).
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I II I1I IV A%

Sekil 2.30. Dihidropiridin izomerleri.

Bu izomerler arasinda 1,2-dihidro (1) ile 1,4-dihidro (1I) izomerleri, azot
atomunun elektronlarinin, m elektron sistemine katilmasindan dolayr en kararh

izomerlerdir. (57).
2.2.1. DHP Tiirevlerinin Sentezleri

DHP’lerin elde edilmesinde siklikla kullanilan kimyasal yontem ilk kez
1882’de Arthur Hantzsch tarafindan bildirilmis olup bir mol aldehit bilesigi, iki
mol B-ketoester ve bir azot kaynagi bilesigin alkol igerisindeki reaksiyonuna
dayanmaktadir (27) (Sekil 2.31). Azot kaynagi olarak, genellikle amonyak,
amonyum asetat ve amonyum hidroksit kullanilmaktadir (8,57,58).

R
0 0O O R'00C COOR"
+ 2 + NH; — >
R)J\H R'MOR" » .
R’ N~ "R
H
Dihidropiridin

Sekil 2.31. Hantzsch reaksiyonu.

DHP tiirevlerinin sentezi igin kullanilan Hantzsch reaksiyonunun

literatiirde bildirilen farkli uygulamalar1 Sekil 2.32°de verilmistir (59).
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Sekil 2.32. Modifiye Hantzsch reaksiyonlari.

Klasik Hantzsch reaksiyonuna alternatif olabilecek reaksiyon yontemleri
cesitli aragtirmacilar tarafindan ¢alisilmistir. Rezaei ve arkadaslari, aldehit bilesigi
yerine alkol grubu tasiyan bilesikler kullanarak DHP halkasini1 dimetilsiilfoksit
igerisinde hidrojen bromiir varliginda oksidatif yontemle elde etmislerdir (60)

(Sekil 2.33).

H O (0] HBr. DMSO RO,C CO,R
Do B A Mo — - [ ]
Ar~ / OH H;C OR

759C, 2.5h

Ar = Fenil, siibstitiie fenil

Sekil 2.33. Alkollerden hareketle DHP sentezi.
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Hantzsch reaksiyonu sirasinda kullanilan c¢evreye zararli organik
¢oziiclilerin azaltilmasi da iizerinde durulan yaklagimlardan olmustur. Kumar ve

arkadaslari DHP halkasin1 etanol-su igerisindeki reaksiyon ile elde etmislerdir
(61) (Sekil 2.34).

N R CO,X

N\

\> . / . AN CO,X
4 X0,C .

N

H,N” "N7 co,x

NH,
R =H, p-Br, p-OCH;, m-CH3, 0-OH

R' R'=H, p-OCHj, p-Br, p-I, p-F, p-NO, R'
X = CH,, C,H;

Sekil 2.34. DHP tiirevlerinin etanol-su karigimi i¢inde sentezi.

Hantzsch  reaksiyonunu  mikrodalga  yardimiyla  gerceklestirmek
reaksiyonun siiresinin kisaltirken solvan kullanimini da azaltmaktadir. Bu nedenle
pek ¢ok arastirici tarafindan bu yontem tercih edilmektedir (62).

Dort numarali konumda siibstitiient tasimayan DHP tiirevlerinin
mikrodalga yardimiyla sentezinde formaldehit kaynagi olarak
hekzametilentetramin bilesigi kullanilmaktadir (63) (Sekil 2.35).

RO,C N._N CO,C,H;

H H
RO,C CO,C,H;
S — [
H;C 0" “cH;

H;C N CH
3 H 3
CH,;-CO,NH,
Sekil 2.35. 4-Nonsiibstitiie-DHP tiirevlerinin sentezi.

Mithlesh ve arkadaslari, N-tiyazolil-DHP tiirevlerinin sentezini hem
konvansiyonel hem de mikrodalga yardimiyla gergeklestirmis ve mikrodalga
kullanildiginda reaksiyonun daha yiiksek verimle ve daha kisa zamanda

yiridigiinii gostermislerdir (64) (Sekil 2.36).
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N N —
ArCHO
/@[V—NHZ + CH;COCH,COR  —— "~ SN Ar
H,CO S

H,CO S

R = CH;, OC,H;

Sekil 2.36. DHP tiirevlerinin konvansiyonel/mikrodalga yardimiyla sentezi.

Hantzch reaksiyonu sonucunda elde edilecek DHP tiirevinin verimini
katalizor kullanarak arttirmak da {izerinde durulan konulardan olmustur. Bu
amagcla kullanilan molekiiler iyot, iyonik sivilar, silika jelin iizerine adsorbe
edilmis perklorik asit (HClO4-SiO), serik amonyum nitrat, para-toluensiilfonik
asit (p-TSA), cesitli polimer katalizorler, organik katalizorler ve trifenil fosfin
(P(CgHbs)3) literatiirde bildirilen katalizorler arasindadir (65-67).

Ko ve arkadaslar1 Hantzch reaksiyonunu molekiiler iyot katalizorliigiinde
oda 1sisinda karnstirarak etanol icerisinde gerceklestirmis ve iyot miktarinin

reaksiyon verimi iizerinde etkisini incelemislerdir (68) (Sekil 2.37)

0 0 O Ar O
L, (%15 %30 1
+  ArCHO* 0" CH, + NH,OAc 201 veve %30meh o cH
oda sicaklig1 | | 3
O 0 N
H

Ar= C6H5’ p-Me—C6H4, p-F—C6H4, p-Cl—C6H4, m-N02—C6H4,

Sekil 2.37. Iyot katalizorliigiinde Hantzsch reaksiyonu.
Piridin Tiirevlerinden Hareketle DHP Sentezi

DHP’ler piridin tiirevleri veya piridinyum tuzlarindan hareketle de elde
edilebilirler. Bu reaksiyonlar kompleks metal hidriirlerle indirgenme esasina
dayanmaktadir. Lityum aliminyum hidriir (LiAlH4) ile yapildiginda kararli bir
triin elde edilemezken sodyum borhidriir ile (NaBHs) piridinlerin DHP’ye
dontistiigii gosterilmistir. DHP halkasinin {i¢ numarali konumunda elektron ¢ekici
stibstitiientler bulunmas1 durumunda aprotik ¢oziiciiler igerisinde piridin halkas1
1,4-DHP halkasina dontislirken, protik ¢oziiciilerde tetrahidropiridin halkasi elde
edilmektedir (56) (Sekil 2.38).
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CN CN CN
= NaBH, NaBH,
g U e O]
N

N piridin N etanol
H H

Sekil 2.38. Piridinden hareketle dihidro ve tetrahidropiridin sentezi.

3 ve 5 numarali konumlarinda nitril, ester ve karboksilik asit tagiyan
piridin tiirevlerinin sodyum borhidriir ile reaksiyonu sonucu 1,2- ile 1,4-DHP
tirevleri karisim halinde elde edilmektedir (56) (Sekil 2.39).

X~ X b, X _ALX X X
Ty = 1]
X N N
N H H

X= CN, COZCH:;, C02C2H5, COCH3, COzH

Sekil 2.39. Piridinden hareketle 1,2- ve 1,4-DHP sentezi.

2.2.2. DHP Tiirevlerinin Kimyasal Ozellikleri
Oksidasyon

1,4-DHP halkasinin uygun reaktiflerle piridin tiirevlerine okside oldugu
bilinmektedir. Halkanin oksidasyonunda nitrik asit (HNO3z), krom trioksit (CrO3)
ve potasyum permanganat (KMnOgs) gibi kuvvetli oksidanlar yani sira Pd/C
dehidrojenasyon yontemi ve 1sikla oksidasyon da kullanilabilmektedir (69-72).
Ayrica yiiksek miktarda seryum amonyum nitrat (CAN) (Sekil 2.40) ve
piridinyum klorokromat (PCC) gibi oksidanlar da bu amacla kullanilmaktadir
(73).
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Sekil 2.40. 1,4-DHP’lerin CAN katalizorliigiinde oksidatif aromatizasyonu igin
onerilen mekanizma.

Indirgenme

Dihidropiridinlerin katalitik hidrojenlenmesi ile tetrahidro veya hekzahidro
tirevleri elde edilebilmektedir. 1,2 ve 1,4-DHP tiirevlerinin hidrojenasyon ile
birbirinden ayrilabilecegi gosterilmistir. 1,2-DHP yapisina sahip bilesikler 1 mol
hidrojen ile tetrahidropiridinleri verirken, 1,4-DHP’lerin yavas bir sekilde
piperidine rediiklendikleri gosterilmistir (57).

2.2.3. DHP Tiirevlerinin Spektral Ozellikleri

Niikleer Manyetik Rezonans Spektrumlari

Glinlimiizde hipertansiyon tedavisinde kullanilmakta olan DHP
yapisindaki kalsiyum kanal blokorii bilesikler (nifedipin, nitrendipin, nisoldipin,
nimodipin, nilvadipin, felodipin, isradipin, nikardipin ve amlodipin) iizerinde
yapilan detayli NMR c¢alismalart sonucunda; N-H protonu, *H-NMR
spektrumlarinda kullanilan ¢oziicliye bagli olarak farkli araliklarda izlenmistir.
Buna gore, aseton-ds i¢inde elde edilen spektrumlarda s6zii edilen proton 7.97-
9.07 ppm araliginda; ¢oziicli olarak CDCl3 kullanildigi durumlarda ise 5.60-7.50
ppm degerinde goriilmiistiir. DHP halkasinin karakteristik sinyallerinden olan dort
numarali konumdaki proton ise ¢oziicii tipinden bagimsiz olarak 5.06-5.78 ppm
arasinda izlenmistir. iki ve alti numarali konumlardaki metil gruplar1 da yine

¢oziicii farkliligindan etkilenmeyerek 2.29-2.44 ppm degerinde gozlenmistir. Ayni1
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bilesiklerin *3C-NMR spektrumlarindan elde edilen verilere goére ise, DHP
halkasimin dort numarali konumundaki karbon 40 ppm civarinda gézlenmistir.
Yapmin en karakteristik piklerinden olan ester karbonil piki ise 165 ppm

civarinda belirlenmistir (74).
Kiitle Spektrumlar

DHP tiirevi bilesiklerin kiitle spektrumlarinda en sik goriilen parcalanma
molekiilden hidrojen ayrilmasi veya dort numarali konumdaki siibstitiientin
kaybiyla piridinyum iyonu olusumudur. Piridinyum katyonu olusumunu takip
eden diger parcalanmalarin ise halka tizerindeki siibstitiientlerin ayrilmasi ve DHP

halkasinin agilmasi oldugu bilinmektedir (75).

O /IXrO

RZ\ \ o Tl IIl /Rl
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H;C™, "N~ ,"CH
3 H 3

Sekil 2.41. DHP tiirevlerinin temel pargalanmalari.

2.2.4. DHP Tiirevlerinin Farmakokinetik Ozellikleri

DHP tiirevlerinin prototipi olan ve hipertansiyon tedavisinde siklikla
kullanilan nifedipinin, dilalt1 ve oral alimi takiben gastrointestinal sistemden
neredeyse tamamina yakini absorbe olur. Presistemik metabolizma nedeniyle,
biyoyaralanimi1 % 56-77 arasindadir. 10 mg dozda oral alimdan sonra, 30-60
dakika icerisinde maksimum degeri olan 160 + 49 mikrogram/litre plazma
konsantrasyonuna ulasir. Nifedipinin viicuttan atilimi biiyiik oranda hepatik
metabolizma ile gergeklesir (76). DHP’lerin en karakteristik biyotransformasyon
yolag: piridine oksidasyonlaridir. Ayrica ester gruplarinin hidrolizi, iki numarali
metil grubunun hidroksilasyonu takiben karboksilik asite oksidasyonu veya O-
glukuronidasyonu bilinen diger temel metabolik yolaklardandir. Lakton
olusumunu takiben hidroksi karboksilik asit metaboliti de gozlenmektedir (77).
Nifedipinin izole sican hepatositlerindeki metabolik yolagi Sekil 2.41°de

gosterilmistir.
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Sekil 2.42. Nifedipin ve metabolitleri.

2.2.5. DHP Tiirevlerinin Diger Farmakolojik Etkileri

Yapisinda DHP halkas1 tagiyan bilesiklerin literatiirde ¢ok sayida farkli
farmakolojik ozellikleri bildirilmistir (31,78-80). Bu konuda yapilan giincel
aragtirmalardaki tasarim yaklagimlar1 ve bildirilen aktiviteler tez kapsaminda

incelenmistir.
Anjiyotensin Déniistiiriicii Enzim Inhibitor Etkileri

Renin-anjiyotensin-aldosteron sistemi kardiyovaskiiler sistemin fizyolojik
ve patolojik siireglerinde dnemli bir rol oynamaktadir. Primer efektdr hormon olan
Anjiyotensin II, vazokonstriiksiyon ve kan basincinin diizenlenmesinde etkilidir.
Anjiyotensin  doniistliriici  enzim, Anjiyotensin I’in, Anjiyotensin II’e
dontistiirilmesinden sorumludur. Bu nedenle, hipertansiyon tedavisinde Anj Il
inhibisyonu saglayan yeni bilesiklerin sentezi dnem tasimaktadir (36). Yapisinda

triazol halkas1 ya da Mannich bazi tasiyan DHP tiirevlerinin (Sekil 2.42) sentezi
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yapilmis anjiyotensin doniistiiriici enzim (ACE) inhibisyonlar1 incelenmistir. Elde
edilen sonuglara gore triazol halkasi tagiyan bilesikler daha etkili bulunmustur

(81).

