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OZET

ILAC OLABILECEK AKTiF ORGANIK MOLEKULLERIN SENTEZI

Salih TUNCAY

Kimya Anabilim Dal
Doktora Tezi

Tez Danismani: Prof. Dr. Nitket OCAL
Es Danisman: Prof Dr. Giilagti TOPCU

Labiatae (=Lamiaceae) familyasi, ihiman iklim kusaginda yer alan, ozellikle Akdeniz
Ulkelerinde dogal olarak yetisen ve birgok tilkede de kiiltlri yapilan zengin bir familyadir.
Bu familya, 200 kadar cins ve 3000°in Uzerinde tiri icerir. Oleanolik asit (OA), Labiatae
ve diger familyalara ait bitkilerde bulunan ve antimikrobiyal, anti-enflamatuar, anti-
diyabetik ve sitotoksik gibi cesitli biyolojik aktivitelere sahip dogal pentasiklik
triterpenoiddir. in-siliko testlerle bilgisayar ortaminda yapilan doking calismalarinda 12
farkli oleanan iskelet yapisi belirlendi. Belirlenen tiirler arasinda 33,11a-dihidroksi-1,12-
dien oleanolik asit bilesigi, c-Rel/c-Rel/IkBa enzimin homoloji modeline en iyi baglanma
iliskisi gostermistir.

Oleanolik asitten cikilarak hedef molekil 1B,2a,3B,11a-tetrahidroksi-olean-12-en,3-
asetil’ in sentez ¢alismasi iki asamada gergeklestirilmistir. Birinci asamada B-amirin elde
edilmesi ve ikinci asama da elde edilen B-amirin veya 3B-Hidroksiolean-12-en-28-oik asit
metil ester’ den cikilarak hedef molekiliin sentez ¢alismalari gerceklestirildi. Sentez
adimlarinda farkl stereoizomerlere sahip 25 triterpen bilesigi hazirlanmistir.
Sentezlenen bilesiklerden 9 oleanan iskelet yapisi literatirde ilk kez sentezlenmistir. -
amirin bilesigi ticari maliyeti ¢ok yliksek olan bir triterpendir ve ¢alismamizda B-amirin
U¢ adimda tamamlanarak toplam %66 gibi oldukca yiliksek verimle sentezlenmistir.

Sentezlenen tiim bilesikler, isvicre albino fare embriyo dokusundan tiiretilen standart
saglikh fibroblast 3T3 hiicre dizileri Uzerindeki sitotoksik aktiviteleri acisindan
degerlendirildi. Triterpenlerin etkileri ATP hiicre canlilik degerleri tarafindan belirlendi.

ilk olarak, farkh triterpenleri iceren hiicrelerin sitotoksititesi doz-cevap iliskisi olarak
belirlendi. 3T3 hiicreler (her bir kuyucukta toplam 15x103% hiicre) 24 saat siire ile
XVi



triterpenlerin gesitli konsantrasyonlarina (1.56-200 uM) karsi maruz birakildi.
Sentezlenen triterpenlerde dislik konsantrasyonlarda (1.56 uM) proliferatif etki
gozlenirken artan konsantrasyonlarda sitotoksik aktivite gézlenmistir. Bir seri oleanolik
asit analoglari doza baglh olarak daha yiiksek konsantrasyonlarda (6.25 ila 200 uM) anti-
proliferatif etki gostermistir ve en yiksek etkiyi eritrodiol géstermistir.

Anahtar Kelimeler: Labiatae (=Lamiaceae), Oleanolik asit, Oleanan, B-Amirin, Eritrodiol,
Doking, Sitotoksitite, Proliferatif/Anti-proliferatif, Triterpenler

YILDIZ TEKNiK UNIVERSITESiI FEN BiLIMLERI ENSTITUSU

XVii



ABSTRACT

SYNTHESIS OF ACTIVE ORGANIC MOLECULES TO BE DRUG
Salih TUNCAY

Department of Chemistry
PhD. Thesis

Adviser: Prof. Dr. Niiket OCAL
Co-Adviser: Prof. Dr. Gilagti TOPCU

The family Labiatae (= Lamiaceae) is a rich family, which is located in the temperate
climate zone, naturally grown in Mediterranean countries and cultured in many
countries. This family contains about 200 genera and over 3000 species. Oleanolic acid
(OA) is a naturally occurring pentacyclic triterpenoid found indifferent family plants
which exhibits various biological activities, including antimicrobial, anti-inflammatory,
anti-diabetic and cytotoxic activities. Twelve different (12) oleanan structures were
identified in the in-silico tests. Among the determined species, compound 3f3,11a-
dihydroxy-1,12-diene oleanolic acid showed the best binding affinity to the homology
model of the c-Rel/c-Rel / IkBa enzyme.

The synthesis of the target molecule 1B,20,3B,11a-tetrahydroxy-oleanane-12-ene,3-
acetyl was performed in two steps starting whit the oleanolic acid. In the first step, the
B-amyrin was obtained and in the second step, starting whit the synthesized B-amyrin
or 3B-hydroxy-oleanane-12-ene-28-oic acid methyl ester, the target molecule synthesis
studies were performed. In the synthesis steps, 25 triterpenes having different
stereoisomers were synthesized. The nine (9) triterpenes having structure of the
oleanan were synthesized for the first time in the literature. B-amyrin is a triterpene
with a very high commercial cost and in our study B-amyrin’s synthesis was completed
in three steps with a very high yield of 66% in total.

All synthesized compounds were evaluated for cytotoxic activity on standard healthy
fibroblast 3T3 cell lines derived from Swiss albino mouse embryo tissue. The effects of
triterpenes were determined by ATP cell viability values.

First, the cytotoxicity of cells containing different triterpenes was determined as the
dose-response relationship. 3T3 cells (15 x 103 cells total in each well) were exposed to
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various concentrations of triterpenes (1.56-200 uM) for 24 hours. The synthesized
triterpenes showed proliferative activity at low concentrations (1.56 uM) and showed
increased toxicity at increasing concentrations. A series of oleanolic acid analogues
showed anti-proliferative activity at higher concentrations (6.25 to 200 uM) and the
highest activity was observed whith erythrodiol.

Keywords: Labiatae (=Lamiaceae), Oleanolic acid, Oleanane, B-Amylin, Erythrodiol,
Doking, Ctotoxitic, Proliferative / Anti-proliferative, Triterpenes

YILDIZ TECHNICAL UNIVERSITY
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BOLUM 1

GiRiS
Bilimin; dinin, blylnin ve geleneksel ritlellerin tekelinde oldugu donemlerde
hastaliklarin koétl ruhlardan ileri geldigine, kotl ruhlarin da blyi ya da geleneksel dini
seremonilerle bedenden kovulacagina ve béylece hastaliklarin tedavi edilebilinecegine
kori korline inanilmistir. Bu sebeptendir ki hekimlerin ilk dnculeri biyculer, sihirbazlar
ve dini liderler olmustur. Tedavilerinde onlarda zaman zaman bitkilere veya bitkilerden
elde edilen karisimlara basvurmustur. Stimer ve Misir dénemlerinden kalma tablet ve
yazitlarda sifali bitkiler hakkinda bilgiler bulunmaktadir. M.O. 1550 yilinda Misir'da

yazilmis Ebers papirlslerinden ilaglar hakkindaki ilk sistematik bilgiler ¢ikarilmistir [1].

19. yluzyihin baslarinda kimya alanindaki gelismelerle bitkilerden elde edilen aktif
maddelerin saflastiriimasi ve bunlarin sentezlenmesi hiz kazanmistir. 1805’ de Sertiirner,
opiumdan morfin’i izole etmis [1] ve 1807 ‘de dogal kaynaklardan gelen bilesiklerle
yapilan calismalarda ilk kez “karbon iskeletine sahip bilesiklerin kimyasi veya canli
kimyasi olarak bilinen”” organik kimya terimi kullanilmaya baslanmistir. 19. yy’ a kadar
organik maddelerin yalnizca canlilar tarafindan retilecegine inanilmis ve Jakop
Berzelius’ un 6nclsl olan “vitializm” olarak adlandirilan akimda 6zellikle yasamayan
sistemlerden (inorganik bilesiklerden) organik bilesiklerin Uretilebilmesi icin canli bir

ortama “yasam giictine” ihtiya¢ duyulacagina inaniimistir.

1824" de Friedrich Wohler bu algiy1 yikmak icin 6nemli calismalarda bulunmustur.
Wodhler inorganik bir madde olan disiyanojen maddesini su ile i1sitinca organik bir madde
olan okzalik asiti elde etmistir. 1828 yilinda yine Friedrich Wohler potasyum siyanat ile
amonyum siyanatin tepkimeye girmesi sonucu olusan amonyum siyanati (NHsOCN) kuru

kuruya isitmasi sonucu Ureyi elde etmistir. Wohler’ in Uireyi sentezlemis olmasi eskiden
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beri gelen ve organik maddelerin sadece canllar tarafindan Uretilecegi “vital” inanigini
yikmistir. Boylece, saflastirilan bu bilesiklerin by ya da yasam glgleri olmadigi, dogada
bitki ekstrelerinden elde edilebildigi gibi yasayan organizmalar lzerinde asil sorumlu bu

maddelerin sentezlenebilecegi de anlasiimistir.

Bu gelismeler sonucunda insanoglu, hastaliklarla micadele edebilmek icin bitki
tedavisine basvurmus, farmakoloji alanindaki gelismeler bitki kimyasina hiz kazandirmis
ve boylece birgok bitki tlrl geleneksel tipta ilag olarak kullanilmaya baslanmistir.
Ornegin, Labiatae (=Lamiaceae) familyasina ait bircok cins ve tiir bilimsel calismalarda
kullanilmis ve yapilarindaki sekonder metabolitlerin elde edilmesi igin ekstraksiyon

islemlerine tabii tutulmustur.

1.1 Literatiir Ozeti

Labiatae (=Lamiaceae) familyasi, ihman iklim kusaginda yer alan, 6zellikle Akdeniz
Ulkelerinde dogal olarak yetisen ve birgok tlkede de kiiltlirt yapilan zengin bir familyadir.
Bu familya, 250 kadar cins ve 3200 iin Gzerinde tirl icerir. Labiatae familyasina ait
bircok bitki veya bunlarin karisimi antik ¢aglardan bu yana halk arasinda cesitli
hastaliklarin tedavisinde kullaniimistir. insanlik tarihinde gelisen teknoloji ile birlikte tip
ve eczaclligin disinda bu familyaya ait bircok bitki tiri gida enddstrisi, parfimeri ve
kozmetikte de yaygin olarak kullanilmistir. Ayrica giiniimizde rasyonel fitoterapide
kullanilan pek cok preperatta da bu familya ait bitkilerin yer aldigi gérilmektedir [2]. Bu
familyaya ait bitki tirlerinden bircok sekonder metabolit elde edilmis, 6zellikle elde
edilen bilesikler arasinda en yaygin olanlari oleanan iskeletine sahip oleanolik asit, ursan

iskeletine sahip ursolik asit ve lupan iskeletine sahip lupeol’ ddr.

Oleanolik asit otuz karbonlu pentasiklik bir triterpendir ve bitkilerin biinyelerinde ya
saponin veya aglikon “oleanolik asidin glikozit yapisi” olarak ya da serbest asit olarak
bulunur. Oleanolik asidin serbest asit yapisi Sekil-1.1" de verilmistir. Ursan iskelet
yapisina sahip ursolik asit, oleanolik asidin yapisal izomeridir. Oleanolik ve ursolik asit
tibbi bitkilerin blinyelerinde sik¢a rastlanan triterpenoidlerdir ve insanhgin zayiflamak
icin sikca kullandigi bitkilerin dnemli bir kismini olusturur. Bilim insanlari son yirmi otuz

yil boyunca yayimladiklari 700 den fazla ¢alismada bu triterpenleri daha iyi anlamaya



calismis ve bu ¢alismalarda, birgok bitki ve otlardan yaptiklari izolasyonlar sonucu elde
ettikleri triterpenleri; daha etkili yapiya donuistirmek igin kimyasal modelleme
calismalarinda, suda c¢o6ziinen tirevlerini olusturmada, vyararli etkileri Uzerine
farmakolojik arastirmalarda, toksitite calismalarini da iceren birgok biyolojik aktivite
calismalarinda ve kemoterapi dahil gesitli hastaliklar Gzerine klinik arastirmalarda

kullanmiglardir.

Oleanolik asit (1)

Sekil 1.1  Oleanolik asit

1.2 Tezin Amaci

Dogada bitkilerden elde edilen ve 6énemli sekonder metabolitler arasinda yer alan
triterpenler, pek cok biyolojik aktiviteye sahiptirler. Calisma grubumuz tarafindan
yapilan c¢alismalarda oleanan, ursan ve lupan iskelet yapisindaki triterpenlerin
antioksidan, antibakteriyel, anti-enflamatuvar, antiviral, sitotoksik, anti-tumor/anti-

kanser gibi pek ¢ok aktiviteye sahip olduklari bildirilmistir [3-5].

Oleanolik asit (1) Ursolik asit Lupeol

Sekil 1.2 Triterpen bilesikleri

Biyolojik aktiviteye sahip bu organik bilesikler, bitki ekstrelerinde ¢ok az miktarda
bulunmaktadir. Ayrica insan nifusundaki hizli artis, gelisen teknolojiyle paralel olarak
artan hastaliklarin ¢esitlenmesi ve bitki ekstrelerinden elde edilen madde miktarindaki

yetersizlik, tedavi silirecini zorlastirmaktadir. Bu sebeple bitkilerden elde edilen
3



maddelerin yapisinin aydinlatilmasi, yapisi belirlenen maddelerin sentetik olarak elde
edilmesi veya bu dogal Urinlerin iskeletinde bulunan fonksiyonel gruplar degistirilerek

daha biyoaktif tlrevlerinin sentezlenmesi 6nem arz etmektedir.
Bu amagla tez kapsaminda;

I.  Oleanan tirevi dogal Urin triterpen 1B,2a,3B,11a-tetrahidroksi-olean-12-en,3-
asetil (2) bilesiginin sentez ¢alismalari yapilmistir.

II.  Hedef bilesigin sentezi sirasinda farkli fonksiyonel gruplara sahip oleanan tirevi
triterpenler sentezlenmis ve ileriki reaksiyonlar sirasinda olugsmasi muhtemel
stereocizomerlerin  sentez ¢alismalari  yapilarak sentez sonrasinda bu
stereoizomerlerin saflastirma galismalari gergeklestirilmistir.

lll.  Saf bilesiklerin yapilari 1D ve 2D-NMR yontemleri ile belirlenmis ve yapilari
belirlenen tim triterpen molekillerinin 3T3 fibroblast normal hiicrelere karsi in-

vitro olarak sitotoksik aktiviteleri arastiriimistir.

Hedef molekil 2

Sekil 1.3  1B,20,3B,11a-Tetrahidroksi-olean-12-en,3-asetil

Yukarida belirtilen biyoaktif dogal Urln triterpen 2’ nin sentezi sirasinda oleanan iskelet
yapisinda farkl fonksiyonel gruplara sahip triterpenlerin bilgisayar destekli molekdler
doking calismalari gerceklestirilerek sentez adimlarina yon verilmistir. Sentez
basamaklari sirasinda farkl stereocizomer yapilarina sahip 25 farkh triterpen bilesigi
sentezlenmis ve sentezlenen her bir triterpen igin saflastirma, yapi analizi ve biyolojik

aktivite calismalari gercgeklestirilmistir.

1.3 Hipotez

Literatlirde oleanan ve ursan iskelet yapisina sahip bircok triterpen bilesiginin sentez,
izolasyon ve biyolojik aktive calismalari bilinmektedir. Oleanan, ursan ve lupan iskeletine

4



sahip triterpenlerin antioksidan, antibakteriyel, anti-enflamatuvar, antiviral, sitotoksik,
anti-tiimor/anti-kanser vb. pek ¢ok aktiviteleri Gizerine ¢ok cesitli calismalar gegcmisten
giinimiize kadar yapiimakta ve halen bu alana ilgi giderek artmaktadir. Ozellikle
grubumuz tarafindan oleanan ve ursan titerpenlerce zengin bitkiler tizerinde uzun yillar
suren c¢alismalarimiz sonucunda 50’yi askin triterpen bilesigi izole edilmis yapilari
aydinlatilmistir.  Yapilan ¢alismalar sirasinda bazi triterpenlerin  antibakteriyel,
antioksidan, sitotoksik, anti-kolinesteraz aktivite gosterdigi bildirilmistir. Son yillardaki
calismalarimiz sirasinda ise bir seri polihidroksili oleanan ve ursan triterpen bilesigi Salvia
turlerinden elde edilerek yapilari tayin edilmistir. Bazi yapilarin oldukcga yiksek Nukleer
Faktor Kappa-B (NF-«B) inhibisyonu gosterdigini in-siliko olarak ve hiicre kiltiirti temelli
deneylerle saptanmistir. Onceki calismalarimizda, yiizlerce molekiil arasinda yapilan in-
siliko ilag taramasi sonucunda triterpen molekiillerinin NF-«xB tGzerinde 6nemli derecede
inhibisyon yapma potansiyeline sahip oldugu goérilmis ve bunu izleyen deneysel
calismalarimizda, pek ¢ok ursan ve oleanan triterpen bilesiginden 6zellikle iki triterpen
molekllinin NF-«B’nin transkripsiyon aktivitesini inhibe ettigi gosterilmistir. Bu iki
triterpenin “oleanan iskeletine sahip 1B,2a,3B,11a-tetrahidroksi-olean-12-en,3-asetil
(2) ve wursan iskeletine sahip 1B,2a,3B,11a-tetrahidroksi-urs-12-en,3-asetil” ilgili

aktiviteleri grubumuz tarafindan patentlenmistir.

I.  Oleanolik asitten gikilarak ilag olma potansiyeline sahip triterpen molekili 2’ nin

stereospesifik sentezi hedeflenmektedir.

Hedef molekil 2

[I.  Hedef molekil 2’ nin yari-total sentezi sirasinda olusacak stereoizomerlerinin ve
ayniiskelete sahip potansiyel aktif analoglarinin sentezlenmesi diistintlmektedir.
. in-siliko deneylerle oleanan iskelet yapisindaki fonksiyonel gruplar degistirilerek

biyoaktif tiirlerinin belirlenmesi beklenmektedir



IV. In-siliko deneylerle belirlenen stereoizomerlerin sentezi icin yeni sentez adimlari
olusturulacak ve sentezi gergeklestirilen tiim molekillerin in vitro deneylerle ilag

etkin maddesi olma potansiyelleri arastirilacaktir.



BOLUM 2

TERPENLERIN YAPI ve BIYOSENTEZI

2.1 Triterpenlerin Biyosentezi

Bitkilerde terpen kokenli maddelerin biyosentezi fotosentez dongistinde glikoz olusumu
ile baslar. Glikoz, Asetil koenzim A’ ya donisir ve Asetil koenzim A biyosentetik

basamaklardan sonra mevalonik asiti ve o da izopren gekirdegini (CsHsg) verir [6].

izopren

Terpenler biyosentetik olarak izopren birimlerden tiretilirler, bu birimin kimyasal
formild CsHg olup terpenlerin temel molekiler formdilleri de bunun katlaridir, yani
(CsHsg)n (n birlestirilmis izopren birimlerinin sayisi) yapisidir. Bu izopren kural veya C-5
kural olarak bilinir. izopren birimleri bas-kuyruk seklinde baglanarak diiz zincirli veya
halkali iskelet yapilari olustururlar. izopren zincirindeki 1 numarali karbon bas olarak

adlandirilirken, 4 numarali karbon kuyruk olarak adlandirilir.

Diiz zincirli monoterpenlere 6rnek; myrcene iki izopren biriminin bas — kuyruk

kondenzasyonu ile meydana gelir.

Kuyruk

Bas J



Bisiklik monoterpen ailesine ait; a-pinen iki izopiren zincirindeki 1t (Pi) orbitallerinin

ortismesi ile olusan kondenzasyon sonucu halkali iskelet yapisi meydana gelir.

N\
Bas
. : —>
: @ = >
Kuyruk
\ 4

Tim terpenik maddelerin biyosentezinde izopren temel monomerdir. iki izopren
molekllt linalil  pirofosfati, geranil pirofosfat ve izomerleri pirofosfat verir.
Monoterpenlerin sentezi bu lic molekiilden gerceklesir. Seskiterpenler ise bir molekiil
izopren katilimiyla olusan farnesil pirofosfattan (15 C’lu) elde edilirler. iki geranil
pirofosfat molekill geranilgeranil pirofosfat (GGPP)’1 olusturur. Bu da karatenoidlerin

ve diterpenlerin sentezinde temel molekuldir [7].

hv
co, + H,0 —  CgH,,04 ——> Privat ——>  Asetil CoA
Klorofil glikoliz

Glukoz

Sekerlerin oksidasyonu sonucu olusan asetil koenzim A, pek ¢ok dogal bilesigin
sentezinde oldugu gibi mevalonik asit sentezinde de baslangic maddesi olarak kullanilir.
Terpenoidlerin biyosentezinde o6nemli bir yeri olan mevalonik asit (3-metil-3,5-
dihidroksipentanoik asit), 3 mol asetil koenzim A’ nin kondenzasyonu ile olusur.
Mevalonik asidin su ve karbon dioksit kaybetmesi ile terpenleri olusturan izopren (2-
metil-3-butadien) birimleri meydana gelir. iki mol asetil koenzim A' nin
kondenzasyonundan elde edilen aseto asetil koenzim A' nin baska bir mol asetil CoA ile
birlesmesi ve ardindan bir enzimle hetorolitik boélinmesi sonucu 3-hidroksi-3-
metilglutaril CoA elde edilir. Tiyol ester grubunun NADPH (Nikotinamid adenin
dintikleotid fosfat) ile indirgenmesi sonucunda mevalonik asit elde edilir [8]. Mevalonik

asidin 2 molekil ATP (Adenosin trifosfat) ile fosforilasyonundan mevalonik asit 5-



pirofosfat bilesigi olusur. Bu bilesikteki tersiyer hidroksi grubu da bir mol ATP ile

fosforlanarak daha kolay ayrilabilen bir grup haline gelir [7].

HO, CH,
o] o) %,
AcCoA AcCoA
3 — HOOC
SCoA Enzim SCoA
Asetil CoA o SCoA

(S)-3-Hidroksi-3-metil glutaril CoA

'

0-P-P

Ara Urin (izole edilemez) Mevalonik asit-5-pirofosfat (R) Mevalonik asit
(R)-3,5-dihidroksi-3-metilpentanoik asit

Sekil 2.1  Mevalonik asit-5-pirofosfat’ in sentez adimlari
Daha sonra su ve karbon dioksit ¢ikisiyla izopentenil pirofosfat molekili olusur. Olusan

izopentenil pirofosfatin yapisinda 1,3-hidrojen kaymasiyla (enzim izomerizasyonu)

sonucu termodinamik kararh trin dimetilallil pirofosfat yapisi olusur [7].

PO, ) CH,
", -H,0 H izomerizasyon \
8 > =
-co,

CH,OPP CH,OPP CH,OPP
0 0 . . . . .
\_) izopentenil pirofosfat Dimetilallil pirofosfat
H (3-metilblt-3-enil pirofosfat) (3-metilblt-2-enil pirofosfat)

Sekil 2.2 Dimetilallil pirofosfat’ in olusum basamagi

izopentenil pirofosfat molekiiliiniin proton kaybetmesi sonucu olusan anyon molekiil ici
baga katilarak cift bagdaki elektronlar nikleofilik olarak dimetilallil pirofosfat’ a atak
eder. Kondenzasyon sonucu monoterpenleri meydana getiren trans-geranil pirofosfat

olusur [9].



OPP

\

trans-Geranil pirofosfat

'

X

OPP

OPP
Monoterpenler o

Sekil 2.3 Monoterpenlerin biyosentez adimlari

Geranil pirofosfatin tekrar izopentenil pirofosfat ile kondenzasyonu sonucu farnesil
pirofosfat olusur. 15 Karbondan olusan bu yapilardan da seskiterpenler sentezlenmekte,
15 C ’lu seskiterpenlerin olusumu sirasinda squalenler Uzerinden veya iki farnesil

pirofosfatin kondenzasyonu ile de triterpenler olusmaktadir.

(or®
)\/\/K) 2 opp

H
trans-Geranil pirofosfat 1zopentenil pirofosfat

X X X

OPP

trans,trans-Farnesil pirofosfat

Y

Seskiterpenler

Sekil 2.4  Seskiterpenlerin biyosentez adimlari

Biyosentetik olarak olusan farnesil pirofosfatin tekrar izopentenil pirofosfat ile
kondenzasyondan diterpenlerin ve karotenoidlerin yapitasi olan geranilgeranil
pirofosfat bilesigi olusmaktadir. iki geranilgeranil pirofosfatin kondenzasyonu ile de

karotenoidler olusmaktadir [10].
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Geranilgeranil pirofosfat

Sekil 2.5  Geranilgeranil pirofosfat’ in olusum basamagi

2.2 Sekonder Metabolit Olan; Terpenler

Terpenler hidrokarbon yapilarinin ¢cok genis bir sinifini olusturan ve bliyik oranla bitkiler
tarafindan Uretilen sekonder metabolitlerdir. Ayrica terpenler bdéceklerin (6rnegin
Papilionidae cinsindeki kelebekler) osmeteriyumlarindan da salgilandiklari gibi deniz
yosunlarindan da elde edilebilirler. Terpenler bitkilerin ¢ok ©6nemli savunma
mekanizmalari olan ve izopren birimlerinden olusan organik bilesiklerdir. Karbon
sayilarina gore isimlendirilen terpenler; hemi-, mono-, seski-, di-, sester- ve tri- olmak
Uzere pek cok alt siniflara ayrilir [11], [12], [13]. Hemiterpenler (CsHs) bir izopren
Unitesinden, monoterpenler (CioH16) iki izopren Unitesinden, seskiterpenler (CisHza) Ug
izopren Unitesinden, diterpenler (CzoHs2) dort izopren Unitesinden, triterpenler (CsoHas)

altiizopren Unitesinden meydana gelirler.

Cizelge 2.1 Terpenlerin siniflandiriimasi

izopren Unitesinin Sayisi Sinifi Karbon Sayisi

1 Hemiterpenler 5

2 Monoterpenler 10

3 Seskiterpenler 15

4 Diterpenler 20

5 Sesterpenler 25

6 Triterpenler 30
(Oleanolik asit)

8 Tetraterpenler 40
(karotenoidler)

N Politerpenler (5)n
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Terpenler yiikseltgenme (oksidasyon) ile kimyasal olarak degisime ugratildiklari zaman,
alkol, aldehit, keton ve karboksilik asit gibi fonksiyonel gruplar tasir. Oksidasyon sonunda
karbon iskeletinin diizenlenmesi ile meydana gelen bilesiklere genel olarak terpenoidler
denir. Terpenoidler yapilarinda heteroatomlari iceren hidrofilik 6zellikteki organik
bilesiklerdir. Terpen ve terpenoid yapilari, ¢cogu bitki ve cicekteki esansiyel yaglarin
baslica bilesenleridir. Esansiyel (ugucu) yaglar aromatik tat ve koku sagladiklari igin
gidalarda, parfimeride, aromaterapide, ayrica geleneksel ve alternatif tipta yaygin
olarak kullanilirlar. Dogal terpenler ve sentetik turevleri kozmetik, ilag ve gida

sektoriinde birgok amacg i¢in yaygin kullanima sahiptirler.

2.2.1 Monoterpenler

iki izopren Unitesinin  baglanmasindan olusan on karbonlu bilesiklerdir.
Monoterpenlerde otuz sekiz farkl iskelet tipine rastlanmigtir. Bunlarin ¢ogu dizenli
tiptedir, yani iki izopren molekili “bas-kuyruk” bagi ile baglidir. Birgok monoterpenin
dogada tek bir izomeri bulunur. Fakat ayni bitkide iki izomerin bulunmasi ihtimaline sikca
rastlanilir. Monoterpenlerin en yaygin kullanilanlari a-pinen ve B-pinen’ dir. Cam
agaclarinda bulunurlar ve plastik sanayinin hammaddesi, parfimeri sanayinin ise
baslangic maddesi olarak kullanilirlar. Bunun yani sira monoterpenler antispazmolitik,
antibakteriyel, antifungal, anti-kanser ve hatta anti-alzheimer 6zellikleri nedeni ile halk
ilaclarinda kullanilirlar. Monoterpenler distik molekil agirligina sahip olduklari icin oda
sicakhginda kolaylikla gaz fazina gegebilirler (ugucu olabilir). Bu nedenle monoterpenler
bitkilerden su buhari distilasyonu yontemi ile elde edilirler. Monoterpenler yapilarina
gore asiklik, monosiklik ve bisiklik monoterpenler olmak Ulizere li¢ grup altinda

siniflandirilabilirler [7].

2211 Asiklik Monoterpenler

Ornegin, Lavandula Officinalis ‘in (Labiatae) taze ¢icekli dal uglarindan su buhari
distilasyonu ile elde edilen lavanta esansinda (oleum lavanduale) asiklik bir monoterpen

olan linalool (%30-40) bulunur [14].
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OH
H;C CH,
Linalool

Sekil 2.6  Asiklik monoterpen linalool’ iin yapisal formali

Asiklik monoterpen Linalool bilesigi icin retro analiz yapildiginda halohidrin yapisi ile
izopren bilesigi arasinda katilma reaksiyonu sonucu olustugu gorilmektedir. Linalool
sentezinde ¢ikis bilesikleri olarak halohidrin veya iyodun disari ¢ikmasiyla olusan epoksit
yapisi kullanilabilir. Burada reaksiyon izoprenin kolay ayrilan iyot molekillnin
karbonuna saldirmasiyla gergeklesir. Olusan allil alkol yapisi oksidatif ajan yardimiyla
o,B-doymamis karbonil bilesigine ylikseltgenir. Elde edilen a,B-doymamis karbonil
bilesigi de uygun sartlar altinda dialkil kupratlarla etkilestiriimesi kosuluyla Linalool

sentezi, kontrolll olarak 1,2-katilma reaksiyonu tizerinden gergeklestirilir.

OH
OH
! \/K |
—_—
| \/\ —
veya |
i H,C CH3
o izopren 3
(Q ¢ [0]
CH; o
OH
| Me,CuLi |
-
H3c CH3 H3C CH3
Linalool

Sekil 2.7  Asiklik monoterpen linalool’ iin sentezi
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2.2.1.2 Monosiklik Monoterpenler

Monosiklik terpenler icin 6zellikli bir 6rnek olan limonen renksiz, oda sicakhginda sivi
olan ve ¢ok keskin portakal kokusuna sahip bir bilesiktir. ismini limondan alir ve diger

narenciye meyvelere de kokusunu veren bilesiktir.

CH;, CH,3 CH,3 CH,3
OH Y OH
H,C H,C b CH;, H,C CH;, H3C/\CH3
Limonen Terpinol Timol Mentol

Sekil 2.8 Monosiklik limonen ve diger monoterpenlerin yapisal formdilleri

Endustriyel olarak; gida ve kozmetik Urlnlerinin Gretiminde limon ve portakal aromasi
olusturmak icin kullanilir. Genel bir sentez tasarimi icin limonen, geranil pirofosfatin

siklizasyon reaksiyonu sonucu elde edilebilir.

