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KISALTMALAR VE SIMGELER

DMSO-ds : Doterodimetilsiilfoksit

d : Dublet

e.b. : egilme band1

e.n. : erime noktasi

Fass . 254 nm’de fluoresans gosteren silika jel
g.b. : gerilme band1

Hz : Hertz

TH-NMR : Proton Niiklear magnetic rezonans
HPLC : High Pressure liquid chromatography

IR : Infrared
ILTK. : Ince Tabaka Kromatografisi
m : Multiplet

M.A. : Molekiil agirligs
MHz : Megahertz

ppm : parts per million (milyonda bir)

q : Quarted

R¢ : Retensiyon faktorii

RZ : Retensiyon zamani

s : Singlet

t : Triplet

TMS : Tetrametilsilan

uv : Ultraviyole

S : Kimyasal kayma

Amaks : Maksimum absorbsiyon gésteren dalga boyu
Vmaks : Maksimum absorbsiyon gdsteren dalga sayisi
€ : Maksimum absorbsiyon gdsteren dalga boyundaki molar absortivite

katsayis1
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1.0ZET

Baz Alifatik-Aromatik Iminlerin ve Metabolik Ara Uriinlerinin in vitro

Mikrozomal Metabolizmalar:

Literatirde, iminlerin kimyasal ve metabolik oksidasyonu ile olugan
oksaziridinlerin ¢ogunun stabil olmaylp sonradan nitron ve amidlere doéniistigi
bildirilmigtir. Daha oOnce yapilan ¢ahigmalarda N-alkil-a-arilnitronlara kargiik gelen
oksaziridinlerin, N,c-arilnitronlara karsihk gelenlere goére daha stabil olduklan
ileri siurdldiginden mevcut caligmamizda, kimyasal veya metabolik olarak stabil
oksaziridin vermesi beklenen N-(4-nitrobenziliden)isopropilamin ve
N-(4-klorobenziliden)isopropilamin bilesiklerinin karaciger mikrozomal preparatlar

kullanilarak in vifro metabolizmasinin ¢aligilmasi amaglanmigtir.

Bu amagla, substrat olarak kullanilacak olan iki imin, metanolli ortamda
isopropilamin ve 4-nitro/klorobenzaldehit’in 1sitiimasi ile elde edilmigtir. Model olarak
secilen iminlere kargilik gelen oksaziridin, nitron ve amid metabolitleri de literatiirde
mevcut metodlan  kullanarak sentezlenmistir. Daha sonra iminlerin ve olasi
metabolitlerinin yapilan aydmlatilmugtir. Bu bilegiklerin birbirinden ayinldig bir zit faz
HPLC sistemi gelistirilmeye caligilmis ve kimyasal olarak ©On stabilite g¢aligmasi
yapilmgtir. Mevcut sonuglar bilegiklerin ¢ogunun stabil olmayip kimyasal olarak
bozunma ftirinlerine donistigini gostermektedir. Tim metabolitlerin birbirinden
ayirldigt uygun bir HPLC metodunun gelistirilmesini takiben, iminlerin NADPH ile
takviye edilmis karaciger mikrozomal preparatlan kullanarak in vifro metabolizmalan
caligilmig ve olugan metabolitler aydinlatdmisgtir.
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2.SUMMARY

The in vitro Microsomal Metabolism Of Some Alifatic-Aromatic Imines

And Their Metabolic intermediates

It has been known in the literature that oxaziridines, which are formed by
chemical and metabolic oxidation of imines, are not stable and transformed into nitrones
and amides. In the previous studies, since it was postulated that oxaziridines
corresponded to N-alkyl-a-arylnitrones were more stable compared to N, o-diaryl
analogues, it is now planned to study the im vitro metabolism of N-(4-
nitrobenzylidene)isopropylamine and. N-(4-chlorobenzylidene)isopropylamine which

were expected to produce stable oxaziridines either chemically or metabolically.

For this aim, the two imines which will be used as substrates were obtained by
heating 4-nitro/chlorobenzaldehyde and isopropylamine in a methanolic medium. The
potential oxaziridine, nitrone and amide metabolites corresponded to these model
imines were also synthesised using the methods available in the literature. Then, the
structures of these imines and their potential metabolites were confirmed using spectral
methods. Following this, an HPLC method for the separation of all these compounds
were designed and preliminary chemical experiments were conducted. The results have
shown that most of the compounds were not stable and transformed into artifact
products chemically. Plannes are to develop a better HPLC separation method for these
compounds followed by studying the in vitro microsomal metabolism of these imines

using rat fiver microsomal preparations fortified with NADPH as a co-factor.



3.GIRIS ve AMAC

Bu tezin amaci, stabil oksaziridinlere kargilik gelen model imin bilegiklerinin
sentezlenerek bu bilesiklerin metabolik olarak kendilerine karsilik gelen oksaziridin,
nitron veya amid bilesiklerine ve karsilik gelen hidroliz iiriinlerine déniisiip
doniismeyeceginin aragtirilmasidir. Diger bir amagta bu iminlerin non-enzimatik
organizma sartlarinda 6zellikle hidroliz {iriinleri olmak {izere, herhangi bir bozulma

firliniine doniisiip doniismeyeceklerini incelemektedir.

Bu caligmada, isopropilamin’in 4-nitrobenzaldehit ve 4-klorobenzaldehitle
kondensasyonu sonucu olugacak iminlerin ve olast metabolik triinleri olarak kargilik
gelen oksaziridin, nitron ve amid Dbilesiklerinin sentezlenmesi, yapilarinn
aydinlatilmas: amaglanmistir. Daha sonra da NADPH ilavesi ile sican hepatik
mikrozomlan kullanilarak inkiibasyonlarin yapilmasi, ayrica substrat ve metabolitlerin
sivi-sivi ekstraksiyonunu takiben elde edilen metabolik ekstratlarin yiiksek basingli sivi
kromatografisi ile ayrimlarmin saflanmasi ve olugsan metabolitlerin yapilarin

aydinlatilmas1 amaglanmigtir.

Daha 6nce yapilan caligmalarda nonsiibstitiie iminlerin karsilik gelen oksimlere
metabolize oldugu bildirilmistir (36). Literatiirde, gesitli asetaminofenon iminlerinin de
oksimlere doniistligi yer almaktadir (32 ). Diaromatik iminlerin in vitro mikrozomal
metabolizmalar sonunda stabil olmayan oksaziridinler iizerinden amid ve nitronlara
doniistigli Gorrod ve Ulgen tarafindan ileri stiriilmiistiir. Ancak bu oksaziridinleri
kimyasal olarak sentezlemek miimkiin olmamig, HPLC-UV metodu ile bu bilegiklerin
oksaziridin olabilecegi belirtilmigtir (36,37). Imin oksidasyonu ile olusan
oksaziridinlerin ¢ogu durumda stabil olmayip bunlarin sonradan nitron ve amidlere
doniigen ara tirtinler oldugu Emmons tarafindan bildirilmigtir. (22,23) Splitter ve Calvin
ise, N-alkil-a-arilnitronlara karsilik gelen oksaziridirﬂerin, N,a-diarilnitronlara karsilik
gelenlere gore daha stabil olduklarimi géstermislerdir (76). Bu nedenle bu ¢alismada
isopropilamin’den hareketle benzilideniminlerin ve kargilik gelen stabil oksaziridin,
nitron ve amidlerin sentezlenmesi planlanmigtir. Iminlerin metabolik veya kimyasal
olarak kendilerine karsilik gelen oksaziridin, nitron veya amid bilegiklerine ve hidroliz

tirlinlerine doniiglip donlismeyeceginin arastirilmas: amaglanmagtir.
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4. GENEL BILGILER

4.1. Schiff Bazlar1 Hakkinda Genel Bilgiler

Schiff bazi yapisindaki ilk bilesik 1864 yilinda H.Schiff tarafindan primer
aminlerle karbonil bilesiklerinin kondensasyonu sonucu elde edilmigtir (48). Schiff bazi
ad1 ile bilinen azometin grubu igeren bilesikler ¢ok hizli hidroliz olduklari i¢in biyolojik
aktivitelerini saptamak giigtiir.

Fenech ve ark. (25) S-nitrofurfuriliden diasetatin anilin ile reaksiyonu
sonucunda  elde ettikleri S-nitrofurfuriliden anilinin  Esherichia coli, Eberthella
tpyhosa, Staphylococcus aureus, Streptococcus equia’ya karsi antibakteriyel aktivite

gosterdigini saptamiglardir.

Czerwinska ve ark. (19) benzaldehit ve tiirevlerinin, aromatik primer
aminlerle veya polimetilendiaminlerle etanollii ortamda 1sitilmalari sonucunda gesitli
yapida Schiff bazlarimi sentezlemigler ve bilesiklerin antibakteriyel ve antifungal
etkilerini aragtirmiglardir. Orto konumunda hidroksil grubu  tagiyan yapilarda
aktivitenin daha fazla oldugunu bildirmislerdir.

Dromames )

R=H, 5-Me, 3-MeOH, 5-C1, 5-Br, 3,5-Br, R,=H,2-OH, 2-0OH, (2-OH, 3-MeOH )
n=1,1,4,3,4,3,1 R;=2-OH,H, 2-0OH, 2-OH

Ry



Popp ve Krisch (64) 4-[bis(2-kloroetil)amino]-2-siibstitiie benzaldehitlerle
slibstitiie aromatik, alifatik veya sikloalkilaminlerin tepkimesinden Schiff bazlarini elde
etmisglerdir. Aragtirmacilar sikloalkil aminlerden tiireyen Schiff bazlarinin antikanser

aktivitelerinin diger alifatik aminlerinkinden daha kuvvetli oldugunu tespit etmislerdir.

Walker ve Klett (88) siibstitiie aromatik aldehitlerle p-aminosalisilik asit ve
dialkilaminleri toluen veya benzenli ortamda 1sitarak cesitli yapida elde ettikleri Schiff
bazlarim diigiik kardiovaskiiler, analjezik ve sedatif aktivite  gosterdiklerini

bildirmislerdir.

Hodnett ve Dunn (42) siibstitiie anilin ve benzaldehitlerin reaksiyonu sonucu
olusan Schiff bazlarinin antitimor aktiviteye sahip olduklarimt ve aktivitenin
kullanilan aldehite bagli oldugunu bildirmislerdir.

Modi ve ark. (56) 4-(p-aminofenil)-2,5-dislibstitiie tiyazol hidrokloriir’iin
etanollii ortamda 4-[N,N-bis(2-kloroetil)amino]siibstitiic benzaldehitlerle 1sitilmasiyla
elde edilen Schiff bazlarinin antitimér etkiye sahip olduklarini bildirmiglerdir.

CICH,CH, ), N- HC=N N
(CICH,CHy), Q < > " I .
R2 Rl S

H,C

R = CeHs, p-CH3CgH,, CHs, p-CH3CeH,
R;=0CH;, OCH;, H, H
R, =H, H, OCH3, OCsz

Patonay ve ark. (61) siibstitlie 3-amino-4-hidroksikumarinleri 5-nitrofurfural ile
formik asitli ortamda toluen ile 1sitilmasiyla siibstitiie 3-(S-nitrofurfurilidenamino)-4-
hidroksikumarinler’i elde etmisler. Bilesiklerin gram pozitif ve negatif bakterilere karg
antibakteriyel, antifungal aktivitelerinin oldugunu tespit etmislerdir.



R=H,HH,CLH
R;=0OH, C¢HsCOO, OH, H, H
Ry= CH3, H, H, H, Cl

Porretta ve ark. (65) siibstitiic benzaldehit ve 3-[(1H-imidazol-1-il)metil]anilini
glasivel asetik asitli icerisinde etanolli ortamda isitarak Schiff bazlarim
sentezlemislerdir. Schiff bazlarmmn 3-nitro ve 4-kloro benzaldehit tiirevlerinin

antifungal aktviteye sahip olduklarini bildirmiglerdir.

R =2-Cl, 3-NO,, 3,4,5-OCH,, 4-N(CH,),, 4-NHCOCHS,, 4-Cl

Wang ve ark. (89) hidroksiaminoguanidin tlirevi Schiff bazlarinin antiviral
aktiviteye sahip olduklarim ve siibstitiie benzaldehitin orto konumundaki hidroksil
grubunun hidroksiaminoguanidin ile intramolekiiler hidrojen bag yaparak  Schiff
bazinin stabilitesini ve biyolojik aktivitesini arttirdigim tespit etmislerdir.

Atta ve Ameen (5) B-enaminonitrillerin heteroarilkarboksilli aldehitlerle
reaksiyonu sonucu olusan Schiff bazlarmin antiinflamatuvar aktivitelerinin yanisira
tilser olusturma risklerinin asetilsalisilik asite kiyasla olduk¢a diisiikk oldugunu tespit
etmislerdir.