CH,-CONHR,
N
OCH; E\ N Br Br / 1\
q C=CCH,N N-CH,CH,OH
0 N O—/ 2 \_/ 2 2
C,H;00C COOC,H; C,Hs00C COOC,H;
H;C~ "N” “CH, H,C CH,

T—-Z

N F N-N
Ry: _</S:©/ , /(S»\CH

Sekil 2.43. ACE inhibitor etkili DHP tiirevleri.

Alfa Glukozidaz inhibitor Etkileri

Intestinal o-glukozidaz enzimi disakkarit ve oligosakkaritlerin bagirsak
limeninden absorbe edilen monosakkaritlere yitkimindan sorumludur. Dolayisiyla
bu enzimin inhibisyonu diyabet tedavisinde kullanilan bir yaklasimdir (82). Dort
numarali konumunda farkli siibstitiientler tasiyan dietil 2,6-dimetil-DHP-3,5-
dikarboksilat tiirevleri (Sekil 2.43) sentezlenmis ve a-glukozidaz inhibitor etkileri
incelenmistir. Dort numarali konumda aromatik siibstitiientlerin, alifatiklere gore
aktiviteyi artirdigi, nitro ve halojen tasiyan bilesiklerin de giicli enzim

inhibisyonu yaptig1 bildirilmistir (83).
R

C,H;00C COOC,H;

H,C” "NT CH;
H

R: 3-NO,, 4-NO, 4-Cl, 2-F

Sekil 2.44. a-Glukozidaz inhibitorii DHP tiirevleri.
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Antitiiberkiiler Etkileri

Tiiberkiiloz, akcigeri etkileyen ve viicutta bagisikligin azalmasina neden
olan Mycobacterium tuberculosis’in neden oldugu bir hastaliktir. Tiberkiiloz
tedavisinde kullanilan ilaglara diren¢ gelismesi farkli yapidaki etkin bilesiklerin
arastirtlmasina neden olmaktadir (84).

Dort numarali konumunda indol halkasi tasiyan kondanse DHP
tirevlerinin (Sekil 2.44) Mycobacterium tuberculosis’e karsi etkili oldugu
bildirilmistir. Bu bilesikler icinde ester yan zincirinde etil ve izopropil grubu

tasiyanlarda daha yiiksek aktivite bulunmustur (85).

Rz, R3: Br, H

Sekil 2.45. Antitiiberkiiler etkili 4-indolil-DHP tiirevleri.

Desai ve ark. antitiiberkiiler etkili 4-imidazolil-3,5-dikarbamoil-1,4-DHP
tirevlerinin (Sekil 2.45) sentezini ve akitivite tayinini bildirmistir. Bilesikler,
kalsiyum kanal blokoérii etkiden biiylik 6l¢iide sorumlu olan {i¢ ve bes numarali
konumlardaki ester gruplarinin, aril karboksamit yapisiyla degistirilmesiyle
tasarlanmistir. Boylelikle tiiberkiiloz tedavisinde yan etki olarak goriilebilecek
antihipertansif etkinin oniine gecilmistir. Elde edilen sonuglara gore fenil halkasi
tizerinde para konumunda elektron ceken siibstitlientlerin olmasi aktiviteyi

arttirmustir (86).
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R: F,NO, CI
Sekil 2.46. Antitiiberkiiler etkili 4-imidazolil-3,5-dikarbamoil-DHP tiirevler.

Antioksidan Etkileri

Antioksidanlar, serbest radikallerin zarar verici etkisine Kkarsi
makromolekiillerin oksidasyonunu azaltarak ya da engelleyerek etki gosteren
molekiillerdir (87). Ester grubunun yapisinda uzun zincirli yag asitleri tasiyan
DHP tiirevlerinin (Sekil 2.46) antioksidan aktiviteleri farkli yontemlerle
kanitlanmistir. Elde edilen sonuglara gore, dort numarali konumdaki fenil halkasi
lizerinde nitro grubu tasiyan tiirevlerle, yag asiti olarak palmitik ve oleik asit

zinciri tagiyan tlirevler daha etkili bulunmustur (88).

NO

2
~Zy; O 0 7N \(‘)ﬁ\o
)7
H,C N CH
3 H 3 H

Sekil 2.47. Antioksidan etkili DHP tiirevleri.

Alzheimer Hastahg1 Tedavisindeki Etkileri

Alzheimer hastalig ilerleyen yaslarda amiloit plak olusumuyla karakterize
ve demans ile seyreden norodejeneratif bir hastaliktir. Su an tedavide kullanilan
bilesikler olmasina ragmen, hastaligin tedavisinin tam olarak saglanamamig
olmasi nedeniyle farkli mekanizmalarla etki gosteren yeni bilesik arayist devam
etmektedir (89,90). Su anda tedavide asetilkolin esteraz inhibitorii olarak
kullanilmakta olan donepezil, galantamin ve rivastigmin bilesikleri yapilarinda
fizyolojik pH’da protonlanabilen azot atomu tagimaktadir. Enzimle etkilesmede

olusan pozitif ylikiin 6nemli oldugu disiiniilmektedir. Bu bilgiler 1s18inda,
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Peauger ve ark. DHP halkasinin viicutta biyotransformasyon sonucu piridin
halkasina okside oldugu bilgisini baz alarak donepezil benzeri DHP tiirevi
bilesikler (Sekil 2.47) sentezlemis ve asetilkolin esteraz inhibitorii etkilerini
arastirmistir. Elde edilen verilere gore DHP tiirevlerinin ¢ogu inaktif bulunurken,
ilgili N-benzilpiridinyum tuzlarmnin, asetilkolin esteraz inhibisyonu etkilerinin

yiiksek oldugu gosterilmistir (91).

R: 3-CHj, 3-Cl, 2-Cl
Sekil 2.48. DHP yapis1 tasiyan donepezil analoglari.

B-Sekretaz-1 (BACE-1) enzimi, Alzheimer hastaligi patogenezinde nemli
olan toksik amiloit B iiretiminde rol oynayan bir enzimdir. Bu nedenle BACE-1
inhibitorii molekiil gelistirilmesi klinik olarak tizerinde durulan yaklagsmlardandir
(92). 3,5-bis-N-(aril/heteroaril)karbamoil-4-aril-DHP  tiirevleri  (Sekil  2.48)
sentezlenmis ve BACE-1 inhibitor aktiviteleri bildirilmistir. Bu bilesikler
arasinda, karbamoil yapisinda tiyazol halkasi tasiyan ve DHP halkasinin dort

numarali konumunda nitrofenil halkasi tagiyan bilesikler en aktif bulunmustur

(93).
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Sekil 2.49. BACE-1 inhibitorii DHP tiirevleri.

Antikanser Akitivite

Kanser, hiicrelerin hizli ve kontrolsiiz bir sekilde proliferasyonuyla
karakterize bir hastalik olup, insan saglig1 i¢in 6nemli bir tehdit olusturmaktadir.
Kemoterapi, cerrahi miidahale ve radyoterapi ile birlikte temel tedavi
yaklasimlarindandir. Buna karsilik, doz kisitlayici toksisite ve ilaca karsi gelisen
diren¢ tedaviyi kisitlamakta ve yeni sitotoksik ajanlarin gelistirilmesine duyulan
ihtiyaci ortaya koymaktadir (94).

Singh ve ark., sitotoksik 6zellikte yapisinda DHP tasiyan azotlu hardal
tirevleri gelistirirken hibrit-farmakofor yaklasimini kullanmiglardir. Elde edilen
bilesiklerin sitotoksik etkileri farkli hiicre hatlari izerinde denenmistir (95) (Sekil
2.49).

1

c1\L J/
OCH,CH,N

cl C
N H
cl
H,CO0C COOCH, H3CO0C COOCH;
Hy,C” TN CH, Hy,C” N7 CH,
H

Sekil 2.50. Antikanser etkili DHP tasiyan azotlu hardal bilesikleri.
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Zhang ve ark., steroidal DHP tiirevleri sentezlemis ve antikanser
etkinliklerini incelemistir. Steroidal yapidaki ilaglar su anda klinikte tedavide
kullanilmakta ya da klinik arastirmalari devam etmektedir. Bu nedenle sitotoksik
etkisi bildirilmis DHP tiirevleriyle steroidal bilesiklerin kombine edilmesi
amacglanmistir. Bilesiklerin sitotoksik etkileri farkli hiicre hatlar1 {izerinde
denenmis ve elde edilen sonuglar 5-fluorourasille karsilastirilmistir. Elde edilen

sonuglara gore bazi bilesiklerde antikanser aktivite gosterilmistir (96) (Sekil 2.50).

HO

R: 5-F, 5-C1, H
RI:H,
Cl
F

Cl
Sekil 2.51. Antikanser etkili steroidal DHP tiirevleri.

Antimikrobiyal Aktivite

Enfeksiyon kaynakli hastaliklar, kardiyovaskiiler hastaliklar ve kanserle
birlikte yasami tehdit eden en Onemli hastaliklar arasinda yer almaktadir.
Tedavide kullanilan ilaglara kars1 gelisen direng, antimikrobiyal tedaviyi
zorlastirmakta ve farkli kimyasal yapiya/mekanizmaya sahip yeni bilesiklerin
gelistirilmesini zorunlu kilmaktadir (97). Bu amagcla, 1,2,3-triazol-DHP hibrit
molekiilleri (Sekil 2.51) sentezlenmis ve gesitli bakteriler iizerinde etkileri
incelenmistir. Bazi tlirevlerin pozitif kontrol olarak kullanilan tetrasiklin

bilesigine benzer aktivite gosterdigi saptanmistir (98).
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Sekil 2.52. Antimikrobiyal etkili 1,2,3-triazol-DHP hibrit molekiilleri.

Viveka ve ark. yapisinda pirazol halkasi tasiyan DHP tiirevleri (Sekil 2.52)
sentezlemis ve bilesiklerin antibakteriyel etkilerini incelemistir. Antibakteriyel
etkili pirazol halkasinin DHP halkasiyla kombine edilmesi aktif yeni tiirevlere

ulasilmasina olanak saglamustir (99).

R=CLLF
Rl = -OC2H5, -OCH?,, -CH3

Sekil 2.53. Antibakteriyel etkili pirazolil-DHP tiirevleri.
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3. GEREC ve YONTEM

3.1. Kimyasal Calismalar
3.1.1. Materyal ve Metot

Calismada kullanilan tiim kimyasal maddeler ve c¢oziiciiler ticari
firmalardan (Merck, Sigma-Aldrich, Isolab) saglanmistir. Tez maddelerini elde
etmek i¢in uygulanan reaksiyonlar Discover mikrodalga cihazi (CEM, USA)
kullanilarak gergeklestirilmistir. Bilesiklerin safliklar1 ilk olarak silika jel 60 F254
ile kaplanmis aliiminyum plaklarda ince tabaka kromatografisi (ITK) yontemi ile
belirlenmistir. Mobil faz olarak etil asetat:hekzan (6:4) kullanilmig, maddelere ait
lekeler 254 nm’ de UV cihaz1 (Camag UV Cabinet, Almanya) ile belirlenmistir.
Bilesiklerin erime dereceleri, ‘Thomas Hoover Capillary Melting Point
Apparatus’ (Philadelphia, PA, USA) erime derecesi tayin cihaziyla saptanmis ve
sonuglar diizeltilmemistir. Bilesiklerin IR spektrumlari, Perkin Elmer FT-IR
(Beaconsfield, UK) MIRacle ATR accessory (Pike Technologies) kullanilan
spektrofotometrede toz numune iizerinden alinmis ve dalga sayis1 (cm™) cinsinden
degerlendirilmistir. Bilesiklerin *H-NMR (400 MHz) ve *C-NMR (100 MHz)
spektrumlari, détero dimetilsiilfoksit (DMSO-ds) igerisinde Varian Mercury 400,
400 MHz High Performance Digital FT-NMR Spektrometre (Palo Alto, CA,
USA) cihaz1 ile elde edilmistir. Kimyasal kayma degerleri, ppm olarak
tetrametilsilan (TMS) standardi kullanilarak belirlenmistir. Piklerin yarilmasi s
(singlet), d (dublet), dd (dubletin dubleti) ve m (multiplet) olarak bildirilmistir.
Etkilesme sabiti degerleri (J degeri) Hz cinsinden verilmistir. Bilesiklerin kiitle
spektrumlar elektron sprey iyonizasyon (ESI) yontemi ile “Micromass ZQ LC-
MS Spectrometer” (Waters, Eschborn, Almanya) cihazi ve “Mass Lynx” yazilimi
kullanilarak alinmistir. Bilesiklerin karbon, hidrojen ve azot elementlerinin analizi
Leco CHNS-932 Analyzer (Philadelphia, PA, USA) cihaz1 kullanilarak
yapilmistir.