CH; CH; CH;
OPP -OPP AN
—_— —_— @
H;C CH; H,C CH; H,C CH; KCH

Linalool
Limonen

Sekil 2.9  Geranil pirofosfattan limonen’ in sentezi

Yine bircok hazir gidalarda ve kozmetikte kullanilan mentol bilesigi sentetik olarak
Uretilebilir. Burada Limonen bilesigi ylkseltgeyici ajanlarla 6rnegin di-tert-bitil krom
oksit (Di-t-Butil-CrQg) ile yikseltgendiginde izopiperitenon, elde edilen izopiperitenon

bilesigi de Pd/C, Hyile hidrojenerasyona ugratilarak mentol elde edilir.
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CH, CH, CHs

Yikseltgeme Indirgeme
—> —_—

O OH

HaC HsC HaC CH,

Limonen Izopiperitenon Mentol

Sekil 2.10 Limonenden mentoliin biyosentezi

Monosiklik monoterpenlerin olusum mekanizmasi ayrica tipik bir Diels-Alder
reaksiyonudur. iki izopren bilesiginin biri konjuge dien digeri dienofil olarak davranarak
[4+2] siklo-katilma reaksiyonu verirler. Diels-Alder reaksiyonu, termal olarak (4) izinli
olup 4m elektron sistemine sahip dienin LUMO’ su ile 2t elektron sistemine sahip

dienofilin HOMO’ su arasinda gergeklesir.

izopren Limonen

Sekil 2.11 Limonen’ in sentezi

2213 Bisiklik Monoterpenler

Altili siklohekzan icerisinde Ucli, dortli veya besli halkalardan olusmus 10 karbonlu
hidrokarbon yapilarina bisiklik monoterpenler denir. Ayrica siklopropan ve siklobitan
halkalari gerilimli, kararsiz halkalardir. Dogada, bu halkalarin olusumunu yeterli
derecede kararh kilmak icin kopriibasi pozisyonlarda elektron verici geminal metil
gruplarini iceren yapilari olusturmaktadir. On karbonlu agik diiz zincir yapisini (g olasi
bisiklik yapisi olusacak sekilde kapatilabilir ve bu bisiklik yapisinda kurulan koépriler
birbirine gore -orto, -meta, -para pozisyondaki karbonlar arasinda gerceklesir. (Sekil

2.12).
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Sekil 2.12 Olasi bisiklik monoterpen yapilari

Bisiklik yapilarina en iyi 6rnekler, kamfor, a-pinen bilesiklerini verebiliriz [14].

CH,
HsC CH, CH,
CH, 0
o
HsC cH,
CH,

kamfor o-Pinen

Sekil 2.13 Kamfor ve a-pinen bilesiklerinin yapisi

2.2.2 Seskiterpenler

Terpenlerin en genis sinifini olusturan seskiterpenler, dogada genis bir dagilima sahip
olan 15 karbonlu organik bilesiklerdir. Monoterpenlerin yapitasi olan trans-geranil

pirofosfat molekiill izopentenil pirofosfat ile kondenzasyona ugrayarak seskiterpenleri

olusturur.

Seskiterpenler asiklik, monosiklik, bisiklik, trisiklik ve tetrasiklik olarak 5 ayri formda
bulunabilirler. Bu yapilar 6zellikle Compositae familyasinda oldukg¢a yaygin olarak
bulunur. Dogadan izole edilen seskiterpenlerin iginde B-Cadinen (ardi¢ katranindan) ve
B-Caryophyllene (karanfil yagindan) bulunur. Seskiterpen laktonlari diger
seskiterpenlerden bir a-metilen y-lakton sisteminin varligi ile farkhlik gdsterir. Bircogu

epoksitlerde oldugu gibi a,f-doymamis karbonil grubu icerir [14].

HsC CH,
O HsC
HyC
H;C CH
Hal 3 3
Kamazulen B-Caryophyllene p-Cadinen

Sekil 2.14 Bisiklik seskiterpen molekil yapilar
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Farnesol asiklik seskiterpenlere 6rnektir. Ambrette tohumlarinin yaginda bulunur ve
leylak kokusundadir. Monosiklik seskiterpenlere bisabolon 6rnek olarak verilebilir.

Bisabalon esansiyel yaglarda bulunur [15].

CH; CH;
CH, CH,
o} X X
7 CH, 7 CHy HyC
CH; O CH, CH, O
Y H,c” NCH; “OH H¢” CH,

Furanodienon Eudesmanolid Farnesol o- Bisabalon

Sekil 2.15 Bazi seskiterpen molekil yapilari

Kamazulen bisiklik seskiterpenlerin énemli 6rnekleri arasinda yer alir. Mayis papatyasi

olarak da bilinen Kamazulen, bogaz agrilarinda gargara olarak kullanilan bir organik

=4
H,0
. F X
OH
OPP

Farnesil pirofosfat Farnesen Farnesol

OH

S =
H*/-H,0 +
- - +
OH

Driman Farnesiferol

bilesiktir [15].

AN

-HOPP

Z

Sekil 2.16 Bisiklik seskiterpenlerin biyosentezi

2.2.3 Diterpenler

Diterpenler, geranilgeranil pirofosfattan tiremis dogal izoprenoid ailesinin en ¢ok
bulunan dyeleridir ve dort izopren zincirinin birbiriyle baglanmasi sonucu olusan 20

karbonlu (C) organik bilesiklerdir. Diterpenler, ayrica bitkiler aleminin yaygin tirleri
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arasinda yer alir ve gesitli farmakolojik etkilere sahiptirler. Bu bilesikler dogada farkl
bircok iskelet vyapisinda bulunabilir ve tasidiklari ana iskelet yapisina goére

siniflandirilirlar, dogada ¢ok bulunan diterpen iskeletleri Sekil 2.17‘ de gosterilmistir.

S d

Abietan Labdan Pimaran
Kauren Beyeren Stakan

Sekil 2.17 Diterpen iskelet Yapilari

Diterpenlerde, steroidlere ve triterpenlere nazaran daha kolay oksitlenme gorilir. Bu
nedenle diterpenlerde komsu grup desteginden dolayi yapisal reaksiyonlarda bircok
farklihk gozlenir ve bircok iskelet yapisi olusur. Ayrica iskelet yapilarindaki gruplar
arasinda bag vyapmayan i¢ etkilesmeler, oOzellikle 1,3-diaksial etkilesmeler
bulunmaktadir. Képrilli halka sistemlerinin bulunusu, 6zellikle tetrasiklik diterpen
yapilari non-klasik karbokatyon olusumunu destekler ve bu yapilarda Wagner-Meerwein

diizenlenmesi gozlenir [15].

Dogal Urlnler igerisinde, diterpenler en genis biyolojik aktiviteye sahip bilesiklerdir.

Diterpenler hormonlari gelistiren bitkilerde bulunmaktadir. Ornegin;

» Gibberalin; bitki blylime hormonu,
» Podolacton; bitki bliyime inhibitord,
» Cloradane; aci maddeler, antifeedantlar bocekleri; anti-tumor kanser etkisi ve bazi

antibiyotiklere benzer ozellikleri, bunun yani sira yiksek tansiyonu dislriici etkisi
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oldugu gibi solerol Grlinlerinin parflimeri endustrisinde kullanildigi da gorilmektedir

[13].

Biyolojik aktif diterpen iskelet yapilarinin olusumu sirasinda 1,3-hidrojen (-H) ve metil (-
CHs) kaymalarina olanak tanimaktadir. Ara Urin olarak olusan karbokatyon yapilari
bircok diterpen iskelet yapilarinin olusmasini saglamaktadir [16]. Sekil 2.18" de diterpen

iskeletlerinin biyosentez basamaklari gosterilmistir.

izopentil pirofosfat Farnesil pirofosfat

Pimaran Labdan

Abietan

Kauren

Sekil 2.18 Abietan ve kauren’in biyosentez basamaklari

2231 Asiklik Diterpenler

iskelet yapisinda halka icermeyen bu diterpen vyapilari yirmi karbon ve bagl
slbstitlientlere goére yirminin Uzerinde karbon sayisina sahip olan doymus ya da

doymamis yapilardir.
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Asiklik diterpenler; Dogada az rastlanan diterpenler olup genellikle deniz Grlinlerinden
elde edilmektedirler. Fitol, osimen, geraniol, farnesol tiirevleri ve oksepan diterpenler

bunlara ait 6rneklerdir.

2.2.3.2 Monosiklik Diterpenler

Tek halkali yapiya sahip monosiklik diterpenlere en iyi érnek retinoldiir. 20 karbonlu
retinol, Al vitamini olarak bilinir ve havug, kayisi, kavun, bogirtlen, seftali, balkabagi,
mango gibi sari, turuncu renklerdeki meyve ve sebzelerde bol miktarda bulunur. Bitki
hiicrelerinde biyosentezi olmayan retinol omurgali hayvanlarin karacigerlerinde

karotenoitlerin (C-40) ikiye bolinmesi ile olusan organik bir bilesiktir.

OH

Z N N NF

Sekil 2.19 Retinol iskelet Yapisi

2233 Bisiklik Diterpenler

Bisiklik diterpenler Labdanlar (Labdanes) ve Kloredanlar (Kloredans) olmak Uzere iki

iskelet yapisinda incelenir.

> Labdanlar

Labdanlara 6zellikle Compositea ve Lamiaceae familyalarindaki bitkilerde yaygin olarak
rastlanmaktadir. Diterpen iskelet yapilarinin karakteristik bir 6zelligi triterpen ve
stereoidlerin aksine bu asamada ortaya cikar. iki siklohekzan halkasinin birbiriyle
kaynasmasi sonucu iskelet yapilari olusur. Bu iki siklohekzan birbiriyle iki uzaysal

konformerde bir araya gelebilirler. Bunlar cis-dekalin ve trans-dekalin yapilaridir.

H H
ull/”l H
@ H

trans-Dekalin cis-Dekalin

= of 11110

= o [ 11110
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Labdanlarin iskelet yapilari en kararli konformer olan trans-dekalin yapisidir. Labdan

yapilarina birkag¢ 6rnek Sekil 2.20’ de verilmistir.

Labdadienol i Labdanoik asit

Sekil 2.20 Labdan iskeletine sahip bisiklik diterpen molekdlleri

> Klerodanlar

Literatlrde 400'U askin klerodan ve neo-klerodan tiirevleri bilinmektedir, bunlarin cogu
Teucrium turlerinden elde edilmislerdir. Klerodan iskelet yapisi bir seri Backbone veya
Friedo dizenlenmeleri sonucu olusmaktadir. Klerodan vyapisi incelendiginde
diizenlenme sirasinda metil ve hidrojen kaymalarinin oldugu dustnuilmektedir. Sekil-
2.21 de goruldigu gibi 4 numarah karbondaki metil grubu C-5 karbonuna, C-5
karbonundaki hidrojen atomu C-10 karbonuna, C-10 karbonundaki metil grubu C-9
karbonuna, C-9 karbonundaki hidrojen atomu da C-8 karbonuna transfer olmustur.
Burada alken yapisinin bir proton yakalamasi ile baslayan metil ve hidrojen kaymalari

sonucunda klerodan yapisi olusmaktadir.

Klerodan iskeleti

Sekil 2.21 Backbone veya Friedo diizenlenmesi

2234 Disiklik Diterpenler

iki siklik halka iceren diterpen yapilarina érnek olarak dogal iiriin diarilheptanoid iskelet
yapilari gosterilebilir. Diarilheptanoid bilesikleri dogada bircok bitki tirinde eser

miktarlarda bulunan iskelet yapilaridir. Dogadan izole edilen, diarilheptanoid yapisindaki
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ilk dogal Grlin Kurkumindir. Kurkumin 1815’de Vogel ve Pelletier tarafindan Curcuma
longa’ dan izole edilmis olup, 1910’ da Milobedzka ve grubu tarafindan yapisi
aydinlatiimis ve 1913 tarihinde de Lampe and Milobedzka tarafindan ilk sentezi

gerceklestirilmistir [1].

OMe Kurkumin OMe

Sekil 2.22  Kurkumin’ in iskelet yapisi

2.235 Trisiklik Diterpenler

Trisiklik diterpen iskelet yapilari; Rosanlar (Rosanes), Pimaranlar (Pimarenes), Abietanlar
(Abietans), Kassanlar (Cassanes) olmak Gizere dort grup altinda siniflandirilir. Bu bilesikler

20 karbonlu olup, Ug siklik halkaya sahiptirler.

» Rosanlar (Rosanes)

Trichothecium Roseum ve Erythoxylon'dan izole edilen rozenalakton, rimuen gibi trisiklik
diterpenler bu gruba ait Uyelerdir. Rozenalakton, yapisinda bulunan karboksilik asit ve
hidroksi grubunun birbiriyle vermis olduklari esterlesme tepkimesi sonucu lakton yapisi
olusturarak dordiinci bir halka olusumunu saglarlar. Bu bilesik molekdl igi

halkalasmadan dolayi dort halka icermesine ragmen trisiklik diterpen Gyesidir.

"y, "

(o)
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Rosenolakton Rimuen

Sekil 2.23 Rosenolakton ve Rimuen yapilari
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» Pimaranlar (Pimarenes)

Trisiklik diterpen olan Pimaran iskelet yapisi, bisiklik diterpen olan labdan yapisinin
halkalasma reaksiyonu sonrasinda olusmaktadir. Genel olarak diterpen iskeletlerinin
olusumu sekil 2.18 de gosterilmistir. Pimaran iskelet yapisindaki bilesikler genellikle
cesitli cam reginelerinde goriilmektedir. Pimaradien bilesikleri olduk¢a yaygindir ve
halka icindeki cift bagin pozisyonu farklilik gostermektedir. Bu iskelet yapisinin en iyi

bilinen 6rnekleri pimarik asit ve tlrevleridir.

.uu,”\\

o
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OOH

Pimarik asit Sandrakopimarik asit 14-Okso-izopimarik asit
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Sekil 2.24 Pimarik asit ve tlirevleri

> Abietanlar (Abietans)

Trisiklik diterpen pimaran halkasinda molekil ici diizenlemeler sonucu abietan iskelet
yapisi olusmaktadir. Abietan yapisi incelendiginde C-halkasindaki metil grubunun komsu
vinil yapisina kaydigi ve izopropil yan zincirini olusturdugu goérilmektedir. Ayrica C-
halkasinin iskelet yapisinda de-hidrojenasyon sonucu aromatik abietan yapilarinin
olustugu gorilmektedir. Olusan bu yapilar cogunlukla fenolik abietan tirevleridir. Bu

yapinin en iyi bilinen 6rnekleri abietik asit, kinon tlrevleri abietan ve horminon’dur.

OH OH

OH

OH
Abietik asit Abietan Horminon

Sekil 2.25 Abietik asit, Abietan ve Horminon yapilari
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Salvia, Turkiye’'nin bitki florasinda yetisen bir tirdur. Bu bitki tlirinden son zamanlarda
elde edilen yeni diterpenoid abietan ve tiirevleri bir¢ok biyolojik aktiviteye sahiptirler.
Ornegin S. hypargeia bitkisinden izole edilen Hipargenin A ve B antibakteriyel aktivite
gosterirler [17]. Ayrica lakton tirevi olan diterpenoid abietan, wiedelakton S.

Wiedemanni Boiss. bitkisinden izole edilmistir [18].

OH Rs

Hipargenin A: R;,R,: =0O; Ry, Rs: -H; R3: -OH Wiedalakton
Hipargenin B: R;, R,, R3: -H; R,: =O; Rs: -OH

Sekil 2.26 Biyolojik aktif abietan turevleri

» Kassanlar (Cassanes)

Abietanlardan farkli olarak Kassanlar yeniden diizenlenmeyle metil grubu C-14 karbonuna
gbc eder. Kassan iskelet yapilarinin abietanlardan farki alkil gruplarinin 14 numarali karbona
bagh olmasidir. Yapinin en iyi bilinen 6rnegi kassanoik asittir. Podocarpus totora'dan izole

edilmis totarol'de bu gruba ait organik bir bilesiktir.

Kassanoik asit

Sekil 2.27 Kassan tlrevleri

2.2.3.6 Tetrasiklik Diterpenler

Pimaradienlerin karbokatyon diizenlenmesi sonucu tetrasiklik diterpen molekdil yapilari
olusmaktadir. Halka icindeki cifte baga, proton katildiginda 8 numarali karbonda tersiyer

karbokatyon olusur olusan bu karbokatyona halka disindaki cift bag karbonu niikleofilik
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olarak atak eder ve sonug olarak dort siklik yapisi kurulmus olur. Mekanizma, Sekil 2.18’
de gosterilmistir. Bu iskelet yapisinin en iyi bilinen 6rnegi kauren bilesigidir. Kauren
bilesiginin iki izomeri vardir. On (10) numarah karbona bagh metil grubu (20 numarali
karbon) onde ise B-kauren eger arkada ise a-kauren veya ent-kauren olarak

isimlendirilir.

N
N
N
S
S
<

Beta-Kauren Alfa-Kauren

Sekil 2.28 a,B-Kauren iskelet yapilari

2.2.4 Triterpenler

Triterpenler alti izopren (nitesinin baglanmasiyla olusur ve CsoHso molekiil formiliine
sahiptirler. Képekbaliginin karacigerinden elde edilen ve diiz zincirli bir triterpen olan
squalen, yag icerisinde ¢dziiniir. Ayrica squalen yagin ana bilesenlerinden biridir. iki cift
farnesil pirofosfat molekillnin birbiriyle verdigi reaksiyon sonucu olusur. Squalen
bilesiginin asiklik yapida 6 tane ¢ift bagi vardir. Molekil yapisindaki gift baglar Pd-C
katalizorliglinde katalitik hidrojenasyon sonucu indirgenerek perhidrosqualen (CsoHs2)
elde edilir. Genellikle sabit yag icerigi yiksek olan zeytin, susam gibi bitkilerin

bilesiminde bulunan squalen, kozmetikte krem yapiminda kullanilir [19].

Squalen

Sekil 2.29 Squalen yapisi

Dogadan izole edilen squalen tiirevi sapeleninler cok iyi derecede anti-inflamatuvar
ozellik gbsteren bilesiklerdir. Ornegin 6, 10, 15 ve 19 numarali karbonlarda asetillenmis
hidroksisqualen tirevi bilesik (Sekil 2.30) Peruvian Protium subserratum’ dan izole

edilmistir [20].
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OAc OAc

Sekil 2.30 Asetillenmis hidroksisqualen yapisi

2.24.1 Tetrasiklik Triterpenler

Tetrasiklik triterpen iskelet yapilari 30 karbonlu ve birbirine bagl doért siklik yapiya
sahiptir. Steroid karbon iskeleti iceren 6nemli bir bilesik sinifidir. Bitki ve hayvan
hiicrelerinde yaygin olarak bulunan ve kirmizi renkle belirtilen yapi steroidlerin
karakteristik yapisini temsil eder. Adrenal korteks hormonlari, mide ve safra asitleri,
cinsiyet hormonlari ve kalp glikozitleri steroid sinifina ait bilesiklerdir. Bu sinifin en

onemli iki 6rnegi Lanosterol ve Euphol’dur.

Lanosterol Euphol

Sekil 2.31 Lanosterol ve Euphol yapisi

2.24.2 Pentasiklik Triterpenler

Pentasiklik triterpenler bitkilerde yaygin bir sekilde olusan dogal bilesiklerdir. Genel
olarak bes siklohekzan halkasinin birbirine sirali bir sekilde baglanmasiyla olusan otuz
(30) karbonlu bilesiklerdir. Bu aileye ait en iyi bilinen bilesikler oleanolik asit (OA), ursolik
asit (UA) ve lupeol’ diir (Sekil-1.2). Oleanolik asit ve ursolik asit bitki kralliginin bircok
familyasinda, ozellikle de tibbi bitkilerde cok sik bulunan triterpenoidlerdir ve insan
diyetinin ayrilmaz bir pargasidir. Bu iki triterpenoidin yapisal 6zelliklerini ve biyolojik
aktivitelerini daha iyi anlamak icin, literatlirde binlerce makale yayinlanmistir. Yapilan
calismalar arasinda; terpenoidlerin izolasyonu ve saflastiriimasi, biyolojik aktiviteyi
gelistirmek icin iskelet yapisinda fonksiyonel grup degisikligi, suda ¢dzinir tlrevlerinin
olusturulmasi, faydah etkileri tizerine farmakolojik arastirma, toksisite calismalari, anti-
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kanser ve kemoterapi uygulamalari dahil olmak tizere gesitli hastaliklarda klinik kullanimi

yer almaktadir [21].

2.2.5 Tetraterpenler

Tetraterpenler, bitkilerin blinyesinde bulunan kirk (40) karbonlu bilesiklerdir. Bu yapiya
ait en onemli bilesik a-karoten ve B-karoten bilesigidir (Sekil 2.32). Karoten bilesigi,
bitkilerin klorofil yapisinin olgunlasma siireci sonucunda olusur ve konjuge sisteme

sahiptir. Olgunlasma sonunda bitkilerin meyve kismi sari-turuncu arasinda renk alir.

a-Karoten

Sekil 2.32 Karoten iskelet yapisi

B-karoten, A-vitaminin 6ncli maddesi olan bir pro-vitamindir. Karacigerlerde depolanir
ve ihtiya¢ duyuldugunda karaciger enzimleri ile ikiye bolinerek A-vitaminine donugsulr

(Sekil 2.33).
CH, CH,3 CH,3

\ XN \ XN CH,OH

A-Vitamini (Retinol)

Sekil 2.33 A-Vitamini (Retinol)

27



BOLUM 3

TRITERPENOIDLER ve OLEANOLIK ASIT

3.1 Triterpenoidler

Triterpenoidler, terpen iskelet yapilarinin belirli pozisyonlarina elektronegatif oksijen ve
azot gibi hetero atomlarin baglanmasiyla olusan yapilardir. Bu yapilarda ¢ogunlukla
alkol, keton, karboksilik asit, amin ve amid gibi fonksiyonel gruplar bulunmaktadir ve bu
gruplarin artmasiyla terpenoidlerin suda ¢Ozinurligld artmaktadir. Terpenoidler;
squalen, lanostan, dammaran, lupan, oleanan, ursan, hopan grup gibi yapilardan

olusabilir. Bu yapilar igin 6rnekler Sekil 3.1’ de verilmistir.

OH OH

‘COOH

Lanostan grup terpenoid Hopan grup terpenoid

Sekil 3.1 Terpenoidler

3.2 Oleanolik Asit (Oleanan Grup)

Oleanolik asit otuz karbonlu pentasiklik bir triterpendir ve bitkilerin binyelerinde ya

saponin veya aglikon “oleanolik asidin glikozit yapisi” olarak ya da serbest asit olarak
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bulunur. Oleanolik asidin serbest asit yapisi sekil-1.1" de verilmistir. Ursan iskelet
yapisina sahip ursolik asit, oleanolik asidin yapisal izomeridir. Oleanolik ve Ursolik asit
tibbi bitkilerin blinyelerinde sikga rastlanan triterpenoidlerdir ve insanligin zayiflamak
icin sikca kullandig bitkilerin dGnemli bir kismini olusturur. Bilim insanlari son yirmi otuz
yil boyunca yayinladiklari 700 den fazla ¢calismada bu triterpenleri daha iyi anlamaya
¢alismis ve bu ¢alismalarda, birgok bitki ve otlardan yaptiklari izolasyonlar sonucu elde
ettikleri triterpenleri; daha etkili yapiya donlstirmek icin kimyasal modelleme
calismalarinda, suda ¢Ozinen tirevlerini olusturmada, vyararh etkileri Gzerine
farmakolojik arastirmalarda, toksitite ¢alismalarini da iceren bir¢cok biyolojik aktivite
calismalarinda ve kemoterapi dahil gesitli hastaliklar Gzerine klinik arastirmalarda

kullanmiglardir.

3.2.1 Oleanolik Asit ve Tiirevlerinin izolasyon Calismalari

Oleanolik asit (OA); Salvia Genus (Lamiaceae), Olea Europaea (Oleaceae), Viscum
Albiimii L (Santalaceae)., Aralia Chinensis L. (Araliaceae) ve 120’ nin lzerinde diger bitki
tlrinin yaprak ve koklerinden izole edilen pentasiklik bir triterpenoiddir [22]. Oleanolik
asit izolasyonun en c¢ok yapildigi Lamiaceae familyasi, yeryliziinde 250 kadar cinse ve
3200’ G askin tlre sahiptir. Yurdumuzda ise 46 cins ve bunlara ait 758 takson ile temsil
edilen Lamiaceae familyasi Tirkiye“nin en zengin Ug¢lncl familyasi olup llkemizdeki
endemizm orani % 45°tir [23]. Lamiaceae familyasi (Ballibabagiller); nane, adacayi,
ogulotu, kekik, lavanta, reyhan gibi taninmis ve ekonomik dneme sahip bircok tibbi bitki
tirint kapsamaktadir. Genis adaptasyon sinirlarina sahip bu bitkilerin, 6zellikle ihman
ve tropikal bélgelere iyi uyum gosterdigi bilinmektedir. Ulkemizde de hemen her
bolgenin dogal florasinda bu familyaya ait tirlere rastlamak mimkindir. Ayrica Ege ve

Akdeniz Bolgesi, familyanin endemik tiirleri agisindan énemli bir konuma sahiptir [24].

Salvia L., 900 tir iceren Lamiaceae familyasindan en bliyik cinslerden biridir ve Amerika,
Avrupa ve Asya kitasi gibi diinyanin gesitli bolgelerinde yaygin olarak yetisir. Bu cinsine
ait bitkiler tipik olarak 30-150 cm boyunda, otsu ya da calimsi yapidadir. Etkileyici
renklere sahip olan Salvia cinsine ait bitki tirleri cok yillik, nadiren iki yillik veya bir yillik

bitkilerdir.
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Jash ve galisma grubu [25], yaptiklari derleme ¢alismasinda bugline kadar tim Salvia
turlerinden izole edilen molekiilleri arastirmiglardir. Yaptiklari derlemede tim Salvia
tirinden yalnizca 113’ nde, farkli iskelet yapilarina sahip 214 triterpenoidin izole
edildigini ve yapilarinin aydinlatildigini bildirmislerdir. izole edilen triterpen yapilarindan

olean iskeletine sahip olan 68 bilesik gizelge 1.2 de gosterilmistir.

Salvia cinsine ait farkli tirlerden yapilan saflastirma islemleri sonucu en ¢ok izole edilen
bilesikler arasinda oleanolik asit (1), B —amirin (3), 2a,3a-dihidroksiolean-12-en-28 oik
asit (68), maslinik asit (4), vergatik asit (5), 3-asetileritrodiol (6), 3-asetiloleanolik asit (8)
oldugu gorilmektedir (Cizelge 1.2). Yapilan izolasyon galismalarinda, farkh bircok salvia
tirinden elde edilen triterpenler arasinda en cok oleanolik asit (1) bilesigi elde

edilmistir. Yukarida belirtilen bilesiklerin yapilari sekil-3.2” de verilmistir.

HO,,

HO Ho™"

Maslinic asit (4)

B-Amirin (3)

R = 0OAc 6
R=0H Eritrodiol (7)

Sekil 3.2 Salvia tiriinden izole edilen triterpenler

Triterpenler, Lamiaceae familyasinin yani sira farkli familyalarda yapilan ¢alismalarda da
elde edilmistir. Ozellikle eritrodiol (7), Putranjivaceae (Putranjiva Roxburghii) [26],
Moraceae (Trilepisium Madagascariense) [27], Lecythidaceae (Lecythis pisonis) [28],
Asteraceae (Echinops Galalensis) [29] ve Euphorbiaceae (Alchornea Cordifolia) [30] gibi

bircok fakl familyalardan izole edilmistir.
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Cizelge 3.1 Salvia’ dan izole edilen oleanan grup triterpenoidler

Sira
No

Triterpenoidler

Salvia Tiirii

Oleanolik asit (1)

S. aegyptiaca L.; S. amplexicaulis Lam.; S.
Anastomosans Ramamoorthy; S. apiana Jeps;
S. argentea L.; S. aspera M. et G; S.
Ballotaeflora; S. breviflora Moc. et Sesse; S.
broussonetii Benth.(S. bolleana); S. buchananii
Hedge; S. cabulica Benth.; S. caespitosa Mont.
et Auch. ex Benth.; S. candelabrum Boiss; S.
candicans Mart. & Gal.; S. cardiophylla
Benth.; S. carduacea Benth.; S. ceratophylla L.;
S. cilicica Boiss. et Kotschy; S. deserta Schang;
S. divaricata Mont. et Auch. ex Benth.; S.
euphratica Mont. et Auch. ex Benth.; S.
glutinosa L.; S. gilliessi Benth.; S. glabrescens
Makino; S. hierosolymitana Boiss; S.
hydrangea DC. ex Benth.; S. horminum L. (S.
viridis L.); S. lanigera Poir.; S. Lasiantha; S.
lavandulifolia Vahl.; S. lavanduloides
(Cantueso); S. leucantha Cav.; S. limbata C. A.
Meyer; S. lineata Benth.; S. longipedicellata
Hedge; S. longystyla Benth.; S. mellifera
Greene; S. menthaefolia Tenore; S.
microphylla Kunth; S. montbretii Benth.; S.
moorcraftiana Wall.; S. nemorosa L.; S.
nicolsoniana Ramamoorthy; S. nilotica Juss. ex
Jacq.; S. officinalis L.

S. palaefolia H. B. K.; S. palaestina Benth.; S.
pinnata L.; S. pisidica Boiss. & Heldr.; S.
pomifera L.; S. potentillifolia Boiss.et Heldr.; S.
pratensis L.; S. przewalskii Maxim.; S. regla
Cav.; S. reptans Jacq.; S. ringens Sm.; S.
roborowskii Max.; S. sapinae Epl.; S.
scabiosifolia Lam.; S. sclarea L.; S. Sousae; S.
splendens L.; S. syriaca L.; S. thymoides
Benth.; S. tricupis; S. triloba L. (S. fruticosa L.)
S. tomentosa Miller; S. verticillata L.; S.
virgata Aioton

B-Amirin (3)

S. aegyptiaca L.; S. amplexicaulis Lam

S. apiana Jeps; S. cardiophylla Benth.

S. cryptantha Mont. et Auch. ex Benth; S.
glutinosa L.; S. mellifera Greene; S. nilotica
Juss. ex Jacq.; S. officinalis L.; S. palaefolia H.
B. K.; S. pisidica Boiss. & Heldr.; S.
potentillifolia Boiss.et Heldr.; S.
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transsylvanica (Schur ex Griseb.); S. pratensis
L.; S. triloba L. (S. fruticosa L.); S. tomentosa
Miller; S. verticillata L.

3 | 20,3B-Dihidroksiolean-12-en- | S. broussonetii Benth.(S. bolleana); S.
28-oik asit (Maslinik asit, carduacea Benth.; S. cryptantha Mont. et
Crataegolik asit) (4) Auch. ex Benth; S. deserta Schang; S.

glabrescens Makino; S. grandiflora Etling
S. hierosolymitana Boiss; S. nilotica Juss. ex
Jacq.; S. officinalis L.; S. oxyodon L.; S.
palaestina Benth.; S. potentillifolia Boiss.et
Heldr.; S. Tricupis; S. ringens Sm.; S.
roborowskii Max.; S. scabiosifolia Lam.

S. tomentosa Miller; S. verticillata L.; S.
virgata Jacq.; S. willeana Holmboe

4 | Vergatik asit (1-Okso-B- S. cryptantha Mont. et Auch. ex Benth
amirin) (5) S. nilotica Juss. ex Jacq.; S. palaestina Benth.

S. pinnata L.; S. potentillifolia Boiss.et Heldr.
S. tomentosa Miller; S. verticillata L.
S. virgata Jacq.

5 | 3-Asetileritrodiol (6) S. blepharochlaena Hedge
S. cryptantha Mont. et Auch. ex Benth
S. microphylla Kunth; S. pisidica Boiss. &
Heldr.; S. tchihatcheffii (Fisch.et Mey.) Boiss.

6 | 3-Asetiloleanolik asit (8) S. apiana Jeps; S. staminea Benth.

S. amplexicaulis Lam; S. blepharochlaena
Hedge; S. hypargeia Fisch. et Mey.

S. recognita Fisch. et Meyer; S. longystyla
Benth.; S. mellifera Greene; S. verticillata L.

7 | 11-Okso-B-amirin (9) S. glutinosa L.

8 | 11a-Hidroksi-B-amirin (10) S. glutinosa L.

