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Sekil 6.1.2.2. N-Monoalkil anilinlerin eldesi icin alternatif bir yontem

Tezimizde kullamilan sekonder aminlerin (BAN, CBCAN, CBCBA) sentezinde
ise daha gabuk sonug veren ve yan triinler olusturmayan bir metod olarak kargilik
gelen N-benzilidenanilin’lerin rediiksiyonu tercih edilmigtir. Bu tip rediiksiyonlarin
elektrokimyasal (128) ; ya da palladyum karbon (122) veya platin’in (126) kullamldig:
hidrojenasyon  reaksiyonlaniyla yapilabilecegi bildirilmis olmasina  ragmen,
¢alismamizda Billman ve Diesing (129) tarafindan bildirilen, selektivitesi oldukga
yiksek olan yontem kullamldi. Tigili iminlein NaBH, ile metanolli ortamda
reaksiyonunu igeren bu yontemle ii¢ sekonder aminin de kisa siirede ve saf olarak elde
edilmesi miimkiin oldu. Caliymamizda sentezlenen ii¢ sekonder amin olan BAN,
CBCAN (126, 128-130) ve CBCBA (131, 132) literatiirde kayith bilesikler olup,
birincisi BMAN ve DBAN’in olas: metaboliti olarak sentezlenmigtir. Son iki bilesik ise
substrat olarak kullamlacagindan, daha saf olarak elde edilmeleri amaciyla 4.2.14.’de
verilen yéntemle hidrokloriir tuzlarina dénistirilerek inkiibasyonlari, tuzlan

uzerinden yapilmustir. Rediiksiyonlarda kullanilan iminler, ilgili primer aminlerle

benzaldehit veya 4-klorobenzaldehit’in kondensasyonundan (125, 126) elde edilmig;,
digerlerine gore daha az dayamkh olan CBDCBA’in defalarca billurlandirlmasina
ragmen beklemeye bagh olarak kiigiik miktarda aldehit impuritesine sahip oldugu
gorilmiis; bu yiizden kullanlmadan hemen once tekrar billurlandinlmas gerekmigtir.
Nitekim, alifatik iminlerin iyi verimle elde edildigi, ancak dayaniksiz olmalarindan
dolay1 kullamlmadan hemen 6nce distile edilmeleri gerektigi belirtilmistir (168).
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Calismamizda gerekli olan iminlerden BDAN, BAN’in sentezinde kullamlmak
iizere sentezlenmis; diger iki imin olan CBDCAN ve CBDCBA ise ilgili sekonder
aminlerin sentezinde ilkel madde olarak kullamlmalarinin yansira sézkonusu sekonder
aminlerin inkiibasyonu sonucu olugabilecek iiriinler olarak elde edilmiglerdir. BDAN

ve CBDCAN, literatiirde kayith bilesiklerdir (125, 126).

CBDCBA’in yapis1 ise elemental analiz sonuglanmin yamsira IR ve kiitle
spektrumlarindan elde edilen bulgularin yardimiyla kamtlandi. Potasyum bromiir iginde
alinan IR spektrumunda oncelikle, ilkel maddeler olan primer aminden ve aldehitten
kaynaklanabilecek herhangi bir N-H gerilme veye C=0O gerilme titregiminin
gorilmemesi, buna kargin 1638 cm™’de azometin grubunun C=N gerilme titresimini
temsil eden bir bandin tespit edilmesi CBDCBA’in yapisim ve saflifimnt
kamitlamaktadir. CBDCBA’in El-kiitle spektrumunda ise molekiller iyon ve *'Cl
izotop pikine karsihk gelen M™+2 pikleri m/z 263 ve m/z 265’de goriilmi, ana
parcalanma yolunun, m/z 125°de temel pik olugumuyla sonuglanan 4-klorobenzil
katyonunun CBDCBA’den aynlmasi oldugu tespit edilmistir. Diger pargalanma
yollarinin da 6ngoériilen yapiyla uygunluk gosterdigi soylenebilir (Sema 6.1.2.1.).

6.1.3. Amidler ve Laktamlar

Uzerinde ¢ahgilan tersiyer ve sekonder aminlerin olasi metabolitleri olan
amidlerden TBZPR, TBZP, BZEBA, BZMAN, BZDBA, CBZCAN ve CBZCBA’in
sentezleri, kargilik gelen primer ve sekonder aminin sodyum hidroksitli ortamda uygun
benzoil kloriir ile dogrudan benzoillenmesi ile gergeklestirildi ( 135,‘ 161, 169). ADBA
ise dibenzilamin ile asetik anhidrit’in reaksiyonundan kazamldi (136, 137). Bu
bilesiklerden TBZPR, ADBA, BZEBA, BZMAN’in sentezlerinden sonra reaksiyon
kangim bir giin kendi halinde bekletilerek dietileterle ekstre edildi ve eterli gozelti
birka¢ defa seyreltik hidrokloriir ¢ozeltisi (% 5) ile yikandi. Benzer uygulamalann

literatiirde de goriildiigi (135, 169) bu islemlerin amacs, reaksiyoria girmeyen benzoil
kloriirlerle aminlerin uzaklagtinlmas idi.
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Cok asidik olmalarindan dolay1 ayn sartlarda agillenmeleri olduk¢a gi¢ olan 9H-
karbazol ve BZBA’den hareketle TBZC ve DBZBA’in elde edilmesi iin reaksiyonlar
sodyum hidrir gibi kuvvetli bir alkali varhginda benzenli ortamda yapildi. Blascher de
(146) benzamid’in sodyum tuzunu elde ederek bunu ksilenli ortamda benzil veya
benzoil kloriirle reaksiyona sokarak N-benzilbenzamid veya dibenzamid’i elde

etmistir.

TBPR ve TBP’in olast metabolitleri olan TBPRON ve TBPON’un sentezinde de
benzer bir yontem uygulanarak (141, 165) 2-pirolidon veya 2-piperidon’un benzenli
¢ozeltisi once sodyum hidrir ile muamele edilerek sodyum tuzlan hazirlanms, daha
sonra ortama 2,4,6-trimetilbenzil klorir ilavesiyle reaksiyona devam edilmistir.
Yiiksek sicaklik altinda uzun siire 1sitmaya devam edilmesine ragmen reaksxyonlarln
tamamlanmadifimn ve esitli yan {iriinlerin olustugunun gozlenmesi uzerine ilgili

maddeler preparatif KTK ile saflagtinimuglardir.

BZDBA digindaki bitin  amidler ve laktamlar, calismamizda kullamlan
substratlarm olasi metabolitleri olarak sentezlenmiglerdir. Tersiyer amid yapisindaki
BZDBA ise in vitro mikrozomal metabolizmast caligiimak Uzere sentezlenmig olan,

literatiirde kayith bir bilesiktir (147).

Amid yapisindaki bilesiklerin UV spektrumlarinda aromatik yapilan simgeleyen
E bandlann 204,5-209,9 nm. arasinda gorilmig, 219,0-226,4 arasinda gorilen
bandlarm ise amid ve laktamlarda bulunan karbonil yapilanm simgelemektedir (164).
Bu bandlarin goriilmedigi TBZPR ve TBZP’in de bu alanda kuvvetli absorbsiyonu
oldugu, DBZBA’de ise yapidaki aromatiklifin artmast ve iki karbonil grubunun
bulunmasindan dolayr 220nm.’deki karbonil bandi 253,5 nm.’de omuz seklinde
luvvetli bir band vermistir. TBC’iin kargilik gelen benzilik amid tiirevi olan TBZC’iin
UV spektrumunda 220,9 ; 266,5 ; 298.3 ve 310,4 nm.’lerde tespit edilen bandlar, bu
bilesigin elde edildigi 9H-karbazol’iin ozelliklerini tasimakta olup, TBZC’deki
karbonil grubunun etkisiyle TBC ile goriilen E bandinda bir hiperkromik etki

goralmigtiir.
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Gerek amid, gerekse laktam yapisindaki bilesiklerin potasyum bromiir i¢inde
alnan IR spektrumlarinda, sozkonusu bilegiklerin tamsinda snemli bir bulgu olan C=0
gerilme titregimleri, tersiyer amid yapisindaki ADBA, BZEBA, TBZPR, TBZP,
BZMAN ve TBZC igin sirastyla 1651, 1644, 1651, 1624, 1657 ve 1665 cm’de
gozlenmistir. Imid yapisindaki DBZBA’in karbonil grubuna ait iki band ise 1692 ve
1651 cm™ degerlerinde bulunmugtur. TBPR ve TBP setlerinin olast metabolitleri olan
TBPRON ve TBPON’un IR spektrumlari, laktam grubunu simgeleyen C=0 gerilme
bandlarm sirastyla 1678 ve 1638 cm’de vermigtir. Sézkonusu bilegiklerin sentezinde
kullanilan ilkel maddeler olan sekonder aminler ile amid veya laktam yapisina sahip
olan BZBA, 2-pirolidinon veya 2-piperidinon’a ait N-H gruplarina ait herhangi bir
bandin gorilmemesi de tersiyer amid, imid ya da laktam yaplsmdaki bilesiklerin
yapilarini dogrulamaktadir. Sekonder amidlerden CBZCBA’de ise hidrojen bag
yapmus trans durumundaki sekonder amid grubunun varhg 3305 cm’deki band ile

dogrulanmugtir.

EDBA HCl’iin iki olast amid metaboliti olan ADBA ve BZEBA’in 'H-NMR
spektrumlarinda alifatik ve aromatik protonlarm dogru oranda bulunmas: yapilarm
dogrulamaktadir. ADBA’in iki tane CH, grubuna ait sinyallerin 4,53 ve 4,57 ppm’de
iki ayn singlet halinde gozlenmesinin, karbonil grubunun etkisiyle oldugu
digiinilmistir. Yine benzer bir nedenle BZEBA’in 'H-NMR spektrumlannda metil,
metile komsu CH, ve benzilik CH; protonlarma ait sinyallerin agag1 yukar aym
integral degerlerine sahip iki kistm halinde gorillmesi de bu tersiyer amidin cis-trans
izomerisi gosterdigi seklinde yorumlanabilir ($ekil 6.1.3.1). Nitekim, C-N bagimn

etrafinda donmenin smirlandig tersiyer amidlerden N,N-dimetilformamid’in 'H-NMR

spektrumunda metil gruplarina ait iki ayn pik goriliirken, 123°C civarinda bu piklerin

birlestigi bildirilmistir (164).
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4 63 ppm 3,24 ppm 1, 07 ppm

O C_M“}ﬁ{gm )@

4,57 ppm 3,48 ppm 4,78 ppm

ADBA cisizomer BZEBA trans{izomer

Sekil 6.1.3.1. ADBA ve BZEBA’nin '"H-NMR bulgular.

TBPR ve TBP’in kargilik gelen benzilk amid ve laktam metabolitleri
birbirlerinin yap: izomerleri olup, aralarindaki farkhlik 'H-NMR spektrumlarindaki
bulgularin degerlendirilmesiyle ortaya ¢ikanimigtir (Sekil 6.1.3.2.).

4,65-1,71 (m, 2H)
1,63-1,72 (m, 4H) 2,41t 2H) 1,90 (m, 2H) 2,39 {t, 2H) / 1,73-1,78 (m, 2H)
3.17 {t, 2H) 3,07 {t, 2H) 2,93 (t, 2H)
3,75(t 2H)
CH3 O CHj3 Hs

4,51 (s, 2H) 4,72 (s, 2H)

CH3 CH,3

HJC
< 2,27 (s, :m <
6,86 (s, 2H) 6,85 (s, 2K)
2,28 (s, 6H) 2,24 (s, 9H)

Sekil 6.1.3.2. TBZPR, TBPON ve TBPON’un 'H-NMR bulgularnn
karsilagtiriimasa.

cH,
26 (s, au)
8 89 (s, 2H)

2,18 (s, 6H)

EDBA HCl’iin olast metabolitlerinden birbirinin yapt izomeri olan ADBA ve
BZEBA’in kiitle spektrumlarinda m/z 239°da molekiiler iyon piklerinin tespit edilmesi;
ayrica, BZEBA’den etil radikalinin atidmastyla gozlenen m/z 210 fragmentine
ADBA’nn kiitle spektrumunda rastlanmamasi, BZEBA’nin kitle spektrumunda ise
benzoil katyonundan ileri gelen m/z 105 pikinin ve bu pargalanmanin sonucunda agiga

¢kan m/z 134 parcasimun tespit edilmesi sozkonusu bilesiklerin  yapilarim

dogrulamaktadir. Ortak bir pargalanma yolu olarak benzil katyonuna ait m/z 91 ve
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molekiiliin geri kalan kismuna ait m/z 148 pikleri her iki bilesigin kiitle spektrumunda
da gozlenmigtir (Sema 6.1.3.1. ve Sema 6.1.3.2).

DBZBA’nin kitle spektrumunda m/z 105°deki yiiksek bagil bolluga sahip
benzoil katyonuna ait pikin yamsira benzoil grubunun ayriimasiyla olusan fragment
iyonun temel pik olarak gozlenmesi, sdzkonusu bilesigin yapisim dogrulamaktadir
(Sema 6.1.3.3.)

TBPR.HCI ve TBP.HCl’iin olast amid metabolitleri olan TBZPR ve TBZP CI-
modunda alinan kiitle spektrumlarinda sirasiyla m/z 218 ve m/z 232’de %100 bagil
bolluga sahip olan MH" pikleri goriilmistir ($ema 6.1.3.4. ve Sema 6.1.3.5.). Ayrica,
ana yapidan kopan 2,4,6-trimetilbenzoil katyonuna ait m/z 147 pikinin yamsira bu
grubun aynimastyla olugan m/z 72 fragmenti, TBZPR’in yapisiyla  uygunluk
gostermektedir. Benzer sekilde TBZC’den atilan 2,4 6-trimetilbenzoil grubuna ait m/z
147 piki temel pik olarak tespit edilmis, bu pargalanmann sonucu olusan m/z 166
fragmenti ise 9-konumundaki hidrojeni bulunmayan 9H-karbazole karsilik gelmektedir
(Sema 6.1.3.6.).

Laktam yapisindaki iki bilesikten TBPRON ve TBPON’un El-kitle
spektrumlari, her iki bilegigin benzer pargalanma yollarma sahip oldugunu gostermistir
(Sema 6.13.7. ve 6.1.3.8.). Her iki bilesigin kiitle spektrumunda da 2,4,6-
trimetilbenzil katyonuna ait m/z 133 piki tespit edilmis, bu fragment iyondan bir
hidrojen radikalinin ayrilmasyla olugan m/z 132 pargasimmn temel pik verdigi
gozlenmigtir. TBPRON ve TBPON’dan hidroksil ve metil radikallerinin, CH,=C=0
par¢a1anmn koptugunu gosteren fragmentlerin de her iki bilesigin spektrumunda

goriilmesi, laktamlarin yapisim kanitlamakta olup, bu bulgular laktamlar igin bildirilen

pargalanma yollanyla uygunluk icindedir (170).
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6.1.4. N-Oksitler

Metil iyodiirle hidroksilamin’in reaksiyonundan kazanilan bilesigin trietilamin-N-
oksit oldugunun agiklanmasi, daha sonraki yillarda amin oksitleri veya N-oksitler
olarak adlandinlacak yeni bir fonksiyonel grup igin ilk 6rnek olmugtur (52). Azot ve
oksijen atomlan arasindaki bag, azotun ortaklanmams elektron g¢iftinin oksijen
atomundaki elektron boglugunu doldurmastyla olusan yan polar bir bagdir. Bu bag N-
oksitlere tuzlara benzer bir ozellik kazandir. N-Oksitler genellikle su sekillerde

gosterilebilir :
? i ?
R"—N :9: R'—N—’o RI_?LO—
I |
R R" R"

Genellikle suda ¢oziunirlugii fazla olan N-oksitler, karsilik gelen tersiyer
aminlerden daha az bazik olup, kuvvetli higroskopik ézelliklerinden dolayr anhidr
olarak elde edilmeleri ¢ok zordur (171, 172).

N-Oksit sentezi igin en gegerli yontem, ilgili tersiyer ya da heterosiklik aminlerin
hidrojen peroksit veya perasitlerle dogrudan oksidasyonudur. Daha kuvvetli baziklige
sahip olan alifatik tersiyer aminler, sulu, alkollii, asetonlu ya da asetik asitli ortamda
hidrojen peroksitin etkisiyle kolayca N-oksitlerine donugtirilebilirken, aromatik
aminlerin oksidasyonu, daha az niikleofilik olduklarindan perasitlerin kullanimim

gerektirebilir (172).

Hidrojen peroksit ile glasiyel asetik asitli (148) ya da metanolli (11, 173)
ortamda ; perbenzoik asit ile benzen (174) ya da diklorometanh (149) ortamda ;
monoperfialik asitle dietileter (150, 152) veya kloroform (151) icinde tersiyer
aminlerden hareketle ilgili N-oksitlerin elde edilebilecegi bildirilmigtir. Bununla

beraber, hizli bir oksidasyon imkam saglayan ve fazla yan Griin olusturmayan 3-

kloroperbenzoik asidin kullanim son yillarda artmugtir (59, 60, 62, 64, 175, 176).
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Caligmamizda kullanilan N-oksitlerin sentezinde istenmeyen yan iiriinleri en aza
indirmek igin daha zayif bir oksidasyon ajam olan hidrojen peroksit gozeltisi
kullamlirken reaksiyonlar glasiyel asetik asitli ortamda yapildi. Bu durum, reaksiyon
siresinin 2-7 giin arasinda de@igen uzun zamanlar gerektirmesine neden oldu.
Reaksiyonlar, ortam bazik oluncaya kadar % 20°lik NaOH ¢ozeltisi ilave edilerek sona
erdirildi. Bu esnada yiiksek 1s1 olusumunu engellemek igin reaksiyon karigimi tuz-buz
banyosu iginde -10°C’ye kadar sogutularak elde edilen N-oksidin dekompoze
olmamasi saglandi. Zira, bazi N-oksitlerin alkali ortamda 1s1 ekisiyle karsilik gelen
O,N,N- trisiibstitiie hidroksilaminlere doniistigii bilinmektedir (149, 174).
Meisenheimer gevrilmesi olarak bilinen bu reaksiyonun aslinda alkali kullammina
bagimli olmadigi ve N-oksitlerin herhangi bir ¢oziicii iginde 90-95°C’de 1sitilmasiyla
da bu gevrilmenin gergeklesebilecei, daha sonraki yillarda bildirilmigtir (150).

N-Benzil-N-metilanilin-N-oksit (150, 151, 174) ve N-(biit-2-enil)-N-metilanilin-
N-oksit (149, 150) 1s1 ile Meisenheimer gevrilmesine ugrayan N-oksitlere ornek

olarak verilebilir ( Sekil 6.1.4.1.).

FHs
o O o)
S =
C

Pd
—0~ £
=0 OO0
HCI
. P K
N-Benzil-N-metilanilin-N-oksit O-Benzil-N-metil-N-fenilhid roksilamin @_1\ + C
J
H o

Ctiy~ , CH—CH, C{z CHCH,
an// Nen”
N-{Bit-2-enil)}-N-metilanilin-N-oksit N-Metil-O<{1-metilallil)}-N-fenilhidroksilamin
Sekil 6.1.4.1.N-Oksitlerin Meisenheimer cevrilmesiyle verdigi iiriinler.

ITK ile takip edilen N-oksit sentezlerinin higbirinde tersiyer aminlerin tamamen

tikenmedigi gorildii. Reaksiyon sonrasinda elde edilen ham iriinlerin soguk
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dietileterle defalarca yikanmasi, reaksiyona girmemig tersiyer amin safsizhigini
gidermeye yardimci oldu. N-Oksitlerin billurlandinimasinda stabilite sorunundan
dolayr ¢oziicii olarak disik kaynama derecesine sahip dietileter-metanol karigimi

kullanld.

Sentezlenen N-oksitlerden BMANO’in stabilitesinin gok digsik oldugu ve
bekletmeye bagh olarak kendiliginden benzaldehitle N-metilanilin’e dekompoze
oldugu, ITK ile tespit edildi. Bunun iizerine sozkonusu N-oksit, 4.2.14.°de verilen

yontemle hidrokloriir tuzuna doniistiriilerek sakland1.

Tersiyer amin N-oksitlerinden TBAO (148) ve BMANO (149-152, 177), sentezi
daha 6nceki ¢aligmalarda bildirilmig, literatiirde kayith bilesiklerdir. EDBAO, TBPRO
ve TBPO’in UV spektrumlarmin, elde edildikleri tersiyer aminlerin UV spektrumlarina
benzerlik gosterdigi gorilmistir. Bununla beraber EDBAO’in UV spektrumunda ilgili
tersiyer aminden farkli olarak 218,4 nm.’de bir omuz gorilmiig; TBPR. HCl’de 217,5

nm.’de goriilen maksimumun TBPRO’de 222 nm.’de omuz seklinde tespit edilmistir.

~ N-Oksitlerin potasyum bromiir i¢inde ahnan IR spektrumlarinda, tersiyer
aminlerden kaynaklanan aromatik ve alifatik gruplara ait bandlarin gorilmilg olmasi,
ana yapinin korundugunu gostermektedir. EDBAO, TBPRO ve TBPO’in her igiinde
de bulunan metil (aromatik veya alifatik) ve metilen (benzilik, alifatik veya ahsnkhk)
gruplarimt simgeleyen asimetrik ve simetrik C-H gerilme titregimleri 2996-2766 cm’
arasinda gozlenmistir. IR spektrumlarinda 1387-1388 cm’? arasinda gozlenen zayif

bandlarin ise N-oksitlerin N-O gerilme titregimini temsil ettig1 diisiniilmigtir (178).