3.1.2. Genel Sentez Yontemi

DHP tiirevlerinin sentezi i¢in; 1 mmol 4,4-dimetil-1,3-siklohekzadion, 1

mmol uygun salisilaldehit tiirevleri, 1 mmol benzil asetoasetat (HM 1-8) /2-
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(metakriloiloksi)etil asetoasetat (HM 9-16) ve 5 mmol amonyum asetat, 5 mL
absolii etanol i¢inde ¢ozlilmiis ve 10 dakika boyunca mikrodalga isimasina
(100W) tabi tutulmustur. Ardindan reaksiyon sogutulmus, buzlu suya dokiilmiis
ve c¢oOken kati siiziilmiistir. FElde edilen iriin, etanol-su karisimindan

kristallendirilerek saflastirilmistir.

3.2 X-Isinlar1 Analizi

HM8 ve HM12nin X isinlar1 analizi, Pakistan Sargodha Universitesi
Fizik Bolimii’nde MoKa grafit-monokromatize radyasyon kullanilarak, Bruker
Kappa APEXII CCD difraktometresi ile 296 K‘de gerceklestirilmistir. Yap1
SHELXS97 (100) kullanilarak ¢oziilmiis ve SHELXL-2014/7 kullanilarak
iyilestirilmistir (101). Bilesiklerin ORTEP grafikleri, PLATON kullanilarak elde
edilmistir (102).

3.3. Kalsiyum Kanal inhibisyonu
3.3.1.tsA-201 Hiicre Kiiltiirii ve Transfeksiyonu

Insan embriyonik bobrek tsA-201 hiicreleri ekilmis ve literatiirde kayitl
kalsiyum fosfat yontemi kullanilarak transfekte edilmistir (103). Hiicreler cam
lameller tizerinde insan Cav3.2 cDNA / sigan Cavl.2 cDNA ve alt iiniteler
CavBlb ve Cava2dl ile transfekte edilmistir. Bu karisima, pEGFP (0.5ug)

transfeksiyon marker1 olarak ilave edilmistir.
3.3.2. Elektrofizyoloji

Elektrofizyolojik kayitlar, transfeksiyondan 72 saat sonra patch-clamp
teknigi kullanilarak oda sicakliginda gergeklestirilmistir. Kullanilan kayit ¢ozeltisi
pH 7.4’te, 10 mM glukoz, 10 mM HEPES, 65 mM CsCl, 40 mM TEACI, 1 mM
MgCl, ve 20 mM BaCl> i¢cermektedir. Borosilikat cam pipetler, 140 mM CsCl, 2.5
mM CaClz, 1 mM MgClz, 5 mM EGTA, 10 mM HEPES, 2 mM Na-ATP ve 0.3
MM Mg-GTP, igeren ¢ozelti (pH 7.3) ile doldurulmustur. Test edilen bilesikler
10uM konsantrasyonda kayit ¢ozeltisinde taze olarak hazirlanmis ve hiicrelere
lokal olarak uygulanmistir. Cav3.2 akimlar1 -110mV dinlenme potansiyelden -20

mV test potansiyeline, Cav1.2 akimlari ise -90mV’dan +20 mV test potansiyeline
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depolarizasyonla saglanmistir. Test titresimleri, her 20 saniyede bir 100 ms olarak

uygulanmigtir.
3.4. Doking Calismalari

Cavl.2 ye kars1 en aktif bilesiklerden biri olan HM12’nin formiilii MOE
2018 (104) ile ¢izilmis ve konformasyonlar1 Corina 3.00 ile olusturulmustur
(105). Michael akseptor ve sistein aminoasiti arasindaki Ongoriilen kovalent
baglanma molekiilde ikinci bir asimetrik merkez meydana getirmektedir. Bu
nedenle, dort olast izomer de ¢izilmistir. HM12¢ nin hazirlanan izomerleri L-tipi
kalsiyum kanalinin daha 6nce olusturulmus homoloji modeline yerlestirilmistir
(8). Doking islemi GOLD 5.6.3 (106) programi kullanilarak gergeklestirilmistir.
DHP baglanma bolgesini olusturan aktif boélge aminoasitleri (GLN1069,
MET1134, PHE1138, SER1141 TYR1178, TYR1489 and MET1490) (107-112)
ve CYS1492 doking islemi i¢in segilmistir. Elde edilen sonuglar LigandScout 4.2
(113) ile analiz edilmistir.

3.5. Glutatyon Inkiibasyon Testi

HM12-16 ve glutatyonun (GSH) 20 mM stok ¢ozeltileri sirasiyla, 200uL
DMSO ve 10 mL Milli-Q saf su igerisinde hazirlanmistir. Her bilesigin stok
¢ozeltisinden 50 pL ile 450uL glutatyon ¢ozeltisi, her bir vial 2 mM bilesik ve 18
mM GSH igerecek sekilde HPLC viallerine alinmistir. Deneyde kullanilan kiitle
spektrometri sistemi, Shimadzu 8030 elektrosprey iyonizasyonu (ESI) kiitle
spektrometresi (Shimadzu Corp, Kyoto, Japonya) ile Shimadzu LC-20AXR
(Shimadzu Corp, Kyoto, Japonya) sivi kromatografisinden olusmaktadir.
Deteksiyon 100-1000 m/z tarama aralifinda pozitif elektrosprey iyonizasyonla
gerceklestirilmistir. Enjeksiyonlar direkt infiizyonla yapilmis olup; dnemli sistem
parametreleri su sekildedir: mobil faz: su-asetonitril (%50 su [%0.1 v/v formik
asit] ve %50 asetonitril [%0.1 v/v formik asit]), 0.250 mL/dk akis hizi, 5 pL
enjeksiyon hacmi, 4500 V ESI voltaj. Ardisik enjeksiyonlar ayni vialden 0 ve 120.

dakikalarda uygulanmstir.
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4. BULGULAR
4.1. Kimyasal Calismalar

Benzil 2,6,6-trimetil-4-(2-hidroksi-5-klorofenil)-5-okso-1,4,5,6,7,8-
hekzahidrokinolin-3-karboksilat (HM1)

5-Klorosalisilaldehit, 4,4-dimetil-1,3-siklohekzandion, benzil asetoasetat
ve amonyum asetatin reaksiyonuyla kazanilmistir. Verim %59.

Bilesik sarimsi1 toz seklinde olup, erime derecesi 213-215 °C’dir.

IR spektrumunda 3432 (O-H), 3316 (N-H gerilim), 3091 (C-H gerilim,
aromatik), 2966 (C-H gerilim, alifatik), 1704 (C=0O gerilim, ester), 1656 (C=0
gerilim, keton), 1469 (C=C gerilim) ve 1197 (C-O gerilim) cm™*de pikler goriiliir.

'H-NMR spektrumunda (8, DMSO-ds): 0,94 (3H; s; 6-CHs), 1,02 (3H; s;
6-CHzs), 1,67-1,73 (2H; m; H-7); 2,36 (3H; s; 2-CHa), 2,49-2,55 (2H; m; H-8),
4,93 (1H; s; H-4), 4,93; 5,05 (2H, AB sistem, Jag = 13,6 Hz, COOCH,C¢Hs), 6,72
(1H; d; J=8.4 Hz; Ar-H3), 6,79 (1H; d; J=2.8 Hz; Ar-He), 7,02 (1H; dd; J=8,4/2,8
Hz; Ar-Ha), 7,04-7,25 (5H; m; -CH2-CeHs), 9,49 (1H; s; O-H), 9,82 (1H; s; N-H)
ppm’de pikler gortiliir.

1BC-NMR spektrumunda (5, DMSO-ds): 18,1 (2-CHs), 23,1 (6-CHs), 24,1
(6-CH3), 25,2 (C-8), 31,3 (C-7), 33,5 (C-4), 39,6 (C-6), 64,6 (-COOCH>-), 102,4
(C-3), 107,9 (C-4a), 118,6, 122,9, 126,9, 127,0, 127,4, 127,5, 128,1, 128,2, 128,3,
135,8, 136,6 (aromatik karbonlar), 146,1(C-2), 152,6 (C-8a), 152,7 (aromatik
karbon), 166,2 (-COOCH>-), 202,4 (C-5) ppm’de pikler goriiliir.

Kiitle spektrumunda (m/z) 474/476 [M+Na]*(100%)/[M+2+Na]* da pikler

goriiliir.
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Analiz: C26H26CINO4 (M.A. 451,94) i¢in
%C %H %N
Hesaplanan: 69,10 5,80 3,10
Bulunan : 68,95 5,83 3,13

Benzil 2,6,6-trimetil-4-(2-hidroksi-3,5-diklorofenil)-5-okso-1,4,5,6,7,8-
hekzahidrokinolin-3-karboksilat (HM2)

Cl Cl
(0] OH
H;C |
N “cn,
H

3,5-Diklorosalisilaldehit, 4,4-dimetil-1,3-siklohekzandion, benzil
asetoasetat ve amonyum asetatin reaksiyonuyla kazanilmigtir. Verim %65.
Bilesik sarimsi toz seklinde olup, erime derecesi 213-215 °C’dir.

IR spektrumunda 3442 (O-H), 3312 (N-H gerilim), 3091 (C-H gerilim,
aromatik), 2928 (C-H gerilim, alifatik), 1704 (C=0O gerilim, ester), 1651 (C=0
gerilim, keton), 1469 (C=C gerilim) ve 1194 (C-O gerilim) cm™’ de pikler gériiliir.

'H-NMR spektrumunda (8, DMSO-ds): 0,98 (3H; s; 6-CHs), 1,05 (3H; s;
6-CHzs), 1,68-1,73 (2H; m; H-7), 2,41 (3H; s; 2-CHa), 2,53-2,59 (2H; m; H-8),
4,94 (1H; s; H-4); 4,88, 5,11 (2H, AB sistem, Jag = 13,6 Hz, -COOCH2CsHs),
6,74 (1H; d; J=2,8 Hz; Ar-Hs), 6,97-7,25 (5H; m; -CH2-CeHs), 7,29 (1H; d; Jag =
2,8 Hz; Ar-Ha), 10,64 (1H; s; O-H), 10,72 (1H; s; N-H)

13C-NMR spektrumunda 18,1 (2-CHs), 23,3 (6-CHs), 24,1 (6-CHs), 25,2
(C-8), 31,3 (C-7), 33,1 (C-4), 39,7 (C-6), 64,7 (-COOCH>-), 102,7 (C-3), 107,7
(C-4a), 122,4, 123,3, 126,6, 126,7, 126,8, 127,1, 127,4, 128,1, 136,4, 137,7
(aromatik karbonlar), 146,8 (C-2), 148,6 (C-8a), 154,1 (aromatik karbon), 165,7 (-
COOCH:>-), 203,8 (C-5) ppm’ de pikler goriiliir.

Kiitle spektrumunda (m/z) 508/510/512 [M+Na]*(100%)/[M+2+Na]*/
[[M+4+Na]" de pikler goriiliir.
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Analiz: CH2sCI2NO4 (M.A. 486,39) igin
%C %H %N
Hesaplanan: 64,20 5,18 2,88
Bulunan : 64,15 512 2,86

Benzil 2,6,6-trimetil-4-(5-bromo-2-hidroksifenil)-5-okso-1,4,5,6,7,8-
hekzahidrokinolin-3-karboksilat (HM3)

Br

O OH
H;C COOCHz@

H;C |

5-Bromosalisilaldehit, 4,4-dimetil-1,3-siklohekzandion, benzil asetoasetat
ve amonyum asetatin reaksiyonuyla kazanilmistir. Verim %72.

Bilesik sarimsi1 toz seklinde olup, erime derecesi 217-219 °C’dir.

IR spektrumunda 3438 (O-H), 3317 (N-H gerilim), 3091 (C-H gerilim,
aromatik), 2966 (C-H gerilim, alifatik), 1704 (C=0 gerilim, ester), 1657 (C=0
gerilim, keton), 1482 (C=C gerilim) ve 1196 (C-O gerilim) cm™’ de pikler gériiliir.

H-NMR spektrumunda (5, DMSO-ds): 0,94 (3H; s; 6-CH3), 1,02 (3H; s;
6-CHzs), 1,67-1,72 (2H; m; H-7), 2,35 (3H; s; 2-CHa), 2,49-2,55 (2H; m; H-8),
4,93 (1H; s; H-4); 4,94, 5,05 (2H, AB sistem, Jag = 13,2 Hz, -COOCH2CsHs),
6,67 (1H; d; J=8,4 Hz; Ar-Hz), 6,92 (1H; d; J=2,4 Hz; Ar-He), 7,04-7,07 (2H; m;
-CH2-CeHs), 7,14 (1H; dd; J=8,4/2,4 Hz; Ar-Ha), 7,23-7,26 (3H; m; -CH2-CgHs),
9,47 (1H; s; O-H), 9,84 (1H; s; N-H) ppm’de piker goriiliir.