9 | 1B,11a-Dihidroksiolean-18- S. deserta Schang
en-3-on (11)

10 | 1B,20,3B,11a-Tetrahidroksi- S. kronenburgii Rech. f.
olean-12-en (12)

11 | 1B,3B-Dihidroksi-olean- S. xanthocheila
9(11),12-dienil (13)

12 | 23-Hidroksigermanikon (14) S. pomifera L.

13 | 24-nor-2a,3B- S. hierosolymitana Boiss
Dihidroksiolean-4(23),12-en
(15)

14 | 28-Asetileritrodiol (16) S. glutinosa L.

S. tchihatcheffii (Fisch.et Mey.) Boiss.
15 | 2a,3a,23-Trihidroksimetil S. paramiltiorrhiza H. W. Li et X. L. Huang

oleanolat (17)
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16 | 2a,3a,23-Trihidroksiolean-12- | S. broussonetii Benth.(S. bolleana)
en-28-oik asit (18) S. tricupis
S. willeana Holmboe
17 | 2a,3a,24-Trihidroksimetil S. paramiltiorrhiza H. W. Li et X. L. Huang
oleanolat (19)
18 | 2a,3a-Dihidroksi-24-nor- S. carduacea Benth.
4(23),12-oleanadien- 28-oik
asit (20)
19 | 2a,3B,24-Trihidroksiolean-12- | S. roborowskii Max.
en-28-oik asit (21) S. tricupis
20 | 2a,3B-dihidroksimetil S. paramiltiorrhiza H. W. Li et X. L. Huang
oleanolat (22)
21 | 2o-Hidroksi-3-okso-olean-12- | S. nilotica Juss. ex Jacq.
en-28-oik asit (23) S. officinalis L.
22 | 2B3,3B,18-Trihidroksiolean-12- | S. tomentosa Miller
en 28-oik asit (24)
23 | 2B3,3B-Dihidroksiolean-5,12- S. tomentosa Miller
dien 28-oik asit (25)
24 | 3-Asetilvergatik asit (26) S. caespitosa Mont. et Auch. ex Benth.
25 | 3-Epi-maslinik asit (27) S. broussonetii Benth.(S. bolleana)
S. grandiflora Etling
26 | 3-O-asetil oleanolik aldehit S. apiana Jeps
(28) S. paramiltiorrhiza H. W. Li et X. L. Huang
27 | 3-Okso-oleanoik asit (29) S. caespitosa Mont. et Auch. ex Benth.
S. sclarea L.
28 | 30,24-Dihidroksiolean-12-en- | S. nicolsoniana Ramamoorthy
28,30-dioik asit (30)
29 | 30,24-Dihidroksiolean-12-en- | S. nicolsoniana Ramamoorthy
28- oik asit (31)
30 | 3a,6a,24-Trihidroksiolean-12- | S. santolinifolia
en-28-oik asit (salvin B) (32)
31 | 3a-Asetileritrodiol (33) S. multicaulis Vahl.
32 | 3B3,22B,28-Trihidroksiolean- S. leucantha Cav.
11,15-dien (salvitriol) (34)
33 | 3B3,22B,28-Trihidroksiolean- S. leucantha Cav.
11-en (leucanthol) (35)
34 | 3B,28-Dihidroksiolean- S. coccinea Juss. ex Murr.
12,20(30)-dien (36)
35 | 3B,28-Dihidroksi-olean-12-en | S. apiana Jeps
(Eritrodiol) (7)
36 | 3B-Asetoksi-2a,11a- S. haenkei L.

dihidroksiolean-12-en (37)
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37 | 3B-Asetoksiolean-12-en- S. argentea L.
1B,2a,11a-triol (38) S. kronenburgii Rech. f.
38 | 3B-Asetoksiolean-9,12-dien S. glutinosa L.
(39)
39 | 3B-Hidroksi-11a,12a-epoksi- | S. longystyla Benth.
olean- 28,13B-olit (40)
40 | 3B-Hidroksi-1-okso-olean-12- | S. coccinea Juss. ex Murr.
en-28- metilkarboksilat (41)
41 | 3B-Hidroksiolean-12-en-28-al | S. mellifera Greene
(42) S. palaestina Benth.
S. tchihatcheffii (Fisch.et Mey.) Boiss.
42 | 3B-Hidroksiolean-11,13(18)- | S. aegyptiaca L.
dien-28-oik asit (43) S. argentea L.
43 | 3B-hidroksioleanan-13p,28 S. lanigera Poir.
lakton (44)
44 | Anagadiol (45) S. broussonetii Benth.(S. bolleana)
S. moorcraftiana Wall.
45 | Epi-alnusenol (46) S. glutinosa L.
S. nilotica Juss. ex Jacq.
46 | Epi-oleanolik asit (47) S. nilotica Juss. ex Jacq.
47 | Eritrodiol diasetat (48) S. tchihatcheffii (Fisch.et Mey.) Boiss.
48 | Germanikol (49) S. broussonetii Benth.(S. bolleana)
S. pratensis L.
49 | Moradiol (50) S. pomifera L.
50 | Moronik asit (51) S. pomifera L.
51 | Nivadiol (52) S. broussonetii Benth.(S. bolleana)
52 | Olean-(13)18-en-2pB,3B-diol S. horminum L. (S. viridis L.)
(53)
53 | Olean-12-en-3-on (3 okso- S. palaefolia H. B. K.
amirin) (54)
54 | Olean-12-en-3$,7B3,150,28- S. argentea L.
tetraol (55)
55 | Olean-13(18)-en-2a,3B,11a- | S. pinnata L.
triol (56)
56 | Olean-18-en-1B, 2a, 3B-triol S. atropatana
(57)
57 | Oleanolik asit metil ester (58) | S. glutinosa L.
58 | Oleanonik asit squalen (59) S. palaefolia H. B. K.
59 | Przewanoik asid A (60) S. przewalskii Maxim.
60 | Przewanoik asid B (61) S. przewalskii Maxim.
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61 | Reglin [Deasetiloksisessein- S. regla Cav.
70,3B-hidroksiolean-12-en-
28-0at] (62)
62 | Salviolide (63) S. mexicana L. var. minor Benth.
63 | Salvinemorol (64) S. kronenburgii Rech. f.
S. nemorosa L.
64 | Trijugaoside A (65) S. trijuga Diels.
65 | B-Amirin asetat (66) S. cryptantha Mont. et Auch. ex Benth
S. pisidica Boiss. & Heldr.
66 | 1B,3B,11a-Trihidroksiolean- S. urmiensis
12-en (1B,11a-dihidroksi, B-
amirin) (67)
67 | 2a,3a-Dihidroksiolean-12-en- | S. officinalis L.; S. roborowskii Max.; S. sapinae

28 oik asit (68)

Epl.; S. Tricupis; S. virgata Aioton
S. willeana Holmboe

Salvia tirlerinden izole edilen olean iskeletine sahip triterpen yapilarinin birkagi asagida

gosterilmistir. iskelet yapilarinda belirtilen R gruplari, ilgili molekiildeki fonksiyonel

gruplari ve her farkh molekil icin farkli fonksiyonel gruplari temsil etmektedir.

10
12
16
17
18
19
21

10 Rg
Olean tip

Sekil 3.3  Olean tip triterpen iskelet yapisi

R1, Rz, Rs, Re, R7, Re= H; R3= BOH;

0
Ra=/'(=0); Ro, R1o, R11= CH3

R1, R2, Rs, Re, R7, Rg= H; R3= B-OH; R4a= a-OH; Ry, Rio, R11= CH3
R1, R3=B-OH; Rz, R4= a-OH; Rs, Re, R7, Rs= H; R, R1o, R11= CH3

Rll RZI R4l RS, RGI R7I R8= H; R3= B'

OH; Rg, R1g= CH3; R11= CH,0AC

R1, Rs, Rs, Re, R7, Re= H; Rz, R3= a-OH; Ro= CH3s; R10= CH20H; R11= COOMe

R1, Rs, Rs, Re, R7, Rs= H; Rz, R3= a-OH; R9= CH3s; R1p= CH20H; R11= COOH

Ri, Rs, Rs, Rs, R7, Rs= H; Rz, R3= a-OH; Ro= CH20H; R1p = CH3; R11= COOMe

R1, R4, Rs, Re, R7, Re= H; R2= a-OH; R3= B-OH; Rg= CH,0H; R1o = CH3; R11= COOH
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22 Ry, Ry, Rs, R, Ry, Rg= H; Ry= a-OH; R3= B-OH; Ry, Rip = CH3; R11= COOMe
23 Ry, R4, Rs, Re, Ry, Re= H; Ra= a-OH; Ra= /' (=0); Re, Rio = CH3; Ri1= COOH
24 Ry, Rs, Re, Ry, Rs= H; Ry, R3= B-OH; Rs= a-OH; Rg, R1p = CHs; R11= COOH
26 Ry, Ra, Rs, Re, Ry, Rs= H; Ri= /°(=0); Rs= B-OAC; Rs, R1o = CH3; Riz= COOH
28 Rj, Ry, Rs, Rs, R, Ry, Rg= H; Rs= B-OAc; Ry, Rip = CH3; R11= CHO

29 Ry, Ry, Ra, Rs, Re, Ry, Rs= H; Rs=/"(=0); Rs, Rio = CHs; Ri1= COOH

31 Ri, Ry, R4, Rs, Rs, R7, Rs= H; R3= a-OH; Rg= CH,OH; R1p = CH3; R11= COOH
32 Ri, Ry, R4, Rs, R7, Rs= H; R3, Re= a-OH; Ro= CH,0H; R1p = CH3; R11= COOH
33 Ri, Ry, R4, Rs, Rs, R7, Rs= H; R3= a-OAc; Rg,R10 = CH3; R11= CH,OH

37 Ry, Rs, Re, R7, Rs= H; Rz, Ra= a-OH; R3= B-OAc; Rg, R10 = CH3; R11= COOH
38 Rs, Re, Ry, Rs= H; Ri= B-OH; R, Ra= a-OH; R3= B-OAc; Rg, R1g =CH3; R11= COOH
41 R, Rg4, Rs, R, R7, Rs= H; R1= /o(=0); Rs= B-OH; R, R1i0 = CH3; R11= COOMe
42 R, Ry, R4, Rs, Rs, R7, Rg= H; R3= -OH; Rg, R1g = CHs; R11= CHO

47 Ri, Rz, R4, Rs, Re, R7, Rs= H; R3= a-OH; Rg, R1p = CH3; R11= COOH

48 Ri, Ry, R4, Rs, Re, R7, Rs= H; R3= B-OAc; Ro, R1o = CH3; R11= CH,0AC

54 Rj, Ry, Rs, Rs, Rs, R7, Rs= H; Rs3= //0(=O),' Rg, R10, R11= CH3

55 Ry, Rz, Rs, Rs, Rs, = H; R3, Rg= B-OH; R7= a-OH; Ro, R1p = CH3; R11= CH,0H
58 Ry, Rz, Rs, Rs, Rs, Rz, Rg= H; R3= B-OH; Ry, R10 = CH3; R11= COOMe

66 Ri, Ry, Rs, Rs, Rs, Rz, Rg= H; R3= B-OAc; R, R1g, R11= CH3

67 Rz, Rs, R, R7, Rg= H; R1, R3= B-OH; Ra= a-OH; Rg, Rip, R11= CH3

68 R1, Rs, Rs, Rs, R7, Rs= H; Rz, R3= a-OH; Rg, R10= CH3; R11= COOH

Sekonder metabolitler arasinda oleanan tipine benzeyen fakat tam olarak oleanan

iskelet yapisina sahip olmayan triterpenler de olusmaktadir. Bunlar asagidaki gibidir.

2
R5

Diger tip triterpen

Sekil 3.4  Diger tip triterpen iskelet yapilari
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11 Ra= B-OH; Ry, Ra= /(=0); Ra= a-OH; Rs, Re= CHs

14 Ry, Rz, Ra= H; Rs= B-OH; /(=0); Rs = CH,0H; Re= CHs
45 R2, Rs= H; R1, R3= B-OH; Rs, Re= CH3

49 R1, R2, Ra= H; R3= B-OH; Rs, Re= CH3

50 R1, R2, Ra= H; R3= B-OH; Rs= CH3; Re= CH,OH

51 R1, R2, Ra= H; R3= //0(=O); Rs= CHs; Re= COOH

52 R1, R2= H; R3= B-OH; Rs= a-OH; Rs, Re= CH3

53 R1, Ra= H; Rz, R3= B-OH; Rs, Re= CH3

56 R1= H; Ry, Rs= B-OH; Ra= a-OH; Rs, Re= CH3

57 R1, R3= B-OH; R2= a-OH; Ra= H; Rs, Re= CH3

&
Ce

15 R,=B-OH; R,=CH, 13
20 R,= a-OH; R,=COOH

Sekil 3.5  Triterpenler

Salvia cinsinden izole edilen olean iskeleti haricinde diger iskelet yapilari; Ursan, Lupan,

Dammaranes, Miscellaneous tip triterpenoidlerdir. Bu yapilar asagidaki gibidir.
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Lupan tip 70

Dammaran tip 71 Miscellaneous tip 72

Sekil 3.6 Ursan, Lupan, Dammaran ve Miscellaneous tip triterpenler

3.2.2 Oleanolik Asit ve Tiirevlerinin Biyolojik Aktiviteleri

Kronik hastaliklarin alternatif tedavi yontemleri igin farmakolojik 6neme sahip biyoaktif
dogal Urlinlere artan talep oleanolik asit gibi bilesiklere ilgiyi arttirmis ve daha fazla
arastirmayi tesvik etmistir. Son zamanlarda, kronik hastaliklarin énlenmesi ve/veya
kontrol altina alinmasinda oleanolik asit (OA) 'nin terapotik (tedavi edici) potansiyelinde
bir ilgi artisi olmustur. Ornegin oleanolik asit, Cin’ de tezgah {istii (over the counter: OTC)
hepatoprotektif ila¢ olarak kullanilmaktadir. Ayrica geleneksel Cin tibbinda; OA, anti-
enflamatuar, hepatoprotektif, analjezik ve kardiyotonik ila¢ olarak farkli alanlarda
kullanilmaktadir. Oleanolik asit, yukarida belirtilen etkilerin yani sira 2010 yilindan sonra
hepatit, hepatik yaralanmalarda ve adjuvan tedavisinde yaygin olarak kullaniimaktadir
[31-34]. Yapilan literatlir calismalarinda oleanolik asidin; antimikrobiyal, anti-
inflamatuar, anti-timor, antiviral, anti-diabetik, ve sitotoksik aktivite gibi bircok biyolojik
aktivite gosterdigi ve ayrica karaciger rahatsizliklarinin tedavisinde de kullanildig

belirtilmistir [4,35-37].

Pattnaik ve calisma grubu yaptiklari arastirmalarda; oleanolik asidin gigli bir anti-

inflamatuar, anti-timor, anti-HIV, kardiyovaskiiler ve glikojen fosforilaz inhibitor aktivite
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gosterdigini belirtmislerdir [37]. Sentezledikleri sekiz (8) triterpen bilesiginin anti-kanser
aktivite sonuglarini incelemisler ve belirlenen konsantrasyonlarda MCF-7 (ICso: 2.96 uM),
Hela (ICso: 6.30 uM), DU-145 (ICso: 6.77 uM) ve ACHN (ICso: 5.58 uM) kanser hiicrelerine
karsi bilesik 73’ tin en ylksek anti-kanser aktivite, A-549 (ICso: 2.10 M) kanser hiicresine
karsi da OA’ nin lakton tirevi bilesik 74’ (in en ylksek anti-kanser aktivite gosterdigini

belirtmislerdir [37].

Sekil 3.7  Anti-kanser aktivite gosteren iki triterpen

3.2.2.1 Anti-timor/Anti-kanser Etkileri

Bir dizi calismada, farkli in vitro ve in vivo ortamlarda cogaltilan timor ve kanser
hicrelerine karsi oleanolik asidin anti-timor ve anti-kanser aktiviteleri incelenmistir. Bu

calismalar arasinda;

Wang ve calisma grubu; farelere transfer ettikleri timorin blylimesini ve karaciger
hepatoselliler hiicrelerinin (HepG2) proliferasyonunu  OA’ in inhibe ettigini
belirlemislerdir. p53 timor protein tutuklugunun Ust ylizeyinde bulunan reseptoérlerin
artmasiyla, mitokondriyal apoptotik yolagin siklooksijenaz-2 (COX-2) aktivasyonuyla ve
hiicre dénglisii bloke olmasiyla oleanolik asidin anti-timor aktivite gosterdigini ileri

sirmuslerdir [38].

Amara ve ¢alisma grubu; ozmotik strese maruz kalmis meme kanseri hiicreleri tGizerinde
oleanolik asidin, daha 6nceden hipertonik sartlarda cogaltilan glikolitik enzimlerin
blyime tavrini tersine gevirdigini ve bu tersine etkinin kanser hiicresi proliferasyonunun

azalmasina neden oldugunu ifade etmislerdir [39].

Mu ve calisma grubu yaptiklari arastirmada oleanolik asidin; anti-timor, kan sekeri

seviyesini diizenleme ve karacigerin korunmasi gibi konularda aglikon-oleanolik asit
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turevlerine gore daha fazla farmakolojik aktiviteye sahip oldugunu bildirmislerdir. Mu ve
calisma grubu; T24 hicrelerini kullanarak insan prostat kanserinin proliferasyonu ve
apoptozu Ulizerinde oleanolik asidin etkisini incelemislerdir. Yaptiklari calismada,
oleanolik asidin, hiicre proliferasyonunu 6nemli Olgliide baskiladigini, Caspase-3
proteininin aktivitesini ve kanser hicreleri Uzerinde apoptozik etkiyi arttirdigini
bildirmislerdir. Hiicre bliyiimesi, proliferasyon ve hayatta kalma miicadelesi (survival)
icin kritik 6neme sahip Akt/ mTOR/ S6K/ ERK1/2 yolaklarinin 50 pM oleanolik asit

konsantrasyonunda inhibe oldugunu gdézlemlemislerdir [40].

3.2.2.2 Anti-diyabetik Aktivite

Diyabet, bozulmus insilin salgilanmasi ve/veya duyarhligindan kaynaklanan karmasik ve
ilerleyici bir hastaliktir. Diyabet; gozler, bobrek, kan atardamarlari ve sinirler gibi viicut
organlarini etkileyen farkli metabolik komplikasyonlarla iliskilidir [41-42]. Oleanolik asit,
insulin etkisini gelistirmek, glikoneogenezi inhibe etmek ve glikoz kullanimini arttirmak
icin diyabet modellerinde terapotik ajan olarak kullaniimistir. OA, insilin veya
tiyazolidindionlar gibi yaygin olarak kullanilan anti-diyabetik terapétiklerin aksine
adipojenik aktiviteden yoksundur ve periferde glikoz tasinmasini diizenler ve siklikla kilo
alimina yol acar [43]. OA, ayrica glukoneogenezi inhibe etme ve hepatik insiilin direncini
azaltma kabiliyeti de gostermektedir. Obezite durumlarinda hepatik instlin direnci, tip-
2 diyabet ve alkolsliz karaciger yaglanmasi hastaligi (NAFLD: non-alcoholic fatty liver
disease) arasinda 6nemli bir baglanti olarak kabul edilmektedir [44]. Wang ve ¢alisma
grubunun 2013 yilinda yaptiklari bir calismada iki hafta boyunca OA (20 mg / kg / gun)
ile beslenen obez diyabetli farelerin vicut, karaciger ve yag agirliklarinin distigini
belirlemislerdir. Ayrica karaciger morfolojisi (yapisi) ve fonksiyonunu korudugunu
belirtmislerdir. Bunlara ek olarak oleanolik asidin, aclik kan sekerini dustrdigu, glukoz
ve insilin toleransini artirdigl, insilin salgisini artirdigl ve glukoneojenezi inhibe ettigi

bildirilmistir [45].

3.2.2.3 Antimikrobiyal Aktivite

Oleanolik asit, bitkideki patojenlere karsi savunmada 6nemli bir rol oynar. Dolayisiyla,

OA' nin genis bir patojen araligina karsi antimikrobiyal aktiviteye sahip olmasi beklenir.
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insanlarda, bazen kronik hastaliklarin komplikasyonlarindan kaynaklanan ikincil
enfeksiyonlarin tedavisinde antibiyotik tedavisi siklikla kullanilir. Ayrica, patojenler
sadece komplikasyonlarda degil, ayni zamanda kronik hastaliklarin ilerlemesinde de

dikkate deger faktorler olarak ortaya ¢ikmaktadir [44].

Ornegin, OA, hiicre zarlarina zarar vererek Listeria monocytogenes, Enterococcus

faecalis ve Enterococcus faecium'a karsi antimikrobiyal etki gostermektedir [46].

2015 vyilinda Wang ve c¢alisma grubu, cesitli hastaliklara neden olan diger
mikroorganizmalar Uzerine OA' nin etkisini daha fazla karakterize etmek igin, oleanolik
asit ve epi-oleanolik asit iceren bir dizi oleanan triterpenoid bilesigini, bir tibbi gida bitkisi
olan, Akebia trifoliate’ nin meyve kisimlarinin tamami (perikarp)’ ndan tek tek izole
etmistir [47]. Bu bilesiklerin her birinin antibakteriyel aktivitesi, belirlenen bes farkh
bakterinin suglarina karsi degerlendirilmistir. Oleanolik asit, Staphyloccus aureus ve
Bacillus thuringiensis' e karsi 62.5 pug / mL ve Escherichia coli, Salmonella enterica ve
Shigella dysenteriae'ye karsi 31.2 pg / mL minimum inhibitér konsantrasyonda (MIC:
minimum inhibitory concentration) orta derecede aktivite gostermistir. Diger taraftan,
3-epi-oleanolik asit (8) MIC araliginda (0.9-7.8 pug / mL) daha gigli bir antibakteriyel
aktivitesi sergilemis ve bu degerlerin pozitif referans kanamisin silfat (MIC arahgi; 1.9-

3.9 ug / mL) ile kiyaslandiginda benzer etkiler gésterdigi belirlenmistir.

3.2.24 Hepatoprotektif Aktivite

Karaciger, viicudun metabolik aktivitelerinde, 6zellikle viicuda uyum saglayacak ilag
modifikasyonlarinda c¢ok o©nemli bir organdir. Glnimiizde insanlar karacigeri
sitotoksisiteye maruz birakarak giinde cok fazla ilag tiiketiyorlar. OA'nin kayda deger
biyoaktivitelerinden biri de, karacigerin toksisiteye karsi korunmasidir ve su anda Cin'de
tezgah Ustl ( OTC; over the counter ) hepatik ilag olarak kullaniimaktadir [44]. Hoskeri
ve c¢alisma grubunun yaptigl arastirma sonucu; Flaveria trinervia'dan kloroform
ekstraktiyla elde edilen OA, Wistar albino sicanlari tGizerinde kullanilimis ve hepatotoksik
serum marker enzim diizeylerini geri ylkleyerek etanol kaynakh karaciger toksisitesi

Gzerinde 6nemli bir koruyucu etkiye sahip oldugu belirtilmistir [48]. Bu ¢alisma, OA'nin
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hepato-koruyucu kabiliyetinin olasi bir bagka mekanizmasi olarak antioksidan yetenegini

gostermigstir.

ilag etkinligini arttirmak icin bir yol olarak kombinasyon tedavi, sinerjistik bir etki
olusturmasi sebebiyle c¢esitli hastaliklarin tedavisinde yaygin olarak kullanilan bir
yontemdir. Gutierrez-Rebolledo ve calisma grubu, ursolik asit (UA) ile kombine terapide
anti-tiberkiloz kaynakl karaciger hasari tGizerine OA’ nin etkisini degerlendirmislerdir.
100 pg / fare / glin OA ve UA karisiminin uygulanmasiyla anti-tiberkuloz ilaglar
tarafindan indiklenen steatozu (karaciger yaglanmasi) Onlemistir. Bu c¢alismalar
sonucunda hepatoksisitenin, anti-tiberkiloz ilacin glglli bir yan etkisi oldugu kabul

edilmistir [49-51].

OA metabolizmasini degistirmek ve sonug olarak tedavi sirasinda raf 6mrini uzatmak
amaciyla Yu ve galisma grubu [52] iki yeni OA tirevi ilag gelistirmislerdir (Sekil-3.8).
Siganlarda metabolizma ve biyo-dagilimin degerlendirilmesinin yani sira, oleanolik asidin
bu iki tlirevi, bilesik 75 ve 76’ nin hepatoprotektif kabiliyeti, farelerdeki karbon
tetraklorir (CCla) ile indlklenen karaciger hasarina karsi gelistirilmistir. CCls tedavisinin
neden oldugu serum hepatik enzimlerin artan seviyesi bu on-ilaglarin miidahalesiyle
belirgin sekilde azalmistir. Sentezlenen bu iki OA tirevi ile tedavi edilen farelerde,
malonaldehid dizeyinin artisini ve ayrica hepatik yaralanmalarin gostergesi olan
antioksidan enzimlerinin (GPx ve SOD) aktivitelerindeki azalmayi tersine cevirdigi
belirtilmistir. Calisma, on ilaglarin sadece yari d6mriniin artmasina degil, ayni zamanda
glcli hepatoprotektif ve antioksidan yeteneklere sahip oldugunu gostermistir [44].

Cl

Sekil 3.8  Oleanolik asit tirevi bilesikler 75 ve 76
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3.2.2.5 Antioksidan Aktivite

Oksidatif stresin gesitli kronik hastaliklarin patogenez’ inde rol oynadigi bilinmektedir ve
dolayisiyla antioksidan terapi bu hastaliklarin tedavisi ve yonetimi icin umut veren bir
stratejidir. OA' nin biyolojik aktivite galismalari sirasinda bazen OA’ nin antioksidan
etkisine deginilmistir. Ornegin, Gao ve calisma grubunun 2009 vyilinda yaptig
arastirmada [53], Ligustrum lucidum'dan elde ettikleri oleanolik asidin, alloksanin
indukledigi diyabetik sicanlarda malonaldehid (MDA) seviyesini dusirdigi ve stiperoksit
dismutaz (SOD) ve glutatyon peroksidaz (GSH-px) aktivitelerini artirdigi gézlemlenmistir.
MDA seviyesi (lipid peroksidasyon urini), SOD ve GPX (anahtar antioksidan enzimler)
aktiviteleri, memeli dokularinda antioksidan durumun onemli belirleyicileridir [44].
Benzer sekilde, in vitro bir ¢alismada, OA glutatyon Uretimini ve anahtar antioksidan

enzimlerin ekspresyonunu artirdigi belirlenmistir [54].

3.2.2.6 Anti-inflamatuvar Aktivite

inflamasyon, insilin direnci, diyabet, kanser ve astim gibi cesitli hastaliklarin
gelismesinde ve ilerlemesinde 6nemli bir rol oynar [44]. HMGBI birkag inflamatuvar
hastalikta hiicre membrani lzerinde pro-inflamatuvar sitokin reseptérlerin sayisini

arttiran (up-ragulates) bir proteindir [55].

Benzer sekilde, Lee ve grubu [56] in vivo ve in vitro ¢alismalarinda oleanolik asidin
niikleer faktor-kB (NF-kB) ve tiimor nekrozis faktor-a (TNF-a) ekspresyonunda (genetik
bilgi akisi) reseptdr sayilarini azaltarak (down-ragulates) lipopolisakarid ile (LPS)

induklenen pro-inflamatuvar yanitlarini hafiflettigini bildirmislerdir.

Miyokardit, kronik kalp yetmezligine donisebilen kalp kasinin zayif bir hastaligidir [44].
Miyokardit ve Dilated Kardiyomiyopati (DCM) miyokardin inflamatuvar hastaliklaridir,
bunun i¢in uygun tedavi 6nemli bir klinik sorun olmaya devam etmektedir. 2014 yilinda
Martin ve calisma grubu, otoimmin miyokarditi olan fareler Gzerinde OA'nin anti-
inflamatuvar etkisini calismislardir. Elde ettikleri sonuglarda OA’ nin anti-inflamatuvar
sitokinlerin Gretimini tesvik ettigi, pro-inflamatuvar sitokinlerin Uretimini azalttigl ve

nihayetinde hastaligin diger semptomlarinin hafifledigini belirlemislerdir [57].

43



3.2.3 Oleanolik Asit ve Tiirevlerinin Sentez Calismalari

Oleanolik asit, A ve C halkasindaki farkh karbon atomlarindan veya C-3 ve C-28
pozisyonlarindaki karbon atomlari ile bu pozisyona bagh fonksiyonel gruplardan
reaksiyon vermeye egilimlidir. Yapisinda bulunan hidroksi, karboksilik asit ve olefin

fonksiyonel gruplari oleanolik asidin reaktivitesini arttirmaktadir.

Pattnaik ve galisma grubu, [37] oleanolik asidin C-halkasi tizerinde yapidaki karboksilik
asit (-COOH) veya hidroksi (-OH) grubunun korunup korunmamasina goére cesitli
reaksiyon sartlari altinda N-bromosiiksinimid (NBS) ile muamele ettirerek kimyasal
olarak farkli tirevlerde triterpenler elde etmislerdir. Oleanolik asidin NBS ile
tepkimesinden asit grubu korundugunda hem karbon tetrakloriir (CCls) icerisinde hem
dioksan-CaCOs igerisinde triterpen 73 bilesigi; hidroksi grubu korundugunda CCls
icerisinde triterpen 78; dioksan- CaCOs igerisinde triterpen 79 bilesigi ve her iki grup
korundugunda dioksan- CaCOs icerisinde triterpen 81 bilesigi elde edilmistir (Sekil 3.9).
Oleanolik asidin direkt CCls igerisinde NBS ile muamelesinden de triterpen 74 bilesigi

sentezlenmistir (Sekil 2.40).

2
Z
z

Sekil 3.9  OA’ nin NBS ile reaksiyonundan elde edilen triterpenler
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Reaksiyon sartlari: a. NBS-CCls, oda sic., 8h, b. NBS- suludioksan-CaCQOs, oda sic., 18h,
c. (CH3CO).0Py, oda sic., 12h, %98, d. CH.N,, Dietil eter, 12h, 9%6.

2004 yilinda yapilan bir calismada Garcia-Granados ve grubu [58], zeytinyaginin soguk
presle eldesinden geriye kalan kati atiktan elde ettikleri OA’ nin semi-sentetik tlrevlerini
sentezlemislerdir. Yaptiklari ¢alismada esit miktarda CHCls:MeOH (1:1) igerisinde
oleanolik asidin ozonolizi sirasinda olusan epoksit yapisina C-28 asit grubunun
saldirmasiyla 82 bilesigini elde etmislerdir. Triterpen 82 bilesiginin asetillenmesiyle
bilesik 83, triterpen 83 bilesiginin Jones’ reaktifi ile hidroksi grubunun ylikseltgenmesiyle
bilesik 84, triterpen 84 bilesigi alfa brominasyonuyla bilesik 85, triterpen 85 bilesiginin
eliminasyonu sonucu olusan a,B- doymamis karbonil bilesigi 86 ve elde edilen triterpen
86 bilesiginin LiAlHa ile indirgenme reaksiyonu sonucu poli-hidroksi triterpen 87 bilesigi

sentezlenmistir.

Sekil 3.10 OA’ nin polihidroksi tlirevi triterpen 87’ nin sentezi

Reaksiyon Sartlari: a. O3, CHCl3:MeOH, -78 °C, 30 dakika (%70); b. Acz20, Pridin, 0 °C, 3
saat, (%70); c. Jones’ reaktifi, 0 °C, 1 saat, (%95); d. Bra, CClg, rt, 5 saat, (%80); e. Li»COs3,
LiBr, refluks, 3 saat, (%60); f. LiAlHa, THF, refluks, 1.5 saat, (%95).