EDBAO’in ‘H-NMR spektrumunda metil grubunu temsil eden triplet ile metilen
grubuna ait tetret sirasiyla 1 39 ile 2,99 ppm’de gorillmilg olup; bu sinyaller ilgili
tersiyer aminde de hemen hemen aym bolgede gorilmuslerdir. Bununla beraber, N-
oksit molekiiliinde bulunan benzilik CH, gruplarina ait sinyallerin 4,39 ppm’de gikmast
ve fenil protonlarimn 7,39-7,63 ppm arahginda 10H degerinde multiplet olarak tespit

edilmesinin tersiyer amin yapisina kazandirlan N-oksit grubunun etkisi oldugu
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disiniilmiigtir. TBPO’in IH-.NMR spektrumunda ise tersiyer aminde 4,36 ppm’de

gozlenen benzilik CH, grubuna ait sinyalin 4,54 ppm’ye kaydigi gozlenmis, diger
protonlara ait kimyasal kayma degerlerinin de tersiyer amin yapisina ait bulgularla
benzerlik gosterdigi tespit edilmistir.

N-Oksitlerin yapisim dogrulayan en onemli bulgular ise EI- veya Cl-kiitle
spektrumlaninin  incelenmesiyle elde edilmigtir. Kiitle spektrumlarinda gozlenen
molekiiler iyon pikleri, terrsiyer amin yapisina giren oksijen atomunun varliim
dogrulamaktadir. Ayrica, biitiin N-oksitlerin, molekiiler iyondan oksijenin atilmasiyla
meydana gelen (M-16) piklerini verdigi gozlenmistir. Ayrica EDBAO’in molekiiler
iyonundan metil radikalinin atilmastyla olugan m/z 226 fragmenti (Sema 6.1.4.1.) ve
BMANO’den once bir hidrojen radikalinin, sonra da benzil katyonunun atilmasiyla
olugan m/z 121 iyonlan (Sema 6.1.4.2.) yapi olarak Brauman ve Sanderson (173)
tarafindan bildirilen N,N-dimetilneopentilamin-N-oksitin pargalanmasiyla olugan m/z
74 iyonuna benzerlik gostermektedir. Ayrica, EDBA’in pargalanmasinda tespit edilen
m/z 120 ve m/z 210 fragmentleri ile BMAN’in pargalanmasinda tespit edilen m/z 120
fragmentlerinin de bu tip bilegikler igin bildirilen pargalanma sekline uydugu
gorilmigtiir (Sekil 6.1.4.2.) (173).

N,N-Dimetilneopentilamin -
N-oksit EDBAO BMANO

¢ ¢ |
O O
}d @_N

Hj
miz 74

miz 226
S Oy §.
‘)\I=CH2 @__74=CH2 +N=CH,

H,C H,C
miz 68 miz 210 m/z 120
+ Oomi
{CH3;KC—CH=N=0
miz 100 miz 120

Sekil 6.1.4.2. N,N-Dimetilneopentilamin-N-oksit ve calismamizda kullanilan N-
oksitlerin kiitle spektrumlarinda goriilen bazi fragmentler.
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TBPO ve TBPRO’in kitle spektrumlaninda temel pikler sirastyla  2,4,6-
trimetilbenzil katyonundan ileri gelen m/z 133 ve bu iyondan bir hidrojen radikalinin
ayriimasiyla olusan m/z 132 degerlerinde tespit edilmigtir (Sema 6.1.4.3. ve $ema
6.1.4.4.). 2,4,6-Trimetilbenzil pargasimin molekiilden ayrilmasiyla geriye kalan pargalar
ise TBPRO i¢in m/z 86, TBPO igin de m/z 100 piklerini olusturmustur. Her iki N-
oksitten hidroksil radikalinin ayrilmastyla meydana gelen fragment iyonlara ait m/z 86
ve m/z 100 pikleri ise sirasiyla TBPRO ve TBPO’in yaptlarimi dogrulamaktadir. DiBer
pargalanma yollan da N-oksitler i¢in bildirilenlere uygunluk gostermektedir (59, 173).
N-Oksitler i¢in elde edildikleri tersiyer aminlerden ayirdedici bir ozellik de yiksek
polaritelerinden dolay ITK’nde tersiyer aminlerden gok farklh Rfx100 degerlerine
sahip olmas1 ve HPLC’nde de iyi bir ayinm gostermesiydi. Bu seriden kiitle spektrumu
Cl-modunda alinan TBAO ise MH' pikini % 100 bagil bollukta vermitir. Bunun
yamsira, MH" katyonundan oksijen, benzil radikali ve benzaldehit atilmasiyla olugan
fragment iyonlara ait piklerin sirastyla m/z 288, m/z 213 ve m/z 198°de goriilmesi ve
diger pargalanma yollan da bilesigin yapistyla uygunluk gostermektedir (Sema
6.1.4.5.).

6.1.5. o,N-Disiibstitiie Nitronlar ve izomerik Oksaziridinler

Kisaca iminlerin N-oksitleri olarak tammlanabilecek olan ve eski kaynaklarda
oksimlerin N-eteri olarak gegen bu grup bilesikler igin nitron terimi ilk olarak 1916
yilnda Pfeiffer tarafindan kullamlmistir (179). Nitronlarn Chemical Abstracts
tarafindan kabul goren okunusunda o-6n eki karbonma, N- ise azota bagh

stibstitiientleri temsil etmektedir ( Sekil 6.1.5.1.).

a

N
l l CH,
+ | 4
@—m:ri:—cus <_=—>—~:=ril—cr|3
o= o
a-Fenil-N-meti nitron o -Fenil-a -metii-N-t-butil nitron

Sekil 6.1.5.1. Nitronlarin yapisi ve okunusuna drnekler
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Nitronlar, genellikle azot tizerinde pozitif yiikiin gosterildigi 2 seklinde formiile
edilebilmekle beraber, bu pozitif yiikiin azotla karbon arasindaki delokalizasyonu 24>3
ile gosterilmektedir (Sekil 6.1.5.2.). Nitronlarin rezonans gekilleri arasinda
verilebilecek bir bagka elektronik yapi ise 4 ile gosterilmekte olup, bu
delokalizasyonlarin derecesi o— ve N- konumlarindaki siibstitiientler tarafindan

belirlenir (180).

Riwsy .M
/ R{ E—N\O"
Ri\ R Riy 4 Rs
C=N = C=N\
R % R 00 N\ Ring_& ,\Rs
R/ ‘o

Sekil 6.1.5.2. Nitronlarin rezonans yapilar

Arilhidroksilaminlerle aldehitlerin kondensasyonu, o, N-distibstitiie nitronlarin
sentezi igin kullanlan en eski yontemdir (Sekil 6.1.5.3.). Bamberger (181),
fenilhidroksilamin’in benzaldehit’le etanolli ortamda kondensasyonuyla Fehling
belirtecini rediikleyen bir bilegik (o, N-difenilnitron) elde ettigini agiklamugtir. Brady ve
ark. (182), da gesitli 4-stibstitiie benzaldehit’lerle metilhidroksilamin’in reaksiyonuyla
a-(4-stibstitiiefenil)-N-metil nitron’lan kazanmuglardir. Bir bagka benzer caligmada ise
fenilhidroksilamin ile biitiraldehit’in reaksiyonunun o-propil-N-fenilnitron’u verdigi

bildirilmigtir (183).

A HO o~
/ -H,0

A, T o _Yoni!
N\ ’ \
o) H R

Sekil 6.1.5.3. Aldehitlerle alkil/aril hidroksilamin’lerin kondensaéyonuyla
nitron’larn eldesi.

N,N-Disiibstitiie hidroksilaminlerin potasyum ferrisiyaniir’le oksidasyonu (183)
veya B-aldoksimlerin dimetil silfat gibi alkilleyici ajanlarla etkilestirilmesi de (182)
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| nitronlarin eldesi igin kullamilan diger yontemler olmustur (Sekil 6.1.5.4.). a-Oksimler
ile aym reaksiyon tekrarlandifinda ana iriin izomerik O-alkil tiirevleri olmugtur (182).

OH KsFe(CN o~
X—O-N: KsFeCM)s . & Rg
CH,R CH-R

N,N-Distisbtitiehidroksilamin Nitron
R OH (CH;0;S0, ~ Re 4.9
=N @ — Se=N{
H H CH,
B -Aldoksim Nitron
R, —n (CH30),S0;, R\C_N
H  oH H “OCH,
a-Aldoksim 0-Metil oksim

Sekil 6.1.5.4. Disiibstitiie hidroksilaminlerin oksidasyonu veya oksimlerin
alkillenmesiyle nitronlarin eldesi.

Sekonder aminlerle 3-kloroperbenzoik asidin reaksiyona sokulmasyla kargilik
gelen nitronun elde edilmesi, son yillarda birgok aragtirmaci tarafindan tercih edilen bir
yontem olmug (184, 185) ; cahiymamizda kullamlan CPCPN ve CPCBN’un sentezinde
de bu yontemden yararlamimugtir (Sekil 6.1.5.5.). Nitronlarn UV radyasyon ve direkt
giimgigindan etkilenerek cesitli bozunma tiriinlerini verdigi bilindiginden (186, 187),
sentezler esnasmda reaksiyon ortamlar igiktan korunmus, reaksiyon sonrasinda
gergeklestirilen evaporasyon ve billurlandirma gibi islemlerde de miimkiin oldugunca

igiktan kagimlmgtir.

i _
. < > A R—COMH__ ( > PR pcoH < < > +°
“CH, R, “CHR, “CHR,

R = CH4Clim)

Sekil 6.1.5.5. Sekonder aminlerin 3-kloroperbenzoik asitle nitronlara oksidasyonu.
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Larsen ve ark. (153) tarafindan 4-klorofenil hidroksilamin ile 4-
| klorobenzaldehit’in kondensasyonuyla elde edilen, ancak tarafimizdan farkl yontemle
sentezlenen CPCPN’un erime derecesinin bu bilesik igin bildirilen degere uygun ve
sentez ilkel maddesi olarak kullanlan CBCAN’den farkli olmast ; ayrica, nitronlar igin
karakteristik oldugu bildirilen (184-187) UV absorpsiyon bandim 320 nm civaninda
vermesi, sézkonusu nitronun olustugunu gostermektedir. CPCPN ve CPCBN’un hem
ITK, hem de HPLC kromatogramlarinda tek leke ve tek pik olarak teshis edilmesi,
ayrica CPCBN’un elementel analizinin teorik degerlere uygunlugu, bu bilesiklerin
safliklarimi dogrulamaktadir. CPCCBNun da, elde edildigi sekonder aminden ¢ok farklt
erime derecesi ve HPLC retensiyon zamanma ve ilkel maddede bulunmayan 300

nm’deki UV absorpsiyon bandma sahip oldugu tespit edilmistir.

- CPCBN’un IR spektrumunda ise ilkel maddesi olan CBCBA’den ileri
gelebilecek bir N-H gerilme titregiminin goriilmemesi, buna kargin 1645 ve 1153
cm’de sirasiyla azometin grubu C=N (180) ve nitronlar icin karakteristik oldugu
bildirilen N-O gerilme titresimlerinin (180, 184, 185) tespit edilmesi, CPCBN’un

yapisint desteklemektedir.

CPCBN’un El-Kiitle spektrumunda m/z 279 ve m/z 281°de sirastyla molekiler
iyon ve *’Cl izotopundan ileri gelen M'+2 pikleri goriilmiistir (Sema 6.1.5.1.). Buna
ilave olarak, molekiler iyondan oksijen atomu veya hidroksil, hidrojen, klor
radikallerinin atilmasiyla olusan m/z 263 , 262 , 278 ve 244 fragmentleri ve bu
iyonlarmn klor atomu tasidigim gosteren izotop pikleri goriilmiis, ayrica 4-klorobenzil

katyonunu temsil eden m/z 125 fragmenti temel pik olarak tespit edilmigtir.

Uzerinde ¢aligilan nitronlarin yap: izomerleri olan oksaziridinlerin de sekonder
amin metabolizmasinda ortaya ¢ikmasi olasi ara iriinler olmasindan dolayi, bu
bilesiklerin tarafimizdan sentezlenmesi igin galismalar yapilmustir. Oksijen-azot-karbon

atomlarindan olugan ii¢ dyeli bir halka olan oksaziridin (veya oksaziran)

numaralandiriimas: Sekil 6.1.5.6.da gosterilmistir.
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Eski kaynaklarda nitronlar ve azoksi bilesikleri de ug tiyeli halkalar seklinde
gosterilmesine ragmen (181, 188), boyle bir halkalh yapinin elde edilerek tammlanmasi
yillar sonra Emmons tarafindan gergeklestirilmigtir (188).

Sekil 6.1.5.6. Oksaziridin halkasinin yapisi ve numaralandiriimast.

Oksaziridinlerin sentezi igin karsihk gelen iminlerin perasitlerle diklorometanh
ortamda oksidasyonu Emmons tarafindan bildirilen bir yontemdir (168, 188).
Reaksiyonun olasi mekanizmas: Sekil 6.1.5.7.’de goriilmektedir (168). Sozkonusu
caligmalarda istenen oksaziridinlerin eldesinde en 6nemli faktorlerden birinin, baslangi¢
maddesi olan iminlerin dayamkl olmasi ve istenmeyen bir hidrolizi dnlemek igin
oksidasyonlarin susuz ¢oziiciiler iginde yapilmasimn gerektigi bildirilmistir (168).
Bununla beraber, oksaziridinlerin de elde edildikten sonraki stabiliteleri 2 ve 3 no’lu
konumlardaki siibstitiientler tarafindan belirlenmektedir. Sozgelimi, 2-z-alkil siibstitiie
oksaziridinlerin en dayamkl tirevler olduklan ; buna kargin, 2-fenil ve 2-benzil

oksaziridinlerin izole edilemeyecek kadar bile dayaniksiz olduklan bildirilmistir (168).

0
1.
R R—CO,H Rnf M - R—CO0~ R1\§ M| -ur RA
c=N — c—N —_— ¢c—N | —> N
Rf 'R R R, Rf 'Ry Rf Ry

R = CgH,Clim)

Sekil 6.1.5.7. Iminlerin perasitler tarafindan oksidasyonuyla oksaziridinlerin eldesi.

Nitronlarin ultraviyole radyasyonun etkisiyle karsihk gelen oksaziridinlere

izomerize olduklan ; ayrica, igmlama siiresinin uzatilmasiyla tamamen amidleri

verdikleri Splitter ve Calvin tarafindan bildirilmistir (186).
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Caligmamizda kullamlan oksaziridinlerin sentezinde Emmons tarafindan
bildirilen yontem (168, 188) kullamlarak CBDCAN ve CBDCBA’nin diklorometanli
cozeltileri sogukta 3-kloroperbenzoik asidin aym ¢ozict icindeki gozeltisiyle muamele
edildi. Reaksiyon ortamy, literatiirde de bildirilen oksaziridin-amid, oksaziridin-nitron
gibi fotokimyasal dénugiimleri engellemek amaciyla igiktan korundu. Reaksiyon
sonrasindaki islemler de karanhkta gergeklestirildi. Bununla beraber, ITK ile takip
edilen reaksiyonlardan CPCPO’in sentezi esnasinda reaksiyon ortammnda Ds
belirteciyle turuncu renk veren ve istenen oksaziridin oldugu diisiinillen az oranda
{iriiniin yamsira 4-klorobenzaldehit, CPCPN, 4-kloroanilin ve reaksiyona girmemis
CDBCAN oldugu standart bilesiklerle kargilagtinlarak tespit edilen ¢ok sayida yan
iiriniin olustugu gozlenmis ve ¢ok dayaniksiz olan oksaziridinin izolasyonu miimkiin
olmamustir. Bununla beraber, CBCPQ’in sentezinde ilgili imin, aldehit ve nitrondan
farkli Rf x 100 degerine sahip olan ve Dy belirteciyle turuncu renk olusturan uriine
daha yiiksek oranda rastlanmig ; uzun siire devam edilmesine ragmen reaksiyonun
daha fazla ilerlemedigi gorilerek istenen oksaziridin oldugu diisiiniilen iiriin, derhal Ao
¢oziicii sisteminin kullamldigy preparatif KTK ile reaksiyon ortamindan izole
edilmistir. Oksaziridin halkasiun 2-konumunda 4-klorobenzil siibstitiienti tagtyan
CBCPO’in , aym konumda 4-klorofenil siibstitiienti tastyan CPCPO’in aksine spektral
ve kromatografik analizlerinin yapilmasina olanak saglayacak kadar dayanikli oldugu
gorilmiistir. Nitekim, 2-konumunda alkil siibstitilenti tagtyan oksaziridinlerin daha
dayanikh olduklan énceki galigmalarda da bildirilmistir (168, 189).

CBCPO ile bu bilesigin yap: izomerleri olan CPCBN ve CBZCBA arasindaki
farklilk ve yeni bir bilesigin olustugu, elementel analiz, UV, IR ve El-kiitle
spéktrumlanmn degerlendirilmesiyle ortaya koyulmustur. UV spektrumunda 204,5 ,
2253 ve 2583 nm’lerde gorilen bandlar, oksaziridinler igin bildirilen degerlere
uygunluk gostermektedir (46, 168, 186, 188). Ayrica, CPCBN’da 300.2 nm’de
gozlenen kuvvetli bandin bulundugu bolgede oksaziridinin hi¢ absorpsiyon

gostermemesi de nitronda mevcut olan kromoforik -CH=N(O)- yapistmin ortadan

kalktigina igaret etmektedir ($ekil 6.1.5.8.).
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Sekil 6.1.5.8. CBZCBA (A), CPCBN (N) ve CBCPQ’in (0) UV spektrumlarimin
karsilastinnimasi.

IR spektrumunda ise CBCPO’in sentez ilkel maddesi olan CBDCBA ve
izomerik CPCBN ile sirasiyla 1638 ve 1645 cm™’de gozlenen azometin grubuna ait
C=N gerilme bandlanmin gozikmemesi, imin yapisimn ortadan kalktigim
gostermektedir. Aynca, CPCCBN’un IR spektrumunda bulunan 1153 cm ’deki nitron
grubu igin karakteristik N-O gerilme bandinmn da goriilmemesi, oksaziridinin izomerik

nitrona doniismedigine isaret etmektedir.

CBCPQ’in kiitle spektrumunda molekiiler iyon ve izotop pikleri sirasiyla m/z
279 ve 281 degerlerinde bulunmustur (Sema 6.1.5.2.). Molekiiler iyondan oksijen
atomu veya oksijen, hidroksil radikallerinin atilmastyla olusan m/z 263 , 265 ve m/z
262 , 264 fragmentleri yapiyla uygunluk gostermektedir. Spektrumda m/z 140

fragmenti temel pik olarak gozlenmis olup, meydana gelen iyonun yapist igin iki

degigik ihtimal mevcuttur.
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Oksaziridinler tizerinden ilgili aldehidin olusumuyla sonuglanabilecek bir
pargalanmanin miimkiin oldugu, Larsen ve ark. (153) tarafindan bildirilmistir Boyle bir
pargalanmanin meydana gelebilmesi igin oksaziridinin 1s1 etkisiyle karsilik gelen amide

cevrilmesi de bu tip bilegikler igin onerilen bir mekanizmadir (180).

Sonug olarak, CBDCBA’nin oksidasyonuyla kazanilan oksaziridinin spektral ve
kromatografik bulgulari, nitron ve amid ile yap: izomeri olan , ancak farkh bir bilesik
oldugunu ortaya koymustur. Ancak Emmons (168) tarafindan da bildirildigi gibi, son
derece dayaniksiz olan sozkonusu bilesigin iyi sartlarda saklanmasmna ragmen
bekletmeye bagh olarak dekompoze oldugu ve olusan ana driinun 4-klorobenzaldehit

oldugu, ITK analiziyle anlagilmustir.

6.1.6. N,N-Disiibstitiie hidroksilaminler

Sekonder aminlerin metabolik N-hidroksilasyon uriinleri olarak ihtiyag duyulan
N,N-disibstitiie hidroksilaminlerin sentezi igin kullanilan  klasik  yontemler
arilhidroksilaminlerin dimetil siilfat veya metil iyodir gibi ajanlarla alkillenmesi (190);
ya da nitrozo bilesiklerinin Grignard belirtegleriyle reaksiyona sokulmasm (191)
icermektedir (Sekil 6.1.6.1.).

@_ H _CHyl veya _ @_N:CH:’
TCHOo o

N-+enil hidroksilamin N-Metil-N-Fenil hidroksilamin
fHs L omB FHs
@—MgBr + 0=N—C—CH —Mg(OH)Br , O—N—C—CH;
CH3 OH CH3
Fenil magnezyum 2-Metil-2-nitrozopropan N-{t-Butil)-N-fenil hidroksilamin

bromir

Sekil 6.1.6.1. N-Alkil-N-arilhidroksilamin’lerin sentezi

N-Metil-N-fenilhidroksilamin’in sentezi igin ¢aligan Hesse ve Barke (192) ise N-

metil-N-asetoksi-4-aminoanilin’in hidrolizi ve deaminasyonuyla bu bilesigi elde etmeye
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cahgmuslar, ancak ¢ok dayamksiz olan bu iiriiniin saf olarak izolasyonunun miimkiin

olmadigim belirtmislerdir.