13C-NMR spektrumunda (5, DMSO-dg): 18,1 (2-CHs), 23,1 (6-CHa), 24,1
(6-CH3), 25,2 (C-8), 31,4 (C-7), 33,4 (C-4), 39,5 (C-6), 64,6 (-COOCH>-), 102,3
(C-3), 107,9 (C-4a), 110,6, 119,1, 126,9, 127,4, 128,1, 129,9, 131,1, 136,2, 136,6
(aromatik karbonlar), 146,1 (C-2), 152,6 (C-8a), 153,3 (aromatik karbon), 166,2 (-
COOCH?>-), 202,3 (C-5) ppm’ de pikler goriiliir.
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Kiitle spektrumunda (m/z) 518/520 [M+Na]*/M+2+Na]*(100%) pikler
goriiliir.
Analiz: C26H26BrNO4 (M.A. 496,39) i¢in
%C %H %N
Hesaplanan : 6291 528 282
Bulunan 62,95 531 2,86

Benzil 2,6,6-trimetil-4-(3,5-dibromo-2-hidroksifenil)-5-okso-
1,4,5,6,7,8-hekzahidrokinolin-3-karboksilat (HM4)

3,5-Dibromosalisilaldehit, 4,4-dimetil-1,3-siklohekzandion, benzil
asetoasetat ve amonyum asetatin reaksiyonuyla kazanilmigtir. Verim %45.

Bilesik agik sar1 toz seklinde olup, erime derecesi 225-228 °C’dir.

IR spektrumunda 3440 (O-H), 3314 (N-H gerilim), 3066 (C-H gerilim,
aromatik), 2929 (C-H gerilim, alifatik), 1703 (C=0 gerilim, ester), 1646 (C=0
gerilim, keton), 1469 (C=C gerilim) ve 1191 (C-O gerilim) cm™ de pikler gériiliir.

'H-NMR spektrumunda, (5, DMSO-ds): 0,97 (3H; s; 6-CHs), 1,03 (3H; s;
6-CHa3), 1,67-1,71 (2H; m; H-7), 2,40 (3H; s; 2-CHz), 2,53-2,58 (2H; m; H-8),
4,91(1H; s; H-4); 4,86, 5,10 (2H, AB sistem, Jag=13,2 Hz, -COOCH>CsHs), 6,84
(1H; d; J=2,4 Hz; Ar-Hg), 6,94-7,23 (5H; m; -CH>-Ce¢Hs), 7,51(1H; d; J=2,4 Hz;
Ar-Hg), 9,71 (1H; s; N-H), 10,84 (1H; s; O-H) ppm’de pikler goriiliir.

13C-NMR spektrumunda (8, DMSO-ds): 18,1 (2-CHs), 23,3 (6-CHj3), 24,1
(6-CHg), 25,2 (C-8), 31,4 (C-7), 33,1 (C-4), 39,5 (C-6), 64,7 (-COOCH>-), 102,9
(C-3), 107,7 (C-4a), 111,1, 1125, 126,7, 126,7, 127,4, 127,4, 128,1, 130,0, 132,5,
136,4, 137,9 (aromatik karbonlar), 146,8 (C-2), 149,9 (C-8a), 154,2 (aromatik
karbon), 165,7 (-COOCH>-), 203,9 (C-5) ppm’ de pikler goriiliir.
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Kiitle spektrumunda (m/z) 596/598/600
[M+Na]*/[M+2+Na]*(100%)/[M+4+Na]" pikler goriiliir.
Analiz: CzsH25BrNOs4 (M.A. 575,29) i¢in
%C %H %N
Hesaplanan: 54,28 4,38 2,43

Bulunan : 54,12 445 245

Benzil 2,6,6-trimetil-4-(3-bromo-2-hidroksi-5-klorofenil)-5-okso-
1,4,5,6,7,8-hekzahidrokinolin-3-karboksilat (HM5)

Cl Br
O OH
H;C COOCHZQ
H;C |
N ey
H

3-Bromo-5-kloro-salisilaldehit, 4,4-dimetil-1,3-siklohekzandion, benzil
asetoasetat ve amonyum asetatin reaksiyonuyla kazanilmistir. Verim %52.

Bilesik sari-turuncu toz seklinde olup, erime derecesi 218-219 °C’dir.

IR spektrumunda 3446 (O-H), 3314 (N-H gerilim), 3091 (C-H gerilim,
aromatik), 2927 (C-H gerilim, alifatik), 1703 (C=0 gerilim, ester), 1657 (C=0
gerilim, keton), 1469 (C=C gerilim) ve 1195 (C-O gerilim) cm™’ de pikler gériiliir.

'H-NMR spektrumunda, (5, DMSO-dg): 0,99 (3H; s; 6-CH3), 1,06 (3H; s;
6-CHzs), 1,69-1,73 (2H; m; H-7), 2,42 (3H; s; 2-CHa), 2,55-2,60 (2H; m; H-8),
3,42 (1H; s; O-H), 4,95 (1H; s; H-4), 4,88, 5,12 (2H, AB sistem, Jag=13,2 Hz, -
COOCH:2Ce¢Hs), 6,77 (1H; d; J=2,4 Hz; Ar-Hs), 6,96-7,25 (2H; m; -CH>-CeHs),
7,42 (1H; d; J=2.4 Hz; Ar-H4), 10,81 (1H; s; N-H) ppm’de pikler goriiliir.

13C-NMR spektrumunda 18,1 (2-CHs), 23,3 (6-CHs), 24,1 (6-CHs), 25,2
(C-8), 31,4 (C-7), 33,1 (C-4), 39,7 (C-6), 64,7 (-COOCH:>-), 102,9 (C-3), 107,7
(C-4a), 112,1, 123,7, 126,7, 127,2, 127,4, 128,1, 129,9, 136,4, 137,4 (aromatik
karbonlar), 146,8 (C-2), 149,5 (C-8a), 154,2 (aromatik karbon), 165,7 (-COOCH.-
), 203,9 (C-5) ppm’ de pikler goriiliir.
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Kiitle spektrumunda (m/z) 552/554/556 [M+Na]*/[M+2+Na]*(100%)
[[M+4+Na]+ pikler goriiliir.
Analiz: C26H2sBrCINO4 (M.A. 530,84) i¢in
%C %H %N
Hesaplanan : 58,83 4,75 2,64
Bulunan : 58,97 4,88 2,63

Benzil 2,6,6-trimetil-4-(5-bromo-2-hidroksi-3-nitrofenil)-5-okso-
1,4,5,6,7,8-hekzahidrokinolin-3-karboksilat (HM6)

Br N02
0] OH
H,C COOCH2©
H;C |
N “cH,
H

5-Bromo-3-nitrosalisilaldehit,  4,4-dimetil-1,3-siklohekzandion, benzil
asetoasetat ve amonyum asetatin reaksiyonuyla kazanilmistir. Verim %38.

Bilesik sarimsi toz seklinde olup, erime derecesi 203-205°C’dir.

IR spektrumunda 3439 (O-H), 3318 (N-H gerilim), 3091 (C-H gerilim,
aromatik), 2967 (C-H gerilim, alifatik), 1703 (C=0 gerilim, ester), 1651 (C=0
gerilim, keton), 1484 (C=C gerilim) ve 1193 (C-O gerilim) cm™ de pikler gériiliir.

H-NMR spektrumunda (8, DMSO-ds): 0,95 (3H; s; 6-CHs), 1,02 (3H; s;
6-CHs), 1,69-1,72 (2H; m; H-7), 2,38 (3H; s; 2-CHa), 2,53-2,58 (2H; m; H-8),
4,88, 5,09 (2H, AB sistem, Jas=13,2, -COOCH,CsHs), 4,98 (1H; s; H-4); 7,02-
7,05 (2H; m; -CH2-Ce¢Hs), 7,17 (1H; d; J=2,0 Hz; Ar-Hs), 7,22-7,24 (3H; m; -
CH2-CeHs), 7,84 (1H; d; J=2,0 Hz; Ar-Hg), 9,69 (1H; s; N-H), 11,31 (1H; s; O-H)
ppm’ de pikler goriliir.

13C-NMR spektrumunda 18,1 (2-CHs), 23,2 (6-CHs), 24,1 (6-CHs), 25,0
(C-8), 31,6 (C-7), 33,1 (C-4), 39,5 (C-6), 64,8 (-COOCH>-), 102,0 (C-3), 107,2
(C-4a), 109,7, 125,0, 127,0, 127,5, 128,1, 135,55, 136,2, 139,5, 140,1, 147,0
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(aromatik karbon), 147,5 (C-2), 153,9 (C-8a), 165,7 (-COOCH,-), 203,0 (C-5)
ppm’ de pikler goriiliir.
Kiitle spektrumunda (m/z) 563/565 [M+Na]*/[M+2+Na]* (100%) pikler
goruliir.
Analiz: C26H2sBrN20s (M.A. 541,39) icin
%C  %H %N

Hesaplanan: 57,68 4,65 5,17
Bulunan : 57,80 4,70 5,22

Benzil 2,6,6-trimetil-4-(3-bromo-2-hidroksi-5-nitrofenil)-5-okso-
1,4,5,6,7,8-hekzahidrokinolin-3-karboksilat (HM7)

3-Bromo-5-nitrosalisilaldehit,  4,4-dimetil-1,3-siklohekzandion, benzil
asetoasetat ve amonyum asetatin reaksiyonuyla kazanilmistir. Verim % 41.

Bilesik sarimsi toz seklinde olup, erime derecesi 98-100°C’dir.

IR spektrumunda 3435 (O-H), 3322 (N-H gerilim), 3091 (C-H gerilim,
aromatik), 2965 (C-H gerilim, alifatik), 1704 (C=0 gerilim, ester), 1657 (C=0
gerilim, keton), 1469 (C=C gerilim) ve 1193 (C-O gerilim) cm™’ de pikler gériiliir.

H-NMR spektrumunda (5, DMSO-ds): 0,99 (3H; s; 6-CHs), 1,07 (3H; s;
6-CHzs), 1,69-1,74 (2H; m; H-7), 2,45 (3H; s; 2-CHa), 2,56-2,62 (2H; m; H-8),
4,85, 5,09 (2H, AB sistem, Jag=12,8 Hz, -COOCH2C¢Hs), 4,97 (1H; s; H-4);
6,96-7,34 (5H; m; -CH»-CeHs), 7,64 (1H; d; J=2,8 Hz; Ar-Hs), 8,18 (1H; d; J=2,8
Hz; Ar-Hs), 9,90 (1H; s; N-H), 12,04 (1H; s; O-H) ppm’de pikler goriiliir.

13C-NMR spektrumunda 18,1 (2-CHs), 23,3 (6-CHs), 24,1 (6-CHs), 25,1
(C-8), 31,7 (C-7), 33,0 (C-4), 39,7 (C-6), 64,8 (-COOCH:>-), 102,7 (C-3), 107,3
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(C-4a), 111,3, 121,8, 123,2, 126,5, 127,0, 127,5, 128,1, 130,5, 135,8, 136,2,
137,3, 140,2 (aromatik karbonlar), 147,1 (C-2), 154,8 (C-8a), 165,5 (-COOCH3-),
203,2 (C-5) ppm’ de pikler goriiliir.

Kiitle spektrumunda (m/z) 563/565 [M-+Na]*/[M+2+Na]*(100%) pikler
goriiliir.

Analiz: C6H2sBrN20s (M.A. 541,39) icin

%C %H %N

Hesaplanan: 57,68 4,65 5,17
Bulunan : 57,75 4,68 5,21

Benzil 2,6,6-trimetil-4-(2-hidroksi-3,5-dinitrofenil)-5-okso-1,4,5,6,7,8-
hekzahidrokinolin-3-karboksilat (HM8)

3,5-Dinitrosalisilaldehit, 4.,4-dimetil-1,3-siklohekzandion, benzil
asetoasetat ve amonyum asetatin reaksiyonuyla kazanilmigtir. Verim % 68.

Bilesik sari-turuncu toz seklinde olup, erime derecesi 217-219 °C’dir.

IR spektrumunda 3443 (O-H), 3297 (N-H gerilim), 3095 (C-H gerilim,
aromatik), 2966 (C-H gerilim, alifatik), 1708 (C=0 gerilim, ester), 1649 (C=0
gerilim, keton), 1468 (C=C gerilim) ve 1197 (C-O gerilim) cm™ de pikler gériiliir.

'H-NMR spektrumunda (5, DMSO-dg): 0,95 (3H; s; 6-CH3), 1,04 (3H; s;
6-CHzs), 1,69-1,74 (2H; m; H-7), 2,42 (3H; s; 2-CH3), 2,56-2,50 (2H; m; H-8),
3,38 (1H; s; O-H), 4,86, 5,08 (2H, AB sistem, Jag = 13,2 Hz, -COOCHCsHs),
5,04 (1H; s; H-4); 7,03-7,23 (5H; m; -CH2-CeHs), 7,86 (1H, d, J=2,8 Hz, Ar-Hs),
8,49 (1H, d, J=2,8 Hz, Ar-Ha), 9,82 (1H; s; N-H) ppm’de pikler goriiliir.

13C-NMR spektrumunda 18,2 (2-CHs), 23,3 (6-CHs), 24,1 (6-CHs), 25,0
(C-8), 32,1 (C-7), 33,2 (C-6), 64,9 (-COOCH,-), 102,0 (C-3), 107,0 (C-4a), 119,4,
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127,3,127,4, 1275, 127,6, 128,1, 136,1, 137,9, 138,3, 139,0 (aromatik karbonlar),
147,2 (C-2), 154,3 (C-8a), 165,6 (-COOCH2-), 203,1 (C-5) ppm’ de pikler
goruliir.
Kiitle spektrumunda (m/z) 507 [M]" (100%) pikler goriiliir.
Analiz: Cz6H2sN30s (M.A. 507,49) i¢in
%C %H %N
Hesaplanan: 61,53 4,97 8,28

Bulunan : 61,65 5,05 8,36

2-(Metakriloiloksi)etil 2,6,6-trimetil-4-(2-hidroksi-5-klorofenil)-5-
okso-1,4,5,6,7,8-hekzahidrokinolin-3-karboksilat (HM9)

Cl
0 OH
i

H;C COOCH,CH,0C—C—CH;
H,C | CH,

N cH,

H

5-Klorosalisilaldehit, 4 4-dimetil-1,3-siklohekzandion, 2-

(metakriloiloksi)etil asetoasetat ve amonyum asetatin reaksiyonuyla kazanilmistir.
Verim % 52.