Yapisinda hidroksi, epoksi ya da okso grubu olan triterpenler kolaylikla ylikseltgenerek
karbonil bilesigine donistirilebilirler. Oleanolik asidin farkli pozisyonlarinda karbonil
yapisi olusturulabilir. Karbonil yapisi, C-3 pozisyonunda sibstitlie edilmemis hidroksi, C-
28 pozisyonunda karboksilik asit disinda C-2, C-11 ve C-12 karbonlarinda da

olusturulabilir.
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Bednarczyk-Cwynar ve Zaprutko 2015 yilinda yaptigi bir derlemede [59], triterpenik
oksimlerin acil tlirevlerinin 6nemli farmakolojik aktivite gosterdigi belirtmislerdir.
Virlslerle asilanmis hicre kiltird ortamlarinda yapilan biyolojik testler sirasinda bazi
terpenik oksimlerin, tip 1 HSV (H7N1), ECHO-6 ve HIV-1 virlslerine karsi inhibitor etki
gosterdigi belirlenmistir. Yapilan calismalarda, C-3 pozisyonunda olusturulan karbonil
bilesigi Uzerinden farkli oksim tiirevi triterpenler elde edilmistir. Oleanolik asit (OA) veya
metil ester (58), Jones reaktifi ya da piridinyum-kloro-kromat ile uygun 3-okso-metil
oleanoat 88’e vyikseltgenebilir. Elde edilen 3-okso triterpen tirevleri, aldol
kondenzasyonuyla a,- doymamis olefinik 89, 90 tlrevlerine, fenil hidrazin bilesikleriyle
Fisher indolizasyon reaksiyonuyla indol 91 tlirevine, reaksiyon sartlari degistirilerek
refluks sicakliginda ve elektron gekici (electron drawing groups) gruplarin varliginda 2,4-
dinitrofenilhidrazin ile reaksiyonundan fenilhidrazon 92 tirevine ve hidroksiamin/HCl ile

oksim 93 tirevine donusturilebilir.

o-Nitro-Ph 89
-Ph 90

Sekil 3.11 OA’ nin Olefin, indol, Hidrazon ve Oksim tiirevlerinin sentezi
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Reaksiyon Sartlari: a. Jones reaktifi, aseton, 25 °C veya PCC, CH,Cl,, 25 °C; b. o-Nitro-Ph-
CHO (89) / Ar-CHO (90), C2HsOH, KOH, 25 °C; c¢. PH-NHNH;, CH3COOH, Refluks; d. 2,4-
dinitro-PH-NHNH,, CH3COOH, Refluks; e. NH,OH/HCI, CH3COONa, CoHsOH, Refluks.

Elde edilen triterpen oksim tlrevi 94 bilesigi ile bir seri karboksilik asit bilesikleriyle
esterlesme reaksiyonlari gerceklestiriimis ve elde edilen triterpen oksimlerin
glukozamin-6-fosfat sentaz enzimine karsi inhibisyon c¢alismalari gerceklestirilmistir.
Yapilan inhibisyon calismasi sonucunda triterpen oksim tirevi 95, 97 ve 99 bilesiklerinin

oleanolik asitden (1) daha aktif oldugu belirlenmistir.

N N
S S
S N

1. Benzil bromiir, K2C03, DMF
2. PCC, CH,Cl, Refluks

COOMe COOCH,Bn

3. NH,0H/HCI, Piridin, 80 °C HO\

RCOOH, DCC,
CH,Cl, Refluks

12r= f/ 103 R=

o)
: :CI
0
98 R= 99 R= 100 R=
O,N
J@i

(o)
Sekil 3.12 OA’ nin oksim tlrevlerinin sentezi

Fengran ve calisma grubunun 2016 yilinda yaptigl arastirmada [60], oleanolik asidin C-
28 nolu karboksilik asit ucuna takilan alkin grubu ile azid bilesikleriyle bir seri
reaksiyonlar yaparak elde ettikleri bilesiklerin biyolojik aktivitelerini ¢cahismislardir. Aril
slbstitue 1,2,3-triazol metil grubu tasiyan on bes 3-okso-oleanolik asit ester bilesikleri,
bakir (ll)-katalize Huisgen siklo-katilma yontemi ile sentezlenmistir. Bu bilesiklerin bes
insan timor hiicre dizisine karsi sitotoksisite testleri yapilmis ve bu bilesiklerin cogunun,

A375-S2 ve HT1080 hicrelerine karsi glcli aktivite ve secicilik sergiledigini
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belirtmislerdir. Benzen halkasinda p-NO; grubu tasiyan Bilesik 6¢, A375-S2'ye (ICso = 2.82
pumol / L) ve HT1080'e (ICso = 1.69 umol / L) kanser hicrelerine karsi en iyi inhibitor

aktivite gostermistir.

Cizelge 3.2 Triazol oleanan tirevleri

Bilesik R Verim(%) | Bilesik R Verim(%)
106a 0-NO; 69.0 106i m-Br 70.5
106b m-NO; 69.2 106j p-Br 71.7
106c¢ p-NO; 70.9 106k 0-Ac 62.8
106d p-CN 67.1 106l m-Ac 68.4
106e o-F 69.5 106m p-Ac 70.2
106f m-F 66.4 106n p-OCoHs 66.1
106g p-F 65.7 1060 H 68.9
106h p-Cl 66.6

106a-1060

2
2
Z
z

Sekil 3.13 1,2,3-Triazol-slibstitue-3-okso-oleanolik asit tirevlerinin sentezi

Reaksiyon Sartlari: a. K,COs, TBAB, H,O, CH,Cl,, oda sic., %89.1; b. Jones reaktifi, aseton,
0 °C, %88.5; c. Substitue benzen azid, sodyum askorbat, CuSO4-5H,0, t-BuOH, H;0, 60
°C.

3.2.4 Oleanolik Asidin Nanopartikiil Uygulamalari

3.24.1 Nanosiispansiyon

Nanoslispansiyon teknolojisi, ¢oztnurluga, dispersiyonu (dagihmi) ve homojenizasyonu,

intravenoz enjekte edilebilirligi, basit Uretim sireci, suda ¢ozinirligl zayif olan ilaglarin
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evrensel uyumlulugunu arttirmak igin kullanilmigtir. Ayrica, stispansiyonlarin olusumu
disik maliyetle ve daha kararl bir Giriin elde etmek igin basit teknoloji ile ¢ok daha
uygundur [61]. Nano sispansiyonu hazirlamak icin iki ana yontem vardir. Birinci yontem
yuksek basingli homojenizasyon ve ikinci yontem nanopresipitasyon (Nanogoktirme).
Homojenizasyon basinci ortalama partikil buylkliglini belirleyen ana faktordir. Artan
homojenizasyon dongiileri polidispers (¢oklu dagilim) indeksinin azalmasina yol agar.
Ayrica siirfaktanlar sistemin stabil kalmasina yardimci olur ve ila¢ nanopartikiillerinin

¢Ozunurlugl ve ¢éziinmesi ham ilag tozundan daha iyidir [62].

Chen ve ¢alisma grubu bu yontemi kullanarak ortalama pargacik blyuklGgi 284.9 nm
olan OA nanosiispansiyonunu elde etmislerdir. Nanoslispansiyon icerisindeki kiresel
veya kiresele yakin nanopartikil ilaglarin daha hizh erime orani gosterdigini
belirlemislerdir [63]. OA nanosispansiyon ile hicrelerin 6n-muamelesi, serum alanin
amino transferaz (ALT) aktivitesini ve karaciger malondialdehit icerigini dlisirme yoluyla
karbon tetrakloriir kaynakli karaciger hasarina karsi hepatoprotektif etkiyi 6nemli 6lctide

arttirdigini gostermistir [63].

3.2.4.2 Nanokapsiiller

Nanometre boyutlarinda ultra ince konak vezikiller veya kolloidal kapsdullerin igine
ilaglarin ylklenmesi kontrolli ilag uygulamasinin optimize edilmesi icin bir teknik olarak
kabul edilir. Nanokapsiller; stabilite, emilim, kantitatif doku transferi ve
farmakodinamik aktiviteyi gelistirmek icin tasarlanan yapilardir. Ayrica nanopartikdller,
ilac tedavisi sirasinda ve sonrasinda daha iyi lokal ve sistemik toleransla viicut icerisinde
yabanci cisimlerden kaynaklanan tahris veya yan etkilerin olusmasini 6nlerler [64].
Huang Y. ve calisma grubu 2008 yilinda oleanolik asit yikli nanokapsillerin in vitro
salinimini incelemistir. Oleanolik asit yikli nanokapstllerden in vitro ilag saliniminin
kurallari dinamik penetrasyon sistemi ve HPLC ile gbzlemlenmistir. Oleanolik asit yukla
nanokapsillerin profil egrisi Weibull denklemine uygun bulunmus ve oleanolik asit yukla
nanokapsillerin t1/2 salinimi orijinal oleanolik asidin yaklasik 6.7 kati olarak belirlenmistir

[65].
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3.24.3 Lipozomlar

Bir lipozom, esnek bir iki katmandan olusan ve bir sulu ¢ekirdek alanla ¢evrelenmis bir
keseciktir. Lipozomlar, son birka¢ yildir ilaglarin terapdtik aktivitesini ve glivenligini
arttirmak i¢in kullanilmaktadir. Lipozomlarin avantajlari yiksek biyouyumluluk, kolay
hazirlama, yiiksek oranda kimyasal ¢ok yonlalik ve iki tabakali bilesenlerin kimyasal

bilesimini degistirerek farmakokinetik 6zelliklerinin basit modilasyonunu icerir [66].

Lai ve Ma 2007 yilinda yaptiklari arastirmada; OA lipozomlari film-ultrason teknigi ile
hazirlamislardir. Optimal formiilasyon ve hazirlama teknikleri, ortogonal tasarim testi ile
secilmis, yakalama oranlarina gore degerlendirilmis ve bu sayede lipozomlar
onaylanmistir [67]. OA lipozomlarinin segilen formilasyonu ve hazirlama teknigi,
ortalama olarak 182 nm buyukliginde ve % 92.91'lik yakalama oranina sahip dizenli

lipozomlarin olugmasini saglamistir.
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BOLUM 4

DENEYSEL CALISMA ve BULGULAR

4.1 Materyal ve Yontem

4.1.1 Kullanilan Cihaz ve Yardimci Geregler

Nikleer magnetik rezonans spektrumlari (*H-NMR ve 3C-APT NMR) Yildiz Teknik
Universitesi’nde "Bruker-500 MHz NMR" cihazlariyla, détero ¢éziiciilerle alindi.
Kiitle spektrumlari Yildiz Teknik Universitesi Enstriimantel Analiz Laboratuvari’nda,
Agilent 6890N GC-System-5973 IMSD cihazi ile 6l¢tldi.

HRMS spektrumlari Bruker micrOTOF-Q 55 cihazi ile TUBITAK’da alind.

Infrared  spektrumlari  (FTIR) ATR bashg ile  “Perkin-Elmer, FT-IR”
spektrofotometresinde,  Yildiz  Teknik  Universitesi  Enstriimantel  Analiz
Laboratuvari’nda alindi.

Kolon kromatografisinde “Merck Silikajel 60” (60-200 mesh), fluoresans indikatorli
Merck 5554 silikajel tabakalar ile “Camag 254 / 366 nm” UV lamba kullanildi.

Saf olarak elde edilen maddelerin erime noktalari “Gallenkamp” dijital termometreli
(Northhampton, UK) erime noktasi tayin cihazinda acik kapiler tiplerle tayin edildi,
termometre diizeltmesi yapilmadi.

Bilesiklerin elde edilmesi ve kolondan ayirma islemleri sirasinda ¢ozicllerin geri
kazanilmasinda, “Heidolph” marka “Laborota 4000” model déner buharlastirici

kullanildi.
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4.1.2 Kullanilan Kimyasallar

Cizelge 4.1 Kullanilan kimyasal maddeler

Madde Adi Kisaltma/ Firma Adi Katalog No
Formiilu

Trifenilfosfin PPhs S. Aldrich T84409
Lityum diizopropilamin LDA S. Aldrich 246611
p-Toluen siilfonik asit p-TsOH S. Aldrich 402885
Tetrahidrofuran THF S. Aldrich 401757
Metoksimetil bromr MOMBr S. Aldrich 161756
Metansiilfonil klortr MsCl S. Aldrich 471259
Karbon tetraklortr CBra S. Aldrich 289116
p-Nitrobenzoil klorir C7H4CINOs S. Aldrich 112208
Lityum aliiminyum hidrur LiAlH4 S. Aldrich 199877
Sodyum bor hidrir NaBH4 S. Aldrich 452874
Metil iyodir Mel S. Aldrich 289566
Asetofenon CsHsO S. Aldrich A10701
Sodyum hidrir NaH Aldrich 452912
Sodyum siilfat Na S04 S. Aldrich 798592
Kalsiyum siilfat CaS0O4 Merck 101987
Sodyum hidroksit NaOH Merck 1.06462
Sodtum bikarbonat NaHCOs3 S. Aldrich 792519
Hidroklorik asit HCI Merck 113386
Silfirik asit H2S04 S. Aldrich 30743-M
Asetik asit CH3COOH S. Aldrich A6283
Asetik anhidrit CsH603 S. Aldrich 242845
Trietilamin CsH1sN Merck 808352
t-Bitil dimetil silil klortr TBDMSCI S. Aldrich 190500
Asetonitril CHsCN S. Aldrich 271004
Alliminyum klorur AlCl3 Aldrich 563919
Okzalik asit C2H204 S. Aldrich 75688
Fenil selenyum bromdr PhSeBr Aldrich 243965
Hidrojen peroksit H,0> S. Aldrich H1009
Piridinyum klorokromat PCC Aldrich 190144
Silikajel 60 SiO; Merck 107739
Dietil eter CsH100 Merck 100926
Diklorometan CHxCl, Merck 106049
Etil asetat C4Hs0; Merck 100864
n-Hekzan CeH1a Merck 101782
Kloroform CHCl3 Merck 822265
Metanol CH40 Merck 822283
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4.1.3 Susuz THF’ nin Hazirlanmasi

Yuvarlak dipli cam balon icerisinde 400 mL THF konuldu. Uzerine 5-6 parca Na metali ve
3 g asetofenon ilave edildi ve 2-3 saat refluks sicakliginda ortam parlement mavisi olana

kadar kaynatilarak susuz THF azot atmosferinde hazirlandi.

4.1.4 Susuz Trietilamin Hazirlanmasi

100 mL Trietilamin igerisine susuz CaS0Oa4 (25 g) konuldu ve bes saat kaynatildiktan sonra

basit destilasyon ile azot atmosferi altinda destillendi (kaynama noktasi 89.4 °C) [68].

4.1.5 Schlenk Sistemi

Tim indirgenme reaksiyonlari ve ¢ozliciilerin kurutulmasi azot altinda ve Schlenk sistemi

kullanilarak gergeklestirildi.

4.2 Bilgisayar Destekli Doking Calismalari

Triterpenlerin NF-«B inhibisyonu konusundaki 6nemi, son birkac yil icinde bu konuda
ve/veya antikanser Ozelliklerinin arastirilmasi amaciyla yapilan bilimsel calismalarin
sayisindan da anlasilabilir [69]. Bunlardan birinde bir triterpen glikozit olan Ginsenoside
Rg3’ tin kolon kanseri (izerindeki etkileri incelenmistir [70]. Lupeol’ in NF-xB inhibisyonu
Uzerinde etkili oldugu ve NF-«B inhibisyonu yaparak epidermoid karsinoma A431
hiicrelerini dizenledigi gosterilmistir [71]. Ursan triterpenoidlerin aterosklerozu onledigi
[72] ve bir ursan triterpen olan annurcoic asidin anti-timor etkili bir antioksidan oldugu
gosterilmistir [73]. Triterpen grubundan pachymic asidin de anti-timor etkisi
gosterilmistir [74]. Yine bir ursan triterpen olan alfa-amirinin enflamasyonu durdurma
mekanizmalari incelenmis [75], veursolik asidin NF-xB inhibisyonu yaptigi belirlenmistir
[76]. Son yillarda yapilmis olan triterpenlerin anti-kanser ozellikleri ile ilgili bir derleme
makalede [77] ve diger bazi yayinlarda triterpenlerin anti-timar/anti-kanser 6zellikleri

acikca izlenmektedir [78-81].

Klasik molekiler ilag uygulamalarinda, ilaglar 6zellikle sinyal iletisimindeki kinazlara
baglanip onlari inhibe etmektedirler. Triterpenler ise transkripsiyon faktorlerine

baglanmak sureti ile aktivite gostermektedir. Bazi oleananlarin NFAT transkripsiyon
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faktorini [82, 83] etkiledigi, hatta sentetik bir triterpenin biytime faktéri olan B/Smad
transkripsiyon aktivitesini [84] etkiledigi ve farkl triterpenlerin de NF-«xB transkripsiyon
aktivitesi lizerinde etki gosterdigi bilinmektedir [85]. Triterpenlerin timor aktivitesini
onleme konusunda gordlugl blylk ilginin odagl da bu molekillerin 6zellikle
transkripsiyonu etkilemesine dayanmaktadir ve bu nedenle ilag olma potansiyelleri

yuksektir.

Triterpenlerin transkripsiyon aktivitesini dnlemekteki 6zellikleri bes halkadan olusan
nispeten rijit bir yapiya sahip olmalari, fakat daha da 6nemlisi, icerdikleri stibstitientlerin
cesitliligine baglanmaktadir, bu cesitlilige paralel olarak da inhibisyon etkilerinde
farkhliklar gériilmektedir [86, 87]. inhibisyon etkisinin artmasi icin bazi dogal
triterpenlere sentetik yollardan modifikasyon da uygulanmistir [88-90]. Boylece,
istenilen protein Uzerinde istenilen etkiyi gosterebilecek cok cesitli yapilar elde
edilebilmektedir. NF-«B yolagi, 20 yil 6nce bulunmus bir yolaktir [91]. Hiicre gelismesi,
hiicre 6limd, bagisiklik sistemi gibi stirecleri kontrol etmesinin yani sira, enflamasyona
yol acan bir siirece de neden olan bir yolaktir [92]. Enflamasyona yol agan kismi, NF-«B’
nin bazi elemanlarinin hiicre gekirdegine girmesinden sonra, c-Rel adli elemanin DNA ile
etkilesip yeni protein Uretimine yol acmasi sonucu olusur. Bu Uretimin kontrolden
¢tkmasi ile de timor olusumu baslar. NF-«xB aktivitesi Sekil 4.1 yardimi ile kolayca

aciklanabilir.
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Sekil 4.1  NF-«B aktivitesi
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Sekil 4.1" de goruldigu gibi, hiicre disindan gelen sinyal NF-xB kompleksini uyarir,
disaridan gelen uyari, IkB’ nin fosforlanmasina yol acgar. Fosforlanma sonucu IxB
ubiquitin ile birlesir ve pargalanir. Geri kalan kompleks ¢ekirdege girebilecek duruma
gelir ve ¢ekirdek icine girince, c-Rel DNA’ ya baglanir ve transkripsiyon baslar, c-Rel’ in
kontrolsiiz sekilde bagli kalmasi istenilmeyen protein liretimine ve timor olusumuna yol
acar. Hicre membranindan gekirdege kadar NF-«B aktivitesini her diizeyde etkileyecek
ve degistirecek cok cesitli faktor vardir [92]. Ancak, yalnizca timor olusumunu
engelleyecek etkilesmeleri kontrol etmek icin NF-xB grubuna cekirdek icinde ve 6zellikle
de c-Rel lizerinden inhibisyon yaptirmak gerekmektedir. Daha 6nce yapilan galismalarda
[93, 94] ve triterpenlerle ilgili cok sayida calismada [77] cekirdek icinde aktivite gosteren
c-Rel transkripsiyon proteinin, triterpen molekilleri tarafindan inhibe edildigi

gorulmastir.

4.2.1 NFkB/IkBa Kompleksinin Triterpenler igin Hedef Protein Olarak Arastiriimasi

Grubumuz tarafindan yapilan doking calismalarinda PDB (Protein Data Bank) veri
bankasindan insan IkBa ile kompleks olusturmus fare p50/p65 dimerinin kristal yapisi
elde edilmistir (pdb: 1likn). Bu yapida da sadece RHD bolgesi gdziikmektedir fakat bu
calisma icin yeterli olmaktadir. insan c-Rel sekansi ile fare p65 proteini %65 benzerlik

gostermektedir, fakat bu benzerlik fare p50 ile %51,3 olarak hesaplanmistir.

Triterpenlerin NFkB (p50/p65) — IkBa kompleksine gliclii sekilde baglanarak IkBa’nin
p50/p65 dimerinden ayrilmasini engelleyebilecegi olasihgi arastiriimistir. MOE programi
ile bu protein yapisinda triterpenlerin baglanabilecegi yerler aranmistir ve triterpenleri
baglayabilecek uygun hacme sahip olan 3 adet baglanma bolgesi (1, II, Ill) tespit edilmistir
(Sekil 4.2). Baglanma bolgeleri | ve Il p65/IkBa ara yizeylerinde bulunmaktadir ve
baglanma bolgesi lll ise p50/p60/IkBa ara ylzeyinde bulunmaktadir. Bu kristal yapisi da
doking calismalari icin uygun hale getirilmistir. Protein kristal yapisina MOE programi ile
hidrojen atomlari eklenmistir, parsiyel yik hesaplanmistir ve enerji minimizasyonu

gerceklestirilmistir.
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Sekil 4.2  NFkB (p50/p65) ile IkBa kompleksinde triterpenlerin baglanabilecegi yerler
(1, 11 ve 1NN) gosterilmistir.

Hedef molekiilleri 2 bu boélgelere GOLD Suite Programi ile dock edilmistir. Tim
baglanma bolgeleriyle iliski kurabilmektedir fakat baglanma bdlgesi lile hidrojen bag
kurma agisindan daha uyumlu oldugu gorilmustir (Sekil 4.3). Hedef molekil 2
proteini Gly259 (IkBa), Arg260 (IkBa) ve Gly237 (p65), Ser238 (p65) ve Phe239 (p65)
amino asitleri ile hidrojen bagi kurmaktadir. Ayrica, ligand ve baglanma bdlgesi |
arasinda hidrofobik iliskiler bulunmaktadir. Hidrojen baglari kirmizi kesik cizgiler ile

gosterilmistir.

Sekil 4.3  Hedef molekuli 2 ve NFkB (p50/p65) ile IkBa ara yiizeyinde bulunan
baglanma bolgesi | arasindaki ligand-protein iliskileri gdsterilmistir.
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4.2.2 IKK2'nin Triterpenler i¢in Hedef Protein Olarak Arastiriimasi

Dimerik insan IKK2 (IKK-B) yapisi PDB veri bankasindan elde edilmistir (pdb: 4kik). Her iki
proteinin kinaz aktivitesi gosteren bolgeye bir inhibitér (staurosporin analogu K252a)
baglanmis bulunmaktadir (Sekil 4.4). Her iki K252a molekili benzer sekilde IKK2 ile
ligand-protein baglanma iligskisi kurmaktadir (Sekil 4.5). Bu kristal yapisi doking

¢alismalariigin yukarida anlatilmis yontem ile hazirlanmistir.

Sekil 4.4  Dimerik insan IKK2'nin genel ti¢ boyutlu yapisi ve inhibitdér K252a’nin
baglandigi aktif bolge.

Sekil 4.5’ te K252a maddesinin insan IKK2'nin aktif bdlgesiyle kurdugu baglar
gosterilmistir. Hidrojen baglari kirmizi kesik gizgiler ve hidrofobik iliskiler gri kesik gizgiler

ile gosterilmigtir.

Sekil 4.5 K252a maddesinin insan IKK2'nin aktif bolgesiyle kurdugu baglar
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4.3 Doking Calismalari ve Analizi

Hedef molekili 2 ve inhibitdr K252a her iki aktif bolgeye dock edilmistir (GOLD Suite).
Kristal yapida gozledigimiz K252a baglanma sekli ve ligand-protein iliskileri (Sekil 4.5)
doking calismalarimizla da elde edilmistir (RMSD: 0.2866 A). Ayrica, hedef molekiil 2 icin
de hidrojen bag ve hidrofobik iliski kuran ve ayni anda sekil uyumlulugu goésteren

baglanma sekilleri elde edilmistir.

Grubumuz tarafindan sentezlenen ve sentezlerin ara basamaklarinda elde edilen
maddeler veya Prof. Dr. Gililacti Topcu’ nun triterpenler Gzerindeki O©nceki
¢alismalarindan elde edilen benzer triterpenleri iceren bir elektronik veri bankasi
olusturulmustur. Bu veri bankasi icinde triterpen ve sentez ara basamak tlrevlerinin
(toplam 93 adet) li¢ boyutlu yapilari bulunmakta ve doking calismalari icin uygun bir
kaynak olusturmaktadir. Yapilan analiz sonuclarina gore, hedef molekil 2’ nin yiksek ilgi
ile IKK2’ye baglanabilecegi ongorilmustir (Sekil 4.6). Hidrojen baglari kirmizi kesik

cizgiler ile gosterilmistir.

Hedef Molekiil 2

AL \lels
Val152 " |

Sekil 4.6 Hedef molekil 2’nin (yesil) insan IKK2 aktif bolgesiyle kurdugu baglar

Ayrica hedef molekili 2 ve ursan tirevinin C-17 karbonunda karboksilik asit (-COOH)
tasiyan tirevlerinin ekstra hidrojen bagi yapmasindan dolayi daha iyi affinite gdsterdigi

saptanmistir (Sekil 4.7). Hidrojen baglari kirmizi kesik cizgiler ile gosterilmistir.
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Sekil 4.7  Hedef molekiil 2’ nin karboksilik asitli ursan tiirevinin (turkuaz) insan IKK2
aktif bolgesiyle kurdugu baglarin gosterimi.

Bu yapida (i¢ farkl baglanma bélgesi molekiiler modelleme teknikleri ile tespit edilmistir.
Fakat bu bolgelere gergekten ligandlarin baglanmalarinin mimkiin olup olmadigi sadece
farmakolojik ve biyokimyasal teknikler ile tespit edilebilir (6rnegin mutasyon ¢alismalari
ve ligand baglanma deneyleri). Yapilan calismalarda triterpen tirevlerinin insan IKK2
enzimine baglanma potansiyelini arastiran doking ¢alismalari ylritilmustir ve sonuglar
verilmistir. Ayrica, insan IKK1 (IKK-a) ve insan c-Rel/c-Rel/IkBa igin homoloji modelleri
olusturulmustur ve bu enzimlere karsi da doking calismalari yiratilmustir. Yapilan
calismalar neticesinde oleanan tirevi oniki triterpenin yukarida bahsi gecen enzimlere
baglanma potansiyellerinin yiksek oldugu belirlenmistir. Bu bilesiklerin yapilari sekil 4.8’

de verilmistir.
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OR*

R'O

1: R'=OH; R? = R3= R* H (Oleanolik asit) 7: R'=H; R? = H (Eritrodiol)
107: R"= OCHj; R? = R3= H; R* = CH;4 109: R'=MOM; R? = H

127: R'= OH; R2=R3= H; R* = MOM 130: R'= MEM; R? = H
128:R'= (=0); R? = ¢-OH; R®= g-OH; R*=H  131:R'=H;R?=Ms

129: R'= (=0); R?=R%®= R*=H

132: R' = (=0); R? = ¢-OH; R® = 8-OH; R*=H
133: R'=R® = 8-OH; R? = R* = ¢-OH

Sekil 4.8  Doking calismasinda en iyi baglanma 6zelligi gosteren triterpen yapilari

c-Rel/c-Rel/IkBa enzimin homoloji enzim modelli ile en iyi baglanma 6zelligi gosteren

triterpen yapisi bilesik 134 olmustur.
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Sekil 4.9  Bilesik 134’ Gin c-Rel/c-Rel/IkBa enzimin homoloji modeli ile baglanma
iliskisi

4.4 Sentez Basamaklari

Bu tez kapsaminda hedef molekiil 2, oleanolik asidden cikilarak sentezlenecektir. Sentez
adimlari iki asamali olarak gerceklestirilecektir. ilk asama amirin bilesiginin
sentezlenmesi, ikinci asama sentezlenen amirin bilesiginden cikilarak hedef molekul 2’
nin sentezlenmesidir. Sentezin ilk kisminda, oleanolik asidde bulunan -COOH grubu
hedef molekil 2’ de -CHs grubu oldugundan oleanolik asiddeki karboksilik asit birimi

metiline indirgenerek B-amirin (3) bilesigi elde edildi (Sekil 4.10).

Karboksil grubunun indirgenerek metil grubuna dénustirilebilmesi igin ilk 6nce COOH,
gerceklestirilecek bir seri reaksiyon sirasinda bazik karakterdeki reaktiflerle
etkilesmemesi icin ester tlirevine donUstlrilmek istendi. Karboksilik asit grubunun
esterlesmesinde en iyi bilinen yontem Fischer esterlestirme yontemidir. p-TSA
katalizorliglinde metanol (MeOH) icerisinde yapilan reaksiyon denemeleri sirasinda
reaksiyon sartlari zorlanmasina ragmen (yiksek sicakhk, asiri equvalent, ultrasonik
banyo) asit grubu esterine donustiiriilemedi. Fischer esterlesme reaksiyonu OA’ nin

konfiglirasyonundan kaynaklanan sterik engel nedeniyle gergeklestirilemedi. Bunun
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yerine OA, NaH ile etkilestirilerek asit protonu koparildi ve elde edilen karboksilat
anyonu Mel ile etkilestirilerek ester bilesikleri 58 ve 107 sentezlenmistir. B-amirin (3)
bilesiginin sentezi sirasinda glicli bazlarla calisilacagi icin C-3 pozisyonundaki hidroksi (-
OH) grubunun korunmasi gerekmektedir. Elde edilen bilesik 58’ in C-3 pozisyonundaki
OH grubu MOMCl ile muamele ettirilerek OMOM tiirevi bilesik 108 elde edildi [95]. Daha
sonra ester grubu, iyi bir indirgeyici olan LiAlH4 ile indirgenerek C-17 karbonunda
hidroksimetil grubu iceren bilesikler 7, 109 ve 110 sentezlenmistir. Elde edilen
hidroksimetil grubuna sahip bilesikler; MsCl, PPh3/CBr4, Mel ve p-nitrobenzoil klorir gibi

reaktiflerle etkilestirilerek sirasiyla 111-115 bilesikleri sentezlenmistir.

Cahsmamizda hedef molekil 2’ nin sentezi gergeklestirilirken sentez adimlari sirasinda
elde edilen oleanolik asit tlirevi bilesiklerin potansiyel ilag olma 06zellikleri dikkate
alinmistir. Bu nedenle elde edilen her bilesik farkli fonksiyonel gruplarla
turevlendirilmeye calisiimis ve bilgisayar lzerinde yapilan doking calismalari (in-siliko)
rehberliginde in vitro calismalar gerceklestirilmistir. Sentezi gerceklestirilen bilesik 112
ve 113 LiAlH; ile indirgenerek bilesik 112’ den B-metoksiamirin (116), 113’ den sentez
adimlarinin ilk asamasinda hedeflenen B- Amirin 3 bilesigi sentezlenmistir. Mesilat esteri
bilesik 111 ne LiAlH4 ne de Stiper Hidriir (LiEtsBH) ile indirgenme reaksiyonlarina cevap

vermemistir.
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Oleanolik Asit (1) R=0CH; 107 R=OMOM 108
R= OH 58 R=0CH; 107
R=OH 58

R=0CH;; R=H 116 R=OCH;; R;=OMs 111 R= OMOM 109
R=OH; R4=Br 113 R=OCH;; R4=Br 112 R= OCH, 110
R= OH; R4=Br 113 R= OH (Eritrodiol) 7
R= 0OCHj;; R;=p-NO,,Benzoil 114
f R=OCH;; R;= OMe 115

a) MeOH/p-TsOH; NaH/Mel

b) NaH/MOMCI

c) LiAlH,

d) MsCl; PPh/CBr,; Mel
p-NO,, Benzoil kloriir

e) LiIEt;BH

f) H'/H,0

3 (p-amirin)

Sekil 4.10 B-Amirinin sentez basamaklari

Literatirde hem amirinlerin hem de bazi dogal ve sentetik tiirevlerinin ¢ok sayida

biyolojik aktiviteye sahip oldugu bildiriimektedir [96].