Utzinger ve Regenass (193), N-etil-N-fenilhidroksilamin ile p-tolil tirevinin
sentezini gergeklestirmigler; fenil ya da p-tolilhidroksilamin ile etilbromir’in
reaksiyonuyla kazamilan bu sekonder hidroksilaminlerin gok dayaniksiz olduklarim

belirtmiglerdir.

N-oksitlerin 1styla bozunmast sonucu meydana gelen ve bir olefinin agiga ciktig1
Cope eliminasyonu da N,N-disiibstitiie hidroksilaminlerin eldesi i¢in bildirilen bir
yontemdir (172). Bunun igin N-oksit azotuna gore B-karbonda en az bir hidrojen

atomu bulunmalidir (Sekil 6.1.6.2.).
CH CH CH
[0 N o™
<<'=Hz |® CHy CH, CH;

CH,-CH3

) A + H,C=CH
Q_c : A eH O_c C"'z‘c 3 : ’

\(cuz

Sekil 6.1.6.2. Cope eliminasyonu’yla N,N-disiibstitiie hidroksilaminlerin eldesi.

N,N-disiibstitiie hidroksilaminlerin sentezi i¢in bildirilen alternatif bir reaksiyon

ise gabuk sonug verdiginden, ¢aligmamizda da tercih edilen yontem olmustur.

Sozkonusu yontem, karsiik gelen o N-disubstitie nitronlarin LiAlH, ile
rediiksiyonunu icermektedir (Sekil 6.1.6.3.) (180, 184).




-228-

LIAIH
R,—CH=—R, ——+# R—CH;—N-R,

- H

Sekil 6.1.6.3. o,N-disiibstitiie nitronlarm LiAlH, ile rediiksiyonunu ile karsiik
gelen N,N-disiibstitiie hidroksilaminlerin kazanilmasu.

Nitronlarm dietileterli ortamda reditksiyonu, kisa siirede ve yan triin olugmadan
gerceklesen bir reaksiyon olmasma ragmen kullanilan mol oram onemli idi.
Caliymamizda nitron LiAlH, oram 1:1 olarak alinmmstir. Zira LiAlH, asnisi
kullanildiginda rediiksiyon fazla ilerleyerek sekonder amin de olugabilmekte, az
kullamldiginda ise reaksiyona girmemis nitron kalmaktadir (184). ITK ile takip edilen
reaksiyonlarda kullamlan her iki nitronun da (CPCPN ve CPCBN) tamamen
rediiklendigi tespit edilmis ve olusan hidroksilaminlere karsihk gelen lekelerin D;
belirteciyle derhal siyah renk verdigi gozlenmigtir. Bununla beraber, ilgili nitronlara ait
lekelerin D, belirteci piskiirtildiikten sonra plaklarm 5 dk boyunca 100°C’de
isitilmasiyla aym rengi vermesi ilkel maddelerle sentezi amaglanan uriinler arasmdaki

ayirdedici bir ozelliktir.

Oksidasyona ¢ok duyarh olan ve havamn etkisiyle kendiliginden nitronlara
okside olabildii bilinen hidroksilaminlerin sentezi sonrasindaki islemlerde ¢ok dikkatli
davramlmig ; ekstraksiyon ¢Oziiciisinin ugurulmasi azot  gazi altinda

gergeklegtirilmigtir.

Erime dereceleri ve elementel analiz sonuglari, CBCPH ve CBCBH’in elde
edildikleri nitronlardan farkli, yeni bilesikler olduklarimi gostermistir. Sentezlenen
N,N-disiibstitiie hidroksilaminlerin UV spektrumlarninda CPCPN ve CPCBN’a ait
karakteristik absorpsiyon bandlarmn 320 ve 300 nm’de gozlenmemesi, olusan

bilesiklerin sentez ilkel maddeleri olan nitronlardan farkim ortaya koymaktadir (184).

CBCPH ile CBCBH’in IR spektrumlart da bu maddelerin olustugunu
gosteriyordu. Hidroksilaminlerin kloroform i¢inde alman IR spektrumlarmda 3550
cm™de gorildigi bildirilen (184) serbest O-H gerilme bandlan CBCPH ve CBCBH
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icin sirasiyla 3458 ve 3420 cm™’de bulunmugtur. Calismamizda spektrumlarin KBr
| icinde kat1 formda alinmasindan dolayr bu durum, intermolekiiler hidrojen baglarinin
etkisi olarak agiklanabilir. IR spektrumlan tarafindan saglanan 6nemli bir bulgu da,
o N-disiibstitie nitronlar igin karakteristik oldugu bildirilen (180, 184, 185) ve
CPCBN ile 1153 cm™’de gozlenen N-O gerilme titresimine ait herhangi bir bandin
hidroksilaminlerde goriilmemesi idi.

Hidroksilaminlerin kiitle spektrumlarinda molekiiler iyon pikleri tespit edilmis,
bunun yamsira ana yapidan oksijen atomu , hidroksil radikali veya su molekiili
atilmastyla olusan fragment iyonlar, her iki maddenin kitle spektrumunda da
gozlenmistir. ki hidroksilamin igin de ana pargalanmanin 4-klorobenzil katyonunun
olusumuyla sonuglandigi, m/z 125°de gozlenen temel pik ve ona ait m/z 127°deki
izotop pikinin yardimiyla anlagilmigtir. Kiitle spektrumlaninda gozlenen diger
pargalanma yollan da, CBCPH ve CBCBH’in yapisiyla uygunluk goéstermektedir
(Sema 6.1.6.1.-6.1.6.2.).

6.2. Substrat ve Metabolitlerin Kromatografik Ayirnm

6.2.1. ince Tabaka Kromatografisi (ITK)

Caligmamizin konusunu olugturan azotlu bilegikler ve olasi metabolik reaksiyon
uriinlerinin kromatografik aymminda ve bu bilegiklerin renk reaktifleriyle teshisinde
ince tabaka kromatografisi tekniklerinin kullammu ¢esitli aragtirmalara konu olmugtur
(13, 161, 185, 194). Gaz kromatografisi ve yiiksek basingh sivi kromatografisiyle
karsllastlnldlglnda daha eski bir yontem olan ince tabaka kromatografisi (ITK), gesitli
avantajlarindan dolay: ilag metabolizmasim da i¢ine alan pek ¢ok alanda yaygin olarak

kullaniimaktadir. Bu avantajlar, ITK nin hizli, yiiksek maliyet gerektirmeyen, duyarl

ve uygulamasi kolay bir metod olmasi gibi 6zellikleridir.
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Tabaka kalinhg1 0,2 mm olan silikajel kaph aluminyum plaklarin (Kieselgel 60,
GF254, Merck) kullanldiga ITK galismalarinda degisik polarite degerlerine sahip
¢oziicii kangimlarinn mobil faz olarak kullanilmasiyla her bir setteki substratin olast
metabolitlerinden en iyi sekilde aynlmasi amaglandi. Caligmanin ilgi konularindan
birini olusturan amid yapisindaki maddelerin (sekonder ve tersiyer aminlerin olasi
metaboliti olarak diisiiniilen) ilgili sekonder ve tersiyer aminlerden aynidig: goraldi.
Tezimizin konusunu olusturan substratlar ve olasi metabolitlerine ait standart
bilegiklerin 1.T K. ile gergeklestirilen kromatografik aymmindan elde edilen sonuglar
Tablo 6.2.1.1.”de verilmistir.

EDBA, TBA, TBPR, TBP ve BMAN setlerinin olas1 N-oksidasyon iiranleri
olan ilgili N-oksitlerin de ¢ok polar yapida olmalaridan dolay1 kargilik gelen tersiyer
aminlerden oldukga farkhi Rf degerlerine sahip olduklan belirlendi. N-Oksitlerle ilgili
bu veriler, onceki galigmalarla da uygunluk gostermektedir (194).

TBP ve TBPR setlerinin olasi metabolitleri olan ve birbirlerinin yap: izomerleri
olan laktam ve amid yapisindaki maddelerin (TBZP-TBPON ve TBZPR-TBPRON)

aynilmasinda Ay, As ve A, sistemlerinin etkili oldugu gorildi.

Orta baziklige sahip substratlardan olan BMAN ve DBAN setlerinde bulunan
altisar maddenin (olas1 metabolitler) substratlarla beraber kromatografik ayirm igin
A, coziici sisteminin yararh oldugu tespit edildi. Sadece BMAN’in olas
metabolitlerinden biri, BZMAN mevcut sistemde benzaldehit ile aym Rf degerine
sahip idi. Sézkonusu bilesiklerin HPLC ile ayirimu saglandigindan, ITK nde de ayirimi

saglamak icin bagka deneme yapilmad:.
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- Tablo 6.2.1.1. Tezimizde kullanilan substratlar ve olas1 metabolitlerinin ITK ile
elde edilen Rf x 100 degerleri.

Kisaltma Ay A, Aj Ay As As Az As Ao
TBPR 29 - 30 - - 41 - - 12
TBZPR 34 - 23 - - 82 - - 42
TBPRON 32 - 21 - - 76 - - 36
TBPRO 0 - 0 - - 0 - - -
TB 73 - 52 67 - 92 74 46 42
TBP - - - 75 - 59 - - -
TBZP - - - 50 - 89 - - -
TBPON - - - 32 - 71 - - -
TBPO - - - 0 - 0 - - -
EDBA - - - - 82 - - - -
ADBA - - - - 55 - - - -
BZEBA - - - - 65 - - - -
EBA - - - - 18 - - - -
DBA - 65 - - 52 - 31 - -
EDBAO - - - 0 - - - -
B - - - 65 70 - 67 - -
TBA - 77 - - 81 - - - -
TBAO - 57 - - 1 - - - -
BMAN - - - 74 - - - - 1 -
BZMAN - - - 49 - - - - -
MAN - - - 61 - - - - -
BAN - - - 68 - - - - -
BMAP . HC1 - - - 44 - - - - -
BAP - - - 33 - - - - -
BMANO - - - 0 - - - - -
DBAN - - - 85 - - - - -
A - - - 49 - - - - -
DBAP . HCI - - - 47 - - - - -
AP - - - 13 - - - - -
BZDBA - - - - 59 - 39 - -
DBZBA - - - - 61 - 63 - -
BZBA - - - - 46 - 37 - -
TBC - - - - - - 92 52 74
TBZC - - - - - - 79 43 42
c - - - - - - 67 20 33
CBCAN - - 46 - - - - - -
CBZCAN - - 36 - - - - - -
CBDCAN - - 67 - - - - - -
CBCPH - - 43 - - - - - -
CPCPN - - 40 - - - - - N
CAN - - 30 - - - - - -
CB - - 50 - - - - - -
- CBCBA - - 39 - - - - - -
CBZCBA - - 27 - - - - - -
CBDCBA - - 52 - - - - - 38
CBCBH - - 44 - - - - - -
CPCBN - - 41 - - - - - -
CBCPO - - 45 - - - - - 49
CBA - - 15 - - - - - -
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Amid yapisindaki tek substrat olan BZDBA’in gene kendisi gibi amid grubunu
tagtyan BZBA ve karsilik gelen imid (olast metabolit olarak diisiiniilen) bilesiginden
(DBZBA) ayﬁhnasmda As ve A; sistemleri kullamldi. TBC ve metabolitlerinin
aynilmasinda denenen iig sistem iginde en iyi ayirumt saglayan mobil fazin Ay oldugu

tespit edildi.

ITK ¢aligmalarinda lekelerin yerinin tespit edilmesinde dalga boyu 254 nm olan
ultraviyole 1sigin (D) yamsira gesitli puskiirtme belirteglerinden de yararlamlds.
Caligmamizda kullamlan standart bilegiklerin bu belirteglerle verdikleri renkler Tablo
6.2.1.2°de belirtilmigtir.

N-Oksijenasyon iirtinleriyle yapilan denemelerde N-oksitler (TBPRO, TBPO,
EDBAO, TBAO, BMANO) ve nitronlarin (CPCPN, CPCBN) Tollens belirteci (D2)
puskiirtiildiikten sonra plaklarm 5 dk boyunca 100°C’de 1sitilmas: sonucunda siyah
renk verdikleri goriildi (184, 185). Hidroksilamin yapisindaki bilesikler (CBCPH,
CBCBH) ise, kargilik gelen nitronlardan ayirdedici bir 6zellik olarak, reaktifin tatbik
edilmesinden sonra 1sitmaya gerek kalmaksizin, derhal siyah renk olusturdular (184).

Aromatik aminlerle ve fenolik yapilarla renkli bilesikler olusturdugu bilinen
diazolanmug 4-nitroanilin (Ds) belirteciyle BMAP.HCI, BAP, DBAP.HCI ve AP gibi
fenol grubu tastyan bilesiklerin degisik renk tonlari olusturdugu saptandi. Daha 6nce
yapilan gesitli ¢aligmalarda N-benzilanilin tirevi bilegiklerin in vitro mikrozomal
metabolizma galimalarinda metabolik olarak meydana gelebilen aromatik
hidroksilasyon uriinleri olan fenolik bilegiklerin de benzer sekilde diazolanmug 4-
nitroanilin ve diazolanmig siilfanilik asit belirtegleriyle ITK plaklan izerinde cesitli

renkler olusturduklar bildirilmistir (13, 50, 105).

Tersiyer amin yapisindaki substratlardan BMAN ve DBAN bilesiklerinin
metabolitleri olan sekonder (BAN, MAN, BAP, MAP) ve primer (A, AP, CAN)

aromatik aminlerin  4-(dimetilamino)sinnamaldehit (Ds) ve 4-(dimetilamino)

benzaldehit (Erlich, Ds) belirteglerine pozitif cevaplar verdikleri gorilmiigtir.
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Tablo 6.2.1.2. Tezimizde kullamilan substratlar ve olas1 metabolitlerinin
ITK’nde kullanilan piiskiirtme belirteclerine verdikleri cevaplar.

Kisaltma Dy D, Ds D, Ds D¢
TBPR mor - - turuncu | - -
TBZPR mor - - turuncu | - -
TBPRON mor - - turuncu | - -
TBPRO mor siyah - turuncu | - -
TB mor - - - - -
TBP mor - - turuncu | - -
TBZP mor - - turuncu | - -
TBPON mor - - turuncu | - -
TBPO mor siyah - turuncu | - -
EDBA mor - - turuncu | - -
ADBA mor - - turuncu | - -
BZEBA mor - - turuncu | - -
EBA mor - - sart - -
DBA mor - - sarl - -
EDBAO mor siyah - turuncu | - -
B mor - - - - -
TBA mor - - turuncuy | - -
TBAO mor siyah - turuncu | - -
BMAN mor - - turuncu | - -
BZMAN mor - - - - -
MAN mor - - - kirmuzi sari
BAN mor - - - kirmezt sari
BMAP . HCI mor - kirmizi | turuncu | -
BAP mor - kimuz | - kirmizi sar1
BMANO mor siyah - turuncu | - -
DBAN mMor - krengi | turuncu | - -
A mor - - - kirmiza san
DBAP . HC1 mor - kirmizz | turuncu | - -
AP mor - kimuz | - kurmizi sar1
BZDBA mor - - - - -
DBZBA mor - - - - -
BZBA mor - - - - -
TBC mor - - - - -
TBZC mor - - - - -
C mor - - - - -
CBCAN mor - - - kirmizi sarl
CBZCAN mor - - - - -
CBDCAN mor - - - kimizi sari
-CBCPH mor siyah - - - -
CPCPN mor siyah - - kirmizi sar1
CAN mor - - - kirmiza san
CB mor - - - - -
CBCBA mor - - - - -

- CBZCBA mor - - - - -
CBDCBA mor - - - - -
CBCBH mor siyah - - - -
CPCBN mor siyah - - - -
CBCPO mor - - sarl - -
CBA mor - - - - -
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Bu belirteglerle renkli Schiff bazlan olusturan primer aromatik aminler hemen
renk verirken, sekonder aminler ise gabuk olmakla beraber aym renklerin biraz daha
agik tonlarma doéniistiler. Anilin, 4-aminofenol ve 4-kloroanilin’den tiireyen tersiyer
aminler ise bu reaktiflerle herhangi bir renk olusturmadi (194). Primer aromatik amin
fonksiyonel grubuna sahip bir ilag olan aminoglutetimid’in de Erlich reaktifiyle sar
renk olusturmast (195), sekonder aromatik amin yapisindaki bilesiklerin de Ds ve Ds

belirtegleriyle benzer renkleri vermesi, bulgularmizi desteklemektedir.

Dragendorff belirtecinin (D), tersiyer amin yapisindaki bilesiklerin yansira
onlarn hidrokloriir tuzlan ile turuncu renk olusturdugu tespit edildi. Ayrica TBZPR,
TBZP gibi heterosiklik azot igeren amid ve TBPRON ve TBPON gibi laktam
yapisindaki maddeler de bu reaktifle benzer renkler veriyordu. Tersiyer amin
yapisindaki substratlarin olast N-oksit metabolitleri olan TBPRO, TBPO, EDBAO,
TBAO ve BMANO maddelerinin Dragendorff belirteci ile kargilik gelen tersiyer
aminlere benzer bir renk olugturdugu da gozlendi. D Belirtecinin bir yaran da TBPR,
TBP ve EDBA ve bunlarin N-oksitleri gibi 254 nm’de gok diisiik absorbsiyona sahip
bilesiklerin bu dalga boyundaki UV lamba altnda goriilmesi gii¢ olan lekelerinin ITK

plaklarinda tespit edilmesini kolaylastirmas: idi.

Sonug olarak iizerinde caligilan ITK sistemlerinin, BMAN, DBAN, TBC,
CBCAN gibi aromatik amin yapisindaki substratlar ve ilgili metabolitlerine ait standart
bilesiklerin tespitinde daha iyi sonuglar verdigi goriildd. Bunun sebebi, sozkonusu
bilegiklerin alifatik setiden olan bilegiklere oranla daha siddetli absorbsiyona sahip
olmalan idi.

ince tabaka kromatografisiyle istenen olgiide birbirinden ayrlamayan

metabolitlerin tespitinde yitksek basingh sivi kromatografisinden yararlamld:.
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6.2.2. Yiiksek Basin¢h Sivi Kromatografisi (HPLC)

Birgok alanda oldugu gibi ilag metabolizmasi ¢aligmalarinda da oldukga yaygin
olarak kullanilan bir teknik olan yiiksek basmgh sivi kromatografisinin (HPLC) diger
kromatografik tekniklere gore birtakim avantajlan vardir. Bunlar, ITK’ ne gore daha
hassas bir teknik olmasi ve gaz kromatografisine gore daha digik sicakliklarda
caligilabilmesi ; boylece stabil olmayan ve ugucu maddelerin analizinin yapilabilmesine
imkan saglamasidir. Ayrica, HPLC kolonundan eliie edilen bilesiklerin yapilari, sisteme
baglanan ve ayrica spektroskopik (UV) ve spektrometrik (MS) analizlere imkan veren
dedektorlerle daha iyi kamtlanabilir.

Metabolik reaksiyonlar, farkh fizikokimyasal ozelliklere sahip metabolitlerin
olusumuyla sonuglandigindan, uygun HPLC sisteminin secimi substrat ve arastinilacak

metabolitlerinin pK,, log P gibi ¢zellikleri dikkate alinarak yapilmalidir.

Normal faz stvi kromatografisi, fizikokimyasal ozellikleri agisindan ana ilaca
benzeyen kimyasal bilegiklerin aymminda sinrh kaldigindan, caligmamzda kullanilan
metabolit standartlannmn substrattan ve birbirinden aynlmasinda ters faz svi
kromatografisi tercih edildi. Calismamizda kullamlan HPLC kromatograf, izokratik
sistemli bir pompa ; 20 ul’lik bir loop tnitesine sahip bir valf tipi enjektor ; 3 cm
uzunlugunda bir 6n kolon ; 25 cm uzunlugunda ve 4,6 mm i¢c capinda bir zit faz (C18)
kolonu ile degisken dalga boylu bir UV dedektorden olusuyordu. Bazi durumlarda,
meveut dedektore ilave olarak sisteme baglanan ve kolondan eliie edilen bilesiklerin
aym anda UV spektrumlanmin alinmasina imkan veren diode-array ozellikte bir
dedektor baglandi. Boylece standart bilesiklerin UV spektrumlan HPLC caligmast
sirasinda kaydedildi. Daha sonra bu spektrumlardan, metabolik ekstrelerin analizinde
tespit edilen maddelerin UV spektrumlaniyla  kargilagtinimak suretiyle, bazt

metabolitlerin yapilanni ortaya gikanlmasinda ek bir kanit olarak yararlamldi.
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Caligmamizda kullamilan substratlarin olas: metabolitlerinden ayrimini saglamak
amaciyla degisik bilesimlerdeki asetonitril-tampon kangimlan kullamldi. Tampon
¢ozelti olarak 0,02 M fosfat tamponundan (pH=7,4) yararlamldi. Mobil fazin son pH™1
ise asetik asitle istenen degere getirildi. HPLC ¢aligmalarinda kullamlan aymm
sistemleri hakkindaki mobil fazin bilesimi, pH, akig hizt gibi bilgiler boliim 4.2.17.’de
bulunan Tablo 4.2.17.1°de verilmistir.

Birinci grup substratlanm olusturan alifatik ve aromatik tersiyer aminler
(EDBA, TBA, BMAN ve DBAN) ile BZDBA’in metabolitlerinden aynimasi igin
yapilan HPLC gahsmalarinin sonuglan Tablo 6.2.2.1°de ozetlenmigtir. Denenen mobil
faz ve akig hizz kombinasyonlarmda sézkonusu tersiyer aminlerin tamaminmn, N-

dealkilasyon iiriinleri olan sekonder aminlerden ve N-oksitlerden aynldig gorildi.