Bilesik sar1 toz seklinde olup, erime derecesi 202-203°C’dir.

IR spektrumunda 3440 (O-H), 3263 (N-H gerilim), 3026 (C-H gerilim,
aromatik), 2981 (C-H gerilim, alifatik), 1721 (C=0 gerilim, ester), 1638 (C=0
gerilim, keton), 1475 (C=C gerilim) ve 1127 (C-O gerilim) cm™’ de pikler gériiliir.

H-NMR (8, DMSO-ds): 0,96 (3H; s; 6-CHs), 1,01 (3H; s; 6-CH3), 1,66-
1,72 (2H; m; H-7), 1,78 (3H; s; -C(CHs)=CHz2), 2,35 (3H, s, 2-CHs), 2,50-2,55
(2H; m; H-8), 4,05-4,23 (4H; m; -OCH.CH-0-), 4,85 (1H; s; H-4), 5,60 (1H; s; -
C=CHaa), 5,85 (1H; s; -C=CHz2g), 6,75 (1H; d; J=8,0 Hz; Ar-Hzs), 6,81 (1H; d;
J=2,4 Hz; Ar-Hs), 7,12 (1H; dd; J= 8,0/2,4 Hz; Ar-Ha), 9,62 (1H; s; N-H), 10,43
(1H; s; O-H) ppm’de pikler goriiliir.

BBC-NMR (8, DMSO-ds): 17,8 (C(CHs)=CH,), 18,2 (2-CHs), 23,2 (6-
CHs), 24,0 (6-CHg), 25,3 (C-8), 31,1 (C-7), 33,2 (C-4), 39,5 (C-6), 61,0 (-
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OCH.CH20-), 62,3 (-OCH.CH,0-), 102,5 (C-3), 107,8 (C-4a), 120,5, 124,8,
125,9 (aromatik karbonlar) 126,8 (-C=CHy), 135,2 (-C(CH3)=CH>), 136,8, 139,1,
146,2 (aromatik karbonlar), 150,1 (C-2), 153,5 (C-8a), 165,7 (-COOCH,-), 166,3
(-COC(CH3)=CHy), 203,5 (C-5) ppm’de pikler goriiliir.

Kiitle spektrumunda (m/z) 496/498 [M+1]" (100%)/[M+1+2]" pikler
goriiliir.

Analiz: C2sH28CINOg (M.A. 473,95) icin

%C %H %N

Hesaplanan: 63,35 5,95 2,96
Bulunan : 6348 590 2,98

2-(Metakriloiloksi)etil ~ 2,6,6-trimetil-4-(2-hidroksi-3,5-klorofenil)-5-
okso-1,4,5,6,7,8-hekzahidrokinolin-3-karboksilat (HM10)

Cl Cl
¢} OH O
I
H;C COOCH,CH,0C—C~CH
H,C | ] CH,
N e,
H
3,5-Diklorosalisilaldehit, 4 4-dimetil-1,3-siklohekzandion, 2-(

metakriloiloksi)etil asetoasetat ve amonyum asetatin reaksiyonuyla kazanilmastir.
Verim %70.

Bilesik sarimsi toz seklinde olup, erime derecesi 171-173°C’dir.

IR spektrumunda 3437 (O-H), 3296 (N-H gerilim), 3095 (C-H gerilim,
aromatik), 2961 (C-H gerilim, alifatik), 1709 (C=0 gerilim, ester), 1649 (C=0
gerilim, keton), 1484 (C=C gerilim) ve 1199 (C-O gerilim) cm™ de pikler gériiliir.

H-NMR spektrumunda (8, DMSO-ds): 0,95 (3H; s; 6-CH3), 1,02 (3H; s;
6-CHs), 1,65-1,71 (2H; m; H-7), 1,79 (3H; s; -C(CH3)=CHy), 2,37 (3H, s, 2-CH3),
2,51-2,55 (2H; m; H-8), 4,06-4,22 (4H; m; -OCH.CH»0-), 4,86 (1H; s; H-4), 5,61
(1H; m; -C=CHza), 5,87 (1H; s; -C=CHzg), 6,88 (1H, d, J=2.4 Hz, Ar-He), 7,19
(1H, d, J=2.4 Hz, Ar-Hg), 9,64 (1H; s; N-H), 10,45 (1H; s; O-H)’ de pikler

goruliir.
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13C-NMR spektrumunda 17,7 (C(CH3)=CH>), 18,1 (2-CHs), 23,2 (6-CHa),
24,1 (6-CHs), 25,1 (C-8), 31,2 (C-7), 33,2 (C-4), 39,5 (C-6), 61,2 (-OCH2CH20-),
62,4 (-OCH,CH20O-), 102,6 (C-3), 107,8 (C-4a), 122,2, 123,1, 125,7, 127,0
(aromatik karbonlar) 126,4 (-C=CH.), 135,3 (-C(CHs3)=CH), 137,5, 146,6
(aromatik karbonlar), 148,4 (C-2), 153,7 (C-8a), 165,9 (-COOCH,-), 166,1 (-
COC(CH3)=CHy), 203,4 (C-5) ppm’ de pikler goriiliir.

Kiitle spektrumunda (m/z) 530/532 [M-+Na]*(100%)/[M+2+Na]* pikler
goriiliir.

Analiz: Cz5H27CI2NOg (M.A. 508,39) i¢in

%C %H %N

Hesaplanan: 59,06 5,35 2,76
Bulunan : 5899 542 2,83

2-(Metakriloiloksi)etil 2,6,6-trimetil-4-(5-bromo-2-hidroksifenil)-5-
okso-1,4,5,6,7,8-hekzahidrokinolin-3-karboksilat (HM11)

Br
0 OH 0
1
H;C COOCH,CH,0C—C—CH
H,C | CH,
N e,
H
5-Bromosalisilaldehit, 4,4-dimetil-1,3-siklohekzandion, 2-(

metakriloiloksi)etil asetoasetat ve amonyum reaksiyonuyla kazanilmistir. Verim
%35.

Bilesik sar1 toz seklinde olup, erime derecesi 271-273°C’dir.

IR spektrumunda 3441 (O-H), 3273 (N-H gerilim), 3054 (C-H gerilim,
aromatik), 2956 (C-H gerilim, alifatik), 1722 (C=0 gerilim, ester), 1641 (C=0
gerilim, keton), 1485 (C=C gerilim) ve 1180 (C-O gerilim) cm™ de pikler gériiliir.

'H-NMR spektrumunda (5, DMSO-dg): 0,94 (3H; s; 6-CH3), 0,99 (3H; s;
6-CHa), 1,68-1,74 (2H; m; H-7); 1,79 (3H; s; -C(CH3)=CHy>), 2,32 (3H, s, 2-CH3),
2,49-2,54 (2H; m; H-8), 4,03-4,21 (4H; m; -OCH>CH0-), 4,86 (1H; s; H-4), 5,59
(1H; s; -C=CHza), 5,86 (1H; s; -C=CHzg), 6,68 (1H; d; J=8.4 Hz; Ar-Hs), 6,90
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(1H; d; J=2.4 Hz; Ar-Hs), 7,13 (1H; dd; J=8.4/2.4 Hz; Ar-Ha), 9,64 (1H; s; N-H),
10,55 (1H; s; O-H) ppm’de pikler goriiliir.

BBC-NMR spektrumunda (8, DMSO-ds): 17,9 (C(CHs)=CH), 18,3 (2-
CH3), 23,1 (6-CHs3), 24,0 (6-CHs), 25,2 (C-8), 31,3 (C-7), 33,0 (C-4), 39,7 (C-6),
61,1 (-OCH,CH20-), 62,5 (-OCH2CH.0-), 102,7 (C-3), 107,7 (C-4a), 119,3,
123,1, 125,7 (aromatik karbonlar) 126,3(-C=CHy), 135,3 (-C(CH3)=CHy), 136,5,
138,6, 146,8 (aromatik karbonlar), 149,2 (C-2), 153,8 (C-8a), 165,9 (-COOCHy>-),
166,2 (-COC(CH3)=CHy), 203,6 (C-5) ppm’de pikler goriiliir.

Kiitle spektrumunda (m/z) 540/542 [M+Na]*(100%)/[M+2+Na]* pikler
goriiliir.

Analiz: C2sH28BrNOs (M.A. 518,4) igin

%C %H %N
Hesaplanan: 57,92 5,44 270
Bulunan : 58,04 542 2,76

2-(Metakriloiloksi)etil 2,6,6-trimetil-4-(3,5-dibromo-2-hidroksifenil)-5-
okso-1,4,5,6,7,8-hekzahidrokinolin-3-karboksilat (HM12)

Br Br
0 OH 0
Il
H;C COOCH,CH,0C—C~CHy
H;C || CH,
N cn,
H
3,5-Dibromosalisilaldehit, 4,4-dimetil-1,3-siklohekzandion, 2-(

metakriloiloksi)etil asetoasetat ve amonyum asetatin reaksiyonuyla kazanilmstir.
Verim %51.

Bilesik sarimsi toz seklinde olup, erime derecesi 185-187°C’dir.

IR spektrumunda 3449 (O-H), 3299 (N-H gerilim), 3095 (C-H gerilim,
aromatik), 2925 (C-H gerilim, alifatik), 1709 (C=0 gerilim, ester), 1648 (C=0
gerilim, keton) ve 1483 (C=C gerilim) cm™’ de pikler goriiliir.

'H-NMR spektrumunda, (5, DMSO-ds): 0,97 (3H; s; 6-CHs), 1,04 (3H; s;
6-CHs), 1,65-1,72 (2H; m; H-7), 1,80 (3H; s; -C(CH3)=CH>), 2,38 (3H, s, 2-CH3),
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2,52-2,60 (2H; m; H-8), 4,06-4,23 (4H; m; -OCH>CH,0-), 4,86 (1H; s; H-4), 5,62
(1H; m; -C=CHza), 5,89 (1H; s; -C=CHzg), 6,83 (1H, d, J=2,4 Hz, Ar-He), 7,42
(1H, d, J=2,4 Hz, Ar-Ha), 9,68 (1H; s; N-H), 10,52 (1H; s; O-H) ppm’de pikler
goruliir.

BC-NMR spektrumunda (5, DMSO-ds): 17,8 (C(CH3)=CH,), 18,2 (2-
CHa), 23,2 (6-CH3), 24,1 (6-CHs), 25,2 (C-8), 31,3 (C-7), 33,1 (C-4), 39,5 (C-6),
61,3 (-OCH,CH,0-), 62,4 (-OCH,CH.0-), 102,7 (C-3), 107,8 (C-4a), 1111,
112,3, 125,9 (-C=CHy>), 129,8, 132,4 (aromatik karbonlar), 135,3 (-C(CHz)=CH>),
137,8, 146,6 (aromatik karbonlar), 149,8 (C-2), 153,9 (C-8a), 165,9 (-COOCH>-),
166,1 (-COC(CH3)=CHy), 203,6 (C-5) ppm’ de pikler goriiliir.

Kiitle spektrumunda (m/z) 618/620/622 [M+Na]*/
[M+2+Na]*(100%)/[M+4+Na]* pikler goriiliir.

Analiz: CasH27Br2NOs (M.A. 597,29) icin

%C %H %N

Hesaplanan: 50,27 4,56 2,35
Bulunan : 4998 461 2,33

2-(Metakriloiloksi)etil 2,6,6-trimetil-4-(3-bromo-2-2hidroksi-5-
klorofenil)-5-okso-1,4,5,6,7,8-hekzahidrokinolin-3-karboksilat (HM13)

Cl Br
0 OH 0
Il
H;C COOCH,CH,0C—C~CHy
H;C | CH,
N e,
H

3-Bromo-5-klorosalisilaldehit, 4,4-dimetil-1,3-siklohekzandion, 2-(
metakriloiloksi)etil asetoasetat ve amonyum asetatin reaksiyonuyla kazanilmistir.
Verim %58.

Bilesik agik sar1 toz seklinde olup, erime derecesi 160-162°C’dir.

IR spektrumunda 3442 (O-H), 3298 (N-H gerilim), 3095 (C-H gerilim,
aromatik), 2927 (C-H gerilim, alifatik), 1709 (C=0 gerilim, ester), 1649 (C=0
gerilim, keton), 1469 (C=C gerilim) ve 1198 (C-O gerilim) cm™ de pikler goriiliir.
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H-NMR spektrumunda, (5, DMSO-ds): 0,96 (3H; s; 6-CHs), 1,03 (3H; s;
6-CHa), 1,64-1,72 (2H; m; H-7), 1,79 (3H; s; -C(CH3)=CH>), 2,37 (3H, s, 2-CH3),
2,52-2,59 (2H; m; H-8), 4,03-4,23 (4H; m; -OCH,CH,0-), 4,86 (1H; s; H-4), 5,61
(1H; m; -C=CHaa), 5,88 (1H; s; -C=CHgs), 6,71 (1H, d, J=2.4 Hz, Ar-He), 7,31
(1H, d, J=2 Hz, Ar-Hs), 9,66 (1H; s; N-H), 10,56 (1H; s; O-H) ppm’de pikler
goriiliir.