Sentezin birinci asamasina kadar olan béliimde stereo kimyasal bir merkez ya da izomer
Uriin olusumu yoktur. Ancak bundan sonraki basamaklarda stereocizomerlerin meydana
gelmesi so6z konusudur. Hedef molekdillin sentezi icin sentez adimlarinin ikinci asamasi
B-amirinden baslatilmasi planlanmisti fakat doking calismalarinda elde edilen sonuglar
C-17 karbonuna bagli metil grubunun yerine karboksilik asit grubu oldugunda daha iyi
baglandigini géstermektedir. Bu sebeple hedef molekiliniin karboksilik asit tlrevinin

sentezlenmesi planlanmistir. Cikis bilesigi olarak bilesik 58 segilmistir ve sentez adimlari
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sekil 4.11’ de gosterilmistir. Bilesik 58’ den yola ¢ikilarak hedef bilesigi elde etmek igin
yapilya 1, 2 ve 11 pozisyonlarinda {i¢ adet OH grubu baglamak, 3 pozisyonundaki OH

grubunu da asetil tlirevine donustlirmek gerekmektedir.

Reaksiyon adimlarina ilk olarak C-3 karbonundaki OH grubu literatiirde bilinen uygun bir
oksidasyon yontemi ile [97] karbonil formuna donUstirilerek keton bilesigi 117
sentezlenecektir (Sekil 4.11). Hazirlanan 117 bilesigi, ylkseltgeme yontemi olan
PhSeCl/H,0, reaktifleri ile muamele edilerek a,B-doymamis karbonil bilesigi 118 elde
edilecektir [98-100]. Bundan sonraki asamada bilesik 118’in nikleofilik asimetrik
epoksidasyon yontemi [101, 102] ile iki ¢ift bagdan daha pozitif karaktere sahip olan a,3-

doymamis olani segimli olarak oksitlenerek epoksit 119 bilesigi sentezlenecektir.

Farkli tepkime kosullarinda epoksitlerin hidrolizlerini tanimlayan alternatif yontemler
mevcuttur [103, 104]. Elde edilen epoksit bilesigi 119 silfamik asit varliginda hidroliz
edilerek trans-diol 120’ ye dondistirilecektir. Bilesik 120’ deki OH grubu tert-
batildimetilsilil klorGr (TBDMSCI) ile baz varliginda muamele edilerek silil bilesigi 121,
bilesik 121 deki karbonil grubu LiAlH4 ile indirgenerek alkol bilesigi 122 sentezlenecektir.
Eger olusacak OH grubu uygun stereokimya da elde edilemez ise kiral Corey-Bakshi-
Shibata (CBS) katalizérii varliginda indirgeme yapilacaktir [105, 106]. indirgeme sonrasi
elde edilen alkol 122 asetillenerek bilesik 123 hazirlanacak, hazirlanan bilesik 123 allilik
oksidasyona tabii tutularak ¢ift bagin (C-12/C-13) allilik konumunda (C-11) karbonunda
bir karbonil grubu olusturulacaktir. Bu islem igin literatiirde bilinen [96] ve bazi ursan ve
oleanan tirevlerinde de ayni amag icin kullanilmis olan tert-biitilkromat kullanilacak ve
boylece bilesik 124 sentezlenecektir. Bilesik 124 indirgenerek bilesik 125 elde
edilecektir. Son olarak bilesik 125’ de bulunan koruyucu silil grubu literatiirde bilinen
[107] BusNF kullanilarak uzaklastirilacak ve hedef molekil karboksilik asit metil ester

tlrevi 126 sentezlenmis olacaktir.
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R=TBDPS
i) CrO3/H,S0O,4 veya PCC
ii) LDA / PhSeBr/H,0./is!
iii) HOOBu' /KOH (kat)
iv) H,O/NH,SO3H (kat)
v) Bu'Ph,SiCl/imidazol

vi) NaBH,4 veya CBS kat. asim. ind. HoO,,

vii) Ac,O / EtzN ‘

viii) Bu',CrO,4 AcO

ix) NaBH4 veya CBS kat. asim. ind.

x) BugNF R=TBDPS

Sekil 4.11 Hedef molekiiliin sentez basamaklari

4.4.1 Oleanolik Asidin Esterlesme Reaksiyonu

Sentez tasariminin ilk adimi olan B-amirinin sentezi icin oleanolik asitten baslandi.
Fischer esterlesmesi metoduyla metil esterine dontisimiini saglamak icin, oleanolik asit
p-toluensiilfonik asit varliginda ve metanolun ¢dziicl olarak kullanildigi reaksiyonda bir
giin oda sicakhiginda karistirma yapildi. TLC sonucuna gore baslangig bilesiginde herhangi
bir degisiklik olmadigl gézlendi. Bu asamadan sonra reaksiyona metanolun kaynama
sicakliginda ortalama 65 °C’'de geri sogutucu altinda devam edildi. Refluks olan reaksiyon
10 giin boyunca periyodik olarak takip edildi ancak yine esterlesme olmadigi gézlendi.
Reaksiyon ultrasonik banyo icerisinde de tekrarlandi fakat karboksilik asit Fischer
esterlesme reaksiyonu esterine donistirilemedi.
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Oleanolik asit 1

Sekil 4.12 Fischer esterlesme reaksiyonu

Literatirde yaygin olarak bilinen metanol igerisinde Fischer esterlesme reaksiyonu
bircok organik bilesikte sorunsuz olarak ve yliksek verimlerde calismaktadir. Fakat bizim
molekiilde ise molekilin uzaysal diziliminden kaynaklanan sterik engeller dengenin
Urtinler tarafina kaymasina engel olmaktadir. Bu yizden molekiildeki karboksil asit
fonksiyonel grubunu esterine donistlirmek icin daha reaktif olan Mel bilesigi ile bazik

sartlarda reaksiyon yapildi.

4.4.2 3B-Hidroksiolean-12-en-28-oik asit metil ester (58) ve 3B-Metoksiolean-12-en-

28-oik asit metil ester (107)’ nin Sentezi

oH NaH, Mel, 25°C, THF, N, 2 giin

NaH, Mel, 65°C, THF, N,, 15 saat

HO MeO

Oleanolik asit 1 %21 Sogukta %71
%66 Sicakta %32

Reaksiyon yeni destillenmis 250 mL THF icerisinde azot atmosferinde ve oda sicakliginda
yapildi. Oleanolik Asit (5 g, 10.95 mmol), THF (250 mL) icerisinde ¢ozllerek lizerine NaH
(920 mg, 23 mmol) ilave edildi. Reaksiyon ortami 5 dakika boyunca karistirildiktan sonra
Uzerine Mel (3.9 g, 27.37 mmol) yavasca ilave edildi. Reaksiyon gece boyunca
karistinilmaya birakildi ve TLC ile takip edilerek gikis bilesiginin tikenmesinin ardindan
24 saat sonra ortama su ilave edilerek sonlandirildi. Reaksiyon ¢6zicisi THF
uzaklastirildi ve geriye kalan madde kloroform ile ¢ozilerek Kloroform/Su ile ¢ kez
ekstraksiyon yapildi. Organik faz Na;SOa4 Uzerinden kurutularak rotari evaporatérden
uzaklagtirildi. Elde edilen Grln karisimi silikajel kolona verildi ve kolondan %5 Etil
Asetat/n-Hekzan (5 mL / 95 mL) yurutiich fazi gegirilerek saflastirildi. Her iki Grinde

beyaz kati olarak elde edildi. Uriin verimleri bilesik 58 icin sogukta %21, sicakta %66
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(sirasiyla 1,1 g, 3.4 g), bilesik 107 igin sogukta %71, sicakta %32 (sirasiyla 3.83 g, 1.7 g)

olarak hesaplandi.
Bilesik 58 icin: Beyaz kati; Rs: 0.64 (4/1, n-Hekzan/Etil asetat).
Bilesik 107 icin: Beyaz kati; Rs: 0.82 (4/1, n-Hekzan/Etil asetat).

THF icerisinde NaH ile OA’ dan proton koparilip Mel ile reaksiyon oda sicakliginda
yapildiginda ana Uriin % 71 verimle di-metoksioleanolik asit tiirevi bilesik 107 iken
refluks sicakliginda yapilan reaksiyonda ana {irin % 66 verimle sadece karboksilik asit

Unitesinin esterlestigi mono-metoksi tlirevi bilesik 58’ dir.

4.4.3 Bilesik 58’in Spektroskopik Analiz Verileri

Kisa sure, ylksek sicaklik sartlarinda % 66 verimle beyaz bir kati olarak elde edilen bilesik
58’ in 'H-NMR spektrumu incelendiginde yapiyla tam olarak uyumlu oldugu gérilda.
Yapiyi inceledigimiz zaman asagi alanda rezonans olacak H-3, H-12 ve karboksilik asit
esteri olmak (zere (i¢ pozisyon bulunuyor ve OA’ dan farkh olarak asit yapisinin
esterlestigi gortlmektedir. Yapida H-12 protonu, 6: 5.21 ppm’ de triplet, 6: 3.55 ppm’ de
metoksi metil grubu singlet olarak rezonans olmaktadir. H- 3 protonuna baktigimiz zaman
6: 3.20 ppm’ de dubletin dubleti olarak oleanolik asitteki gibi ayni yerde rezonans

oldugunu goriyoruz.

Eger hidroksi grubu metillenmis olsaydi olusacak metoksi grubundan dolayi C-3 karbonun
elektron yogunlugu artacakti ve daha yukari alanda H-3 protonu rezonans olacakti. Ayrica
13C-NMR’ Inda 6: 178.0 ppm’ de ester yapisina ait karakteristik karbonil karbonu piki yapiyi

dogrulamaktadir.

'H-NMR (500 MHz, CDCls) 6: 5.21 (1H, t, J= 3.4 Hz, olefinik H-12), 3.55 (3H, s, -OCH3), 3.20
(1H, dd, J=4.7, 11.6 Hz,H-3), 2.85 (1H, dd, J= 4.0, 13.8 Hz, H-18) ppm.
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13C-NMR (125 MHz, CDCls) &: 178.0 (C=0), 143.4 (C-13), 122.0 (C-12), 78.7 (C-3), 54.9 (-
OCHs), 51.2 (C-18), 47.3 (C-11), 46.4 (C-14), 45.5 (C-17), 41.3, 40.9, 38.9, 38.4, 38.1, 36.7,
33.5,32.8, 32.3, 32.0, 30.4, 27.8, 27.4, 26.8, 25.6, 23.3, 23.1, 22.7, 18.0, 16.5, 15.2, 15.0
ppm.

FTIR (ATR) v= 3300 (OH), 2929, 1725 (C=0), 1541,1507, 1457, 1384 (CHs), 1187, 1101,
1031, 754, 644 cm™.
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4.4.4 Bilesik 107’ nin Spektroskopik Analiz Verileri

Uzun siire, distk sicaklik sartlarinda % 71 verimle beyaz bir kati olarak elde edilen bilesik
107’ nin 'H-NMR spektrumu incelendiginde yapiyla tam olarak uyumlu oldugu géruldu.
iskelet yapisinda &: 5.21 ppm’ de H-12 protonu triplet, 3.61 ppm’ de C-3 karbonuna bagl
metoksi protonlari singlet, karboksilik asit esteri protonlari 6: 3.34 ppm’ de singlet ve H-3
protonu &: 2.65 ppm’ de yukari alana kayarak dubletin dubleti olarak rezonans olmaktadir

(Sekil 4.16).

Sekil 4.16 Bilesik 107’ ye ait H-3 ve H-18 protonun rezonans gosterimi

1H-NMR (500 MHz, CDCls) &: 5.28 (1H, t, J= 3.4 Hz, olefinik H-12), 3.61 (3H, s, HC-OCHs),
3.34 (3H, s, 0=C-OCH3),2.85 (1H,dd, J= 4.4,13.8 Hz, H-18), 2.65 (1H, dd, J= 4.0,11.6 Hz,
H-3).

13C-NMR (125 MHz, CDCls) &: 177.6 (C=0), 143.1 (C-13), 121.7 (C-12), 87.9 (C-3), 56.8 (-
OCHs), 55.0 (0=C-OCHs), 50.8 (C-18), 46.9 (C-11), 46.0 (C-14), 45.2 (C-17), 40.9, 40.6,
38.6, 38.0, 37.6, 36.3, 33.1, 32.4, 31.9, 31.7, 30.0, 27.4, 27.0, 25.2, 22.9, 22.7, 22.3, 21.3,
17.5,16.1, 15.6, 14.6.

FTIR (ATR) 1= 2937, 1716 (C=0), 1456, 1361 (CH3), 1254, 1175, 1098, 1013, 756 cm™L.
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4.4.5 Oleanolik Asidin MOMBr (Momlama) ve TBDMSiCI (Sililleme) ile reaksiyonu

Fischer esterlesme reaksiyonu olmayinca oleanolik asidin C-3 karbonuna bagh hidroksi
grubu MOM koruyucu grubuyla korunmak istendi. Reaksiyon sonunda elde edilen MOM
tirevi oleanolik asittin H-NMR spektrumunda triniin olustugu dusuniilse de MOM
grubunun hidroksi grubu yerine karboksilik asit grubundan baglandigi bir sonraki adimda
LiAlH4 ile indirgenme reaksiyonu sonucunda anlasiimistir. indirgenme reaksiyonu
sonucunda hedeflenen bilesik 109 yerine her seferinde eritrodiol (7) bilesigi elde
edilmistir. Calismalar TBDMSICl koruyucu grubuyla da tekrarlanmis ve her seferinde

karboksilik asit ucundan baglandigi goriilmustir.

4.45.1 3B-(Hidroksi)-olean-12-en-28- metoksimetil ester (135)’ in Sentezi

COH MOMBr

—_—

HO

OA (1)

Reaksiyon, tetrahidrofuran (THF) icerisinde, oda sicakliginda ve azot atmosferinde
yapildi. 500 mL’ lik yuvarlak dipli iki boyunlu bir balona 250 mL yeni destillenmis THF
konuldu ve Uzerine %60’ ik NaH (13 mmol, 525 mg, 3 ekv.) ilave edildi. 15 dakika
karistirildiktan sonra oleanolik asit (1) (4.4 mmol, 2 g, 1 ekv.) ilave edilerek 30 dakika
daha karistirldi. Daha sonra MOMBr (8.8 mmol, 0.73 mL, 2 ekv.) ilave edilerek
karistirllmaya devam edildi. MOMBr ilavesinden sonra reaksiyon karisimi siit beyazi bir
renge donlstli. TLC ile takip edilen reaksiyon 2 saat sonra 2 mL su ilave edilerek
sonlandirildi. Reaksiyon c¢o6zliclisii evaporatorde uzaklastirilarak geriye kalan kisim
H20/CHCls ile U¢ kez yikandi ve organik faz Na SO Uzerinden kurutularak ¢6zlci
evaporatorde uzaklastirildi. Bilesik 135 beyaz renkli kati olarak elde edildi (2 g). Bilesik
135’ deki MOM grubu cok kararh degildir. Saflastirildiktan sonra NMR tiplinde bile

hidroliz olmaktadir.

Beyaz kati; erime noktasi: 260-261°C; Rs: 0.82 (4/1, n-Hekzan/Etil asetat); %91 verimle

ilk kez sentezlendi.
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4.4.5.2 Bilesik 135’ in Spektroskopik Analiz Verileri

Oleanolik asidin MOM tirevi bilesik 135" in 'H-NMR spektrumu incelendiginde
metoksimetil (CH30-CH,-O) grubuna ait karakteristik pikler; -CH,- ait protonlari, 5.15
ppm’ de dublet ve 5.22 ppm’ de dublet olarak ve 3.43 ppm’ de metoksi (—OCHs) grubuna
ait protonlar singlet olarak rezonans olmaktadir. ESer MOM grubu C-3 pozisyonundaki
hidroksi (-OH) grubundan baglansaydi H-3 protonunun 3.20 ppm yakin bir alanda degil
daha yukari alanda rezonans olmasi gerekirdi. H-3 protonunun 3.21 ppm’ de rezonans
olmasi MOM grubunun hidroksi grubundan degil karboksilik asit grubundan baglandigini
gostermektedir (Sekil 4.20). Bilesik 135’ e ait Hidrojen ve karbon NMR’ lar hidroliz sonrasi

olusan oleanolik asit ile karisim halindedir.

Sekil 4.20

LC-MS (ESI-QTOF) (C32Hs204) m/z= Hesaplanan 500.3865; 6lculen 501.3934 [M+H]".

1H-NMR (500 MHz, CDCls) 6: 5.28 (1H,t, J= 3.5 Hz, olefinik H-12), 5.22 (1H, d, J= 5.9 Hz,
Ha, 0-CH»-0), 5.15 (1H, d, J= 5.9 Hz, Hb, O-CH»-0), 3.43 (3H, s, -OCHs), 3.18 (1H, dd, J=
4.7,11.6 Hz, H-3), 2.86 (1H, dd, J= 4.2, 13.7 Hz, H-18) ppm.

13C-NMR (125 MHz, CDCl3) &: 183.6 (C=0), 143.6 (C-13), 122.6 (C-12), 90.4 (O-CH,-0),
79.0 (C-3), 57.6 (-OCHs), 55.2 (C-18), 47.6 (C-11), 45.8 (C-14), 41.7 (C-17), 41.2, 39.3,
38.7,38.4,37.0, 33.8, 33.1, 32.7, 32.4,30.7, 29.7, 28.1, 27.6, 27.1, 25.9, 23.6, 23.4, 22.9,

18.3,17.1, 15.6, 15.3 ppm.
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Yukarida MOM grubu igin olusturulan reaksiyon sartlari sililleme reaksiyonu iginde
tekrarlandi. Bazik sartlar altinda oleanolik asidin hidroksi ve karboksilik asit gruplarindan
protonlar koparildiktan sonra olusan anyonlarin bazik ve nikleofilik kuvvetleri
birbirinden farklidir. Yapidaki hidroksi (-OH) ve karboksilik asit (-COOH) fonksiyonel
gruplarindan hidrojen uzaklasinca geriye C-3 karbonunda bir alkoksit, C-28 karbonunda

bir karboksilat anyonu kalacaktir.

Rezonans

Alkoksit
Anyonu

o Karboksilat

Anyonu

Bilindigi gibi karboksilat anyonunun Uzerindeki negatif yik, iki oksijen atomu arasinda
rezonans halindedir ve alkoksit anyonuna gore daha nukleofiliktir. Diger bir taraftan
alkoksit anyonundaki negatif yik tek bir oksijen atomu lizerinde lokalize oldugu icin daha
baziktir. Sililleme ve momlama reaksiyonlari elektrofilik stibsitlisyon reaksiyonu oldugu

icin her iki yapida da riin karboksilat anyonu tarafindan gergeklesmektedir.

4.45.3 3B-(Hidroksi)-olean-12-en-28- tert-butil-dimetil silil ester (136)’ in Sentezi

CO,H  TBDMSICl

—_—

HO

OA (1)

500 mL yuvarlak dipli tek boyunlu bir balon icerisine 300 mL metilen kloriir kondu ve
Uzerine oleanolik asit (6.63 mmol, 3.0 g, 1 ekv.) ilave edilerek 15 dakika karistirildi.
Oleanolik asit ¢dziindiikten sonra ortama trietilamin (19.71 mmol, 2.73 mL, 3 ekv.) ilave
edilerek tekrar 15 dakika karistirildi. Son olarak reaksiyon ortamina TBDMSCI (9.85
mmol, 1.49 g, 1.5 ekv.) kati halde ilave edilerek balona kurutucu baslik takildi ve oda

sicakliginda karismaya birakildi. TLC analizleri ile kontrol edilen reaksiyon ¢ikis bilesiginin
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tikenmesinin ardindan sonlandirildi. Reaksiyon karigimi CH2Clz:H0 ile ¢ kez yikanarak
organik faz sodyum siilfat (Na;SOa) lzerinden kurutuldu ve slizildi. Ekstraksiyondan

sonra bilesik 136 beyaz kati olarak elde edildi (3.64 g).

Beyaz kati; erime noktasi 160-161 °C; Rs: 0.81 (4/1, n-Hekzan/Etil asetat); %97 verimle ilk

kez sentezlendi.

4.45.4 Bilesik 136’ nin Spektroskopik Analiz Verileri

Bilesik 136’ ya ait *H-NMR spektrumu incelendiginde H-12 protonu 5.26 ppm’ de triplet,
H-3 protonu 3.20 ppm’ de dubletin dubleti, silil grubunda bulunan bes metil (-CHs)

grubuna ait pikler 0-1 ppm arasinda singlet olarak rezonans olmaktadir.

LC-MS (ESI-QTOF) (C3sHs203Si) m/z= Hesaplanan 570.4468; 6lctilen 571.4536 [M+H]".

1H-NMR (500 MHz, CDCls) 6: 5.26 (1H, t, J= 3.4Hz, olefinik H-12), 3.20 (1H, dd, J= 4.4,
11.3 Hz, H-3), 2.81 (1H, dd, J= 4.0, 13.8 Hz, H-18) ppm.

13C-NMR (125 MHz, CDCls) 5: 178.3 (C=0), 143.8 (C-13), 122.3 (C-12), 79.0 (C-3), 55.2 (C-
18), 47.5 (C-11), 47.5 (C-14), 46.0 (C-17), 41.7, 41.6, 41.4, 39.3, 38.7, 38.4, 36.9, 33.9,
33.0,32.9,32.7,32.4,30.7, 28.0, 27.5, 27.1, 25.7, 25.6, 25.4, 23.4, 23.3, 23.1, 18.2, 17.5,
17.2,17.2,15.5, 15.3 ppm.
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4.4.6 3B-(Metoksimetoksi)-olean-12-en-28-oik asit metil ester (108)’ in Sentezi

Oleanolik asidin metil esteri bilesik 58’in C-3 karbonundaki —OH fonksiyonel grubunun
reaksiyona girme egilimi komsu karbonundaki metil (-CHs) gruplari tarafindan elektronik
ve sterik etkilerle engellenmektedir. Bu ylizden reaksiyonda cikis bilesigi tamamen
tikenmemektedir. Bu durum 6nceden bilindigi icin reaksiyon sartlari; baz, sicaklik, siire
ve konsantrasyon gibi parametreler degistirilerek MOMBr ile bilesik 58" in reaktor
kabinda daha fazla uygun geometride carpismasi saglandi. Reaksiyon sonunda MOMBr’
Un asinisi kullanildigi igin ortam da reaktifin hidroliz Grinid MOM-OH ile birlikte hedef
Urin yagimsi renksiz sivi olarak elde edildi. MOM-OH ve Bilesik 108 ayni Rt degerine

sahip olduklariicin ileri saflastirma islemlerine maruz birakilarak saf halde elde edildi.

250 mL’ lik yuvarlak dipli iki boyunlu bir balona 100 mL yeni destillenmis THF konuldu ve
Uzerine %60’ ik NaH (6.37 mmol, 255 mg, 3 ekv.) ilave edildi. 15 dakika karistirildiktan
sonra bilesik 58 (2.12 mmol, 1 g, 1 ekv.) ilave edilerek 30 dakika daha karistirildi. Daha
sonra MOMBTr (4.25 mmol, 354 umL, 2 ekv.) ilave edilerek karistirilmaya devam edildi.
MOMBr ilavesinden sonra reaksiyon karisimi sit beyazi bir renge dénusti. TLC ile takip
edilen reaksiyon 2 giin sonra 2 mL su ilave edilerek sonlandirildi. Reaksiyon ¢oziiclsi
evaporatorde uzaklastirilarak geriye kalan kissm H,0/CHCls ile ¢ kez yikandi ve organik
faz NaxSO4 lzerinden kurutularak evaporatorde uzaklastirildi. Ortamda metoksimetil
alkol ile karisim halinde bulunan bilesik 108 seffaf sivi olarak elde edildi. Coktiirme ve
kristallendirme islemleri sonucunda bilesik 108 beyaz renkli kati madde olarak elde edildi

(590 mg).

1.) NaH

2.) MOMBr

OMe OMe

THF, Refluks
N, 2 glin

Beyaz kati; erime noktasi 176-177 °C; Rs: 0.76 (4/1, n-Hekzan/Etil asetat); %54 verimle ilk

kez sentezlendi.

86



4.4.7 Bilesik 108’ in Spektroskopik Analiz Verileri

Molekule ait *H-NMR spektrumu incelendiginde H-12 protonu 5.27 ppm’ de triplet,
metoksi protonlari 3.61 ppm ve 3.38 ppm’ de singlet, H-3 protonu 3.08 ppm’ de dubletin
dubleti (Sekil 4.27), 4.74 ppm’ de dublet ve 4.60 ppm’ de dublet olarak -CH2- H, ve Hp

protonlari rezonans olmaktadir.

Sekil 4.27 Bilesik 108’ e ait H-3 protonun rezonans gosterimi

1H-NMR (500 MHz, CDCls) &: 5.27 (1H, t, J= 3.5 Hz, olefinik H-12), 4.74 (1H, d, J= 6.8 Hz,
Ha, O-CH-0), 4.60 (1H, d, J= 6.8 Hz, Hb, 0-CH,-0), 3.61 (3H, s, 0=C-OCHs), 3.38 (3H, s, CH-
OCHs), 3.08 (1H, dd, J= 4.2, 11.5 Hz, H-3), 2.85 (1H, dd, J= 4.3, 13.8 Hz, H-18) ppm.

13C-NMR (125 MHz, CDCls) &: 178.3 (C=0), 143.7 (C-13), 122.2 (C-12), 95.8 (-O-CH,-0-),
84.9 (C-3), 55.4 (-OMe), 55.3 (0=C-OCHs), 51.3 (C-18), 47.4 (C-11), 46.5 (C-14), 45.6 (C-17),
41.4,41.1,39.1,38.3, 38.2, 36.6, 33.6, 32.9, 32.4, 32.2, 30.5, 27.9, 27.5, 25.7, 23.7, 23.4,
23.2,22.8,18.1, 16.6, 16.3, 15.1 ppm.

FTIR (ATR) v= 2923, 1725 (C=0), 1457, 1386 (CH3), 1144, 1095, 1026, 914 cm™,
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4.4.8 Eritrodiol (7)’ iin Sentez Caligmalari

Eritrodiol (7), oleanolik asidin karboksil grubunun alkol formuna indirgenmis tlrevidir.
Biyolojik etkinlikleri bakimindan eritrodiol ve tiirevlerinin olduk¢a aktif olduklari gerek
literatlr c¢alismalarinda gerekse de vyapilan bilgisayar doking ve hicre kiltird

calismalarinda gézlemlenmistir.

OMe

HO

Eritrodiol (7)

Farkli zaman ve fakl reaksiyonlar olarak yapilan indirgeme reaksiyonlari sonucunda
eritrodiol (7) sentezlendi. Tuz-Buz karisimi banyosunda (-12°C) susuz THF icerisinde 5
equivalent (esdeger) olarak hazirlanan LiAlH4 karisimi Gzerine bilesikler; OA (1), 58, 135
ve 136 azar azar ilave edilerek reaksiyonlar yapildi. Azot atmosferi ve oda sicakhgi
kosullarinda 1 gln karistirilarak karbonil gruplari primer alkole indirgendi. Soguk
EtOAc/Su karisimi ile tepkime sonlandirildi ve ekstraksiyon, stizme, kurutma, saflastirma

islemleri sonrasinda hedeflenen lrilin elde edildi.

Reaksiyon yeni destillenmis 300 mL THF icerisinde, azot atmosferinde ve -12 °C de tuz-
buz karisimi icerisinde yapildi. Oncelikle 500 mL’ lik yuvarlak dipli cam balon icerisinde
LiAlH4 (4.16 g; 109.48 mmol) tartildi ve (izerine -12 °C’ de tuz-buz karisimi icerisinde
sogutulmus 300 mL THF ilave edildi. LiAlH4, THF icerisinde dagildiktan sonra lizerine 50

mL THF icerisinde ¢6zlilmis oleanolik asit (OA) (10 g, 21.9 mmol) yavasca ilave edildi.
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Daha sonra sistem (izerine N2 gazi takilarak reaksiyon tuz- buz karisimi icerisinden alindi
ve oda sicakhgina gelene kadar karistirildi. Reaksiyon oda sicakliginda gece boyunca
karistirlilmaya birakildi ve TLC ile takip edildikten sonra ¢ikis bilesiginin tikenmesinin
ardindan soguk etil asetat ve su ile sonlandirildi. Beyaz aliiminyum kompleksi
stziuldikten sonra reaksiyon ¢oziclsi THF rotari evaporatorde uzaklastirildi. Geriye
kalan madde etil asetat ile ¢oziilerek lic kez su ile ekstraksiyon yapildi. Organik faz

Na,S0O4 Gzerinden kurutularak rotari evaporatorden uzaklastirildi (8.74 g).

Beyaz kati; erime noktasi 255-257 °C (lit. 256 °C); R¢: 0.34 (4/1, n-Hekzan/Etil asetat); %90

verim.

4.4.9 Eritrodiol (7)'nin Spektroskopik Analiz Verileri

Molekule ait *H-NMR spektrumu incelendiginde H-12 protonu 5.18 ppm’ de triplet, H-3
protonu 3.20-3.22 ppm arasinda multiplet, C-17 karbonuna bagh hidroksimetil (-CH,-
OH) grubundaki -CH;- (C-28) protonlari ve 3.20 ppm’ de dublet ve 3.54 ppm’ de dublet

ve H-18 protonlari 1.97 ppm’ de dubletin dubleti olarak rezonans olmaktadir.

° Eritrodiol (7)

1H-NMR (500 MHz, CDCls) 6: 5.18 (1H, t, J= 3.4 Hz, olefinik H-12), 3.54 (1H, d, /= 10.9 Hz,
H-28a), 3.20-3.22 (1H, m, H-3), 3.20 (1H, d, J= 10.9 Hz, H-28b), 1.97 (1H, dd, J=4.7,13.5
Hz, H-18) ppm.

13C-NMR (125 MHz, CDCls) &: 144.2 (C-13), 122.4 (C-12), 79.1 (C-3), 69.7 (C-28), 55.2 (C-
18), 47.6 (C-11), 46.5 (C-14), 42.4 (C-17), 41.7, 39.8, 38.8, 38.6, 37.0, 36.9 34.1, 33.2,
32.6,31.1, 30.9, 28.1, 27.2, 26.0, 25.6, 23.6, 23.6, 22.0, 18.4, 16.8, 15.6, 15.6 ppm.
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Sekil 4.31 Eritrodiol (7)’ nin *H-NMR spektrumu (CDCls)
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4.4.10 3B-Metil Eter Eritrodiol (110)’un Sentezi

Oleanolik asidin (1) dimetoksi tlirevinden sentez adimlari devam ettirildi. Bilesik 107’ nin
C-17 karbonuna bagh karboksilik asit metil asteri (-CO;Me) LiAlH4 ile primer alkol (CH2-
OH) yapisina donustlrildi. Reaksiyon sonucunda eritrodiol bilesiginin 3-metil eter

tirevi bilesik 110 elde edildi.

OMe , LiAH, —

MeO MeO

Reaksiyon yeni destillenmis 150 mL THF igerisinde, azot atmosferinde ve -12 °C de tuz-
buz karisimi icerisinde baslatildi. Oncelikle 250 mL’ lik yuvarlak dipli cam balon igerisinde
LiAlHs (700 mg; 18.46 mmol) tartildi ve lzerine tuz-buz karisimi igerisinde -12 °C
sogutulmus 140 mL THF ilave edildi. LiAlH4 iyice THF icerisinde dagildiktan sonra lzerine
10 mL THF icerisinde ¢6zilmis bilesik 107 (1.79 g, 3.7 mmol) yavasca ilave edildi. Daha
sonra sistem Uzerine N; gazi takilarak reaksiyon tuz- buz karisimi icerisinden alindi ve
oda sicakhgina gelene kadar karistirildi. Reaksiyon oda sicakliginda gece boyunca
karistirlmaya birakildi ve TLC ile takip edildikten sonra ¢ikis bilesiginin tikenmesinin
ardindan soguk etil asetat ve su ile sonlandirildi. Beyaz aliminyum kompleksi
stziuldikten sonra reaksiyon ¢oziclsi THF rotari evaporatorde uzaklastirildi. Geriye
kalan madde etil asetat ile ¢oziilerek lg¢ kez su ile ekstraksiyon yapildi. Organik faz

NazS0a lzerinden kurutularak rotari evaporatérden uzaklastirildi (1.52 g).