EDBA setinin olasi amid metabolitleri olan ADBA ve BZEBA’in (asetil ve
benzoil tiirevleri) birbirlerine gok benzer fizikokimyasal ozellikleri nedeniyle ¢ok yakin
Rt degerleriyle eliie edildikleri gozlendi.

TBA ve DBAN’in biitiin metabolitlerinin S, ve Ss sistemleriyle birbirinden ve
substratlardan tek enjeksiyonda aynimast miimkiin oldu.

BZDBA. setinin Sio sistemiyle yapilan ayrim galismasinda, tersiyer amidin
dealkilasyon iiriinii olan BZBA ve karsilik gelen imid tiirevinden (DBZBA) farkli Rt
degerlerine sahip oldugu tespit edilmesine ragmen DBA’in substrat ile ¢ok yakin

zamanlarda elite edildigi gozlendi.
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Tablo 6.2.2.1. Grup-1 Substratlar ve olasi metabolitlerinin HPLC verileri.

Bilesik Retensiyon Zamani

S, Ss S1e Si1
EDBA HCI - - 31,99 -
ADBA - - 7,64 -
BZEBA - - 7,77 -
EBA - - 8,05 -
DBA - - 18,04 -
EDBAO - - 14,91 -
B - - 2,97 -
TBA 12,76 - - -
DBA 5,07 - - -
TBAO 9,77 - - -
B 2,11 - - -
BMAN - - - 19,67
BZMAN - - - 4,84
MAN - - - 3,57
BAN - - - 10,29
BMAP. HCI - - - 5,88
BAP - - - 4,47
BMANO - - - 16,59
B - - - 2,97
DBAN - 32,02 - -
BAN - 10,27 - -
A - 4,52 - -
DBAP . HCI - 13,75 - -
BAP - 6,23 - -
AP - 3,78 - -
B - 2,97 - -
BZDBA - - 18,31 -
DBZBA - - 15,37 -
BZBA - - 4,05 -
—— DBA - - 18,19 -
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| Heterosiklik aminlerden olusan grup-2 substratlanndan TBC’in olast amid

metaboliti olan TBZC ve dealkilasyon iiriinii olan 9H-karbazol’den ayiiminda S1 ve
S; sistemleri yararh bulundu (Tablo 6.2.2.2.). Bununla beraber bu sette bulunan 2,4,6-
trimetilbenzaldehit’in (TB), 9H-karbazol (C) ile benzer retensiyon zamannimna sahip
oldugu gozlendi. Bu iki bilesigin herbiri aym reaksiyonun (N-dealkilasyon) trinleri
oldugundan, ayrilmalan igin baska denemeye gerek goérilmedi.

Alisiklik tersiyer aminlerden TBP ve metabolitlerinin S, sisteminde yapilan
ayinm g¢ahgmasinda substratla beraber bitin metabolitlerin de tek enjeksiyonda
ayrildiklan goriilda. Buna karsin, gok bazik olan TBPR ve TBP’in ¢ok yaygin pikler
vermeleri ; aynica, karsilik gelen N-oksitlerin (TBPRO, TBPO) uzun retensiyon
zamanlarmnda elile edilmeleri ve bu Rt degerlerinin degiskenlik gostermesinden dolayi
mobil faz optimizasyonuna gidildi. Heterosiklik tersiyer aminler ve N-oksitlerinin daha
keskin pikler vermesi igin mobil faza % 0,2 oraninda trietilamin ilave edilerek ¢dziici
kanigimin son pH’1 6’ya getirildi. Mobil faz iizerinde yapilan bu modifikasyonlardan,
ozellikle gok bazik maddeler olan substratlann énemli oranda etkilendifi ve S4
sisteminden eliisyonlarmin (TBPR igin 17,00 ; TBP i¢in 23,50) So sisteminde 11-17 dk
once gergeklestigi belirlendi. Benzer sekilde N-oksitlerin de 16-19 dk daha az
retensiyon zamanlarina sahip oldugu bu mobil faz sistemi analiz suresini de kisaltmast

acisindan yararh idi (Tablo 6.2.2.2.).

Tablo 6.2.2.2. Grup-2 substratlar ve olasi metabolitlerinin HPLC verileri.

Bilesik Retensiyon Zamam

S1 Ss S4 Ss S9
TBPR.HCI - - 17,00 8,95 6,45
TBZPR - - 7,74 10,67 7,87
TBPRON - - 8,17 11,67 8,75
TBPRO - - 30,00 19,98 13,93
TB 4,27 4,20 6,59 9,57 6,82
TBP. HCI - - 23,50 9,97 6,60
TBZP - - 8,72 13,65 9,07
TBPON - - 10,72 16,13 10,82
TBPO - - 31,94 20,35 12,98
TBC 16,15 14,48 - - -
TBZC 13,43 12,03 - - -
C 3,98 4,08 - - -
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Uzerinde ¢aligilan sekonder aminlerden CBCAN’in alt1 metabolitiyle beraber
enjekte edildikleri S¢ mobil faz sisteminde yedi bilesigin de farkh Rt degerleriyle
aynildiklar1 goriildii. Bununla beraber, CBCAN’in alkil analogu olan CBCBA’in olast
metabolitlerinden olan aldehit (CB) ve primer aminin (CBA) aynlmadifz gozlendi
(Tablo 6.2.2.3.).

Sonug olarak, in vitro hepatik mikrozomal metabolizmalan ¢alhgilacak
bilesiklerin metabolitleriyle ayriminda denenen mobil faz sistemlerinin ¢ogunlukla
etkili oldugu goriildi. BMAN, CBCAN ve CBCBA setleri ile yapilan caligmalarinda
cihaza baglanan diode-array (RapiScan) dedektor ile standart bilesiklerin UV
spektrumlan elde edilerek bu veriler, metabolitlerin mevcut HPLC sistemlerinden
eliisyonu esnasinda kazamlan, metabolitlere ait UV spektrumlariyla kargilagtinldi. Baza
metabolitlerin birbirinden ayrilmadig1 durumlarda ise ITK’dan elde edilen sonuglara

bagvuruldu.

Tablo 6.2.2.3. Grup-3 substratlan ve olas1 metabolitlerinin HPLC verileri.

Bilesik Retensiyon Zamani

Ss Se Sy
CBCAN.HCI - 12,67 -
CBZCAN 19.40 7,21 -
CBDCAN - 17,92 -
CBCPH - 8,80 -
CPCPN 14.50 6,63 -
CAN - 3,37 -
CB 9,24 3,95 2,92
CBCBA.HCI - - 15,95
CBZCBA 14,92 - 4,43
CBDCBA - - 2,92
CBCBH - - 7,03
CPCBN 13,35 - 4,79
CBA - - 2,92
CBCPO - - 9,63
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~ 6.3. Biyolojik Sistemin Hazirlanmasi ve Inkiibasyonlar

Tezimizin konusunu olusturan tersiyer ve sekonder aminlerin in vitro
biyotransformasyonlarinin arastinlmasinda sigan karacigerlerinden hazirlanan post-
mitokondriyel siipernatant (PMS) veya mikrozomal preparatlar tercih edildi. Bunun
nedeni, izerinde g¢ahgilan azotlu bilesiklerin ilgi konusu olan metabolik
reaksiyonlarinda rol oynayan sitokrom P-450 ve FMO gibi monooksijenaz
enzimlerinin  gogunlukla karaciger hiicrelerinin  mikrozomal fraksiyonunda
bulunmalandir (1, 110).

Karaciger mikrozomal preparatlarinin hazirlanmasinda, doku homojenatlarindan
hareketle kazamlan post-mitokondriyel siipernatantlarin yitksek  devirde
santrifiijlenmesi, birgok arastirmaci tarafindan kullanilan bir yéntem (69) olmasina
kargm, uzun zaman alan ve ultrasantrifiijleme gerektiren bir yontemdir. Endoplazmik
retikulum fragmentlerinin kalsiyum iyonlan varhiinda agregasyonuna dayanan
“kalsiyum Kloriir ¢oktiirme yontemi” (115), daha kisa zamanda sonu¢ vermesi ve
ultrasantrifij cihaz gerektirmemesi gibi avantajlarindan dolayi bu ¢aligmada tercih

edilen yéntem olmustur.

Uzerinde ¢alisilan substratlarin, hazirlanan biyolojik sistemlerle (mikrozomal
preparat veya PMS) reaksiyonlan (inkiibasyon) 37°C’de tutulan ve salium hareketi
yapabilen su banyolarinda (inkibator) yapilmugtir. Benzer calismalardaki verilerin
dogrultusunda inkiibasyonlarin siiresi 30 dakika olarak belirlenmis ve bu siirenin pek
ok metabolik reaksiyonun gergeklesebilmesi igin yeterli oldugu gOzlenmistir.

Mikrozomal siispansiyonlarn ve post-mitokondriyel siipernatantin hazirlanigt
boyunca uygulanan iglemler neticesinde kaybedilen kofaktorlerin in vitro galigmalarda
ortama ilavesi gereklidir. Karma fonksiyonlu oksidaz (MFO) enzim sisteminin
metabolik reaksiyonlarda aktivite gosterebilmesi igin reditklenmis nikotinamid adenin

diniikleotid fosfat’a (NADPH+H") ihtiyac: vardir (1). Bu maddenin kendisi ¢ok pahali

oldugundan, ayrica stabilitesi de fazla olmadigindan, inkiibasyon erlenlerine NADPH’1
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dogrudan koymak yerine NADPH’1 ortamda olugturmak {izere (sema 6.3.1.) NADP*
(disodyum tuzu), glukoz-6-fosfat (G6P, disodyum tuzu), glukoz-6-fosfat dehidrojenaz
(G6PDH), ve bu enzimin esansiyel kofaktorii olan Mg iyonlarini igeren bir kangim

(standart kofaktor karigim hazirlamist 4.2.9°da verilmistir) ilave edildi.

++
G

G6PDH
G6P 6PG

NADP* NADPH + H*

Sema 6.3.1. NADPH’n inkiibasyon ortaminda olusumunu saglayan
reaksiyonlar.

Inkiibasyon ¢aligmalarinda bélim 4.2.19°da anlatildif1 gibi diizenlenen test
erlenlerinin yamsira, iginde denatiire edilmis mikrozomlar bulunan veya kofaktorleri
cikanimig kontrol erlenleri diizenlenerek bu erlenlerdeki substratlara da test erlenlerine
uygulanan inkiibasyon, ekstraksiyon ve evaporasyon islemleri aynen tatbik edildi. Bu
denemelerin amaci, kromatografik incelemeler sonucunda tespit edilen reaksiyonlarin

enzimlere ve kofaktorlere bagimh olup olmadiginin anlagilmasidir.

TBPR, TBP ve DBAN bilesiklerinin metabolizma caligmalarinda ise yukarida
anlatilan deneylere ilave olarak, oldiriilmeden onceki ii¢ giin boyunca giinde bir defa
intraperitonal olarak fenobarbital (80 mg/kg) uygulanan siganlarin karacigerlerinden
hareketle elde edilen mikrozomal preparatlar da (indiklenmig mikrozomlar) kullamld1.

Bu islemin amaci, metabolik reaksiyonlar izerinde fenobarbital tarafindan
indiiklenebilen sitokrom P-450 izoenzimlerinin etkili olup olmadigi hakkinda bir 6n
fikir elde edilmesi idi.
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- 6.4. Ekstraksiyon

Bir ilag veya model bilesigin metabolizmas: gahgildifinda, degismeden kalan
substratla beraber olusan metabolitlerin biyolojik sivilar veya doku homojenatlart gibi
ortamlardan izole edilmeleri igin suyla kansmayan organik ¢oziiciilerle ekstraksiyonu
gereklidir. Ekstre edilecek bilesiin ¢oziic icindeki stabilitesi, ¢oziiciiniin
ekstraksiyon giicii, ucuzlugu, toksisitesi ve maliyeti de, uygun ekstraksiyon

¢oziiciisiiniin segiminde 6nemli kriterlerdir.

Ekstraksiyon goziicillerinde bulunabilen birtakim safsizliklar, ilaglar veya
metabolitleriyle reaksiyona girerek yanlishkla metabolit olarak saptanabilen trtnler
(metabonat) olusturabilirler. Ornegin dietileter, ilaglar ve metabolitlerini okside olmusg
uriinlere doniigtiirebilecek peroksitler ihtiva edebilir. Beckett ve ark. (196) sulu
ortamdan kiigiik miktardaki efedrin’in dietileterle ekstraksiyonunda onemli kayiplarin
meydana geldigini ve bunun nedeninin, dietileter igindeki aldehid kokenli safsizliklarin
efedrin ile verdigi reaksiyon sonucu olugan baz1 oksazolidin bilesikleri oldugunu tespit

etmiglerdir (Sekil 6.4.1.).

R
OH o=c(R1

H o R4
@—én—?u—nu—cua —2 5 HsC¢ S ?LR:
CH, HCTl e,
Sekil 6.4.1. Efedrin’in ticari dietileter icindeki bozunma iiriinii.

Deneysel bir oksitosik ajan olan MA 1291%in [1-(2-kinolil)piperazin] biyolojik
dekompozisyonuyla ilgili galigmalar 6ncesinde yapilan ITK on denemelerinde, bu
bilesigin kloroformdaki ¢ozeltisinin bekletme siiresine bagh olarak birtakim bozunma
irinleri tespit edilmigtir (197). Aragtirmacilar, sozkonusu bozunma diriinlerinin

(LILIID) kloroformda eser miktarda safsizlik olarak bulunan fosgen ile MA 1291’in

verdigi reaksiyonlarmn yanisira MA 1291°in IT ile etkilesmesi sonucu meydana geldigini

belirtmiglerdir (Sekil 6.4.2.).
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Sekil 6.4.2. MA 1291’in kloroformdaki bozunma iirii’nleri.

Aynca, Beckett ve Ali de (198) ekstraksiyon goziictisii olarak kullanilan
halojenli hidrokarbonlarin, ozellikle de diklorometanin ekstraksiyon sirasinda
bromfeniramin, difenilpiralin, siklizin ve siproheptadin gibi bazik ilaclarla reaksiyona
girerek bu bilesiklerin katerner amonyum (riinlerini  (klorometilkloriirierini)
olusturduBunu tespit etmiglerdir. Denenen diger iki ilag olan antazolin ve lidokain ise

bu ¢oziiciiyle etkilesime girmemistir.

In vitro ilag metabolizmast c¢aligmalarinda ekstraksiyon amaciyla gcesitli
coziciiler kullanilabilmektedir. Ornegin, Daly ve ark. (13) gesitli siibstitiie anilinler ve
asetanilidlerin tavsan mikrozomlariyla inkiibasyonunu takiben olusan metabolitleri etil
asetatla ekstre etmislerdir. Labroo ve ark. (72, 73) da fentanil ve alfentanil’in
mikrozomal metabolitlerinin ekstraksiyonunda aym ¢oziiciiyii tercih etmislerdir. N-
Benzilpirolidin (79) ve 9-metil-9H-karbazol’iin (84) metabolitlerinin ekstraksiyonunda
ise dietileterin kullamldig bildirilmigtir. N-Etil-N-metilanilin’in in vitro mikrozomal
metabolizmasinda meydana gelen dealkilasyon Uriinlerinin dietileterle ekstre
edilebilmesine karsin ; N-etil-N-metilanilin-N-oksidin bu ¢oziciye hi¢ gecmedigi
bildirilmistir (69). Arastirmacilar, bunun izerine, s6z konusu N—oksidil iceren
inkiibatlarin 6nce TiCl; ile muamele ederek karsilik gelen tersiyer amine rediikle

migler ; daha sonra dietileterle ekstre ederek N-etil-N-metilanilin {izerinden analiz

etmiglerdir. Nikotin, anabazin ve 4-benzilpiperidin gibi alisiklik sekonder aminlerin
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metabolizmasim ¢aligan Gorrod ve Sai (199) ekstraksiyon ¢oziiciisii olarak

kloroformu tercih etmiglerdir.

Suda gozunirlikleri son derece fazla oldugundan, dietileterle ekstraksiyonu
mimkiin olmayan (69) N-oksit yapisindaki bilesiklerin diklorometanla birka¢ defa
ekstraksiyonlan sonucunda organik faza gegtikleri daha onceden bildirilmistir (55). N-
Etil-N-metil-4-siibstitiie anilinlerin in vitro mikrozomal metabolizmasim caligan
Cowan ve ark. (59) da sodyum klorirle doyurulmus post-inkiibatlarin
ekstraksiyonunda diklorometam (3x5 ml) tercih etmisler; bu yontemle substrat ve
dealkilasyon iiriinlerinin % 100, N-oksitlerin ise % 70’inin ekstre edilebildigini
bildirmiglerdir.

 N-Benzilstibstitiie anilinler (105, 200), onlardan tiireyen nitronlar (187) ve
karsiik gelen siibstitie benzanilidlerin (104) ve mikrozomal metabolitlerinin
ekstraksiyonunda ~ diklorometamin ~ basanyla  kullamlmig olmasindan  dolay1
caligmalarimizda inkiibasyon sonrasi metabolize olmayan substratla beraber olugan
metabolitlerin ekstraksiyonunda diklorometan, en uygun ekstraksiyon ¢oziicusi olarak
segilmigtir. Ayrica, ekstraksiyon oncesinde inkiibasyon ortamimna sodyum klorur ilave
edilerek N-oksitler gibi gok polar ozellige sahip metabolitlerin suda ¢ozinurluginin

azaltilmas1, dolayisiyla da daha yiiksek verimle ekstre edilmesi amaglanmustir.

Ozellikle N-oksitler, nitronlar ve hidroksilaminler gibi olas: N-oksijenasyon
metabolitlerinin stabilitelerinin yiksek olmayigt gézoniine alinarak, butin metabolizma

caligmalarinda ekstrasiyon sonrasinda organik fazlann evaporasyonu azot gazi altinda

ve yiksek 1s1 tatbikinden kagimlarak (3 7°Cde) gergeklestirildi.
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~ 6.5. Grup-1 Bilesiklerinin In Vitro Mikrozomal Metabolizmasmdan
Alman Sonug¢lar

Grup-1 substratlarii olugturan EDBA, TBA, BMAN, DBAN ve BZDBA’nin
sican karacigerlerinden hazirlanan mikrozomlarla inkiibasyonu 4.2.9’da verilen yontem
ve Tablo 4.2.19.3.’de verilen deney protokoliine gore yapild1. Inkiibasyonun bitiminde
degismeden kalan substratla beraber meydana gelen metabolitler 4.2.20.’deki yonteme

gore ekstre edildi.

6.5.1. EDBA.HCI ve TBA’nin Metabolizmasi

EDBA ve TBA setlerinin mikrozomal metabolizmasindan elde edilen post-
inkiibatlanin kromatografik incelenmesinde sirasiyla, ITK igin As ; HPLC igin sirastyla

S10 ve S; ¢oziicii sistemleri kullamldi.

EDBA’in mikrozomal inkiibasyonundan elde edilen metabolik ekstrelerin, bu
setin olast metabolitlerine ait standartlartyla beraber aym plak iizerinde As ¢oziicl
sistemiyle ITK galismast yapildi. UV 15tk (254 nm) altinda yapilan inceleme sonucunda
metabolize olmayan substratin (Rfx100=82) disinda sadece DBA ile benzer Rfx100
degerine (Rfx100=52) sahip bir leke tespit edildi.

EDBA post-inkiibatlannmn ekstraksiyonundan kazanilan kanigimmn Sy mobil faz
sisteminin kullanildigs HPLC sistemine enjeksiyonu ile elde edilen kromatogram ise
retensiyon zamanlan sirasiyla 31,99 ; 17,51 ve 14,72 olan substrat, DBA ve
EDBAO’e karsiik gelen ii¢ bilesigin varlifm gosteriyordu (Sekil 6.5.1.1.B.).
Denatiire mikrozomlann kullamldigt (sekil 6.5.1.1.C.) ve kofaktorlerin ilave
edilmedigi (sekil 6.5.1.1.D.) kontrol denemelerinde bu iki metabolitin ITK ve HPLC

ile tespit edilmemesi ise s6zkonusu iriinlerin enzimatik olusumuna isaret etmektedir

(Sekil 6.5.1.1.).
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ITK ile tespit edilemeyen N-oksidin HPLC ile gozlenmesi ise ikinci yontemin

hassasiyetinin ¢ok daha yiksek olusu ve HPLC sistemine bagh detektoriin dalga

boyunun 225 nm’ye ayarlanmis olmasiyla agiklanabilir. ITK’nde DBA (Rfx100=56) ve
ADBA (Rfx100=54) ile gok yakin eliie edilen ve Rfx100 degeri 55 olan metabolitin
DBA oldugunun kant1 da HPLC ile EDBA HCl’un diger metabolitlerinden aynlabilen
pikinin (Rt=17,51) tespit edilmesiyle mimkin olmustur.