R | N R = CgHs, 2-furil
| 00
e R s &
T mo 07 g HDO N° GHs
H

HO 0" "y



Al-Ani  ve ark. (1,2)

(salisilidenbenzilamin) ve aspirini sodium benzoatlla birlikte goniillii insanlara vererek

antiinflamatuar  aktiviteye sahip saddamin’i
in vivo metabolizmasimm arastirmiglardir. Scfiff bazi olan saddamin’in once salisil
aldehite daha sonrada oksidasyonla salisilik asit metabolitine doniistiigiini tespit

etmiglerdir.

Sridhar ve ark. (77) izatin ve aromatik primer aminlerden hareketle elde ettikleri
Schiff bazlarinin analjezik ve antipiretik aktiviteye sahip olduklarini tespit etmislerdir.

Cardile ve ark. (13) benzotiyazol ve siibstitlie p-hidroksibenzaldehitin
reaksiyonu sonucu elde edilen Schiff bazlarinin domuzlarda in vitro metabolizmasi

sonucunda antiinflamatuvar etkiye sahip olduklarimi bildirmislerdir.

I )
s)\N=C»—QOH

R;=H, L, Br R
R,=OCHj, OCHj,, OCH,

Schilf ve ark (71) 4-bromofenol ve siibstitiie aminlerin etanollii ortamda susuz

HCl1O4 varliginda 1sitilmasiyla Schiff bazlarini elde etmisleridir.

Y
0
X
R X N/

Br
X=siklopropil R=H Y=H
X=etil R=H Y=H
X=pentaflorofenil R=H Y=H
X=pentaflorofenil R=CH,N(C,Hs), Y=
X=siklopropil R= CH,N(C,Hs), Y=H
X=pentaflorofenil R=H Y=0CH;




4.2. Nitronlarm Sentezi

Nitronlar azot atomu tizerindeki pozitif yiikiin gosterdigi iki sekilde formiile
edilirler. Bu pozitif yiik azot atomu ve o-karbon atomu iizerinde delokalize olup, 1,3-
dipolar yapiy1 olusturur. Delokalizasyon o-karbon atomu veya azot atomu iizerindeki

stibstitiientlere baglidir.

N = e

R~ 0

Gorrod ve Gooderham (33,35) N-benzil-4-siibstitiie anilin’in  sogutulmus
astetondaki ¢ozeltisinin 3-kloroperbenzoik asit ile reaksiyonu sonucu karsilik gelen
nitronlar1 elde etmisler, arastirmacilar sekonder aminin 3-kloroperbenzoik asit’e
oraninin 2/1°den az olmasi durumunda verimin diistiiiinii fazla olmas1 durumunda ise
nitrosa bilesiginin olugtugunu saptamiglardir. Ayrica aseton yerine eter ve halojelenmig

coziiciilerin kullanilmasi sonucunda yan {irtinlerin olustugunu bildirmislerdir.

Beckett ve ark. (7) N-hidroksifenfluramin asit okzalatin civa oksitle oksidasyonu
sonucunda daha O6nceki c¢aligmalarda  belirtildigi gibi  N-etil-a-metil-o-
(m-triflorometilbenzil)nitron’un  degilde  a-metil-N-[1-(m-triflorometilbenzil)etil]

nitron’un olustugunu tespit etmislerdir.



F5C

e
CH2—(I3—-N—CH2~—CH3

H

F3C
H (I)“
CHz“(If—N“CHZ“Cﬂs CHy—C—N=CH-CH,
I

F5C

Dziembowska ve ark. (21) fenilhidroksilaminlerin etanollii ortamda siibstitiie

aldehitlerle kondensasyonu sonucunda oa-siibstitiiearil-N-fenil nitronlar1  elde

Ry
+
==
g

0)

etmiglerdir.

R, = OH, OH, OH
R, =0CH;, H, Cl
R;=H,H, Cl

Sar ve ark. (70) 1-aminoadamantan’in aromatik aldehitlerle reaksiyonu sonucu
elde ettikleri Schiff bazlarmin NaBH, ile rediiksiyonu sonucu sekonder aminleri,
bunlarin NaWO, ¢bzeltisinde hidrojen peroksit ile oksidasyonu sonucunda da karsilik
gelen nitronlar elde etmiglerdir.

0
11
NH, + Ar-C—H —>» @—Nzﬁz—m %N—CHz—m
)
H H

Ar= p-NOZ, H, p—NHz, OH



Forcato ve ark. (26) sekonder aminlerin NaMoOyj, Na,WO4, MeReOs, SeO, veya
titanyum alkoksit gibi  katalizorlerin varlifinda hidrojen peroksit ile reaksiyonu
sonucunda nitronlan1 elde etmiglerdir. Kullanilan katalizér ortamda yan iiriin olarak

suyun olusmasini engellemekle birlikte trialkonolamin ligandim1 zayif bir sekilde
baglanmaktadir.

Colonna ve ark (17) siklohegzan monooksijenazin tersiyer ve sekonder
aminlerin, hidroksilamin, N-oksit ve nitronlara oksidasyonunu katalizledigini tespit
etmiglerdir. N-siibstitiie benzilaminlerle yaptiklar1 galismada sterik ve elektronik

etkilerin reaksiyonu etkiledigini saptamislardir.

Amin Olusan Uriin Déniisiim yiizdesi
N-Metilbenzilamin CeHs CH=N(O)CH3 10
Cs Hs CH, N(O)=CH, 8
Cs Hs CH, N(OH)CH; 80
N-Metilbenzilhydroksilamin CsHs CH=N(O)CH; 36
Cs Hs CH, N(O)=CH, 16
N-Etillbenzilamin Ce¢Hs CH=N(O)CH, CH3 30
Cs Hs CH, N(O)=CHCH 8
N-iso-Propilbenzilamin Cs Hs CH=N(O)CH(CH ), 13
N-rert-Butillbenzilamin ~ _
N-n-Butilbenzilamin Cs Hs CH=N(O)(CH, ); CH, 14

Cs Hs CH, N(O)=CH(CH,;, ), CH; 2
N-Metil-p-klorobenzilamin

10



4,3. Oksaziridinlerin Sentezi

Nitronlarin yap1 izomeri olan oksaziridinler oksijen-azot-karbon atomlarindan
olugan ti¢ tiyeli halkalardir. Nitronlar ve azoksi bilesikleride li¢ tiyeli halkalar seklinde
gosterilmelerine ragmen oksaziridinlerin elde edilerek tanimlanmasi Emmons tarafindan

gerceklestirilmigtir.

Emmons (22,23) metilen kloriir icerisindeki perasetik asit ile yine aym
¢ozelti icerisindeki iminlerin dikloroetanli ortamda oksidasyonu sonucunda
oksaziridinleri elde etmigtir. Aragtirmaci oksaziridinlerin elde edilmesinde en 6nemli
faktoriin baglangic maddesi olan iminlerin asidik ortamda stabil olmalar1 gerektigini ve
hidrolizi O6nlemek amaciyla reaksiyonun susuz ¢o6ziciiller icerisinde yapilmasi
gerektigini bildirmiglerdir. Elde edilen oksaziridinlerin stabilitelerinin 2 ve 3

konumlarindaki stibstitiientlere bagh oldugunu tespit etmistir.

f
OOCR 0

¥ [
Rz—(|3=NR1 _ SO R2_$_1T1_R1_Ii@92_0_, Rz-—(l}—ITI—-Rl
H H H
i
R,—C—N—R;
\/

Larson ve ark. (47) N-fenildibenzoil nitronu p-ksilen ¢Gzeltisi ile 1sitarak
N-fenildibenzoil oksaziridini elde etmislerdir. Aragtirmacilar daha 6nceki galismalarda
nitronlarin termal reaksiyonlarla amidlere, fotolizle de oksaziridinlere doniigtiiglinii
tespit etmiglerdir.




Armstrong ve Draffan (4) (S)- a-metilbenzilamin ve doymamis aldehitlerin
reaksiyonlar1 sonucu elde ettikleri Schiff bazlarim1 okson, sodyumbikarbonat ve

CH3CN/H;O ile oksidasyonu sonucunda diastereoizomerik oksaziridinleri elde

etmislerdir.
Ph” N R,
I
=
H R3
Ry
okson, NaHCO3;
CH;CN/H,0
Ph” N Ry 4+ P ON,g R,
=
0 /\&\)\RB I /k/YLR3
Ry Ry
R;=H, I, nBu
Ry=H,CH3, H
R3= nPr, CH3, H

Ohba ve ark. (58) N-(1l-naftiliden)-1-naftelenmetilamin-N-oksidi azot gaz
alinda pyrex filtrelerle UV 1gik altinda bozulmasiyla 3-(1-naftil)-2-(1-
naftelenmetil)oksaziridini elde etmislerdir. Arastirmacilar elde ettikleri oksaziridinin
degisik solventlerdeki stabiletelerini aragtirmiglar 3-(1-naftil)-2-(1-naftelenmetil)
oksaziridin’in benzofenon icerisindeki asetonitril igeren ¢6zeltisinin 2 saat oda
temperatiiriinde birakilmasi sonucu 1-naftilaldehit ve N-(1-naftoil)-1-naftalenmetilamin
olusurken, 9,10-disiyanoantrasen igerisindeki asetonitril iceren ¢ozeltisinin oda
temperatiiriinde birakilmasiyla 1-naftilaldehit ve 1-naftalenilmetilaminin olustugunu
bildirmislerdir.

12



il
'CH—N—CHZ' _—————) 'C + NHZ_CHZ'
(6]

0
I |
C—H + '—C—NH—CHZ

Splitter ve Calvin (76) N-alkil-o-aril ve N-a-diaril nitronlarin etanol, asetonitril,
benzen gibi ¢oziiciiler igerisinde UV radyasyonun etkisiyle oksaziridinlere, i1simla
sliresinin uzatilmasiylada tamamen amidlere doniistiigiini bildirmislerdir. N-alkil-o-aril
nitronlardan elde edilen oksaziridinler dayanikli iken, N-c-diaril nitronlardan elde
edilenlerin dayaniksiz olduklarini tespit etmiglerdir. Arastirmacilar oksaziridinlerin

stabilitelerinin ¢ziiciiye ve siibstitiientlere bagh oldugunuda bildirmislerdir.

0
C/—-\N P-RCgHy
PRCeHy N pe NG e Neax
o=k — PRCeH CH3CO3H / \
! A H X
'RC6H40NHR‘

PRCGH:CH=NR' P-RCGH4NCH=0 PRCsH:CH=0 + RNHOH

R= NOZ: N027 H’ NOZ: H’ (CH3)2N) 3 (CH3)2N5CH3O: CH3O
= CZHS’ 1:"C4I—I9a t"(-.:4H93 CGH5> C6H5> m"NOZC6H5, C6H5a CZHS

Shinzawa ve Tonako (74) a-N-difenil nitronlarm protik ¢éziiciilerde 1s18a
maruz birakarak oksaziridinleri elde etmisler, fotoisomerizasyonun veriminin ortamdaki
nitronun konsantrasyonuna, temperatiire, 1513a maruz birakilma zamani ile hidrojen

baginmin olusumuna bagli oldugunu ileri stirmiislerdir.

Auret ve ark. (6) iminlerin otooksidasyonu sonucunda stabil olmayan, ¢ok
reaktif notral peroksi imidik asitlerin olugtugunu ve bunlarla iminlerin reaksiyonu

13



sonucunda da amid ve oksaziridinlerin meydana geldigini bildirmislerdir.

X

o Q

/ \t Bu H

AN
Q

C—NH—t-Bu
Il ﬁ—ONHr t-Bu

o

Ogata ve Sawaki (57) iminlerden perbenzoik asitlerle oksaziridinlerin
olusumunda reaksiyon kinetiginin siibstitiientlere bagli oldugunu ve reaksiyon
mekanizmasimn iki adimda yliridiigiinii tespit etmiglerdir. Ayrica arastirmacilar
karboksilik asit veya protik solventlerin reaksiyonu hizlandirirken, eter ve alkol gibi

bazik solventlerin yavaglattigini bildirmiglerdir.

| ~
C=N— + RCOH—» ——CIJ—NH EEEE— /C\—/N—— + RCO3H
0]

N
-~ OOCOR
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flac Metabolizma Reaksiyonlar

Birgok ilag ve ksenobiyotik organizmadan elimine edilmeden &nce metabolik
reaksiyonlara ugrar. Bunlar faz-I (fonksiyonilizasyon) ve faz-II (konjugasyon)
reaksiyonlart olarak simiflandirilirlar. Faz-I reaksiyonlarinda molekiil oksidasyon,
rediiksiyon veya hidrolize ugrayarak faz-I metabolitleri olusur. Bunu sonucunda faz-I
reaksiyonlar1 ile molekiilde faz-II reaksiyonlarina ugrayabilecek hidroksil (-OH),
amino (-NH,), tiyol (-SH) ve karboksil (-COOH) gibi fonksiyonel gruplar olusur. Faz-I
metabolitleri, faz-II reaksiyonu ile viicutta bulunan spesifik endojen maddelerle
enzimatik reaksiyona ugrar ve faz-II rhetabolitleri olusur. Konjugasyon reaksiyonlar
sonucu genellikle polar ve non-toksik karekterli (asetilasyon ve metilasyon harig)
metabolitler olugur. Ilaglar normal olarak  faz-l reaksiyonunu takiben faz-II
reaksiyonuna ugrar. Bazen metabolize olacak fonksiyonel gruplar tasimayan veya ¢ok
polar olan bilesikler, metabolize olamadan veya faz-II reaksiyonuna ugramadan

organizmadan direkt olarak elimine olabilir ( 52,67 ).