13C-NMR spektrumunda (5, DMSO-ds): 17,8 (C(CHs)=CH), 18,2 (2-
CHa), 23,2 (6-CH3), 24,1 (6-CH3), 25,2 (C-8), 31,3 (C-7), 33,2 (C-4), 39,5 (C-6),
61,3 (-OCH2CH,0-), 62,4 (-OCH,CH.0-), 102,7 (C-3), 107,8 (C-4a), 111,9,
123,7, 125,8, 127,0 (aromatik karbonlar) 129,8 (-C=CH>), 135,3 (-C(CH3)=CH>),
137,3, 146,6 (aromatik karbonlar), 149,3 (C-2), 153,9 (C-8a), 165,9 (-COOCHy>-),
166,1 (-COC(CH3)=CHy), 203,6 (C-5) ppm’ de pikler goriiliir.

Kiitle spektrumunda (m/z) 574/576/578[M+Na]*/
[M+2+Na]*(100%)/[M+4+Na]"* pikler goriiliir.

Analiz: CsH27BrCINOg (M.A. 552,84) igin

%C %H %N
Hesaplanan: 54,31 4,92 253
Bulunan : 54,15 490 256

2-(Metakriloiloksi)etil 2,6,6-trimetil-4-(2-hidroksi-5-bromo-3-
nitrofenil)-5-okso-1,4,5,6,7,8-hekzahidrokinolin-3-karboksilat (HM14)

Br N02
(@] OH O
H C ]
3 COOCHZCHZOC—E—CH3
H;C | CH,
N “cn,
H

5-Bromo-3-nitrosalisilaldehit, 4 4-dimetil-1,3-siklohekzandion, 2-(
metakriloiloksi)etil asetoasetat ve amonyum asetatin reaksiyonuyla kazanilmistir.
Verim % 55.

Bilesik sari- turuncu toz seklinde olup, erime derecesi 171-172°C’dir.
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IR spektrumunda 3443 (O-H), 3337 (N-H gerilim), 3091 (C-H gerilim,
aromatik), 2969 (C-H gerilim, alifatik), 1716 (C=0 gerilim, ester), 1650 (C=0
gerilim, keton), 1471 (C=C gerilim) ve 1197 (C-O gerilim) cm™ de pikler goriiliir.

'H-NMR spektrumunda (8, DMSO-ds): 0,93 (3H; s; 6-CHs), 0,99 (3H; s;
6-CHa), 1,66-1,74 (2H; m; H-7); 1,78 (3H; s; -C(CH3)=CHy>), 2,35 (3H, s, 2-CH3),
2,50-2,57 (2H; m; H-8), 4,07-4,27 (4H; m; -OCH2.CH20-), 4,95 (1H; s; H-4), 5,60
(1H; s; -C=CHza), 5,85 (1H; s; -C=CHzg), 7,21 (1H; d; J=2.4 Hz; Ar-Hg), 7,80
(1H; d; J=2.4 Hz; Ar-Ha4), 9,61 (1H; s; N-H), 11,09 (1H; s; O-H). ppm’de pikler
goriiliir.

BC-NMR spektrumunda (8, DMSO-ds): 17,7 (C(CHs)=CH2), 18,1 (2-
CHj3), 23,1 (6-CHa), 24,0 (6-CHz3), 24,9 (C-8), 31,6 (C-7), 33,2 (C-4), 39,5 (C-6),
61,1 (-OCH.CH:0-), 62,4 (-OCH.CH:0-), 101,8 (C-3), 107,3 (C-4a), 109,7,
124,9 (aromatik karbonlar) 125,7 (-C=CH), 135,3 (-C(CH3)=CH>), 135,8, 139,0,
140,3, 146,9 (aromatik karbonlar), 147,7 (C-2), 153,3 (C-8a), 165,8 (-COOCH>-),
166,0 (-COC(CH3)=CHy), 202,5 (C-5) ppm’de pikler goriiliir.

Kiitle spektrumunda (m/z) 585/587 [M+Na]*(100%)/[M+2+Na]* pikler
goruliir.

Analiz: CzsH27BrN20g (M.A. 563,39) i¢in
%C %H %N

Hesaplanan: 53,30 4,83 4,97

Bulunan : 53,15 4,90 4,96

2-(Metakriloiloksi)etil 2,6,6-trimetil-4-(3-bromo-2-hidroksi-5-
nitrofenil)-5-okso-1,4,5,6,7,8-hekzahidrokinolin-3-karboksilat (HM15)
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3-Bromo-5-nitrosalisilaldehit, 4,4-dimetil-1,3-siklohekzandion, 2-(
metakriloiloksi)etil asetoasetat ve amonyum asetatin reaksiyonuyla kazanilmistir.
Verim %46.

Bilesik sar1 toz seklinde olup, erime derecesi 118-120°C’dir.

IR spektrumunda 3451 (O-H), 3301 (N-H gerilim), 3095 (C-H gerilim,
aromatik), 2966 (C-H gerilim, alifatik), 1707 (C=0 gerilim, ester), 1648 (C=0
gerilim, keton), 1458 (C=C gerilim) ve 1161 (C-O gerilim) cm™ de pikler goriiliir.

'H-NMR spektrumunda (5, DMSO-ds): 0,98 (3H; s; 6-CHs), 1,06 (3H; s;
6-CHa), 1,67-1,75 (2H; m; H-7), 1,76 (3H; s; -C(CH3)=CHy>), 2,42 (3H, s, 2-CHj3),
2,55-2,62 (2H; m; H-8), 3,98-4,30 (4H; m; -OCH2CH20-), 4,93 (1H; s; H-4), 5,57
(1H; m; -C=CHza), 5,81 (1H; s; C=CHgs), 7,64 (1H, d, J=2.8 Hz, Ar-Hs), 8,13
(1H, d, J=2.8 Hz, Ar-Hs), 9,84 (1H; s; N-H), 11,80 (1H; s; O-H) ppm’de pikler
goriiliir.

BC-NMR spektrumunda (8, DMSO-ds): 17,7 (C(CHs)=CH), 18,1 (2-
CHzs), 23,3 (6-CH?3), 24,1 (6-CHa), 25,1 (C-8), 31,6 (C-7), 33,1 (C-4), 39,5 (C-6),
61,1 (-OCH.CH:0-), 62,5 (-OCH.CH:0-), 102,5 (C-3), 107,4 (C-4a), 111,0,
123,1, 125,7 (aromatik karbonlar), 126,5 (-C=CH>), 135,3 (-C(CH3)=CH>), 135,8,
140,2 (aromatik karbonlar), 147,0 (C-2), 154,4 (C-8a), 156,9 (aromatik karbon),
165,6 (-COOCH3-), 166,0 (-COC(CHs)=CH.), 203,8 (C-5) ppm’ de pikler
goriiliir.

Kiitle spektrumunda (m/z) 585/587 [M+Na]*(100%)/[M+2+Na]* pikler
gortliir.

Analiz: CasH27BrN2Og (M.A. 563,39) i¢in

%C %H %N
Hesaplanan: 53,30 4,83 4,97
Bulunan : 53,15 4,88 4,96
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2-(Metakriloiloksi)etil  2,6,6-trimetil-4-(2-hidroksi-3,5-dinitrofenil)-5-
okso-1,4,5,6,7,8-hekzahidrokinolin-3-karboksilat (HM16)

3,5-Dinitrosalisilaldehit, 4,4-dimetil-1,3-siklohekzandion, 2-(
metakriloiloksi)etil asetoasetat ve amonyum asetatin reaksiyonuyla kazanilmustir.
Verim %63.

Bilesik sar1 toz seklinde olup, erime derecesi 88-90°C’dir.

IR spektrumunda 3444 (O-H), 3299 (N-H gerilim), 3095 (C-H gerilim,
aromatik), 2964 (C-H gerilim, alifatik), 1709 (C=0 gerilim, ester), 1647 (C=0
gerilim, keton), 1469 (C=C gerilim) ve 1198 (C-O gerilim) cm™’ de pikler gériiliir.

'H-NMR spektrumunda (8, DMSO-ds): 0,93 (3H; s; 6-CHs), 1,03 (3H; s;
6-CHs), 1,68-1,73 (2H; m; H-7), 1,74 (3H; s; -C(CH3)=CHz2), 2,38 (3H, s, 2-CH3),
2,53-2,61 (2H; m; H-8), 4,03-4,31 (4H; m; -OCH2CH>0-), 5,03 (1H; s; H-4), 5,55
(1H; m; C=CHaza), 5,79 (1H; m; C=CHzs), 7,91 (1H, d, J=2,8 Hz, Ar-He), 8,47
(1H, d, J=2,8 Hz, Ar-Hs), 9,74 (1H; s; N-H), 12,25 (1H; s; O-H) ppm’de pikler
goriiliir.

13C-NMR spektrumunda (5, DMSO-dg): 17,6 (C(CH3)=CH), 18,2 (2-
CHz3), 23,2 (6-CH?3), 24,1 (6-CHa), 24,9 (C-8), 32,1 (C-7), 33,3 (C-4), 39,5 (C-6),
61,1 (-OCH.CH20-), 62,4 (-OCH.CH:0-), 101,8 (C-3), 107,2 (C-4a), 119,3,
125,6 (aromatik karbonlar) 127,4 (-C=CHz), 135,3 (-C(CH3)=CH>), 137,6, 138,3,
139,2 (aromatik karbonlar), 147,2 (C-2), 153,8 (C-8a), 165,7 (-COOCH>-), 166,0
(-COC(CH3)=CHy>), 202,7 (C-5) ppm’ de pikler goriiliir.

Kiitle spektrumunda (m/z) 552 [M+Na]*(100%) pikler goriiliir.

Analiz: C2sH27N3010 (M.A. 529,5) i¢in

%C %H %N
Hesaplanan: 56,71 5,14 7,94
Bulunan : 56,75 5,09 7,96
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4.2. X lIsinlar1 Yapi Analizi

HM8’in X i1sinlart kristalografi yontemi kullanilarak aydinlatilmis {i¢
boyutlu yapis1 Sekil 4.1° de verilmistir.

Sekil 4.1. HM8’ in ORTEP diagramu.

HM8 molekiiliinde 6,6-dimetilsiklohekzen-2-on halkasinin C2/C3/C4/01
(A) atomlarindan olusan kismi diizlemsele yakindir. C1/C6/C5 (B) ve C7/C4/C8
(C) propan kisimlar1 sirasiyla A’dan 27.87° and 80.12° dihedral agilarda
biikiilmiistiir. 2-metil-1,4-dihidropiridin C1/C2/C9/C16/C17/C18/N1 (D) ve 2-
hidroksifenil C10-C15/02 (E) halkalar1 diizlemsele yakin iken, D/E arasindaki
dihedral a¢1 73.64° bulunmustur. Nitro gruplar1 N2/0O3/04 (F) and N3/05/06 (G)
66.80° ve 5.1° dihedral agilarla yonlenmistir.

Molekiiller arasinda N-H...O, O-H...O ve C-H...O etkilesmeleri

saptanmis ve geometrileri ile ilgili bulgular Sekil 4.2, Tablo 4.1’de sunulmustur.
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Sekil 4.2. HM8’de molekiiller aras1 C-H...O, N-H...O and O-H...O baglar:.

Tablo 4.1. HM8’in hidrojen baglarmin geometrisi (A, ©).

DA D_H HeA DA DA
02—H2---01 0.82 1.71 2507 (2) 162
N1—HI---O4i 0.86 2.31 3.080 (2) 149
C18—HI8C---07 0.96 231 2.806 (3) 112
C20—H20B:--O2ii 0.97 2.45 3.408 (3) 168

HM12’nin X 1sinlan kristalografi yontemi kullanilarak aydinlatilmis ii¢
boyutlu yapis1 Sekil 4.3°de verilmistir.
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Bri

Sekil 4.3. HM12’ nin ORTEP diyagramu.

HM12 molekiiliinde ise dimetil siibstitiie oksosiklohekzen halkasinin
diizlemsel degil, kayik formunda oldugu bulunmustur. Bu halkanin sadece
C2/C3/C4/01 (A) atomlarindan olusan kismi diizlemseldir. C1/C6/C5 (B) ve
C7/C4/C8 (C) propan kisimlari sirasiyla A’dan 20.36° and 74.75° dihedral
acilarda biikiilmiistiir. 2-Metil-1,4-dihidropiridin C1/C2/C9/C16/C17/C18/N1 (D)
ve 3,5-dibromo-2-hidroksifenil C10-C15/02/Br1/Br2 (E) halkalar1 diizlemsele
yakin iken D/E arasindaki dihedral ac1 75.61° bulunmustur. Molekiiller arasinda
N-H...O, O-H...O ve C-H...O etkilesmeleri bulunmustur (Sekil 4.4, Tablo 4.2).
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Sekil 4.4. HM12’de molekiiller aras1 C-H...O, N-H...O and O-H...O baglar1.