Kullanlan HPLC sistemiyle (Sy) ¢ok iyi bir ayinm saglanamayan diger ug
metabolit olan EBA (Rt=8,05), ADBA (Rt=7,64) ve BZEBA (Rt=7,77) bilesiklerine
ait herhangi bir pikin ne test, ne de kontrol inkiibasyonlar sonucunda goriilememesi
yiiziinden ; bu ii¢ bilesigin HPLC ile aynimasi igin ileri bir ¢ahgmaya gerek
duyulmamgtir. ITK ve HPLC ile elde edilen bulgular, ¢aligilan inkiibasyon sartlarinda
EDBA HCPiin iki ana metabolik yolunun N-deetilasyon ve N-oksidasyon oldugunu,
buna kargin N-debenzilasyonun gergeklesmedigini ortaya koymugtur (Sema 6.5.1.1.)

o o ot

NBNBZEA NEDBA NADBA

©_\+ f”’
:\: @_\)‘ _f“s NEDBA-O

H
NEBA NEDBA

A
+ CHyCy
[

99 39

Sema 6.5.1.1. EDBA.HCPiin in vitro mikrozomal metabolizmasi.
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Serinin ikinci konusu olan TBA’in inkiibasyonundan kazamlan metabolik
ekstrelerin ITK ile incelenmesi sonucu Rfx100 degerleri 52, 70 ve 81 olan i leke
tespit edilmis ve bu lekelerin sirastyla DBA, benzaldehit ve TBA’e karsihk geldigi,
standart bilesiklerle yapilan kargilagtirma sonucu anlagilmstir (Sekil 6.5.1.2.). Ayrica,
mevcut standartlardan herhangi birine karsilik gelmeyen ve Rfx100 degeri 7 olan bir

metabolite de rastlanmugtir.

Mobil Faz : A;

O O O O

{ I
6 7

“ O

O
| N I |
1 2 3 4

Sekil 6.5.1.2. TBA’nin substrat olarak kullamldig mikrozomal inkiibasyon
kangimlarina ait ITK kromatogrami [1=TBA, 2=TBAO, 3=DBA,
4=B, 5=Test, 6=Kontrol (Denatiire mikrozomal preparat),
7=Kontrol (Kofaktérsiiz mikrozomal preparat)].

TBA’in in vitro mikrozomal inkiibatlarmin ekstraksiyonundan kazanilan
orneklerin S, sisteminde elde edilen HPLC kromatogramlan sekil 6.5.1.3°de
verilmistir. TBA post-inkiibatlarinin HPLC kromatogramlarinda 2,11 ; 5,09 ; 9,58 ve
12,62 dk’lik retensiyon zamanlarinda gozlenen piklerin sirastyla benzaldehit,
dibenzilamin, TBAO ve TBA’e karsilik geldigi, standart bilesiklere ait HPLC

verileriyle karsilagtinlmasiyla anlagilmistir. Bu ii¢ metabolite kontrol inkiibasyonlarinda
rastlanamamugtir. EDBAHCl’e benzer sekilde TBA’in de iki ana metabolik




-251-

reaksiyonunun N-dealkilasyon (debenzilasyon) ve N-oksidasyon oldugu, ITK ve
HPLC bulgularna dayanilarak anlagilmugtir.

Y1 | muwm— S

12.76 >

9.77 &N

.15

4.77

-

Sekil 6.5.1.3.A. TBA ve olasi metabolitlerine ait standartlar kanigimimin  HPLC

kromatogramu. ‘

B. TBA’in in vitro hepatik mikrozomal metabolizmasi sonrasinda  elde
edilen metabolik ekstreden alinan HPLC kromatogramu.

C.Denatire  edilmis mikrozomal preparatla yapilan kontrol
denemelerinden elde edilen HPLC kromatogrami.

D. Ko-faktorlerin ilave edilmedigi mikrozomal preparatlarla yapilan
kontrol denemelerinden elde edilen HPLC kromatogramu .

(1=B, 2=DBA, 3=TBAO, 4=TBA).

6.5.2. BMAN ve DBAN’in Metabolizmasi

BMAN’in aym: sartlarda yapilan mikrozomal metabolizma galigmasi sonrasinda
elde edilen test ve kontrol inkiibatlarmin ITK ve HPLC kromatografik analizleri sekil
6.52.1. ve 6.5.2.2.°de verilmistir. A, Coziicii sisteminin kullanddigt ITK analiziyle
metabolize olmamig BMAN’in (Rfx100=74) yamsira Rfx100 degeri sirasiyla 33, 44 ve
68 olan BAP, BMAP ve BAN’e karsilik gelen ii¢ metabolit tespit edilmistir. Rfx100
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Degerleri 33 ve 44 olan lekelerin Dj belirteciyle kirmizi renk vermesi de bu bilesiklerin

| fenolik yapida olabilecegini gostermektedir.

Mobil faz : A4

OO0
S

O
0

[ Py
| | | | [ | | N
1 2 3 4 5 6 7 8 9

s

Sekil 6.5.2.1. BMAN’in substrat olarak kullamldign mikrozomal inkiibasyon
kangimlarina ait ITK kromatogram [1=MAN, 2=BAN, 3=BAP,
4=BMAP.HCl, 5=BZMAN, 6=BMANO, 7=BMAN, 8=Test,
9=Kontrol  (Denatiire = mikrozomal  preparat),  10=Kontrol
(Kofaktorsiiz mikrozomal preparat)].

Aym 6rneklerin HPLC analizi (¢6ziicu sistemi: Sy) ile, ITK ile tespit .edilen
metabolitlere ilave olarak iki yeni metabolite daha rastlanmustir (Sekil 6.5.2.2.). HPLC
ile tespit edilen retensiyon zamanlan 2,97 ; 3,57 ; 4,47 ; 5,88 ; 10,29 ve 19,67 olan
piklerin, standart bilesiklere ait HPLC verileriyle kargilagtinldiginda sirasiyla
benzaldehit, MAN, BAP, BMAP, BAN ve degismeden kalan substrata ait oldugu
anlagiimigtir. HPLC ile gozlenen metabolitlerin yapilarimin kanitlanmasinda yardimei
olmas: amaciyla sisteme baglanan aym anda birgok dalga boyunda ol¢iim yapabilen
diode-array UV detektori ile elde edilen standart bilegiklere ve metabolit piklerine ait

UV  spektrumlanmn kargilagtirilmasiyla biitiin metabolitlerin benzer retensiyon

zamanlarinda elile edilen standart bilesiklere karsihk geldigi kamtlanmistir (Sekil
6.5.2.3)).




‘(NVINE=8 ‘ONVINE=L ‘NVE=9 ‘dVING=S ‘NVINZH=t ‘dvVd=¢ ‘NVIN=C ‘d=1)
" res301ewon| ) TJH UAJIPo 9p[e USPULIR[AWSUSP [onuoy uepdeA eprepreredoid [eWOZOIIW IFIPSWIPS 2AL[l ULISLIORJ-0Y *(
‘Twelgorewony D TdH USJIP3 SpJd uspuLIspWIUdp joxjuoy uepides epjeredaid [eWOZOonyIu SIUIIPS SIMeus(] D
"TwreISorewony
O’1dH UBUTE USPAIIS NIOGRIOW US[IPS 9]0 BPUISBIUOS ISBLIZIOqeIow [BWoZonyTu Jnedsy o414 ut ui NVING q
Tweigoeworny ) TdH uruTuISLIRY Je[LIRpUe)s J1e SULISIIOqeIou 1S8]0 9A NVIN| V'T°T°S"9 RS

I 1 L 1 1 1
114

1 L L 0010°0-

N CTRY
| |

=<

—
—
ST Y
9G] e
.,-/
e ———— .

L

la9zg-a

re8Es°o

M 9
W

-253-

-8058°0

89702 8n-9L €21 weos t1 08 4 00°0

0ptLe 0-
ss¢

-8zose

o

%] Looza-o

vEe

0 56 'Ez

Z1r

Q 25 €1

-88EB"0

(v)

m 1 ~0050°9




~254-

'(NVINE=99 ‘NVE=9S ‘dVING=% ‘dvVd=9¢ ‘NVIN=0Z ‘G=q1)
"(NVING=®9 ‘NV =2 ‘dVINg=t} ‘dVd=8E ‘NVIN=BZ ‘G=])

JIPIOqEIdN
JE[)IBPUB)S

Le[uIIeds A ULLISRIOqRISW 94 NVINE €°7°S'9 RS

nze. 882 otz Bze 882 ene Bze 082 one oce 082 (D ¥4
N T U N N T N S | laies-g- L1 Y O I | _suro.o- S N NS SN SO N I | La1go-0- T T O O T _a_:a._.,T
1266678 — 0z88°0 ¢600°0 GYARM
n661°0 onLe-e 7618°0 ones o
/ 9662°8 0920°9 / ro6eeo 095870
\ 86688 88€0°0 ,/\ 86£0°0 08:0°0
gsg gl 000570 gegrgy 005070 geg-g 005070 ongrs -000L0
99 €9 qs e
aze 882 otz 82g 882 one 0ze 882 042 gze 082 81z
L1 t 11t 11 taipg-n- L1t L1 11 1} {apte-p- N T N AN Y O | ocoo-o LS T T S O I Lotpg-g-
Zs80°8 - GFANN] 488" 0 2600°0
711070 o4ED "0 85809 7618°8
9.18°0 8950°0 z.08°0 9626°0
8€20°0 0820°0 9808°0 86€0°0
025" S 08€0°0 2266 8001L°0 882° 4 0018°0 5924 6056°0
qy 1% q¢ B¢
0ze 982 one nee 682 ane nze 082 one i¥A> 082 one )
I Lt 1 1 11 tainp-p- L L1 1t 11 Loarp-p- N N W I PP Y O Ll L1t 1111 Lagre-o-
————
Z180°0 [ FAR ] 820870 8210°0
ieo) s oeo g 9966°0 OreED"Q
9588°0 89s0°9 %010°0 g9s0°@
8.80°0 9820°0 Znio-o 08208
goe g soi0°6 ehe s 8681L"0 £28°2 0810°8 ehg 2 80010
qc 74 qL el




-255-

BMAN metabolizmasinda ITK ve HPLC ile N-demetilasyon, N-debenzilasyon
ve aromatik hidroksilasyon reaksiyonlanmn goriilmesine karsin, karsihk gelen amid
(BZMAN) ve N-oksidasyon iiriinii (BMANO) tespit edilememigti. BMAN i¢in

onerilen metabolitlerin olusum yollar1 gema 6.5.2.1.’de verilmistir.

MAN >_[©—J‘c “ Q_J\c CH3
O_c\.. BZMAN B""A"°
CH-OH ’{
\
2’@ BMi: BMAP

| 1

0o —CLo T O

CH=0

Sema 6.5.2.1. BMAN’in in vitro mikrozomal metabolizmasi.

Grup-1 substratlarindan olan DBAN iizerinde yapilan metabolik ¢aligmalarda ilk
i¢ setten farkh olarak 4.2.18°de verilen yonteme gore hazirlanan indiiklenmig
mikrozomlarin (IM) da bulundugu test ve kontrol galigmalart da diizenlenmigtir. Bu
caligmalara ait deney protokoli tablo 4.2.19.3.’de verilmigtir. Bu maddenin
metabolizmasina ait 1.T.K kromatogram incelendiginde, fenobarbital ile muamele
edilmis veya edilmemis siganlardan elde edilen mikrozomal preparatlann kullamldig:
test inkiibatlarinda Rfx100 degerleri sirasiyla 46, 68, 80 ve 57 olan DBAP, BAN,
DBAN ve bilinmeyen bir metabolite karsihk gelen lekelere rastlannmgtir (Sekil

— 6.5.2.4.). Rfx100 Degeri 85 olan ve substrata karsiik gelen lekenin D; belirteciyle
kahverengi renk verdigi goriilmistir. Rfx100 Degeri 46 olan ve DBAP’e karsihk
gelen diger lekenin de D; belirteciyle kirmiz1 renk olugturmast, bu metabolitin fenolik

yapida olabilecegine isaret etmektedir.
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Mobil Faz : A,
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Sekil 6.5.2.4. DBAN’in substrat olarak kullamldigi mikrozomal inkiibasyon
kangimlarna ait ITK kromatogram [ 1=DBAN, 2=BAN,
3=DBAP.HCI, 4=BAP, 5=AP, 6=AN, 7=B, 8=Test (Indiiklenmig
mikrozomal preparat), 10=Kontrol (Denatiire indiiklenmemis
mikrozomal preparat), 11=Kontrol (Kofaktorsiz indiiklenmig
mikrozomal preparat), 12=Kontrol (Kofaktérsiiz indiiklenmemis
mikrozomal preparat).

DBAN’e ait metabolik ekstrelerin Ss mobil fazinin kullamildigi HPLC sisteminde
incelenmesiyle su sonuglar elde edilmigtir. Sigan mikrozomal preparatlan ve gerekli
kofaktorlerin varlifinda yapilan inkiibasyon sonucunda retensiyon zamanlan 3,53 ;
5,35 ;6,25 ; 10,22 ; 13,90 ve 32,65 dk olan pikler gozlenmigtir ($ekil 6.5.2.5.). Bu
piklerin, DBAN setinin standart bilesiklerine ait HPLC kromatogramiyla
kargilagtiilmas1  sonucunda sirasiyla AP, benzaldehit, BAP, BAN, DBAP ve

metabolize olmamig DBAN’e ait oldugu tespit edilmigtir.
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Onceden fenobarbital verilmis siganlardan elde edilen karaciger mikrozomlan ve
kofaktorlerin ilave edildigi inkiibasyon ortaminda ise onceki metabolitlere ilave olarak
retensiyon zamam 4,57 dk olan aniline rastlanmugtir. Ayrica, normal mikrozomlarla
alinan sonuglarla karsilagtirldiginda diger metabolitlere ait pik alanlarinda da nicel bir
artig goriilmektedir.

Kofaktorlerin ilave edilmedigi, indiklenmig ve indiklenmemis mikrozomlar ve
denatiire edilmis mikrozomlarla gergeklestirilen kontrol inkiibasyonlarina ait HPLC
kromatogramlan incelendiginde ; bir miktar BAN (Rt= 10,47 dk) ve DBAP’e (Rt=
13,92 dk) rastlandi. Kontrol denemelerinde az da olsa bu metabolitlerin gorilmesi,
beklenen bir bulgu olmamakla beraber, sozkonusu metabolitlerin test inkiibatlarinda ;
zellikle de fenobarbitalle indiklenmis mikrozomlarla daha yuksek oranda

olusumlannin belirlenmesi, reaksiyonlarin enzimatik orijinli oldugunu gostermektedir.

Sonug olarak, DBAN’in mevcut sartlarda inkiibasyonuyla N-dealkilasyon, di-
dealkilasyon reaksiyonlarmin yamsira dealkilasyona ugramus drinler {izerinden
aromatik hidroksilasyon reaksiyonlarinin meydana geldigi, inkiibatlarin ITK ve HPLC
kromatografik analizlerine dayanilarak gosterilmigtir (Sema 6.5.2.2.). Fenobarbital ile
yapilan enzim inditksiyonu galismalarinda ise aromatik hidroksilasyonlarda ve Ozellikle
dealkilasyon reaksiyonlarinda bir artig gozlenmesi; ayrica normal inkiibasyonlarda
gozlenmeyen didealkilasyon metabolitinin de saptanmig olmast, sozkonusu metabolik

reaksiyonlann fenobarbitalle indiiklenebilen sitokrom P-450 izoenzimleri tarafindan

katalize edilmig olabilecegini diisindirmektedir.
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Anllin 4-Aminofenol

Sema 6.5.2.2. DBAN’in in vitro mikrozomal metabolizmasi.

Hem BMAN hem de DBAN substratlanmin in vitro mikrozomal
metabolizmasinda ortaya ¢ikan p-hidroksilasyon metabolitleri olan BMAP ve DBAP,
ile iki substratin ortak metaboliti olan BAP, N-benzil siibstitiie tersiyer anilinlerin
aromatik hidrdksilasyonlan iin ilk 6rneklerdir . Bununla beraber, substrat olarak para
konumlan agik olan N-benzil siibstitiie sekonder anilinler kullamldiginda, aniline ait
aromatik halkanin 4-konumundaki hidroksilasyonun sigan karaciger mikrozomlariyla i
gergeklesen bir ana metabolik reaksiyon oldugu daha onceki bir g¢aligmada
bildirilmistir (49, 50, 105).

Sentezi tarafimzdan yapilarak yapisi spektral analizlerle aydmlatilan ve
BMAN’in inkiibasyonu ile olustugu HPLC-UV ile kamtlanan BMAP, daha 6nce Wu

ve ark. (8, 75) tarafindan bepridil’in sigan plazmasinda tespit edilen bir metaboliti

olarak bulunmustur (Boliim 3.4.) . Aragtirmacilar, sozkonusu metabolite ait standart
bilesigi sentezlemediklerini, ancak HPLC-MS ile metaboliti teshis ettiklerini
bildirmiglerdir.




-261-

6.5.3. BZDBA’nin metabolizmasi

Bu serinin son substrai olan BZDBA’in sican karacier mikrozomal
preparatlanyla yapilan metabolizma gahigmasi sonrasinda kazamlan inkubatlann ITK
ile incelenmesi sonucunda hem As hem de A; ¢oziicii sisteminde, deZismeden kalan
BZDBA’in yamsira BZBA ve benzaldehite kargilik gelen iki kiigik leke tespit
edilmigtir. As Sisteminde substrattan aynlmayan imid tiirevinin (DBZBA) A;
sistemiyle substrattan oldukca farkli bir Rfx100 degeriyle elie edilmesi miimkiin
olmakla beraber, ITK ile bu metabolite karsilik gelen bir leke tespit edilememistir.

Bu sete ait test inkiibasyonundan kazanilan metabolik ekstrelerin S;o mobil fazi
ile cahsilan HPLC sistemine enjeksiyon sonucu retensiyon zamanlan 2,97 ; 4,04 ; 6,84
: 7,84 ; 10,23 ve 18,09 dk olan alt1 pik elde edilmigtir (Sekil 6.5.3.1.). BZDBA ve
olast metabolitlerine ait standart bilesiklerin kanigimindan elde edilen HPLC
kromatogramiyla karsilastirildiginda, bu piklerden ilk ikisinin sirasiyla benzaldehit ve
BZBA’e kargilik geldigi ; 18,09 dk’da tespit edilen son pikin ise metabolize olmayan
substrata ait oldugu anlagilmugtir. Ozellikle 10,23 dk’daki pik, yiiksek oranda olusan
ve kontrol inkibatlarinda goriilmeyen bir pik olup, mevcut standart bilesiklerden
herhangi birine karsihik gelmemekte ve yapisi bilinmemektedir. Retensiyon zamam
4,09 dk olan BZBA’e ait pik denatiire mikrozomlarin kullamldigi ve kofaktorlerin
ilave edilmedigi kontrol inkiibatlarinda da gériilmigtiir. Ancak, test erlenlerinde
gozlenen BZBA pikine ait alanin g¢ok daha yiiksek olusu, sozkonusu metabolitin

enzimatik yolla olustugunu gostermektedir.

ITK ve HPLC ile elde edilen bulgulara bakildiginda, in vitro olarak sigan
karaciger mikrozomlariyla inkiibe edilen N,N-dialkilbenzamid yapisindaki bilesik igin
ana metabolizma yolunun monodealkilasyon oldugu soylenebilir. Kargihk gelen imid
yapisindaki metabolitin (DBZBA) kromatografik olarak saptanamami§ olmasi ise, N-
debenzilasyon metaboliti olan BZBA’in olusumunda rol oynayan karbinolamid ara

triininin DBZBA’i vermek tizere tekrar oksidasyona ugramak yerine derhal

parcalanarak dealkilasyon metabolitini vermesiyle agiklanabilir.
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N,N-Dialkilamid yapisindaki bilesiklerle benzer inkiibasyon sartlarinda gesitli
aragtirmacilarin da in vitro olarak monodealkilasyonun gorildugiini, buna kargin
didealkilasyon, hidroliz veya aromatik hidroksilasyonun ger¢eklesmedigini bildirmig

olmalari, bulgularimizi desteklemektedir (86, 87).

6.6. Grup-2 Substratlarmm In Vitro Mikrozomal Metabolizmasindan
Alman Sonuclar

Calismamizin bu boliimiinde, birgok ilag ve ksenobiyotiklerin yapisinda bulunan
alisiklik ve aromatik heterosiklik tersiyer aminleri temsil etmek uzere gok bazik
ozellikteki 1-(2,4,6-trimetilbenzil)pirolidin (TBPR) ve 1-(2,4,6-
trimetilbenzil)piperidin’in (TBP) yamsira ¢ok asidik azota sahip 9-(2,4,6-
trimetilbenzil)-9H-karbazol’in (TBC) in vitro mikrozomal metabolizmalarinin
gerceklestirilmesi planlandi. Yapilan metabolizma galigmalarimn birincil ilgi konusu,
bu ii¢ bilesigin kargilik gelen amid metabolitlerine doniisiip doéniismediklerinin; ve eger
doniigiiyorlarsa bu reaksiyonda substratin pK,’sinin etkili olup olmadiginin anlagilmasi
idi. Zira, asidik bir azot atomuna komgu karbon atomunda ( a-karbon)
oksidasyonla meydana gelen karbinolamin (veya karbinolamid) ﬁrﬁnlérinin in vitro
¢alismalarda metabolik kangimdan izole edilebilecek ; in vivo cahsmalarda ise
konjugatlanni verecek kadar stabil yapida olduklan bilinmektedir (16, 17, 84, 85). Bu
yiizden, ozellikle ¢ok asidik bir azota sahip TBC’den olugmast olasi bir karbinolamin
triiniiniin tekrar oksidasyona ugrayarak kargiik gelen amid metabolitini (TBZC)
vermesi beklenebilirdi. Benzer sekilde alisiklik tersiyer aminlerin de o-karbon

oksidasyon neticesinde olugan o-hidroksi yapilannin iminyum iyonlarina doniisiimii ve

bu reaktif ara tiriinler {izerinden a-okso (laktam) metabolitlerini verdikleri bildirilmigtir

(78-80, 199).
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6.6.1. TBC’iin Metabolizmas:

9-(2,4,6-Trimetilbenzil)-9H-karbazol’in (TBC) sigan karacigerlerinden elde
edilmig mikrozomal preparatlarla NADPH varliginda inkiibasyonunu takiben post-
inkiibatlarin diklrometan ile ekstraksiyonu sonucu kazanilan metabolik ekstreler, ITK
ve HPLC yontemleriyle analiz edildi.