— Ilag(Ksenobiyotik}—————3 Eliminasyo:

Oksidasyon
Enzim| Rediiksiyon
Hidroliz

v
Faz I Metaboliti—————3 Eliminasyon

Endojen
Enzimmaddelerle
kojugasyon

|y Faz II Metaboliti————y Eliminasyon



FAZ I REAKSIYONLARI

4.4  Oksidatif Reaksiyonlar

Bir ¢ok ilag ve ksenobiyotigin organizmada eliminasyonunu saglayan oksidatif
reaksiyonlar aromatik, alifatik, alisiklik, benzilik, allilik hidroksilasyon, olefinlerin
oksidasyonu, karbon-azot, karbon-oksijen ve karbon kikiirt iceren yapilarin
oksidasyonu seklinde yiirlimektedir. Bu reaksiyonlar pek ¢ok enzim sistemi ile kataliz
edilmektedir. En 6nemlisi mikrozomal enzim sistemi olup, en bilinen 6rnekleri sitokrom
P-450’ye bagimli karma fonksiyonulu oksidazlar (MFO) ve mikrozomal flavin
momooksijenazlardir (FMO) . Diger 6nemli enzimler flavoprotein olan NADPH-
sitokrom-c-rediiktaz (NADPH-sitokrom P-450 rediiktaz) ve sitokrom-bs’dir (33,43).
Enzimlerin genel stokiyometrisi $8yle gosterilebilir (35,69).

Substrat + O, + NADPH ----------- » NADP + okside olmus substrat -H,0

4.4.1 Aromatik, Alifatik ve Olefinik Karbon Atomlarmm Oksidasyonu

Bloomer ve ark. (10) parkinson hastaliimin tedavisinde kullamlan, dopamin D,
reseptor a gonisti r epilnol’un iz vitro metabilizmasi sonucunda N-despropilasyon ve
aromatik oksidasyona ugradifini ve biyotransformasyondan sorumlu enzimin sitokrom

P-450 bir alt fraksiyonlari olan 1A2 ve 3A olduklarin tespit etmislerdir.

w% / NO
" \\/\
~ "
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Shin (73) geriye doniisimsiiz bir monoamin oksidaz inhibitérii olan ve
L-dopamin ile birlikte parkinson hastalifinda kullanilan selegilin hidrokloriir’tin
[N-metil-N-proparjil(2-fenil-1-metil)etilamonyum kloriir] insan idrarinda in vivo
metabolizmas: sonucunda major metabolitlerinin  [-karbonda hidroksilasyon ve

aromatik hidroksilasyon oldugunu tespit etmistir.

Oy

OH NH,

| \ HO H,—CH—CH;
N-CH,~C=CH |

CH, NH;

P e

OH N-H
CH,—~CH—CH; éHS

|

Ly \

Eles HO*@-CHZ-CIEI—CH;
N-H

l
CH;

Trisiklik bir antideprasan olan nortriptilin’in (59) cDNA ile isaretlenmis insan
sitokrom P-450 isoenzimleri kullanmilarak in vitro metabolizmasi galigilns ve en 6nemli

biyotransformasyon yolunun hidroksilasyon oldugu tespit edilmisgtir.

HO
G _CHj G _CH;
CHZ_CHZ—N \H CHZ_CHZ'—N \H

Maggs ve ark. (51) karbamazepin metabolizmasim antiepileptik hastalarin
idrarinda GC/MS yardimiyla aydinlattiklarinda 10,11-epoksit karbamazepin
N-glukuronidi diisiik miktarda tespit ettiklerini bildirmiglerdir.
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Maurizis ve ark. (55) antikonviilsan etkiye sahip 2,6-dimetilbenzamid-N-(5-
metil-3-1zoksazol)’un erkek ve disi siganlarda metabolizmasinin farkli oldugunu, erkek
sicanlarda fenil halkasina bagh metil gruplarimi oksidasyona ugrarken, disi sicanlarda

izoksazol halkasina bagl metil gruplan oksidasyona ugradigini saptamuslardar.

|
CH;

0
-~
cH o N"ON—cH s Q N[ ||_CHZOH
X disi Cpy—
CH,

CH, CH,3

c |

0
CH, 0 Nl’ | CH, CH, Q N/O | COOH
Cony | I Cy ! I
Y X
HO CH; CHs
CH, CH,

44.2 Karbon-kiikiirt iceren bilegiklerin oksidasyonu

Surapeni ve ark. (79) bagirsak hastaliklarinda  antiinflamatuvar etkili
tazofelonun insan karacigerinde in vitro metabolizmasi sonucu quinol ve siilfoksit
metabolitleri g6zlenirken in vivo metabolizmas1 sonucunda sadece siilfoksit

metabolitinin gbzlendigini tespit etmislerdir.
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(CH;)C

HO S
(CHs)C )
o N
H
(CHa):C / \
HO (CH3)3C OH
S=0 o
(CH3)C ) S
0’ N (CH);C P
H 0 I}I
Quinol B

Antipiskotik ajan olarak kullamlan 5-[2-(4-(1,2-benzizotiyazol-3-il)piperazin-1-
iDetil)]-6-kloroindol-2-on hidrokloriir hidrat’in in vivo biyotransformasyonu sonucunda

once siilfoksit daha sonrada siilfon metabolitlerine dontistiigiini tespit etmiglerdir (66).

Kashiyama ve ark. (44) periferik vazodilatér olarak kullamlan floseginan’in
[(£)-7-floro-1-metil-3-metilsiilfinil-4-quinolon] disi ve erkek siganlarda in wvitro
metabolizmasini karacigerden hazirlanan  mikrozomal preparatlar1 kullanarak
yapmuglar ve erkek sicanlarda S-oksidasyon metabolitini disi siganlara gore daha
yiiksek konsantrasyonlarda elde etmislerdir.




4.4.3 Karbon oksijen iceren yapilarda oksidasyon

Hiperkolestrolemide kulanilan serivastatin hidrokloriir (11), antitiimoral ajan
olan penslomedin (41) ve HIV-1 inhibitérii olan atevirdin (14) O-demetilasyona
ugrayarak kargilik gelen fenolik metabolitlerine doniistirler.

P
OH OH
CH,CH;
COONa OH Ill q
Cl Cl RO _
= Z o 7/
RO | I \
X N ¢ L_/ N
X R N CCly )
N H
serivastatin penslomedin atevirdin
R=CH,3 R=CHj; R=CHj3

4.44 Karbon-azot bilesiklerinin oksidasyonu

Primer, sekonder, tersiyer alifatik (aromatik) aminler, heterosiklik azot veya
amid fonksiyonel gruplarina sahip bilesikler oksidatif N-dealkilasyon, N-hidroksilasyon

veya N-oksidasyona ugrayarak metabolize olurlar.

/H /OH
R—N —» R—N ——» R—N=0
(A H (A1) >y (A1)
Primer amin Primer hidroksil Nitroso bilegig
X
H OH + O
e e e
R—N ——>» R—N —~—» R—N
(A gy (A R (A SR
Sekonder amin Sekonder hidroksil Nitron
amin
R(Ar) R(Ar1)
R—N< —_—> R_—f\}<
(A7) R(Ar) A0 L Rean
Tersiyer amin N-oksit
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Zalko ve ark. (92) hayvanlarda bronkospazmolitik olarak kullanilan
slenbuterol’un disi ve erkek siganlarda in vivo metabolizmasi sonucunda olusan

hidroksil amin, nitroso ve nitro metabolitlerinin kimyasal olarak stabil olmadiklarini

saptamiglardir.

cl ct
/CH3 /CHs
HN Il‘I—CHrNH—C\—CHs ——>» HOEN H-CHy~NH—C-CH;
OH CH; (l)H CH;

) CI

a / 1
/CH3 ,CH3
ON H-CH,-NH—CCH; === O;N lH—CHZ—NH—C@H3
. CH, - CHs

Cl C1

Clement ve ark. (16) antihistaminik bir ila¢ olan prometazin’in domuzlarda in
vitro metabolizmasin1 karaciferden hazirlanan mikrozomal preparatlarn kullanarak
yapmuglar ve prometazin’in sekonder hidroksilamin, nitron, N-

hidroksididesmetilprometazin ve oksim siilfoksite doniistiigiinii tespit etmislerdir.

COo—C0— CLO

) N Y
C|3H2 (I:Hz ?Hz
CH—CH; CH—CH; (IZH-CHZ,
Hy,C—N~CH, OH~N~-CHj PN
of “cH,

N [
(l:Hz CIHZ
ﬁ—CH3 (EH—CHs
N OH—-N-H
VRN
OH CH;
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Antipsikotik ilag olan olanzapin’in  (2-metil-4-(4-metil-1-piperazinil)-10H-
tiyon [2,3-B] [1,5]benzodiazepin) maymun idrarinda 2-hidroksimetilolanzapin N-
oksit metaboliti gozlenirken, insan, kopek ve sigan idrarinda N-oksit metaboliti

gozlenmigtir (54).

Clement ve Demesmaeker (15) 1-(2,6-diklorobenzilidenamino)guanidin’i model
bilesik olarak kullandiklari c¢alismalarinda insan karacigerinden elde edilen
mikrozomlarin inkiibasyonu sonucu olarak elde edilen N-hidroksilasyonun sitokrom

P-450 enzim sistemi tarafindan gerceklestirildigini tespit etmiglerdir.

Cl gy Cl H
ST N A O
NH, NH,
cl cl

Ulgen ve ark. (87) N-benzil-ter-butilamin’in mikrozomal metabolizmasi sonucu
benzil grubunu dealkilasyonuyla benzaldehit’in ve muhtemelen sekonder hidroksilamin

bilesigi tizerinden oksidasyonla o-fenil-N(ter-butil)nitron’un olustugunu bildirmislerdir.

@—CHZ—NH——C(CH3)3 _ @-(EH-NH—C(Cth
l ‘ OH
CHz““lf —C(CHs)s 2
on NH,—~C(CH3); + C-H

@—CH=I\II+~C(CH3)3

0"
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Kiigiikgiizel ve ark. (46) N-(4-klorobenzil)-4-kloroanilin ve N-(4-klorobenzil)-4-
klorobenzilamin’in siganlarda in vitro metabolizmasimi karaciferden hazirlanan
mikrozomal preparatlari kullanarak yapmislar ve N-oksidasyon iiriinleri olan
hidroksilamin ve nitron metabolitleri ile dealkilasyon metabolitini tespit etmiglerdir.
Arastirmacilar metabolizma sonucu olugan nitronlarin stabil olmalari nedeniyle amid

metabolitinin olugsmadiZin1 bildirmislerdir.

01~®—(CH2)11——NH——CH2‘®-01——> CIO\(Cﬂz)n—l?I-—cyz—Qa
OH

CIO—(CHz)n—I‘li=CH©—c1

o
N-(4-klorobenzil)-4-kloroanilin n=0

N-(4-klorobenzil)-4-klorobenzilamin n=1

Gooderham ve Gorrod (28,29,34) N-benzil-4-siibstitiie anilin’lerin  sican,
hamster, fare, kobay ve tavsan gibi deney hayvanlarinda in vitro metabolizmasi
sonucunda N-dealkilasyon, aromatik hidroksilasyon, ve N-oksidasyon reaksiyonlarinin
gergeklestigini bildirmislerdir. Sadece N-benzil-4-kloroanilin’in N-oksidasyonu ile
olusan N-benzil-4-(klorofenil)hidroksilamin’in olustufunu bununda oksidasyonla
o-fenil-N-(siibstitiiefenil)nitron’a  dontistiitini  belirtmislerdir. N-Debenzilasyon
reaksiyonun sitokrom P-450 tarafindan, N-oksidasyonun ise hem sitokrom P-450 hem

de flavin igeren monooksijenazlar tarafindan katalizlendigini tespit etmislerdir.
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H H OH H

Ulgen ve ark (83,86) siibstitiie N-benzilanilinlerin in vitro metabolizmas:
sonucunda N-debenzilasyon, aromatik hidroksilasyon, ve N-hidroksilasyon
reaksiyonlarinin gergeklestigini bildirmisler ve N- ve C-oksidasyon yolunun hem anilin
hem de benzil halkasindaki siibstitiientlere bagh oldugunu saptamislardir. Substrata
bagli bulunan metil gruplarinin elektron verici veya sterik etkilerinin amid olusumunu
arttirdig1, anilin halkasinda bulunan halojenlerin ise amid olugumunu engelledigini

tespit etmiglerdir.