Beyaz kati; erime noktasi 239-240 °C; Rr: 0.46 (4/1, n-Hekzan/Etil asetat); %90 verim.

4.4.11 Bilesik 110’un Spektroskopik Analiz Verileri

Molekule ait *H-NMR spektrumu incelendiginde H-12 protonu 5.19 ppm’ de triplet,
hidroksimetil (-CH,-OH) grubundaki -CH»- (C-28) protonlari 3.55 ppm’ de dublet ve 3.31
ppm’ de dublet, metoksi protonlari 3.35 ppm’ de singlet, H-3 protonu 2.66 ppm’ de
arasinda dubletin dubleti ve H-18 protonlari 1.98 ppm’ de dubletin dubleti olarak

rezonans olmaktadir.
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1H-NMR (500 MHz, CDCls) &: 5.19 (1H, t, J= 3.5 Hz, olefinik H-12), 3.55 (1H, d, J= 10.9 Hz,
H-28a), 3.31 (1H, d, J= 10.9 Hz, H-28b), 3.35 (3H, s, -OCHs), 2.66 (1H, dd, J= 4.3, 11.7 Hz, H-
3), 1.98 (1H, dd, J= 4.3, 13.4 Hz, H-18) ppm.

13C-NMR (125 MHz, CDCls) &: 144.1 (C-13), 122.3 (C-12), 88.6 (C-3), 69.6 (C-28), 57.5
(OMe), 55.6 (C-18), 47.5 (C-11), 46.4 (C-14), 42.3 (C-17), 41.6, 39.7, 38.6, 38.4, 36.9, 34.0,
33.1,32.5,31.0, 30.9, 28.0, 25.9, 25.5, 23.5, 23.5, 22.0, 21.9, 18.2, 16.7, 16.3, 15.4 ppm.

FTIR (ATR) v= 2937, 1460, 1364 (CHs), 1183, 1101, 1043, 997, 658 cm™.
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4.4.12 Eritrodiol Tiirevlerinin Hazirlanmasi

En aktif oleanan tirevi iskelet yapisini elde edebilmek igin B-amirin (3) sentez
basamaklarinda elde edilen her maddenin tiirevlendirme galismalari gergeklestirilmistir.
Ozellikle sentetik tiirevlerin hazirlanmasinda 3B-metil eter eritrodiol (110) cikis bilesigi
olarak kullanildi. 3B-metil eter eritrodiol 110’ dan cikilarak elde edilen sentetik
turevlerinin sentez adimlari sekil 4.18" de gosterilmistir. Bir seri yapilan reaksiyonlarda
MsCl ile 3B-metoksiolean-12-en-28-ol metan sulfonat (111), PPhs/CBrs ile 3B-
metoksiolean-12-en-28-bromiir (112), p-nitrobenzoil klorir ile 3B-metoksiolean-12-en-

28-p-nitrobenzoat (114) ve Mel ile eritrodiol 3,28-dimetil eter (115) elde edilmistir.

‘ PPh,/CBr,

OMe

MeO'

4.4.13 3B-Metoksiolean-12-en-28-ol metan siilfonat (111)’ in Sentezi

B-Amirin sentezi icin eritrodiol-3-O-metil eter bilesiginin C-28 pozisyonunda bulunan -
OH grubunun yapidan uzaklastirilmasi gereklidir. Bu amagla eritrodiol-3-O-metil eter

bilesigi 110" un MsCl ile reaksiyonundan 111 numarali stlfonat esteri sentezlendi.
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+ EtN + MsCl — = Ooms

MeO MeO

Reaksiyon oda sicakhiginda diklorometan (CHCl,) icerisinde yapildi. Oncelikle bilesik 110
(400 mg; 875 umol) CH,Cl; (100 mL) de ¢6ziildi sonra Gzerine EtsN (177 mg; 1.75 mmol)
ilave edildi. 30 dakika karistirildiktan sonra reaksiyon ortamina MsCl (614 mg; 5.25
mmol) ilave edilerek balona kurutucu baslk takildi. Reaksiyon bir gece karistirmaya
birakildi ve TLC ile takip edilerek cikis bilesiginin tlikendigi gozlendiginde 18 saat sonra
sonlandirildi. Reaksiyon karisimi lzerine seyreltik HCI (1 M) ilave edildi ve 10 dakika
karistirildi. Daha sonra mevcut CH,Cl, U¢ kez su (H20) ile ekstrakte edildi. Organik faz
NayS0s lzerinden kurutularak rotari evaporatérde uzaklastirildi. Elde edilen madde
kolon kromatografisinde %20 EtOAc/n-Hekzan (20 mL/80 mL) karisimi ile saflastirildi
(455 mg).

Beyaz kati; erime noktasi 160-162 °C; Rs: 0.74 (4/1, n-Hekzan/Etil asetat); %97 verimle ilk

kez sentezlendi.

44.14 Bilesik (111)’in Spektroskopik Analiz Verileri

Molekiile ait 'H-NMR spektrumu incelendiginde H-12 protonu 5.23 ppm’ de triplet, -CH,-
OMis grubundaki metilen protonlari 4.18 ppm’ de dublet ve 3.76 ppm’ de dublet, metoksi
protonlari 3.35 ppm ve kikirtde bagh bulunan metil protonlari 2.97 ppm’ de singlet, H-
3 protonu 2.66 ppm’ de dubletin dubleti ve H-18 protonlari 1.94 ppm’ de dubletin

dubleti olarak rezonans olmaktadir.

LC-MS (ESI-QTOF) (C32H5404S) m/z= Hesaplanan 534.3742; 6lcilen 557.4037 [M+Na]*.
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1H-NMR (500 MHz, CDCls) &: 5.23 (1H, t, J= 3.1 Hz, olefinik H-12), 4.18 (1H, d, J= 9.3 Hz,
H-28a), 3.76 (1H, d, J= 9.3 Hz, H-28b), 3.35 (3H, s, -OCHs), 2.97 (3H, s, -S-CHs), 2.66 (1H,
dd, J= 4.4, 11.6 Hz, H-3), 1.94 (1H, dd, J= 4.0, 13.5 Hz, H-18) ppm.

13C-NMR (125 MHz, CDCls) 6: 143.0 (C-13), 123.5 (C-12), 88.5 (C-28), 76.4 (C-3), 57.5 (C-
18), 55.6 (OMe), 47.4 (C-11), 46.0 (C-14), 42.2 (C-17), 41.5, 39.8, 38.6, 38.4, 36.9, 36.8,
36.2,33.7,33.0,32.4,31.1, 30.8, 28.0, 25.9, 25.3, 23.5, 23.5, 21.9, 21.6, 18.1, 16.6, 16.3,
15.4 ppm.
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4.4.15 3B-Metoksiolean-12-en-28-bromiir (112)’ iin Sentezi

Oleanolik asidin 28 nolu karbonda metil grubunu olusturmak igin C-28 karbonunda
olusturulan gruplarin kolay ayrilan yapilar olmasi gerekmektedir. Bu nedenle yapiya
tosil, mesil veya halojen gruplari takilmaya ¢ahsildi. Tosil grubu bilyiik oldugu icin sterik
engelden dolayi yapiya takilamadi, mesil grubu yapiya takildi fakat reaksiyon sartlari asiri
zorlanarak ve yliksek maliyetli stper hidrir reaktifleri kullanilarak ancak disik
verimlerde yapidan uzaklastirilabildi. Bu nedenle yapiya brom takilarak sentez

adimlarina devam edildi.

MeO MeO

Reaksiyon 50 mL asetonitril icerisinde 90 °C sicaklikta yapildi. Once bilesik 110 (604 mg;
1,32 mmol), asetonitril (50 mL) icerisinde ¢6zildl sonra Gzerine sirasiyla PPhs (694 mg;
2.64 mmol) ve CBrs (877 mg; 2.64 mmol) reaktifleri ilave edildi. Reaksiyon sicakligi 90 °C
olarak ayarlandi ve refluks sicakliginda karistirilmaya birakildi. Reaksiyon TLC ile takip
edildikten sonra c¢ikis bilesiginin tikenmesinin ardindan 7 saat sonra sonlandirildi.
Reaksiyon ¢Oziiclisi rotary evaparatorden uzaklastirildi ve geriye kalan ekstrat
kloroformda ¢6zllerek CHCl3/H20 karisimi icerisinde Ug¢ kez ektraksiyon yapildi. Organik
faz NayS0s Ulzerinden kurutuldu. Reaksiyon kalintilarini uzaklastirmak icin madde 6nce
silikajel kolondan suizildii ve ardindan kolon kromatografisi ile %5 (n-Hekzan/EtOAc; 95
mL/5 mL) ¢ozlict kullanarak saflastirildi. Elde edilen madde saf EtOAc ile yikanarak ilave

saflastirma yapildi. Bilesik 112 saf beyaz kati olarak elde edildi (520 mg).

Bezyaz kati; erime noktasi 210-211; Rs: 0.92 (4/1, n-Hekzan/Etil asetat); %75 verimle ilk

kez sentezlendi.

4.4.16 Bilesik 112’nin Spektroskopik Analiz Verileri

Molekile ait *H-NMR spektrumu incelendiginde metil bromir (-CH2-Br) grubundaki -

CH;- (C-28) protonlari 3.53 ppm’ de dublet ve 3.14 ppm’ de dublet, metoksi protonlari
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3.35 ppm’ de singlet, H-3 protonu 2.66 ppm’ de dubletin dubleti ve H-18 protonlari 2.08

ppm’ de dubletin dubleti olarak rezonans olmaktadir.

LC-MS (ESI-QTOF) (Cs1Hs1BrO) m/z= Hesaplanan 518.3123; olglilen 543.4402
[M+H+Na]".

1H-NMR (500 MHz, CDCls) &: 5.22 (1H, t, J= 3.4 Hz, olefinik H-12), 3.53 (1H, d, J= 10.1 Hz,
H-28a), 3.14 (1H, d, J= 10.1 Hz, H-28b), 3.35 (3H, s, -OCHs), 2.66 (1H, dd, J= 4.0, 11.6 Hz,
H-3), 2.08 (1H, dd, J= 3.4, 13.2 Hz, H-18);

13C-NMR (125 MHz, CDCls) 6: 143.3 (C-13), 123.1 (C-12), 88.5 (C-28), 57.5 (C-3), 55.6
(OCHs), 47.5 (C-18), 46.9 (C-11), 46.9 (C-14), 44.7 (C-17), 41.5, 39.7, 38.6, 38.4, 36.8,
36.2,34.1,32.9,32.6,32.3, 30.9, 28.0, 26.0, 25.3, 23.5, 23.5, 22.8, 21.9, 18.1, 16.4, 16.3,
15.4.

FTIR (ATR) v= 2951, 1541, 1507, 1457, 1365 (CHs), 1183, 1101, 975, 821, 644 cm™.
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4.4.17 3B-Metoksiolean-12-en-28, p-nitrobenzoat (114)’ in Sentezi

MeO

NO,

100 mL yuvarlak dipli bir balon igerisine NaH (2.19 mmol, 88 mg) ve 30 mL kuru THF
koyuldu. Uzerine 10 mL THF icerisinde ¢oziilmiis 3B-metil eter eritrodiol (110) (1.09
mmol, 500 mg) ilave edildi ve 10 dakika karistirmaya birakildi. Daha sonra 10 mL THF
icerisinde ¢ozillen p-nitrobenzoil klortir (1.15 mmol, 213 mg) ilave edilerek balonun agzi
kurutucu baslik ile kapatildi. TLC analizleri ile kontrol edilen reaksiyon bir gece
karistinldiktan sonra sonlandirildi. Cozlici ¢ektirildi ve geriye kalan kati karisim
CHCI3/H;0 icerisinde yikanarak ekstraksiyon yapildi. Su fazi uzaklastirildiktan sonra
organik faz Na;SOa4 Uzerinden kurutuldu ve ¢ozlicli rotary evaporatorde uzaklastirild

(490 mg).

Beyaz kati; erime noktasi 215-217 °C; R¢: 0.8 (4/1, n-Hekzan/Etil asetat); %74 verimle ilk

kez sentezlendi.

4.4.18 Bilesik 114’i{in Spektroskopik Analiz Verileri

Molekiile ait *H-NMR spektrumu incelendiginde benzoat grubuna ait aromatik H-3’ ve
H-5" protonlari 8.28 ppm’ de ve H-2’and H-6’ protonlari 8.19 ppm’ de dublet, C-28
pozisyonundaki -CHa- protonlari 4.35 ppm’ de dublet ve 3.98 ppm’ de dublet, metoksi
protonlari 3.35 ppm’ de singlet ve H-3 protonu 2.66 ppm’ de dubletin dubleti olarak
rezonans olmaktadir. Karbon ve hidrojen NMR sonuclarinin yapiyla uyumlu oldugu

gorulda.

LC-MS (ESI-QTOF) (CssHssNOs) m/z= Hesaplanan 605.4080, dlgiilen 606.4607 [M+H]*.
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'H-NMR (500 MHz, CDCls) &: 8.28 (2H, d, J= 8.9 Hz, H-3’ ve H-5’), 8.19 (2H, d, J= 8.9 Hz,
H-2’ ve H-6’), 5.25 (1H, t, J= 3.4 Hz, olefinik H-12), 4.35 (1H, d, /=10.9 Hz, H-28a), 3.98
(1H, d, J= 11.0 Hz, H-28b), 3.35 (3H, s, OCH3), 2.66 (1H, dd, J= 4.4, 11.9 Hz, H-3), 2.14 (1H,
dd, J= 4.4, 13.5 Hz, H-18) ppm.

13C-NMR (125 MHz, CDCls) : 171.3 (C-1), 164.6 (C-5’), 150.4 (C-3’), 143.2 (C-13), 135.9
(C-6’), 130.6 (C-2"), 123.5 (C-12), 123.2(C-4"), 88.5 (C-1'), 72.1 (C-3), 67.7 (C-28), 57.5 (C-
18), 55.6 (OMe), 47.5 (C-11), 46.1 (C-14), 42.5 (C-17), 41.6, 39.7, 38.6, 38.4, 36.8, 36.2,
33.8,33.1,32.4, 31.6, 30.8, 28.0, 26.0, 25.5, 23.5, 21.9, 18.1, 16.6, 16.3, 15.4 ppm.
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4.4.19 Eritrodiol 3,28-dimetil eter (115)’ in Reaksiyonu

Cahsmalar sirasinda dimetil eter eritrodiol 115’ in sentezi hem eritrodiol (7) hem de 3f3-
metil eter eritrodiol 110’ dan cikilarak gerceklestirildi. THF icerisinde NaH’ n
siispansiyonu olusturuldu ve Uzerine bilesik 110 ilave edilerek eritrodiol 3,28-dimetil

eter (115) sentezlendi.

1. NaH 1. NaH
OH 2.Mel OMe 2. Mel OH
—_— -
THF, 80 °C THF, 80 °C
MeO MeO HO

Eritrodiol 7

100 mL yuvarlak dipli bir balon icerisine NaH (2.19 umol, 88 mg) ve 40 mL kuru THF
konuldu. Uzerine 10 mL THF icerisinde ¢dziilmis 3B-metil eter eritrodiol 110 (1.09 mmol,
500 mg) konuldu. Daha sonra 10 dakika karistirmaya birakildi. 10 dakika sonra Mel (2.74
mmol, 170 umL) ilave edilerek kaynama sicakliginda bir gece boyunca karistirildi. TLC ile
kontrol edilerek cikis bilesiginin tikenmesinden sonra reaksiyon su ile sonlandirildi. THF
uzaklastirildiktan sonra su ile yikanarak kloroform ile ekstraksiyon yapildi. Organik faz
Na,S04 lizerinden kurutularak ¢oziictu uzaklastirildi. Eritrodiol 3,28-dimetil eter bilesigi

115 elde edildi (465 mg).

Beyaz kati; erime noktasi 162-163 °C; Rs: 0.84 (4/1, n-Hekzan/Etil asetat); %90 verim.

4.4.20 Bilesik 115’in Spektroskopik Analiz Verileri

Molekiile ait *H-NMR spektrumu incelendiginde C-28 pozisyonundaki -CH,- protonlari
3.34 ppm’ de dublet ve 2,87 ppm’ de dublet olarak rezonans olmasi hidrojenlerin
elektron yogunlugunun arttigini ve bununda yapiyla uyumlu oldugunu gosterir. Ayrica
metoksi protonlari 3.35 ppm ve 3.28 ppm’ de singlet ve H-3 protonu 2.66 ppm’ de
dubletin dubleti olarak rezonans olmaktadir. Karbon ve hidrojen NMR spektrum

sonuclarinin yapiyla uyumlu oldugu goruldi.
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1H-NMR (500 MHz, CDCls) 5: 5.16 (1H, t, J= 3.4 Hz, olefinik H-12), 3.35 (3H, s, OCHs), 3.34
(1H, d, J= 9.1 Hz, H-28a), 3.28 (3H, s, -OCHs), 2.87 (1H, d, J= 9.1 Hz, H-28b), 2.66 (1H, dd,
J=4.0,11.6 Hz, H-3), 1.96 (1H, dd, J= 4.0, 13.5 Hz, H-18) ppm.

13C-NMR (125 MHz, CDCls) &: 144.5 (C-13), 122.0 (C-12), 88.5 (C-28), 80.0 (C-3), 59.3
(CH-OMe), 57.5 (C-18), 55.6 (CH-OMe), 47.5 (C-11), 46.3 (C-14), 42.6, 41.6, 39.7, 38.6,
38.4,36.9,36.4,34.1, 33.2, 32.5, 31.9, 30.9, 28.0, 25.9, 25.6, 23.6, 23,5, 22.1, 22.0, 18.2,
16.7, 16.3, 15.4 ppm.
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4.4.21 Eritrodiol 3,28-dimesilat (137)'in Sentezi

e
+ EN + o:?:o —
Cl

OMs

Eritrodiol 7

250 mL yuvarlak dipli bir balona eritrodiol (7) (1.15 mmol, 500 mg, 1 ekv.) konuldu ve
Uzerine 150 mL metilen klorir ilave edildi ve ¢6ziildli. Daha sonra trietilamin (9 mmol,
1.25 ml, 8 ekv.) ilave edildi ve 10 dakika karistirilmaya birakildi. Daha sonra hizli bir
sekilde mesil klortr (5.65 mmol, 0.450 mL, 5 ekv.) ilave edilerek balonun agzi kurutucu
baslik ile kapatildi. TLC analizleri ile kontrol edilen reaksiyon bir gece sonunda
sonlandirildi. Reaksiyon karisimi 6nce %1’lik HCI ¢ozeltisi ile ¢ kere ardindan da %1’lik
NaOH ¢ozeltisi ile 3 kere yikanarak metilen klorir (3X200 mL) ile ekstrakte edildi. Organik

faz Na2S0s lizerinden kurutuldu ve ¢6ziicl rotary evaporatérde uzaklastirildi (612 mg).

Krem renkli kati; Re: 0.72 (4/1, n-Hekzan/Etil asetat); %90 verim.

4.4.22 Bilesik 137’nin Spektroskopik Analiz Verileri

Molekule ait *H-NMR spektrumu incelendiginde C-28 pozisyonundaki -CH,- protonlari
4.17 ppm’ de dublet ve 3.74 ppm’ de dublet, S-CH3 metil protonlari 3.01 ppm ve 2.97
ppm’ de singlet ve H-3 protonu 4.32-4.36 ppm arasinda multiplet olarak rezonans
olmaktadir. Elektron cekici mesil grubunun yapiya baglanmasiyla H-3 ve H-28 protonlari
daha asagi alana kaymaktadir. Karbon ve hidrojen NMR sonuglarinin yapiyla uyumlu

oldugu gorilda.
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1H-NMR (500 MHz, CDCls) 6: 5.21 (1H, t, J= 3.4 Hz, olefinik H-12), 4.32-4.36 (1H, m, H-
3), 4.17 (1H, d, J= 9.3 Hz, H-28a), 3.74 (1H, d, J= 9.3 Hz, H-28b), 3.01 (3H, s, -S-CH3), 2.97
(3H, s, -S-CH3), 2.01 (1H, dd, J= 4.1, 13.4 Hz, H-18) ppm.

13C-NMR (125 MHz, CDCl3) 6: 143.0 (C-13), 123.1 (C-12), 90.3 (C-3), 76.3 (C-28), 55.3 (C-
18),47.3 (C-11),45.9(C-14),42.1(C-17),41.5,39.7, 38.7 (S-Me), 38.4, 38.2, 36.9 (S-Me),
36.5,36.2,33.6,33.0,32.2,31.1,30.7, 28.1, 25.2, 25.0, 23.5, 23,4, 21.5, 18.2, 16.5, 16.3,
15.4 ppm.
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4.4.23 Eritrodiol 3,28-diasetat (138)’In Sentezi

Eritrodiol (7) bilesigi asetil kloriir ile asetilleme reaksiyonuna tabi tutuldu ve 3,28-diasetil

tirevi bilesik 138 sentezlendi.

OAc

HO AcO

Eritrodiol 7

250 mL yuvarlak dipli bir balon igerisinde eritrodiol (7) (2.25 mmol, 1.0 g, 1 ekv.), 150 mL
metilen klorir ile ¢6zuldii. Daha sonra trietilamin (13.5 mmol, 1.9 mL, 6 ekv.) ¢ozeltisi
Uzerine ilave edildi ve 10 dakika karistirilmaya birakildi. Daha sonra asetil klortr (6.8
mmol, 0.48 mL, 5 ekv.) ilave edilerek balonun agzi kurutucu baslik ile kapatildi. TLC
analizleri ile kontrol edilen reaksiyon bir gece sonunda sonlandirildi. Reaksiyon karigimi
once %1’'lik HCl ¢oOzeltisi ile Ug¢ kere ardindan da %1’lik NaOH c¢ozeltisi ile g kere
yikanarak metilen klorir ile li¢ kez ekstrakte edildi. Organik faz Na;SOs (zerinden
kurutuldu ve ¢6zlcl rotary evaporatorde uzaklastirildi. Elde edilen 138 numarali madde

beyaz renkli kati olarak sentezlendi (1.1 g).

Beyaz kati; Rs: 0.88 (4/1, n-Hekzan/Etil asetat); %92 verim.

4.4.24 Bilesik 138’in Spektroskopik Analiz Verileri

Molekule ait *H-NMR spektrumu incelendiginde C-28 pozisyonundaki -CH,- protonlari
3.99 ppm’ de dublet ve 3.66 ppm’ de dublet, karbonil gruplarina bagh metil gruplar 2.24
ve 2.01 ppm’ de singlet, asetil grubunun etkisiyle elektron yogunlugu azalan H-3 protonu
4.52-4.55 ppm arasinda multiplet olarak rezonans olmaktadir. Ayrica APT spektrumunda
asetil gruplarindaki ester karbonilleri 171.1 ve 166.8 ppm’ de rezonans olmaktadir.
Molekildeki siklohekzan yapilarinin konformasyonundan dolayi C-28 karbonuna bagli
asetil grubunun cift bag izerine geldigi dislintilmektedir ve cift bagin elektronik alanina
denk geldigi icin elektron yogunlugu artmakta ve sinyaller yukari alana dogru

kaymaktadir. Bu nedenle C-28 karbonuna bagl asetil metil grubu protonlarinin 2.01 ve
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karbonil karbonun da 166.8 ppm de rezonans oldugu duslinilmektedir. Karbon ve

hidrojen NMR sonuglarinin yapiyla uyumlu oldugu goéruldi.

1H-NMR (500 MHz, CDCl3) &: 5.16 (1H, t, J= 3.4 Hz, olefinik H-12), 4.52-4.55 (1H, m, H-
3),3.99 (1H, d, J= 10.9 Hz, H-28a), 3.66 (1H, d, J=11.0 Hz, H-28b), 2.24 (3H, s, -O=C-CH3),
2.01 (3H, s, -O=C-CH3s) ppm.

13C-NMR (125 MHz, CDCls) 6: 171.1 (CH-C=0), 166.8 (CH,-C=0), 143.5 (C-13), 122.6 (C-
12), 82.1 (C-3), 70.6 (C-28), 55.1 (C-18), 50.3 (C-17), 47.3 (C-11), 46.0 (C-14), 42.3, 41.5,
39.6, 38.1, 37.6, 36.6, 35.6, 33.8, 33.0, 32.3, 31.2,30.7, 30.1, 29.6, 27.8, 25.8, 25.4, 23.4,
23,3,22.0,22.8,18.0, 16.5, 15.4 ppm.
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4.4.25 3-O-Metil eter B-amirin (116)’ in Sentezi

Bilesik 111’ deki mesilat (-OMs) grubunun yapidan uzaklastirilmasinda yasanan zorluklar
nedeniyle C-28 karbonuna brom takildi. Sentezi gergeklestirilen 3p-metoksiolean-12-en-
28-bromiir Bilesigi 112, bazik sartlarda LiAlH4 ile etkilestirilerek brom grubu yapidan
uzaklastirildi. 3-O-metil eter B-amirin (116) %82 gibi yiksek bir verimle elde edildi.
Boylece molekil iskeletindeki karboksilik asit (-COOH) grubu metil (-CHs3) grubuna

indirgenmis oldu.

+ LiAH, —

MeO MeO

112 3-O-Metil eter B-amirin (116)

Reaksiyon oda sicakliginda yeni destillenmis 30 mL THF igerisinde inert atmosferde
yapildi. 100 mL’lik iki boyunlu balon icerisine 50 mL THF ilave edildi. Coziicl tuz-buz
karisimi igerisinde -12 °C’ ye sogutuldu ve Uzerine LiAlH4 (36.52 mg, 10 eq) kati olarak
dekante edildi. Daha sonra reaksiyon sistemi lzerine N; (Azot) gazi baglandi ve karisim
oda sicakligina gelene kadar karistirildi. Ayri bir balon icerisinde THF de ¢6ziilen katalitik
miktarda AICIs ve bilesik 112 (50 mg; 96.22 mmol)’ nin karisimi reaksiyon ortamina azar
azar ilave edildi. Reaksiyon ortami refluks sicakligina getirilerek 22 saat boyunca
karistinldi ve reaksiyon TLC ile takip edilerek 22 saat sonunda durduruldu. Reaksiyon
soguk etil asetat ve su ile bozuldu. Daha sonra reaksiyon ¢ozlici karisimi rotari
evaporatérde uzaklastirilarak kalinti Kloroform/Su ile Ug¢ kez yikandi ve organik faz
Na2S0s lzerinden kurutuldu. Organik ¢6ziici rotari evaporatorde uzaklastirilarak geriye

bilesik 116 beyaz kati madde olarak elde edildi (35 mg).

Beyaz kati; erime noktasi 246-247 °C; Rs: 0.78 (4/1, n-Hekzan/Etil asetat); %82 verim.

4.4.26 Bilesik 116’nin Spektroskopik Analiz Verileri

Olefinik proton 5.11 ppm’ de triplet, metoksi protonlari 3.29 ppm’ de singlet ve H-3

protonu 2.60 ppm’ de dubletin dubleti olarak rezonans olmaktadir. Hidrojen NMR
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spektrumunun alifatik boélgesinde sekiz metil grubuna ait singlet pik gorilmektedir.

Spektrumun yapiyla uyumlu oldugu gorilmektedir.

1H-NMR (500 MHz, CDCl3) &: 5.11 (1H, t, J= 3.4 Hz, olefinik H-12), 3.29 (3H, s, -OCHs), 2.60
(1H, dd, J= 4.4, 11.6 Hz, H-3), 1.90 (1H, dd, J= 4.4, 13.5 Hz, H-18) ppm.

13C-NMR (125 MHz, CDCls) &: 145.2 (C-13), 121.7 (C-12), 88.6 (C-3), 57.5 (C-18), 55.7
(OMe), 47.6 (C-11), 47.2 (C-14), 46.8 (C-17), 41.7, 39.8, 38.7, 38.5, 37.1, 34.7, 33.3, 32.6,
32.5,31.1, 30.3, 28.4, 28.1, 26.9, 26.1, 26.0, 23.7, 23.5, 22.0, 18.2, 16.8, 16.3, 15.5 ppm.
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4.4.27 B-Amirinin Kisa ve Etkili Sentezi

Sentezi gerceklestirilen 3-O-Metil Eter B-amirin (116) bilesigi, metoksil gruplarindan
metil yapisinin uzaklastiriimasi olarak bilinen de-metilasyon reaksiyonuna maruz
birakildi. Tepkime, metilen kloriir (CH2Cly) igerisinde, azot atmosferi altinda bilesik 116’
nin BBrzile etkilestirilmesi kosuluyla gergeklestirilmeye ¢ahsildi. Reaksiyon sonunda ¢ikis
bilesiginin tikendigi fakat B-amirin (3) bilesigine ait triterpen iskelet yapisinin *H-NMR
da olusmadigl gézlemlendi. Burada de-metilasyon reaktifi BBr3’ tin ¢cok reaktif olmasi
sebebiyle triterpen iskeletinin parcalandigl disiniilmektedir. Reaksiyon, kosullari
yeniden godzden gegirilerek tekrarlandi fakat tim denemelere ragmen urin elde

edilemedi.

MeO

B-Amirin-3-O-metil eter (116) B-Amirin (3)
Sekil 4.54 Demetilasyon reaksiyonu

Reaksiyon adimlari yeniden tasarlandi ve sentez ara basamaklarinda elde edilen
eritrodiol (7)" C-28 karbonunda brom tiirevine dontstirildi. Sentezlenen brom tiirevi
bilesik 113’ LiAlH4 ile indirgenerek hedeflenen B-amirin (3) bilesigi Gi¢ adim ve toplam

%66 verimle sentezlenmis oldu.
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LiAIH,4 OH
_—
HO
Eritrodiol (7)
PPhs/CBry
LiAIH,4
-
HO
B-Amirin (3) 113

Sekil 4.55 B-Amirin (3)" in Gi¢ adimda sentezi

4.4.28 3B-Hidroksi olean-12-en,28-bromiir (113)’ iin Sentezi

Distindugimiiz yeni sentez yonteminde oleanolik asit (1) LiAlHs ile indirgenerek
eritrodiol (7)’ nin sentezi gerceklestirildi (Sekil 4.29). Sentezlenen eritrodiol (7) bilesigi
PPh3/CBra4 reaktifleriyle etkilestirilerek C-28 karbonundaki primer alkol yapisi brom

tlrevine donlstarild.

+ PPh3 + CBr4 _—

HO

Eritrodiol (7)

Reaksiyon 300 mL asetonitril icerisinde 90 °C sicaklikta yapildi. Once eritrodiol (7), (5 g,
11.29 mmol) asetonitril icerisinde ¢6zildi sonra Uzerine sirasiyla PPhs (694 mg; 2.64
mmol) ve CBrs (877 mg; 2.64 mmol) reaktifleri ilave edildi. Reaksiyon sicakhgi 90 °C
olarak ayarlandi ve refluks sicakliginda karistirilmaya birakildi. Reaksiyon TLC ile takip
edildikten sonra cikis bilesiginin tikenmesinin ardindan 7 saat sonra sonlandirildi.

Reaksiyon ¢ozliclisl evaparatorden uzaklastirildi ve geriye kalan ekstrakt kloroformda
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gozllerek CHCl3/H,O karisimi igerisinde ektraksiyon yapildi. Organik faz Na;SOa
Uzerinden kuruldu. Karisim madde 6nce silika jel kolondan siziildi ve ardindan %5’ lik
(Hekzan/EtOAc; 95 mL/5 mL) ¢6zlci kullanarak kolonda saflastirildi. Elde edilen madde
saf EtOAc ile yikanarak ekstra saflastirildi (5.12 g).

Beyaz kati; Rs: 0.56 (4/1, n-Hekzan/Etil asetat); % 79 verim.