Ay Coziict sisteminin kullanildigy ITK analizi sonucu test erlenlerinde Rfx100
degerleri sirasiyla 32,5 ; 42 ve 74 olan karbazol (C), 2,4,6-trimetilbenzaldehit (TB) ve
metabolize olmadan kalan substrata (TBC) ait ii¢ leke tespit edildi (Sekil 6.6.1.1.)
Olast metabolitlerden biri olan 9-(2,4,6-trimetilbenzoil)-9H-karbazol’un (TBZC)
sentetik standarti ile benzer Rfx100 deZerine sahip higbir leke tespit edilemedi.
Bununla beraber, Rfx100 degerleri 0 ; 9 ; 14 ve 22 olan ve mevcut standartlarin
herhangi birine kargilik gelmeyen dért bilinmeyen metabolit daha test inkiibatlarinda
go6zlendi. Bu dért lekeden ilk iigiiniin D; belirtecine pozitif cevap vermesi, ana yapi
veya dealkilasyon uriinii (9H-karbazol) iizerinden olusan aromatik hidroksilasyon
triinlerini  digiindiirmektedir. 9H-Karbazol ve tirevleri iizerinde yapilan o6nceki
calismalarda da benzer sekilde fenolik metabolitlerin gériilmesi (18, 84) ve oksidatif
enzimlerin hiicumu i¢in en uygun yerin, karbazol’iin 3-konumu oldugunun bildirilmesi

(15, 17) bulgularimiz: desteklemektedir.

TBC metabolik ekstrelerin, S; mobil fazinin kullamldigt HPLC sistemine
enjeksiyonu sonucu elde edilen kromatogramlarin incelenmesiyle retensiyon zamanlari
2,27 ;3,45 ;3,98 ; 6,16 ; 6,33 ; 6,75 ve 16,03 dk olan cesitli bilesikler tespit edildi
(Sekil 6.6.1.2.). Bunlardan sonuncusunun degigsmeyen TBC’e karsihk geldigi; ayrica
3,98 dk’da tespit edilen pikin ise 9H-karbazol’e ait oldugu, standart bilesiklére ait Rt
degerleriyle kargilastirilarak anlagilmigtir. Standart bilesigin mevcut HPLC sisteminde

retensiyon zamam 4,27 dk oldugu tespit edilen TB’e ait pik ise muhtemelen 9H-

karbazol (C) piki ile ortildiginden gozlenemedi.
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Sekil 6.6.1.1. TBC’in substrat olarak kullanidifi mikrozomal inkiibasyon
kanigimlarina ait ITK kromatogramu [1= TBC , 2=TB, 3=TBZC,
4=C, 5=Test, 6=Kontrol (Denatiire mikrozomal preparat),
7=Kontrol (Kofaktorsiiz mikrozomal preparat)].

Buna ragmen, sozkonusu iki bilesigin (TB ve C) ikisi de aym N-dealkilasyon
reaksiyonunun riinleri oldugundan ve ITK ile ayn Rfx100 degerlerinde tespit
edilmelerinden dolay1 HPLC ile bu iki bilesigi ayirmak igin bagka bir deneme yapmaya
gerek duyulmadi. HPLC ile tespit edilen diger piklerin ise olasi aromatik
hidroksilasyon iiriinleri veya aromatik halkaya bagh metil gruplarinda hidroksilasyon

sonucu meydana gelen hidroksimetil tiirevleri (20, 24) olabilecekleri dusiinildi.

TBZC ile aym kromatografik 6zelliklere sahip bir bilesik ne ITK, ne de HPLC
ile saptanmamig, yani beklenen amid metabolitinin olusmadigi, buna kargin
dealkilasyonun cereyan ettii gozlenmistir. Bu bulgulara dayamlarak, benzilik
karbondaki hidroksilasyonla meydana gelen karbinolamin ara riininin

dehidrojenasyona ugrayarak amid metabolitini verecek kadar dayamikli olmadig ;

onun yerine dealkilasyon metabolitlerini vermek iizere dekompoze oldugu sdylenebilir.
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6.6.2. TBPR.HCI ve TBP.HCl’iin Metabolizmas:

Serinin diger iki substrati olan 1-(2,4,6-trimetilbenzil)pirolidin (TBPR) ve 1-
(2,4,6-trimetilbenzil)piperidin’in (TBP) in vitro metabolizma ¢aligmalan bolim
4.2.19°da verilen protokole gore yapildi (Tablo 4.2.19.3.) Bu ¢aligmalarda, normal
sekilde hazirlanmus mikrozomal ve post-mitokondriyel sipernatant (PMS)
preparatlarimn yamsira, fenobarbital verilen siganlardan elde edilen mikrozomal
preparatlar kullamldi. Inkiibasyonlar ve ekstraksiyonlar 4.2.19. ve 4.2.20.’de verilen
yontemlere gére gerceklestirildi. Test erlenlerinin yanisira, denatiire mikrozomlarin
kullamldig1 (kontrol 1) ; ya da kofaktor ilave edilmemis inditklenmis mikrozomlar
(kontrol 2), normal mikrozomlar (kontrol 3) veya post-mitokondriyel siipernatantlarin

(kontrol 4) kullamldig ¢esitli kontrol denemeleri de dizenlendi.

Hem TBPR, hem de TBP setlerinin metabolizma g¢aligmalarinda substratlar
inkiibasyon ortammna hidrokloriir tuzlan olarak (TBPR.HCl ve TBP.HCI) ilave
edildiler. Bu iki sette bulunan hem substratlarin hem de olasi metabolitleri olan
TBZPR, TBZP, TBPRON, TBPON, TBPRO ve TBPO bilesiklerinin UV
spektrumlanna bakildiginda 254 nm’de absopsiyonlarinin hi¢ olmadigi, ya da gok zayif
oldugu goriilmektedir. Bu yiizden, her iki setin de hem substratlarinin, hem de 2,4,6-
trimetilbenzaldehit (TB) digindaki metabolitlerinin 254 nm’lik UV lamba altinda
verdikleri lekeler ¢ok zayifi. Dolasiyla, TBPRHCI ve TBP.HClin
inkiibasyonlarindan elde edilen metabolik ekstrelerin ITK analizlerinde, ortamda
yuksek konsantrasyonda bulunan substratlara ait lekelerin bile goriilmesi ¢ok zordu.
Bununla beraber uygun ¢oziicii sistemleriyle (TBPR seti igin As, TBP seti igin Ay)
yapilan developmam takiben, plakalarin iizerine D, belirtecinin puskirtiilmesi ile
Rfx100 degerleri sirastyla 41 ve 75 olan TBPR ve TBP’e ait lekeler turuncu renk
vererek goriiniir hale geldiler. ITK analizlerinde, substratlarin disinda sadece Ag ve A4

mobil faz sistemlerinde Rfx100 degerleri sirastyla 92 ve 68 olan TB’e ait lekeler tespit
edilebildi. TBP. HCIiin inkiibasyonlari sonucunda elde edilen ITK kromatogramlarn
sekil 6.6.2.1.°de verilmigtir. Kromatogramlardan da goriilecegi gibi TBPR.HCI
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caligmasinda test 1, test 2 ve test 3 erlenlerinde TB’e rastlanirken, TBP.HCl ile sadece

" test 1 ve test 2 erlenlerinde bu metabolit goruldi.

Mobil Faz : A,
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O
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Sekil 6.6.2.1. TBP.HCI’in sigan karacigerinden elde edilmis mikrozomlar ve post-
mitokondriyel siipernatant (PMS) preparatlanyla inkiibasyonundan
kazamlan ITK kromatogramm [1=TB, 2=TBP.HCl, 3=TBZP,
4=TBPON, 5=TBPO, 6=Test (Indiikklenmis mikrozomal preparat),
7=Test (Indiiklenmemis mikrozomal preparat), 8=Test (PMS),
9=Kontrol (Denatiire indilklenmemis mikrozomal preparat),
10=Kontrol (Kofaktérsiiz indiiklenmiy mikrozomal preparat),
11=Kontrol (Kofaktérsiiz indiiklenmemis mikrozomal preparat), 12=

Kontrol (Kofaktérsiiz PMS)]

TBPR.HCI iizerinde gergeklestirilen inkiibasyon ¢aligmalarinda kazamlan
metabolik ekstrelerin Sg mobil fazinin kullanldigi HPLC sistemine enjeksiyonuyla elde
edilen kromatogramlar Sekil 6.6.2.2.°de verilmigtir. Indiklenmis ve normal
mikrozomlarin kullanildii test 1 ve test 2 inkibasyonlarma ait HPLC
kromatogramlarimin her ikisinde de retensiyon zamam 20,60 dk olan ve TBPRO’e

karsthk gelen pikler gozlenmesine ragmen post-mitokondriyel siipernatantla (PMS)
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yapilan inkiibasyona ait kromatogramda N-oksit goriilmedi. Biitiin kromatogramlarda
* metabolize olmamig substrata ait pik 8,85-9,02 dk.’lik retensiyon zamanlarinda
gozlenirken, UV detektérin 230 nm’ye ayarlandifi caligmalarda TB’e ait pik,
muhtemelen substrat pikiyle 6rtiildiigiinden dolay1 gorillemedi. Buna kargin, S, ¢6ziicii
sisteminde ¢ok farklh Rt degerlerine sahip- olan TBPR ve TB kolaylkla
aynlabildiginden, her ii¢ inkiibatin da bu sisteme enjeksiyonuyla elde edilen 6,47 dk’hk
pikler TB’in varhimu gosteriyordu. TB’in ayrilmadigi Sg sisteminde ise detektoriin
dalga boyu 254 nm.’ye getirilerek test 1, test 2, test 3 ve kontrol 1 inkiibatlan enjekte
edildiginde bu dalga boyundaki absorpsiyonu ¢ok diisiik olan TBPR.HCI’e ait pik
alammin onemli derecede azaldigi, N-oksit ve laktam metabolitlerine ait piklerin
kayboldugu goriildii. Bu dalga boyunda kuvvetli absorpsiyonu bulunan TB’e ait pikin
substratla aynlmas: béylece miimkiin olmustur (Sekil 6.6.2.3.) Sonug¢ olarak,
TBPR.HC] metabolizmasinda test 1, test 2 ve test 3 erlenlerinde TB’in varlig

gosterilirken, kontrol erlenlerinde bu metabolite rastlanamadi.

Yine bu sete ait PMS preparatiyla inkiibasyonun yapildigi test 3 erleninde
TBPRON’a kargilik gelen bir pik tespit edilirken, indiiklenmis ve normal
mikrozomlarin kullamildig1 test 1 ve test 2 erlenlerinde laktam metabolitine ait pik

(substrat pikiyle ortiildiigiinden dolayi) gozlenemedi (Sekil 6.6.2.2.).

TBP.HCI metabolizmasinda da benzer sonuglar elde edildi. Sekil 6.6.2.4.’de
verilen, Sg ¢dziicii sisteminin kullamldigr HPLC kromatogramlan incelendiginde,
indiiklenmi§ ve normal mikrozomlarin kullamldifs test 1 ve test 2 inkiibatlarinda 20,8
dk’lik retensiyon zamamyla TBPO’e karsiik gelen birer pik tespit edilmektedir.
Aynica, PMS preparatlarimin kullanildigy test 3 erlenleri de dahil olmak tizere her iig
test inkiibatinda da TBPON’a kargilik gelen birer pik goériilmektedir. Sg Mobil faz
sisteminde substrattan ayrilmasi miimkiin olmayan TB’in ise Ss mobil faz sistemindeki

TBP.HCI’den gok farkh retensiyon zamanna sahip olan (6,64 dk) piki sayesinde her

Ui test inkiibatinda tespit edilmesi miimkiin olmustur.
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Sonug olarak, ¢ok benzer fizikokimyasal ozelliklere sahip TBPR ve TBP’in
sican karaciger mikrozomlaryla calgilan in vitro metabolizmalaninda paralellik
oldugu, benzer metabolitleri vermelerinden anlagilmigtir. Her iki setin test
inkiibatlarinda tespit edilen metabolitlerin kontrol erlenlerinde  gérilmemesi,

s6zkonusu triinlerin enzimatik reaksiyonlarla olugtugunu gostermektedir.

TBPRHC! VE TBPHC! i¢in onerilen metabolik yollar, sema 6.6.2.1.°de
verilmigtir. Her iki sette de gozlenen N-oksit metabolitlerine ait pik alanlan
karslagtinildiginda,  indiiklenmemis mikrozomlar (test 2), ya da fenobarbital
indiiksiyonu yapilmig mikrozomlar (test 1) ile gergeklestirilen inkiibasyonlar agisindan
onemli bir fark olmadifn gozlenmisti. Bu durum, fenobarbital tarafindan
indiiklenebildigi bilinen (57, 81) sitokrom P-450 izoenzimlerinin, bu iki N-oksidin
olusumunda etkili olmadiklarim disindiirmektedir. O halde N-oksidasyon
reaksiyonlannin bagka bir enzim sistemi tarafindan katalize edildigi sonucuna
varilabilir. TBPR ve TBP’in pK, degerleri dikkate almarak (her ikisi i¢in de pK,=8,72)
. sozkonusu substratlann N-oksidasyon reaksiyonlarmm diger bazik tersiyer aminler
icin daha onceki cahigmalarda bildirildigi gibi (3) mikrozomal FMO enzimleri
tarafindan yiriitildigi soylenebilir.

J J IJ — &) T
Hy Hy —— |HO J Hy oM. \ﬁ) Hq

: 1 3,

Hy CHy  HoC CHy | He CHy HyC CH,

} ‘1‘ i / x \ T H
| I X X

e <. [ - AN o

H - H, s
H H,
Hy CH, HyC G HsC CH, HyC CH,

- = o
CH,

Sema 6.6.2.1. TBPR.HCI (X=CH,) ve TBP.HCPiin (X=CH,-CH>) in vitro
mikrozomal metabolizmasi.
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6.7. Grup-3 Substratlarmmn In Vitro Mikrozomal Metabolizmasmdan
Alman Sonuglar

Birgok ilag molekiiliinin yapisinda bulunan sekonder aminler, ayrica tersiyer
aminlerin metabolik triinleri de olabileceginden, sekonder alifatik ve aromatik amin
yapilarina sahip iki bilesigin in vitro mikrozomal metabolizmasin ¢aligiimasi
digiinilmistir. Bu tip bilesiklerin metabolik oksidasyon reaksiyonlan sonucunda
oksidatif ~N-dealkilasyon, aromatik  hidroksilasyon  ve N-hidroksilasyona
ugrayabilecekleri bilinmektedir (24, 48-51, 105, 200). Ayrica, bazi N-benzilanilinlerin
in vitro mikrozomal metabolizmalan sonucunda kargilik gelen amid metabolitlerine
(N-benzoil anilinler) doniistiikleri de gesitli caligmalarda bildirilmig; hem aniline, hem
de benzil grubuna ait aromatik halkada bulunan gesitli siibstitiientlerin bu déniisimde
herhangi bir etkiye sahip olup olmayacagt tartigtlmigtir (24, 48-51, 105).

Bu boliimde, biri alifatik digeri ise aromatik sekonder amin fonksiyonel grubuna
sahip, 4,4’-diklorodibenzilamin (CBCBA) ve N-(4-klorobenzil)-4-kloroanilin
(CBCAN) yapisindaki iki bilesigin sigan karacigerlerinden elde edilmig mikrozomlarla
gerceklestirilen in vifro metabolizma galiymalarina deginilerek, elde edilen sonuglar
literatiirlerin i1ginda degerlendirilecektir. Grup-3 substratiarina ait aromatik halkalarin
her ikisinde de para konumlarinda klor siibstitiisyonunun olmasinin amaci, molekillere
daha yiiksek lipofilik ozellik saglama ve olasi aromatik hidroksilasyon reaksiyonlarnt
durdurmakti. Ayrica, substratlardan birinin (CBCBA) alifatik sekonder amin yapisinda
olmast ile, her iki substratin da metabolik reaksiyonlar sirasinda meydana gelebilecek
olast bir oksaziridin ara iiriiniinii stabilize etmek ve boylece inkﬁbésyon ortaminda bu
ara iiriiniin kromatografik analizlerle saptanabilmesine imkan saglanmas: amagland:.
Nitekim, 2-konumunda (azota bagh) aril yerine, alkil grubu tagtyan oksaziridinlerin
daha stabil oldugu Emmons tarafindan bildirilmistir (168). Olast aromatik

hidroksilasyon reaksiyonlarimn durdurulmasi ise metabolik oksidasyonu ilgi konusu

olan azot ve benzilik karbon atomuna kaydiracagindan yararh olabilecegi diiginildi.
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Bu serinin iki substrai olan CBCAN ve CBCBA’in in vitro mikrozomal
metabolizma ¢aligmalan, bolim 4.2.19°da verilen protokole gore yapildi (Tablo
42.19.3.). Hem CBCAN, hem de CBCBA setlerinin metabolizma caligmalarinda
substratlar inkiibasyon ortammna hidroklorir tuzlan olarak (CBCAN.HCl ve
CBCBA HCl) ilave edildiler.

CBCAN.HCI’iin inkﬁbasyonunu takiben yapilan ekstraksiyonla kazamlan post-
inkiibatlarinin, A; ¢oziicii sisteminin kullamldig ITK analizi sonucu Rfx100 degerleri
30 ;46 ve 67 olan ve standart bilesiklerle karsilastinldiginda sirasiyla 4-kloroanilin
(CAN), CBCAN ve CBDCAN’e kargilik gelen iig leke tespit edilmigtir (Sekil 6.7.1.).
Degismeden kalan substrat (CBCAN) digindaki iki bilesige ait lekeler, denatiire
mikrozomlarin kullamldifi veya kofaktorlerin ilave edilmedigi kontrol erlenlerinde

goriilmemigtir.

CBCBA.HCI setine ait metabolik ekstrelerin aym ¢oziicii sistemiyle yapilan ITK
analizi sonrasinda elde edilen kromatogrammn 254 nm’lik UV lamba altinda
incelenmesi sonucu Rfx100 degeri 39 olan substrat diginda higbir metabolit
gorilmemesi, bu dalga boyundaki absorpsiyonlariin zayiflin veya ¢ok kiigik
miktarda olugmalarina baglanabilir.

CBCAN.HCI metabolizmasindan kazamlan post-inkiibatlarin, S¢ mobil fazinin
kullanildi1 HPLC sistemine enjeksiyonuyla retensiyon zamanlan 3,43 ; 4,03 ; 6,77
8,44 ; 12,81 ve 18,28 dk olan alt1 pik tespit edildi (Sekil 6.7.2.). Bu setin standart
bilesiklerine ait HPLC kromatogramiyla kargilagtirnildiginda, bu piklerin sirasiyla CAN,
CB, CPCPN, CBCPH, metabolize olmamig CBCAN ve CBDCAN’e karsilik geldigi
anlagilmuistir. HPLC ile gozlenen piklerin yamsira, sisteme baglanan diode-array UV

detektoriiniin yardimiyla benzer retensiyon zamanlarinda detekte edilen piklere ait UV
spektrumlan da kaydedilmis ; sonug olarak, metabolik iiriinlere ve standart bilesiklere
ait UV spektrumlanimin karsilagtinlmasiyla tespit edilen metabolitlerin yapilan bir kez
daha dogrulanmugtir (Sekil 6.7.3.). Yapilan ¢aligmalarda CBZCAN’e benzer
kromatografik ozelliklere ( Rfx100 ve Rt) sahip bir metabolit, ne ITK ne de HPLC ile
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saptanamadi. Olasi amid metabolitine yakin bir retensiyon zamanina sahip olan nitron
metabolitinin (CPCPN) ise standart CBZCAN’inkinden ok farkli ve yine standart
CPCPN ile aym UV spektrumunu verdigi gorildi (Sekil 6.7.3.).

Mobil faz : A;

Sekil 6.7.1. CBCAN.HCPin substrat olarak kullamldigi mikrozomal inkiibasyon
kanigimlarma ait ITK kromatogram [1= CBDCAN , 2=CPCPN,
3=CBZCAN, 4=CBCPH, 5=CAN, 6=CB, 7=CBCAN.HCI, 8=Test,
9=Kontrol (Denatiire mikrozomal preparat), 10=Kontrol (Kofaktorsiiz
mikrozomal preparat)].