(+)-3-Dimetilamino-1,1-difenilbutan hidrokloriir’tin (resipavrin) siganlardaki
metabolizmas1 sonucunda olusan formamidin isomerik nitronun yerdegistirmesi

sonucunda olustugu diistintilmiistiir (75).

C CH

Y H; s

N~—CHj N—C-H
H-—C-—CHZ—CIII ———» H-C—CH, IiI 0
CH, CH;

Mifentidin’in enzimatik N-oksidasyonu sonucu olusan {ire metabolitinin
dayanikli olmayan oksaziridinin kimyasal yer degistirmesi sonucu olugmus olabilecegi
diigtintilmiistiir (62).
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4.5 Rediiksiyon

Karbonil, azo ve nitro grubu igeren ksenobiyotiklerin biyorediiksiyonu ile alkol

ve amin tiirevi metabolitler meydana gelmektedir.

Wever ve ark. (90) azo boyar maddeler olan 1-(4-siilfo-1-fenilazo)-2-naftol-
6-siilfonik asit disodyum tuzu ve 1-(4-siilfo-1-fenilazo)-2-naftol-6-siilfonik asit sodyum
tuzunun olas1 mutajenik etkilerini incelemek amaciyla sigan idrar, feges ve safrasinda
metabolizmasini incelemiglerdir. Azo grubunun rediikksiyonu ile stilfonik asit ve

1-amino-2-naftol metabolitlerinin olustugunu tespit etmiglerdir.

oH
OH
ey
— R NH, + H,N
Rl .!
R’

R=SO;Na, H
R'=H, SO;Na




Roy ve ark. (69) 2,4-diamino-6-benziloksi-5-nitrosopirimidin’in siganlarda in
vitro metabolizmasim karacigerden hazirlanan mikrozomal preparatlar1 kullanarak
yapmuglar ve nitroso grubunun oksidasyon ve redikksiyon metabolitlerini tespit

etmiglerdir.

Néj[—No
H,N /KN rediiksiyon /_@
(0]
N ~

*)TNHZ

H,N N

4.6 Hidroliz

Birgok ilacin yapisinda bulunan esterler ve amidler kan, karaciger, bébrekler ve
diger dokulardaki enzimler tarafindan hidrolize ugrayarak karboksilli asitler, alkoller,

fenol ve amin tiirevi metabolitlere doniistirler.

Gordon ve ark (30) kanser tedavisinde antiemetik ila¢ olarak kullanilan seratonin
antagonisti  8-metil-8-azobisiklo-[3,2,1]oktan-3-i1  3,5-diklorobenzoat’in in vivo
metabolizmas: sonucunda hidrolize ugrayarak 3,5-diklorobenzoik asit metabolitinin
g6zlendigini bildirmiglerdir.

Antikonviilsan  aktiviteye sahip  N-(2,6-dimetilfenil)-5-metil-3-isoksazol
karboksamid’in sigan ve insan karaciger mikrozomal preparatlarini inkiibasyonu

sonucunda oksidasyona ve hidrolize ugradigim tespit etmiglerdir (53).
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Ulgen ve ark. (85) gesitli siibstitiie benzanilidlerin in vitro olarak hamster
karaciger mikrozomlariyla hidrolize ugradiklarii  sadece N-benzoil-2,4,6-

trietilanilin’in hidrolize direncli oldupunu bu durumun da metil gruplarmmn elektron

verici ve sterik etkilerinden dolay1 meydana geldigini bildirmislerdir.

Ry Ry R, R'l
R3 N——(li: R3 _——) R3 NH2 + HO—C R'3
5 i
R, R2 5

Ry

R;=H, H, H, CH; R,=H,H H H
R,=H, NO,, H, CH; R,=H, H, NO,, H
R;=H, H, H, CH, R3=HHHH
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47 FAZII REAKSIYONLARI

Faz II reaksiyonlan polar endojen yapilarin transferaz enzimlerinin yardimiyla
ksenobiyotikler veya onlarin metabolitlerine baglanmasini amaglayan reaksiyonlardir.
En onemli faz II reaksiyonlari; glukuronik asit, glutatyon, amino asit, siilfat

konjugasyonu, metilasyon ve asetilasyondur.

Griffin ve ark. (38) herbesit olarak kullamlan 2,4-diklorofenoksiasetik asit’in
glisin ve glukuronik asit konjugasyonuna ugradifini sigan, maymun ve hamsterlarda

yapilan in vivo caligmalarla belirlemiglerdir.

OCH,COOGh OCH,COOH OCH,CONHCH,COOH
Cl Cl Cl
«— — - e

Cl Cl Cl

Konjektif kalp yetmezliginde intropik ajan olarak kullamilan (£)-6-[3-(3,4-
dimetoksibenzilamino)-2-hidroksipropoksi]-2(1H)-ginolinon’un (toborinon) siganlarda
in vivo metabolizmasi sonucunda O-demetilasyona ugradiktan sonra glukuronik asit ve
stilfat konjugatlari meydana gelirken, kﬁpéklerde sistein konjugatinin olustugunu
saptamislardir (45).

Yu ve ark. (91) baliklarda inflamasyonda kullamilan proflavinin’in (3,6~
diaminoakridin) in vivo metabolizmasi sonucunda major metabolit olarak
3-N-glukuronidil proflavin, 3-N-glukuronidi, 6-N-asetilproflavin ve  3-N-asetil
proflavin’i tespit etmiglerdir.
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4.8  In vitro Mikrozomal Metabolizma Tekniklerinin Onemi

DNlaglar veya diger ksenobiyotiklerin metabolizmalarinin arastinlmasinda in vivo
tekniklerin yaninda in vitro mikrozomal tekniklerde kullanilmaktadir. Metabolik
yollarm kompleks olmas: halinde, bu metabolitleri eliminasyon {iriinlerinden saptamak
¢ofu zaman miimkiin olmayabileceginden in vivo g¢aligmalarla metabolizmanin ilk
tirlinleri olan primer metabolitler gozlenemez (81). Bu nedenlerden dolayr hem
metabolitleri tanimlamak hem de metabolitlerin olugumundan sorumlu enzimleri ortaya
¢ikarmak igin in vivo deneylerden énce in vitro deneyler yapilir. In vitro deneylerde
izlenmesi gereken safhalar sekill’de gosterilmistir. [n vitro teknikte, hiicre alt
fraksiyonlarinin (sitosol, mitokondri, mikrozomal fraksiyonlar) santrifiijleme yontemi
ile ayrilmasindan yararlamilir. Bunlar karacigerin endoplazmik retukulumunda

bulunurlar ve ¢esitli enzimleri tagirlar.
4.8.1 On Ekstraksiyon Denemeleri

Substrat ve metabolitlerin, ¢esitli analiz teknikleri uygulanarak metabolizma
deneyi sonras1 tammlabilmesi i¢in sulu fazdan organik faza gegcirilmesi gerekmektedir.
Biyolojik 6rneklerden, substrat ve metabolitlerin ayriminda kullanilan iki farkli yontem
vardir. Bunlardan ilki sivi-sivi ekstraksiyonu digeri ise sivi-kat1 ekstraksiyonudur. Sivi-
siv1 ekstraksiyonda; substrat ve metabolitlerin nétral, asidik ya da bazik olabilmesi
nedeniyle bazi durumlarda ilgili metabolitin sulu sistemden organik faza ge¢isini
kolaylastirabilmek i¢in ortamin pH’1 ayarlanabilir. Ayrica ekstraksiyon yapilmadan
Once inkiibasyon ortamina sodyum kloriir ilave edilemesi polar ozellige sahip
metabolitlerin, metabolize olmayan substratla birlikte sulu fazdaki ¢oziiniirliiklerinin
azaltilmasini ve suda ¢oziniirliigi yikksek olan metabolitlerin organik faza yénelmesini
saglayacaktir (8,18, 33, 36). Ekstraksiyon ¢Oziiclisiniin sec¢iminde ekstre edilecek
bilesigin ¢oziicti icerisindeki stabilitesi, toksisitesi, ekstraksiyon giicii ve ekstraksiyon
solventinin saflifi O6nemlidir.Gliniimiizde sivi-kati ekstraksiyon igin Sep-pak Cig
kartuslar kullamlmaktadar.

TC YORSEXOCRETIN KERULD
BOKUMANTASYON MERKEZE



Substrat ve olasi
metabolitlerin tespiti,
sentezi, taninmast

Fizikokimyasal
parametrelerifayini

Substrat /
. e s . +
Biyolojik sistemip——— )

—p Biyolojik sisten
se¢imi ve hazirlanmasi yolol

+ \
Ko-faktor

=)

Kromatografik ayirim v
ekstraksiyon

Inkiibasyon (in vitro biyolojik sistemle reaksiyon)

Metabolitlerin biyolojik
ortamdan ekstraksiyon

Evaporasyon

Metabolik Ekstrakt

Ayuwma ———» Teshis
HPLC, ITK, GLC UV, MASS, ITK

Sekil 1: In vitro ilag metabolizmasinda izlenecek sathalar
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4.8.2 Mikrozomal Preparatin Hazirlanmasi ve Standart Ko-Faktor karisimlar:

Stereoidlerin, yag asitlerinin ve ksenobiyotiklerin metabolizmasm yiiriiten
sitokrom P-450 izoenzimleri ve mikrozomal flavin monooksijenazlar (MFMO),
aktviteleri i¢in rediiklenmis nikotinamid adenin diniikleotid fosfat (NADPH), molekiiler
oksijen ve magnezyum iyonlarina gereksinim duyarlar. NADPH’in gorevi
mikrozomlarda bulunan ve oksijen ile aktif bir oksijen ara {iriinii yapan bunu da
substrata transfer eden bir komponenti rediiklemektir. Bu sisteme karma fonksiyonlu

oksidaz (MFO) denir. Bu reaksiyon sirasinda bir atom oksijen substrata diger atom ise

suya gider (81).
NADPH + A +H' =~ oo » NADP + AH,
AH, +0y e » Aktif O, kompleksi
Aktif O, kompleksi + Substrat ~------------- » Okside olmus substrat + A + HyO
NADPH + O + Substrat  --=~====-==--- » NADP' + Okside olnmg substrat + HyO

A : Mikrozomal komponentin okside olmus sekli
AH), : Mikrozomal komponentin reditklenmis sekli

Cogu metabolizma reaksiyonlarinda NADPH gereksinimi oldugundan bu madde
inkiibasyon ortamma direkt ilave edilebilir veya ¢ok pahali oldugu i¢in kimyasal

olarakta sentezlenebilir.

G-6P + NADp® —O-OF dehidrojenaz o 6.pG . NADPH + H'
Mg

G-6-P : Glukoz-6-fosfat

NADP" : Nikotinamid adenin diniikleotid fosfat

6-PG  : 6-fosfoglukonolakton

NADPH : Rediiklenmis nikotinamid adenin diniikleotid fosfat

Bu reaksiyonda G-6-P dehidrojenaz  enzimi ancak magnezyum iyonlar

varliginda aktivite gosterebilir.

31



4.8.3 Karaciger Mikrozomal Preparatinin Hazirlanmasx

Mikrozomal preparatlar sican, kobay, tavsan, maymun ve domuz gibi deney
hayvanlarinin karacigerinden hazirlanabilir. Santrifiij swrasinda mikrozomlarin
kaybolmamasi i¢in deneyde kullamilacak hayvanlar 24 saat a¢ birakilarak glikojen
seviyeleri azaltilip yanlizca su verilir. Karaciger ¢ikartildiktan sonra biitiin islemler
buzda yapilir, ¢ozelti ve malzemelerle soguk sartlarda ¢aligilir. Mikrozomal preparatin
hazirlanmas: igin giiniimiizde geligmis bir yontem olan kalsiyum kloriirle ¢oktiirme
y6ntemi kullanilir. Bu yontemin esasi endoplazmik retikulum fragmentlerinin sirayla
santrifiijiine dayanir (81). Caligma sirasinda %0.9 sodyum kloriir, 0.25 M sukroz,
80mM kalsiyum kloriir, 0.15 M potasyum kloriir ve 0.2 M pH: 7.4 fosfat tamponu
kullamlir.