Tablo 4.2. HM12 nin hidrojen baglarinin geometrisi (A, °)

D_H.-A D_H HeA DA DA
02—H2---01 0.82 1.79 2591 (3) 165
N1—H1---02i 0.86 2.18 3.037(3) 174
C18—HI8A 03 0.96 2.11 2.842 (4) 131
C20—H20B:--Oliii 0.97 2.56 3.248 (4) 128

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

Sentezlenen bilesiklerin kalsiyum kanal bloke edici etkileri L- ve T-tipi
kalsiyum kanallar1 iizerinde 10 uM konsantrasyonda test edilmistir. Sonuglar
bilesikler uygulandiktan sonra akimin yiizde inhibisyonu olarak bildirilmistir

(Sekil 4.5).
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Sekil 4.5. Bilesiklerin 10 uM konsantrasyonda sican Cav1.2 (A) ve insan Cav3.2

(B) kalsiyum kanallarini inhibisyonu (n=3-7).
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4.4. Doking Calismalar:

HMO9-18 bilesiklerinin ester yan zincirindeki Michael akseptor grubunun
sistein aminoasidinin tiyol grubuyla reaksiyona girmesi beklenmektedir (114). Bu
yiizden, L-tipi kalsiyum kanalina DHP’lerin literatiirde tanimlanmis baglanma
sekilleri goz Oniine alinarak, baglanma bolgesinde yer alan sistein aminoasiti ile
olasi kovalent baglanmalar arastirilmistir (8). HM12 molekiiliiniin L-tipi kalsiyum

kanalina ongoriilen baglanma Sekil 4.6°da gosterilmistir.

PHE1143

ILE1182
TYR1489 MET1186

Br. Br

THR1142
CYS1492

S

- TYR1489 ALA1493

o ILE1496
o N

ILE1496

N
H
PHE1190

PHE1500

Sekil 4.6. HM12’nin Cav1.2’ye kovalent baglanma hipotezi.

(A) DHP’lerin kalsiyum kanallarina baglanma bolgesindeki sistein aminoasitleri kiire seklinde
gosterilmistir. Doking calismalarinda kullanilan CYS1492 turuncu olarak isaretlenmigtir. (B)
Sisteinin tiyol grubu ve Michael akseptor arasindaki kovalent bag olusumunun 2D gdsterimi.
(C,D) HM12’nin 3D (C) ve 2D (D) olarak ongériilen baglanma sekli. Kirmizi ok-hidrojen bag
akseptorii, sar1 kiire-hidrofobik etkilesme.
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4.5. Bilesiklerin Reaktivitelerinin Glutatyonla Belirlenmesi

HM12-16 bilesiklerinin ester zincirinde bulunan Michael akseptor
gruplarinin  sisteinin tiyol grubuna olan reaktivitesi glutatyon kullanilarak
saptanmistir. Glutatyon soft bir niikleofil oldugu i¢in GSH kullanarak o,p-
doymamis karbonil sistemlerinin elektrofilligini aragtirmak siklikla uygulanan
tekniklerdendir (115-117).

Glutatyon-HM12 inkiibasyon karisiminin t=0 ve t=120 dakikalarda
alinmis kiitle spektrumlart Sekil 4.7’de verilmistir. HM13-16’nin GSH ile

inkiibasyonu sonucu elde edilen spektrumlar Ek-1’de verilmistir.

0] o HM12 [M+H]* 598

0,94
GSH [M+H]* 308

0,87

o] HM12 + GSH [M+H]* 905
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Sekil 4.7. Glutatyon-HM12 karigiminin t=0 dk (A) ve t=120 dk (B) kiitle
spektrumlari.
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5. TARTISMA
5.1. Kimyasal Calismalar

Bu calismada, benzil/2-(metakriloksi)etil 2-metil-4-(siibstitiie fenil)-5-
okso-1,4,5,6,7,8-hekzahidrokinolin-3-karboksilat yapisina sahip on alt1 adet DHP
tirevi sentezlenmistir. Bilesikler; mikrodalga 1simasi altinda absolii etanol
igerisinde 4,4-dimetil-1,3-siklohekzandion, siibstitiie salisilaldehit, benzil/2-
(metakriloksi)etil asetoasetat ve amonyum asetat kullanilarak modifiye Hantzsch
reaksiyonuna gore elde edilmistir. HM1 ve HM2’nin sentezi literatiirde
bildirilmis olmasina ragmen (118), bu bilesiklerin L-/T-tipi kalsiyum kanallarina
etkileri daha Once aragtirilmadigi i¢in bu bilesikler de calismaya dahil edilmistir.

Hedeflenen bilesiklerin elde edilmesinde kullanilan genel sentetik yol

Sekil 5.1°de gosterilmistir.

R, R,
OH
H (6]
O
COOR
H;C N EtOH
0 O CH;
CH,COONH,

Sekil 5.1. HM1-16" nin genel sentez semasi.

Hantzsch reaksiyonu bilinen en eski multikomponent reaksiyonlardan
olup; aldehit, iki mol dikarbonil bilesigi ve amonyagin su ¢ikisiyla reaksiyonu
sonucu 2,3,5,6-tetrastibstitiie-1,4-DHP halkasinin olusumuyla ger¢eklesmektedir
(119). Bilesiklerin elde edilmesinde uygulanan modifiye Hantzsch reaksiyonunun

mekanizmasi Sekil 5.2°de verilmistir.



R, R,

o R, R, 0 OH
H,C @[ HyC CH
H3C * OH - = H3C
o CHO )
()]
0O O NH O
CH,CCH,COR + CH;COONH, CH,CCH,COR

)

R, R,
O OH
H,C COOR
H;C |
N” CH,

Sekil 5.2. HM1-16’ nin sentezinde kullanilan Hantzsch reaksiyonunun
mekanizmasi.
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Hantzsch reaksiyonunda, reaksiyon sartlarina bagli olarak; uzun reaksiyon
stireleri, beklenmeyen yan iriinler veya diisiik verim elde edilebilir (120). Bu
nedenle bu tez kapsaminda uygulanan mikrodalga yontemi sayesinde reaksiyon
stiresi kisaltilmis ve organik ¢oziicii kullanimi azaltilmistir.

Sentezlenen bilesiklerin yapilari ile baz1 kimyasal ve fiziksel 6zellikleri
Table 5.1°de gosterilmistir.

Tablo 5.1. Sentezlenen bilesiklerin yapilar1 ile bazi kimyasal ve fiziksel
ozellikleri.

R,

OH (‘)‘

COOCH,CH,0CCCH;

CH,
CH,
HM9-16

Bilesik R1 R2 Molekiil Agirhg Erime Derecesi
HM1 H Cl 452 213-215
HM2 CI Cl 486 214-216
HM3 H Br 496 217-219
HM4  Br Br 575 225-228
HM5  Br Cl 531 218-219
HM6 NO: Br 541 203-205
HM7  Br NO2 541 233-235
HM8 NO2 NO: 507 217-21
HM9 H Cl 474 202-203
HM10 CI Cl 508 171-173
HM11 H Br 518 271-273
HM12 Br Br 597 185-187
HM13 Br Cl 553 160-162
HM14 NO: Br 563 171-172
HM15 Br NO: 563 118-120
HM16 NO: NO2 529 140-142
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Sentezlenen bilesiklerin yapilari, IR, H-NMR, C-NMR ve Kkiitle
spektrumlarindan elde edilen spektral verilere dayanarak dogrulanmistir Elde
edilen bilesiklerin spektrumlar1 EK-1’de verilmistir. Ayrica HM8 ve HM12’nin
yapilart X-1sinlar1 analizi yonetmiyle de aydmlatilmistir. Bilesiklerin IR
spektrumlarinda fenol, amin, ester, keton fonksiyonel gruplartyla aromatik yapilar
icin karakteristik gerilme titresim bantlari gézlenmistir. O-H, N-H, C=0 (ester),
C=0 (keton) baglarina ait gerilim titresimleri sirasiyla 3450, 3300, 1700 ve 1650
cm? civarinda gozlenmektedir. Bu bulgular benzer yapilar igin literatiirde
bildirilen degerlerle benzerdir (85,121).

Bilesiklerin 'H-NMR spektrumlar1 DMSO-0ds igerisinde elde edilmistir.
Alti numarali konumdaki dimetil gruplart 0,93-1,07 ppm aralifinda farkh
kimyasal kayma degerlerinde singlet olarak gozlenmislerdir. DHP halkasina
kondanse edilmis siklohekzanon halkasinin metilen protonlar1 1,64-2,62 ppm
araliginda multiplet olarak izlenmislerdir. Iki numarali konumdaki metil
protonlart 2,32-2,45 ppm arasinda singlet olarak pik vermistir. DHP halkasinin
kapandigmi kanitlayan dort numarali konumdaki proton ve N-H protonlar
sirastyla 4,85-5,0 ve 9,61-10,81 ppm’ de gozlenmistir. Dort numarali konumdaki
asimetrik merkez nedeniyle benzil grubundaki metilen protonlar1 (HM1 -8)
esdeger olmadiklarindan AB spin sistemi seklinde sinyal vermistir (J = 12,8 —13,6
Hz). Aym1 durum metakriloil grubundaki vinil protonlar i¢in de gecerlidir. Bu
protonlar da 5.55-5.89 ppm arasinda farkli kimyasal kayma degerlerinde
izlenmislerdir. Fenil halkasindaki aromatik protonlar ile O-H protonlar1 sirasiyla
6,67—-8,49 ppm ve 3,38-12,04 ppm araliginda gozlenmistir.

Bilesiklerin *C-NMR spektrumlarinda genellikle karbon atomlarinin
sayisina esit sayida pikler gozlenmistir. Bazi bilesiklerin spektrumlarinda
aromatik bolgede tist tiste ¢akisan pikler olmasi nedeniyle beklenenden daha az
sayida sinyal izlenmistir. Azot atomunun etkisi, DHP halkasinin sp?
hibritlestirilmis karbon atomlar1 arasinda kimyasal kayma degerlerinde 6nemli
farkliliklara neden olmustur. C-3 ve C-4a sinyalleri 100 ve 110 ppm civarinda
gozlenirken, C-2 ve C-8a ise sirasiyla 145 ve 150 ppm’de goriilmektedir. Keton
grubuna ait karbonlar 202,3 — 203,9 ppm arasinda, ester gruplarinin karbonilleri

ise 165,5 — 166,3 ppm’de gozlenmistir.
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Bilesiklerin yapilar1 kiitle spektrumlar1 yardimiyla da dogrulanmigtir. Tiim
bilesiklere ait molekiiler iyon pikleri sodyum iyonu eklenmis hali ile beklenen
degerlerde gozlenmistir. Ayrica bilesiklerin tasidig1 halojenin cinsine (Cl ve/veya

Br) ve izotopuna (*Cl, 3'Cl, "Br, Br) bagl olarak izotop pikleri gdzlenmistir.

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

3-Piridilmetil grubunun benzil ile yer degistirildigi ilk grup bilesik (HM1-8)
icerisinde sadece HM8’in T-tipi kalsiyum kanalin1 selektif olarak bloke ettigi
goriilmistiir. Diger bilesikler ne L-tipi ne de T-tipi kalsiyum kanallarini etkili bir
sekilde bloke edememistir. Bu sonuglar, piridin halkasinin azot atomunun kanalla
etkilesmede 6nemli rolii oldugunu kanitlamaktadir.

Ester grubuna Michael akseptorii getirilmesiyle sentezlenen ikinci grup
bilesikte ise (HM9-16) cok daha etkili molekiillere ulagilmistir. HM9 ve HM11
disinda tiim bilesikler Cavl.2 iizerinde inhibitor etki gdstermislerdir. Bu
bilesiklerde fenil halkasinin ii¢ numarali konumunda siibstitiient olmamasi1 bu
pozisyondaki gruplarin kanalla etkilesmede 6nemli olabilecegini gostermektedir.
Bu grup kapsaminda test edilen biitiin bilesikler Cav3.2’yi oldukga etkili sekilde
bloke etmislerdir. Bunlarin arasinda, HM10 ve HM12-14 bilesikleri neredeyse
tamama yakin (>%90) bir inhibisyona yol agmiglardir. HM11, HM15 ve HM16
ise kanaldan akimi %65-80 oraninda bloke etmeyi basarmislardir. HM9 ise %50
civarinda orta derecede bir inhibisyona neden olmustur.

Giicli baglanmanin Ongoriilen kovalent baglanma {izerinden oldugu
hipotezini desteklemek igin, elde edilen kanal blokajinin geri doniislii olup
olmadig1 da deney sonrasinda yikama yapilarak test edilmis ve inhibisyonun etkili
bir sekilde devam ettigi gosterilmistir. Ayrica en aktif bilesiklerden biri olan
HM12, N-tipi kalsiyum kanali iizerinde de test edilmis, Cav2.2’yi % 25.3+4
oraninda bloke ettigi gosterilmistir. Bu veri, bilesiklerin L- ve T-tipi kanallarina
kovalent baglandig1 goriisiinii dogrulamaktadir.