CBCBA.HCl’iin sigan karaciger mikrozomlanyla inkiibasyonundan sonra elde
edilen metabolik ekstrelerin S; ¢oziicii sistemiyle ¢algilan HPLC sistemine
enjeksiyonuyla retensiyon zamanlan 2,89 ; 4,67 ; 6,77 ve 15,95 dk olan dért pik tespit
edilmigtir (Sekil 6.7.4.). Daha once yapilan HPLC cahgmasiyla CB, CBA ve
CBDCBA standart bilesiklerinin aynimasi miimkin olmadigindan, 2,89 dk’da

gozlenen pikin tam olarak hangi bilesige karsilik geldigi anlagilamad.
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Bununla beraber, ileride de tartiglacag gibi, bu ii¢ uriinden herhangi birinin
olusumu N-dealkilasyon reaksiyonunun varh§m kamtladigindan, s6zkonusu
bilesiklerin daha iyi aynlabilmesi igin ek bir ¢aligmaya gerek gorilmedi. Retensiyon
zamanlan 4,67 ; 6,77 ve 15,95 dk olan diZer piklerin de sirastyla CPCBN, CBCBH ve
degismemis substrata ait oldugu, standart bilesiklere ait HPLC kromatogramiyla
kargilagtinlarak anlagildi (Sekil 6.7.4.).

CBCBA HCl'iin metabolizmasiyla ilgili standart bilesikler ve metabolik
tiriinlerinden bazlarina ait, diode-array dedektoriiyle alinan UV spektrumlan sekil
6.7.5.de verilmigtir. Bu spektrumlarin incelenmesiyle, metabolik CPCBN ve
CBCPH’in standart bilesikleriyle aym uv karakteristiklerine sahip olduklari; ayrica,
retensiyon zamam CBZCBA’e yakin olan nitron metabolitinin (CPCBN) karsihk gelen
amid ile oldukga farkli bir UV spektrumuna sahip oldugu anlagtimstir (Sekil 6.7.5.).

Grup-3 substratlant olan CBCAN ve CBCBA bilesiklerinin metabolizmasindan
alinan sonuglar, her ikisinin de N-dealkilasyona ugradigim, benzilik karbonda
oksidasyonla meydana gelen dayaniksiz karbinolamin ara tirtinlerinin pargalanarak CB
ve karsilk gelen amini (CB veya CBA) verdigini gostermektedir. Aynca, her iki
substratla da karsihik gelen N-oksidasyon triinleri olan hidroksilaminler (CBCPH ve
CBCBH) ile nitron metabolitleri (CPCPN ve CPCBN) tespit edilmigtir.

Sekonder aminlerin metabolik oksidasyonla karsihk gelen N-hidroksi
metabolitlerine doniistiikleri (41, 47, 50, 51) ayrica bu metabolik triinlerin daha sonra
mikrozomlarda meveut olan ve oksijen ile rediiklenmis piridin niikleotidine ihtiyag
duyan hidroksilamin oksidazlar tarafindan hidroksilamin N-oksitlere dénﬁstﬁgg
bildirilmigtir. Son derece dayamksiz yapilar olan hidroksilamin N-oksitlerin 1s\q
dehidratasyonla karsiik gelen nitronlars verdigi diistiniilmektedir (Sekil 6.7.6.) (41,

50, 51).
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o
Hidroksilamin + -H,0 |
RH—CHR; — R —CH; Ry —Joisiiaz R—\—CH; R, —= Ri—N=CHR,
H OH OH
Sekonder amin N,N-Distibstitile Hidroksilamin-N-oksit a N-Distibstitile nitron
hidroksilamin ara Urind

Sekil 6.7.6. Sekonder aminlerin hidroksilaminler iizerinden karsihk gelen
nitronlara doniisiimii

Sekonder aromatik amin yapisindaki bir bilesigin metabolik oksidasyonla
hidroksilamin metabolitine doniisiimii igin ilk 6rnek, N-metil-4-aminoazobenzen’in N-

hidroksi-N-metil-4-aminoazobenzeni vermesidir (41, 47, 51).

Hidroksilamin bilesiklerinin oksidasyonuna duyarh olduklan ve atmosferik(
ortamda kendiliginden okside olarak kargilik gelen nitronlara donistikleri
bilinmektedir (183, 184, 193). Bununla beraber, bir sekonder hidroksilaminin
mikrozomal inkiibasyonla yaklagik % 1°i aniline dénusirken 20 dk’da g¢ogunun
karsihk gelen nitronu verdigi, mikrozomal enzimlerin denatiirasyonla nitron

olusumunun azaldig bildirilmistir (49).

Tezimizin konusunu olugturan sekonder aminlerin metabolizmasindan alinan
sonuglar da yukanda agiklanan literatiir bulgularim dogrulamaktadir. Nitekim,
inkitbasyonlarin sonucunda hem hidroksilaminlerin (CBCPH ve CBCBH), hem de
nitronlarin (CPCPN ve CPCBN) kromatografik olarak teshisi, sekonder aminlerin
metabolizmasinda primer N-oksijenasyon iiriinii olan disiibstitiie hidroksilaminlerin,

nitron metabolitlerinin olusumunda bir ara kademe olabilecegini desteklemektedir.

CBCAN.HCl'in ana metabolik yolunun dealkilasyon oldugu gorilirken,
CBCBAHCI ile gozlenen majér metabolit, CPCBN idi. Bu durum, dialkil
siibstitiisyonuna sahip CBCBA’in (pK.=5,95) daha bazik olmasindan dolay1 kolayca
N-oksidasyona ugradigim gostermektedir. Yiiksek oranda olusan nitron metabolitiyle

beraber hidroksilaminin (CBCBH) minér bir metabolit olarak gézlenmesi ise, bazik

sekonder aminlerden tiireyen hidroksilaminlerin oksidasyona daha duyarl, dolasiyla

daha dayaniksiz olmalanyla agiklanabilir (49). CBCAN’den (pK.=3,11) tiireyen
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hidroksilamin (CBCPH) ise muhtemelen kargilik gelen sekonder aminin daha az bazik
olmasindan dolayr daha dayanikli bir yapiya sahip oldugundan (49), CBCAN
metabolizmasinda nitron (CPCPN) olusumu minér bir metabolik yol olarak kargimza

cikmaktadir.

CBCAN’in, CBCBA’e gore daha az bazik olmasi, N-oksijenasyon sonucu
gozlenen nitron olusumunun (CPCPN) minér bir metabolizma yolu olmasim
agiklamaktadir. Gorrod ve Patterson (70) da, N-etil-N-metil-4-siibstitiie anilinler
tzerinde yaptiklan metabolik ¢aligmalarin sonucu olarak, 4-konumunda klor veya fenil
gibi elektron ¢eken gruplarin N-oksidasyonu azaltmasmna karsin aynt konumdaki bir
metil substitiisyonuyla N-oksit olusumunda artis oldugunu bildirmis olmalan

cahismamizda elde edilen sonuglar1 desteklemektedir.

Ne CBCAN.HCI, ne de CBCBA HCI’iin in vitro mikrozomal metabolizmalari
sonucunda standart amidlere (CBZCAN ve CBZCBA) karsilik gelen higbir metabolik
lirlin g6zlenmemigtir. Sekonder aromatik aminlerin in vitro mikrozomal inkiibasyonu
sonucu kargilik gelen amidlere doniigtiikleri, gesitli ¢aligmalarla gosterilmesine ragmen
(48-51, 105), bu amidlerin enzimatik bir reaksiyonla olugan metabolitler olmadiklari
bildirilmigtir. Metabolik N-oksidasyonla meydana gelen nitronlarin, giin 15181 etkisiyle
bir oksaziridin ara urinii iizerinden karsihk gelen amidlere doniigmeleri ve bu
doniisiimiin kimyasal bir foto-gevrilme olmasindan dolay: olugan amidlerin metabonat

olarak degerlendirilmesi gerekir (201).

. a,N- Diarilnitronlar tizerinde yapilan metabolik galigmalar, analiz iglemleri
inkiibasyondan hemen sonra yapildiginda ve inkiibasyon ile sonrasindaki islemlerle
inkﬁbatlar‘lslktan korundugunda, bu bilegiklerin kargilik gelen amidlere déniigmedigini
gostermistir (201). Halbuki, nitronlann mikrozomal inkiibasyonundan elde edilen
metabolik ekstreler oda sicakliginda tutularak alti saatten fazla 113a maruz
birakildifinda, karsihk gelen amid ile beraber oksaziridin yapisinda olabilecegi

diistintilen bilinmeyen bir bilesigin olustugu goézlenmistir (201).
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o, N-Diarilnitronlann protik ¢oziiciiler igerisinde 1g13a maruz birakildiklarinda
dayaniksiz  oksaziridin ara Griinlerini  verdifi, oksaziridinlerin de C-N
transoksijenasyonla kargilik gelen amidlere doniistiigi (186); ayrica oksaziridinlerin de
susuz asetonitril i¢inde 1stildiklarinda tamamen izomerik nitronlara dénistiikleri (188)

bildirilmistir (Sekil 6.7.7.).

O 2+ | OO — OO

Sekil 6.7.7. Isiga maruz kalan a,N-Diarilnitronlarin dayamksiz oksaziridin ara
tirtinleri lizerinden amidlere doniisiimii

Oksaziridinlerin stabilitesi, 2—ve 3-konumlanndaki siibstitiientler tarafindan
belirlenmektedir. 2-Konumunda alkil gruplarinin bulunmas: stabiliteyi artirirken, fenil
gibi elektron geken bir siibstitiientin bulunmasi bu gergin halka sisteminin stabilitesini
azaltir (189). Nitekim Emmons (168), 2-fenil ve 2-benzil oksaziranlarin sentezlerini
yapmaya ¢ahsmus, ¢cok dayaniksiz olmalarindan dolay: bu bilesiklerin saf olarak izole
edilemedigini bildirmigtir. C-O bagmin pargalanmasityla nitron, C-N baginin
pargalanmastyla da amidlerin olusumu arasindaki yanigmanin sonucu da oksaziridin
halkasina ait azot ve karbon atomundaki siibstitiientlere baghdir. Yine elektron geken
gruplarin 2-konumunda bulunmasi, nitron olusumuyla sonuglanan C-O béliinmesini
kolaylagtirmaktadir (Sekil 6.7.8.).

A . ¥ i
R1-—'C"—'N—R2 — R1—(|:"‘C/N _Rz —_— R1—-(I: =¥—Rz
H H H
N\ Va i
R1 "—N_R2 — R1_C—~—Rz — R1_C—N_R2
- \\ / l
He/ H H

Sekil 6.7.8. Oksaziridin halkasimdaki C-O veya C-N bagmn parcalanmasiyla
nitron ya da amidlerin olugumu.
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Nitronlarin analogu sayilabilecek heteroaromatik amin oksitleri de oksaziridin
ara uriinii iizerinden amidleri verebilmektedir. Nitekim, heteroarmatik azota sahip
fenantridin’in, sigan mikrozomlariyla muhtemelen benzer bir mekanizma {izerinden
laktam metaboliti olan 6-oksofenantridin’e dénigtigii bildirilmigtir (Sekil 6.7.9.)
(202).

Fenantridin Fenantridin-N-oksit Oksaziridin ara dring 6-Okso-fenantridin

Sekil 6.7.9. Fenantridin’in N-oksidi iizerinden 6-okso tiirevine doniisiimii.

Nitronlarin kisa 6miirlii oksaziridinler iizerinden fotokimyasal bozunmayla
karsilk gelen amidleri vermesi yiiziinden, ¢aligmamzda kullamlan sekonder
aminlerden tiireyen nitronlarin (CPCPN ve CPCBN) stabilitesi incelendi. Bunun
amaci, metabolik ¢ahismalar sonunda amid metabolitlerinin gorilmesi durumunda
olusumlannin kimyasal olup olmadigimi anlamakti. Bu ¢aligmalarda her iki nitronun

1 mg/ml konsantrasyonda hazirlanan metanollii ¢ozeltileri dogrudan: giines 15181

-alacak gekilde bekletilerek olugan dekompozisyon iiriinlerini saptamak tzere Ss mobil

fazinin kullamldin HPLC sistemine enjekte edildi. Sonug olarak, her iki nitron
¢Ozeltisinin de igiktan korunarak buzdolabinda saklanmasi durumunda herhangi bir
bozunmaya ugramadif ; buna karsin, oda sicakhifinda 150 dk boyunca giines 15181
altinda tutulan CPCPN’un tamamen tiikenerek retensiyon zamanlan sirasiyla 9,28 ;
19,58 ve 24,50 dk olan CB, CBZCAN ve yapis: bilinmeyen bir bilesige doniistugi
gozlendi (Sekil 6.7.10.). Literatir bulgularna dayamilarak, hem amid, hem de
nitrondan daha uzun retensiyon zamanina sahip olan bu sonuncu bilesigin karsihk

gelen oksaziridin (CPCPO) olabilecegi diigiiniilmiigtiir. CPCBN’a ait ¢ozeltinin aym

sartlarda 150 dk bekletilmesinden sonra yukandaki HPLC sisteminde incelenmesiyle
9,17 ; 13,47 ve 14,96 dk’da gozlenen ii¢ pikin, standart bilesiklerle kargilagtinldiginda
sirastyla CB, CPCBN ve CBZCBA’e kargilik geldigi anlagilmugtir.
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Sekil 6.7.10°da verilen HPLC kromatogramlarindan gorildigi  gibi,
nitronlardan birinin (CPCPN) foto-dekompozisyonla biiyiikk oranda kargihk gelen
amide (CBZCAN), digerinin de aldehite (CB) déniigtiigtiniin gosterilmesine ragmen
her iki nitron da mikrozomal inkiibasyonu yapilan sekonder aminlerin metabolitleri
olarak HPLC ile tespit edilebilmiglerdir. Ayrica, CBCAN.HCI’iin inkiibasyonu ile
nitron metaboliti gézlendigi halde kargilik gelen amidin (CBZCAN) olusmamis olmast,
her iki sekonder aminin inkiibasyonlarindan hemen sonra HPLC analizlerinin yapilmas:
ve inkiibasyonlar sonrasindaki ekstraksiyon ve evaporasyon gibi islemler esnasinda
inkiibatlara ait tiiplerin aliiminyum folyo ile kaplanarak igiktan korunmug olmast ile
agiklanabilir. CPCBN’un 151k etkisiyle ii¢ saat gibi uzun bir siirede bile karsiik gelen
amide (CBZCBA) déniigmiiyor olmast da CBCBA HCI metabolizmasinda bu amidin

gdzlenmemesinin nedeni olabilir.

Sekonder amin yapisindaki substratlarla elde edilen bir bagka sonug¢ da
CBCAN.HCl’iin metabolik ekstrelerinde kargihk gelen iminin (CBDCAN) ITK ve
HPLC ile teshis edilmesi idi. Arilalkil primer aminlerin karsilik gelen primer iminlere
donistimiinin mikrozomal bir reaksiyon oldugu bidirilmigtir (200). Bizim
cahsmamizda da, CBDCAN’in denatiire mikrozom veya kofaktdrsiiz kontrol
inkiibatlarinda  gozlenmemesi, sdzkonusu iminin enzimatik olusumuna isaret
etmekteydi. Bununla beraber, sekonder aminin (CBCAN) mikrozomal dealkilasyon
sonucu ag¢iga gikan CB ve CAN’in 37°C’lik sicakliktaki inkiibasyon ortaminda
ekstraksiyon ve evaporasyon islemleri esnasinda bekledigi siirede, aralarinda meydana
gelebilecek olast bir kondensasyon reaksiyonunun bir sonucu olarak CBDCAN’in
meydana_gelmis olabilecegi de gozoniinde bulundurulmalidir. Eger CBCAN.HCl’iin
metabolizmasinda ortaya ¢ikan imin yapisindaki bilesik bu mekanizmayla olusuyorsa,

o halde bu driiniin bir metabonat olarak tanimlanmas: gerekir.

Onceki galigmalardan elde edilen bazi bulgular da bu teoriyi desteklemektedir
(200). Nadir olmakla beraber, tek bir substrattan meydana gelen iki metabolitin

arasindaki bir reaksiyonla yeni bir iriiniin olusumuna iligkin &rnekler mevcuttur.

Bunlardan birinde Tyrakowska ve ark. (42) 4-toluidin ve klor siibstitiie analoglar
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tizerinde sigan mikrozomlan ile yaptiklan metabolik ¢aligmalarda, bu bilesiklerin
metabolik iriinleri olan arilhidroksilaminlerle nitrozo bilegiklerinin kondensasyonuyla
azoksi yapisinda metabonatlarin olugtugunu bildirmiglerdir. Aynca, degismeyen
substrat ile nitrozo ve aldehit gruplan tagiyan metabolitlerin kondensasyonlarindan,

sirastyla azo ve imin yapisinda kimyasal iiriinlerin de meydana geldigini gozlenmistir

(Sekil 6.7.11.).
§ddd
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Sekil 6.7.11. 4-Toluidin ve klor siibstitiie analoglarinin mikrozomal A
metabolizmasi sonucu olusan enzimatik ve kimyasal
reaksiyon iiriinleri.

Inkiibasyon ortammda metabonat olusumu igin bir baska 6rnek de, sekonder
alisiklik amin yapisindaki nornikotin, anabazin veya 4-benzilpiperidin’in in vitro
mikrozomal metabolizmalar1 esnasinda ortama radyoaktif siyaniir iyonlan ilave
edildiginde 1’-N-siyanometil-nornikotin, 1’-N-siyanometil-anabazin, 1’-N-

siyanometil-4-benzilpiperidin’in olugmasidir (199).

Daha o6nce nikotin’in metabolizmasinda 1’-N-siyanometil-nikotin katim
tirininiin olustugu bildirilmis olmasina ragmen, azot iizerine iminyum iyonuna

doniigebilecek bir metil grubuna sahip olmayan bu sekonder alisiklik aminlerle de aymi

tip katim tirtinleri tespit edilmistir. Bu durum, inkiibasyon esnasinda mikrozomal lipid
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ve /veya mikrozomlarin saklanmasinda katki maddesi olarak kullanilan gliserolden
kaynaklanan formaldehit ile sekonder aminlerin olusturdugu N-(hidroksimetil)
nornikotin/ anabazin/-4-benzilpiperidin gibi metabonatlann varhgm dogrulamigtir
(199). Aragtirmacilanin  sozkonusu  metabonatlarin  olusumu i¢in  6nerdikleri

mekanizma gekil 6.7.12.de gosterilmistir.

~CH,=0 - _
; — |7 | OH_ F | SN, A 7
éH, N éHon +OH™ X H, X CH,CN
Nornikotin - = 1'N-Slyanometii-nornikotin
-CHz=0 o
| =0T La— CI ¥
Hy : H0H 4oN™ CH, |
Anabazin - 1*N-Siyanometil-anabazin
_CH2=O —OH— CN_
i N i —_— N
&u, i EH,0H o 'cuzj den
4-Benzilpiperidin 1-N-Slyanometil4-benzlipiperidin

Sekil 6.7.12. Sekonder alisiklik aminlerin siyaniir iyonlar: varhfinda
inkiibasyonu olusan 1’-N-siyanometil bilesiklerinin olusumu icin
onerilen mekanizma.

Sonu¢ olarak, sekonder aromatik amin yapisinda bir bilesik olan
CBCAN.HCI’iin metabolizmasinda ortaya ¢ikan imin yapisindaki bilesik (CBDCAN)
eger tamamen enzimatik bir dizi reaksiyon sonucunda meydana geliyorsa, oncelikle
olsan karbinolamin ara riini veya hidroksilamin (CBCPH) metabolitinin
dehidratasyonu bu mekanizmay: agiklayabilir (Sekil 6.7.13.) (105). Bununla berber,
inkiibasyon ortaminda bulunan bir primer aromatik aminle aldehitin kimyasal olarak

kondensasyonla karsiik gelen iminin verebileceginin gosterilmesi (200) ve incelenen

literatiirin 11§ inda CBDCAN’in kimyasal bir reaksiyon iiriinii oldugu sonucuna
vanlmgtir (Sekil 6.7.13.).
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Sekil 6.7.13. Sekonder aminlerin karbinolamin ya da hidroksilamin iizerinden
iminlere doniisiimii.

Caligmamizin konusunu olusturan diger sekonder amin olan CBCBA HCl’den
metabolik olarak kargilik gelen iminin (CBDCBA) olusup olusmadid ise, sdzkonusu
iminin HPLC sisteminde karsilik gelen primer amin (CBA) ve aldehitten (CB)
ayrilmamasi nedeniyle tam olarak agiga gikanlamamustir. ITK ile standart
CBDCBA’inkine yakin Rfx100 degerine sahip bir leke tespit edilmis olmasina ragmen,
bu bulgunun HPLC ile de dogrulanmas: gerekmektedir.

Sekonder aminlerin metabolizmasinda ortaya ¢ikan iminlerin daha ilefi metabolik
reaksiyonlara ugrayarak oksaziridin ara iriinleri tizerinden veya dogrudan kargilik
gelen nitronlara ve daha sonra da amidlere dontisebilecegine iligkin érnekler mevcuttur
(187). Benzer gekilde amfetamin metabolizmasinda ortaya ¢ikan fenilasetonimin’in de
tekrar metabolize olarak fenilasetonoksim’i vermesi (203) (Sekil 6.7.14.a.) ve 2,4,6-

trimetilasetofenon imin’in sitokrom P-450 ile kargilik gelen oksime doéntigmesi de (40)

aminlerin metabolizmasinda ortaya ¢ikan iminlerin énemini ortaya koymaktadir (Sekil

6.7.14.b.).
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A _— Hy;CH—CH; —» H,~CH—CH
o Oeregion —= Osnegreon —= C-enrpron
NH, NH N\OH

CH, Hs
ICH3 ICH3
(B) H;C — H,C
Y Y
NH N—OH
CH, CH,
Sekil 6.7.14. Amfetamin ve 2,4,6-trimetilasetofenon imin’in karsihik gelen oksim
metabolitlerine doniisiimii.