4.8.4 Standart Ko-faktér Karismmlar: ve On Inkiibasyon

Aromatik hidroksilasyon, epoksidasyon ve rediiksiyon reaksiyonlari igin tablo
1’de belirtilen k o-faktor karisimlar kullanilir. Bu maddeler 25 ml’lik bir inkiibasyon
erleni i¢in 2ml, pH: 7.4 fosfat tamponunda ¢oziilerek inkiibasyon yapilmadan kisa bir
stire 6nce hazirlanir. Ancak G-6-P dehidrojenaz bu karisum icerisinde bekletildigi
taktirde ¢ok c¢abuk deaktive oldugu i¢in 6n inkiibasyondan hemen once ko-faktsr
cozeltisine ilave edilir. Tim ko-faktérler 37°C’lik c¢alkalayic1 su banyosunda
(inktibatérde) 5 dakika inkiibe edilirler bdylece 6n inkiibasyonla NADPH iiretimi

saglanir,

KO-FAKTOR MIKTAR
NADP disodyum 1.57 mg(2 pmol)
G-6-P disodyum 3.04 mg (10 pmol)
G-6-P dehidrojenaz 1.40 pl (1 tinite)
MgCl; (% 50 a/a) 8.00 pl(20 pmol)
Tablo 1- Oksidatif mikrozomal metabolizma ¢aligmalarinda kullamlan standart
ko-faktor karigimlar ve miktarlari
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Karaciger + % 0.9 sodyum kloriir

Karaciger (1g) + 3 ml sukroz (sogutulmug)

'

Elektrikli veya el homojenizatorii

Santrifiij (10500 rpm)

» Pellet

Post mitokondriyal supernetant (Mikrozom + ¢6ziinebilir fraksiyonlar)

9 ml supernatant + kalsiyum kloriir (1 ml)
El homojenizatorii

Santrifiij (15500 rpm)
l ¥» Supernatant

Pellet + 0.15 M potasyum kloriir (10 ml)
El honz)j enizatorii

Y
Santrifiij (15500 rpm)
—> Pellet + kalsiyum kloriir

\ 4
Pellet (Yikanmis mikrozom)

i Fosfat tamponu (0.2 M, pH: 7.4)
+

gliserol
El homojenizatdr————————Mikrozomal preparai(-70 derecede depo edilir

2 ml'de 1 g orjinal karaciger igerir

Sekil 2: Mikrozomal Preparatin Hazirlanmasi
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4.8.5 Inkiibasyon

Inkiibasyon, metabolizmas: ¢aligilacak bilesigin (substratin) ko-faktérler
varliginda mikrozomal preparatla viicut 1sisinda (37°C) reaksiyona sokulmasidir. Bir
inkiibasyon erleni veya tiipii basina standart inkiibasyon ortamina ilave edilecek substrat
miktan genellikle 2-5 pmol/50 pl’dir.

Substrat1 ¢ozmek igin su, metanol, 2-metoksietanol veya dimetilsiilfoksit
kullanilabilir. Bu deneylerde test erleninin yaninda denatiire mikrozomlarin kullanildig:
ya d a ko-faktérlerin ilave edilmedigi kontrol erleni de diizenlenir. Bu sekilde kontrol
deneyleri de kullanilarak yapilan inkiibasyonda metabolitlerin enzimatik ya da kimyasal
olarak olustugu belirlenir. Deneyler istatiksel hatalar1 6nlemek ya da meydana
gelebilecek kayiplar acisindan en az ikili ya da iiglii halde paralel halde yiiriitiiliir.
Biitiin reaksiyon sartlar1 daha 6nce belirtildigi sekilde hazirlandiktan sonra substratlar
37°C’lik ¢alkaliyic: su banyosunda yarin saat inkiibasyona tabi tutulur. Cesitli hayvan
tirleri arasinda enzimatik farkliliklar bulunabileceginden, farkli deney hayvanlarinda
tekrarlanmak suretiyle kalitatif olarak saptanan metabolitler ve tespit edildikleri hayvan
tiirleri tablo halinde kaydedilir.

Inkiibasyondan sonra substrat ve metabolitlerin kromatografik yontemlerle
ayrilabilmesi i¢in onlarin biyolojik sistemden organik ¢oziiciiye c¢ekilmesi gerekir.
Metabolizma ¢aligmasinda en iyi verimle bunu saglayabilecek ekstraksiyon ¢oziiciisii

onceden yapilan denemelerle tespit edilir.

4.8.6 Biyolojik Sistemden Ekstraksiyon ve Evaporasyon

Enzimatik reaksiyon, Onceden tespit edilmis ekstarksiyon c¢oziiclisii ilave
edilerek durdurulur. Eger substrat kuvvetli hidrofilik ise her tiipe genellikle 1 g sodyum
kloriir eklenerek sudaki ¢6ziintirlikk azaltilir (8,18, 33).

Igerisinde degismeden kalan substrat, metabolitler ve organik fazin karisimim
igeren tiipler 6nce vortex tlip karnstiricis: ile sonra 15 dakika tiip calkalayicis: ile
34



kangtirthir. Tip igerikleri 5-110 dakika santrifiijlendikten sonra organik fazlarin
toplanmasini takip eden islem iki kez yapilir ve toplanan organik fazlar diigiik
stcakliktaki su banyosunda ya da azot gazi altinda uguruldugunda metabolik ekstraktlar
elde edilir. Metabolik ekstraktlarin kromatografik sistemlere uygulanmasindan sonra
metabolitler, standartlar ile karsilagtilarak tayin edilebilirler
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5. GEREC VE YONTEM

5.1 Arac¢ ve Gerecler

5.1.1 Kullamilan Kimyasal Maddeler

Aseton (Merck), asetonitril (Merck), etil alkol, eter (Merck), diklorometan
(Merck), isopropilamin (%99, d: 0.687, Merck), 4-klorobenzaldehit ( Merck),
4-klorobenzoil kloriir (%98, d: 1.242, Merck), kloroform (Merck), 3-kloroperbenzoik
asit (Merck), metil alkol (Carlo Erba), 4-nitrobenzaldehit (Merck), 4-nitrobenzoil
kloriir (Merck), petrol eteri (Merck), potasyum karbonat (Merck), silikajel plaklar
(Merck Kieselgel 60 F-0.2 mm), sodyum borohidriir (Merck), sodyum siilfat
(Merck), Sodyum nitrit (Merck).

5.1.2. Kullanilan Elektronik Cihazlar

Ultraviyole Spektrofotometre ........................ Beckman UV 530
Infrared Spektrofotometre ............ccooeeinen. Perkin Elmer 1600 FITR
Niikleer Manyetik Rezonans Spektrometre......... Bruker AVANC-DPX 400 ve

BrukerAC 200L Krotas MS-9/50

Yiiksek Basingli Sivi Kromatografisi: Agilent 1100

Enjektér : Rheodyne Model 7125

Dedektér : Diode-Array

Kaydedici : Unicam 4880 Chromotography Data Handling System
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5.2 Genel Sentez Yontemleri
5.2.1 N-(4-nitro/ klorobenziliden)isopropilamin [1a,1b]

4-Nitro/klorobenzaldehit’in metanollii ¢6zeltisine 0.01 mol isopropilamin ilave
edilerek geri geviren sogutucu altinda su banyosunda bir buguk saat isitilir. Olusan

¢okelti siiziiliir, kurutulur ve metanolden billurlandirilir.

5.2.2 N-(4-nitro/klorobenzoil)isopropilamin [2a, 2b]

2N Sodyum hidroksit ¢ozeltisi icerisindeki isopropilamin’in {izerine
4-kloro/nitrobenzoil kloriir porsiyonlar halinde ilave edildi ve magnetik karistiricida 20
dakika calkalandi. Daha sonra olusan kat1 {irlin bol su ile yikandi. Kurutulan ham iiriin
etanolden billurlandirilarak saflagtirildi (12, 49, 85).

5.2.3 N-(4-nitro/klorobenzil)isopropilamin [3a, 3b]

N-(4-nitro/klorobenzilidenamino)isopropilamin kiigiik bir cam balona alinarak
miimkiin olan en az miktarda metanolde ¢6ziildi. Oda sicaklifinda tutulan ve bir
manyetik kanigtiriciyla stirekli karistirilan bu ¢6zeltiye hesapli miktarda sodyum
borohidriir, kiigilk porsiyonlar halinde 30 dakika icinde ilave edildi. Sodyum
borohidriir’{in tamamu ilave edildikten sonra reaksiyona 15 dakika daha devam edildi.
Reaksiyon bitiminde sogumaya birakilan reaksiyon kan$1ml lizerine damla damla su
ilave edilerek sodyum borohidriir’iin agirist dekompoze edilip ve dietileterle ekstre
edildi. Eterli ¢6zelti susuz sodyum siilfat ile kurutulduktan sonra ¢dziiciiniin ugurulmasi
ile kazanilan ham {iriin petrol eteri ile yikanarak saflastirildi (9, 50).

5.2.4 o-(4-nitro/klorobenzil)-N-isopropil oksaziridin [4a, 4b]

N-(4-nitro/klorobenziliden)isopropilamin 10 m! diklorometanda ¢6ziilerek kiigiik
bir cam balona alindi. Reaksiyon kabi igiktan korunmak igin aluminyum folyo ile
kaplandi. Manyetik karigtiriciyla karstirilan bu ¢ozeltiye 3-kloroperbenzoik asidin
10 ml diklorometandaki ¢ozeltisi damla damla ilave edildi. Reaksiyon hafif¢e 1sitilarak
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4 saat kanigtirildi. Diklorometanli ¢ozelti 0.5 M potasyum karbonat ¢ozeltisi ile ii¢ defa
yikandi. Organik faz ayrilarak ¢oziicli algak basing altinda uguruldu. Ham iiriin petrol
eteri ile yikanarak safsizliklarindan uzaklastirild: (22, 23).

5.2.5 o-(4-nitro/klorobenzil)-N-isopropil nitron [5a,5b]

N-(4-nitro/klorobenzil)isopropilamin 10 ml asetonda (potasyum karbonatla
kurutulmus) ¢oziilerek kiiciik bir cam balona alind1. Reaksiyon kab1 1giktan korunmak
icin aluminyum folyo ile kaplandi. Bir manyetik kargtriciyla siirekli karistirilan bu
¢ozeltiye hesapli miktar 3-kloroperbenzoik asidin 10 ml asetondaki ¢ézelitisi damla
damla ilave edildi. Karistirmaya 4 saat daha devam edildikten sonra aseton algak basing
altinda oda sicakliginda uguruldu. Geriye kalan artik dilorometanla ¢oziilerek ii¢ kere 25
ml (0.5 M) potasyum karbonat ¢ozeltisiyle yikanarak sulu faz alindi. Diklorometanl
cozelti susuz sodyum stilfatla kurutulduktan sonra algak basing altinda ugurularak elde
edilen ham {irtin soguk dietileterle yikanarak safsizliklarindan uzaklastirildi (35, 84, 60).
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5.3 Kromatografik Calismalar

5.3.1 Ince Tabaka Kromatografisi

Bu kromatografi yonteminde ayrilacak madde karigiminin uygun bir ¢éziiciideki
¢Ozeltisi cam veya metal plaklar iizerine ince bir tabaka halinde kaplanmis absorban
maddeden hareketli faz yardimiyla yiiriitiiliir. Adsorban olarak tabaka kalinlig1 0.2 mm
olan silikajel Fass (20x20) hazir plaklar kullamilir.Hareketli faz genellikle birkag
¢oziicliden ibarettir. Bu yontemde esas substrat ve metabolitlerin polarite

farkliliklarindan dolay1 uygun ¢6ziicti karisimindan ayrilmasidir.

Kromatogramda ayrlan renksiz maddeler gesitli renklerde ortaya g¢ikarilabilir.
Ultraviyole bolgede absorbsiyon gosteriyorlarsa kromatogramda lekeler kolaylikla
tesbit edilebilir. Ancak tersi durum s6z konusu oldugunda maddelerin bir kimyasal
reaksiyon ile renkli tiirevlerini olusturmalarindan yararlanilabilinir (20). Kromatografi

caligmalari sonucu ¢oziicli petrol eteri : aseton (70:30 h/h)sistemi kullanilmigtar.

Bilesiklerin metanoldeki ¢6zeltileri plaga tatbik edildikten sonra ¢6ziicti buhar
ile doygun hale getirilmis tanka yerlestirilir. Elde edilen lekelerin uygulama noktasina
olan uzaklig1 (A) ve ¢dziicli frontunun uygulama noktasina olan uzaklig1 6lgiilerek her
bilegik igin Ry degeri hesplanir. Kromotogramda bilesiklerin yerleri dalga boyu 254
nm olan UV 1gik altinda verdikleri mor renk ile belirlenmigtir. Schiff bazlar1 DAC
belirteci i le ( 200 mg 4 -dimetilsinnamaldehit’in 50ml 1M HCl ve 50 m1
etanoldeki ¢6zeltisi) turuncu renk vermektedir.