Sonuglar biitiin olarak ele alindiginda bilesik gruplar1 arasindaki temel
farkin ester gruplar1 oldugu diisiiniilerek, aktivite oranlari arasindaki belirgin

degisiklikte ester gruplarinin en 6nemli rolii oynadigi sdylenebilir.
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5.3. Doking Calismalari

Yapisinda Michael akseptor grubu tagiyan bilesiklerin kalsiyum kanallariyla
kovalent baglanma gerceklestirdigi hipotezini desteklemek i¢in molekiiler doking
yonteminden yararlanilmistir. HM12’nin GOLD (106) programi kullanilarak L-
tipi kalsiyum kanalina gerceklestirilen doking calismalart sonucunda daha 6nce
tanimlanan baglanma sekline benzer sonuglar elde edilmistir (8). HM12’nin
ongoriilen baglanma sekli, kanalin DHP baglanma bolgesi i¢inde CYS1492 ile
gerceklesen kovalent baglanmanin yanisira TYR1489 ile hidrojen bagi ve birgok
hidrofobik etkilesim icermektedir. Ayrica brom atomlarinin da hidrofobik
etkilesmeden sorumlu oldugu saptanmistir. Bu seri i¢inde en diisiik aktivite
gosteren HM9 ve HM11’in fenil halkasinin ii¢ numarali konumunda siibsitiient
tasimamast bu konumun kanalla etkilesmeler acisindan ©6nemli oldugunu
gostermektedir. Bu bilesiklerin  T-tipi kalsiyum kanalina baglanmalarinin
arastirilmasi ¢alismanin biitiinliigii agisindan 6nem tasimaktadir ancak ¢alismanin
yapildig: tarihte T-tipi kalsiyum kanalinin kristal yapisinin bulunmamasi, ayrica
homoloji model gelistirmek i¢in de yeterli benzerlikte protein bulunmamasi

nedeniyle ¢aligmanin bu kismi gergeklestirilememistir.

5.4. Bilesiklerin Reaktivitelerinin Glutatyon ile Belirlenmesi

Bilesiklerin Michael akseptor gruplarinin sisteinin tiyol grubuna kars
reaktiviteleri glutatyon kullanilarak test edilmistir.

Michael katimmin ilk basamagi, tiyol grubunun ¢ifte bagin B-pozisyonuna
niikleofilik atagi ile gergeklesir. Daha sonra olusan enolat ara iiriinii ve keto-enol

tautomerizasyonuyla {iriin elde edilir (13) (Sekil 5.3).
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l 1. 4-Katim
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Sekil 5.3. Tiyollerin o,3-doymamis karbonil bilesiklerine Michael katim
reaksiyonun mekanizmasi.

Bu reaksiyon icin 1,2-kattimi da olasiyken ¢ogu durumda 1,4-katim
gerceklesir. Clinkii bu reaksiyonun ger¢eklesmesi igin aktivasyon enerjisi direkt
katima gore genellikle daha diistiktiir (116).

L-tipi kalsiyum kanal blokorleri ile glutatyon arasindaki 1,4-katim
reaksiyonu kiitle spektroskopisi ile dogrulanmistir (Sekil 5.4). Bu amacla GSH ve
molekiiller HPLC vialleri igerisinde inkiibe edilmistir. t=0 ve t=120 dakikalarda

injeksiyonlar gerceklestirilmis ve iiriine ait pik t=120 dakikada gozlenmistir.
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Br
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Br Br
0 OH (l)I
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H;C | | CH,
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N
HOWE \)kOH
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Sekil 5.4. HM12 ve GSH reaksiyonu sonucu 1,4-katim tiriiniiniin olusumu.
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6. SONUC ve ONERILER

1,4-Dihidropiridin (DHP) halkasini yapisinda tasiyan molekiiller, farkli
kalsiyum kanal alt tiplerini bloke ederek etkisini gosteren, kardiyovaskiiler ve
norofizyolojik hastaliklarda kullanimi olan terapdtik etkili bilesiklerdir. Bu
calisma kapsaminda benzil/2-(metakriloksi)etil 2-metil-4-(siibstitiie fenil)-5-0kso-
1,4,5,6,7,8-hekzahidrokinolin-3-karboksilat yapisina sahip on alt1 adet DHP tiirevi
Hantzsch sentezine gore elde edilmistir. Bilesiklerin sentezi, 4,4-dimetil-1,3-
siklohekzadion, salisilaldehit tiirevleri, benzil asetoasetat / 2-(metakriloiloksi)etil
asetoasetat ve amonyum asetatin etanol i¢inde mikrodalga 1simasi altinda
gerceklestirilmistir. Sentezlenen bilesiklerin yapilari, IR, 'H-NMR, *C-NMR ve
kiitle spektrumundan elde edilen spektral verilere dayanarak dogrulanmistir.
Bilesiklerin L- ve T-tipi kalsiyum kanal1 iizerine bloke edici etkileri patch-clamp
yontemiyle belirlenmistir. Elde edilen sonuglara gore, ester yan zincirinde benzil
grubu tastyan bilesiklerden sadece bir tanesinin T-tip1 kalsiyum kanalini selektif
olarak bloke ettigi gozlenmistir. Ester yapisina alkil grubu olarak 2-
(metakriloiloksi)etil siibstitisyonu ile etkili kalsiyum kanal blokérlerine
ulagilmigtir.  Elde edilen veriler, ester grubuna Michael akseptoriiniin
getirilmesiyle kalsiyum kanallarinin  kovalent inhibitorlerine  ulasildigini
dogrulamistir. Ongoriilen kovalent baglanma, L-tipi kalsiyum kanalina yapilan
molekiiler doking yontemiyle desteklenmis, ayrica glutatyon inkiibasyon testiyle
de bilesiklerin reaktiviteleri dogrulanmistir. Calismanin yapildig: tarihte T-tipi
kalsiyum kanalinin ii¢ boyutlu yapisinin heniiz aydinlatilmamis olmas1 nedeniyle
bu kanal alt tipine kovalent baglanma molekiller doking yontemiyle
kanitlanamamustir.

Kalsiyum kanallar1 i¢in ilk defa tanimlanmis olan kovalent inhibitorlerle, ¢ok
etkili bilesiklere ulasilmanin yani sira, uzun etki siiresi ve daha diisiik dozda ilag
kullanma gibi avantajlar da elde edilebilir. Bu nedenle, bu tez kapsaminda
kullanilmis olan bu yaklasimin bundan sonra hipertansiyon ya da aljezi
tedavisinde kullanilacak kalsiyum kanal inhibitorlerinin tasarimi i¢in yeni bir yol
acmast umut edilmektedir. Ayrica T-tipi kalsiyum kanalinin kristal yapisinin

aydinlatilmasi ilerleyen zamanda ¢aligsmalarimiza yeni bir boyut kazandiracaktir.
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HM9’un IR spektrumu
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HM10’un *H-NMR spektrumu
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HM121’in IR spektrumu
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HM12’nin *H-NMR spektrumu
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HM13’iin *H-NMR spektrumu
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HM14’iin *H-NMR spektrumu
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HM15’in *H-NMR spektrumu
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HM16’n1n *H-NMR spektrumu
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HM13-GSH karisimimin t=120 dk’ da elde edilen MS spektrumlart.
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HM16-GSH karisiminin t=120 dk’ da elde edilen MS spektrumlari.
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ARTICLE INFO ABSTRACT

1,4-Dihydropyridines (DHPs) are an important class of blockers targeting different calcium channel subtypes and
have great therapeutic value against cardiovascular and neurophysiologic conditions. Here, we present the
design of DHP-based hexahydroquinoline derivatives as either selective or covalent inhibitors of calcium
channels. These compounds were synthesized via a modified Hantzsch reaction under microwave irradiation and
characterized by IR, '"H NMR, *C NMR and mass spectra. Additionally, the proposed structure of HM12 was
resolved by single crystal X-ray analysis. The abilities of the target compounds to block both L- and T-type
calcium channels were evaluated by utilizing the whole-cell patch clamp technique. Qur results identified
covalent inhibitors of calcium channels for the first time, which could be achieved by introducing a Michael
acceptor group into the ester side chain of the compounds. The proposed covalent binding between the com-
pounds and the cysteine amino acid (Cys1492) within the DHP binding pocket of L-type calcium channel was

Keywords:
Dihydropyridine
Hexahydroguinoline
Calcium channel blocker
Whole-cell patch clamp
Covalent binding
Molecular modeling

supported by docking and pharmacophore analysis as well as a glutathione reactivity assay.

1. Introduction

Voltage-gated calcium channels are crucial regulators of calcium
influx into excitable cells of heart, brain, and smooth and skeletal
muscle. Different subtypes of calcium channels have been identified
and shown to mediate critical physiological processes varying from
neurotransmitter release to muscle contraction and gene transcription
[11. Consequently, they are considered as therapeutic targets for the
treatment of various pathologies ranging from cardiovascular to neu-
rological and psychiatric diseases [2]. Many current therapeutic agents,
particularly 1,4-dihydropyridines (DHPs), target the L-type calcium
channel Ca,1.2 isoform and are widely prescribed for the treatment of
hypertension [3]. Subsequently, T-type calcium channels have emerged
as suitable pharmacological targets for the therapeutic intervention into
neurophysiologic disorders such as pain and epilepsy [4] and can also
be targeted by DHPs [5-8].

As a consequence of these distinct physiological roles, the

= Corresponding author.
E-mail address: miyasegunduz@yahoo.com (M.G. Giindiiz).

https://doi.org/10.1016/j.bioorg.2019.103187

identification of new agents targeting calcium channels is of utmost
importance. DHPs have been the most studied scaffold by medicinal
chemists so far for this purpose. Ongoing efforts to modify this privi-
leged structure led to a new generation of compounds with a condensed
ring system (hexahydroquinoline) possessing selective or equipotent
activity on different calcium channel subtypes [6,7,9,10]. Within these
DHP-based hexahydroquineline (HHQ) derivatives, modification of the
ester moiety determined the blocking affinity for both L- and T-type
channels [6]. Exemplarily, 3-pyridylmethyl moiety as the alkyl group in
the ester function provided the development of DHPs, represented by
N10, with high selectivity for T-type calcium channels over L-type [7].
These findings suggested that focusing on the modifications of the ester
side chain is a rational approach to identify more efficient calcium
channel blockers.

Bioisosteric replacement is still one of the most commonly used drug
design strategies and is considered not only to improve the potency but
also to maintain the original biological activity [11]. As bioisosters
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range for Ras proteins (3). The mutation of position
12 glycine replaces to cysteine (mutation G12C)
enables a electrophilic targeting to the mutant form
but not the wild type form. The inhibitors irreversibly
bind the mutant G12C Ras and stabilizes the protein
in inactive GDP form (4).

MATERIALS AND METHODS:

Molecular docking calculations were performed
to understand the interactions between several
designed benzothiazole derivatives and K-Ras G12C
(pdb: 4L8G) enzyme, by using CDocker methed in
Accelerys Discovery Studio 3.5 software (5).

RESULTS:

Binding properties of benzothiazole derivatives were
investigated and it was found that Tyr32, Thr35 and
Gly60 amino acids were playing an important role
for enzyme-ligand interactions and compounds were
bound to enzyme with -71,89 to -34,39 kcal/mol
binding energies.

CONCLUSIONS:

With the results of the study, it is inevitable that, the
strategy on mutation-selective inhibitors will be the
important milestone in the mutation-specific anti-Ras
treatments.
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INTRODUCTION:

Erlotinib HCI and Gefitinib (4-aminophenylquinazoline
derivatives) are anticancer agents that act as a protein
kinase inhibitors for epidermal growth factor receptor
(EGFR) associated tyrosine kinase. They are both
used in the treatment of chemoresistant Non-Small
Cell Lung Cancer (NSCLC) and Erlotinib has been
reported to be effective in the treatment of several
other types of cancer as well. There is a complexity
about the previously published NMR data of Erlotinib
and its HCI salt.

12t International Symposium on Pharmaceutical Sciences, 26-29 Haziran

MATERIALS AND METHODS:

In this work, total structural assignments of Erlotinib,
Erlotinib HCI and Gefitinib have been achieved by
using 2D-NMR experiments. 2D NMR data of Erlotinib,
Erlotinib HCI and Gefitinib have been performed by a
detailed 2D NMR study using COSY, DEPT, 1H-13C
correlated HSQC and HMBC, and ROESY methods,
leading to a full 1H and 13C signals assignments.

RESULTS:

ROESY experiment gives the best important data
for their structural elucidation. In addition, virtual 3D
conformational data of Erlotinib and Gefitinib also
support these findings.

CONCLUSIONS:

Total structural assignments of Erlotinib, Erlotinib HCI
and Gefitinib have been achieved by using 2D-NMR
experiments, including DEPT, COSY, ROESY, HSQC
and HMBC.

ROESY experiment gives the best important data for
their structural elucidation.
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INTRODUCTION:

1,4-Dihydropyridines (1,4-DHPs) interact at a specific
class of voltage-gated calcium channel to produce
their cardiovascular effects and are used to treat
conditions such as hypertension and angina (1).
Although their primary target in the cardiovascular
system is the L-type calcium channel isoform,
however, a number of 1,4-DHPs also block different
kinds of calcium channels, mainly low-voltage-
activated T-type calcium channels (2). In the present
study, we synthesized eight 1,4-DHP derivatives in
which substituted cyclohexane rings are fused to the
DHP ring, and determined how different substituents
on the phenyl ring affect L- and T-type calcium
channel block.
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