4.4.29 Bilesik 113’{in Spektroskopik Analiz Verileri

Molekile ait 'H-NMR spektrumu incelendiginde metil bromur (-CH,-Br) grubundaki -
CH;- (C-28) protonlari 3.53 ppm’ de dublet ve 3.15 ppm’ de dublet, H-3 protonu 3.21
ppm’ de dubletin dubleti ve H-18 protonlari 2.08 ppm’ de dubletin dubleti olarak
rezonans olmaktadir. Sentezlenen yapinin NMR verileriyle uyumlu oldugu ve sekonder

alkol grubunun reaksiyona girmedigi goruldu.

1H-NMR (500 MHz, CDCl3) &: 5.22 (1H, t, J= 3.6 Hz, olefinik H-12), 3.53 (1H, d, J= 10.1 Hz,
H-28a), 3.15 (1H, d, J= 10.1 Hz, H-28b), 3.21 (1H, dd, J= 4.4, 11.1 Hz, H-3), 2.08 (1H, dd, J=
3.7,13.2 Hz, H-18) ppm.

13C-NMR (125 MHz, CDCls) &: 143.4 (C-13), 123.2 (C-12), 123.1 (C-28), 79.0 (C-3), 55.2
(C-18), 47.6 (C-17), 47.0 (C-14), 47.0 (C-11), 44.7, 41.6, 39.7, 38.8, 38.6, 36.9, 36.3, 34.2,
33.0,32.7,32.4,31.0, 28.1, 27.2, 26.1, 25.4, 23.6, 22.9, 18.3, 16.5, 15.6, 15.5 ppm.

135



3.20

3.30

LI L I L L L L L ) L
3.40

=1
[13]
(2]

=
o)

m E

=1

o
oo
| ua
Foowi
o=
=]
—
Louw
=]
%]
—
ol
=
(=]
I o

- [T

L =

L E

=R

- =3

Sekil 4.56 Bilesik 113’ (in *H-NMR spektrumu (CDCl3)

136




15001

1000
500010

100

200
ppm {t1)

Sekil 4.57 Bilesik 113’ (in 3C-NMR spektrumu (CDCls)

137




|

-

-

H 1

[
200

o

30.0

[
25.0

40.0

[
45.0

Sekil 4.58 Bilesik 113’ {in 3C-NMR genisletilmis spektrumu (CDClz)

138




4.4.30 B-Amirin (3)’ in Sentezi

B-Amirin ticari degeri ¢cok yliksek olan biyoaktif bir triterpendir ve literatlirde oleanolik
asidden (1) cikilarak en az sentez adiminda ve en yiksek verimle sentezi
gerceklestirilmistir. Literatlrde B-amirin sentez tasarimlarinin cok adimh olmasi tretim
maliyetini arttirdigi gibi toplam verimi de ¢ok dislirmektedir. Bu nedenle ¢alismamizda
B-amirin sentezini U¢ adimda toplam %66 gibi cok ylksek verimde sentezlememiz
calismanin en 6zgiin degeridir. Dolayisiyla sentez tasarimi bu yonlyle ticari deger

kazanmaktadir. Hedef (irin 2’ nin sentez adimlarinin birinci asamasi tamamlanmis oldu.

LiAIH,
—
THF, reluks

HO

113

B-Amirin (3)

Reaksiyon yeni destillenmis 100 mL THF igerisinde azot atmosferinde -12 °C de tuz-buz
karisimi icerisinde baslatildi. Oncelikle 250 mL’ lik yuvarlak dipli cam balon igerisinde
LiAlHs4 (640 mg, 3.37 mmol) ilave edildi ve Uzerine tuz-buz karisimi icerisinde -12 °C
sogutulmus 90 mL THF ilave edildi ve karistirilmaya birakildi. LiAlH4 iyice THF igerisinde
dagildiktan sonra slispansiyon lizerine 10 mL THF icerisinde ¢6zllmis cikis bilesigi 113
(852 mg, 1.69 mmol) yavasca ilave edildi. Daha sonra sistem (izerine N, gazi takilarak
reaksiyon tuz-buz karisimi igerisinden alindi ve oda sicakligina gelene kadar karistirildi.
Daha sonra refluks sicakhginda karistiriimaya birakildi ve TLC ile takip edildikten sonra
¢ikis bilesiginin tikenmesinin ardindan soguk etil asetat ve su ile sonlandirildi. Beyaz
aliminyum kompleksi stizlildiikten sonra reaksiyon ¢ozliclisii THF rotari evaporatorde
uzaklastirildi. Geriye kalan madde etil asetat ile ¢ozilerek l¢ kez su ile ekstraksiyon
yapildi. Organik faz Na;SOg4 lizerinden kurutularak rotari evaporatérden uzaklastirldi. -

amirin (3) saf bir sekilde elde edildi (674 mg).

Beyaz kati; ; Re: 0.62 (4/1, n-Hekzan/Etil asetat); % 93 verim.
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4431 B-Amirin (3)’in Spektroskopik Analiz Verileri

Molekule ait 'H-NMR spektrumu incelendiginde C-28 karbonuna bagli metil bromur
(CH2-Br) grubundaki protonlarin 3.53 ppm’ de dublet ve 3.17 ppm’ de dublet piklerinin
kayboldugu ve alifatik bélgede metil (-CH3) grubuna ait sekiz pik (1.12, 0.99, 0.96, 0.93,
0.86, 0.86, 0.82, 0.78 ppm) singlet olarak rezonans oldugu belirlendi. Ayrica C-3
karbonundaki H-3 protonunda oleanolik asitteki gibi yine 3.21 ppm’ de rezonans oldugu

gorilmektedir.

B-Amirin (3)

1H-NMR (500 MHz, CDCls) &: 5.17 (1H, t, J= 3.7 Hz, olefinik H-12), 3.21 (1H, dd, J= 4.4,
11.0 Hz, H-3), 1.97 (1H, dd, J= 4.4, 13.9 Hz, H-18) ppm.

13C-NMR (125 MHz, CDCls) §: 145.2 (C-13), 121.7 (C-12), 79.0 (C-3), 55.2 (C-18), 47.6 (C-
11), 47.2 (C-14), 46.8 (C-17), 41.7, 39.8, 38.8, 38.6, 37.1, 36.9, 34.7, 33.4, 32.6, 32.5, 31.1,
29.9,28.4,27.2,26.9,26.2, 26.0, 23.7, 23.5, 18.4, 16.8, 15.6, 15.5 ppm.

140



ﬂ

L

== -8
=
%
= i
= -
1

%
f::I._.i

4.0

7.0

ppm {t1)

Sekil 4.59 B-Amirin (3)" in *H-NMR spektrumu (CDCls)

141




|
=
‘? -

™
Sekil 4.60 B-Amirin (3)" in APT spektrumu (CDCls)

ppm {t1

142



4.4.32 Oleanan Tiirevlerinin Sentezi

Sentez adimlarinin ikinci asamasinda belirtilen hedef molekil 2’ nin sentezi i¢cin 6nerilen
sentez adimlarinda, C-28 karbonundaki asit grubu metil (-CH3) grubuna indirgenmeden
ester tlrevine (-COOMe) donistirilerek devam edilmistir. Grubumuz tarafindan
yapilan doking ¢alismalari, asit esterindeki karbonil grubunun (C=0), molekil-protein
uyumlulugunda daha iyi etki gosterdigi ve molekiliin proteinin aktif bélgesine daha iyi
baglandigini ortaya koymustur. Bu nedenle hedef molekilin sentezinde asit grubu (-
COOH) indirgenmeden coklu hidroksi gruplari tasiyan triterpen tirevlerinin elde

edilmesi icin oleanolik asit metil esteri 58, cikis bilesigi olarak kullaniimistir.

4.4.33 3-0Okso, olean-12-en, 28-metil ester (117)’ in Sentezi

Primer ve sekonder alkoller literatiirde bilinen bircok yontemle yikseltgenebilmektedir.
En cok kullanilan yontemler arasinda Jones reaktifi (CrOs/H2S0a), kromik asit H2CrOa,
PCC ve PDC ile yiikseltgeme yer almaktadir. PCC (piridinyum klorokromat) reaktifi
ylkseltgeme reaksiyonlarinda reaksiyon sartlari acgisindan daha avantajli ¢alisma
kosullari saglar. Diger reaktifler ¢ok asitik ortam olusturmasi nedeniyle molekdl
yapilarinin parcalanmasina sebebiyet verebilir fakat PCC kontrolli asitik ortam
olusmasiyla yan riin olusumunu engellemektedir. Ayrica sentez sonrasinda saflastirma
islemlerinde kolaylik saglamasi ve yliksek verimde uriin elde edilmesinde tercih edilme

nedenidir.

SNH*

1
COOMe o _dr o |
X = »

HO Piridinyum klorokromat

250 mL yuvarlak dipli iki boyunlu balon igerisine PCC (1.40 g, 10.33 mmol) ve 250 mg
Al,Os ilave edildi. Daha sonra lizerine 150 mL kuru CHxCl; ilave edilerek ortama azot gazi
takildi ve karistirilmaya birakildi. Sisteme vakum vyapilarak ortamdan oksijen
uzaklastirildi. Daha sonra karisim Uzerine azot atmosferinde kuru CHCly icerisinde
¢ozlinmis olan bilesik 58 (2.86 g, 6.08 mmol) enjektoér yardimiyla yavasca ilave edildi.

Reaksiyon azot atmosferinde ve oda sicakliginda gece boyunca karistirilmaya birakildi ve
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TLC ile kontrol edilerek devam ettirildi. 20 saat sonrasinda g¢ikis bilesiginin TLC de
tikendigi gozlenince durduruldu ve reaksiyon karisimi 6nce silika jel kolondan siizildi
ve ardindan %5’ lik (n-Hekzan/EtOAc, 95 mL/5 mL) ¢6ziict karisimi kullanilarak kolon

kromatografisinde saflastirildi. Saflastirma islemlerinin ardindan bilesik 117 elde edildi

(2.5 g).

Beyaz kati; Rs: 0.78 (4/1, n-Hekzan/Etil asetat); %88 verim.

4.4.34 Bilesik 117’nin Spektroskopik Analiz Verileri

Molekiile ait *H-NMR spektrumu incelendiginde C-2 karbonuna bagli protonlar Ha ve Hp
siraslyla 2.53 ppm ve 2.34 ppm’ de dubletin dubletin dubleti (ddd) olarak rezonans
oldugu ve yine C-2 karbonil karbonunun 217.7 ppm de rezonans olmasi yaplyi
dogrulamaktadir. Ayrica H-12 protonu 5.29 ppm’ de triplet, H-18 protonu 2.86 ppm’ de

dubletin dubleti olarak rezonans olmaktadir.

1H-NMR (500 MHz, CDCls) &: 5.29 (1H, t, J= 3.6 Hz, olefinik H-12), 3.62 (3H, s, 0=C-OCHs),
2.86 (1H, dd, J= 4.3, 13.9 Hz, H-18), 2.53 (1Ha,, ddd, J= 7.2, 11.2, 15.9 Hz, H-2), 2.34 (1Hb,
ddd, J=3.6, 6.7, 10.3 Hz, H-2) ppm.

13C-NMR (125 MHz, CDCls) 6: 217.7 (C-3), 178.2 (C-28), 143.8 (C-13), 122.1 (C-12), 55.3
(OCHs), 51.5 (C-18), 47.4 (C-14), 46.8 (C-11), 46.6 (C-17), 45.7, 41.7, 41.3,39.2, 39.0, 36.7,
34.1, 33.8, 33.0, 32.2, 32.1, 30.6, 27.6, 26.3, 25.7, 23.5, 23.4, 23.0, 21.4, 19.5, 16.7, 14.9

ppm.

144



5.200

=
T
— e
i

ppm {t1)

<

2400 2380

2480

2.800

2,800

ppm t1)

1.0

3.0

4.0

7.0

ppmi {t1}

Sekil 4.61 Bilesik 117’nin *H-NMR spektrumu (CDCls)

145




2 5

LagEr|

LsZall

— ——

100

ppm {t1)

Sekil 4.62 Bilesik 117’nin APT spektrumu (CDCls)

146




4.4.35 3-Okso, olean-12-en, 28-metil ester (117)’in a-Selenleme Reaksiyonu

3-Okso, olean-12-en, 28-metil ester (117) bilesiginin keton grubuna goére alfa
pozisyonunda bulunan asidik proton LDA (lityum diizopropilamin) ile kopartildi. Daha
sonra niikleofilik merkezle PhSeBr reaktifi etkilestirilerek yapiya fenil selenyum grubu
takildi. Alfa pozisyonuna fenil selenyum grubu takildiginda rasemik (R,S) Urin karisimi
olusmaktadir. Bir sonraki reaksiyonda fenil selenyum grubu uzaklastirildigindan tek Griin

olusacagi icin herhangi bir saflastirma islemi yapiimadi.

1.)LDA,
2.)PhSeBr

THF, refluks
N,, %90, 16 saat
117 139R,S

Reaksiyon oda sicakliginda 250 mL’lik iki boyunlu cam balon igerisine sirasiyla 150 mL
THF, Bilesik 117 (500 mg; 1.07 mmol) konuldu ve karistiriimaya birakildi. Cam balon
Uzerine geri sogutucu yerlestirildi ve sistem ortam atmosferine kapatilarak igerisinden
azot gazi gecirildi. inert bir atmosfer olusturulduktan sonra enjektér yardimiyla THF
icerisindeki 2M’ hk LDA (587 umL; 1.17 mmol) reaksiyon kabina yavasca ilave edildi ve
15 dakika karistirma islemi gergeklestirildi. Daha sonra 10 mL THF igerisinde ¢6zlilen
PhSeBr (277 mg; 1.17 mmol) reaksiyon ortamina enjektér yardimiyla ilave edildi.
Reaksiyon sicakligi arttirilarak refluks sicakliginda karistirilmaya birakildi. Yapilan TLC
kontrolleri sonrasinda reaksiyon 16 saat sonra durdurularak suyla bozuldu. Coziici
karisimi rotari evaporatorden uzaklastirildi. Geriye kalan kalinti klorofom (CHCl3) ile
¢cOziilerek Uc¢ kez suyla ekstraksiyon islemi yapildi. Oganik faz Na;SOs lizerinden
kurutularak uzaklastirildi. Elde edilen madde kolon kromatografisi yontemiyle "silika
kolondan %10’luk n-Hekzan/Etil asetat; (sirasiyla (90 mL/10 mL)) ¢ozlcu karigimi
gecirilerek’” saflastirildi (600 mg).

Acik sari renkte kati; Re: 0.6 (4/1, n-Hekzan/Etil asetat); %90 verim.
Ara kademede elde edilen bir Giriin oldugu icin *H-NMR spektrumu alindi. Yapiyla uyumlu

oldugu gorildikten sonra bir sonraki reaksiyona gecildi.
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4.4.36 a,B-Doymamis Oleanolik Asit Tiirevi ”3-Okso, olean-1,12-dien, 28-metil

ester’” (118)’in Sentezi

a-Selenlenmis Griin 139, piridin ve H2O; varliginda tepkimeye sokularak selenyum

atomunun oksitlenmesi suretiyle hedeflenen bilesik 118 sentezlendi.

50 mL’ lik tek boyunlu yuvarlak cam balon igerisine bilesik 139 (80 mg; 128 umol)
konuldu ve lzerine 20 mL CHCl; ilave edilerek oda sicakhginda karistirildi. Daha sonra
reaksiyon balonunun Uzerine sirasiyla piridin (21 mg; 254 umol) ve hidrojen peroksit
(122 mg; 1.26 mmol) ilave edildi. Reaksiyon karisimi TLC ile kontrol edilerek 6 saat sonra
durduruldu. Karisim CHxCl,/Su (50 mL/50 mL) icerisinde ekstraksiyon yapildi ve organik
faz Ug kez su ile yikanarak Na;SO4 lizerinden kurutuldu. Stizme isleminden sonra ¢ozlicl
uzaklastirildi ve geriye kalan kalinti saflastirma islemlerinden gecirilerek hedeflenen a, 8-

doymamis bilesik 118 elde edildi (48 mg).

Beyaz kati; Rs: 0.78 (4/1, n-Hekzan/Etil asetat); %80 verim.

4.4.37 Bilesik 118’in Spektroskopik Analiz Verileri

Molekile ait 'H-NMR spektrumu incelendiginde éncu cikis bilesigi 117’ deki C-2
karbonuna bagl a-protonlarinin sirasiyla 2.53 ppm ve 2.34 ppm’ deki dubletin dubletin
dubleti (ddd) sinyallerinin kayboldugu yerine a,B-doymamis sistemine ait sinyallerin
olustugu gorilmektedir. Bilesikteki a,B-doymamis sistemine ait B-protonu (H-1) asagi
alana kayarak 7.01 ppm’ de dublet olarak rezonans olmasi molekil yapisini
dogrulamaktadir. H-2 protonu 5.78 ppm’ de dublet, 5.33 ppm’ de H-12 protonu triplet,
2.88 ppm’ de H-18 protonu dubletin dubleti (dd) olarak rezonans olmaktadir.
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1H-NMR (500 MHz, CDCls) &: 7.01 (1H, d, J= 10.1 Hz, H-1), 5.78 (1H, d, J= 10.1 Hz, H-2),
5.33 (1H, t, J= 3.4 Hz, olefinik H-12), 3.61 (3H, s, 0=C-OCHs), 2.88 (1H, dd, J= 4.2, 13.9 Hz,
H-18) ppm.

13C-NMR (125 MHz, CDCls) 6: 205.2 (C-3), 178.1 (C-28), 158.9 (C-1), 144.2 (C-13), 125.0 (C-
2), 121.6 (C-12), 55.3 (OCHs), 51.5 (C-18), 46.7 (C-14), 45.6 (C-11), 44.4 (C-17),41.9, 41.7,
41.4, 40.0, 39.4, 33.8, 33.0, 32.4, 32.2, 30.6, 27.7, 27.6, 25.7, 23.5, 23.2, 22.9, 21.5, 18.8,
18.5,17.2 ppm.
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4.4.38 3-Okso-1,2-epoksi, olean 12-en metil ester (119)’ in Sentezi

Sentezi gergeklestirilen 118 bilesiginin nikleofilik asimetrik epoksidasyon yontemi [101],
[102] ile iki ¢ift bagdan daha pozitif karaktere sahip olan o,B-doymamis bagi secimli
olarak epoksit tlrevine donasturilmek istendi. Bunun igin bilesik 118 t-
batilhidroperoksit (HOOBut) ile muamele edildi. Fakat yaptigimiz tim denemelere
ragmen hicbir sekilde molekiil reaktif ile reaksiyon vermedi. Onceden de tecriibe
ettigimiz gibi molekilln elektronik yapisi geregi reaksiyon merkezleri genel olarak sterik
acidan engelli oldugu icin bliyik hacimdeki reaktifler molekdil tzerinde ¢alismiyor. Bu
nedenle molekili bazik sartlarda hacimce daha kiiglk reaktif olan hidrojen peroksit
(H203) ile etkilestirdik reaksiyon sonunda tek bir trin oldugunu TLC den gozlemledik.
Aldirdigimiz NMR spektrumunda a,-doymamis sistemine ait 5.71 ppm ve 6.95 ppm deki
iki dublet pikinin kayboldugu ve olefinik ¢ift baga ait 5.26 ppm deki (H-12) triplet pikinin
degismedigi goralda.

OMe

Bazik ortam olusturularak yapilan epoksidasyon sonucu molekildeki a,-doymamis cift
baga H,0; iki ylizeyden de yaklasabilir. Ancak molekiilde alilik pozisyonda bulunan metil
(-CH3) grubunun B (yukari) yonlenmis olmasindan dolayr metil grubu sterik engel
olusturmaktadir. Bu nedenle H20; reaktifinin alt ylizden saldirmasi daha muhtemeldir.
Elde edilen molekiiliin stereokimyasindan emin olmak igin C-2 pozisyonundaki 3.51 ppm’
de rezonans olan H-2 alfa protonu isinlandi. Sekil 4.66’ da 6nerilen yapida molekilin
stereokimyasi gosterildigi gibi olursa NOESY spektrumunda belirtilen H-2 protonuyla
ayni yonli bulunan her iki metil (-CHs) grubunun pik siddetlerinde azalma olmasi
beklenmektedir. Alinan NOESY spektrumunda her iki metil grubunun pik boylarinda
azalma goriuldi ve boylece verilen yapinin stereokimyasi kesin olarak belirlendi (Sekil
4.67). Karbon 3C-NMR spektrumunun 140-210 ppm arasi genisletildiginde karbon
piklerinde vyarilma gorilmemektedir (Sekil 4.68). Hidrojen ve karbon NMR

spektrumlarinin yapiyla birebir uyumlu oldugu goriilmektedir.
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OMe

Sekil 4.66 Bilesik 119’ un yapisi

Yuvarlak dipli cam balon igerine sirasiyla metanol (100 mL), Bilesik 118 (1.41 g, 3.02
mmol) ve NaOH (169 mg, 4.23 mmol) ilave edildi ve 30 dakika boyunca buz banyosunda
karistinildi. NaOH pargagiklari iyice ¢oziindiikten sonra reaktoriin tzerine H20; ( 2.6 mL,
30.21 mmol) damla damla ilave edildi. TLC ile c¢ikis bilesiginin reaksiyon ortaminda
kalmadigi ana kadar reaksiyon oda sicakliginda karistirildi. Reaksiyon karisimi 1 M HCI
¢Ozeltisiyle sonlandirildi. Reaksiyon ¢6zliclisii vakum altinda uzaklastirildi. Geriye kalan
kalinti EtOAc ile ¢Ozllerek suyla Ui¢ kez ekstraksiyon (yikama) yapildi. Bir araya toplanan
organik faz Na;S0;4 lzerinden kurutuldu, sonra stzuldi ve vakum altinda uzaklastirildi

(1.37 g).

Beyaz kati; Rs: 0.88 (4/1, n-Hekzan/Etil asetat); %94 verim.

4.4.39 Bilesik 119’ un Spektroskopik Analiz Verileri

Bilesigin 'H-NMR spektrumu incelendiginde a-p doymamis sistemine ait ¢ift bag
piklerinin kayboldugu ve daha yukari alanda epoksit yapisindaki karbonlara bagl
hidrojenlerin rezonans oldugu gézlemlenmistir. C-2 karbonuna bagl a-protonunun
3.49 ppm, H-1 protonunun 3.35 ppm’ de dublet (d) olarak rezonans olmaktadir.
Ayrica molekile ait 3.62 ppm’ de metoksi protonlari singlet, 5.33 ppm’ de H-12
protonu triplet, 2.88 ppm’ de H-18 protonu dubletin dubleti (dd) olarak rezonans

olmaktadir.
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144353

2

1H-NMR (500 MHz, CDCls) &: 5.33 (1H, t, J= 3.2 Hz, olefinik H-12), 3.62 (3H, s, 0=C-OCHs),
3.49 (1H, d, J= 4.6 Hz, H-2), 3.35 (1H, d, J= 4.6 Hz, H-1), 2.88 (1H, dd, J= 4.3, 14.0 Hz, H-18)
ppm.
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13C-NMR (125 MHz, CDCl3) 6: 212.9 (C-3), 178.2 (C-28), 144.3 (C-13), 121.5 (C-12), 63.9 (C-
2), 63.9 (C-1), 56.9 (OCHs), 51.6 (C-18), 46.8 (C-14), 46.0 (C-11), 45.7 (C-17), 44.8, 41.9,
41.5, 40.6, 39.5, 38.6, 33.9, 33.1, 32.3, 32.1, 30.7, 28.0, 27.7, 25.8, 23.8, 23.6, 23.0, 20.9,
17.2,14.9 ppm.
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4.4.40 1-2,Dihidroksi-3-okso, olean-12-en metil esteri (140) ve (141)’in Sentezi

Epoksi-oleanolik asit ester tirevi bilesik 119 hem bazik hem de asidik sartlar altinda
reaksiyonlara tabii tutuldu. Reaksiyon sartlari (izerinde konsantrasyon, sire, ¢oziicl ve
sicakhk gibi tim parametreler degistirilerek reaksiyonlar tekrarlandi ve tim denemelere
ragmen epoksit halkasi asidik ve bazik sartlarda acilmadi. Ayrica bazik sartlarda ester
grubunda da higbir degisim olmadi. 2009 yilinda Baran ve Balci [103], yaptiklari
calismada epoksit bilesiklerini asidik sartlarda (asetik asit/asetik anhidrit) acip olusan
hidroksi yapilarini asetil tlirevine donlstirmuslerdir. Bizde reaksiyon sartlarini asetik asit
icerisinde ortama %20’ lik H,SO4 ilave ederek refluks diizeneginde kurarak olusturduk ve
ortamda epoksit halkasinin acildigini yan Urinlerin olustugunu goézlemledik. Elde edilen
izomerik karisim énce kolon kromatografisi yardimiyla (%3 EtOAc/n-Hekzan (3 mL/97
mL) ¢6zlcl karigimi; 1.80 cm uzunlugunda 1 cm yarigapinda kolon) sonra metanol
icerisinde kristallendirmeyle saflastirilmaya calisildi. Elde edilen diastereoizomerik

karisim tiim denemelere ragmen birbirinden ayristirilamadi.

Cizelge 4.2 1-2,Dihidroksi-3-okso, olean-12-en metil esteri (140) ve (141)’ in reaksiyon

sartlari

Coziicii Reaktif Sicakhk | Konsantrasyon Siire Reaksiyon
THF NaOH 25°C 1leq 1 giln Olmadi.
THF/H20 NaOH Refluks 4eq 4 gilin Olmadi.
DMSO/H20 KOH Refluks 2eq 2 glin Olmadi.
THF/ H,0 H2S04 25°C %20 1 gin Olmadi.
Dioksan/H,0 H2S04 Refluks %20 2 glin Olmad..

CHsCOOH H,S04 Refluks %20 4 saat Oldu.

%20, H,50,
_—

CH;COOH

OMe OMe

15, 2R
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Yuvarlak dipli cam balon igerine sirasiyla asetik asit (CH3COOH, 30 mL), Bilesik 119 (1.00
g, 2.07 mmol) ilave edildi ve 10 dk karistirildi. Uzerine %20’ lik H2SO4 (10 mL) ilave
edilerek balon Gzerine kondenser takildi ve reaksiyon refluks sicakligina ¢ikarilarak 2 saat
boyunca karistirildi. Yapilan TLC sonucu reaksiyon ortaminda cikis bilesiginin kalmadigi
gorildiu ve 1 M NaHCO:s ile reaksiyon durduruldu. Reaksiyon karisimi izerine klorofom
ilave edildi ve 3 kez ekstraksiyon yapildi. Bir araya toplanan organik faz Na,SO4 lizerinden
kurutuldu, sonra suiziildi ve vakum altinda uzaklastirildi. Hedef madde kolon (1,80 cm
boy, 1 cm yarigap) kromatografisi yardimiyla kolondan %3 Itk ¢6zicl karisimi (EtOAc/n-
Hekzan, 3 mL/ 97 mL) gegirilerek saflastirildi. Kolondan karisim halinde gelen
stereoizomerler bilesik 140 ve 141 metanol icerisinde sicakta ¢oziilerek buzdolabinda
kristallenmeye birakildi. Elde edilen kristallerden alinan *H-NMR spektrumunda
izomerlerin ayrilmadigi gériildii. izomerik karisim %65 verimle saf beyaz kati olarak elde

edildi (730 mg). Karisima ait *H-NMR spektrumu sekil 4.73’ de verilmistir.

Hedef molekilin sentezinde bu basamaktan sonraki bircok reaksiyon sonunda stereo
merkezlerin olusmasi ve olusan izomerik karisimlarin saflastirlamamasindan dolayi
sentez adimlari devam ettirilemedi. in-siliko testlerde belirlenen ve enzimlerin protein

yapisina en iyi baglanan bilesik 134’ (in sentez calismalarina devam edildi.
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4.4.41 3,11-Dihidroksi, olean 1,12-dien 28-metil ester (134)’in Sentez Tasarimi

Bilgisayar destekli triterpenlerin enzim aktif bolgelerine baglanma o6zellikleri sirasinda
yapilan in-siliko denemeleri ile ylizlerce molekil arasinda en iyi baglanma ozelligi
gosteren triterpen oleanan tirevi bilesik 134’ in sentez adimlari tasarlandi ve en kisa yol
belirlendi (Sekil 4.74). Onceki reaksiyonlarda elde edilen oleanolik asit metil ester 58,
PCC ile yikseltgenerek bilesik 117’ bilesik 117, allilik oksidasyona maruz birakilarak
bilesik 142 ve elde edilen bilesik 142, NaBHa ile indirgenerek bilesik 134’ (in sentezi

gerceklestirildi.

OMe

OMe

HO

134
Sekil 4.74 3,11-Dihidroksi, olean 1,12-dien, 28-metil ester 134’ (in sentez tasarimi

4.4.42 3,11-Diokso, olean-12-en-28-metil esteri Bilesik 142’nin Sentezi

Sentezi gergeklestirilen bilesik 117, asetik asit ve asetik anhidrit icerisinde di-tert-butil
kromat (Bu',CrQa) ile etkilestirilerek allilik oksidasyon gerceklestirildi. Hedef bilesik 142
ile birlikte yan Urilin olarak bilesik 143’ de elde edildi. Saflastirma sonrasinda elde edilen

bilesiklerin yapilari *H-NMR ve 3C-NMR sonuglariyla dogrulandi.
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OMe

Bu',Cro, OMe

CHCl,

Reaksiyon balonu igerisine sirasiyla CHClz (100 mL), cikis bilesigi 117 (1 g, 2.13 mmol),
asetik asit (1.82 mL, 2.13 mmol), asetik anhidrit (0.91 mL, 2.13 mmol) ve di-tert-butil
kromat soltisyonu (1.6 M, 10 mL, 16 mmol) ilave edildi ve reaksiyon refluks diizeneginde
Isitilarak 6 saat boyunca karistirildi. Cikis bilesiginin tiikenmesi (izerine reaksiyon karigimi
%5’ lik okzalik asit ¢ozeltisiyle sonlandirildi. Cozlicl karisimi vakum altinda uzaklastirildi.
Sonrasinda kalinti kloroform ile ¢oziilerek %5’ lik NaHCO3 sollisyonuyla g kez yikandi.
Organik faz, Na;SOs Uzerinden kurutularak rotari evaporatorden uzaklastirildi. Kalinti
kolona verildi ve %10, %20, %30 EtOAc/n-Hekzan karisimlari kolondan gegirilerek hedef
molekil 142 sentezlendi. Yan Uriin olarak bilesik 143 elde edildi (sirasiyla 780 mg, 120
mg).

Ana Urin 142: beyaz kati; Rr: 0.76 (4/1, n-Hekzan/Etil asetat); %75 verim.

Yan Urin 143: beyaz kati, Rs: 0.8 (4/1, n-Hekzan/Etil asetat); %11 verim.

4.4.43 Bilesik 142’nin Spektroskopik Analiz Verileri

%20’ lik EtOAc/n-Hekzan (80/20) ¢ozuicti karisimi kullanilarak kolon kromatografisi ile
saflastirilan bilesik 142’ nin *H-NMR’ 1 alindi. NMR spektrumunda en belirgin degisimin
H-12 protonunda olmasi beklenir. C-11 karbonundaki yiikseltgenme nedeniyle C-12
karbonuna komsu karbonlarinda proton olmamasi nedeniyle H-12 protonu singlet
olarak rezonans olmasi ve ayrica C-11 karbonu, karbonil grubuna donistugi igin H-12
protonun daha asagi alana kaymasi beklenmektedir. *H-NMR spektrumu incelendiginde,
5.65 ppm’ de H-12 protonun singlet, 3.62 ppm’ de OMe protonlari singlet ve 2.40 ppm’
de H-9 protonu singlet olarak rezonans olmaktadir. Ayrica H-18 protonu 3.00 ppm’ de
dubletin dubleti olarak rezonans olmaktadir ve NMR sonuglarinin da yapiyla uyumlu

oldugu gorilmektedir.
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1H-NMR (500 MHz, CDCls) &: 5.65 (1H, s, olefinik H-12), 3.62 (3H, s, 0=C-OCHs), 3.00 (1H,
dd, J= 3.5, 14 Hz, H-18), 2.96 (1Ha, ddd, J= 4.0, 7.0, 11.3 Hz, H-2), 2.60 (1Hp, ddd, J= 7.1,
10.9, 15.8 Hz, H-2), 2.40 (1H, s, H-9), 2.35 (1H,, ddd, J= 4.1, 6.6, 10.8 Hz, H-1), 2.04 (1Hb,
td, J/=4.1, 13.7 Hz, H-1), ppm.