5.3.2 Yiiksek Basmc¢h Sivi Kromatografisi

Metabolizma ¢aligmalarinda kullanilan Yitksek Basingli Sivi Kromatografisi
analiz alaninda hizli, tekrarlamlabilir ve az miktarda 6rnekle ¢aligma imkani saglar. Bu
teknikte esas substrat ve metabolitlerin uygun bir ¢oziici sistem (hareketli faz) ve kolon
(durgun faz) kullanarak uygun retensiyon zamanlari ve tekrarlanabilir deney kosullar

elde etmek suretiyle ayrimlarinin yapilmasidir (81).
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Metabolizma ¢aligmalarinda substrat ve inkiibasyon sonucu olusan metabolitler
farkli polariteler gosterdikleri i¢in genellikle durgun faz olarak nonpolar dolgu
maddeleri, hareketli faz olarak da metanol, asetonitril, su, tampon sistemleri veya
bunlarin karigimlar1 gibi polar ¢éziiciiler kullanilabilir (Zit faz kromatografisi). Yiiksek
Basingli Sivi Kromatografisi biyolojik materyaldeki ilag ve metabolitlerin analizine
olanak saglamakla birlikte bu konuda plazmadaki ila¢ diizeylerinin saptanmasi, doz
ayarlanmasi, biyoyararlanim gibi konularda da yardimer olmaktadir (24).

Sentezlenen substrat ve olasi metabolitler 1 mg tartildi ve 1ml metanolde
¢oziildi. Bu ¢6zeltiden 50 pl alindi, metanol ile 1 ml’ye tamamlandi. Hazirlanan
seyreltik standart ¢ozeltilerden 10-100 pl hacimler de Yikksek Basingli  Sivi
Kromotografisi'ne (YBSK) enjekte edildi. Bdylece substrat ve olasi metabolitlerin
kolonda ayrimlari saglanarak, kolonda tutulma zamanlar1 (Retensiyon Zamani, RZ)
tespit edildi.

Calisma Kosullan :

Dedektér : Dalga boylar1 220, 254, 280, 360 nm olan Agilent 1100 Diode-Array.
AkisHizz : 1 ml/dk.

Kolonlar : Kolon A: Nova-Pak C;s (3.9 x 150 mm) Kolon B: Kromasil 100-5C;3
(250x4.6mm)

Pompa: Agilent 1100

Enjeksiyon Unitesi: Rheodyne 77251

Kullamlan Mobil Faz : Asetonitril:bidistile su (50 : 50 h/h)
asetonitril(50 :50 /h ) 0.02M fosfat tamponu (pH 7.03)

5.3.3 N-(4-klorobenziliden)isopropilamin’in Yiiksek Basmch Sivi Kromatografisi
ile Stabilite Cahiymas:

N-(4-klorobenziliden)isopropilamin’in ~ belirli konsantrasyondaki ¢ozeltisi
hazirlandi ve oda temperatiiriinde 0., 15., 30., 45., 60., dakikalarda ve 24., 48.
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saatlerde Yiiksek Basingli Sivi Kromatografisine enjekte edildi. Madde 37°C’de su
banyosunda 1sitilarak yine aym zamanlarda enjekte edildi. Bu ¢aligmanin amac: 1b
bilesigi inkiibasyon sirasinda hidrolize ugrarsa, karsilik gelen amin ve aldehitleri yani

olas1 metabonatlan tespit etmektir.

Dedektér  : Dalgaboyu 254 nm olan Hewlett Packard 1050 degisebilir dalgaboylu
UV Dedektor

Pompa : Gilson Model 302 isokratik

Integratér  : Shimadzu C-R8A

AkisHizz : 1.9 ml/ dk.

Kolon : Waters m-bondopak C;g (16 cm)

Enjeksiyon Unitesi: Rheodyne 7215

Kullanmilan Mobil Faz : Asetonitril:su (50 : 50 h/h)
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6. BULGULAR

6.1  N-(4-nitrobenziliden)isopropilamin [1a]

_CH;
0,N CH=N-CH{_
CH,

Isopropilamin (0.01 mol, 0.8 ml) ve 4-nitrobenzaldehit’ten (0.01mol, 1.51 g)

hareketle 5.2.1°de verilen yOnteme gore hazirlanir. Ham {iriin  metanolden

billurlandirilarak saflagtirilir. Beyaz renkli toz madde, en 50-52 °C.

Spektral Bulgular :

UV spektrumu A (nm): 277 (g: 20180), 213 (g: 11400) (100ml!’sinde 0.1 mg

madde iceren metanollii ¢ozelti).

IR Spektrumu (KBr) vVias (cm™): 2920 (aromatik =C-H ve metil C-H gerilime
bandi); 1662 (imin C=N gerilme band1); 1610, 1524, 1464, (aromatik halka C=C
gerilme bandi); 1550 (Ar-NO; asimetrik gerilme bandi); 1345 (Ar-NO; simetrik
gerilme band1); 830 (1,4-disiibstitiie benzen).

d —t.02a. omen

4029 3ace 2900 . 1000 . omt

Sekil 3 : Bilesik 1a‘nin IR spektrumu
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'H.NMR Spektrumu (DMSO-d¢/TMS), S(ppm) : 1.21 (d, 6H, metil prdtoﬁlan);
2.50 (¢oziicii piki); 3.30 (¢bziicd i¢indeki su piki); 3.63 (m, 1H, N-CH);
799 (d, 2H, -NO; grubuna gore meta konumundaki fenil protonlar1); 8.29 (d, 2H,
Klor grubuna gore orto konumundaki fenil protonlart); 8.51 (s, 1H, CH=N).
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—
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Sekil 4 : Bilesik 1a‘mn 'H-NMR spektrumu
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6.2 N-(4-nitrobenzoil)isopropilamin [2a]

Isopropilamin (0.01 mol, 0.8 ml), 4-nitrobenzoil kloriir (0.01mol, 1.85 g) ve 2N
sodyum hidroksit ¢ozeltisinden hareketle 5.2.2°de verilen yonteme gore hazirlanir.
Ham {irlin etanolden billurlandirilarak saflastirilir. Beyaz renkli toz madde, en 149-
151 °C (lit e.n.145-146 °C) (27).

UV s pektrumu A, (nm): 265 (e: 21180); 206 (e: 10800) (100ml’sinde 0.1 mg

madde igeren metanollii ¢ozelti).

6.3  N-(4-nitrobenzil)isopropilamin [3a]

/CH3

O,N CH,—N-CH
L cH
H 3

4-(nitrobenzilidenamino)-N-isopropilamin ~ (0.003 mol, 0.567 g) ve
sodyum borohidriirden (0.003 mol, 0.113 g ) hareketle 5.2.3’de  verilen yonteme
gore hazirlanir. Ham tiriin  petrol eteri ile muamele edilerek saflagtirilir. Sar1 renkli

madde, e.n 229-231 °C (lit e.n 225-227 °C) (80).

UV spektrumu Apg (nm): 270 (e: 18200), 211 (g: 11420) (100ml’sinde 0.1 mg

madde igeren metanollii ¢6zelti).
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6.4  o-(4-nitrobenzil)-N-isopropil oksaziridin [4a]

_CHs
O,N CH—N—-CH{_
\O/ CH,

4-(nitrobenzilidenamino)-N-isopropilamin  (0.001 mol, 0.189 g) ve
3-kloroperbenzoik asitten (0.001mol, 0.171 g ) hareketle 5.2.4’de  verilen y6nteme

gére hazirlanir. Ham tirlin metanol ile muamele edilerek saflagtinlir. Beyaz billuri

toz madde, e.n 142-144°C.

UV spektrumu A (nm): 228 (g: 19600) (100ml’sinde 0.1 mg madde igeren

metanollii ¢ozelti).

6.5  o-(4-nitrofenil)-N-isopropil nitron [5a]

+ /CH3
O,N C=N—CH\
(')- CH;

N-(4-nitrofenil)-isopropilamin (0.001 mol, 0.191 g) ve 3-kloroperbenzoik asitten
(0.001mol, 0.171 g ) hareketle 5.2.5’°de  verilen yonteme gére hazirlanir. Ham iiriin

petrol eteri ile muamele edilerek saflagtirilir. Sari renkli sivi.

UV spektrumu A, (nm): 320 (e: 24500), 252 (s: 20180), 211 (s: 12100)

{100m]’sinde 0.1 mg madde igeren metanollii ¢ozelti).
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6.6 N-(4-klorobenziliden)isopropilamin [1b]

CH;
m—@-m{:N —CH<
CH,

Isopropilamin (0.01 mol, 0.8 ml) ve 4-klorobenzaldehit’ten (0.01mol, 1.40 g)
hareketle 5.2.1°de  verilen yonteme gore hazirlanir. Ham iirlin metanolden

billurlandirilarak saflastirilir. Beyaz renkli toz madde, e.n 136-138 °C.

Spektral Bulgular :

UV spektrumu A (nm): 233 (g: 21420), (100ml’sinde 0.1 mg madde igeren

metanollii ¢ozelti).

IR Spektrumu (KBr) Vi (cm™): 2940 (aromatik =C-H ve metil C-H gerilime bandi);
1650 (imin C=N gerilme bandi); 1620, 1580, 1530, 1475, (aromatik halka C=C
gerilme band1); 1075 (Ar-Cl gerilme band1); 824 (1,4-distibstitiic benzen).
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Sekil 5 : Bilesik 1b‘nin IR spektrumu



"H-NMR Spektrumu (DMSO-d¢/TMS), 8(ppm) : 1.19 (d, 6H, metil protonlar);
2.50 (¢oziicii piki);  3.28 (m, 1H, N-CH); 7.34 (d, 2H, -Cl grubuna gére orto
konumundaki fenil protonlar1); 7.86 (d, 2H, klor grubuna gére meta konumundaki
fenil protonlar); 7.94 (s, 1H, CH=N). '
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Sekil 6 : Bilesik 1b*nin "H-NMR spektrumu

6.7  N-(4-klorobenzoil)isopropilamin [2b]

0
l _CHjs

Ct C—N-CH_
H CH;

Isopropilamin (0.01 mol, 0.8 ml), 4-klorobenzoil kloriir (0.01mol, 1.85 g) ve 2N
sodyum hidroksit ¢6zeltisinden hareketle 5.2.2°de verilen yonteme gére hazirlanir.

Ham iirtin etanolden billurlandirilarak saflagtirilir. Beyaz billuri orjinal toz madde,

e.n. 238-240 °C.

UV s pektrumn Ay (nm): 232 (g: 23400) ; 206 (e: 10400) (100ml’sinde 0.1 mg

madde igeren metanollii ¢6zelti).
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"H-NMR Spektrumua (MeOH/TMS), 8(ppm) : 1.22-1.33 (m, 6H, metil protonlar);
3.30 (goziici icindeki su piki), 4.12-4.25 (m, 1H, CH (CHs)); 4.88 (gdziicii piki);

7.42-7.81 (m, 4H, aromatik protonlar); 8.29 (s, 1H, NH).

PPM

823150
80920
.;9921_

T
L U

Sekil 7: Bilesik 2b‘nin "H-NMR spektrumu
6.8 N-(4-klorobenzil)isopropilamin [3b}

CH;
CI—QCHZ—N—CH/

N

H 3

4-(klorobenzilidenamino)isopropilamin (0.003 mol,

sodyum borohidriirden (0.003 mol, 0.113 g ) hareketle 5.2.3°de

0.534g) ve

verilen yonteme

gore hazirlanir. Ham {riin petrol eteri ile muamele edilerek saflagtinlir. Beyaz billuri

toz madde, en. 199-201 °C (lit e.n 196-198°C ) (72).
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UV spektrumu Anus (nm): 226 (81 21600) ; 206 (s: 11200) (100ml’sinde 0.1 mg
madde igeren metanolli ¢ozelti).

6.9  o-(4-klorobenzil)-N-isopropil oksaziridin [4b]

CH;
CIOCH—N—CH<
\O/ CH;

4-(klorobenzilidenamino)-N-isopropilamin ~ (0.001  mol,  0.178 g) ve
3-kloroperbenzoik asitten (0.001mol, 0.171 g ) hareketle 5.2.4°de verilen ydnteme
gore hazilanr. Ham diriin  metanol ile muamele edilerek saflastinhir. Beyaz billuri
orjinal toz madde, e.n.132-134 °C.
UV spektruma Ams (nm): 226 (g: 17400); 204 (e 13200) (100m!’sinde 0.1 mg
madde igeren metanollii ¢ozeltr).
'H-NMR Spektrumu (MeOH/TMS), 8(ppm) : 1.26-1.35 (m, 6H, metil protonlar);
3.33-3.45 (m, 2H, oksaziridin CH v@ (CHs)y), 5.03 (¢ozucu piki); 7.44-8.01
(m, 4H, aromatik protonlar).
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6.10 a-(4-klorofenil)-N-isopropil nitron{Sb]

+ CH3
cl OCzN—CH(
- CHs

)

N-(4-klorofenil)-isopropilamin (0.001mol 0.185g) ve 3-kloroperbenzoik asitten

(0.00Imol, 0.171g) hareketle 5.2.5°de verilen y&nteme goére hazirlanir. Uriin

saflastirilma asamasinda bozulmustur.

6.11 Yiiksek Basin¢h Sivi Kromatograsi Calismalari ile Tlgili Bulgular

Madde la ve 1b’nin in vitro metabolizma c¢aligmalarinda metabolitlerin

ayrilabilmeleri i¢in farkli sistemler denenerek uygun mobil faz tespit edilmeye

calisilmistir.