Iminlerin biyolojik oksidasyonuyla olugabilecegi bildirilen oksaziridin ara
urinlerinin yapisal olarak epoksitlere olan benzerlifi de dikkate alinacak olursa,
metabolik veya bagka bir gekilde olusmalan durumunda iminlerden kaynaklanabilecek
toksikolojik sonuglarin 6nemi anlagilabilir (200). Zira, oksaziridinlere benzer yapidaki
oksiranlar ve aziridinlerin alkilleyici ajanlar olabilecekleri ve doku makromolekiilleriyle
reaksiyona girerek mutajenik, karsinojenik veya diger toksikolojik etkiler
olusturabilecekleri bildirilmigtir (187).

~ Her iki sekonder aminin (CBCAN.HCl ve CBCBA.HCI) sigan karaciger
mikrozomlariyla inkiibasyonlarindan elde edilen sonuglann degerlendirilmesi ve ilgili

literatiiriin incelenmesiyle bu bilesikler icin gegerli olan in vitro mikrozomal

metabolizma profilinin $ekil 6.7.15.’de goriildigi sekilde olabilecegi dustinilmugtir.
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CBCAN, CBCBA

¥ PN
OH o

CAN, CBA cB
CBCPH , CBCBH —
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Sekil 6.7.15. CBCAN (n=0) ve CBCBA’in (n=1) in vitro mikrozomal

metabolizmasi.

N-Siibstitiie anilinler iizerinde yapilan énceki galigmalar, N-oksidasyon
reaksiyonlarimin hem sitokrom P-450 izoenzimleri, hem de flavin monooksijenazlar
tarafindan katalize edilebilecegini ve hangi enzimin etkili olacagimin substrata ait
fizikokimyasal parametreler tarafindan belirlenecegini ortaya koymaktadir (47, 48,
51). Tezimin konusunu olusturan iki sekonder aminin pK,’lan dikkate alindiinda,
daha bazik ozellikte olan CBCBA’in (pK,=5,95) N-hidroksilasyonunda FMO
enzimlerinin, daha az bazik olan CBCAN’in (pK,=3,11) N-hidroksilasyonunda ise
sitokrom P-450 izoenzimlerinin daha etkili olabilecefi soylenebilir. Nitekim, pKa
degerleri 8-11 arasindaki bazik aminlerin flavin igeren monooksijenaz enzim sistemi,
PKa’s1 1 ve altindaki nonbazik aminlerin sitokrom P-450’ye bagiml monooksijenazlar
tarafindan oksidasyona ugradig: ; buna karsin, ara pK, degerine (pK.=1-7) sahip

azotlu bilesiklerin her iki enzim sisteminin de substrat: olabileceginin bildirilmesi 3),

teorimizi desteklenmektedir.



-295-

Hlavica ve Kiese de (14), anilin ve N-etilanilin’in N-hidroksilasyonunda
sitokrom P-450 enzim sisteminin etkili olmadigii enzim indiikleyici ve inhibe edici

ajanlar kullanarak ortaya ¢ikarmuglardir.

N-hidroksilasyon ~ trinleri ve bunlann  hidroksilamin  N-oksidazlarla
hidroksilamin-N-oksitlerine ~ doniigimi ve bu dayamksiz ara rinlerin
dehidratasyonuyla (41, 50, ‘51) meydana gelen o,N-disiibstitiienitronlarin yamsira
gozlenen N-dealkilasyon reaksiyonlarinda ise sitokrom P-450 izoenzimlerinin etkili
olduu disinilmistir. Bununla beraber, sozkonusu enzim sistemlerinin hangi
basamaklarda ne derece etkili oldugunun belirlenmesi ise gesitli enzim indiikleyici ve
inhibe edici ajanlann kombine olarak kullammi gerektirmekte olup, ileride bu konu

tizerinde ¢aligtimasi diigiiniilmektedir.

6.8. Metabolik Calismalardan Elde Edilen Sonuclarm
Degerlendirilmesi

Tezimizin konusunu olusturan aromatik, alifatik ve heterosiklik tersiyer
aminlerle sekonder amin yapisindaki iki bilesik iizerinde yapilan metabolik
galigmalarda gesitli C- ve N- oksidasyon reaksiyonlarmin cereyan ettigi anlagilmugtir.
Metabolik ¢alismalarin sonucunda ortaya gikan bulgular, tablo 6.8.1.’de 6zetlenmistir.
Elde edilen sonuglar, substratlanin bazikligi basta olmak iizere lipofillik ve sterik
etkiler gibi birtakim fizikokimyasal faktorlerin C- ve N- oksidasyon oranlarim
etkileyebilecegine isaret etmektedir. Nitekim, EDBA, TBPR ve TBP ve CBCBA gibi
kendi serilerinin en bazik substratlariyla N-oksidasyon major metabolik yollardan biri
olarak gozlenmis, TBA’de de az oranda N-oksit metabolitine rastlanmug, buna kargin
daha disiik pK. degerlerine sahip BMAN, DBAN, BZDBA ve TBC gibi bazik

olmayan substratlarda ana metabolik yollarin N-dealkilasyon ve aromatik

hidroksilasyon gibi C-oksidasyon reaksiyonlan oldugu gorilmistir. Tablo 6.8.1°de
gorildigi gibi asidik yapida olan DBAN, BZDBA ve TBC’iin ne kimyasal, ne de
metabolik olarak N-oksidasyonu miimkiin gozilkmemektedir (3, 18).
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Tablo 6.8.1. Cahismamizda kullanilan substratlarin mikrozomal oksidasyonunu
takiben gozlenen metabolik reaksiyonlar.

SUBST. [logP' | pK,' | DEALKILASYON Ar.Hidr. | Hidroliz | Benzilik | Laktam |[N-oksidasyon
Prim. veya | Aldehit amid
sek. amin olusumu
EDBA | 3315 | 8,16 DBA®" -4 ? MD - MD EDBAO?
TBA | 4,334 | 6,94 DBA® B ? MD ? MD TBAO”
BMAN | 3,810 | 3,02 BAN™ | B"* | BMAP”, MD - MD -
MAN*T BAPT
DBAN | 4,920 | 1,03 BANT, BY | DBAPT, MD ? MD 7
ANF BAP?,
AP
BZDBA | 4,532 | -1,80 BZBA” B ? - - MD MD
TBPR | 3,191 | 8,72 -t TB? ? MD - TBPRON? TBPRO?
TBP | 3,647 | 8,72 .2 TB? ? MD - TBPON" TBPO”
TBC | 6354 [ TE c* TB? + MD - MD MD
CBCBA | 3,929 | 5,95 CBA™? CB%? ? MD - MD CBCBH”,
CPCBN?
CBCAN | 4,658 | 3,15 CAN? cBT ? MD - MD CBCPH”,
CPCPN?

1. Substratlann log P ve pKa degerleri, ProLogP 4.2.D ve pKalc 2.0C programlan kullamlarak hesaplandi ; 2
: Kullamlan kromatografik tekniklerle pirolidin ve piperidin’in tespiti mitmktin degildi ; > : CAN ve CBA,
mevcut HPLC sisteminde birbirinden ayrilmads ; * : Asetaldehit ve formaldehit’in ITK ve HPLC ile tespit
edilmesi mimkin degildi ; * : 9H-Karbazol halkasinda hidroksilasyonun oldugu dilgiinilmis, ancak
karakterize edilememigtir. ITK nde Dj belirteciyle alman pozitif sonug, fenolik metabolitlerin varligina isaret

etmektedir ; - : Ne ITK, ne de HPLC ile sozkonusu metabolite rastlanamadi ; ? : Metabolik yol
dogrulanamamgtir ; MD : Mitmkin degil. TE : Tespit edilemedi.

Yapisal olarak birbirine benzeyen, bunun yamsira yakin baziklige sahip iki
substrattan biri olan EDBA ile TBA’e gore daha 6nemli oranda N-oksidin olugmast ise
TBA molekiiliiniin ortasindaki azotun diger tersiyer amine goére sterik olarak daha
fazla engellenmesiyle agiklanabilir. BMAN’in olast metabolitlerinden biri olan
BMANO’in sentezi yapilarak, substrat ve difer metabolitlerinden kromatografik
ayiimi saglanmug, bununla beraber, BMAN’in sigan karacifer mikrozomlanyla
inkiibasyonunu takiben kazamlan metabolik ekstrelerin kromatografik analizi sonucu
N-oksit metabolitine rastlanmamigtir. Bu durum, polaritesi yiiksek olan BMANO’in
inkiibasyon ortamindan ekstre edilmesinin gigligi (68); sozkonusu N-oksidin ¢ok az
miktarda olugmasi veya karsthk gelen amine rediiklenmesiyle agiklanabilir (7, 100,

204). Bir bagka olasiik da (eger olugmug ise) N-oksidin inkiibasyon ortamu veya
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evaporasyon esnasinda Meisenheimer gevrilmesine ugrayarak bozunmas: (150, 173,
| 174) veya daha 6nceden bildirildigi gibi, N-oksidin karsihik gelen dealkilasyon iiriinleri
olan MAN ve benzaldehite doniigmesi olarak diigiiniilmigtir (35, 52, 66). Mevcut
bulgular, BMANO’in ¢aligmamizda kullanilan inkiibasyon sartlarindaki metabolik
akibetinin aragtirlmasim gerektirmekte olup; bu konu, ileride yapilmas: diisiinilen bir

calisma olarak belirlenmigtir.

Caligmamizin baghca ilgi konularindan biri de gerek tersiyer, gerekse
heterosiklik ve sekonder aminlerin mikrozomal metabolizmasiyla kargihk gelen
benzilik amidlerin olusup olugmadiklarimin belirlenmesi idi. Tablo 6.8.1.°de verilen
sonuglara bakildiginda, her li¢ gruptaki substratlardan higbirinin karsiik gelen amid
metabolitlerine doniigmedikleri goriilebilir. Bu durum, tersiyer aminlerden a-karbon
oksidasyonuyla olusan karbinolamin ara drinlerinin tekrar  oksidasyona
(dehidrojenasyon) ugrayarak amid metabolitlerini verecek kadar dayamkli olmayip

karsihk gelen sekonder amin ve aldehite dekompoze oldugunu géstermektedir.

Alisiklik tersiyer amin yapisindaki TBPR.HCl ve TBP.HCI ile de benzilik
amidlere (TBZPR ve TBZP) rastlanmamasina ragmen, karsihik gelen laktamlarin
(TBPRON ve TBPON) olustugu gozlenmigtir. Sézkonusu laktamlarin ‘mikrozomal
preparatlar ile kargilagtinldiginda PMS fraksiyonuyla daha yiiksek oranda olugmasi ise
burada bulunan aldehit oksidazlarin laktam olusumuna katkisini gostermektedir (78,

79).

Laktam olugumunu i¢in alternatif bir mekanizma da, daha once belirtildigi iizere
alisiklik tersiyer aminden hareketle olugan N-oksitlerin (TBPRO ve TBPO) Frankfurt
gevﬁlmesi (83)ad1 verilen olas: bir dehidrojenasyonla molekiil i¢i bir ¢evrilme ile a-
okso tiirevlerine donugimi olabilir (Bolim 3.3.1.6.C.). Bir seri tersiyer amine

uygunabilecek bu alternatif mekanizmanin aragtirilmasi igin alifatik ve alisiklik tersiyer

amin N-oksitlerinin karaciger mikrozomlaryla inkiibasyonu, ileri bir ¢alisma olarak
duginilmektedir.
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Grup-1 ve grup-2 substratlanm olusturan seri iginde en bazik ve en asidik
 substratlarla da amid olusumunun tespit edilememesi, pK.’nin belirleyici rolii
olmadigim géstermektedir. Ulgen ve Gorrod da (89) daha 6nce amid olusumu igin en
iyi substratlardan biri olan (24, 48, 50, 51, 89) N-benzil-4-metilanilin’in N-asetil tiirevi
olan N-asetil-N-benzil-4-metilanilin’in in vitro mikrozomal metabolizmasim
caligmglar, oldukga diigiik bir pK, degerine sahip olan bu bilesigin karsiik gelen imid
tirevi olan N-asetil-N-benzoil-4-metilanilin’e déniigmedigini bildirmisler ve bunun
nedenini asetil grubunun N-oksidasyonu durdurmasi olarak agiklamglardir. Bizim
¢aligmamizda da o, N—difenilnitron ve benzanilide doniistiigii bilinen (48, 50, 51) N-
benzilanilin’in N-metil tiirevi olan N-benzil-4-metilanilin substrat olarak kullamlmus;
N-dealkilasyonlar ve p-hidroksilasyon reaksiyonlanimin majoér metabolik yollar olarak
goriilmesine ragmen benzilik amid (BZMAN) tespit edilememigtir. Bu bulgular, amid
olusumu igin nitronlarin gerekli ara triinler oldugunu desteklemektedir (Sekil 6.8.1.).
Bununla beraber, sadece N-oksidasyonun engellenmesini, amid metabolitlerinin
gorilmemesi i¢in yeterli bir agiklama olmayabilir. Nitekim, serinin en bazik
substratlarmdan olan EDBA ile N-oksidasyon gozlenmesine ragmen amid

metabolitlerine (ADBA ve BZEBA) rastlanmamustir.

CHy—CgHg CH—C H ‘
O Y, ) oo
R OH 4
Kimyasal
reaksiyon

O
|
N'&_CGHS ’CH_CGHS
\R N‘b

Sekil 6.8.1. Benzilik sekonder (R=H) aminlerden nitron ve ‘oksaziridin ara
iiriinleri iizerinden amidlerin olusumu (eger R=CH; ise bu
reaksiyon miimkiin degil).

Grup-3 substratlan olan CBCAN.HCl ve CBCBA.HCI ile karsihk gelen
hidroksilamin ve nitron metabolitleri tespit edilmesine ragmen, amid metabolitleri olan
CBZCAN ve CBZCBA’e rastlanmamig olmasi, HPLC analizlerinin inkiibasyondan

hemen sonra yapilmasi ve ekstraksiyon, evaporasyon gibi iglemler sirasinda
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inkiibatlarin 1giktan korunmas: ile agiklanmugtir. Zira, CBCAN.HCl’in N-oksidasyon

* metaboliti olan CPCPN standart bilesiginin metanollii ¢ozeltisinin giin 118ma maruz
birakildigainda bilyilkk oranda CBZCAN’e déniistiigis, HPLC ile tarafimizdan tespit
edilmigtir.

Metadon’un yapisal analogu olan resipavrin’in siganlardaki safra metabolitleri
izole edildiginde, karsiik gelen formamid metaboliti tespit edilmistir (205).
Aragtirmacilar, bu metabolitin, izomerik nitron iizerinden gergeklegen bir gevrilme

reaksiyonuyla meydana geldigini 6ne siirmiiglerdir (Sekil 6.8.2.).

£
N\
aga"

Resipavrin

L
|
D

&, &, &,
H o
Q CH, N\ﬁH T Q CH, N\;Z: T Q CH; Ri:\CHz

Formamid metaboliti

Sekil 6.8.2. Resipavrin’in formamid metabolitine doniigiimii.

Pattichis de (206) H, reseptor blokeri olarak gelistirilen mifentidin’in karaciger

mikrozomlanyla inkiibasyonu sonucu karsilik gelen iire metabolitini tespit etmigler ve

bu reaksiyonun bir oksaziridin ara iriinii Gzerinden meydana geldigini énermiglerdir
(Sekil 6.8.3.).
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Mifentidin Oksaziridin ara Uriin Ore metaboliti

Sekil 6.8.3. Mifentidin’in in vitro mikrozomal metabolizmasinda iire
metabolitinin olusumu.

Cahismamizda elde edilen sonuglar ve literatiir bulgulari gozden gegirildiginde,
sekonder ve tersiyer aminlerden amid metabolit olusumunun substrata 6zgi oldugu ve
oncelikle azot atomunda gerceklesen enzimatik bir oksidasyonun ardindan kimyasal

bir reaksiyonu gerektirdigi sonucuna vanlmstir.

Metabolizmas: ¢ahigilan substratlarn en bazik olamindan en asidik olanina kadar
hepsiyle oksidatif N-dealkilasyonun gézlenmesi, dealkilasyonlarda N-oksidasyonun
gerekli bir ara kademe olmadifim gostermektedir. Grup-1 substratlarindan olan
EDBA HC! metabolizmasinda olast iki N-dealkilasyon reaksiyonundan N-
debenzilasyonun gergeklesmeyip N-deetilasyonun gézlenmis olmasi, tersiyer aminlerin
N-dealkilasyonunun genelikle daha kiigiik alkil grubu uzerinden yurudigu goériusine
(41) uygunluk gostermektedir.

Serinin ikinci bilesigi olan TBA ile N-oksidasyon kii¢iik oranda gozlenirken,
oksidatif N-debenzilasyon ana metabolik yol olarak tespit edilmistir. Grubun ilk ig
substratindan daha disiik baziklige sahip olan DBAN (pK,=1,03) ile gozlenen ana
metabolik yol 4-hidroksilasyon olup, oksidatif N-debenzilasyon da ikinci derecede
onemli bir metabolik yol olarak belirlenmigtir.

BMAN ve DBAN’in dogrudan p-hidroksilasyona ugrayarak, sirastyla BMAP ve
DBAP’ii vermesi muhtemelen N-benzil siibstitiie tersiyer anilinlerin aromatik
hidroksilasyonlan igin ilk érneklerdir. Ayrica, iki substratin ortak dealkilasyon uriini
olan BAN’in her iki ¢aliyjmada da aromatik hidroksilasyona ugrayarak BAP’e
donistigii gosterilmigtir. DBAN’in enzim indiiksiyonuna ugratilmamis mikrozomlarla

inkiibasyonu sonucu di-dealkilasyon iriinii olan aniline rastlanmamistir. Ancak, bu
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bulgu di-dealkilasyonun gergeklesmedigini gostermemektedir. Zira, aym deneyde
| anilinin p-hidroksilasyon metaboliti olan 4-aminofenol (AP) kromatografik olarak
tespit edilmigtir. Fenobarbital ile yapilan indiiksiyon gahigmalannda ise bitin
metabolitlerin miktarinda gozlenen nicel arti, ilgili metabolik reaksiyonlarin
fenobarbital tarafindan indiiklenebilen sitokrom P-450 izoenzimleri ile gergeklestigini

gostermigtir.

Calhigmamizda BMAN ve DBAN disinda fenolik metabolit olusumuna rastlanan
bir substrat da TBC idi. TBC post-inkiibatlannin ITK analizlerinde standart
bilesiklerden farkli olarak Rfx100 degerleri O ; 9 ve 14 olan ve D; belirteciyle kirmizi
renk olugturan ve aromatik hidroksilasyon metabolitleri oldugu diistiniilen ¢ bilesik
tespit edilmis ; ancak, standart bilesikleri bulunmayan bu bilesiklerin yapilan

aydinlatilmamugtir.

In vitro mikrozomal metabolizmalani ¢ahgilan substratlarla gozlenen N-
oksidasyon ve aromatik hidroksilasyonlar bir detoksifikasyon mekanizmasi olarak
karsimiza gikarken, grup-3 substratlariyla gézlenen N-hidroksilasyon reaksiyonlar ise
metabolizmanin toksikolojik yoniinii gostermektedir (207). Hidroksilamin yapisindaki
bilesiklerin mutajenik, karsinojenik ve genotoksik bilegikler oldugu belirtilmistir (42,
47). Anilin, belirgin bir genotoksik etki gdstermezken p-toluidin’in istenmeyen DNA
sentezine yol acarak mutajenik etki gosterebilecegi (42) 4-aminobifenil ve 2-
naftilamin’in de karsihk gelen hidroksilamin tiirevleri iizerinden kanser olusumunu
indiiklemeleri (41) ve antileprotik bir ilag olan dapson’un N-hidroksi metabolitinin
methemoglobin olusumuna neden olmasi (43) gibi 6rnekler hidroksilamin metabolik
tiriinlerinin ciddi toksik etkilerini ortaya koymaktadir. N-hidroksi bilesiklerinin
(hidroksilaminler ve hidroksamik asitler) glukuronidasyon veya siilfatasyon gibi
konjugasyon reaksiyonlarma ugramalarinm toksisiteyi azaltabilecegi diigiinebilir.
Ancak, konjugatlar1 seklinde olugtuklart bolgeden ¢ok uzaga taginabilen bu bilesikler

idrar gibi asidik ortamda hidrolizle tekrar hidroksilamini vermekte, bu da nitrenyum

iyonlan {izerinden kritik makromolekiillere baglanarak mesane kanseri gibi sonuglar

olusturabilmektedir (Sekil 3.3.1.6.1.) (44).




-302-

Hidroksilaminler izerinden meydana gelen ve bizim galiymamizda da goriilen
nitron metabolitleri ise selliiler makromolekiillerle reaksiyona girerek mutajenite veya

karsinojenik etkiler olusturabilecek oksaziridinlere izomerize olabilirler (187).

Dolayistyla, sekonder amin yapisindaki ilaglarin geligtirilme asamasinda iken
metabolizma yollan arastirilarak (varsa) toksik metabolitlerin olusum oranlan
belirlenmelidir. Eger miimkiinse yapisal modifikasyonlarla toksisiteyi olugturan grubun
maskelenmesi veya N-hidroksilasyon gibi istenmeyen reaksiyonlart sterik etkilerle

durdurabilecek fonksiyonel gruplarin ana yapiya (esas etkiyi bozmayacak gekilde) ilave

edilmesi ise medisinal kimya disiplininin bir bagka ilgi konusunu olusturmaktadir.
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