13C-NMR (125 MHz, CDCls) &: 217.3 (C-3), 199.6 (C-11), 177.5 (C-28), 169.2 (C-13), 127.8
(C-12), 61.0 (C-18), 55.4 (OCHs), 52.0 (C-14), 47.7 (C-17), 46.2, 44.9, 44.3, 43.6, 41.6, 39.7,
36.8, 34.2, 33.7, 32.9, 32.2, 31.6, 30.7, 27.8, 26.5, 23.5, 23.4, 22.9, 21.4, 18.8, 18.7, 15.6
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4.4.44 Bilesik 143’iin Spektroskopik Analiz Verileri

Sentez sirasinda yan Urlin olarak olusan molekil 143’ Gn yapisi NMR spektrumu ile
aydinlatildi. Olean iskeletindeki C-11 ve C-12 karbonlari arasinda bulunan olefinik gift baga
ait proton sinyalinin kayboldugu ve 5-6 ppm arasinda herhangi bir sinyalin olusmadigi
gobzlemlendi. Ayrica H-13 protonuna ait 2.58 ppm’ de dublet ve H-18 protonuna ait 2.72
ppm’ de dubletin tripleti sinyalleri, yikseltgeme sirasinda olean iskelet yapisinin
duzenlenmesi sonucu bilesik 143’ Gin olustugunu gdstermektedir. Molekiile ait *H-NMR
spektrumu dikkatli bir sekilde incelendiginde sinyallerin yapiyla birebir uyumlu oldugu

gorilmektedir.

ggp ¢

28
LR

Sekil 4.77 Bilesik 143’ (in *H-NMR spektrumu

1H-NMR (500 MHz, CDCls) &: 3.61 (3H, s, 0=C-OCHs), 2.72 (1H, dt, J= 3.6, 13.6 Hz, H-18),
2.58 (1H, d, J= 4.3 Hz, H-13), 2.46 (1Ha, ddd, J= 7.3, 10.9, 15.9 Hz, H-2), 2.31 (1Hs, ddd, J=
3.7, 6.8, 10.7 Hz, H-2), 2.10-2.21 (2H, m, H-11) ppm.
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4.4.45 11-Hidroksi, olean-12-en, 28-metil ester Bilesik 134’ iin Sentezi

3,11-Dioksooleanolik asit esteri bilesik 142’ nin ester karbonil karbonu keton karbonil
karbonuna goére daha az elektropozitif merkezdir. Ester grubu indirgenmeden keton
karbonil yapilari NaBH4 ile kolaylikla indirgenebilmektedir. indirgeme sonucunda
niikleofilin karbonil karbonuna alttan ve Ustten saldirma olasiligl oldugu icin reaksiyon
sonunda dort farkli diastereoizomer elde edildi. Molekullerin elektronik etkileri ve
molekil buydklikleri ayni oldugu igin yapilan tim saflastirma islemlerine ragmen

diastereoizomerler ayristirilamadi.

OMe OMe

+ NaBH, —  »

RR, SS, RS, SR

50 mL vyuvarlak dipli balona yeni destillenmis 10 mL THF konuldu, sistem azot
atmosferine baglandi. NaBH4 (10 mg, 258 umol, 2.5 ekv.) ilave edildi ve karisim tuz-buz
banyosunda -12 °C’ ye sogutuldu. 15 dakika karistirildiktan sonra THF (10 mL) icerinde
¢Oziilen bilesik 142 (50 mg, 104 umol, 1 ekv.) azot atmosfer altinda kontrolll bir sekilde
damla damla ilave edildi. Reaksiyon TLC ile takip edilerek 18 saat sonra 5 mL su ile yavas
yavas sonlandirildi. Stizme islemi yapilarak sivi faz katisindan uzaklastirildi. Daha sonra
reaksiyon ¢ozliclist evaporatorde uzaklastirildi. Geriye kalan kalinti 30 mL kloroform ile
30 mL su karisimi ile ¢ kez ekstrakte edildi. Organik faz sodyum silfat lizerinden
kurutularak c¢ozliclisii rotary evaporatorde uzaklastirildi. Diastereoizomerik karisimin
yapilan TLC’ lerde Rf degerlerinin ayni oldugu gézlemlendi ve hicbir ¢6ziicl karisiminda
ayrisma olmadi. izomerik karisim 134 beyaz kati olarak elde edildi (48 mg). Karisima ait

'H-NMR spektrumu sekil 4.79’ da verilmistir.

4.4.46 Bilesik 134’lin Spektroskopik Analiz Verileri

Bilesige ait *H-NMR spektrumu incelendiginde 5.62 ve 5.29 ppm’ de hidroksi (-OH)

protonlari singlet olarak rezonans olmaktadir.
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RR, S5, RS, SR

1H-NMR (500 MHz, CDCls) 6: 6.27 (1H, s, OH), 5.87 (1H, s, OH), 5.27 (1H, d, J= 3.3 Hz, H-
12), 3.56 (3H, s, 0=C-OCHs), 3.42-3.43 (1H, m, H-3), 3.36 (1H, dd, J= 4.9, 65.9 Hz, H-11),
2.81 (1H, m, H-18),
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4.5 Biyolojik Aktivite Caligmalari

4.5.1 Kimyasallar ve Reaktifler

Fetal bovine serum (FBS), Dulbecco’s modified Eagle medium (DMEM) ve penicilin-
streptomisin ticari olarak Sigma-Aldrich’ den siparis edildi. Oncelikle triterpenlerin
cozundrlukleri dustk oldugu icin, dimetilstlfoksit (DMSO) icerisinde 200 uM stok ¢ozelti
olarak hazirlandi ve bu stok ¢ozeltiden diger konsantrasyonlari elde etmek icin DMEM
(containing no fetal bovine serum) ile seyreltilerek hazirlandi. Triterpenlerden
olusturulan tim konsantrasyonlarda dimetilstlfoksit (DMSO) oraninin % 0,1 den daha az
oldugu belirlendi ve deneye baslamadan 6nce konsantrasyonlar igerisindeki DMSO
seviyesinin hicrelerin DNA’ sina zarar vermedigi dogrulandi. Her deneyden 6nce tim

reaktifler yeniden hazirlandi.

4.5.2 Hucre Kulturd

American Type Cell Collection (ATCC)’dan ticari olarak temin ettigimiz saglikh hicre
hatlarini 37 °C’ de 1 dakika iginde eritip 6nceden hazirladigimiz complete medium
(DMEM + %10 FBS + %1P/S) icinde 25 cm? lik flaska ekip 24 saat inkiibe edildi. Hucreleri
cogaltmakigin birkag kez pasajlandiktan sonra tripsin-EDTA ile hiicreleri kaldirip biyolojik
aktiviteyi tespit etmek icin, 96’lik beyaz renk kiltlir plaklarina her bir kuyuda 100 pL 5 x
10* hiicre olacak sekilde hiicreler ilave edilip 24 saat inkibe edildi. Daha sonra
hazirlanan ornekler son konsantrasyon % 0,1 DMSO olacak sekilde DMSO + PBS’ de
¢Ozlllip 3 tekrarli her bir kuyuya 5 pl ekilip 24 saat inklibasyonun ardindan
luminometrik yontem ile multiplate reader kullanilarak ATP seviyesi Olgllerek hiicre

canliligi tespit edildi.

4.5.3 Sitotoksik Aktivite Caligmasi

Hicreler Gzerine her bir triterpenin sitotoksik aktivitesi luminescence testi (Cell-Titer-
Glo Luminescent Cell Viability Assay, Promega) ile olclilen ATP seviyeleri tarafindan
belirlendi. Hicreler 96’ lik beyaz renk kiiltlir plaklarina, her bir kuyucukta hiicrelerin
yogunlugu 15x103 olacak sekilde ekildi ve 37 °C de, % 5 CO, atmosferinde inkiibe edildi.
Daha sonra hiicre ortamina farkli konsantrasyonlarda hazirlanan (1.56-200 uM)
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triterpenler ilave edildi. ilaveden sonra hiicreler (5% CO2 ve 95% O, atmosfer, 37 °C, 24
h) belirtilen sartlar altinda nemlendirme icin inkiibasyona birakildi. Ayrica kontrol
hiicreler 0,1 % DMSO ile muamele edilerek davranislari incelendi. Daha sonra herbir
numuneye 100 pL (Cell Titer-Glo Luminescent Cell Viability Assay, Promega) reaktifi
ekildi, 2 dakika karistirlldi ve oda kosullarinda 10 dakika inkiibe edildi. Sonuglar

luminometri (Varioskan Flash Multimode Reader, Thermo, Waltham, MA) ile hesaplandi.

4.5.4 Aktivite Sonuglari

Sentezlenen tiim bilesikler, isvicre albino fare embriyo dokusundan tiiretilen standart
fibroblast 3T3 hiicre dizileri tizerindeki sitotoksik aktiviteleri agisindan degerlendirildi. ilk
olarak, farkl triterpenleri iceren hicrelerin sitotoksititesi doz-cevap iliskisi olarak
belirlendi. 3T3 hicreler (her bir kuyucukta toplam 15x103 hiicre) 24 saat sire ile

triterpenlerin gesitli konsantrasyonlarina (1,56 - 200 uM) karsi maruz birakildi.

Triterpenlerin etkileri ATP hicre canliik degerleri tarafindan belirlendi. Hiicre
kiltirlerindeki hicre canlihgl deneyden 6nce %95 den daha biylkti. Triterpenlerin
ilavesinde, 6rnegin eritrodiol 7’ nin 1,56 uM konsantrasyonunun ilavesi tzerine hiicre
canlihgr maksimum degere ulasarak (%107) artis gosterdi. 1,56 uM dozda proliferative
etki en yiksek degerlerde iken artan konsantrasyonlarda anti-proliferatif etki onemli bir
sekilde ylikselmeye basladi. Sonuglar artan dozlarda farkli triterpenlerin hiicre canlihigini
inhibe ettigi gorulda.

Sonug olarak tim triterpenler disiik konsantrasyonlarda (1,56 uM) proliferatif etki
gozlenirken artan konsantrasyonlarda sitotoksik aktivite gostermistir. Bir seri oleanolik
asit analoglari doza bagli olarak daha yiiksek konsantrasyonlarda (6.25 ila 200 uM) anti-
proliferatif etki gostermistir. 50 uM' den 200 uM'ye uzanan konsantrasyonlarda test
edilen tlim triterpenoidler arasinda eritrodiol 7 en yliksek sitotoksik etki gosteren
triterpendir. Bilesik 117, disik konsantrasyonda (1.56 uM) tim triterpenler arasinda
proliferatif etki gdstermemistir. Oleanolik asit 28-metil ester (58) test edilen diger tim
bilesiklerden oldukca farkh bir davranis sergiledi ve en az sitotoksik bilesik oldugu
bulundu. Bununla birlikte, 200 uM konsantrasyonda, bilesikler 58, 111 ve 112 yaklasik %

58-59 oraninda ayni sitotoksisite sergilemistir. Test edilen yirmi bes bilesik arasinda,
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bilesik 110 6.25 uM ile 125. uM konsantrasyon artisinda canhlik i¢in en blyuk distsu

sergilemistir.

Cizelge 4.3 Sitotoksitite sonuglari

Sitotoksitite

Bilesik | Kontrol | 1,56p | 3,125uM | 6,25uM | 12,5uM | 25uM | 50uM | 100uM | 200uM
M
0A 100 | 100.82 | 95.28 90.19 | 77.79 | 70.97 | 55.81 | 43.87 | 32.51
Eritrodiol | 100 | 107.05 | 99.88 91.91 | 77.75 | 64.79 | 50.54 | 40.00 | 31.69

(7)

58 100 | 104.23 | 109.83 | 101.85 | 96.71 | 88.94 | 82.16 | 69.98 | 42.38
107 100 | 106.54 | 96.30 83.73 | 7248 | 62.94 | 52.21 | 4396 | 39.79
108 100 | 106.27 | 101.38 | 98.06 | 86.05 | 64.50 | 58.07 | 51.23 | 43.48
110 100 | 105.63 | 93.55 89.04 | 64.45 | 5856 | 54.84 | 40.22 | 33.53
111 100 | 102.92 | 91.98 8451 | 7735 | 69.01 | 58.22 | 48.04 | 42.40
112 100 | 104.28 | 94.59 88.99 | 73.13 | 69.03 | 53.93 | 47.73 | 42.12
114 100 | 104.41 | 101.41 | 91.93 | 79.69 | 67.81 | 59.74 | 44.20 | 36.11
115 100 | 104.86 | 93.99 89.58 | 83.40 | 58.61 | 53.95 | 40.66 | 35.22
135 100 | 105.64 | 97.35 81.83 | 67.11 | 58.81 | 52.40 | 42.29 | 34.06
136 100 | 105.18 | 96.75 75.40 | 66.24 | 54.27 | 52.71 | 42.05 | 36.53
117 100 97.15 91.03 85.71 | 79.69 | 73.83 | 63.87 | 50.14 | 44.00
118 100 | 101.90 | 96.67 91.93 | 76.77 | 71.91 | 53.41 | 4539 | 34.04
119 100 | 106.69 | 99.32 9547 | 84.19 | 77.08 | 59.78 | 49.59 | 44.09

140-141 100 | 105.78 | 95.78 90.35 | 82.19 | 70.03 | 61.70 | 43.74 | 37.40
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Sekil 4.80 Triterpen OA, 7, 58, 107, 108, 110’ un sitotoksisite sonuclari

Sitotoksitite

Control

1,56uM 3,125uM 6,25uM  12,5uM  25uM

Konsantrasyon

50uM

100uM

200puM

mOA
m111
w112
w114
w115
w135
m 136

Sekil 4.81 Triterpen OA, 111, 112, 114, 115, 135, 136’ nin sitotoksisite sonuglari
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Relatif Aktivite

Sitotoksitite

120
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w117

w118

m119

m 140-141

Sekil 4.82 Triterpen OA, 117, 118, 119, 140-141’ in sitotoksisite sonuclari
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BOLUM 5

SONUC VE ONERILER

Triterpenler, bitkilerin cok dnemli savunma mekanizmalari olan ve izopren birimlerinden
olusan sekonder metabolitlerindendir. En iyi bilinen iskelet yapilari Oleanan, Ursan ve
Lupan’ dir. Bu iskelet yapilarina sahip sekonder metabolitler arasinda oleonolik asit,
ursolik asit, eritrodiol, uvaol, a- ve B-Amirin, betulin en iyi bilinen organik bilesiklerdir.
Sentezi hedeflenen bilesik 2’ nin 6ncu bilesikleri olan oleanolik asit (1), eritrodiol (7), B-
amirin (3) ve farkh oleanan iskeletine sahip bircok triterpen bilesigi ila¢ olma
potansiyeline sahip oldukca aktif molekullerdir. Literatiirde bu bilesiklerin antioksidan,
antibakteriyel, anti-enflamatuvar, antiviral, sitotoksik, anti-timaor/anti-kanser vb. pek

cok aktiviteleri belirlenmistir [4], [72], [108].

X:CHy Y:H  Eritrodiol Betulin X:CHs Y:H  B-Amirin
X:H Y:CH; Uvaol X:H Y:CH; a-Amirin

Sekil 5.1  Olenan ve lupan iskelet yapisina ait triterpenler

Eritrodiol, uvaol ve betulin alkol yapilarinin, timor hiicreleri Gzerinde etkisi bilim

diinyasinda siirekli arastirma konusudur.

e Betulin'in biyolojik aktivitesi hakkindaki yayinlar celiskilidir. Bir yandan, bazi
arastirmacilar betulinin melanoma (MEL-2) ve epidermoid kanseri (KB) [109],
leukosis (HL-60, U937, K-562) ve neuroblastoma (GOTO, NB-1) [110] gibi kétd huylu
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hicrelere karsi ya zayif etki gosterdigini ya da hi¢ etki gdstermedigini
bildirmektedirler. Diger arastirmacilarin verilerine gére betulin, sitotoksik aktivitenin
mekanizmalarindan biri olan o6limsuzlestiriimis hat HaCaT [111] iyi huylu
keratinositlerinin caspase-bagiml apoptozunu indiikleyebilmektedir. 20 uM' lik bir
konsantrasyondaki betulin, insan akciger kanseri hiicreleri A549'a karsi apoptosis
etki sergiledigi gosterilmistir [112].

Eritrodiol (7)’ nin 50-150 uM'lik konsantrasyonlarda insan kolon adenokarsinoma
hicrelerine (HT29) karsi proapoptotik ve anti-proliferatif aktivitelere sahip oldugu
gosterilmistir. Ayrica eritrodiol ve uvaoliin, insan beyninin timorlerinin tedavisi icin
bu bilesiklerin kullanilma potansiyelini gdsteren, proliferasyonu inhibe ettigi ve insan
astrositom hiicrelerinin (1321N1) 6limiini indikledigi belirtilmistir [113].
3-Asetil,a-amirin bilesiginin anti-hiperglisemik etki gosterdigi ve 5 saat siire
icerisinde kan glukoz diizeyini %18.4, 24 saat’ lik siire icerisinde %17’ ye diislirdig
belirlenmistir [114]. Afrika'da yaygin olarak blyliyen Euphorbiaceae familyasina ait
Maesobotrya barteri (Baill) tropikal bir tibbi bitki tiriinden elde edilen B-amirin
bilesiginin bircok patojenik mikroorganizmaya karsi antimikrobiyal aktivitesi
arastirilmis ve B-amirinin antimikrobiyal aktivitesi ciprofloxacin, fluconazole, fulcin
gibi antimikrobiyal ilaclarla kiyaslandiginda benzer skorlar elde edilmistir [115].
Baska bir calismada, B-amirin Misir'da yaygin olarak dagitilan deniz yosunu
Laurenciamicrocladia’ dan ilk kez izole edilmis ve Staphylococcus aureus, Bacillus
subtilis, Salmonella typhi, Escherichia coli ve Pseudomonas aeurginosa karsi
antibakteriyel aktiviteye sahip oldugu belirlenmistir [115]. B-Amirin; g6gls agrisi,
ates, karaciger zehirlenmesi ve dogum komplikasyonlarinin hafifletilmesi igin
kullanilan bir tibbi bitki olan Ardisiaelliptica [116] 'dan izole edilmis ve trombosit

agregasyonunu inhibe etmede B-amirin' in aspirin kadar aktif oldugu bulunmustur.

Goraldaga gibi oleanolik asit ve oleanan yapisina sahip eritrodiol, B-amirin ve hedef

molekil 2 gibi triterpen bilesikleri bircok biyolojik aktiviteye sahiptir ve bu bilesikler

Uzerinde ilgi artarak devam etmektedir.

Calismalarimizda o©ncelikle oleanan iskeletinde fonksiyonel gruplar degistirilerek

bilgisayar ortaminda doking calismasi yapildi. Molekillerin fonksiyonel gruplari
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(elektronegatif atom iceren hidroksi, karbonil ve karboksilik asit) ile enzimlerin aktif
bolgeleri arasinda en iyi etkilesim H-baglarinin kurulmasiyla olusmaktadir. Dolayisiyla
sentez adimlarinda farkl triterpen tiirevleri elde edilirken karbonil, hidroksi, karboksilik
asit ve azotlu fonksiyonel gruplarin olusturulmasina 6zen gosterilmistir. Yapilabilirlik
yoninden mimkin olan olean iskeletine sahip 100" in Uzerinde triterpen bilesiginin
doking denemeleri yapilmis ve bu bilesikler arasindan en iyi baglanma 6zelligi gosteren

oniki bilesik belirlenmistir (Sekil 5.2).

1: R'=OH; R2 = R3= R* H (Oleanolik asit) 7:  R'=H; R?=H (Eritrodiol)
107: R'= OCHg; R? = R3= H; R* = CHj 109: R'= MOM; R? = H

127:R'= OH: R2=R3=H; R* = MOM 130: R'= MEM; R? = H
128:R'= (=0); R2 = ¢-OH; R®= g-OH; R*=H 131:R'=H;R?=Ms

129: R'=(=0); R?=R%= R*=H

132: R' = (=0); R? = ¢-OH; R® = #-OH; R*=H
133: R'=R3 = -OH; R? = R* = ¢-OH

Sekil 5.2 Doking galismasinda en iyi baglanma 6zelligi gbsteren triterpen bilesikleri
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5.1 B-Amirin'in Sentezi
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Sekil 5.3  B-Amirin’ in biyosentez gosterimi

Oksidoskualen (OXSQ) siklazlar tarafindan katalize edilen enzimatik polisikliklestirme
reaksiyonlari, yeni C-C baglarinin ve kiral merkezlerin olusumuna ve ¢esitli polisiklik
sterollerin ve triterpenoidlerin olusumuna yol agan regio ve stereospesifik reaksiyonlarla
ilerler. Biyoreaksiyonlar sirasinda olusan farkh yapisal dizi dikkat ¢ekicidir ve yaklasik 150
farkl karbon iskeleti bulunmustur. Skualen-hopen siklaz (SHC) ve lanosterol sentaz (LaS)
ile ilgili ayrintili arastirmalar bildirilmistir, ancak bitkilerde her yerde bulunan B-amirin
sentazin c¢alismasinda ilerleme kaydedilmis gibi goriinmektedir. Son birkag yilda, B-
amirin biyosentez calismalarinda dikkate deger gelismeler kaydedilmistir ve 2017 yilinda
Hoshino [117] tarafindan B-amirin sentazin katalitik mekanizmasi ve substrat tanimasi

ana hatlariyla gosterilmistir.

Oksidosqualen
B-Amirin siklaz

-
-

(S)-2,3-oksidosqualen B-Amirin (3)
Sekil 5.4  B-Amirin’ in 2,3-oksidosqualenden biyosentezi

Literatirde B-amirin’ in biyosentezinin yani sira yari-total sentez calismalari {izerine

yogun ilgi duyulmaktadir. Dongyin ve calisma grubunun 2017 yilinda yaptiklari yari-total
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sentez ¢alismasinda oleanolik asidden g¢ikarak toplam bes adimda ve toplam %39.8
verimle B-amirin’i sentezlemislerdir [118]. Yaptiklari sentez tasariminda oleanolik asit
(1), LiAlHa4 ile indirgenerek eritrodiol (7), elde edilen eritrodiol (7) asetik anhidritle
asetillenerek bilesik 6, bilesik 6 PPC ile ylikseltgenerek bilesik 28, bilesik 28 1,2-etantiyol
ile korunarak bilesik 145 sentezlenmis ve bilesik 145’ teki etentiyol koruma grubu

indirgeme ile yapidan uzaklastirilarak B-amirin sentezini gergeklestirmislerdir [118].

>
&

LIAIH,
E—

OH Ac,0

HO AcO

Eritrodiol (7)

-

l pPCC

1. Raney Ni, Etanol
S

2. KOH, CHCl; 1,2-etantiyol CHO
AcO AcO

28

-

% 145

% B-Amirin (3)

Sekil 5.5  Dongyin ve ¢alisma grubunun yaptigi B-amirin’in yari-total sentezi

Dongyin ve calisma grubunun yaptigi calismalarda B-amirin sentez adimlarinin cok adimli
olmasi ve toplam sentez veriminin disik olmasi Gretim maliyetlerini arttiracagindan

dolayi sanayi Olceginde liretime gecisleri zorlastirmaktadir.

Yeni bir ila¢ kesfi veya kesfedilen aktif ilag molekiil yapisinin sentezlenmesi ¢ok kolay
degildir. Bu nedenle organik kimyada ¢ok adimli sentez tasarimi bir bilim oldugu kadar
bir sanattir. Hedef molekillin sentezi igin iyi bir tasarim gerceklestirilmelidir. Bilimsel
gercekler i1siginda tasarlanan reaksiyon adimlari sterik engeller, cikis molekillerinin
elektronik etkileri ve ¢evre kosullari nedeniyle istenilen bazi dénlsimler nedeniyle
gerceklesmeyebilir. Bu durumda reaksiyon sartlari ve sentez adimlari yeniden gozden
gecirilerek 6zglin tasarimlar gerektirir. Bu 6zglin tasarimlar farkli molekil yapilarinin
olusmasina, daha biyoaktif molekil yapilarinin ve yeni reaksiyon mekanizmalarinin
kesfine imkan saglamaktadir. Sentetik organik kimyada ki bu yaklasimlar izolasyonu
yapilan ve yapisi aydinlatilan molekillerin sentezine katki sagladigi gibi bu molekdllerin
daha aktif tirevlerin sentezlenmesini de kolaylastirmaktadir. Boylelikle gelisen teknoloji

ile birlikte kotlilesen cevre kosullari altinda tedaviye direng gosteren hastaliklar daha
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biyoaktif tirevler sayesinde tedavi edilebilecek ve ilag sanayi gelisecektir. Calismalarimiz
sirasinda oleanolik asit yapisindaki sterik engeller, elektronik etkilesimler ve/veya
molekilin konformasyonundan kaynaklanan nedenlerle literatiirde ¢ok iyi bilinen
tosilleme ile metanol icerisinde esterlestirme reaksiyonlari gergeklestirilemedi (Sekil
5.6). Ayrica sekil 4.14’ te verilen momlama ve sililleme reaksiyonlari da normal kosullar

altinda (reaksiyon sartlari zorlanmadan) C-3 pozisyonundan reaksiyon vermemektedir.

p-TSA (kat.)
OMe

OTs

MeO MeO

Sekil 5.6  Oleanolik asidin tosilleme ve esterlestirme reaksiyonu

C-3 pozisyonundaki hidroksi grubu sekonder alkol yapisindadir ve koruyucu gruplarla
kolay kolay reaksiyon vermedigi gibi niikleofilik SN2 reaksiyonunu da vermemektedir. Bu
sartlar g6z oniinde tutulunca B-amirin sentez adimlari yeniden tasarlandi ve eritrodiol
(7) bilesiginin C-28 primer alkol yapisi brom tirevine diintstirildid. Brom kolay ayrilan
grup oldugu icin LiAlH4 ile etkilestirilerek SN2 reaksiyonu tzerinden uzaklastirildi ve B-

amirin literatiirde ilk kez lic adimda toplam %66 verimle sentezlendi (Sekil 5.7).
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OH
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% 90
HO
Eritrodiol (7)
% 79 PPhs/CBr4

LiAIH,4

<—
% 93

HO

B-Amirin (3)

113

Sekil 5.7  B-amirin’ in etkili ve kisa sentezi

Bu tez calismasinda sentezlenen 25 farkli triterpen bilesiginden 9 tanesi ilk kez

sentezlenmistir (sekil 5.8). Ayrica bilesik 119’ un sentezi regiospesifik olarak

gerceklestirilmistir.

Cizelge 5.1 ilk kez sentezi gerceklestirilen triterpenler

OMe

MeO

MeO
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MeO

OMs

MsO

Sentezlenen tiim bilesikler, isvicre albino fare embriyo dokusundan tiiretilen standart
fibroblast 3T3 hiicre dizileri tizerindeki sitotoksik aktiviteleri acisindan degerlendirildi. ilk
olarak, farkl triterpenleri iceren hicrelerin sitotoksititesi doz-cevap iliskisi olarak
belirlendi. 3T3 hicreler (her bir kuyucukta toplam 15x103 hiicre) 24 saat sire ile 1.56
UM baslayan ve 200 uM kadar uzanan cesitli triterpen konsantrasyonlarina karsi maruz

birakildi.

Sonuc olarak triterpen 117 harig tiim triterpenler distik konsantrasyonlarda (1.56 uM)
proliferatif etki gbzlenirken artan konsantrasyonlarda (6.25 ila 200 uM) anti-proliferatif
etki gostermistir. 50 uM' den 200 uM'ye uzanan konsantrasyonlarda test edilen tim
triterpenoidler arasinda eritrodiol 7 en yiiksek sitotoksik etki gosteren bilesiktir. 1.56
uM’da konsantrasyonda, bilesik 117 en dislik skorla anti-proliferatif etki gdsterirken
eritrodiol 7 en yiiksek skorla proliferatif etki gostermistir. 3.125 uM’da konsantrasyonda,

Bilesik 58, 108, ve 114 proliferatif etki gosterirken diger triterpen anti-proliferatif etki
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gostermistir ve ayrica bu konsantrasyonda bilesik 58 simdiye kadar gorilen en yiksek
proliferatif etkiyi %109.83 ile gdstermistir. 6.25 uM’da konsantrasyonda, yalnizca bilesik
58 proliferatif etki gostermistir. Oleanolik asit 28-metil ester (58) test edilen diger tim
bilesiklerden oldukga farkl bir davranis sergiledi ve tim konsantrasyonlarda en az

sitotoksik etki gosteren bilesik oldugu belirlendi.

Sitotoksitite
108
106
104
102
100
98
96
94
92
N DR S S S S R VR VR S >SN S, W SR S
OV,O\Q NN SN SRS S NSNS SN N
S S
S N
& B Kontrol m1.56uM

Sekil 5.8  Triterpen tiirevlerinin 1.56 uM konsantrasyondaki sitotoksitite test

sonuglari
o Sitotoksitite
100
80
60
40
20
0
o O&o\-' PN P I SN N I - R N SR Q,\?‘\’
& m Kontrol m3.125uM W

Sekil 5.9  Triterpen tiirevlerinin 3.125 uM konsantrasyondaki sitotoksitite test

sonuglari
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Sitotoksitite

SR RN S

120

100
8
6
4
2

0

o

o

o

o

K O S RS SRS R

DN @ & N
d?,aﬁ RN EEES EN G SN SO SN SN
& ©
S N

&
« H Kontrol m6.25uM

Sekil 5.10 Triterpen tiirevlerinin 6.25 UM konsantrasyondaki sitotoksitite test

sonuglari
Sitotoksitite
120
100
80
60
40
20
0
NSRS A W S < S VU VR R S SN > S SRR S SN
c?.6§ LN IS N I SN N N I N RN G SN S
& R
xS
& B Kontrol W 12.5uM

Sekil 5.11 Triterpen tiirevlerinin 12.5 uM konsantrasyondaki sitotoksitite test

sonuglari
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Sitotoksitite

120
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T T T T T T SN, VA VR S S S SN S-S
O,O\Q‘°\9\9~>’»”&”»"’\?/’§”\?’»"’»"’¢’:»“‘
S R
S
<& H Kontrol ®25pM

Sekil 5.12 Triterpen tirevlerinin 25 uM konsantrasyondaki sitotoksitite test sonuclari

Sitotoksitite

120

100

80

60

40

20

0
O NS R S S VN VA M R S - S, SN SN SN
O,O\Q"’\9\9’0”»"»"’»"’00\?”»"’»"’0,\?
& R
S
<& H Kontrol m50uM

Sekil 5.13 Triterpen tiirevlerinin 50 uM konsantrasyondaki sitotoksitite test sonuclari

Bunlarin yani sira 200 uM konsantrasyonda, bilesik 114, 115, 118, 135 ve 136 yaklasik

olarak % 58-59 oraninda ayni sitotoksitite sergilemislerdir.
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Sitotoksitite

120
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40
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Sekil 5.14 Triterpen tiirevlerinin 100 uM konsantrasyondaki sitotoksisite test

sonuglari
Sitotoksitite
120
100
80
60
40
20
0
NSRS T W S S I T T T T N
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Ob\ ,\’b‘
S
<& H Kontrol = 200uM

Sekil 5.15 Triterpen tiirevlerinin 200 uM konsantrasyondaki sitotoksitite test

sonuglari
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