Tablo 2 . Madde la ve metabolitler’in kolon A ile asetonitril:su (50:50 h/h) ve akig

hizi:1ml/dk. olan sistemde retensiyon zamanlari

RETENSIYON
BILESIKLER ZAMANLARI (dk.)
la N-(4-nitrobenziliden)isopropilamin 3.04
2a N-(4-nitrobenzoil)isopropilamin 2.06
3a N-(4-nitrobenzil)isopropilamin 1.67
4a o.-(4-nitrobenzil)-N-isopropil oksaziridin 1.32
S5a o.-(4-nitrobenzil)-N-isopropil nitron 2.10
4-nitrobenzaldehit 2.36
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Tablo 3 . Madde 1 a ve metabolitler’in kolon A ile asetonitril 0.02M fosfat t amponu
(50:50 h/h) ve akig hiz1:0.7 ml/dk. olan sistemde retensiyon zamanlari

RETENSIYON
BILESIKLER ZAMANLARI (dk.)
la N-(4-nitrobenziliden)isopropilamin 532
2a N-(4-nitrobenzoil)isopropilamin 2.13
3a N-(4-nitrobenzil)isopropilamin 2.50
4a o-(4-nitrobenzil)-N-isopropil oksaziridin 1.01
Sa o-(4-nitrobenzil)-N-isopropil nitron 2.12

Tablo 4 . Madde 1b ve metabolitler’in kolon A ile asetonitril:su (50:50 h/h) ve akis

hiz1:1ml/dk. olan sistemde retensiyon zamanlari

RETENSIYON
BILESIKLER ZAMANLARI (dk.)
1b N-(4-klorobenziliden)isopropilamin 1.72
2b N-(4-klorobenzoil)isopropilamin 2.50
3b N-(4-klorobenzil)isopropilamin 1.28
4b a-(4-klorobenzil)-N-isopropil oksaziridin 1.10
4-klorobenzaldehit 3.36

Tablo 5 . Madde 1b ve metabolitler’in kolon B ile asetonitril :0.02M fosfat tamponu
(50:50 h/h) ve akig hizi: 1ml/dk. olan sistemde retensiyon zamanlari

RETENSIYON
BILESIKLER ZAMANLARI (dk.)
1b N-(4-klorobenziliden)isopropilamin 2.20
2b N-(4-klorobenzoil)isopropilamin 6.20
4b o-(4-klorobenzil)-N-isopropil oksaziridin 2.10
5b o~(4-klorobenzil)-N-isopropil nitron 2.10
4-klorobenzaldehit 7.60
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Tablo 6 .Madde 1b ve metabolitler’in asetonitril:su (50:50 h/h) ve akis hizi: 1ml/dk.

olan sistemde retensiyon zamanlari

RETENSIYON
BILESIKLER ZAMANLARI (dk.)
1b N-(4-klorobenziliden)isopropilamin 2.82
2b N-(4-klorobenzoil)isopropilamin 7.74
3b N-(4-klorobenzil)isopropilamin 1.62
4b o~(4-klorobenzil)-N-isopropil oksaziridin 3.08
5b a-(4-klorobenzil)-N-isopropil nitron 3.17
4-klorobenzaldehit 10.90

6.12 ince Tabaka Kromatograsi Calismalar Ile Ilgili Bulgular

Madde 1a, 1b ve metabolitlerinin safsizliklarim tespit etmek amaciyla ince

tabaka kromatografisinden yararlanilmigtir.

Tablo 7 . Madde 1a ve metabolitler’in petrol eteri:aseton sisteminde Rf x100 degerleri

BILESIKLER Rfx100 Degerleri
la N-(4-nitrobenziliden)isopropilamin 36,8
2a N-(4-nitrobenzoil)isopropilamin 19,2
3a N-(4-nitrobenzil)isopropilamin 52
4a o-(4-nitrobenzil)-N-isopropil oksaziridin 15,7
Sa o-(4-nitrobenzil)-N-isopropil nitron 16.2
4-nitrobenzaldehit 17,5
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Tablo 8 . Madde 1b ve metabolitler’in petrol eteri:aseton sisteminde Rf x100 degerleri

BILESIKLER Rfx100
Degerleri
1b N-(4-klorobenziliden)isopropilamin 8.3
2b N-(4-klorobenzoil)isopropilamin 41.6
3b N-(4-klorobenzil)isopropilamin 10.1
4b a~(4-klorobenzil)-N-isopropil oksaziridin 333
5¢ 4-klorobenzaldehit 382

Q _CH;
R C-H + HN-CH{_

CH;
Hidroliz T H,O

CH3 .
_ ~ (o) CH,
R‘@‘CH-N*CH\ —(—)—> R cH—N-ca{
CH, N/ T en
e} 3
. CHs 0 CH
R—@—C:N—CH< RO—%——N—C}( ’
& Toms I CH,

R=NO,, Cl

Sekil 9: N-(4-nitro/klorobenziliden)isopropilamin’in olasi metabolik yollari




DAD1 B, Sig=254,4 Ref=off (OXO\OX000011.D)
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Sekil 10: o-(4-Nitrofenil)isopropilamin ve o-(4-nitrobenzil)-N-isopropil oksaziridin’in

kromatogramlar1 ve UV spektrumlari [Mobil faz: asetonitril:su (50:50 b/h)].
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DAD1 B, Sig=254,4 Ref=off (ASA\ASA00185.D)
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Sekil 11: 4-nitrobenzaldehit ve N-(4-nitrobenziliden)isopropilamin’in kromatogramlar
ve UV spektrumlar [Mobil faz: asetonitril:su (50:50 h/h)].
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Sekil 12: a-(4-Nitrofenil)-N-isopropilamin nitron’un kromatogrami ve 254 nm’de UV
spektrumu [Mobil faz: asetonitril:su (50:50 h/h)].
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Sekil 13: a-(4-Nitrofenil)-N-isopropilamin nitron’un bozunma tirtiniiniin kromatogram

ve UV spektrumu [Mobil faz: asetonitril:su (50:50 h/h)].
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DAD1 B, 8ig=254,4 Ref=off (OXO\OXO00151.D)
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Sekil 14: o-(4-Nitrofenil)-N-isopropilamin ‘nitron’un fi¢ giin sonraki ve N-(4-

nitrofenil)isopropilamin’in UV spektrumu [Mobil faz: 0.02M fosfat tamponu:asetonitril

(50:50 b/h)]
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DAD1 B, Sig=254 4 Ref=off (ASAVASA00341.D)
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Sekil 15: N-(4-klorobenziliden)isopropilamin’in kolon B ile asetonitril:su (50:50 h/h)
ve akis hizi: Iml/dk olan sistemde kromatogrami ve UV spektrumu




DAD1 A, Sig=220,4 Ref=off (ASA\ASAG0324.D)
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Sekil 16: a-(4-klorobenzil)-N-isopropil oksaziridin’in kolon B ile asetonitril:su (50:50
h/h) ve akis huzi: 1ml/dk olan sistemde kromatogrami ve UV spektrumu
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DAD1 G, Sig=280,4 Ref=off (ASAVASAD0337.D)
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Sekil 17: a-(4-Nitrofenil)-N-isopropil nitron’un kolon B ile asetonitril:su (50:50 h/h) ve
akis hiz1: 1ml/dk olan sistemde kromatogrami ve UV spektrumu
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DADT1 A, Sig=220,4 Ref=off (ASA\ASA00353.D)
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Sekil 18: N-(4-klorobenzoil)isopropilamin ’in kolon B ile asetonitril:su (50:50 h/h) ve
akig hiz1:1ml/dk olan sistemde kromatogrami ve UV spektrumu



DAD1 B, Sig=254,4 Ref=off (ASAVASA00323.D)
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Sekil 19: 4-klorobenzaldehit’in kolon B ile asetonitril:su (50:50 h/h) ve akis
hizi:1ml/dk olan sistemde kromatogrami ve UV spektrumu
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DAD1 A, Sig=220,4 Ref=off (ASA\ASA00352.D)
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Sekil 20: N-(4-klorobenziliden) isopropilamin’in kolon B ile asetonitril:su (50:50 h/h)
ve akis hizi:1ml/dk olan sistemde karacifer mikrozomal prepat: kullanilarak yapilan
inkiibasyon sonrasi elde edilen metabolik ekstraktan alinan HPLC kromatogrami

(A: N-(4-klorobenziliden)isopropilamin, B: N-(4-klorobenzoil)isopropilamin,

C: 4-klorobenzaldehit)

DAD1 A, Sig=220,4 Ref=off (ASAVASAGD356.D)
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Sekil 21: N-(4-klorobenziliden)isopropilamin’in kolon B ile asetonitril:su (50:50 h/h)
ve akig izi:1ml/dk olan sistemde denatlire mikrozomlarla yapilan inkiibasyon sonrasi
elde edilen metabolik ekstraktan alinan HPLC kromatogram

(A: N-(4-klorobenziliden)isopropilamin, C: 4-klorobenzaldehit)
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DAD1 A, Sig=220,4 Ref=off (ASAVWSA00357.D)
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Sekil 22: N-(4-klorobenziliden)isopropilamin’in kolon B ile asetonitril:su (50:50 h/h)

ve akis hizi:1ml/dk olan sistemde ko-faktorsiiz ortamda yapilan inkiibasyon sonrasi
elde edilen metabolik ekstraktan alinan HPLC kromatogrami
(A: N-(4-klorobenziliden)isopropilamin, C: 4-klorobenzaldehit)
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Sekil 23: Standart ve metabolik imin, amid, aldehit ve oksaziridin bilesiklerine ait UV
spektrumlar (1b: N-(4-klorobenziliden)isopropilamin
2b: N-(4-klorobenzoil)isopropilamin 4b: a-(4-klorobenzil)-N-isopropil oksaziridin)
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Sekil 24: N-(4-klorobenziliden)isopropilamin, 4-klorobenzaldehit ve N-(4-kloro

benziliden) isopropilamin’in 37°C’de su banyosunda 15 dakika 1sitilmasiyla elde edilen

kromatogramlar.
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7.  TARTISMA

Isopropilamin’in 4-klorobenzaldehit ve 4-nitrobenzaldehit ile metanollii
ortamda geri geviren sogutucu altinda 1sitilmast ile 1a ve 1b bilesikleri sentez edilmisgtir.
Literatiirlerde  Schiff bazlarinin metanol, benzen, piridin, toluen gibi ortamalarda
aldehit ve aminin 1sitilmasiyla elde edildigi bildirilmistir (39,40). 1a ve 1b maddelerinin
sentezi metanollii ortamda gergeklestirilmis olup % 60 ve % 42 verimle elde edilmistir.
Bilesiklerin safliklart Ince Tabaka Kromatografisi ve Yiiksek Basingh Sivi
Kromatografisi ile tespit edilmisgtir.

la ve 1b maddelerinin metanol igerisinde alman UV spektrumlarinda imin
grubunu karakterize eden maksimum absorbsiyon bandlar1 277 ve 233 nm’lerde tespit

edilmigtir.

Giirsoy ve Amal ( 39, 40) aminotiyazollerin gesitli aldehitlerle reaksiyonu
sonucu elde ettikleri Schiff bazlarinda imin gruplarimin maksimum absorsiyonlarini
344-255 nm’lerde tespit etmiglerdir. Supuran ve ark. (78) ise elde ettikleri Schiff
bazlarinin 272-264 nm’lerde absorbsiyona sahip olduklarim bildirmislerdir.

Madde la ve 1b’nin KBr igerisinde alinan IR spektrumlarinda imin grubuna ait
gerilme bandlar 1662 ve 1650 cm™ olarak saptanmistir.

Amal ve ark. (3) l-aminoadamantan’in siibstitiie benzaldehitlerle reaksiyonu

sonucu elde ettikleri Schiff bazlarinda imin grubuna ait gerilme bandlarim 1661 ve

1645 cm™ olarak tespit etmiglerdir.

R

R=OH, H
R1 =H, OCH3
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la’nin 4 konumunda —NO, grubuna ait asimetrik gerilme bandlan 1550 cm™,
simetrik gerilme band1 13345 cm™’de, 1b’nin Ar-Cl gerilme bandida 1075 cm™’de
tespit edilmigtir.

1a ve 1b’nin DMSO igerisinde alinan "H-NMR spektrumlarinda imin protonlari
8.51 ve 7.94 ppm’de gozlenmistir.

Schilf ve ark. (71) 5-bromosiibstitiie benzaldehit ve siibstitiie aminlerin
kondensasyonu ile elde edilen Schiff bazlarinin iminlere ait protonlar1 8.24-8.95

ppm’lerde tespit etmislerdir.

Pignatello ve ark. (63) hidroksiaminoguanidin ve siibstitiie benzaldehitin
tepkimesinden olusan Schiff bazlarimin CH=N protonlarim1 7.7. ppm’de tespit

NH
/
CH-I}I ~NH—-C_
H NH—OH

R

etmislerdir.

R= 3,4-(OCH,0), 4-OCHj, 2,5-(OCHs),, 2,3,4-(OCHa)s

la’nin NMR spektrumunda nitro grubunun meta konumundaki protonlar
daha fazla golgelenerek 7.99 ppm’de doublet, orto konumundakiler ise yine doublet
seklinde 8.29 ppm’de tespit edilmistir. Madde 1b’de klorun indiiktif etkiyle elektron
cekme Ozelligi rezonans etkiyle elektron verme 6zelliginden daha kuvvetli oldugundan
kloro gore orto konumundaki protonlar daha az golgelendikleri i¢in 7.34 ppm’de
doublet meta konumundaki protonlar ise 7.86 ppm’de doublet olarak gézlenmistir.

Rollas ve ark. (68) 5-(4-nitrofenil)-1,2,4-triazolin-3-tiyon bilegiginde  nitro

grubununu  meta konumundaki protonlar1 7.31 ppm’de, orto konumundakileri 8.22
ppm’de tespit etmislerdir.
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la ve 1b’nin olas1 metabolitlerinden olan N-(4-nitrobenzoil)isopropilamin ve
N-(4-klorobenzoil)isopropilamin isopropilaminin NaOH’li ortamda p-nitro ve p-kloro
benzoil Kkloriirlerle benzoilllenmesi sonucu elde elde edilmistir (12,84). Amid
yapisindaki 2a ve 2b bilesiklerinin metanol igerisinde alinan UV spektrumlarinda 265

ve 233 nnm’lerde goriilen bandlarin karbonil yapilarini simgelemektedir (82).

N-(4-Nitrobenziliden)isopropilamin ve  N-(4-klorobenziliden)
isopropilaminin  perasitlerle diklorometanli ortamda oksidasyonu sonucu o-(4-
nitrobenzil)-N-isopropil oksaziridin ve o-(4-klorobenzil)-N-isopropil oksaziridin elde
edilmigtir (22, 23).Emmons oksaziridinlerin elde edilmesinde en Onemli faktoriin
baglangi¢ maddesi olén iminlerin asidik ortamda stabil olmalar1 gerektigini ve hidrolizi
Onlemek amaciyla reaksiyonun susuz ¢oziiciiler icerisinde yapilmasi gerektigini
bildirmislerdir. Elde edilen oksaziridinlerin stabilitelerinin 2 ve 3 konumlarindaki
stibstitiientlere bagli oldugunu tespit etmistir. Splitter ve Calvin (76) N-alkil-a-aril
nitronlardan elde edilen oksaziridinler dayamkl iken, N-a-diaril nitronlardan elde
edilenlerin ise elde dayaniksiz olduklanimi tespit etmiglerdir. Elde edilen
oksaziridinlerin UV spektrumlarinda maksimum absorbsiyon bandlar1 228 ve 226
nm’lerde tespit edilmistir (31, 32).

Nitronlar UV radyasyon ve direkt giines 1s1gindan etkilenerek gesitli
bozunma friinleri verdigi bilindiginden sentezler sirasinda reaksiyon ortami igiktan
korunmus ve billurlandirma igleminde miimkiin oldugunca 1giktan kaginilmgtir (37, 76).
o-(4-Nitrofenil)-N-isopropil nitron yiiksek basingli sivi kromatografisine verildiginde
saf olarak sentezlenememis oldugu ve sekonder amin safsizlifimin yaninda N-(4-
nitrobenziliden)isopropilamin ve 4-nitrobenzaldehit safsizliklarimin varligl tespit
edilmistir. (Sekil 10, 11, 12).

Ayni1 O6mek bir giin sonra enjekte edildiginde yiliksek oranda

oksaziridin izomerine doniistiigli UV spektrumlan kargilagtirilarak tespit edilmigtir
(Sekil 13).
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Omek ii¢ giin sonra asetonitril:0.02M fosfat tamponu (pH:7.03) sisteminde
yiksek basingli sivi kromatografisine enjekte edildiginde ise yiiksek oranda
N-(4-nitrobenzil)isopropilamin’e doniistigii UV spektrumlan karsilastirilarak tespit
edilmigtir (Sekil 12 ve Sekil 14).

Substrat ve metabolitleri tespit etmek amaciyla yiiksek basingli sivi
kromatografisinde farkli mobil faz sistemleri denenmistirr. Mobil faz olarak
asetonitril:su (50:50 h/h) kullanildiinda N-(4-nitrobenziliden)isopropilamin retensiyon
zamani 3.04 dakika olarak tespit edilirken a-(4-nitrobenzil)-N-isopropil oksaziridin ¢ok
polar oldugundan 1.32 dakikada g6zlenmistir. asetonitril:su (30:70 h/h) mobil faz
sistemi kullamldiginda ise N-(4-nitrobenziliden)isopropilamin 10.45 dakikada
gbézlenirken o-(4-nitrobenzil)-N-isopropil oksaziridin 1.09 dakikada tespit edilmigtir.
asetonitril:su (10: 90, 70:30 h/h) mobil faz sistemlerinde de yine oksaziridin metaboliti
dokulara ait piklerin g¢ikabilecegi kisa retensiyon zamanlarinda saptanmigstir. Mobil faz
olarak pH: 7.03°de 0.02M fosfat tamponu:asetonitril kullanldiginda da uygun bir ayrim
saglanamamigtir.

N-(4-nitrobenziliden)isopropilaminin stabilitesinin son derece diisiik olmasi
nedeniyle ¢ahgmanin N-(4-klorobenziliden)isopropilaminin metabolizmas: {izerinde
yogunlagmasina karar verilmigtir.

Bu nedenle ilgili N—(4-klorobenziliden)isopropilainin bilesiginin ve bunlara
kargilik gelen olasi metabolitleri astetonitril:su (50:50,h/h) sisteminde incelenmis ancak
bilesiklerin ayrimi miimkiin olmamisgtir.

Daha sonra aym solvent sistemi, farkli bir kolonda (kolon B) kullanilmis, bu
sistemde 1b, 2b bilesikleri ve 4-klorobenzaldehit’le ayrimi saglanmakla birlikte (tablo
6) 4b ve 5b bilegiklerinden ayrrim miimkiin olmamustir. Su yerine, tampon sistemi
kullamilmasi1 da bu ti¢ maddenin birbirinden ayirimimi saglanmamigtir (tablo 5). Bu
nedenle mevcut c¢alismada tablo 6°da gosterilen sistemin kullanilmasma karar
verilmistir.

N-(4-klorobenziliden)isopropilamin’in inkiibasyonu, 4.8.2° de belirtilen standart
yonteme goére elde edilen karaciger mikrozomal preparatlam ile yapilmugtir. Bu
inkiibasyonda deney tiipii bagina 2umol N-(4-klorobenziliden)isopropilamin [1b] (50ul

metanolde), 1ml mikrozomal preparat (0.5g. orjinal karacigere esdeger) ve 0.5ml
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standart ko-faktor karigimi kullanilmig ve 4.8.4° de belirtilen sekilde reaksiyon

gerceklesmistir. Inkiibasyon protokolii asagidaki gibidir:

TUPLER SUBSTRAT MIKROZOM KO-FAKTOR
1 TEST + +
2 TEST + + +
3 KONTROL + Denatiire +
4 KONTROL + Denatiire +
5 KONTROL + + Tampon
6 KONTROL + + Tampon

Reaksiyon deney tliplerine iliger ml diklorometan ilavesiyle durdurulmustur.
Tiipler daha sonra ikiser dakika vortekslenerek, beser dakika santrifiij edilmigtir.
Diklorometan fazlari alt faz temiz tiiplere almarak islem bir kez daha ticer ml
diklorometan ilavesiyle tekrarlanmigtir. Diklorometanin karanlikta ve oda sicakliginda
ucurulmasi ile metabolik ekstraktlar elde edilmigtir.

Metabolik ekstraklarin HPLC analizi ile elde edilen sonuglar  N-(4-
klorobenziliden)isopropilamin [1b] bilesiginin metabolik olarak kargilik gelen N-(4-
klorobenzoil)isopropilamin [2b] tiirevine doniistiigiinii gostermistir (Sekil 20). Gerek
denatiire mikrozomlarla (kontrol 3,4) gerekse ko-faktér ilave etmeksizin yapilan
kontrol denemelerinde (kontrol 5,6) 2b metabolitine rastlanmamasi (Sekil 21 ve Sekil
22 ) bu bilesigin metabolik oksidasyon sonucu olugtugunu gostermekte ve daha dnce
diaromatik iminler {izerinde yapilan ¢aligmay1 desteklemektedir(37).

Ayrica standart ve metabolik N-(4-klorobenzoil)isopropilamin [2b] bilesiginin
UV spektrumlart benzerlik gostermektedir (Sekil 23).

N-(4-klorobenziliden)isopropilamin’in  inkiibasyon sonrasi1 hidrolitik  bir
reaksiyonla karsilik gelen 4-klorobenzaldehit’e doniistimii hem test hem de kontrol
mikrozomlariyla yapilan denemelerde saptanmistir (Sekil 20, 21, 22). Bu olay hidrolitik
reaksiyonun  non-enzimatik olarak gerceklestigini gostermektedir. Standart ve
reaksiyon sonucu olusan 4-klorobenzaldehit UV spektrumlann (Sekil 23) de
gosterilmektedir.
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Kullanilan HPLC sisteminde 4b ve 5b bilesiklerinin 1b bilegiginden ayrilamamasi
nedeni ile metabolik ekstrakt yanlizca UV spektrum degerlendirilmesi yontemi ile 4b
ve 5b bilesiklerini igerip icermedigi agisindan analiz edilmistir (Sekil 23).

Alman sonuglarda nitron bilesiginin olugmadigi (yaklagik 280nm maksimum
absorbsiyon gosteriyor) ancak yaklasik 230nm de absorbsiyon gosteren ve oksaziridine
tekabiil eden (Sekil 23) bir maddenin olustufu  goriilmektedir. N-(4-
klorobenziliden)isopropilamin [1b] bilesiginin hidrolizinde siire ve sicakligin etkisini
incelemek i¢in yapilan 6n ¢alismada N-(4-klorobenziliden)isopropilamin’in belirli
konsantrasyondaki (1mg/ml) metanoldeki ¢6zeltisi hazirlanip oda sicakhémda 0., 15,
30., 45., 60., dakikalarda ve 24., 48. saatlerde Yiiksek Basingli Sivi Kromatografisine
enjekte edildiginde 48 saatte bile bozulmadig1 saptanmugstir. Omek 37°C’de ¢alkalayici
su banyosunda 15 dakika tutulduktan sonra enjekte edildiginde ise hidrolize ugradigi ve
yiiksek konsantrasyonda 4-klorobenzaldehit’e doniistligii tespit edilmistir (Sekil 24).

74



8. SONUC

Stabil oksaziridinlere kargilik gelen model imin bilesiklerin sentezlenmesi ve in vitro
karaciger —mikrozomal metabolizmalarinin (6zellikle oksaziridin  metabolitlerinin)
aragtirllmas1  amaciyla yapilan bu g¢aligmada, iki adet Schiff baz N-(4-
nitrobenziliden)isopropilamin ve N-(4-klorobenziliden)isopropilamin, ayrica kendilerine
karsihik gelen oksidasyon metabolitleri olan oksaziridin, nitron ve amidler sentezlenmis ve bu
bilesiklerin yapilan spektroskopik yontemlerle aydinlatilmigtir. Daha sonra tiim bu bilegiklerin
birbirinden ayirildig1 bir zit faz HPLC sistemi gelistirilmeye ¢aligilmigtir. Bu bilesiklerden
prototip olarak segilen N-(4-klorobenziliden)isopropilamin karaciger mikrozomal preparatlari
ile inkiibe edilmis ve bu bilesigin metabolik oksidasyon reaksiyon sonrasi karsilik gelen
oksaziridin ve amid tiirevlerine doniistiigii tespit edilmistir. Bu bilesigin ayrica 37°C’lik
organizma sicaklifinda bilyiik 6l¢tide (non-enzimatik olarak) hidroliz sonucu kargilik gelen
aldehit metabolitini verdigi saptanmugstir. Iminlerin viicut sicakliginda kolayhikla hidrolize
olarak aldehit ve amin bilesiklerine doniigiimi, organizmadaki endojen bilesiklerle
birlesebilme kabiliyetindeki bu son iki {irlinlin potansiyel toksik reaksiyon olugturma riski
ylikseltmektedir. Mevcut sonuglar, arastirma konumuzu olusturan iminlerin ve potansiyel
metabolitlerinin gerek viicut isisinda gerekse karanlikta ve uygun sicakliklardaki saklama
sartlarinda bile kimyasal bozulma tirtinlerine dontigebilecegini gostermistir. Bu nedenle,
organik ilag tasanminda bu tip bilesikler kullamlaciginda bozunma potansiyellerinin de
dikkate alinmasi gerekmektedir.
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